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El objetivo general de la presente Tesis doctoral es el aprovechamiento integral de 
residuos agrícolas, en este caso la poda de laurel, para la producción y aplicación de 
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materiales provenientes de fuentes fósiles. 
 
En un primer lugar, la doctoranda, Esther Rincón, experimentó un aprovechamiento de 
la biomasa de la poda de laurel sin fraccionamiento para la obtención de polioles 
activos, como precursores de espumas de poliuretano sostenibles. Fruto de estas 
investigaciones surgieron varios artículos: i) Bio-degradable Polyurethane Foams 
Produced by Liquefied Polyol from Wheat Straw Biomass. Polymers 2020, 12 (11); ii) 
Insulating Rigid Polyurethane Foams from Laurel Tree Pruning Based Polyol. J Appl 
Polym Sci 2021, 138 (6), 49789, donde este último ha sido incluido como primer 
capítulo de la memoria de Tesis doctoral. 
 
Posteriormente, la doctoranda estudió el fraccionamiento de los componentes de la 
poda del laurel para su aplicación industrial. Se comenzó con la extracción y aplicación 
de los extractos de la materia,  derivando en artículos como: i) Effect of Bay Leaves 
Essential Oil Concentration on the Properties of Biodegradable Carboxymethyl 
Cellulose-Based Edible Films. Materials 2019, 12 (15), 2356-2372; ii) 
Mechanochemical Extraction of Antioxidant Phenolic Compounds from Mediterranean 
and Medicinal Laurus nobilis: A Comparative Study with Other Traditional and Green 
Novel Techniques. Ind Crop Prod 2019, 141, 111805, donde en este último se 
estudiaron procesos de intensificación ligados a la química verde, destacando el 
proceso mecanoquímico, y que ha sido incluido como segundo capítulo de la memoria 
de Tesis doctoral. 
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el aprovechamiento de la fracción hemicelulósica y las pectinas de la poda de laurel, 
originando dos artículos: i) Combined Extraction/Purification-Catalytic Microwave-
Assisted Conversion of Laurus nobilis L. Pruning waste Polysaccharides into Methyl 
Levulinate. ACS Sustain Chem Eng 2020, 8 (29), 11016-11023; ii) Bioactive Pectic 
Polysaccharides from Bay Tree Pruning Waste: Sequential Subcritical Water Extraction 



and Application in Active Food Packaging. Carbohyd Polym 2021, 272, 118477, donde 
el primer artículo ha sido incluido como tercer capítulo y el segundo artículo como 
cuarto capítulo de la memoria de Tesis doctoral. 
 
Finalmente, el concepto de biorrefinería de la poda de laurel, abordado en esta Tesis, 
se ha cerrado con el aprovechamiento de la fracción celulósica y lignina de la materia 
prima. De esta parte final se han publicado artículos como: i) Cellulose Grafting for 
Food Packaging. Techno-Economic Comparative with Other Curing Technologies. J 
Wood Chem Technol 2020, 40 (6), 408-420; ii) Orange Peel Waste Biorefinery in Multi-
Component Cascade Approach: Polyphenolic Compounds and Nanocellulose for Food 
Packaging. Ind Crop Prod 2022, 187, 115413; iii) Bioactive absorbent chitosan 
aerogels reinforced with bay tree pruning waste nanocellulose for burger meat 
preservation. Polymers (under review), donde este último ha sido incluido como quinto 
capítulo de la memoria de Tesis doctoral. 
 
Además, la doctoranda ha colaborado en otros 3 artículos, ha participado en 9 
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Resumen 

 Debido a los desafíos económicos y ambientales a los que se 

enfrenta la sociedad actual, los estados miembros de las Naciones 

Unidas propusieron en 2015 los 17 Objetivos del Desarrollo Sostenible 

(ODS). Estos objetivos se centran en promover formas para lograr la 

sostenibilidad en todas las áreas posibles (agua, energía, clima, 

industrias, economía, ciencia y tecnología). De esta manera, se hace 

inminente la necesidad de transición hacia la bioeconomía. La 

bioeconomía desempeña un papel importante para alcanzar el 

desarrollo sostenible, ya que su principal objetivo es que la economía 

actual se base en el uso de recursos renovables que puedan ser 

convertidos en productos de alto valor añadido.  

 El agotamiento de los recursos fósiles, así como la fluctuación en 

los precios del petróleo y los problemas de contaminación ambiental, 

exigen la búsqueda de una nueva perspectiva en la que el uso de 

recursos renovables sea la base. En este sentido, las biorrefinerías de 

materiales lignocelulósicos surgen como una solución brillante. En los 

sistemas de biorrefinería se valorizan diferentes tipos de residuos 

lignocelulósicos para obtener productos útiles, eficientes y valiosos que 

ayuden a lograr el tan deseado desarrollo sostenible. De esta forma, la 

presente Tesis Doctoral ha abordado diferentes caminos para la 

valorización de los residuos de la poda de laurel (Laurus nobilis L.) 

desde el punto de vista de la biorrefinería, mediante su transformación, 

fraccionamiento y aplicación en la preparación de nuevos materiales y 

productos de alto valor añadido.  

 La modificación química de los residuos lignocelulósicos 

mediante reacciones de licuefacción ha surgido en los últimos años 
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como una técnica novedosa para la preparación de materiales 

compuestos, acrilatos y poliuretanos basados en compuestos naturales. 

Los polioles que se utilizan comúnmente en la industria del poliuretano 

son de origen petroquímico. Por lo tanto, la preparación de polioles 

naturales con características similares a los derivados del petróleo 

podría abrir un camino alternativo y sostenible en el mercado de los 

poliuretanos. En este sentido, en la Publicación I de esta Tesis Doctoral 

se describe la síntesis de polioles a partir de residuos de la poda de 

laurel, sin fraccionamiento previo, y su aplicación para la preparación 

de espumas de poliuretano aislantes. El poliol obtenido demostró 

propiedades similares (número de grupos hidroxilo, viscosidad y peso 

molecular) o incluso mejores que los polioles disponibles actualmente 

en el mercado, además de reportar un alto rendimiento de licuefacción. 

Por tanto, el poliol era perfectamente aplicable para la preparación de 

las mencionadas espumas. Las espumas aislantes se prepararon 

teniendo en cuenta varios parámetros que suelen influir en la 

estructura final de estos materiales: el tipo de diisocianato empleado 

(MDI o TDI) y la adición de agua como agente espumante físico. Según 

los resultados obtenidos, las espumas preparadas con TDI mostraron 

una formulación óptima a una relación molar NCO/OH (RNCO/OH) de 1,1 

(40% en peso de poliol de residuos de la poda de laurel y sin la adición 

del agente espumante) en términos de densidad aparente y 

propiedades mecánicas (resistencia a la compresión y módulo de 

Young). En el caso de las espumas preparadas con MDI, se encontró que 

la formulación óptima era de RNCO/OH 0,63 (50% en peso de poliol de 

residuos de la poda de laurel y con adición del agente espumante). 

Todas las espumas formuladas tenían una morfología de celdas 

pequeñas y cerradas y una mayor estabilidad térmica con la presencia 

del poliol sintetizado. Los resultados obtenidos en este estudio han 
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permitido sugerir al poliol de residuos de la poda de laurel como un 

sustituto adecuado de los poliuretanos empleados habitualmente.  

  Por otro lado, tradicionalmente, la aplicación más conocida del 

laurel ha sido a través de su aceite esencial en cocina y farmacia, a pesar 

de haber demostrado buenos resultados en el tratamiento de 

enfermedades gracias a sus propiedades antioxidantes. Estos extractos 

naturales suelen obtenerse mediante extracción convencional Soxhlet, 

lo que requiere grandes volúmenes de disolvente de extracción, así 

como tiempos de extracción largos. Yendo un paso más allá, la 

Publicación II se centra en la optimización de la obtención del extracto 

natural de las hojas de laurel mediante metodologías de intensificación 

respetuosas con el medio ambiente. En este sentido, se estableció y 

aplicó un protocolo de pretratamiento mecanoquímico sobre la 

muestra que facilitara el proceso de extracción posterior. Este 

pretratamiento se llevó a cabo evaluando la influencia de diferentes 

reactivos sólidos (Na2CO3, BaCO3, Li2CO3, CoCO3, K2CO3 y CaCO3) y se 

comparó con la extracción convencional, así como con otras técnicas 

novedosas en el campo de la extracción de compuestos bioactivos como 

el ultrasonidos y la irradiación microondas. Este estudio demostró que 

el pretratamiento mecanoquímico permitía obtener extractos con 

contenidos fenólicos comparables a los de la extracción convencional 

(75,54 GAE/g extracto), con la ventaja de que, para un mismo valor, el 

tiempo total de extracción se reducía más de 10 veces mediante el uso 

de la mecanoquímica. Los compuestos principales identificados en el 

extracto fueron eugenol, metileugenol y elemicina. Aunque las 

extracciones asistidas por ultrasonidos y microondas resultaron en 

mayores rendimientos y valores más altos en las propiedades de los 

extractos evaluadas que las realizadas con pretratamiento 
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mecanoquímico, el presente estudio propone la sustitución de la 

extracción convencional por la mecanoquímica para obtener el mismo 

rendimiento, pero de una forma más sostenible.  

 La siguiente aproximación que se abordó para la valorización de 

los residuos de la poda de laurel fue su fraccionamiento para la 

obtención una de las fracciones lignocelulósicas presente y posterior 

conversión en compuestos de alto valor añadido. Así, la Publicación III 

versa sobre la extracción de polisacáridos (hemicelulosas y almidón) 

de los residuos de la poda de laurel y su utilización como fuente de 

azúcares C5 y C6 para la síntesis de levulinato de metilo, molécula de 

alto valor añadido debido a que se trata de una molécula plataforma 

para la síntesis de productos químicos relevantes como la γ-

valerolactona. La fracción de polisacáridos se obtuvo por extracción 

hidrotermal (autohidrólisis), determinando las condiciones óptimas 

mediante un diseño experimental en el que se contemplaron diferentes 

temperaturas (160, 180, 190 y 200 °C) y tiempos (30, 45, 60 y 75 min). 

Todas las fracciones obtenidas se caracterizaron para conocer el perfil 

de carbohidratos, los ácidos fenólicos, las proteínas y la distribución de 

pesos moleculares. Los polisacáridos obtenidos en las condiciones 

óptimas (160 °C 45 min) estaban compuestos de una mezcla de 37,87% 

de azúcares C5 y 60,86% de azúcares C6. Estos polisacáridos se 

utilizaron con éxito para producir levulinato de metilo mediante la 

conversión simultánea de ambos tipos de azúcares bajo irradiación 

microondas en un medio rico en metanol utilizando un catalizador 

simple y económico como el Al2SO4. En este caso, se obtuvo un 

rendimiento óptimo de levulinato de metilo del 40% a partir de 

polisacáridos purificados de residuos de la poda de laurel tras un 
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proceso simple de extracción/purificación de carbohidratos 

combinado con un paso catalítico asistido por microondas.  

 A pesar de que los polisacáridos vegetales principales de la 

pared celular son la celulosa y las hemicelulosas, los polisacáridos 

pécticos pueden representar hasta el 30% de la pared primaria. Estos 

polisacáridos pécticos han despertado gran interés en los últimos años 

para su aplicación en áreas como la cosmética, la alimentación, la 

farmacia y el envasado activo de alimentos. Por ello, la Publicación IV 

estudia el aislamiento potencial de polisacáridos pécticos a partir de 

residuos de la poda de laurel y su aplicación como aditivos en películas 

para envasado activo de alimentos. La obtención de estas pectinas se 

llevó a cabo mediante extracción secuencial con agua subcrítica, una 

tecnología novedosa para la extracción de fracciones de polisacáridos 

con funcionalidades moleculares preservadas, utilizando diferentes 

combinaciones de tiempo (5, 10, 15 y 20 min) y temperatura (100, 120, 

140 y 160 °C). Los polisacáridos extraídos estaban altamente 

enriquecidos en pectinas conservando su alto peso molecular (10-100 

kDa), presentando además propiedades ideales para la citada 

aplicación. Posteriormente, se prepararon películas de quitosano 

enriquecidas con las pectinas, las cuales mejoraron las propiedades 

ópticas (≥95% de capacidad de barrera a la luz-UV), antioxidantes 

(≥95% de actividad de barrido de radicales) y la permeabilidad al 

vapor de agua, en comparación con las películas de quitosano puro. 

Además, la actividad antimicrobiana del quitosano se mantuvo en las 

películas híbridas. La adición del 10% de pectinas también mejoró las 

propiedades mecánicas, aumentando el módulo de Young en un 12% y 

la resistencia a la tensión en un 51%. Así, este trabajo demuestra la 

aplicación de fracciones ricas en pectinas procedentes de residuos de 
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la poda de laurel para su uso como aditivo en aplicaciones de envasado 

activo de alimentos, con triple acción como antioxidante, barrera y 

antimicrobiana.  

 Por último, la Publicación V contenida en la presente Tesis 

Doctoral trata sobre el fraccionamiento, purificación y aplicación de la 

celulosa, la fracción polimérica más abundante de los materiales 

lignocelulósicos. Así, los residuos de la poda de laurel fueron 

empleados para la producción de micro/nanofibras de celulosa y su 

aplicación como refuerzo en aerogeles de quitosano aplicables como 

almohadillas absorbentes para el envasado de alimentos. Las 

micro/nanofibras fueron obtenidas mediante homogeneización a alta 

presión, previo pretratamiento químico de oxidación mediada por 

TEMPO. Se obtuvieron dos clases de micro/nanofibras, con alto y bajo 

contenido en lignina residual, con el objetivo de estudiar también el 

efecto de la lignina sobre la aplicación deseada. Posteriormente, se 

caracterizaron las micro/nanofibras producidas y se prepararon los 

aerogeles. Como resultado, se obtuvieron aerogeles altamente porosos 

con propiedades mecánicas mejoradas gracias a la inclusión de las 

micro/nanofibras en su estructura, especialmente cuando éstas se 

encontraban presentes al 5%. La ausencia de lignina en las 

micro/nanofibras condujo a una fuerte auto-asociación aumentando 

este efecto refuerzo. Una vez encontrada la formulación óptima, se 

procedió a la fabricación de los aerogeles bioactivos, conteniendo 

extracto de las hojas de laurel a distintas proporciones. Se observó que 

la presencia de lignina en las micro/nanofibras fue determinante en los 

perfiles de liberación del extracto, encontrándose que los aerogeles 

bioactivos que contenían las micro/nanofibras con lignina liberaban el 

extracto más rápidamente al medio que los que contenían las 
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micro/nanofibras libres de lignina, alcanzando en ambos casos una 

capacidad antioxidante máxima. Finalmente, el estudio de los aerogeles 

bioactivos como almohadillas absorbentes para la conservación de 

carne, llevado a cabo en muestras de hamburguesas, mostró que estos 

materiales contribuyen a conservar el alimento durante 10 días como 

carne fresca cuando se formulan con ≥2% de extracto. Además, la 

presencia de lignina residual en las fibras contribuyó a este retraso en 

la oxidación de la carne durante el almacenamiento. 
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Abstract 

Due to the economic and environmental challenges facing 

society today, the member states of the United Nations proposed the 

17 Sustainable Developments Goals (SDGs) in 2015. These goals focus 

on promoting ways of achieving sustainability in all possible areas 

(water, energy, climate, industries, economy, science, and technology). 

In this way, the need for society’s transition to the bioeconomy 

becomes imminent. Bioeconomy plays an important role in achieving 

the sustainable development since its main objective is that the current 

economy becomes based on the use of renewable resources and their 

conversion into high added-value products.  

 The depletion of fossil resources, as well as fluctuating 

petroleum prices and environmental pollution problems, call for the 

search for a new perspective where the use of renewable resources is 

the basis. In this sense, biorefineries of lignocellulosic materials emerge 

as a brilliant solution. In biorefinery systems, different types of 

lignocellulosic residues are valorized to obtain useful, efficient, and 

valuable products that will help to achieve the much-desired 

sustainable development. Thus, this Doctoral Thesis has addressed 

different ways for the valorization of bay tree (Laurus nobilis L.) 

pruning waste from the biorefinery point of view, through its 

transformation, fractionation, and application in the preparation of 

new materials and high added-value products.  

Chemical modification of lignocellulosic residues by liquefaction 

reactions has emerged in recent years as a novel technique for the 

preparation of composite materials, acrylates and polyurethanes based 

on natural compounds. The polyols commonly used in the 
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polyurethane industry are of petrochemical origin. Therefore, the 

preparation of natural polyols with similar characteristics to those 

derived from petroleum could open an alternative and sustainable path 

in the polyurethanes market. In this sense, Publication I of this 

Doctoral Thesis describes the synthesis of polyols from bay tree 

pruning residues, without previous fractionation process, and their 

application for the preparation of insulating polyurethane foams. The 

polyol obtained showed similar properties (number of hydroxyl 

groups, viscosity, and molecular weight) or even better than the polyols 

currently available on the market, in addition to reporting high 

liquefaction performance. Therefore, the polyol was perfectly 

applicable for the preparation of the foams. The insulating foams were 

prepared considering several parameters that usually influence the 

final structure of these materials: the type of diisocyanate used (MDI or 

TDI) and the addition of water as a physical blowing agent. According 

to the results obtained, the foams prepared with TDI showed an 

optimum formulation at an NCO/OH (RNCO/OH) molar ratio of 1.1 (40% 

wt. bay tree pruning polyol and without the addition of the blowing 

agent) in terms of bulk density and mechanical properties 

(compressive strength and Young's modulus). In the case of foams 

prepared with MDI, the optimum formulation was found to be RNCO/OH 

0.63 (50% wt. bay tree pruning polyol and with the addition of the 

blowing agent). All formulated foams had a small and closed cell 

morphology and a higher thermal stability with the presence of the 

synthesized polyol. The results obtained in this study have allowed to 

suggest bay tree pruning waste polyol as a suitable substitute for the 

petroleum-based polyurethanes.  
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On the other hand, traditionally, the best-known application of 

bay tree has been through its essential oil in cooking and pharmacy, 

despite having demonstrated good results in the treatment of diseases 

thanks to its antioxidant properties. These natural extracts are usually 

obtained by conventional Soxhlet extraction, which requires large 

volumes of extraction solvent as well as long extraction times. Going 

one step further, Publication II focuses on the optimization of 

obtaining natural extracts from bay leaves by environmentally friendly 

intensification methodologies. In this sense, a mechanochemical 

pretreatment protocol was established and applied on the sample to 

facilitate the subsequent extraction process. This pretreatment was 

carried out by evaluating the influence of different solid reagents 

(Na2CO3, BaCO3, Li2CO3, CoCO3, K2CO3 and CaCO3) and was compared 

with conventional extraction, as well as with other novel techniques in 

the field of bioactive compound extraction such as ultrasound and 

microwave irradiation. This study showed that mechanochemical 

pretreatment allowed obtaining extracts with phenolic contents 

comparable to those of conventional extraction (75.54 GAE/g extract), 

with the advantage that, for the same value, the total extraction time 

was reduced more than 10 times by using mechanochemistry. The 

main compounds identified in the extract were eugenol, methyleugenol 

and elemicin. Although ultrasound and microwave-assisted extractions 

resulted in higher yields and higher values in the properties of the 

extracts evaluated than those performed with mechanochemical 

pretreatment, the present study proposes the substitution of 

conventional extraction by mechanochemistry to obtain the same yield, 

but in a more sustainable way.  
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The next approach for the valorization of bay tree pruning waste 

was its fractionation to obtain one of the lignocellulosic fractions 

present and its subsequent conversion into high value-added 

compounds. Thus, Publication III deals with the extraction of 

polysaccharides (hemicelluloses and starch) from bay tree pruning 

waste and their use as a source of C5 and C6 sugars for the synthesis of 

methyl levulinate, a high-value added molecule because it is an 

important platform molecule for the synthesis of relevant chemicals 

such as γ-valerolactone. The polysaccharide fraction was obtained by 

hydrothermal extraction (autohydrolysis), determining the optimum 

conditions by means of an experimental design in which different 

temperatures (160, 180, 190 and 200 °C) and times (30, 45, 60 and 75 

min) were considered. All the fractions obtained were characterized to 

determine the carbohydrate profile, phenolic acids, proteins, and 

molecular weight distributions. The polysaccharides obtained under 

the optimum conditions (160 °C 45 min) were composed of a mixture 

of 37.87% C5 sugars and 60.86% C6 sugars. These polysaccharides 

were successfully used to produce methyl levulinate by simultaneous 

conversion of both types of sugars under microwave irradiation in a 

methanol-rich medium using a simple and inexpensive catalyst such as 

Al2SO4. In this case, an optimum methyl levulinate yield of 40% was 

obtained from polysaccharides purified from bay tree pruning waste 

after a simple carbohydrate extraction/purification process combined 

with a microwave-assisted catalytic step. 

Although the main plant polysaccharides of the cell wall are 

cellulose and hemicelluloses, pectic polysaccharides can represent up 

to 30% of the primary wall. These pectic polysaccharides have 

attracted great interest in recent years for their application in areas 
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such as cosmetics, food, pharmaceuticals, and active food packaging. 

Therefore, Publication IV studies the potential isolation of pectic 

polysaccharides from bay tree pruning waste and their application as 

additives in films for active food packaging. These pectins were 

obtained by sequential subcritical water extraction, a novel technology 

for the extraction of polysaccharide fractions with preserved molecular 

functionalities, using different combinations of time (5, 10, 15 and 20 

min) and temperature (100, 120, 140 and 160 °C). The extracted 

polysaccharides were highly enriched in pectins preserving their high 

molecular weight (10-100 kDa), also presenting ideal properties for the 

mentioned application. Subsequently, chitosan films enriched with the 

pectins were prepared, which improved the optical properties (≥95% 

light-UV barrier capacity), antioxidant capacity (≥95% radical 

scavenging activity) and water vapor permeability compared to pure 

chitosan films. Moreover, the antimicrobial activity of chitosan was 

maintained in the hybrid films. The addition of 10% pectins also 

improved the mechanical properties, increasing Young's modulus by 

12% and tensile strength by 51%. Thus, this work demonstrates the 

application of pectin-rich fractions from bay tree pruning waste as an 

additive in active food packaging applications, with triple action as 

antioxidant, barrier and antimicrobial. 

Finally, Publication V contained in this Doctoral Thesis deals 

with the fractionation, purification, and application of cellulose, the 

most abundant polymeric fraction of lignocellulosic materials. Thus, 

bay tree pruning waste was used for the production of cellulose 

micro/nanofibers and their application as reinforcement in chitosan 

aerogels applicable as absorbent pads for food packaging. The 

micro/nanofibers were obtained by high-pressure homogenization, 
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prior TEMPO-mediated oxidation as chemical pretreatment. Two kinds 

of micro/nanofibers were obtained, with high and low residual lignin 

content, in order to study also the effect of lignin on the desired 

application. Subsequently, the produced micro/nanofibers were 

characterized, and aerogels were prepared. As a result, highly porous 

aerogels with improved mechanical properties were obtained due to 

the inclusion of micro/nanofibers in their structure, especially when 

these were present at 5%. The absence of lignin in the 

micro/nanofibers led to a strong self-association enhancing this 

reinforcing effect. Once the optimal formulation was found, the 

bioactive aerogels were fabricated, containing the bay leaf extract at 

different proportions. It was observed that the presence of lignin in the 

micro/nanofibers was determinant in the release profiles of the 

extract, finding that the bioactive aerogels containing the 

micro/nanofibers with lignin released the extract more rapidly to the 

medium than those containing the lignin-free micro/nanofibers, 

reaching in both cases a maximum antioxidant capacity. Finally, the 

study of bioactive aerogels as absorbent pads for meat preservation in 

burger samples showed that these materials contribute to preserve the 

food for 10 days as fresh meat when formulated with ≥2% extract. In 

addition, the presence of residual lignin in the fibers contributed to this 

delay in meat oxidation during storage.
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Economía circular para el desarrollo sostenible 
 

Los problemas medioambientales a los que se enfrenta la 

sociedad actual (escasez de agua y materias primas, elevada tasa de 

gases de efecto invernadero y desequilibrio en los ecosistemas, entre 

otros), junto a las expectativas sociales insatisfechas (elevada tasa de 

desempleo, malas condiciones laborales y desigualdad inter e 

intrageneracional, entre otros) y los retos económicos existentes 

(mercados desregulados, inestabilidad financiera, fluctuación del 

precio del petróleo y elevado coste de la energía tradicional, entre 

otros) llevan a la creación del concepto de economía circular. En los 

últimos años, ha ganado mucha atención, ya que se considera una 

forma de que las empresas incrementen su concienciación con el 

concepto de desarrollo sostenible. Por tanto, es evidente que la 

economía circular está estrechamente vinculada al desarrollo 

sostenible.  

(i) Sostenibilidad 

El concepto moderno del término sostenibilidad tiene su origen en 

el principio forestal de que la cantidad de madera cosechada no debe 

superar el volumen que vuelve a crecer. Cuando este concepto se 

extendió a la ecología, se desarrolló la definición de sostenibilidad 

como “la capacidad de mantener un determinado ritmo o nivel”.1 Aun 

así, existe una gran variedad de definiciones para este concepto. Sin 

embargo, tres son las más aceptadas:  

- La sostenibilidad es una situación en la que la actividad humana 

se lleva a cabo de forma que se conservan las funciones de los 

ecosistemas de la Tierra.2  
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- La sostenibilidad es una transformación de los estilos de vida 

humanos que optimiza la probabilidad de que las condiciones 

de vida apoyen continuamente la seguridad, el bienestar y la 

salud, al tiempo que se mantiene el suministro de bienes y 

servicios no sustituibles.3  

- La sostenibilidad es la perpetuación indefinida de todas las 

formas de vida.4 

La concepción más destacada del desarrollo sostenible surgió con 

el Informe Brundtland en 1987. Según este informe, “el concepto de 

desarrollo sostenible implica límites, no absolutos, sino limitaciones 

impuestas por el estado actual de la tecnología y la organización social 

de los recursos ambientales y por la capacidad de la biosfera para 

absorber los efectos de la vida humana”.5 

 

Figura 1. Triple bottom line. 

Se considera que para entender el término sostenibilidad es 

necesario conocer el denominado “Triple Bottom Line” (Triple Impacto, 

Triple Objetivo o Triple Balance), referido a los tres pilares 

fundamentales de la sostenibilidad: personas, beneficios, y planeta.6 A 

raíz de la Cumbre Mundial de 2002, este Triple Impacto se describió 

como la integración equilibrada de la economía, el medio ambiente y la 
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sociedad (Figura 1). Estas tres áreas estarían entrelazadas y se verían 

afectadas de forma continua y acumulativa a través de la causalidad 

mutua y la retroalimentación positiva. 7 

Para avanzar en la estrategia del desarrollo sostenible, en el año 

2000, los países miembros de la Organización de las Naciones Unidas 

(ONU) establecieron los Objetivos de Desarrollo del Milenio (ODM) 

para alcanzarlos en el periodo 2000-2015. Se trata de un conjunto de 

ocho objetivos fácilmente comprensibles que ayudan a promover la 

concienciación mundial, la responsabilidad política, la mejora de las 

mediciones, la retroalimentación social y la presión pública (Figura 2). 

De estos ocho objetivos, el séptimo pide que se garantice la 

sostenibilidad del medio ambiente.  

 

Figura 2. Objetivos de Desarrollo del Milenio (ODM). 

En 2015, para continuar con los ODM, los países miembros de la 

ONU propusieron los Objetivos del Desarrollo Sostenible (ODS). Se 

trata de 17 objetivos globales con 169 metas para el año 2030. Estos 

ODS amplían los anteriores ODM en muchos aspectos (Figura 3). En 

particular, tratan de vincular los aspectos sociales, económicos y 

medioambientales de los objetivos. Entre los 16 objetivos sustantivos, 
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42 metas se centran en los medios de implementación y el objetivo final 

está enteramente dedicado a ellos.8  

 

Figura 3. Transición de los ODM a los ODS. 

De estos ODS establecidos en la Agenda 2030, 5 aluden 

directamente al desarrollo sostenible para el medio ambiente y la 

conservación de los recursos naturales y estarían, por tanto, 

directamente relacionados con la presente Tesis Doctoral.  

Objetivo 6: Agua limpia y saneamiento. A través de este objetivo, 

se pretende garantizar la disponibilidad y la gestión sostenible del agua 

y el saneamiento para todas las personas. El agua es un recurso 

fundamental para el desarrollo sostenible a nivel económico, social y 

medioambiental. Es un recurso esencial para el mantenimiento de los 

ecosistemas, pero sobre todo es un derecho esencial para la vida y la 

dignidad de los seres humanos; es un bien público, la base de la vida y 

la economía y la garantía del bien común.  
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A continuación, se enumeran las metas abordadas en este objetivo:  

- Lograr el acceso universal y equitativo al agua potable a un 

precio asequible.  

- Lograr el acceso a un saneamiento e higiene adecuados.  

- Mejorar la calidad del agua reduciendo la contaminación.  

- Eliminar el vertido y minimizar la liberación de productos 

químicos y materiales peligrosos.  

- Aumentar el uso eficiente de los recursos hídricos en todos los 

sectores y garantizar la sostenibilidad de la extracción y el 

suministro de agua dulce.  

- Aplicar una gestión integrada de los recursos hídricos a todos 

los niveles.  

- Proteger y restaurar los ecosistemas relacionados con el agua, 

ampliando la cooperación internacional y el apoyo a los países 

en desarrollo para la creación de capacidades en actividades y 

programas de agua y saneamiento, o apoyando y reforzando la 

participación de las comunidades locales para mejorar la 

gestión y el saneamiento.9  

Objetivo 12: Consumo y producción responsables. Este objetivo 

incluye asegurar patrones de consumo y producción sostenibles. Así, 

promueve la gestión sostenible y el uso eficiente de los recursos 

naturales, reduciendo la generación de residuos y desechos 

alimentarios, fomentando la gestión ecológica racional de los 

productos químicos. Busca estimular la implementación de prácticas 

sostenibles en las empresas y el acceso universal a la formación sobre 

estilos de vida en armonía con la naturaleza.  
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Las metas de este objetivo incluyen la implementación del Marco 

Decenal de Programas sobre Patrones de Consumo y Producción 

Sostenibles (Ten-Year-Framework of Programs on Sustainable 

Consumption and Production Patterns “10YFP”),10 que incluye:  

- Lograr una gestión sostenible y un uso eficiente de los recursos 

naturales.  

- Reducir a la mitad el desperdicio de alimentos per cápita en el 

mundo, logrando una gestión ambientalmente racional de los 

productos químicos y de todos los residuos a lo largo de su ciclo 

de vida.  

- Reducir la generación de residuos mediante actividades de 

prevención, reducción, reciclaje y reutilización.  

- Fomentar que las empresas adopten prácticas sostenibles e 

incorporen información sobre sostenibilidad en su ciclo de 

información, promover prácticas de contratación pública que 

sean sostenibles, garantizar una educación adecuada para el 

desarrollo sostenible, ayudar a los países en desarrollo a 

reforzar su capacidad científica y tecnológica para avanzar hacia 

modelos de consumo y producción más sostenibles.  

- Lograr un turismo sostenible que promueva la cultura y los 

productos locales.  

- Racionalizar los subsidios ineficientes a los combustibles fósiles 

que fomentan el malgasto, eliminando las distorsiones del 

mercado.11  

Objetivo 13: Acción por el Clima. A través de este ODS, se pide una 

acción urgente para combatir el cambio climático y sus efectos, y para 

reducir la emisión de gases de efecto invernadero. El objetivo real es 

estar preparados para afrontar los impactos del cambio climático, 
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sentar las bases de una economía neutra en emisiones y acompañar a 

los grupos más vulnerables en este proceso.  

Las metas de este objetivo incluyen el fortalecimiento de la 

resiliencia y la capacidad de adaptación a los riesgos relacionados con 

el clima y los desastres naturales, la incorporación de medidas sobre el 

cambio climático en las políticas, estrategias y planes nacionales, la 

mejora de la educación y la concienciación sobre el cambio climático, el 

cumplimiento del compromiso de los países desarrollados que son 

parte de la Convención Marco de las Naciones Unidas sobre el Cambio 

Climático de movilizar conjuntamente 100.000 millones de dólares 

anuales para 2020 para atender las necesidades de los países en 

desarrollo, y la promoción de la mejora de la capacidad de planificación 

y gestión del cambio climático en los países menos desarrollados.12  

Objetivo 14: Vida submarina. La meta principal de este objetivo es 

conservar y utilizar de forma sostenible los océanos, los mares y los 

recursos marinos para el desarrollo sostenible, reduciendo 

significativamente la contaminación marina de todo tipo. Por lo tanto, 

entre sus metas se encuentran prevenir y reducir significativamente la 

contaminación marina de todo tipo, gestionar y proteger de forma 

sostenible los ecosistemas marinos y costeros para evitar los 

principales efectos adversos, minimizar y abordar los efectos de la 

acidificación de los océanos, regular eficazmente la explotación 

pesquera y acabar con la sobrepesca y la pesca ilegal, conservar al 

menos el 10% de las zonas costeras y marinas, prohibir ciertas formas 

de subvenciones a la pesca que contribuyen a la sobrecapacidad y a la 

sobrepesca, aumentar los conocimientos científicos, desarrollar la 

capacidad de investigación y transferir tecnología marina, facilitar el 

acceso de los pescadores artesanales a los recursos marinos y a los 
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mercados, y conservar y mejorar el uso sostenible de los océanos y sus 

recursos aplicando el derecho internacional reflejado en la Convención 

de las Naciones Unidas sobre el Derecho del Mar.13  

Objetivo 15: Vida de ecosistemas terrestres. Gestionar de forma 

sostenible los bosques, luchar contra la desertificación, detener e 

invertir la degradación de la tierra y detener la pérdida de 

biodiversidad son los puntos incluidos en este ODS. Sus metas incluyen 

garantizar la conservación, restauración y uso sostenible de los 

ecosistemas terrestres, de agua dulce interior y de montaña, así como 

sus servicios y diversidad biológica, promover la aplicación de la 

gestión sostenible de todos los tipos de bosques, tomar medidas 

urgentes para reducir la degradación de los hábitats naturales, la caza 

furtiva y el tráfico de especies protegidas de flora y fauna, y aumentar 

los recursos financieros de todas las fuentes para conservar y utilizar 

de forma sostenible la biodiversidad y los ecosistemas.14  

Para avanzar en esta Agenda 2030 y cumplir con los ODS, así como 

con el acuerdo de París sobre el Cambio Climático, se han desarrollado 

estrategias desde dos ejes principales: la economía circular y la 

bioeconomía.  

(ii) Economía circular 

Al igual que ocurre con el concepto de desarrollo sostenible, 

existen numerosas definiciones del concepto de economía circular. Sin 

embargo, una de las definiciones más aceptadas y relacionada con la 

presente Tesis Doctoral, es la adoptada por la Agencia Europea de 

Medio Ambiente (AEMA). En esencia, la economía circular representa 

una alternativa al modelo económico lineal de tomar-fabricar-

consumir-desechar. El concepto puede, en principio, aplicarse a todo 

tipo de recursos naturales, incluidos materiales bióticos y abióticos, el 
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agua y la tierra. El ecodiseño, la reparación, la reutilización, el 

reacondicionamiento, la refrabricación, el uso compartido de 

productos, la prevención de residuos y el reciclaje son importantes en 

una economía circular (Figura 4).15  

 

Figura 4. Esquema de la economía circular. 

La aplicación del concepto de economía circular supone grandes 

beneficios en diferentes ámbitos como el empleo, los modelos de 

negocio o el medio ambiente. Respecto a este último, la práctica de la 

economía circular con acciones como el leasing químico, la 

recuperación de nutrientes en la agricultura, la sustitución de 

materiales en los sectores de la construcción y los modelos de 

propiedad compartida en los sistemas de transporte podría reducir 

hasta 7.500 millones de toneladas de dióxido de carbono equivalente 

(CO2-eq.) en todo el mundo.16 Esto permitiría alcanzar el objetivo de 

limitar la temperatura global muy por debajo de 2 °C, con la intención 

de limitarla aún más a 1,5 °C, fijado en el Acuerdo de París. Además, la 

AEMA considera que las emisiones de gases de efecto invernadero 

pueden reducirse de unos 420 a 610 millones de toneladas de CO2-eq. 
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en el periodo 2015-2035 en los ámbitos del reciclaje de residuos 

municipales y de envases y de la reducción de vertidos. Por último, las 

emisiones anuales podrían reducirse en unos 100-200 millones de 

toneladas de CO2-eq. en los sectores de la alimentación y las bebidas, 

los metales manufacturados y la hostelería.15 

En resumen, la economía circular podría describirse como un 

sistema económico en el que el valor de los productos, materiales y 

recursos se mantiene en la economía el mayor tiempo posible, 

minimizando la producción de residuos, pasando de un sistema de 

producción lineal a uno circular que pretende cerrar el ciclo de vida de 

las materias primas, los productos, los residuos y la energía. Por lo 

tanto, el principal objetivo de la economía circular es conservar el valor 

de los diferentes tipos de recursos (biológicos, energías renovables…) 

durante el mayor tiempo posible en el ciclo económico, centrándose en 

la forma en que se diseñan, producen, utilizan y eliminan los productos 

y materiales.17  

Hay muchas razones para avanzar hacia una economía circular. 

Entre ellas, el aumento de la demanda de materias primas y la escasez 

de recursos, la dependencia de algunos países y el impacto en el clima. 

La adopción de medidas como la prevención de residuos, el diseño 

ecológico y la reutilización generan un ahorro neto de 600.000 millones 

de euros, es decir, el 8% de la facturación anual de las empresas de la 

UE, al tiempo que reducen las emisiones totales anuales de gases de 

efecto invernadero entre un 2 y un 4%. La aplicación del modelo de 

economía circular podría reportar beneficios como la reducción de la 

presión sobre el medio ambiente, la mejora de la seguridad del 

suministro de materias primas, el aumento de la competitividad, la 

innovación, el crecimiento y el empleo.18 
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(iii) Bioeconomía 

El término bioeconomía se refiere a una economía derivada de 

la producción de recursos biológicos renovables y la conversión de 

estos recursos y flujos de residuos en productos de alto valor añadido. 

Este concepto desempeña un papel fundamental en la consecución del 

desarrollo sostenible.  

En 2012, la Comisión Europea publicó una estrategia sobre la 

bioeconomía titulada: “Innovación para el crecimiento sostenible: una 

bioeconomía para Europa”.19 Esta estrategia presenta un enfoque 

coherente, intersectorial e interdisciplinario de la cuestión. Además, 

esta estrategia se centra en tres aspectos: la creación de nuevas 

tecnologías y procesos, el fomento de los mercados y la competitividad 

en los sectores de la bioeconomía, y el estímulo de una cooperación más 

estrecha entre los responsables políticos y las partes interesadas.  

La bioeconomía debe formar parte de la economía circular, de 

manera que los recursos biológicos mantengan todo su valor en la 

cadena productiva logrando que no haya recursos sin un uso. En este 

sentido, la Comisión Europea ha adoptado un paquete de medidas 

sobre la economía circular, denominado Plan de Acción para la 

Economía Circular, que incluye todos los sectores y procesos 

productivos que abarca la propia bioeconomía. En concreto, el quinto 

ámbito del plan menciona expresamente: “la bioeconomía ofrece 

alternativas a los productos y la energía de los combustibles fósiles y 

puede contribuir a la economía circular”. 20 

El desarrollo de la bioeconomía está impulsado por tres grandes 

fuerzas:  



Introducción 

46 
 

- Las aspiraciones de la sociedad y la buena gobernanza para el 

desarrollo sostenible y la mejora de la salud y el bienestar 

humanos.  

- Las necesidades y oportunidades de valorización y protección 

de los recursos biológicos, incluidos los residuos, en los sectores 

básicos de la bioeconomía tradicional relacionados con la 

agricultura, la silvicultura, la pesca, la gestión del agua y los 

alimentos, y la bioenergía.  

- Los avances científicos en tecnologías biológicas, digitales y de 

otro tipo, que amplían fronteras de las posibilidades de 

innovación.21  

 

La biorrefinería como camino hacia la 

sostenibilidad 
 

En el contexto de obtención de productos de alto valor añadido 

a partir de recursos naturales, la biorrefinería surge como una de las 

mejores estrategias. La definición más aceptada de biorrefinería es un 

sistema de generación de una variedad de bienes a partir de diferentes 

materias primas (biomasa) utilizando una combinación de tecnologías. 

Una biorrefinería óptima debe integrar los procesos de conversión de 

la biomasa para la obtención de una serie de combustibles, energía, 

materiales y productos químicos.22  

Tradicionalmente, los productos petroquímicos se obtienen en 

refinerías alimentadas por petróleo crudo. El objetivo de desarrollar 

una biorrefinería es sustituir todos estos productos necesarios para la 

vida diaria por aquéllos obtenidos de recursos naturales. La 

biorrefinería incluye tanto los recursos naturales, las materias primas 
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(biomasa renovable), como los procesos de bioconversión aplicados 

como tratamiento y procesamiento de estas materias primas.  

Dado que la biomasa tiene una mezcla compleja de 

componentes, un proceso de biorrefinería suele incluir varias etapas. 

La primera etapa o fase de pretratamiento, junto a la elección de la 

materia prima, suele consistir en el tratamiento de la biomasa para 

hacerla más accesible a los tratamientos posteriores.23 Después, la 

biomasa obtenida se somete a una serie de tratamientos biológicos o 

químicos que, en una etapa posterior, se convertirán en los productos 

de interés. Las posibles opciones para este procedimiento son la 

obtención de polímeros especiales para ser empleados en el mercado, 

combustibles o energía y materiales compuestos. A diferencia de las 

refinerías de petróleo, la biomasa utilizada en las biorrefinerías tiene 

un alto grado de funcionalidad y baja estabilidad térmica, por lo que 

requiere un tratamiento en condiciones de reacción únicas. 

Aunque las biorrefinerías tienen un esquema general de 

funcionamiento (Figura 5), la gran variedad de biomasa que se puede 

utilizar implica la necesidad de tecnologías y procesos específicos 

según la materia prima utilizada y el producto deseado. Entre toda la 

biomasa potencialmente útil en una biorrefinería, los materiales 

lignocelulósicos resultan muy atractivos y prometedores. Esto se debe 

a la gran variedad de materias primas lignocelulósicas disponibles a 

bajo coste (paja, hierba, madera, residuos de papel…) y a los numerosos 

productos que pueden obtenerse tanto como sustitutos de los que 

predominan en el mercado petroquímico como en el futuro mercado de 

productos biológicos.24  
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Figura 5. Sistema de biorrefinería.23 

En las biorrefinerías de materiales lignocelulósicos, el objetivo 

es fraccionar esta materia prima en sus principales componentes 

(celulosa, hemicelulosa y lignina). Esto requiere una serie de 

pretratamientos que ayuden a aumentar la accesibilidad de la celulosa 

(que es naturalmente recalcitrante) y la solubilidad de la lignina y las 

hemicelulosas. Estos pretratamientos pueden dividirse en dos 

categorías según su objetivo: modificaciones fisicoquímicas de la 

estructura o fraccionamiento de la lignocelulosa.  

(i) Modificaciones de la estructura 

Esta categoría incluye los pretratamientos físicos, químicos, 

fisicoquímicos y biológicos. Los pretratamientos físicos incluyen 

trituración mecánica y los ultrasonidos, y suelen ser tratamientos de 

bajo rendimiento, pero de alto coste. Por otro lado, cuando se realiza 

un pretratamiento químico (ácido diluido y concentrado, ozonólisis, 

organosolv, deslignificación oxidativa con H2O2 y alcalina) se consigue 

un alto grado de selectividad para el componente objetivo de la 

biomasa. Aun así, se trata de tratamientos con condiciones severas que 

pueden no ser ideales para un esquema de biorrefinería.  



Introducción 
 

49 
 

La combinación de los pretratamientos anteriores sería el 

pretratamiento fisicoquímico. Esta categoría incluye la explosión por 

vapor (autohidrólisis con y sin adiciones químicas), las técnicas de agua 

caliente (hidrotermólisis, acuosa o vapor/acuosa, solvólisis no 

catalizada), explosión por CO2 y la explosión de fibra con amoniaco 

(AFEX). En todos los casos, se trata de metodologías con condiciones 

químicas suaves, pero con condiciones operativas más extremas que 

implican altas presiones y temperaturas.  

Por último, el pretratamiento biológico, como la deslignificación 

biológica, la hidrólisis enzimática y la fermentación, ofrecen ventajas 

como el bajo coste debido al uso de pocos productos químicos, las 

condiciones operativas suaves y la fácil integración en un proceso de 

biorrefinería.  

(ii) Fraccionamiento de la lignocelulosa 

Se trata de un conjunto de técnicas en las que la biomasa 

lignocelulósica se separa en sus principales componentes para hacerlos 

más fácilmente procesables o funcionalizables. Hasta la fecha se han 

desarrollado muchos enfoques para el fraccionamiento de la 

lignocelulosa. Estos van desde los métodos tradicionales de la industria 

papelera hasta los más innovadores que prestan especial atención a ser 

sofisticados y respetuosos con el medio ambiente.  

En general, las tecnologías de fraccionamiento se dividen en dos 

clases: la primera clase abarca los métodos centrados en la liberación 

de la lignina de la matriz lignocelulósica, preservando los 

carbohidratos (hemi)celulósicos; mientras que la segunda clase agrupa 

las estrategias dirigidas a la conversión y solubilización de las 

fracciones de carbohidratos.26  
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Como se ha mencionado, los métodos incluidos en la primera 

clase de procesos de fraccionamiento se basan en la deslignificación. A 

su vez, estos métodos pueden ser alcalinos, ácidos, catalíticos 

reductores (una combinación de una extracción solvolítica de la lignina 

con una despolimerización catalítica reductora simultánea mediante 

un catalizador redox heterogéneo), o incluso métodos más nuevos 

como el fraccionamiento basado en líquidos iónicos.  

Los métodos alcalinos incluyen el pasteo Kraft (procesamiento 

de la biomasa en una solución acuosa de NaOH y Na2S), el pasteo con 

sulfitos (procesamiento de la biomasa regulado por la elección de las 

sales (bi)sulfito) y el paseo a la sosa (similar al Kraft sin emplear Na2S). 

Además de estas técnicas basadas en el NaOH, existen otras técnicas 

(líquidas) dependientes del amoniaco, como la explosión/expansión de 

la fibra con amoniaco (AFEX), el pretratamiento con amoniaco anhidro 

(AAP) o la percolación con amoniaco reciclado (ARP).  

Los métodos tradicionales de ácido en el pretratamiento de 

ácido diluido tienen como objetivo disminuir el contenido de 

hemicelulosas, pero también afectan a la lignina. Otra alternativa es el 

pretratamiento de explosión de vapor que combina el AFEX con un 

pretratamiento de agua caliente/autocatalítico.  

El fraccionamiento basado en líquidos iónicos incluye el uso de 

estos compuestos, que son sales orgánicas que a bajas temperaturas se 

encuentran en estado líquido, con propiedades fisicoquímicas muy 

ajustadas, una buena estabilidad térmica y la posibilidad casi ilimitada 

de combinarlos con aniones y cationes para su síntesis. La celulosa y la 

lignina presentan una buena solubilidad en este tipo de líquidos, así 

como capacidad de regeneración. Sin embargo, su coste es elevado y su 

reciclabilidad baja. Por tanto, el uso de líquidos iónicos para el 
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fraccionamiento de la lignocelulosa podría representar un enfoque 

interesante en el campo de la biorrefinería si se solucionan los 

problemas mencionados apostando quizá por la autoproducción de los 

mismos.24  

La segunda clase de métodos de fraccionamiento incluye los 

basados en la conversión (hidrólisis o termólisis) de los carbohidratos. 

La técnica tradicional para convertir los carbohidratos en 

monosacáridos es la hidrólisis ácida concentrada, en la que se utilizan 

ácidos concentrados (por ejemplo, H2SO4) para digerir la biomasa a 

temperatura ambiente, lo que da lugar a una solución acuosa 

compuesta principalmente por oligómeros de carbohidratos. Además 

de la conversión de carbohidratos catalizada por ácidos, existen otras 

como las centradas en la conversión asistida por enzimas (hidrólisis 

enzimática) o la conversión térmica (pirólisis).26  

 

El reto actual: Los materiales lignocelulósicos 
 

Para que la sociedad desarrolle una industria sostenible, con 

independencia energética y una gestión eficaz de los gases de efecto 

invernadero, es necesario cambiar la dependencia hacia los recursos 

derivados del petróleo por los recursos renovables. Estos recursos 

renovables son la biomasa, en su mayoría biomasa vegetal también 

conocida como materia lignocelulósica por su composición y 

estructura.27  

Dependiendo de su origen, los residuos lignocelulósicos son 

producidos por diferentes industrias como la forestal, la de pasta y 

papel, la agrícola y la alimentaria, además de los desechos de los 
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residuos sólidos urbanos. De todos ellos, la biomasa forestal y los 

residuos agrícolas son los que se producen en mayor cantidad y los que, 

por tanto, despiertan mayor interés para su valorización.  

La biomasa forestal puede definirse como la fracción 

biodegradable de los productos, subproductos y residuos de la 

silvicultura aplicada a la vegetación que cubre los terrenos forestales. 

Históricamente, esta biomasa se ha utilizado en forma de madera, leña 

y otros productos como fuente de energía térmica. En la actualidad, se 

ha añadido su potencial como fuente de energía eléctrica, 

complementaria a otras renovables como la eólica y la solar, y como 

bioproductos.28 Hoy en día, se incluyen en esta categoría la corteza, los 

bloques de madera, las astillas de madera procedentes de las copas, las 

ramas y el clareo, y los troncos procedentes del clareo.  

Los residuos agrícolas incluyen los subproductos de la 

producción y los procesos agrícolas. Algunos ejemplos de este tipo de 

residuos son la paja de arroz, la cáscara de arroz, la paja de trigo, el 

rastrojo de trigo o el bagazo de caña de azúcar. Tradicionalmente, los 

residuos agrícolas se han utilizado como combustible eléctrico para 

hacer funcionar las calderas de sus industrias o como alimento para 

animales. Según la Organización de las Naciones Unidas para la 

Agricultura y la Alimentación (FAO), en 2020, la producción agrícola en 

Europa fue de 1.052 millones de toneladas únicamente considerando 

los vegetales primarios.29 

En concreto, España cuenta con 17,2 millones de hectáreas 

(Mha) de tierras de cultivo, 10,3 Mha de pastos y 27,7 Mha de superficie 

forestal. Según el estudio técnico “Evaluación del potencial energético 

de la biomasa” publicado en 2011 por el IDEA (“Instituto para la 

Diversificación y Ahorro de la Energía”), el potencial existente para 
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producir cultivos en España es de casi 40 millones de toneladas al año. 

De ellas, 17,7 millones corresponderían a biomasa herbácea y 21,6 

millones, a biomasa leñosa. De toda esta biomasa, 30,5 millones de 

toneladas de residuos agrícolas leñosos y herbáceos se generan cada 

año en los campos y su uso está actualmente infravalorado (Figura 

6).30,31  

 

Figura 6. Área cultivada en España y residuos agrícolas generados año por tierra 

cultivada. 

En la actualidad, los residuos agrícolas se utilizan para alimentar 

al ganado y para evitar la evaporación excesiva en los terrenos 

agrícolas y así prevenir la erosión. Una mala gestión de los residuos 

restantes supone un problema medioambiental, provocando 

contaminaciones debido a prácticas comunes para la eliminación de 

residuos como han sido la quema a cielo abierto o su uso para generar 

vapor. En España, la ley 7/2022, de 8 de abril, de residuos y suelos 

contaminados para una economía circular, ya prohíbe la quema de 

estos residuos generados en el entorno agrario y obliga a las 

autoridades competentes a adoptar medidas para la eliminación de 

residuos que garanticen la protección de la salud humana y el medio 
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ambiente, siempre y cuando no sea posible su reutilización, reciclado y 

gestión de acuerdo con el Artículo 24 de esta misma ley.32  

Teniendo en cuenta estos factores, se estima que entre el 15 y el 

40% de los residuos agrícolas producidos estarían disponibles para los 

sistemas de biorrefinería. Por lo tanto, la biomasa lignocelulósica y, 

más concretamente, los residuos agrícolas, pueden ser una respuesta a 

la demanda mundial de energía y productos químicos. Es cierto que la 

producción de biomasa es susceptible de gran multitud de factores 

económicos, ecológicos y biológicos. Por ello, la combinación de 

diferentes opciones energéticas renovables y no renovables con 

prácticas para el desarrollo sostenible podría garantizar la seguridad 

energética de cada país.33 

Principalmente, los residuos agrícolas pueden dividirse en dos 

categorías: residuos de cultivo (generados en la explotación) y residuos 

agroindustriales (generados durante los procesos posteriores a la 

cosecha). Los residuos de cultivo incluyen partes de plantas no 

comestibles que se dejan en el campo tras la cosecha del cultivo 

principal. Ejemplos de estos residuos son la paja, el estiércol, los 

rastrojos, los tallos, las hojas, las ramas y las podas. Los residuos 

agroindustriales corresponderían a la materia que queda tras la 

transformación de un cultivo, incluidos los residuos de transformación 

de la madera y de la industria alimentaria.34 

En este ámbito y en el contexto de la presente Tesis Doctoral, 

cabe mencionar el cultivo de plantas aromáticas y medicinales (PAM). 

Bajo la denominación genérica de PAM se incluye un amplio número de 

especies vegetales pertenecientes a diversas familias botánicas con 

diferentes características ecofisiológicas. Se trata de especies valoradas 

por producir uno o varios principios activos, ya que tienen algunas 
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propiedades terapéuticas (plantas medicinales) y/o aromáticas 

(plantas aromáticas y condimentarias). Debido a las tendencias de 

consumo saludables de la sociedad, los cultivos de PAM han aumentado 

en todo el mundo. Según la FAO, la producción de cultivos de PAM en 

2018 fue de 11.078 toneladas, una cantidad que, en general, venía 

aumentando desde años anteriores.29 En concreto, en España se 

dedicaron 13.301 hectáreas al cultivo de PAM en 2021, una superficie 

que, con ligeras variaciones, venía aumentando desde 2010, cuando 

había 48.73 hectáreas de cultivo de PAM.35 Este hecho conllevó a que la 

producción de PAM pasara de 3.700 toneladas en 2010 a 4.428 

toneladas en 2018, según los últimos datos disponibles (Figura 7).29 

 

 

Figura 7. Áreas cultivadas (Ha) de PAM y producción (toneladas) en España. 

A nivel mundial, las especies más cultivadas son perejil, 

mayorana, orégano, tomillo, laurel, romero, albahaca, menta, satureja, 

eneldo y salvia. Además, este tipo de cultivo también aporta beneficios 

medioambientales, ya que ayuda a la defensa contra la erosión y 

fomenta el uso de terrenos baldíos, el desarrollo de la apicultura y la 

polinización, así como la agricultura ecológica mediante el cultivo de 

plantas biocidas.  
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El interés de este tipo de plantas radica en sus propiedades 

nutricionales, antioxidantes, antimicrobianas y medicinales. Estas 

plantas contienen compuestos activos con efectos antidiabéticos, 

hipercolesterolémicos, anticancerígenos y antiinflamatorios. Por ello, 

sus extractos se utilizan en medicina y farmacia. Además, los aceites 

esenciales de estos cultivos se utilizan ampliamente en perfumería e 

industria alimentaria.  

Al igual que el resto de residuos agrícolas, los cultivos PAM 

también se dividen en las dos categorías mencionadas. Los primeros 

son los generados en la industria, tras la extracción de aceites 

esenciales o extractos vegetales, así como de compuestos de interés. El 

segundo, que es el objeto de estudio de esta Tesis Doctoral, son los 

residuos que no llegan a la industria. Como se ha mencionado 

anteriormente, se trata del 15-40% de la cosecha que estaría disponible 

para los sistemas de biorrefinería.  

 

Estructura y aplicaciones de los materiales 

lignocelulósicos 
 

El potencial de utilización de la biomasa lignocelulósica en las 

biorrefinerías radica en la estructura y composición de la pared celular 

vegetal que conforma este tipo de material. Esta pared celular tiene dos 

funciones principales: función estructural y creación de presión de 

turgencia. La función estructural se debe a que la pared celular 

constituye una capa rígida que da forma a la célula y la protege de la 

tracción mecánica. Cada pared celular está unida a la pared de las 

células vecinas, formando un entramado que da consistencia a los 
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distintos órganos de la planta. Además, la pared celular de la planta 

interviene en la creación de la presión de turgencia dentro de las 

células, que es fundamental para el crecimiento.  

En relación con la estructura, la pared celular de la planta tiene 

varias capas que se desarrollan durante la maduración de la célula. 

Desde el exterior al interior de las células vegetales son: capa 

intermedia, pared primaria y pared secundaria (Figura 8).  

 

Figura 8. (a) Estructura simplificada de la pared celular vegetal. (b) Composición 

de la pared celular vegetal.36 

La capa media, también llamada sustancia intercelular o lámina 

media, es la capa más externa. Comienza como una “placa celular” en el 

momento de la división celular. Es amorfa y ópticamente inactiva. Está 

compuesta principalmente por péptidos (unión de moléculas de ácido 

galacturónico por enlaces α 1-4) esterificados con metanol. Con el 

tiempo se endurecen al unirse a iones de Ca2+ formando pectatos (ácido 

péctico e iones metálicos como Ca2+ o Mg2+).  

La pared primeria es mucho más gruesa que la capa media. Su 

formación es independiente tras la división celular, antes de que la 

célula complete su crecimiento. Normalmente es delgada, pero puede 

cambiar su grosor considerablemente. Tiene numerosas fibrillas 

(macrofibrillas) entrecruzadas sin orden. Debido a esta disposición, la 
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pared primaria es algo extensible y no es birrefringente. Está 

compuesta por hemicelulosas y pectinas en gran cantidad, celulosa en 

menor proporción y un alto contenido en agua (60-70%).  

La pared secundaria es mucho más gruesa que la primaria, a la 

que sigue en orden de aparición. Es muy refractaria debido a la elevada 

proporción de celulosa y también contiene lignina. Esta pared está 

formada por tres subcapas: la capa externa S1, la capa media o central 

S2 y la capa interna S3. La pared secundaria está formada por celulosa, 

hemicelulosa y lignina, con un contenido reducido de agua (5%). Es la 

capa más gruesa y, por tanto, constituye la mayor parte de la pared 

celular de la planta.37 

Las paredes celulares de las plantas están formadas 

principalmente por tres compuestos estructurales (celulosa, 

hemicelulosa y lignina, en una proporción aproximada de 4:3:3), 

además de otros compuestos no estructurales (pectinas, extractos, 

ceras…). La celulosa ordenada y reunida en haces forma el armazón de 

la pared celular, y las fibras contienen hemicelulosa y lignina. Los 

vínculos entre estos tres componentes estructurales son diversos. La 

celulosa y la hemicelulosa o la lignina están unidas principalmente por 

enlaces de hidrógeno. Además, las hemicelulosas y la lignina están 

unidas por un enlace químico (entre los residuos de galactosa y 

arabinosa de la hemicelulosa y las cadenas laterales de la lignina) que 

hace que la lignina aislada de la biomasa lignocelulósica contenga 

pequeñas cantidades de hemicelulosas.38   

Los principales componentes estructurales y no estructurales 

de la biomasa lignocelulósica se explican en las siguientes secciones. 

Los componentes estructurales son la celulosa, las hemicelulosas y la 
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lignina, mientras que los no estructurales están conformados por 

pectinas, compuestos extraíbles, cenizas y proteínas, principalmente.  

(i) Celulosa 

La celulosa es el principal componente de la pared celular de las 

plantas. Es un polímero lineal de unidades de glucosa β-1,4 enlazadas 

donde las fases cristalina y no cristalina se entrelazan para formar la 

celulosa. Este polímero es insoluble en agua, soluble en soluciones 

ácidas y alcalinas. Se trata de un homopolímero compuesto por 

unidades de D-glucopiranosa unidas por enlaces β-1,4-glicosídicos. La 

fórmula química de la celulosa es (C6H10O5)n, donde n corresponde al 

grado de polimerización. Este factor representa el número de unidades 

de glucosa que componen la estructura (Figura 9). Las unidades 

repetidas de la celulosa se denominan celobiosa. Tradicionalmente, la 

industria utiliza el término α-celulosa para expresar la pureza de la 

celulosa. La suma de β-celulosa y γ-celulosa se conoce industrialmente 

como hemicelulosa. La holocelulosa se refiere a todos los carbohidratos 

presentes en la celulosa, por lo tanto, la suma de celulosa y 

hemicelulosa.    

 

Figura 9. Estructura de la celulosa. 

La celulosa natural contiene unas 10.000 unidades de glucosa. A 

su vez, una fibrilla de celulosa (30-35 Å) contiene unas 60-80 moléculas 

de celulosa unidas por puentes de hidrógeno. La zona en la que se unen 

los puentes de hidrógeno determina la región cristalina (alta densidad 

de celulosa de 1,588 g·cm-3), siendo el resto la región amorfa (baja 
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densidad de celulosa de 1,500 g·cm-3). La agrupación de las fibrillas de 

celulosa forma los microfilamentos que, a su vez, constituyen los 

macrofilamentos, cuyo tamaño varía en función de la biomasa 

lignocelulósica.  

Cada anillo de glucosilo de la celulosa tiene tres grupos hidroxilo 

activos: uno primario y dos secundarios. Esto significa que hay 

numerosas reacciones químicas en la celulosa relacionadas con estos 

grupos. La reactividad de la celulosa se define como la capacidad de 

reacción de los grupos hidroxilo primarios y secundarios. 

Normalmente, los grupos primarios son más reactivos que los 

secundarios, ya que están estéricamente impedidos.  

La celulosa puede utilizarse para una amplia gama de 

aplicaciones que van desde las más tradicionales, como la producción 

de papel y cartón, hasta las más novedosas, como la producción de 

aerogeles como sistemas de administración de fármacos.39 Para 

conseguir estos fines, a veces es necesario modificar químicamente la 

celulosa. La abundancia de grupos hidroxilos en la superficie de la 

celulosa la convierten en un material adecuado para diversas 

modificaciones, como la introducción de nuevas funcionalidades en 

reacciones heterogéneas.40,41  

Los beneficios de la celulosa pueden ampliarse aún más si las 

cadenas de celulosa se agrupan, generando regiones altamente 

ordenadas que, posteriormente, pueden aislarse como nanopartículas 

conocidas como nanomateriales de celulosa o nanocelulosa. La 

nanocelulosa se considera una clase útil de materiales debido a sus 

características fisicoquímicas.42 Posee propiedades excepcionales que 

combinan inercia química, excelente rigidez, alta resistencia, bajo 

coeficiente de expansión térmica, baja densidad, estabilidad 
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dimensional y capacidad para modificar su química superficial. 

Dependiendo del método de producción de la nanocelulosa y de la 

fuente a partir de la cual se produce, se obtendrán diversos tipos de 

nanocelulosa. De estos mismos factores, así como de las condiciones de 

aislamiento y procesamiento y los posibles tratamientos previos o 

posteriores a su obtención, dependerán características cruciales para 

su aplicación como la morfología y el tamaño. 43 Al igual que la celulosa, 

la nanocelulosa encuentra cabida en diversas aplicaciones tales como 

agente de refuerzo en papel y cartón,44 en envases activos para 

alimentos,45,46 como emulsionante47 o adsorbente.48 

(ii) Hemicelulosas 

Las hemicelulosas son otro de los principales componentes 

estructurales de la pared celular vegetal de la biomasa lignocelulósica 

cuya función es actuar como agente de unión entre la lignina y la 

celulosa mediante interacciones covalentes y no covalentes. Esta 

fracción de hemicelulosas representa el 25-30% del peso total de la 

biomasa vegetal. Es un copolímero formado por diferentes cantidades 

de varias moléculas de sacáridos (azúcares C6, como la D-glucosa, D-

manosa y la D-galactosa; azúcares C5, como la D-xilosa y la L-arabinosa; 

ácidos urónicos que comprenden el ácido D-glucurónico, el ácido D-

galacturónico y el ácido D-4-O-metilgalacturónico; y las desoxihexosas 

como la L-ramnosa y la L-fucosa). Básicamente, se trata de una cadena 

larga de uno o más tipos de glicosilos enlazados de diferentes maneras 

(como enlaces 1-2, 1-3, 1-4 y 1-6), con cadenas ramificadas de glucanos.  

Dependiendo de la materia prima, la composición de las 

hemicelulosas, en cuanto a los polisacáridos que forman la estructura, 

será diferente. 
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Figura 10. Algunos ejemplos de las principales hemicelulosas presentes en la 

biomasa vegetal. 

Xilanos. Los xilanos están presentes en la mayoría de las plantas, 

pero sobre todo en las maderas duras y las plantas herbáceas. Son 

glucanos con una columna vertebral de 1,4-β-D-xilopiranosa y cadenas 

ramificadas de ácido 4-oxi-metil-glucurónico. El número de cadenas 

ramificadas también varía según la planta. También hay diferencias 

entre los xilanos de la madera dura y los de la madera blanca. En las 

primeras, se trata de xilanos parcialmente acetilados con ácido O-

acetil-L-4-O-metil-glucurónico. En las segundas, arabinoxilanos con 

ácido 4-O-metil-glucurónico.  

Mananos. Los mananos están presentes en mayores 

proporciones, principalmente en las maderas blandas. En este caso, la 

cadena principal está formada por manosa y glucosa unida por enlaces 

β-1,4 formando un polímero no homogéneo. En las maderas blandas la 

proporción de estos dos glicosilos es de 3:1, mientras que en las 

maderas duras es de 1,5-2:1. Dependiendo del enlace, los mananos 

pueden ser galactomananos, si la manosa está unida a los residuos de 

galactosa por enlaces α-1,6, con una proporción 1:3, o glucomananos 

(también llamados galactoglucomananos) si también contienen una 

galactosa como cadena ramificada.  
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Xiloglucanos. Los xiloglucanos se componen de D-glucopiranosa 

unida por enlaces β-1,4 en los que el 75% de los residuos de glicosilo 

se sustituyen por α-D-xilopiranosa. Contienen glucosa, xilosa y 

galactosa en una proporción aproximada de 4:3:1. Dependiendo de la 

planta, también pueden contener fucosa y arabinosa, pero en pequeñas 

cantidades.38 

Al igual que con la fracción celulósica, existen numerosas 

aplicaciones para la fracción hemicelulósica, incluyendo la preparación 

de hidrogeles,49,50 películas para aplicaciones de envasado de 

alimentos,51,52 bioetanol,53,54 o el uso de estos polímeros como fuente 

de azúcares C5 y C6 para producir compuestos de alto valor añadido.55–

57 

(iii) Lignina 

La lignina es otro de los componentes estructurales más 

abundantes de la biomasa vegetal, representando entre el 15 y 40% del 

peso seco, según el tipo de planta. Su peso molecular y su distribución 

pueden oscilar entre varios cientos y varios millones. Se trata de un 

complejo no lineal de unidades de fenilpropano unidas al azar (Figura 

11). Aun así, tres son los principales monómeros que la componen: el 

alcohol cumarílico, el alcohol coniferílico y el alcohol sinapílico. 

Además, la lignina se puede clasificar en tres tipos: lignina de siringilo, 

lignina de guayacol y lignina de hidroxifenilo (dependiendo de si están 

polimerizados por el propano de siringilo, el propano de guayacol o el 

propano de hidroxifenilo, respectivamente).  

Dado que la lignina es un polímero amorfo complicado 

formando una red tridimensional y que, a pesar de tener tres 

estructuras básicas, la proporción de las mismas varía mucho entre las 
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familias de plantas, es difícil establecer una estructura química para la 

lignina, la cual aún no se conoce en su totalidad y se presenta como uno 

de los grandes retos de investigación de los próximos años. Aun así, 

algunos puntos están claros sobre su estructura: los patrones de 

acoplamiento entre las unidades básicas incluyen enlaces β-O-4, β-5 y 

β-1, los enlaces éter en la lignina incluyen enlaces fenol-éter, enlaces 

alquil-éter, enlaces dialquil-éter y enlaces diaril-eter. De estos, dos 

tercios, o tres cuartas partes de las unidades de fenilpropano están 

unidas adyacentes por enlaces éter. La parte restante se encuentra en 

forma de grupos fenólicos hidroxilos libres.  

 

Figura 11. (a) Estructura de la lignina en maderas duras.58 (b) Monolignoles y los 

correspondientes bloques de construcción en la lignina.59 

En cuanto a las propiedades químicas de la lignina, pueden 

producirse en el anillo fenilo (reacciones de halogenación, oxidación y 

nitración), en el alcohol bencílico, en el enlace éter arílico y en la cadena 

lateral. Cuando las reacciones químicas tienen lugar en las unidades 

estructurales, pueden diferenciarse en reacciones nucleófilas (el 

reactivo nucleófilo rompe la estructura cromófila de los fragmentos de 

lignina) o electrofílicas (reacciones de sustitución y oxidación). Por 
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último, se añaden las reacciones cromógenas de la lignina 

(condensación, reacción cromógena de Mäule y reacción de Cross-

Bevan).  

La aplicación más destacada de la fracción de lignina es la 

despolimerización BTX (transformación de la lignina en derivados de 

benceno, tolueno y xileno)60–62 pero, en los últimos años, se han 

abordado otras valiosas aplicaciones, como la preparación de 

biocomposites,63 poliuretanos64 y espumas de poliuretano65,66 o su uso 

como matriz polimérica para la preparación de xerogeles.67 

(iv) Componentes no estructurales: Compuestos extraíbles 

Además de los componentes estructurales de la pared celular de 

la planta descritos anteriormente, existen otros compuestos no 

estructurales que desempeñan funciones fisiológicas muy importantes 

para la planta, a pesar de no influir en la estructura de la pared celular 

vegetal. Los principales componentes no estructurales son los 

compuestos extraíbles, las pectinas, las cenizas, y las proteínas. 

Los compuestos extraíbles son componentes extracelulares o 

que no forman parte de la estructura tridimensional de la pared celular 

de la planta. Se extraen fácilmente con agua o disolventes orgánicos e 

incluyen pigmentos, ceras y aceites esenciales, entre otros.  

Pigmentos. Son una sustancia importante dentro de los 

materiales lignocelulósicos. Estos pigmentos provienen de la 

generación de lignina y de algunos productos de lignina de anillo 

bencénico. La lignina contiene cromóforos y auxocromos. Además, la 

formación y la degradación de la lignina implican la formación de 

paraquinonas (amarillo) y O-quinona (rojo), las principales estructuras 

cromógenas de la lignina. Además, las plantas también contienen 
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pequeñas cantidades de flavonoides y antocianinas. Durante la 

transformación de la biomasa vegetal, los pigmentos se extraen y 

afectan a la conversión. Además, su presencia puede causar cierta 

inhibición en procesos como la fermentación o la enzimólisis.38 Además 

de la relevancia de los pigmentos naturales como colorantes, muchos 

pigmentos pueden aplicarse en otros campos debido a su actividad 

antioxidante, anticancerígena y antimicrobiana.68,69  

Ceras. La cera vegetal es el conjunto de componentes lipídicos 

de la cutícula de los tejidos aéreos de la planta. Está compuesta 

predominantemente por lípidos alifáticos de cadena muy larga, además 

de triterpenoides y metabolitos secundarios menores (esteroles y 

flavonoides). La función principal de la cera de la cutícula en las plantas 

es la protección contra los agentes externos, así como la pérdida de 

agua. Más concretamente, esta membrana de la cutícula es una matriz 

de poliéster de C16 y C18 larga (cutina) incrustada y recubierta de cera 

cuticular.70  

Aceites esenciales. Son compuestos volátiles, naturales y 

complejos que se forman como metabolitos secundarios en las plantas 

aromáticas. Su función principal es proteger a la planta contra 

bacterias, virus, hongos e insectos. Además, ayudan a la polinización de 

la propia planta. Los aceites esenciales son líquidos, volátiles, límpidos 

y solubles en lípidos y disolventes orgánicos. En cuanto a su 

composición química, estos aceites naturales están compuestos por 

terpenos y terpenoides y otros constituyentes aromáticos y alifáticos, 

todos ellos caracterizados por su bajo peso molecular.71 Además, los 

aceites esenciales tienen propiedades antibacterianas, antifúngicas e 

insecticidas, lo que ha permitido su aplicación en diversas industrias. 
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En concreto, los aceites esenciales se utilizan en perfumería, productos 

sanitarios, odontología, agricultura y como remedios naturales.72 

(v) Otros componentes no estructurales 

Pectinas. Junto a la celulosa y las hemicelulosas, las pectinas 

forman los carbohidratos principales de la pared celular vegetal. Se 

sitúan entre los microfilamentos de celulosa de la pared y están 

formadas básicamente por ácido galacturónico y su éster metílico 

condensado y compuesto de ramnosa y arabinosa. Las pectinas pueden 

clasificarse en ácido péctico, pectina y protopectina. El ácido péctico es 

una fina cadena de 100 unidades de ácido galacturónico unidas por 

enlaces α-1,4. La pectina es una cadena polimérica más larga de ésteres 

de ácido galacturónico y ácido galacturónico en menor cantidad unidos 

por enlaces α-1,4-glicosídicos. Por último, la protopectina tiene un 

mayor peso molecular que el ácido péctico y la pectina porque es el 

resultado de la formación de puentes de calcio entre las pectinas.38 Se 

han reportado numerosos estudios sobre la existencia de enlaces 

cruzados entre los polisacáridos pécticos y las hemicelulosas, 

formando complejos hemicelulosa/pectina.73 De ahí que las 

metodologías empleadas para la extracción de las hemicelulosas y las 

pectinas sean similares, variando los parámetros operativos según la 

materia prima a estudiar. 

Cenizas. Constituyen el conjunto de elementos indispensables 

para la vida de las células vegetales, como el nitrógeno, el azufre, el 

fósforo, el magnesio, el hierro, etc., exceptuando los elementos básicos 

como el carbono, el hidrógeno y el oxígeno. Las cenizas serían el 

residuo que queda tras el secado de la muestra a 525 °C, donde los 

elementos básicos han desaparecido. El contenido en cenizas varía en 

función del tipo de órgano de la planta o la edad de la misma, entre 
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otros factores. Además, las condiciones ambientales de la planta 

también influyen en este contenido.74 

Proteínas. La célula está enriquecida con proteínas que pueden 

clasificarse en dos grupos: proteínas estructurales y zimoproteínas. El 

primer grupo tiene la mayor proporción y está formado por proteínas 

de extensión, ricas en prolina y proteínas ricas en glicina. Las 

zimoproteínas, por su parte, se refieren a varias enzimas y lectinas.75  

 

Caso de estudio: Residuos de la poda de laurel 

(Laurus nobilis L.) y sus aplicaciones 
 

El siguiente apartado pretende describir la biomasa 

lignocelulósica utilizada durante esta Tesis Doctoral (residuos de la 

poda de laurel) como caso de estudio para las aplicaciones elegidas 

para su valorización en el contexto de un sistema de biorrefinería y 

siguiendo los principios de la sostenibilidad.  

El laurel (Laurus nobilis L.) es un arbusto aromático o árbol 

perenne originario de la zona mediterránea que crece 

espontáneamente en Europa y California. También se cultiva en 

Europa, América y en los países árabes desde Libia hasta Marruecos. 

Recibe nombres como laurel griego o romano, laurel dulce, Dafne, 

laurel verdadero o laurel noble.76 Debido a su aroma y olor, el laurel se 

ha utilizado tradicionalmente en la cocina, la farmacia y las fragancias. 

Además, esta planta también ha demostrado su potencial en medicina, 

como remedio natural para algunas enfermedades, aliviando los 

síntomas de la gripe, la bronquitis y algunos problemas digestivos.77 

Hasta ahora, el interés que ha despertado el laurel se debe a su aceite 



Introducción 
 

69 
 

esencial. Algunas de las propiedades más relevantes de este aceite son 

las antisépticas, antimicrobianas, anticancerígenas, antiinflamatorias y 

antioxidantes. Esto ha hecho que se pueda utilizar en diferentes 

campos como conservante en productos cosméticos o alimentos, 

repelente de insectos o inhibidor del melanoma humano entre otros.76  

El aceite esencial de laurel, extraído de las hojas, es rico en 

polifenoles. El tipo y abundancia relativa de éstos pueden varias en 

función de algunos factores de crecimiento que influyen en la planta 

(temperatura, región, estación…), así como del método de extracción 

utilizado. Sin embargo, el aceite esencial de laurel se caracteriza por 

una gran cantidad de 1,8-cineol (37,2-44,1%), también conocido como 

eucaliptol, seguido de linalol (8,7-11,2%), δ-terpineol (2,4-4,6%), α-

terpineol (1,6-4,6%), metil-eugenol (2,5-5,1%) y eugenol (0,1-4,5%) 

(Figura 12).76  

 

Figura 12. Componentes principales del aceite esencial de laurel. 

El laurel es una de las PAM más cultivadas en todo el mundo. 

Según la FAO, la producción europea de cultivos estimulantes, especias 

y plantas aromáticas en los últimos años (2018, 2019 y 2020) ha sido 

de 546, 542 y 554 toneladas, respectivamente. Este grupo incluye las 

hojas de laurel (Laurus nobilis), semillas de eneldo (Anethum 
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graveolens), semillas de fenogreco, alholva (Trigonella foenum-

graecum), azafrán (Crocus sativus), tomillo (Thymus vulgaris) y 

cúrcuma (Curcuma longa).29  

Si en apartados anteriores se ha mencionado que, normalmente, 

de un cultivo de PAM se consideran residuos entre el 15 y el 40%, el 

laurel no es una excepción. De hecho, según Santana-Méridas et al., 

cada año, de cada 100 kg de laurel producidos, solo 1 kg es efectivo.34 

Esto proporciona una gran cantidad de residuos de poda de laurel que 

pueden ser recuperados empleando sistemas de biorrefinería. Hasta 

ahora, las aplicaciones del laurel que han ido más allá de las 

tradicionales han seguido residiendo en su aceite esencial, dejando el 

resto de las fracciones lignocelulósicas intactas.  

 

Esquema 1. Valorización de los residuos de la poda de laurel llevada a cabo en la 

presente Tesis Doctoral. 

Teniendo en cuenta estos hechos, la presente Tesis Doctoral 

propone la valorización de los residuos de la poda de laurel desde 
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diferentes enfoques, que se detallan en forma de publicaciones 

científicas (Esquema 1).  

En primer lugar, la modificación química de los residuos 

lignocelulósicos ha surgido en los últimos años como una tecnología 

interesante para la preparación de epoxis, acrilatos, composites y 

poliuretanos. Concretamente, la licuefacción es una de estas técnicas.78 

Mediante la licuefacción se obtienen polioles con un alto contenido en 

grupos hidroxilos reactivos. En el contexto de procesos sostenibles y 

respetuosos con el medio ambiente, los polioles obtenidos de la 

biomasa vegetal representan una alternativa muy interesante. En 

particular, pueden utilizarse como sustitutos de los poliuretanos en 

diferentes aplicaciones industriales como adhesivos, películas, resinas 

epoxi y espumas aislantes. De hecho, la producción de muchos polioles 

naturales ha alcanzado el nivel de producción industrial (por ejemplo, 

el poliol a base de aceite de ricino o el poliol a base de aceite de soja).79 

Debido a la excelente resistencia y a la mayor capacidad de carga de las 

espumas rígidas de poliuretano en comparación con otras espumas de 

embalaje comerciales, se utilizan ampliamente en las industrias de 

aislamiento térmico y embalaje. Las espumas de poliuretano que se 

utilizan actualmente en el mercado se basan en trioles de óxido de 

polipropileno (PPO) y diisocianato de difenilmetano (MDI), lo que 

significa que son espumas sensibles a la hidrólisis con una absorción de 

agua moderada. La sustitución de estos compuestos por los derivados 

de fuentes renovables (biomasa vegetal) podría paliar estos problemas, 

siempre que se mantengan las propiedades mecánicas y aislantes de las 

espumas.80 En este sentido, la primera aproximación a la valorización 

de los residuos de laurel ha sido convertirlo en polioles activos para su 
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aplicación en la elaboración de espumas aislantes de poliuretano 

(Publicación I).   

Por otra parte, se ha mencionado que el potencial del laurel ha 

recaído en su aceite esencial, gracias a sus propiedades antioxidantes y 

antimicrobianas, además de su gran potencial en el campo de la 

medicina. Sin embargo, existen otros campos de aplicación donde los 

extractos naturales de plantas encuentran cabida. Un ejemplo de esto 

son las industrias del envasado alimentario. Esto es debido a que los 

extractos naturales incorporados en sistema de envasado activo 

pueden actuar depurando los radicales libres del producto o la 

atmósfera interna, sin que exista contacto directo entre el extracto 

natural y el alimento, evitando así la modificación de las propiedades 

organolépticas del producto.81 La calidad de los extractos naturales no 

solo depende de la calidad de la biomasa de la que se obtengan sino de 

las tecnologías aplicadas para su extracción. A pesar de no existir un 

procedimiento estándar para la extracción de estos compuestos, la 

extracción con disolventes orgánicos es el proceso más utilizado. La 

metodología convencional de extracción empleada para la obtención de 

extractos naturales suele ser la extracción convencional Soxhlet 

(extracción sólido-líquido). Sin embargo, esta metodología supone un 

alto impacto medioambiental, debido a que emplea volúmenes 

elevados de disolventes de extracción y, en consecuencia, procesos de 

evaporación/concentración, así como tiempos de extracción largos que 

pueden conllevar la degradación de los compuestos activos de los 

extractos.82 El auge de las llamadas tecnologías limpias o verdes supone 

una alternativa a las metodologías de extracción convencionales, ya 

que priorizan la estabilidad de los compuestos extraídos así como la 

reducción de la energía necesaria para la extracción.83 En este contexto, 
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se ha optimizado la extracción de los extractos naturales de las hojas 

de laurel mediante tecnologías verdes y novedosas para obtener 

rendimientos de extracción altos, disminuyendo el volumen de 

disolvente y el tiempo de extracción dando lugar a extractos ricos en 

compuestos bioactivos con capacidad antioxidante (Publicación II).  

En tercer lugar, se ha pretendido llevar a cabo el 

fraccionamiento de los residuos de la poda de laurel para su completa 

valorización en el contexto de las biorrefinerías. Las biorrefinerías de 

materiales lignocelulósicos consiguen proporcionar una amplia gama 

de productos con valor de mercado. En este sentido, dar un paso más 

dentro de los procesos incluidos en una biorrefinería sería prestar 

atención a las tecnologías de conversión. Los carbohidratos de la pared 

celular vegetal se agrupan en tres fracciones principalmente: 

hemicelulosas, pectinas y celulosa.84 La fracción hemicelulósica juega 

un papel importante debido a su composición química: múltiples 

sacáridos solubles de naturaleza polimérica y oligomérica que pueden 

ser utilizados como moléculas de partida para la obtención de diversos 

productos de alto valor añadido.85,86 Teniendo en cuenta esto, se 

propone la fracción hemicelulósica de residuos de la poda de laurel 

para su transformación en levulinato de metilo, una molécula de alto 

valor añadido por tratarse de una molécula plataforma en la síntesis de 

productos químicos importantes como la γ-valerolactona (Publicación 

III). Otros polisacáridos presentes en la biomasa vegetal a los que hay 

que prestar especial importancia son las pectinas. Esto es debido a que 

las pectinas pueden representar alrededor de un 35% de la pared 

vegetal primaria. Estos polisacáridos se utilizan como agente 

gelificante estabilizador y emulsionante en las industrias alimentaria y 

cosmética.87  Además de esto, las distintas propiedades de las pectinas, 
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como su bajo coste, su flexibilidad estructural y su propiedad 

polimerizadora, la potencian para su aplicación en matrices de 

envasado y materiales de envasado activo de alimentos en la industria 

alimentaria.88  Así, se ha propuesto la optimización del aislamiento de 

polisacáridos pécticos de los residuos de la poda de laurel y su 

aplicación en películas para envasado de alimentos (Publicación IV). 

Por último, se han mencionado en secciones anteriores, las 

numerosas aplicaciones de la celulosa, principal componente 

estructural de la pared celular vegetal. El auge de la nanotecnología en 

las últimas décadas no deja atrás los sustratos celulósicos. Así, la 

nanocelulosa presenta propiedades excepcionales como una gran área 

superficial, reactividad química, rigidez, ligereza, hidrofilia, 

biocompatibilidad y biodegradabilidad, entre otras. Todas estas 

propiedades, junto con su producción y procesabilidad rápida, barata y 

fácil han convertido a la nanocelulosa en un material   ideal para una 

gran variedad campos de aplicación.89  Uno de los campos de 

investigación más recientes pero que está creciendo rápidamente es el 

de los aerogeles a base de nanocelulosa. La combinación de una baja 

densidad, con una arquitectura porosa ajustable y propiedades 

mecánicas extraordinarias hacen que sean interesantes en una amplia 

gama de aplicaciones entre las que se encuentran los sistemas de 

envasado de alimentos.90 En concreto, los aerogeles pueden ser 

empleados como almohadillas absorbentes en los envases, 

minimizando la cantidad de exudados líquidos liberados por los 

productos frescos durante su almacenamiento. Además, se pueden 

incorporar compuestos bioactivos en estas almohadillas para su 

liberación prolongada al alimento, aumentando su vida útil. Aunque los 

aerogeles se han fabricado tradicionalmente a partir de materiales 
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inorgánicos, su aplicación como almohadillas en el área de envasado de 

alimentos requiere encontrar materiales sostenibles con propiedades 

que se asemejen a las almohadillas poliméricas sintéticas utilizadas 

comercialmente.91 En este contexto, se ha llevado a cabo la purificación 

de la fracción de celulosa de los residuos de la poda de laurel, su 

conversión en nanocelulosa y lignonanocelulosa para aplicación en 

aerogeles bioactivos para envasado de alimentos (Publicación V).   
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El objetivo de la presente Tesis Doctoral es la valorización de los 

residuos de la poda de laurel (Laurus nobilis L.), desde el punto de vista 

de la biorrefinería, para la producción y aplicación de diversos 

materiales, compuestos de alto valor añadido y productos para la 

industria del envasado alimentario.  

Los objetivos específicos de esta Tesis Doctoral se describen a 

continuación.  

(i) Transformación directa de la biomasa  

La primera aplicación de interés de los residuos de la poda de laurel 

ha consistido en la conversión directa de esta biomasa en un poliol 

activo y su empleo para la producción de espumas de poliuretano como 

materiales aislantes térmicos. Para ello, se llevó a cabo una reacción de 

licuefacción ampliamente optimizada. A continuación, se caracterizó el 

poliol obtenido en términos de viscosidad, pH, densidad, distribución 

de pesos moleculares, número de hidroxilo, número ácido, contenido 

en humedad, espectroscopia de reflectancia total atenuada-

transformada de infrarrojos de Fourier y análisis termogravimétrico.  

La formulación de las espumas de poliuretano se realizó estudiando 

el tipo de isocianato utilizado, así como la adición de un agente físico 

espumante. Finalmente, se evaluó la densidad aparente, las 

propiedades mecánicas y las propiedades estructurales y térmicas de 

estas espumas para su uso como materiales aislantes en diversas 

industrias.  

La consecución de este objetivo y los resultados obtenidos se han 

descrito detalladamente en la publicación científica “Insulating rigid 

polyurethane foams from laurel tree pruning based polyol” (Journal of 

Applied Polymer Science, 2020, 138:6, 49789).  
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(ii) Obtención de compuestos con capacidad antioxidante  

El segundo objetivo ha consistido en la optimización de la obtención 

de los extractos naturales contenidos en las hojas de los residuos de la 

poda de laurel (principalmente compuestos fenólicos antioxidantes). 

Para ello, se realizó un cribado de diferentes disolventes de extracción 

convencional (metodología Soxhlet). Una vez optimizado el disolvente, 

se llevó a cabo la extracción de compuestos fenólicos mediante técnicas 

de intensificación de procesos como la irradiación microondas o la 

extracción asistida por ultrasonidos. Por último, se probó una 

extracción novedosa mediante un pretratamiento mecanoquímico. 

Toda esta optimización se llevó a cabo en función de sólidos totales 

disueltos, contenido fenólico total y capacidad antioxidante de los 

aceites esenciales. Asimismo, se identificaron los compuestos fenólicos 

presentes en los extractos mediante análisis de cromatografía de gases 

y cromatografía de gases-espectrometría de masas.  

Los resultados obtenidos se detallan en la publicación científica 

“Mechanochemical extraction of antioxidant phenolic compounds from 

Mediterranean and medicinal Laurus nobilis: A comparative study with 

other traditional and green novel techniques” (Industrial Crops & 

Products, 2019, 141, 111805).  

(iii) Producción de químicos de interés a partir de la fracción 

hemicelulósica 

Para llevar a cabo este objetivo, se procedió a la recuperación de la 

fracción de hemicelulosas de los residuos de la poda de laurel mediante 

un proceso de autohidrólisis en agua. Así, se realizó un diseño 

experimental que incluía la combinación de diferentes tiempos de 

autohidrólisis (30-75 min) y temperaturas (160-200 °C) para 
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conseguir la máxima solubilización de las hemicelulosas. Todas las 

fracciones obtenidas en este proceso fueron ampliamente 

caracterizadas para conocer su pH, densidad, sólidos totales disueltos, 

materia orgánica e inorgánica, contenido en carbohidratos, ácidos 

fenólicos, proteínas, α y β-glucanos, y distribución de pesos 

moleculares. El cálculo del factor de severidad para cada una de las 

condiciones de extracción propuestas permitió relacionar los 

resultados, así como los rendimientos de extracción obtenidos, 

concluyendo en unas condiciones óptimas de extracción.  

Estas hemicelulosas se utilizaron como fuente de azúcares C5 y C6 

para la síntesis de metil levulinato, compuesto de alto valor añadido. 

Este proceso se optimizó mediante la síntesis asistida por microondas 

para obtener el máximo rendimiento de este compuesto.  

La consecución de este objetivo y los resultados obtenidos se han 

descrito detalladamente en la publicación científica “Combined 

Extraction/Purification-Catalytic Mcrowave-Assisted Conversion of 

Laurus nobilis L. Pruning Waste Polysaccharides into Methyl Levulinate” 

(ACS Sustainable Chemistry & Engineering, 2020, 8:29, 11016).  

(iv) Extracción de polisacáridos pécticos y aplicación en el 

envasado activo de alimentos 

El cuarto objetivo de la presente Tesis Doctoral consistió en el 

aislamiento de los polisacáridos bioactivos presentes en los residuos 

de la poda de laurel y su aplicación en películas para envasado activo 

de alimentos. En primer lugar, la obtención de los polisacáridos se llevó 

a cabo mediante la extracción secuencial en agua subcrítica utilizando 

diferentes combinaciones de tiempo (5-20 min) y temperatura (100-
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160 °C). Los polisacáridos obtenidos fueron caracterizados de la misma 

forma que la fracción hemicelulósica del Objetivo (iii).  

Estos polisacáridos se aplicaron como aditivo en películas de 

quitosano para envasado de alimentos, estudiando distintas 

proporciones de los polisacáridos en las películas para alcanzar 

óptimas propiedades físicas, mecánicas, ópticas, antioxidantes y 

antibacterianas.  

Los resultados obtenidos de este estudio se han detallado en la 

publicación científica “Bioactive pectic polysaccharides from bay tree 

pruning waste: Sequential subcritical water extraction and application 

in active food packaging” (Carbohydrate Polymers, 2021, 272, 118477).  

(v) Valorización de la fracción celulósica. Influencia del 

contenido de lignina en las propiedades del material.  

El último objetivo de la presente Tesis Doctoral ha consistido en la 

purificación de la fracción de celulosa presente en los residuos de la 

poda de laurel, su posterior conversión en nanocelulosa y su aplicación 

como agente de refuerzo en aerogeles de quitosano para ser empleados 

como almohadillas absorbentes de productos frescos en la industria 

alimentaria. Para ello, se procedió a la extracción y purificación de la 

pasta de celulosa mediante un pasteado a la sosa. Esta pasta de celulosa 

se sometió a un proceso de blanqueo, obteniéndose pasta blanqueada 

y sin blanquear (bajo y alto contenido en lignina residual, 

respectivamente). Posteriormente, se procedió a la producción de 

nanofibras y lignonanofibras de celulosa a partir de las pastas 

obtenidas previamente, mediante homogeneización a alta presión con 

un pretatamiento químico de oxidación catalizada por TEMPO. Todas 

estas fracciones fueron ampliamente caracterizadas para conocer tanto 
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la composición química de las pastas como el rendimiento de 

nanofibrilación, demanda catiónica, contenido en carboxilos, área 

superficial específica, grado de polimerización y longitud.  

A continuación, las lignonanofibras y nanofibras de celulosa se 

aplicaron como agente de refuerzo en aerogeles de quitosano en 

diversas proporciones, estudiando el efecto de la lignina residual sobre 

las características de estos materiales. Los aerogeles fueron, de nuevo, 

caracterizados para conocer su densidad, porosidad, rendimiento 

mecánico y capacidad de absorción, permitiendo establecer una 

formulación óptima para estos materiales. Por último, estas 

formulaciones optimizadas se utilizaron para preparar aerogeles 

bioactivos funcionalizados con el extracto de la hoja de laurel (obtenido 

en el Objetivo ii). En estos últimos materiales se estudió la capacidad 

antioxidante, así como la capacidad para preservar carne fresca 

durante 10 días, permitiendo ser aplicados como almohadillas 

absorbentes en la industria alimentaria.  

Los resultados de este trabajo se encuentran detallados en la 

publicación científica “Bioactive absorbent chitosan aerogels reinforced 

with bay tree pruning waste nanocellulose with antioxidant properties 

for burger meat preservation” (actualmente en revisión para 

publicación en la revista Polymers).  
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Los resultados obtenidos durante la presente Tesis Doctoral, y 

la discusión de los mismos, se muestran a continuación en forma de 

publicaciones: 

Publicación I. E. Rincón, A. M. Balu, R. Luque, L. Serrano. 

Insulating rigid polyurethane foams from laurel tree pruning based 

polyol. Journal of Applied Polymer Science, 2021, 138:6, 49789.  

Publicación II. E. Rincón, A. M. Balu, R. Luque, L. Serrano. 

Mechanochemical extraction of antioxidant phenolic compounds from 

Mediterranean and medicinal Laurus nobilis: A comparative study with 

other traditional and green novel techniques. Industrial Crops & 

Products, 2019, 141, 111805.  

Publicación III. E. Rincón, A. Zuliani, A. Jiménez-Quero, F. 

Vilaplana, R. Luque, L. Serrano, A. M. Balu. Combined 

extraction/purification-catalytic microwave-assisted conversion of 

Laurus nobilis L. pruning waste polysaccharides into methyl levulinate. 

ACS Sustainable Chemistry & Engineering, 2020, 8:29, 11016.   

Publicación IV. E. Rincón, E. Espinosa, M. T. García-Domínguez, 

A. M. Balu, F. Vilaplana, L. Serrano, A. Jiménez-Quero. Bioactive pectic 

polysaccharides from bay tree pruning waste: Sequential subcritical 

water extraction and application in active food packaging. 

Carbohydrate Polymers, 2021, 272:15, 118477.  

Publicación V. E. Rincón, E. Espinosa, M. Pinillos, L. Serrano. 

Bioactive absorbent chitosan aerogels reinforced with bay tree pruning 

waste nanocellulose with antioxidant properties for burger meat 

preservation (artículo en revision para publicación en la revista 

Polymers). 
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Introduction 

The growing concern about sustainable development demands 

the exploitation of natural resources as well as the residues generated 

by the human activity. Lignocellulosic biomass derived from 

agricultural residues represents an interesting possibility since its 

heterogeneous composition (mainly cellulose, lignin, and 

hemicellulose) allows its integral exploitation.1 Laurel (Laurus 

nobilis L.) is a native plant of the Mediterranean region. It is widely used 

Abstract 

The present work deals with the production of a natural 

polyol from laurel tree pruning waste, aiming the preparation 

of polyurethane foams. The obtained bio-polyol was 

characterized and applied into foams studying the influence 

of the isocyanate used and the addition of the physical 

blowing agent. The incorporation of the polyol allowed 40% 

polyol substitution for those foams in which TDI was used, 

and up to 60% using MDI. Apparent density, cell morphology, 

mechanical, and thermal properties were evaluated. 

Mechanical and thermal properties of the foams improve to a 

greater amount of polyol in the matrix. Specifically, the best 

thermal and mechanical properties (274.99 and 7275.91 kPa 

for compressive strength and Young Modulus, respectively) 

were obtained with 50% polyol substitution (0.63 RNCO/OH). 

Foams showed small, well-defined cell morphology. Laurel 

derived polyol can be used for the preparation of foams using 

MDI, since the mechanical, and thermal properties are 

promising for obtaining insulation materials in the 
construction industry. 
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as culinary spice but also has demonstrated antimicrobial, antioxidant, 

and pharmaceutical properties allowing its use in cosmetics and 

medicine.2 It is known that just 1% of L.nobilis L. agricultural 

production is effective3 so the remaining residue of this plant opens a 

door to the search of new routes for the integral valorization of this 

type of raw matter. Generally, agricultural and agro-food residues are 

burned, causing serious environmental pollution problems.4 However, 

the chemical modification of this kind of residues has been receiving 

attention in the last years for the preparation of composites, epoxies, 

polymer blends, acrylates, and polyurethanes.5 

One of these emerging chemical modifications is the 

liquefaction. Basically, liquefaction consists of a set of reactions, such 

as, etherification or esterification of free hydroxyl groups, taking place 

on the polymeric components causing the degradation of the biomass 

constituents.6 This technique allows the unused biomass utilization. 

Through this procedure, biomass fractions are brought to low 

molecular weight compounds. These compounds exhibit high 

reactivity (due to the high content of reactive hydroxyl groups) making 

them useful in many applications.7 One of these main applications is the 

production of polyols. 

Until now, polyols used in polyurethane industry are typically of 

petrochemical origin. Nevertheless, in the context of circular economy, 

the growing demand for the use of raw materials through sustainable 

and environmentally friendly processes offers an excellent opportunity 

for natural derived polyols to enter the polyurethane (PU) market.8 In 

this regard, natural derived polyols can be used as starting materials in 

polymer products (PU adhesives, PU films, epoxy resins, and PU 

foams).9–13  
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In this context, rigid PU foams (RPUFs) are one of the most 

commercial polymeric foams since they are used in a wide range of 

applications (automotive, insulation, and construction industry) due to 

their excellent thermal and mechanical properties.14 In fact, RPUFs 

accounts for about 23% of all PU production.15  

The present work deals with the simple, easy, and economical 

conversion of laurel tree pruning waste into a valuable bio-polyol. The 

obtained bio-polyol has been used to prepare bio-RPUFs analyzing the 

grade of substitution in RPUFs of commercial oils by the natural 

derived polyol. The prepared bio-RPUFs were characterized to 

determine their physical, mechanical, and insulating properties looking 

for specific applications. 

Experimental 

Materials 

Laurel tree pruning waste used in the present work was kindly 

supplied by an independent farmer from Córdoba (Spain). Before the 

liquefaction process to obtain the bio-polyol, laurel waste was washed, 

ground, sieved, and dried at 55°C until a moisture level lower than 10%. 

Reagents used during the liquefaction procedure were glycerol 

(labkem, >99% purity) and H2SO4 (PanReac, 95% purity). Reagents 

used during foams formulation were castor oil [Sigma–Aldrich, water 

content ≤0.3% (Karl–Fischer)], dibutyltin dilaurate (Sigma–Aldrich, 

95% purity), silicone oil (Sigma–Aldrich), methane di-p-phenyl 

diisocyanate (Sigma–Aldrich, 98% purity), and toluene-2,4-

diisocyanate (Sigma–Aldrich, 80% purity). All other reagents used in 

this work were of analytical grade. 
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Synthesis of the bio-polyol 

The liquefaction reaction was carried out following the method 

previously described by Briones et al, (2015)16 with some 

modifications. Liquefaction conditions were: reaction time, 60 min; 

reaction temperature, 180°C; weight ratio G:SA (glycerol: H2SO4), 97:3. 

A ratio of 0.25 of mass/liquefying solvent (w/v) was selected for the 

experiment. The resultant dilution was filtered to separate the solid 

residue from the liquid fraction (bio-polyol). 

The remaining solid residue was washed with acetone, dried at 

105°C for 24 h, and weighed to determine the liquefaction yield 

according to the following equation: 

 

𝐿𝑖𝑞𝑢𝑒𝑓𝑎𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑦𝑖𝑒𝑙𝑑 = [1 −
𝑀

𝑀0
] 𝑥100 

 

where, M is the dry weight of the remaining residue and M0 is the initial 

weight of the raw matter (in dry basis). 

Bio-polyol characterization 

Viscosity of the bio-polyol was measured at 25°C using a digital 

Brookfield Viscometer (Fungilal, Smar L model) at 85 r.p.m. The pH was 

determined in a pH meter (pH GLP21, Crison) by diluting 1 g of the 

obtained bio-polyol in 50 mL of distilled water. Density measurement 

was carried out by weighing a known volume (5 mL) of the bio-polyol. 

Moisture content in the resulting bio-polyol was measured in a 

moisture analyzer (MOC-63 U, Shimadzu).The hydroxyl number (IOH) 

was obtained as follow: 1.4 g of the bio-polyol was esterified with 
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20 mL of phthalation reagent (pyridine: acetic anhydride, 7.87:1 v/v) 

for 2 h at 98°C. This step was followed by the addition of 105 mL of 

distilled water and 1 mL of phenol-phatalein indicator solution (1% 

pyridine). The mixture was titrated with 0.5 N NaOH solution to the 

equivalence point. The acid number of the bio-polyol was determined 

following the method reported by Briones et al., (2015).16 Both, acid 

number and IOH of the samples were obtained by the difference in 

titration of blank and the sample solution. All these analyses were 

obtained in triplicate. 

The molecular weight distributions of the bio-polyol were 

determined by SEC. Characterization was conducted with a PL-GPC 50 

integrated GPC system from Agilent Technologies at 50°C, equipped 

with an RI detector. A guard column of KD-G 4A (Shodex) and a column 

of KD-806 M (Shodex) were used. Samples were diluted in DMF at a 

concentration of 2 mg/mL, filtered, and tested in a flow rate of 

1 mL/min with an injection volume of 100 μL. 

Analysis by attenuated-total reflection infrared (ATR-IR) 

spectroscopy by direct transmittance was carried out in order to study 

the chemical modifications in the bio-polyol and to corroborate the 

success of the liquefaction reaction. The test was carried out by direct 

transmittance in a FTIR-ATR Perkin-Elmer Spectrum Two collecting 

over 20 scans with a resolution of 4 cm−1 in a wavenumber range 

between 4000 and 400 cm−1. 

The thermal stability of the obtained bio-polyol was studied by 

thermogravimetric analysis (TGA). A dynamic scan from 50 to 800°C at 

10°C/min was performed under nitrogen flow rate of 50 mL/min as 

inert atmosphere with a Mettler Toledo TGA/DSC 1. 
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Foams preparation 

Rigid PU foams (RPUFs) were prepared using the free rising 

method. Table 1 lists the formulation details. The RPUFs were 

prepared by adding the castor oil, bio-polyol, catalyst (dibutyltin 

dilaurate), silicone oil, and physical blowing agent (distilled water) into 

a plastic glass. This mixture was stirred vigorously at 1000 r.p.m. for 

1 min employing a mechanical stirrer. Then, the isocyanate was added 

(methane di-p-phenyl diisocyanate, MDI or toluene-2,4-diisocyanate, 

TDI) and the mixture was again mechanically stirred at 1000 r.p.m. for 

20 s. Finally, the content of the glass was allowed to foam and settle for 

a week prior to analysis. 

Table 1. Foams formulation. 

 

Cream and free rise times (Table S1) were measured according 

to the definitions reported by Defonseka (2013).17 Cream time was 

determined as the time in seconds, from beginning the pour until the 

material starts to expand. Free rise time, as the time from beginning the 

pour until the fam stops rising. 
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In addition, the NCO/OH molar ratio (RNCO/OH) was calculated 

according to the equation proposed by Kim et al.18 as follows (Table 1): 

𝑅𝑁𝐶𝑂/𝑂𝐻 =

𝐷𝑖𝑖𝑠𝑜𝑐𝑦𝑎𝑛𝑎𝑡𝑒 (𝑔)𝑥 2
𝑀𝑤𝐷𝑖𝑖𝑠𝑜𝑐𝑦𝑎𝑛𝑎𝑡𝑒

𝐻2𝑂(𝑔)𝑥 2
𝑀𝑤𝐻2𝑂

+
𝑃𝑜𝑙𝑦𝑜𝑙 (𝑔)𝑥 12.44

𝑀𝑤𝑃𝑜𝑙𝑦𝑜𝑙
+

𝐶𝑎𝑠𝑡𝑜𝑟 𝑜𝑖𝑙 (𝑔)𝑥 9.06
𝑀𝑤𝐶𝑎𝑠𝑡𝑜𝑟 𝑜𝑖𝑙

 

 

where Mw is the molecular weight of each foam component considered 

in the equation (MwTDI, 174 g/mol; MwMDI, 250 g/mol; MwH2O, 

18 g/mol; MwCastor oil, 933.4 g/mol; MwPolyol, 22,878 g/mol). 

Foams properties evaluation 

The apparent density of the formulated RPUFs was measured 

according to ASTM D1622-23.19 Foams from the core of the caps of the 

foam were cut into 3.5 cm cubes and weighed to determine the density. 

Three pieces were cut from each foam formulation and the average 

density was reported. 

Mechanical properties were measured using ASTM D-162120 on 

RPUFs samples dimensions of 2.5 cm3. For each test, the sample was 

placed between two parallel plates and the force required to compress 

the foam at the rate of 0.21 cm/min. The compressive strength was the 

value of the maximum applied force divided by the initial sample 

surface area when the maximum applied force occurred when the 

strain was 10%. Tests were conducted in triplicate. 

In order to determine the thermal properties of the formulated 

bio-RPUFs, the thermogravimetric analysis (TGA) was conducted 

following the same protocol as in the previous section. 
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The structural properties were investigated using scanning 

electron microscopy (SEM). Bio-RPUFs were cut with a razor blade into 

rectangular slices: 7 × 10 × 3 mm. Each sample slice was putter coated 

with a layer of 50 Å gold. A JEOL JSM 7800F field emission scanning 

electron microscope was used to examine the cell morphology. The 

sample was then attached to the stub using conductive carbon tape. 

The sample was imaged under an accelerating voltage of 5 kV and 33× 

magnification. An average of four images was collected on each foam. 

In this study, cell size of the foams was measured using ImageJ. The 

average cell size and its standard deviation were based on 1000–1500 

cells. 

Results and discussion 

Bio-polyol obtention and properties 

Results obtained through the bio-polyol characterization 

carried out as well as the liquefaction yield are shown in Table 2. The 

liquefaction conversion yield was 77.22%. This value is in concordance 

with the ones reported by other authors in the liquefaction reaction of 

rape straw21 and Acacia mangium wood flour.22 It is known that during 

the liquefaction process, degradation, and re-polymerization coexist. 

The first one leads to the decomposition of the raw matter and reduces 

the residual fraction, while the second one produces insoluble matter 

and increases the residual content.23In this case, it seemed that the high 

temperature chosen for the experiment (180°C), made the re-

polymerization effect predominate but lower temperatures tested 

resulted in worst polyol properties. Then, considering the main 

objective of this work, PU foams production, and the hydroxyl number, 

viscosity, and molecular weight as the most important parameters, the 

high temperature of 180°C was kept for the liquefaction reaction. In 
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this concern, laurel derived bio-polyol, presented suitable values of 

these properties for the preparation of these materials (Table 2). The 

hydroxyl number resulted higher than 200 mg KOH/g, which is higher 

than the number usually reported for commercially available bio-

polyols.8 Comparing the value obtained in this system with other 

published values, it resulted similar to the IOH determined in sugar beet 

pulp polyols (200 mg KOH/g)24 and in different southern European 

hardwoods and softwoods studied by Kunaver et al, (2010).25 In 

general, the obtained viscosity (6169.1 mPa·s) resulted higher than 

those recently reported in literature.22  

Polyols usually used in the preparation of rigid and semi-rigid 

polyurethane foams have an IOH between 200 and 800 and viscosities 

below 300 Pa·s.26 Based on these criteria, bio-polyol from laurel tree 

pruning waste results suitable for the preparation of polyurethane 

foams. 

Table 2. Liquefaction yield and characterization of the obtained bio-polyol. 

 

Liquefaction yield (%) 77.22 

Viscosity (mPa·s) 6169.1 ± 140.1 

pH 1.39 ± 0.02 

Density (g/mL) 1.11 ± 0.05 

Moisture content (%) 1.80 ± 0.76 

Acid number (mg KOH/g) 61.36 ± 0.77 

IOH (mg KOH/g) 223.68 ± 30.96 

 

Molecular weight  

Mw (g/mol) 22878 

Mn (g/mol) 21699 

PD (polydispersity) 1.0543 



Publicación I 

112 
 

The successful conversion of laurel tree pruning waste into 

liquefied product was confirmed qualitatively by ATR-IR analysis 

(Figure 1). The broad band at 3300 cm−1 is related to stretching 

vibration of hydroxyl groups. In the case of the bio-polyol, indicated 

that both, raw material and the liquefied product contain a high amount 

of hydroxyl groups.9 The broad band observed in the bio-polyol sample 

at 1712 cm−1 is attributed to the stretching vibration of C=O in 

hemicelluloses, possibly overlapping a C=O stretching of esters. The 

esters were possibly generated by a dehydration reaction between 

carboxyl groups and glycerol molecules in the presence of sulfuric 

acid.9 Bio-polyol sample showed a peak at 1455 cm−1, again arising 

from CH3 moieties.27 Alcohols, ethers and esters at 1220 cm−1 and the 

shift of the absorption band in the C-O stretching region at 

1027 cm−1 were assigned to the increase in ether moieties resulting 

from the treatment.9,28  

 

Figure 1. ATR-IR spectra of the raw matter (bottom) and the resulting bio-polyol 

(top). 

Results derived from bio-polyol TGA analysis are shown in 

Figure 2. Three stages of weight loss were observed in laurel derived 

bio-polyol. The first weight loss occurred at the first stage at around 

100°C and was attributed to the residual water. The second stage of 
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weight loss (between 150 and 250°C) could be attributed to the 

volatilization of 2,3-epoxyl-1-propanol (a compound produced from 

unreacted glycerol) and the decomposition of glycerol. The last weight 

loss at approximately 250 to 450°C was mainly due to the loss of 

monoglycerides, diglycerides, and soaps. This same behavior was 

reported by Luo et al,29 for biopolyols derived from crude glycerol. 

 

Figure 2. TGA and DTG curves of the obtained bio-polyol. 

Bio-RPUFs visual aspect, density, and mechanical properties 

It is known that there are two reactions taking place during PU 

polymer formation that mainly influence the final structure of the 

foams. Basically, the formation of the foam (reaction 1) competes for 

the utilization of isocyanate with the cellular foaming process (reaction 

2). Depending on which of these reactions is faster (Scheme 1), foams 

with higher densities and smaller cells will be obtained (reaction 1 

faster) or lower densities with greater and irregular cell structure 

(reaction 2 faster).30 

 

Scheme 1 
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In this sense, during bio-RPUFs formulation, two parameters 

were considered: (a) the diisocyanate used and (b) the addition of the 

physical blowing agent (distilled water). In the first case, two 

diisocyanates were tested, TDI and MDI, in order to study the influence 

of the diisocyanate structure on the properties of these laurel derived 

polyol-based RPUFs (bio-RPUFs). These two diisocyanates were 

chosen because, in addition to be the most widely used in industrial 

processes, there are differences between them that could significantly 

affect the properties of the foams. Although both are compounds with 

two isocyanate groups, TDI contains one aromatic ring while MDI 

contains two. This would be reflected in reaction 2, the polymerization 

reaction. Generally, TDI is an 80/20% mixture of 2,4 and 2,6 isomers. 

The asymmetry of 2,4 TDI disturbs the structure of the hard segment, 

while MDI does not have such an isometric asymmetry.31 Moreover, 

TDI and MDI formulated foams exhibited RNCO/OH from 0.55 to 1.1 and 

from 0.39 to 1.1, respectively (Table 1). These RNCO/OH ranges were 

chosen to cover as many different formulations as possible that could 

affect different properties. In the case of TDI and waterless foams the 

ratio ranged from 0.68 (blank sample, BT) to 1.09, as higher 

RNCO/OH prevented proper foam formation. For this same reason, the 

ratio range for TDI and added water foams was 0.55–0.80; MDI and 

waterless foams ranged from 0.47 to 0.90; and MDI and added water 

foams ranged from 0.39 to 0.72. For ease of referencing the prepared 

foams, they were named according to the castor oil:polyol ratio, the 

diisocyanate (M or T) used and the addition of physical blowing agent 

(W) during formulation (Table 1). It is widely known that properties 

of the foams are a function of RNCO/OH, so clear differences were 

expected to be found between those foams prepared with different 

diisocyanates and RNCO/OH. Regarding the second parameter consider 
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during foams formulation, the effect of the addition of the physical 

blowing agent was also considered since this reactive is the one related 

to the production of CO2 (reaction 2). The prepared bio-polyol 

exhibited a moisture content of 1.8%–1.9% (Table 2). Since the same 

bio-polyol was used for the formulation of all bio-RPUFs, the same 

amount of intrinsic water was present in all foams. It was the extra 

addition of the physical blowing agent that would really make the 

difference between the foams due to this parameter. Therefore, for 

each proposed formulation it was considered without the addition of 

water (described as 0 in Table 1) and with the addition of water 

(described as 0.4 in Table 1). Although, as mentioned, this did not 

mean that the foams without added water were free of moisture, but 

only contained the intrinsic water the bio-polyol. 

First, the visual aspect of the formulated bio-RPUFs is shown in 

Figure 3. When TDI was used during foams formulation, no blank was 

obtained without the physical blowing agent addition (water). Even its 

RNCO/OH being higher (0.68) than the blank sample prepared with water 

addition (0.55). The maximum bio-polyol substitution with this 

diisocyanate was 40% wt. in both cases (with and without water during 

formulation). The color was very similar in all these foams (except for 

the blank, BTW, which was slightly yellow due to the absent of dark 

brown polyol). In addition, no traces of unreacted bio-polyol were 

observed. The foams to which water was added during formulation 

(80:20 and 60:40 TW) proved to be very fluffy and lightweight with 

apparent high homogeneous porosity. Foams without water addition 

during formulation (80:20 and 60:40 T) were just as light as those 

containing water but less spongy, offering greater resistance to 

deformation. The porosity was much lower, and the pore structure 
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seen in the previous ones could not be observed. Among the foams 

formulated with TDI, the obtained blank (BTW) was the hardest one 

with a pore pattern slightly little than 80:20 and 60:40 TW. Considering 

similar RNCO/OH (i.e. 0.68 for BT and 0.65 for 80:20 TW) foams were just 

obtained when water was added. TDI bio-RPUFs prepared without 

water addition needed at least RNCO/OH of 0.83 and a maximum of 1.1 for 

being able to carry out properly the foaming process. For those TDI 

foams prepared with water during formulation, the RNCO/OH range was 

stricter since BTW exhibited RNCO/OH of 0.55 and the maximum 

RNCO/OH allowed in these foams was 0.80. Bio-polyol, the hard segment 

in the preparation of the foam, and the physical blowing agent seemed 

to play an important role in maintaining the foam structure. Therefore, 

the BT sample failed to maintain the foam structure. For this same 

reason, TDI foams did not admit more than 40% wt of bio-polyol. It 

appears that there may be some impediment to the reaction between 

TDI and bio-polyol, preventing the latter from acting as a hard segment 

in the maintenance of the foam structure.18  

 

Figure 3. Formulated bio-RPUFs. 

When MDI was used during foams formulation, both blanks 

were obtained (BM and BMW). The maximum bio-polyol substitution 

was reached at 60% and 50% wt with and without water addition 
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during formulation. This meant that foams incorporating water during 

formulation allowed a RNCO/OH maximum of 0.72, while a maximum of 

0.89 could be achieved for those without blowing agent addition, even 

with less polyol substitution. In the case of this diisocyanate, when no 

water was added (80:20, 60:40, and 50:50 M), a darkening of the foams 

was observed as the amount of the bio-polyol was increased. Despite 

this, the feel, hardness, and apparent porosity were very similar to 

80:20 and 60:40 T foams, without water as blowing. The difference was 

found in 80:20 M, which proved to be slightly fluffier than the others. 

In addition, in this case it was possible to obtain the blank sample (BM) 

which had the highest hardness of all the foams. In the case of the foams 

to which water was added (80:20 MW, 60:40 MW, 50:50 MW, and 

40:60 MW) the color was very similar between them and much darker 

than all the foams mentioned so far. Again, the 80:20 MW sample 

showed greater sponginess than 60:40 and 50:50 MW, the latter having 

a high hardness. The blank sample in this case (BMW) presented the 

highest sponginess and lightness. Although the foams formulated with 

MDI allowed the incorporation of more polyol, their RNCO/OH were lower 

than those formulated with TDI. Therefore, it appeared that this ratio 

was not directly related to the polyol substitution but to the 

diisocyanate used. The use of MDI appeared to be more attractive since 

it allowed for greater incorporation of natural polyol but to assert this, 

other properties (mechanical, morphological, and thermal) must be 

considered, which are explained below. 

The resulting TDI bio-RPUFs properties are summarized in 

Figure 4. As mentioned, when TDI was used allowed 40% bio-polyol 

substitution in the foams. With this diisocyanate, no blank sample was 

obtained without water addition during formulation. For these foams 
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(80:20 and 60:40 T), similar density values were obtained (141.65 and 

157.43 Kg/m3 Table S1) with increasing bio-polyol substitution. 

Therefore, it can be stated that similar apparent density values are 

reached when foams are formulated with TDI and without water 

addition, even increasing RCNO/OH from 0.84 to 1.1. This meant that 

castor oil could be more substituted by the bio-polyol obtaining the 

same result. When the water was added during formulation (80:20 and 

60:40 TW) the apparent density decreased (56.98 and 41.07 Kg/m3, 

respectively) with increasing bio-polyol substitution (therefore, 

increased RCNO/OH) in comparison with the blank sample (BTW, 

370.12 Kg/m3). The so high value of density obtained in the blank 

(sample BTW) can be due to a shorter cure rate (reaction 1) than gas 

formation rate (reaction 2) resulting in a collapse of the foam before 

curing. This would explain the high hardness observed in this sample 

discussed above. In addition, this fact can be supported by the 

characteristic times measured in the foams (Table S1). Both, cream, 

and free rise times, were increased as the amount of bio-polyol was 

increased in the system. In the case of the blank sample, the low 

reactivity of castor oil (low reaction times) can be attributed to the 

presence of secondary hydroxyl groups while in laurel-derived polyol 

there are primary hydroxyl groups, which are more reactive.32 Even 

though, the density values for bio-RPUFs were similar to those 

reported by other researchers in the development of RPUFs from 

soybean oil-based polyol.15 Increasing bio-polyol substitution in the 

foams using water during formulation (80:20 and 60:40 TW) was 

translated in a slight decrease in density of the foams. As said, the speed 

of reaction 1 was slower than reaction 2, which means the 

deterioration of the foam starts before the solidification of the polymer. 

If the addition of the physical blowing agent during foams formulation 
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is considered, TDI formulated foams using water during preparation 

(80:20 and 60:40 TW) showed lower density values (56.98 and 

41.07 Kg/m3) than the ones without it (80:20 and 60:40 T, 141.65 and 

157.43 Kg/m3, respectively). Moreover, it was not possible to obtain 

the blank of this diisocyanate without adding water during 

formulation. According to these results, an increase in the water 

content produced more CO2 during the foam formation resulting in a 

lower final density.30 In general, RNCO/OH around 0.65–0.80 produced 

low apparent density foams in comparison with RNCO/OH around 0.85–

1.1, which resulted in foams with almost three times the apparent 

density. 

 

Figure 4. Apparent density and mechanical properties of the formulated TDI bio-

RPUFs. 
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When mechanical properties were evaluated for TDI formulated 

bio-RPUFs, it was observed a high increase in compressive strength (up 

to 120.08 kPa) as well as in Young's Modulus (up to 1900 kPa) with 

increasing bio-polyol content and RCNO/OH. Interestingly, when the 

effect of the blowing addition is considered during foams formulation 

some clear differences can be observed. Although compressive 

strength increased as the amount of bio-polyol was increased, this 

effect was much more pronounced when no blowing was used during 

foams formulation (from 0 to 120 kPa) in comparison with the 

presence of water (from 3 to 34 kPa). Related to the Young's Modulus, 

the maximum substitution of polyol (40%) resulted in a value of 

1875 kPa when no blowing was used, in comparison with 576 kPa 

when water was present. These results suggested that moisture 

content (1.80%, Table 2) of the bio-polyol was enough for optimal 

formulation of bio-RPUFs using TDI. That is, the moisture content of the 

bio-polyol acted as physical blowing agent during synthesis. In 

addition, higher RCNO/OH values led to more desirable mechanical 

properties in the foams. 

As with visual aspect, a brief comparison between foams 

formulated with TDI that have the same RNCO/OH can be made by 

choosing, for example, the 80:20 T sample (RNCO/OH of 0.84) and the 

60:40 TW sample (RNCO/OH of 0.80). It can be seen how both the 

apparent density and the mechanical properties of the 80:20 T sample 

are noticeably much higher than those of the 60:40 TW sample. 

Therefore, in this case, it could be stated that the properties obtained 

are not a direct function of the ratio, but the amount of bio-polyol and 

water added. In this sense, it could be concluded that the optimal 

formulation for TDI foams are those with RCNO/OH of 1.1, which means 
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including 40% wt. laurel derived polyol, and without the addition of a 

physical blowing agent. 

 

Figure 5. Apparent density and mechanical properties of the formulated MDI bio-

RPUFs. 

Bio-RPUFs formulated using MDI reached 60% bio-polyol 

substitution when the blowing was used, while 50% bio-polyol 

substitution was achieved when no water was used (Figure 5). When 

no water was used during formulation, bio-RPUFs exhibited a variety 

of density values (Table S1) not related with the amount of bio-polyol 

substitution or RCNO/OH (from 0.47 to 0.89). In contrast, when water was 

used during formulation, foams density (Figure 5) was increased with 

increasing bio-polyol substitution over the blank up to 50% bio-polyol 

substitution (from 111.55 to 345.97 Kg/m3, Table S1). The sample 

40:60 MW exhibited lower apparent density (104.37 Kg/m3) than the 

blank (BMW). This fact can be explained because of the high amount of 
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bio-polyol in the matrix, which is slowing down the speed of the 

reaction 1 (the formation of the foam). In this sense, it seemed that 

RCNO/OH of 0.63 (50:50 MW) was the optimal value to obtain a high 

apparent density. Due to the only difference with TDI bio-RPUFs was 

the diisocyanate used, it can be said that MDI bio-RPUFs required less 

RCNO/OH (0.63) than TDI bio-RPUFs (1.1) for an optimal apparent 

density value. This was achieved with higher bio-polyol substitution; 

therefore, laurel derived polyol could replace 50% wt castor oil with 

excellent results. 

During mechanical properties evaluation, it was found that 

compressive strength was increased with increasing bio-polyol 

substitution up to a maximum of 275 kPa for the foam sample 

50:50 MW. This value resulted higher than the reported by Hu et 

al,33 for MDI-PUFs made from crude glycerol and soybean straw polyol. 

When no blowing was used, the blank sample (sample BM) was the one 

exhibiting the highest compressive strength (270 kPa). Even though, 

with blowing addition during foams formulation, a 60% bio-polyol 

substitution was achieved, compressive strength was low (71.64 kPa, 

sample 40:60 MW). This same trend was observed for the Young's 

Modulus. The highest value (72.76 kPa) was obtained at 50% bio-

polyol substitution with the blowing addition. Thus, a high content of 

laurel derived polyol (60% wt) depressed the foam reaction between 

bio-polyol and MDI as reported by other authors for PU foams prepared 

with MDI and activated heavy oil.34 In short, with the increase of 

RNCO/OH from 0.34 to 0.72 in MDI bio-RPUFs with water addition, 

mechanical properties first raised, reached their maximum values at 

RNCO/OH of 0.63 (50:50 MW) and then declined. This same behavior has 

been previously described in literature in foams prepared with 
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liquefied corn stover and polymethylene polyphenylisocyanate, where 

the optimal RNCO/OH was 0.8.35 The increased crosslinking density as 

well as the hard segment formed in the reaction between the polyol and 

diisocyanate explain this behavior. The concentration of the hard 

segment affects the mechanical properties of PUFs and the higher 

concentration can increase the hardness but decrease their flexibility. 

In contrast to TDI formulated foams, the moisture content of the bio-

polyol does not appear to be enough for foams formulated with MDI, 

since optimal values are obtained by adding water during synthesis. As 

mentioned before, this behavior can be attributed to the need for a 

lower RNCO/OH when using MDI. 

Again, the comparison between foams formulated with MDI 

could be made in terms of RNCO/OH. The 80:20 M sample (RNCO/OH of 0.58) 

exhibited lower mechanical properties than the 60:40 MW sample 

(RNCO/OH of 0.56). Similarly, the 60:40 M sample (RNCO/OH of 0.76) 

exhibited similar mechanical properties as the 60:40 MW sample 

(RNCO/OH of 0.72), with considerably higher amount of bio-polyol in it. 

Therefore, in the case of MDI bio-RPUFs, the properties were not a 

direct function of RNCO/OH but rather of the amount of bio-polyol and 

water in the system, where the addition of the physical blowing agent 

during formulation was key to obtaining optimal properties. 

According to this evaluation, samples 60:40 T (40% bio-polyol 

substitution without adding the physical blowing agent, RNCO/OH of 1.1) 

and 50:50 MW (50% bio-polyol substitution adding water during 

formulation, RNCO/OH 0.63), seem to be the optimal ones for TDI and for 

MDI formulated foams, respectively. If the comparison is made 

between these two samples, MDI resulted the optimal diisocyanate for 

the development of RPUFs using laurel derived polyol. Apparent 
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density and compressive strength values were more than double for 

MDI (345.97 Kg/m3 and 274.99 kPa, respectively) than for TDI 

(157.43 Kg/m3 and 120.08 kPa, respectively). Interestingly, the lowest 

RCNO/OH of these two foams was optimal. Normally, the higher aromatic 

content in MDI foams usually results in a higher elastic modulus. In 

addition, they tend to be slightly stiffer giving a higher compressive 

strength. This stiffer structure results in greater network crosslinking 

density. 

 

Figure 6. Specific mechanical properties of the formulated TDI bio-RPUFs. 

As apparent density values greatly vary, it is interesting to avoid 

the effects that this parameter has on the mechanical properties simply 

by dividing the parameter to be evaluated by the apparent density 

value obtained.36,37 Specific mechanical properties of the formulated 

TDI bio-RPUFs and MDI bio-RPUFs are shown in Figure 6 and 

Figure 7, respectively. It was observed that these properties continued 

to increase despite the removal of the density effect. This means, 
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compressive strength, and Young's Modulus were still increased with 

increasing bio-polyol substitution for both TDI and MDI formulated 

foams, being this effect higher without and with blowing addition, 

respectively (Table S2). 

 

Figure 7. Specific mechanical properties of the formulated MDI bio-RPUFs. 

Bio-RPUFs cellular morphology 

After evaluating the physical and mechanical properties of the 

formulated bio-RPUFs, it was decided to study the cellular morphology 

of the best formulations using MDI or TDI. In this regard, samples 

50:50 MW and 60:40 T were analyzed by SEM (Figure 8). It was found 

a cell size of 254.48 ± 0.11 and 254.59 ± 0.02 μm for sample 50:50 MW 

and 60:40 T, respectively. Normally, cell sizes less than 400 μm are 

considered well-defined closed cells.15 Accordingly, the analyzed bio-

RPUFs presented closed and small cell morphology. The type of 

diisocyanate in foams is known to affect the cell morphology.30 In 

addition, Tan et al,15 reported that the greater the hydrophobicity of 

the surfactant used during foams formulation, the smaller the cell sizes 



Publicación I 

126 
 

obtained. In this case, the silicone oil was used as a surfactant (highly 

hydrophobic) and this could be the reason for the smaller cell sizes 

obtained (regardless of the diisocyanate used). In addition to this, it 

seems that the high viscosity of laurel derived polyol contributed to the 

reduction of cell drainage by gravity in reaction 1 during foams 

formation, leading to a smaller cell size. In this regard, RNCO/OH was not 

directly related with the bio-RPUFs morphology. 

 

Figure 8. SEM images of (a) 50:50 MW and (b) 60:40 T bio-RPUFs. 

These morphological characteristics will allow a good insulation 

performance of the foams, as this requires a high content in small and 

closed cells. 

Thermal analysis 

Thermal degradation properties of the prepared bio-RPUFs 

were investigated with TGA (Figure 9). The mechanism of thermal 

degradation in polyurethane foams is often very complex. This is due 

to the variety of formed products (dissociation of the initial polyol and 

isocyanate components, followed by the thermal decomposition 

leading to the formation of amines, small transition components, and 

carbon dioxide) resulting in differential weight loss curves (DTG, 

Figure 9) with many peaks.32,38  
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Figure 9. TGA and DTG curves of TDI bio-RPUFs. 

The results of the thermogravimetric analysis for TDI-

formulated foams showed no significant differences between those 

foams prepared by adding water during formulation. The DTG curves 

of TDI bio-RPUFs exhibited three decomposition peaks (named as T1, 

T2, and T3 in Table S3). The first degradation peak (265–280°C, Table 

S3) can be attributed to the loss of volatile compounds, such as, the 

additives used during bio-RPUFs synthesis.39 The second peak of 

weight loss (around 350°C, T2 in Table S3) is usually attributed to 

decomposition due to the rupture of urethane links in the polymeric 

material.40 The last decomposition peak (430–447°C, T3 in Table S3) is 

related to the decomposition of ester groups in the bio-polyol. This 

indicated that prepared foams were more heat-resisting with the 

incorporation of laurel derived polyol in comparison with the blank 

sample. The amount of final residues of TDI bio-RPUFs (3.67%–

15.1%, Table S3) was increased with increasing bio-polyol 

substitution in the foams. This event is due to the introduction of 
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benzene ring hard segments, which enhance the thermal stability of the 

foams.41  

 

Figure 10. TGA and DTG curves of MDI bio-RPUFs. 

For MDI bio-RPUFs, TGA curves showed that these foams 

degraded, in general, slightly before than those formulated with TDI 

(Figure 10). If DTG curves for MDI formulated foams are analyzed, no 

significant differences can be observed between the use of water 

during formulation but with the amount of bio-polyol in the foam. The 

thermograms for these foams exhibited five degradation peaks (named 

as T1, T2, T3, T4, and T5 in Table S4). Peaks T1 and T2 can be considered 

consecutive and comprise the low temperature stage (180–290°C) 

where volatile compounds are lost. The third peak (around 300°C, T3) 

was related to the degradation of the urethane linkage, which 

corresponds to the hard segments in polyurethane structure.42 The 

fourth peak in DTG curve (350°C, T4) corresponds to the degradation 

of the isocyanate components41 and the fifth one (450°C, T5), to the 

thermal degradation of the soft segments, an oxidative reaction of 

double bonds on the fatty acids' chains of the castor oil.42,43 All these 
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degradation events were less noticeable as the amount of bio-polyol in 

the foam increased. This indicated that the thermal stability of the 

material was successfully increased with high laurel-derived polyol 

substitution. 

Conclusions 

Laurel pruning waste was used to synthesize a natural polyol 

through an easy liquefaction process aiming to introduce this bio-

polyol as a substitute of synthetic components for the preparation of 

rigid insulating foams. The obtained bio-polyol showed excellent 

properties for the development of this kind of materials, such as, high 

hydroxyl number (>200 mg KOH/g), viscosity (6169.1 mPa·s), and 

molecular weight (22,878 g/mol). Rigid polyurethane foams were 

prepared considering the influence of the diisocyanate (MDI or TDI) 

and the addition of water during formulation. Foams prepared with TDI 

reached optimal physical and mechanical properties (120.08 and 

1875.15 kPa for the compressive strength and Young Modulus, 

respectively) with 40% bio-polyol substitution (without water 

addition during formulation, 1.1 RNCO/OH). Optimal physical and 

mechanical properties (274.99 and 7275.91 kPa for compressive 

strength and Young Modulus, respectively) for MDI-formulated foams 

were achieved at 50% bio-polyol substitution and adding the physical 

blowing agent during preparation (0.63 RNCO/OH). Both foams, 

50:50 MW and 60:40 T, exhibited well-defined closed and small cells 

(around 250 μm). Moreover, the prepared foams in this work showed 

excellent thermal stability at high temperatures, which is also related 

with the good insulation performance, expected for these materials. 

The study of these properties has made it possible to propose laurel 
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derived polyol as a suitable substitute for polyurethanes in the 

construction industry. 
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Table S2. Specific mechanical properties of the formulated bio-RPUFs. 

 

 

Table S3. Temperature of degradation peaks (°C) and final residue (%) 

of the TDI formulated bio-RPUFs.  

 

 

 



Publicación I 

139 
 

Table S4. Temperature of degradation peaks (°C) and final residue (%) 

of the MDI formulated bio-RPUFs.  

Sample 
name 

T1 
(°C) 

T2 
(°C) 

T3 
(°C) 

T4(°C) T5 
(°C) 

Final residue 
(%) 

BM - - 287.33 349.67 436.17 0.15 

BMW - - 292.00 346.00 443.83 5.76 

80:20M 172.50 231.00 296.67 351.83 441.33 1.41 

80:20MW 242.33 286.67 302.00 351.33 453.83 10.55 

60:40M 171.33 241.33 295.67 328.17 453.83 2.45 

60:40MW 179.67 242.67 305.50 351.00 439.17 1.47 

50:50M 181.17 254.50 300.17 354.33 449.17 9.98 

50:50MW 181.67 241.83 305.83 358.17 441.83 6.65 

40:60M - - - - - - 

40:60MW 185.17 245.17 296.17 355.67 446.67 13.09 
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Introduction 

Each year, the agricultural industry generates billions of metric 

tons of biomass. This waste represents an abundant, cheap and 

renewable resource. Therefore, a more efficient use of them is very 

Abstract 

The main objective of this work was to carry out the 

extraction of antioxidant phenolic compounds from bay 

leaves (Laurus nobilis L.) through 

mechanochemical pretreatment (mechanochemical assisted 

extraction, MCAE). For this purpose, different solid reagents 

were screened (Na2CO3, BaCO3, Li2CO3, CoCO3, K2CO3 and 

CaCO3), and the results were compared with other extraction 

techniques: conventional Soxhlet, ultrasound (UAE) and 

microwave (MAE). The comparison was carried out based on 

total dissolved solids (TDS), total phenolic content (TPC) and 

antioxidant power (AOP). As-obtained extracts were 

analysed by gas chromatography and gas chromatography-

mass spectrometry analysis (GC and GC–MS) to characterize 

their composition. In conventional Soxhlet extraction 

different solvents (water, ethanol and methanol) were 

tested. It was demonstrated that ethanol provided the best 

results. Mechanochemical processing resulted in 

comparable TPC (75.54 GAE g−1 extract) to Soxhlet. 

Therefore, MCAE is a step forward since, for the same TPC as 

conventional extraction, the total extraction time 

(mechanochemical pretreatment and extraction in ethanol) 

is reduced more than 10 times. The main phenolic 

compounds present in the extracts were identified 

as eugenol, methyleugenol and elemicin. Although the 

results obtained by means of UAE and MAE could be better 

than those of MCAE, the present study proposes the 

substitution of conventional extraction by 

mechanochemistry since the same yields were obtained. 
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attractive to ensure sustainable production processes, less pollutants, 

economically viable, environmentally sound and socially beneficial.1 

Agro-industrial waste (materials from the transformation of the crop 

into a primary resource) can be considered tertiary biomass.2 Bioactive 

compounds can be obtained from agricultural residues. In recent years, 

lot of research has focused on the extraction of natural, low-cost 

antioxidants (bioactive compounds) with the main objective of 

replacement of synthetic additives.3 Phenolic acids, flavonoids, 

phenolic diterpenes and volatile oils have been isolated from spices and 

herbs.4,5 These plants materials exhibit a high antioxidant power, 

mostly associated with phenolic compounds4 and their radical 

scanvenging capacity.6 This kind of compounds represent an 

interesting target in various fields such as the search for health-

beneficial phytochemicals7 or their use in active packaging to extend 

the shelf life of food.4,8–10 

Laurel (Laurus nobilis L.) represents an interesting agricultural 

residue since, according to Santana-Méridas et al.1, every year, out of 

every 100 kg produced, only 1 kg is effective. Moreover, among the all 

plant extracts reported in literature that exhibit these properties, the 

bay leaves extract (L. nobilis L.) is one of them.11–13 L.nobilis L. is a 

native plant from Mediterranean regions, widely used as culinary spice. 

The remaining residue is a problem since it is generated in large 

quantities and is a source for pests than can affect crops, as well as 

occupying a lot of space on the ground. For this reason, it is usually 

burnt, causing serious environmental pollution problems and the 

danger of fires from uncontrolled burns. According to the extraction 

method used, a complex mixture of phytochemicals can be obtained.4 

Moreover, it has a broad application as antioxidant (in food 
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preservation and insecticide preparation) and in treatment of 

rheumatic conditions, cancer, epilepsy, gastrointestinal issues and 

several infectious diseases.13–16 

Related to the environmental performance of a process, the 

impact on safety and health issues, solvents define the major part. The 

measure of how green a solvent is, is depending on the industrial 

production, recycling and disposal processes, as well as EHS 

(environmental, health and safety) characteristics. A recent study 

showed that simple alcohols (methanol or ethanol) are 

environmentally preferable solvents.17 Ethanol can be obtained by 

fermentation of sugar-containing feeds, starchy feed materials and 

lignocellulosic materials18; whereas, methanol can be produced from 

natural gas, causing a low environmental impact compared with highly 

elaborated solvents (e.g. tetrahydrofuran, cyclohexanone).17 

Traditional natural products extraction methods (e.g. Soxhlet, 

liquid-liquid and solid-liquid extractions) require large volumes of 

solvent and energy and lengthy extraction procedures. They can also 

lead to the deleterious degradation of labile compounds. Nowadays, 

new processes are being developed to deal with these problems, 

improving the reproducibility of compound recovery as well.19 These 

new technologies include microwave-assisted extraction (MAE) or 

ultrasonic-assisted extraction (UAE). UAE has three main advantages: 

increased extraction performance, reduction in process time and 

nonthermal decomposition of heat-sensitive compounds. These are 

due to the cavitation phenomena, the mechanochemical mixing effect 

and the fact that no temperature input is required. There are some 

studies reporting the successful extraction of phenolic compounds and 

antioxidants from different plant materials through this technique.20–22 
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Microwave irradiations methods are considered an important green 

chemistry technique because the energy input is controlled, the 

reduction of solvents, the formation of by-products is decreased, 

shorten reaction time, use a few hundred grams scale and the lower 

energy consumption. However, both processes (UAE and MAE), make 

the subsequent product purification difficult due to the low selectivity 

and the organic solvent residues. For this reason, in recent years, a new 

technology for obtaining natural products is emerging. This new 

technology, mechanochemistry, is a branch of chemistry which 

describes the physicochemical and chemical transformation of 

compounds during the aggregation caused by mechanical energy.23 

Mechanochemical-assisted extraction (MCAE) basically consists of a 

mechanochemical processing of plant materials with a solid reagent 

(usually carbonated salts) to obtain mechanochemical composites 

before extraction in solvent.24 During the mechanical activation, the 

impact shift action on particles is accompanied by the cell wall rupture. 

This last fact allows the extraction of products contained in the 

material.25 This pretreatment improves the water solubility and the 

subsequent dissolution of target compounds between the plant 

material and the solvent.26 Moreover, it decreases drastically the 

technological cost and organic solvents exclusion so 

mechanochemistry seems to be a promising route. However, this 

technique is very novel, and the lack of its complete understanding 

translates into few studies on its application for the extraction of 

natural compounds.26 

The aim of this work was to obtain bay leaves extracts through 

mechanochemistry (MCAE) screening different solids reagents 

(Na2CO3, CaCO3, BaCO3, Li2CO3, CoCO3 and K2CO3). Moreover, results 



Publicación II 

147 
 

were compared with conventional extraction (Soxhlet) and other green 

extraction technologies (UAE and MAE). Their total phenolic content 

and antioxidant power were evaluated in order to determine the best 

extraction technique and conditions to improve the extraction 

processes. 

Experimental 

Materials 

Bay leaves samples used in this work, were obtained from laurel 

tree pruning wastes, kindly supplied by an independent farmer from 

Córdoba (Spain). Prior to all extractions, bay leaves were ground (in a 

coffee grinder), sieved, manually washed, and dried at 55 °C until a 

moisture level lower than 10%. Before all the extractions, moisture 

content of the ground bay leaves was measured and calculations were 

made to refer the extraction ratio (1:40, same for all the extractions) to 

dried weight. All other reagents used in this work were of analytical 

grade. 

Soxhlet extraction 

Ground bay leaves (5 g) were extracted with 200 mL of the 

solvent of choice (water, ethanol or methanol) for 5 h. Water (100 °C 

boiling temperature, BT), ethanol (78 °C BT) and methanol (65 °C BT) 

were tested through this technique in order to screen the best one. 

After cooling to room temperature, extracts were collected, then 

filtered through a 0.45 μm nylon syringe filter, and kept at 5 °C until 

analysis. Three replications of each extraction were performed. 

Mechanochemical assisted extraction 
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In MCAE, different solid reagents were evaluated: Na2CO3, 

BaCO3, Li2CO3, CoCO3, K2CO3 and CaCO3. Ground bay leaves (1 g) and 

different amounts of solid reagent (excess of 25% or 50%) were added 

into a ball mill (Retsch PM 100 planetary ball mill, Asturias, Spain) with 

a 25 mL reaction chamber and 8 mm stainless steel ball. Mixtures were 

ground at 400 rpm for 10 min to obtain a fine powder. After co-

grinding, the powder was dissolved in ethanol for 20 min under 

magnetic stirring. Then the mixtures were centrifuged (2683.2 g, 

10 min). The supernatant was adjusted to pH 6.0 with pure acetic acid. 

Finally, the solution was filtered through a 0.45 μm nylon syringe filter 

and kept at 5 °C until analysis. 

Ultrasound assisted extraction 

In order to develop the UAE method, the extractions were 

carried out on an ultrasonic bath system of 360 W and 50/60 kHz (J. P. 

SELECTA, s. a., Barcelona, Spain). The extraction protocol consisted of 

2 g of sample extracted by 80 mL of ethanol during several times 

(30 min–150 min) at full ultrasonic power applying one cycle. Again, 

extracts were collected, then filtered through a 0.45 μm nylon syringe 

filter, and kept at 5 °C until analysis. 

Microwave assisted extraction 

The development of the MAE method was performed on an 

ETHOS 1 Advanced Microwave Digestion System (Milestone, Sorisole, 

Italy). Extractions were performed at 500 W using magnetic stirring at 

50% of nominal power, using three vessels (one reference and two 

samples) at 90 °C. Ethanol was used as solvent and different extraction 

times were evaluated (15 min–75 min). After the process, extracts 
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were filtered through a 0.45 μm nylon syringe filter and kept at 5 °C 

until analysis. 

Total dissolved solids 

The evaluation of total dissolved solids (TDS) in the extracts was 

defined as the amount of residue remaining from a 0.45 μm filtered 

sample after heating the sample at 105 °C to constant weight. This 

procedure was conducted in duplicate. 

Determination of total phenolic content 

The Folin-Ciocalteu method27 was used for the determination of 

total phenolic content (TPC). The Folin-Ciocalteu reactive (1.25 mL) 

was mixed with 2.5 mL of 75 g/L aqueous solution of sodium 

carbonate, 0.25 mL of the extract and distilled water until a final 

volume of 25 mL. The mixture was kept 30 min at 40 °C before 

measuring the absorbance at 760 nm in a spectrophotometer Perkin 

Elmer UV/VIS spectrometer Lambda 25 (Waltham, Massachusetts). 

TPC was determined from the calibration curve of gallic acid (GA, 

reference compound) standard solutions (100–1000 mg GA/L) and 

expressed as mg gallic acid equivalent (GAE) g−1 extract (on dry basis). 

This analysis was conducted in duplicate. 

Determination of antioxidant power 

The spectrophotometric method employed is based on the use 

of the ABTS radical. The antioxidant power (AOP) is defined as the 

capacity of the extract to reduce this radical.28 A radical solution (7 mM 

ABTS and 2.45 mM potassium persulphate) was prepared and left to 

stand in the dark for 12–16 h before using. The radical solution was 

then diluted with 50% (v/v) ethanol-water to an absorbance of 



Publicación II 

150 
 

0.70 ± 0.02 at 734 nm. In order to measure the samples, 2 mL of the 

diluted radical solution were mixed with 20 μL of the extract and the 

absorbance was read against ethanol-water solution in the same 

spectrophotometer in 2.7. section. The absorbance of all the samples 

was registered after 6 min. The antioxidant power, AOP, was 

determined by the following equation28: 

𝐴𝑂𝑃 =
𝐴734,𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘 − 𝐴734,𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡

𝐴734,𝐴𝐵𝑇𝑆
𝑥100 

The specific antioxidant power per μg of dry extract was 

determined relating the AOP to TDS, using the following equation: 

𝑆𝑝𝑒𝑐𝑖𝑓𝑖𝑐 𝐴𝑂𝑃 =
𝐴𝑂𝑃

0.020 𝑥 𝐷𝑆
 

This determination was conducted in duplicate. 

GC and GC_MS analysis 

The determination of retention data and the area percentage of 

identified constituents of Laurus nobilis extracts were carried out on an 

Agilent Technologies 7890 A GC System (Madrid, Spain) equipped with 

a Petrocol™ DH column (100 m × 0.25 mm × 0.50 μm) and a flame 

ionization detector (FID). Following conditions were used: carrier gas, 

N; flow rate, 3 mL/min; injection temperature and detector, 300 °C; 

oven temperature, 200 °C; hold time, 70 min. For the chemical 

characterization of the extracts an Agilent Technologies GC/MS 

Instruments 5977B GC/MSD (Madrid, Spain) equipped with a HP-5 ms 

Ultra Inert column (30 m x 250 μm × 0.25 μm) was used. GC–MS were 

obtained using the following conditions: carrier gas, He; flow rate, 

1.8 mL/min; split, 1:20; injection volume, 1 μL; injection temperature, 

300 °C; oven temperature, 200 °C; the ionization mode used was 
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electronic impact at 70 eV. Identification of the components was 

achieved from their retention indices on both columns and by 

comparison of their mass spectral fragmentation patterns with those 

stored in the data bank NIST Standard Reference Database 1Av17 (Data 

Version NIST v17, Software Version 2.3). 

Results and discussion 

Total phenols and antioxidant activity 

The presence of phenolic compounds in plant derived extracts 

contributes to the antioxidant power (AOP). In fact, this property is 

related to the structure of this type of compounds (one or more 

aromatic rings with one or more hydroxyl groups). This makes them 

capable to quench free radicals by forming resonance-stabilized 

phenoxyl radicals.29 In conventional extraction, the solvent used had an 

important effect on TPC. The use of ethanol as extraction solvent 

provided the highest concentration of phenolic compounds 

(83.41 GAE g−1 extract) (Table 1). 

However, if AOP is analysed, the highest value (93.66%) was 

obtained by water extraction. This is due to the high total dissolved 

solid (TDS) content that water extracts (8.20 mg/mL) in comparison 

with the values obtained by ethanol (3.29 mg/mL) and methanol 

(6.10 mg/mL). Considering the amount of TDS, the ethanolic extract 

presented a higher specific AOP (AOP/μg), in concordance with the 

data obtained in TPC. This result is comparable to those obtained for 

other natural antioxidants such as lignin.28 Due to the results obtained 

by conventional extraction and with the premise of being able to use 

the extracts in various applications (such as food packaging) it was 
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decided to carry out the rest of the tests using ethanol as extraction 

solvent. 

Table 1. Effect of solvent, extraction time and solid reagent on total dissolved solids, 

total phenolic content and antioxidant power in the different extractions. 

 

Solid reagents play an important role in MCAE processes. The 

type and minimal concentration are associated with the chemical forms 

of target compounds in the plant material.26 In the case of this work, 

extraction time was maintained (10 min of co-grinding as increasing 
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times were tested, and no significant differences were observed). 

Previous studies about natural compounds extraction reported that 

10 min was the optimal time.26 As said, solid reagents are one of the 

main keys to consider in the case of mechanochemical-assisted 

extraction. For this reason, different solid reagents were screened: 

blank (no solid reagent), Na2CO3, CaCO3, BaCO3, Li2CO3, CoCO3, and 

K2CO3. These solid reagents were chosen to take advantage of the 

catalytic power of mono or divalent salts, and carbonates30 to avoid 

their precipitation in ethanol. Related to TPC (Table 1), obtained 

values were generally lower than conventional extraction except for 

Li2CO3 (75.54 GAE g−1 extract). This solid reagent provided a similar 

amount of phenolic compounds compared with conventional 

extraction. In the case of MCAE-Li2CO3, a very low AOP was determined 

(<20%). This means that phenolic compounds extracted with this salt, 

did not exhibit antioxidant power. When CoCO3 and BaCO3 were used 

during the mechanochemical pretreatment, significant TPC was 

obtained (62.76 and 69.57 GAE g−1 extract, respectively) but not 

reaching obtained values through conventional extraction. CoCO3, 

BaCO3, and Li2CO3 were chosen for further investigation at higher 

concentration (50%) under the same reaction conditions. Considering 

the results, obtained TPC did not achieve the one obtained by Soxhlet. 

Both, AOP and Specific AOP, were lower than 20% and 0.60, 

respectively. The highest AOP was obtained in blank (no solid reagent). 

Possible explanations are that antioxidant compounds could be 

destroyed by oxidation reactions, are lost by irreversible hydrolysis 

reactions in relative strong base environment24 or the carbonates were 

not conducting the extraction of antioxidant compounds. Therefore, 

considering these results, Li2CO3 at 25% was chosen as the optimal 

solid reagent in this test. The innovation of using this technique would 
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be the reduction of the extraction time compared with Soxhlet 

(reduced more than 10 times). Since this process has been successfully 

employed by other researchers for the extraction of flavonoids from 

bamboo leaves26, kaempferol glycosides from Camelia oleifera31 or 

flavonoids and terpene trilactones from Gingko leaves.24 

The results obtained with the mechanochemical-assisted 

extraction were compared with two green novel extraction techniques: 

ultrasound and microwave (UAE and MAE, respectively). In UAE and 

MAE two variables must be considered, the solid: liquid ratio and the 

extraction time. In this study, the solid: liquid ratio was kept constant 

in all tests (1:40) to make it comparable to conventional extraction 

(Soxhlet) and MCAE. Increasing times were compared in both 

techniques (six in UAE and seven in MAE). Through this comparison, 

some remarkable facts were found. UAE-60 min presented 84.72 GAE 

g−1 extract. This result is very similar to those obtained in conventional 

extraction with ethanol and MCAE-Li2CO3. The sample MAE-35 min 

exhibited this same trend but slightly lower. In both cases, UAE and 

MAE, TPC needs to be referred to GAE g−1 dry leaves to elucidate some 

differences. In the case of MCAE-Li2CO3, it presented a higher TPC 

referred to dry leaves than UAE-60 min and MAE-35 min. This means 

that the extraction yield is better in the case of a mechanochemical 

route, and the extraction time is shorter. Considering these data and 

with the premise of achieving the same result as conventional 

extraction, mechanochemical extraction using Li2CO3 as solid reagent 

could be the best option. 

As it was mentioned before, in ultrasound extraction, six 

increasing times were compared (30–150 min). Significant differences 

were found between extraction times related to the TPC. Although at 
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30 and 45 min, the TPC was comparable to that obtained in 

conventional extraction with methanol or water, the TPC obtained in 

Soxhlet ethanolic extract and MCAE-Li2CO3 was reached at 60 min 

(Table 1). At 90 min, TPC was considerably increased (113.53 GAE 

g−1 extract) and the optimum value was reached at 120 min. Longer 

extraction times result in a decrease in phenolic compounds. This may 

be due to their degradation because of the cavitation phenomenon of 

the ultrasonic waves and the increase in temperature that occurs in the 

ultrasonic bath. When AOP is compared with TPC, a similar trend is 

observed. The highest AOP was reached at 90 min, decreasing at higher 

extraction times. This decrease in antioxidant power, even before 

reaching the maximum TPC, may be because some of the antioxidant 

phenolic compounds extracted are destroyed and the new phenolic 

compounds extracted do not present radical inhibition. Related to the 

Specific AOP, most of them resulted higher than those obtained by 

conventional extraction. The best Specific AOP was obtained at 90 min. 

Considering these data, it was concluded that the optimal time for UAE 

was 90 min. 

In microwave extraction, as well as in UAE, several extraction 

times were compared (30–75 min) maintaining the solid: liquid ratio. 

In 40 min of extraction, TPC outperformed conventional extraction and 

MCAE, although the temperatures of the extraction media for the 

microwave and conventional extractions were the same. The highest 

TPC was achieved with 60 min (135.47 GAE g−1 extract) (Table 1), 

decreasing with longer reaction times. Despite overcoming the 

conventional extraction, resulted slightly lower than UAE-120 min. 

When AOP is observed, there is an increasing trend as extraction time 

increases. The same AOP obtained by conventional extraction, is 
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reached in microwave at 60 min. This indicates that after 60 min of 

reaction, antioxidant phenolic compounds are not degraded. In general, 

the Specific AOP in MAE was lower than in UAE. The best result was 

obtained at 60 min. Based on these results it was decided that the 

optimal MAE extraction time was 60 min. 

In both UAE and MAE, obtained TPC were higher than those 

obtained by other authors in Coriandrum sativum, Cinnamomum 

zeylanicum, Culminum cyminum, and Crocus sativus extracts4 and 

similar to those obtained by Ince et al. (2013)20 in the extraction of 

phenolic compounds from Melissa using MAE and UAE. 

Chemical composition 

Obtained extracts exhibiting the best results (Soxhlet-EtOH, 

MCAE-Li2CO3, UAE-90 min, MAE-60 min) were analysed by GC and GC–

MS. Chemical composition of analysed samples is listed in Table 2. 

Table 2. Chemical composition of bay leaves extracts.  

 

Basically, the volatile compounds are mono and sesquiterpene 

hydrocarbons and their oxygenated derivates. As seen from Table 2, 

the major component is diethyl phthalate in all the cases except for 

MAE-60 min. This compound has been previously reported to be due to 
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the biodegradation of lignin under anaerobic and sulphate reducing 

conditions.32 Interestingly, using microwave irradiation, this product is 

obtained at low concentrations. Therefore, the use of this method 

adversely affects the appearance of these unwanted products. 

Considering only the interesting compounds, in the case of 

Soxhlet-EtOH, eucalyptol was the main component (3.51%), followed 

by linalool (1.20%), eugenol (1.11%), methyleugenol (0.81%), α-

terpineol (0.59%), and caryophyllene (0.35%). In UAE-90 min, 

composition founded was very similar but without α-terpineol and 

caryophyllene. The most surprising results were found in MAE-60 min, 

where, in general, all the components were present in larger quantities 

than in other samples (i.e., 50.67% eucalyptol, 11.36% eugenol). 

Moreover, elemicin was extracted through this technique (2.91%). In 

MCAE-Li2CO3, composition founded resulted very similar to UAE-

90 min. This means that mechanochemistry presented more selectivity 

to eucalyptol, linalool, eugenol, and methyleugenol. 

The major component of these extracts, eucalyptol, is a 

monoterpenoid that has been known to exhibit antimicrobial activity 

against certain bacterial strains (i.e. E. coli, P. aeruginosa, S. aureus).33 

However, it is a non-phenolic compound and has no antioxidant power, 

so this component is not contributing to TPC and AOP of the extracts. 

Same occurs with linalool. Linalool is a monoterpenoid without 

antioxidant but considerable antimicrobial activities.34 

Eugenol and methyleugenol are phenylpropenes with high 

antioxidant power. In fact, eugenol belongs to the most active natural 

antioxidants found in plant derived extracts.29 These compounds 

contribute to TPC and AOP. Therefore, the extract with the highest TPC 

and AOP is MAE-60 min. In this case, eleven times more eugenol and 
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eight times more methyleugenol were extracted compared with 

Soxhlet-EtOH (Table 2). In Soxhlet-EtOH, UAE-90 min and MCAE-

Li2CO3, very similar amounts of these compounds were extracted. This 

indicated that there were more compounds influencing the antioxidant 

activity of the extracts, especially in UAE-90 min and MAE60 min. 

Caryophyllene is a sesquiterpene that has demonstrated a 

strong antioxidant activity.35 This compound was identified in Soxhlet-

EtOH and MAE-60 min. A very small amount (0.35%) of caryophyllene 

was found in Soxhlet-EtOH but a significant one (3.53%), in MAE-

60 min. This fact could be the explanation of the high antioxidant power 

of MAE-60 min in comparison to the rest of extracts. In addition, 

elemicin (a phenylpropene) was only found in MAE-60 min. Elemicin, 

together with eugenol and methyleugenol, has been considered the 

responsible of high antioxidant activities in laurel essential oils.29 

Therefore, the presence of this phenolic compound would explain the 

high TPC (135.47 GAE g−1 extract) of MAE-60 min compared with the 

other extracts. α-terpineol, a monoterpene also presents in Soxhlet-

EtOH and in MAE60 min, has been reported as effective antioxidant 

compound against peroxyl radicals at high concentrations.36 So, it 

would contribute, once again, to AOP. 

One of the industrial and scientific challenges over last years is 

finding natural antioxidants for nutritional, cosmetic, and 

pharmacological purposes.36 Compounds detected in bay leaves 

extracts could be used as a potential source with possible applications 

in food system. The extraction of these compounds could be 

successfully conducted using mechanochemistry instead of using 

conventional extraction. However, further investigation is needed to 

substitute extraction techniques such as ultrasound and microwave, 
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which provided excellent results. The substitution of these two 

techniques by mechanochemistry would be a great advance since it 

would reduce the extraction time (with the economic expense 

involved), as well as, the degradation of the extracted compounds that 

occurs using techniques such as ultrasound. 

Conclusions 

In the present work, extraction of bay leaves extracts has been 

conducted through mechanochemistry using different solid reagents. 

This novel extraction technique was compared with conventional 

extraction, ultrasound and microwave-assisted extraction. The extracts 

characterization included the determination of total phenolic content, 

antioxidant power, and chemical composition. 

Mechanochemistry exhibited promising results. The use of 

Li2CO3 as solid reagent provided comparable TPC to conventional 

extraction with the advantage of reduced extraction time. Phenolic 

compounds present in this extract were identified such as eugenol and 

methyleugenol. Even so, ultrasound and microwave-assisted 

extraction reported the best phenolic content (up to 140 GAE 

g−1 extract) and antioxidant power (up to 75%) also due to eugenol and 

methyleugenol. α-terpineol and elemicin were also identified in MAE 

increasing the antioxidant power of this extract. Moreover, the amount 

of these compounds found in MAE extract was almost ten times greater 

than in the rest of the extracts. Obtained results developed in this work, 

encourage the use of mechanochemistry as a substitute for 

conventional extraction, since to obtain the same yield, the extraction 

time is reduced more than ten times. Moreover, obtained results lay the 

foundations for future studies focused on finding the ideal 

mechanochemical-assisted extraction conditions to overcome the 
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obtained results reaching those of ultrasound and microwave. The use 

of this procedure would be a great advance since it is a technique that 

complies with all the principles of green chemistry. 
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Introduction 

Environmental problems derived from the use of fossil 

resources, which add to the constant fluctuation in oil prices, call for 

alternative research related to the valorization of other types of 

abundant resources including forestry and agri-food waste. The 

successful valorization of lignocellulosic biomass (biomass upgrading), 

the major component of forestry and agri-food residues, is currently 

the primary objective of biorefineries. Biorefineries are multiproduct 

systems where lignocellulosic biomass is fractionated into its main 

components (mostly cellulose, lignin, and hemicelluloses). These 

Abstract 

In the present work, the extraction and characterization of 

polysaccharides derived from bay tree pruning waste and 

their upgrading into methyl levulinate (MLA) are reported. 

The extraction was carried out by autohydrolysis under 

different conditions. The obtained fractions were 

characterized in terms of carbohydrates, phenolic acids, and 

proteins as well as in terms of molecular weight distribution. 

Optimum extraction conditions were found to be 160 °C for 

45 min, and the polysaccharide fraction was found to be 

mainly composed of glucose (181.30 mg/g), xylose (172.41 

mg/g), and galactose (45.44 mg/g). These carbohydrates 

presented a number-average molar mass (Mn) of 6.04 KDa 

and a weight-average molar mass (Mw) of 183.4 KDa. In 

addition, their phenolic acids were mostly p-coumaric and 

ferulic acids (0.60 and 0.12 mg/g, respectively). The catalytic 

conversion of bay tree polysaccharides into MLA using a 

simple catalyst such as Al2(SO4)3 was subsequently conducted 

under microwave irradiation. Optimum reaction conditions 
produced up to 40 wt % of MLA. 
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fractions are then processed to synthesize high-value products such as 

fuels or chemicals.1 Hemicelluloses are the second most abundant 

family of polysaccharides in the plant cell wall. In the context of their 

valorization, hemicelluloses present very interesting properties 

including biodegradability, bioactivity, and biocompatibility.2,3 Among 

the techniques commonly used for the extraction of this fraction, 

autohydrolysis has been extensively explored as a relevant technique, 

which complies with many of the 12 Green Chemistry principles. 

C6 and C5 sugars, such as glucose or xylose, can be 

simultaneously converted into versatile-platform molecules or fine 

chemicals including isosorbide,4 levulinic acid,5 or methyl levulinate 

(MLA).6 MLA has been employed as a flavoring compound in the food 

industry, but it is also an important platform molecule for the synthesis 

of relevant chemicals such as γ-valerolactone.7  

Microwave (MW) irradiation is a widely used technology in 

catalytic organic reactions because of its several advantages including 

increased reaction rates (with decreased reaction times), energy 

consumption savings, and, in some cases, decreased unwanted 

secondary reactions.8–10 The complex structure of lignocellulosic 

biomass, which includes strong chemical bonds between 

hemicelluloses and lignin, or the recalcitrance in the crystalline 

structure of cellulose makes carrying out any conversion and 

separation process difficult. In this sense, MW irradiation can directly 

cleave hydrogen and glycoside bonds, facilitating this whole 

process.11,12 In addition to this, MW heating also offers numerous 

advantages when it comes to the conversion of lignocellulosic fractions, 

that is, carbohydrates. MW irradiation was demonstrated to be capable 

of depolymerizing hemicelluloses and dehydrating the resulting sugars 
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into products of interest, with a highly selective fractionation of 

biomass sugars and a high selectivity and yield toward desired 

product/s.13  

The bay tree (Laurus nobilis L.) is a Mediterranean plant, 

commonly used in nutrition and cosmetics. In addition, its rich 

composition of bioactive compounds has allowed the application of the 

essential oils of this plant in fields such as medicine, demonstrating 

antimicrobial properties and beneficial effects in the treatment of 

hemorrhoidal and rheumatic pains.14 In the scope for a biorefinery 

process development, bay tree pruning waste (BTPW) was employed 

in this work as it represents a very interesting agricultural byproduct 

because more than 90% of bay tree annual world production is 

discarded.15 However, despite its enormous potential, the exploitation 

of this type of lignocellulosic biomass has been limited to film 

preparation for active food packaging16 or for the extraction of 

antioxidant phenolic compounds.15,17  

To the best of our knowledge, no studies have reported the 

extraction of polysaccharides from BTPW or their direct conversion 

into high value-added compounds. In this sense, the present work was 

aimed to optimize BTPW valorization with extensive characterization 

of all fractions and their subsequent conversion into MLA. Optimum 

conditions were identified in terms of yield and composition and 

employed in the catalytic conversion to MLA under MW irradiation 

using Al2(SO4)3 as a cheap and simple catalyst. Parameters including 

reaction time, reaction temperature, and water addition during the 

MLA obtention process were analyzed to maximize the product yield, 

and temperature, time, and the presence of water as an enhancer were 

optimized in the catalytic conversion. 
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Experimental 

Materials 

BTPW used in this work was kindly supplied by an independent 

farmer from Córdoba (Spain). BTPW consisted of a mixture of leaves, 

stems, branches, and trunk. Before utilization, samples were ground, 

sieved, washed with plain water, and dried at 55 °C until a moisture 

level lower than 10% was obtained. 

All chemicals used in this study were of analytical grade and 

purchased from Sigma-Aldrich Inc., (St. Louis, MO, USA), Merck 

(Stockholm, Sweden), or PanReac Quimica SLU (Barcelona, Spain), 

unless otherwise stated. 

Extraction of Polysaccharides 

Polysaccharides were obtained by hydrothermal extraction 

(autohydrolysis) carried out in a 2000 mL stainless steel cylindrical 

batch reactor (Parr, Moline, IL, USA). BTPW was treated with tap water, 

at a liquid–solid ratio of 10:1, according to previous experiences. 

Different temperatures (160, 180, 190, and 200 °C) and extraction 

times (30, 45, 60, and 75 min) were tested to find optimal hemicellulose 

extraction conditions. After each extraction, the polysaccharides were 

precipitated in ethanol solution (ethanol–liquor ratio of 3:1). Finally, 

three fractions were obtained: a solid residue (the remaining BTPW 

after extraction), a liquor (prior to ethanol precipitation), and 

polysaccharides (a mixture of hemicelluloses and starch after ethanol 

precipitation). The solid residue was subsequently washed, dried at 55 

°C until a moisture level lower than 10% was obtained, and used to 

calculate the solid yield. Precipitated polysaccharides were air-dried 

and used to gravimetrically calculate the polysaccharide yield. In the 
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liquor fraction, some parameters were determined such as pH, density, 

total dissolved solids (TDS), and organic and inorganic matter. The 

evaluation of TDS was conducted as reported in a previous study;15 the 

inorganic matter was defined as the remaining residue after drying the 

sample at 575 °C for 3 h, whereas the organic matter was calculated as 

the difference between TDS and inorganic matter (Table S1). 

For a comparison of the experimental results obtained under 

different conditions, the severity parameter R0 for hydrothermal 

treatment, according to de Farias Silva and Bertucco,18 was calculated. 

This factor allows the integration of the combined effects of the 

temperature and time as shown in eq 1. 

𝑅0 = 𝑒(𝑇−𝑇𝑟)/𝜔𝑡 

Where T is the holding temperature of the process (°C), Tr is the 

reference temperature (100 °C), t is the holding time of the experiment 

(min), and ω is a parameter representing a first-order approximation 

of the temperature dependence of the Arrhenius equation, generally 

assumed equal to 14.75. This equation is a simplification of the one 

developed by Chum et al.,19 who considered the reaction activation 

energy and the gas constant. 

Characterization 

The carbohydrate content of liquors and polysaccharides was 

determined using methanolysis followed by trifluoroacetic acid (TFA) 

hydrolysis as reported in the literature.20 The carbohydrate 

composition of BTPW and solid residues was determined using 

sulphuric acid hydrolysis.21 Monosaccharides were separated and 

quantified by high-performance anion exchange chromatography with 

pulsed amperometric detection (HPAEC-PAD) on an ICS3000 (Dionex, 
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Sunnyvale, CA) system (please see the Supporting Information for 

further details). 

The phenolic acids present in BTPW, liquors, hemicelluloses, 

and solid residues were determined by high-performance liquid 

chromatography analysis22 following the method described by Menzel 

et al.23 (please see the Supporting Information for further details). 

The protein content of the liquors was determined in triplicate 

using the Bradford method.24 The Protein Assay Dye Reagent 

Concentrate was purchased from Bio-rad (Stockholm, Sweden). 

The contents of α- and β-glucans were determined using a Total 

Starch kit (K-TSTA-50A, Megazyme, Bray, Ireland) in triplicate. The 

total α-glucan content was subtracted from the total glucose obtained 

by HPAEC-PAD analysis of monosaccharides to obtain the β-glucan 

content. 

The molecular mass distribution of the polymers present in 

liquors and the polysaccharide fractions was determined by size-

exclusion chromatography (SEC) in a SECurity 1260, Polymer Standard 

Services (Mainz, Germany) coupled to a refractive index detector at 45 

°C as reported by Ruthes et al.25,26 (please see the Supporting 

Information for further details). 

Catalytic synthesis of methyl levulinate under MW irradiation 

MLA production from BTPW carbohydrates was accomplished 

following a modified procedure reported by Huang et al.11 Briefly, 71 

mg of solid biomass from the four different fractions used in the study 

(BTPW or liquor or polysaccharides or solid residue), 57 mg of 

Al2(SO4)3 (0.166 mmol), and 2 mL of 0.15 M solution of decane in 
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methanol were mixed in a 10 mL Pirex MW vial equipped with a 

magnetic stirrer sealed with an appropriate cap. When necessary, 81 

μL of distilled water was added. The mixture was stirred at 700 rpm for 

2 min prior to MW heating. The MW-assisted reaction was carried out 

in a Discover CEM MW reactor (CEM-Discover, CEM Corporation 

Matthews, NS, USA), and the resultant mixture was heated at the 

selected temperature. Finally, the reaction mixture was filtered and 

analyzed by gas chromatography and gas chromatography/mass 

spectrometry (see the Supporting Information for further details). 

Results and discussion 

Raw material composition analysis 

The carbohydrate composition of BTPW (initial matter) is 

shown in Figure 1. An amount of 451.70 mg/g of total carbohydrates 

was obtained via acid hydrolysis (Table S2). Additionally, this fraction 

presented 233.69 mg/g of α-glucans and 2.99 mg/g of β-glucans. BTPW 

carbohydrates were composed of starch (51.73%) and hemicelluloses 

(47.60%). This high starch content is probably due to BTPW being a 

mixture containing leaves rich in starch. The mixture of C5 and C6 

sugars found in this fraction makes BTPW polysaccharides attractive 

for the subsequent application proposed in this study (simultaneous 

conversion of C5 and C6 into MLA). 

Glucose represented the most abundant sugar content (236.68 

mg/g) followed by xylose (107.09 mg/g). Arabinose, galactose, fucose, 

and mannose were also detected in significant amounts. Of the total 

carbohydrates, 61% were C6 sugars, while the remaining 39% were C5 

sugars (Table S2). Phenolic acids present in this initial matter 

(Figure 1) consisted of p-coumaric and ferulic acids (3.66 and 1.96 
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mg/g, respectively). Similar results were found in the literature for 

Vetiver grass.27 Typically, native phenolic acids were released from 

arabinose and galactose moieties, which have a hemicellulosic or pectic 

skeleton, or they can be formed as degradation products from glucose, 

xylose, and arabinose.28 Ferulic and p-coumaric acids are the most 

abundant acids found in the plant cell wall. They are covalently linked 

to polysaccharides and lignin by ester and ether bonds, respectively.29  

 

Figure 1. Carbohydrate composition and phenolic acid content of BTPW, liquors, 

polysaccharides and residues. 

Liquors and polysaccharide characterization 

Density, pH, TDS, inorganic matter, organic matter, and 

extraction yields determined in liquors obtained after autohydrolysis 

at different times and temperatures are shown in Table S1. The 

analysis of the comparison parameters chosen in this study showed 

that pH, solid content, and polysaccharide yields were directly related 

to the severity of the extraction conditions (Figure 2). 
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Figure 2. Correlation between the severity parameter (R0) and pH and solid and 

polysaccharide yields.  

As expected, an increase in the severity parameter (Log R0) led 

to a decrease in the pH of the extracted liquors. Acetyl groups bound to 

the hemicelluloses are released as the extraction conditions increase, 

resulting in a decrease in pH.30 In addition, this release of acetyl groups 

may be accompanied by other phenolic compounds such as ferulic and 

hydroxycinnamic acids.30  

As the severity of the extraction conditions increased, the solid 

yield increased (from 24.9 to 43.5%) because more carbohydrates 

were extracted. However, as expected, polysaccharide extraction yields 

decreased. The highest amounts were extracted at 160 °C, decreasing 

very significantly under more severe conditions. Nevertheless, the 

higher the severity factor, the higher the degradation status of the 

hemicelluloses and starch. The depolymerization of the hemicelluloses 

extracted under severe conditions affected the molar mass, creating 

monomers or dimers, which were being washed out.31 This would 

explain the decrease in polysaccharide yields and the increase in solid 

yields (evidenced in SEC analysis of the liquors, Figure 3). 
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Figure 3. Molar mass distribution of liquors and polysaccharides 

In general, the molar mass distribution of polysaccharides in 

liquors decreased as the severity of the extractions increased. Liquors 

exhibited unimodal molar mass distribution with molar mass fractions 

between 102 and 104 Da. The greatest differences between liquors are 

observed when considering the weight-average molar mass 

(Mw, Table S2). Liquors obtained at 160 °C exhibited higher weight-

average molar masses (Mw between 3.72 and 4.92 KDa) than those 

obtained at higher extraction temperatures (i.e., Mw around 1.50 KDa 

in extractions at 200 °C) thus proving degradation at high 

temperatures or severities. Related to the extraction times, during 

extractions carried out at 160 and 180 °C, a decrease in Mw was 

observed with the increase of the extraction time. Interestingly, no 

differences were observed in the weight-average molar mass between 

the extractions carried out at 190 °C during 45 min and longer 

extraction times (Mw around 1.40 KDa). This seemed to indicate that 

the carbohydrates from BTPW degrade completely at 190 °C during 45 

min. 

The carbohydrate composition of liquors is shown in Figure 1. 

From the initial 451.70 mg of carbohydrates present in the raw matter, 

72.80% was extracted when the extraction was carried out at 160 °C 
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for 45 min (Table S2). Extractions carried out for 30, 60, and 75 min at 

160 °C resulted in a lower extraction yield but with an interesting 

evolution of sugar composition. Increased times resulted in the 

decrease of arabinose and galactose contents, whereas the content of 

xylose increased. Probably, arabinose and xylose (coming from 

pectins) are first hydrolyzed because they are more susceptible to 

extraction/hydrolysis than the xylan parts. When the extraction 

temperature was increased to 180 °C, the carbohydrate extraction was 

reduced in comparison with the maximum yield. This trend continued 

as the temperature increased, decreasing to a minimum of 5.94% when 

the most severe extraction conditions were used (200 °C, 75 min). 

Probably, these liquors contained partially acetylated oligomeric and 

polymeric xylan fragments, some monosaccharides, and degradation 

products (HMF, furfural, acid-resistant lignin, and acid-insoluble 

lignin) as well as ashes, which did not precipitate with ethanol.32 The 

proportion of C5 and C6 sugars was maintained despite the conditions 

used. Proteins and phenolic compounds represent the 

noncarbohydrate fractions. The soluble protein content measured in 

the liquors (Table S2) was very low (0.44–0.72%). This may be 

explained by the fact that severe extraction temperatures certainly lead 

to protein degradation. All the obtained liquors exhibited a lower 

phenolic acid content (Figure 1) as compared to the starting material 

(5.62 mg/g), indicating that not all the phenolic acids were solubilized. 

Specifically, p-coumaric acid was found in the liquors (0.49–1.89 mg/g) 

in a lower amount and even disappeared from the extraction carried 

out at 180 °C for 60 min, indicating the removal of this phenolic acid 

with the severity of the extraction conditions. Ferulic acid content was 

higher with longer extraction times and higher extraction 

temperatures. In this sense, extractions carried out at 190 and 200 °C 
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for 60 and 75 min exhibited the highest amounts of ferulic acid. 

Temperature and pH play an important role in the carbohydrate 

composition of the liquors. Acidic conditions were previously reported 

to favor the extraction of bound ferulic acid.25 In our case, the more 

severe the extraction conditions, the more acidic pH supporting the 

ferulic acid contents obtained. Finally, caffeic acid was detected from 

extractions at 180 °C for 75 min and the maximum amount obtained 

was at 200 °C for 75 min (2.84 mg/g). This phenolic acid would be 

linked to lignin (which is one of the most abundant hydroxycinnamic 

acids found in the plant cell wall)33 or be formed as a reaction product 

of treatment during the extraction. In both cases, this would require 

long extraction times and high extraction temperatures. 

The purified polysaccharide fraction, obtained after ethanol 

precipitation, was analyzed in terms of carbohydrate content as shown 

in Figure 1. In line with previous results, an increase of the severity of 

the extraction also resulted in a decrease in the amount of precipitated 

polysaccharides. The most significant amounts of carbohydrates were 

obtained at 160 °C for 30 and 45 min (531.64 and 429.98 mg/g, 

respectively). In both cases, the largest monosaccharide presented was 

glucose followed by xylose and galactose (Table S3). The remaining 

compounds, which precipitate together with hemicelluloses and 

starches will probably be lignin and other degradation products, which 

give rise to aggregates. Phenolic acids such as p-coumaric, ferulic, and 

caffeic acids were also determined following the same proportion as 

that in liquors (Figure 1). Additionally, the α- and β-glucan 

determination carried out in the precipitated polysaccharides (Table 

S3) revealed that, as expected, this fraction was composed of starch and 

hemicelluloses. Interestingly, the hemicellulose content of the 
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precipitated polysaccharides significantly increased when 

autohydrolysis conditions were 160 °C for 45 min (57.85% 

hemicelluloses) in comparison with the one carried out for 30 min 

(48.51% hemicelluloses). When the extraction was extended to 60 min, 

the hemicellulose proportion in the polysaccharide fraction decreased 

again (55.04%). This suggested that 160 °C for 45 min could be the 

optimal autohydrolysis conditions to obtain a hemicellulose enriched 

polysaccharide fraction. 

To elucidate the polysaccharide degradation state, SEC analyses 

were also performed (Figure 3). Polysaccharides exhibited unimodal 

molar mass distributions which, in the case of extractions carried out 

at 160 °C, were with a high molar mass polymeric fraction (103–

105 g/mol) in comparison with those obtained at 180, 190, and 200 °C 

(102–104 g/mol). The number-average molar mass (Mn) and weight-

average molar mass (Mw) are presented in Table S3. Supporting 

previously obtained data, polysaccharides obtained at 160 °C exhibited 

the largest weight-average molar masses (Mw between 71.57 and 

104.00 KDa) with respect to those obtained under more severe 

conditions (Mw between 0.11 and 0.36 KDa for extractions at 200 °C). 

Among those obtained at 160 °C, shorter extractions times resulted in 

slightly larger weight-average molar masses. 

Final residue composition analysis 

To verify the appropriate polysaccharide extraction conditions 

during the different treatments, the same characterization carried out 

in the initial matter was performed in the solid residues, after the 

hydrothermal extraction step. 
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The carbohydrate composition and phenolic acid content of the 

residues are shown in Figure 1. From the initial carbohydrates present 

in BTPW, less than 10% was found in all the residues. This indicated 

that through the chosen treatment the majority of carbohydrates were 

successfully extracted. As can be observed, glucose (the most abundant 

population) and xylose were the main monosaccharides present in the 

residues. The amounts of mannose, galactose, rhamnose, and arabinose 

were practically negligible. The monosaccharide profile determined in 

the residue was very similar to that for other residues reported in the 

literature such as birch trees,30 indicating that the residues obtained 

after extractions were highly enriched in cellulose. Phenolic acid 

content of residues was also investigated (Figure 1). 

As expected, p-coumaric and ferulic acids were determined in 

the residues but no caffeic acid was found. The absence of the latter 

supported the hypothesis that caffeic acid is formed as a reaction 

product under certain conditions of autohydrolysis. Sinapic acid was 

also found in all the residues (Table S3). Recalcitrance in 

lignocellulosic biomass is normally associated with covalent bonds in 

lignin–carbohydrate complexes. Moreover, some studies have 

described the direct correlation between biomass recalcitrance and the 

presence of hydroxycinnamic acids.34 Phenolic acids are normally 

bounded to side sugars such as arabinose. The absence of these side 

sugars in the residues suggested that they were degraded, releasing the 

phenolic acids. 

Considering the results obtained in the carbohydrate extraction 

process, 160 °C for 45 min seems to be the optimal conditions to obtain 

a carbohydrate-rich fraction and after purification, a polysaccharide 

fraction in a high yield as well. In short, liquors obtained at 160 °C for 
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45 min were mainly composed of 15.19% arabinose, 8.02% rhamnose, 

6.62% galactose, 40.64% glucose, 22.09% xylose, and 3.36% mannose 

(Table S2). In the same way, the purified polysaccharides were mainly 

composed of 1.70% arabinose, 1.77% rhamnose, 10.57% galactose, 

42.16% glucose, 40.10% xylose, and 2.21% mannose (Table S3). 

Catalytic MLA production under MW irradiation 

MLA production was subsequently achieved via simultaneous 

conversion of C5 and C6 sugars from BTPW. The proportion of C5 

sugars in the liquor and polysaccharides was 38.87 and 37.87%, 

respectively, whereas the proportion of C6 sugars in the liquor and 

polysaccharides was 61.13 and 60.86%, respectively. 

Regarding the reaction mechanism, MLA is typically obtained 

via esterification of levulinic acid, the conversion of furfuryl alcohol, 

alcohol reactive extraction, carbohydrate conversion in alcohol media, 

or direct synthesis from biomass.35 As mentioned, MLA can be 

synthesized from carbohydrates (C5 and C6 sugars) in methanol-rich 

media to reduce the production of humins36 and promote the 

production of MLA (Scheme 1). 

The first step for the conversion of C5 sugars (e.g., xylose) is 

dehydration into furfural followed by a hydrogenation step into 

furfuryl alcohol. Second, acid catalysis of furfuryl alcohol in an alcohol-

rich medium (methanol) produces 5-(hydroxymethyl)furfural (HMF), 

which is transformed into levulinate esters such as MLA.37 The reaction 

pathway for the acid-catalyzed conversion of C6 sugars can be coupled 

in the methanol-rich medium with the isomerization of fructose dimers 

by dehydration into HMF, catalyzed by protons generated during 
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methanolysis. Finally, HMF is decomposed into MLA in the presence of 

proton-catalyzed methanol.38  

 

Scheme 1. Reaction mechanism of glucose and xylose conversion into MLA.  

To demonstrate the possibility for this conversion under MW 

irradiation, optimization experiments were carried out with BTPW 

liquors obtained at 160 °C and 45 min. Methanol was chosen as the 

reaction medium for the conversion as reported to prevent 

recondensation and product repolymerization.12 In this type of 

conversion reaction, an acid catalyst is also necessary to activate the 

anomeric oxygens in the glycosidic bonds. In this regard, Al2(SO4)3 was 

selected as an acid catalyst because of the highly reported conversion 

and product yields in the direct conversion of cellulose or glucose 

commercial solutions into MLA.11,38 The Al2(SO4)3 catalyst provides 

Lewis and Brønsted acid sites through Al3+ and the 

hydrolysis/methanolysis of the aluminum salt, related to the 

isomerization step mentioned above.38 Sugar model compounds, such 

as commercial glucose, xylose, or a mixture of both, have always been 

used for MLA production. 

The MW-assisted reaction was optimized in terms of operative 

temperature and reaction time. Initially, the MW was set to operate at 

fixed power (power/time mode). However, the high pressure limited 

the reaction to a few minutes (please see as an example Figure S1). 
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Consequently, the operative mode at fixed temperature was selected 

(please see as an example Figure S2). The effects of different reaction 

temperatures (150, 160, and 180 °C) and times (20, 40, and 60 min) 

were investigated to optimize and determine their influence on the 

yields of MLA from the liquor (Table 1). 

Table 1. Optimization of temperature and reaction time of MW-assisted synthesis of 

MLA 

 

The reaction temperature was first optimized by setting the 

reaction time at 40 min. On the basis of the results obtained, a 

temperature of 150 °C was sufficient to obtain MLA. However, by 

increasing the temperature from 150 to 180 °C, a 70% increase in the 

final amount of MLA obtained was observed (from 1.24 mg MLA at 150 

°C to 4.55 mg MLA at 180 °C). It is known that at temperatures around 

180 °C, methanol can provide good solubility for the products of the 

liquefaction reaction contributing to the enhancement of the 

conversion of C5 and C6 sugars into MLA. Similar results regarding the 

alcohol-rich media have been obtained for bamboo conversion into 

MLA or commercial cellulose conversion into MLA where the optimum 

temperature was also 180 °C in both cases.11,12  

Once the temperature was optimized at 180 °C, the effect of the 

time (20–60 min) was subsequently studied (by setting the reaction 

temperature at 180 °C). It was found that longer reaction times 

produced higher amounts of MLA. An increase in reaction time from 20 

to 60 min increased 62% MLA content (Table 1). 
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Studies indicated in the literature usually report the optimum 

reaction time around 40–45 min, but it should be noted that, in our 

case, the starting reagent is the liquor extracted from BTPW, which 

contains a complex mixture of C5 and C6 sugars instead of commercial 

mixtures of glucose and xylose.6 According to these results, 180 °C and 

60 min were chosen as optimum reaction parameters for the 

conversion of sugars. Sequentially, the use of H2O previously reported 

as an enhancer of the reaction39,40 was explored (Table 1, Entry 6) 

under optimized conditions (180 °C, 60 min). The use of water was 

found to be deleterious for the production of MLA under the 

investigated conditions, as the reaction carried out in only methanol 

showed an increase of 25% in MLA production (4.55 and 6.09 mg MLA 

with and without water addition, respectively). Moreover, side 

products mainly humins, coke, and a very small amount of methyl 

glucoside and MMF (methoxymethyl furfural) were also found in the 

reaction. 

 

Figure 4. MW-assisted synthesis of MLA starting from the different fractions 

involved in BTPW autohydrolysis. 

With optimized reaction conditions for the recorded reaction 

parameters (Figure S2), a comparative study of the production of MLA 

starting from BTPW, the liquor, the solid residue, and the ethanol-
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precipitated hemicellulose fraction was carried out, as reported 

in Figure 4. 

MLA (34.14 mg)/g carbohydrate was obtained when the 

reaction was carried out using BTPW (Table S4). Very similar results 

were obtained when the entry feedstock was the liquor (28.22 mg 

MLA/g carbohydrates). This indicated that the selected catalyst for 

MLA production was highly suitable because C5 and C6 sugars present 

in the liquor (also in BTPW) were simultaneously converted. MLA 

production was comparably increased almost seven times (186.12 mg 

MLA/g carbohydrate) when using the precipitated polysaccharides as 

feedstock. These results showed the importance of successful 

carbohydrate purification (as shown in this study) as a precatalytic 

conversion step. Finally, only 1.07 mg MLA/g carbohydrate was 

obtained when using the residue. The results pointed out that MLA 

could be successfully obtained with an MLA yield of almost 40% from 

BTPW polysaccharides. Until now, MW-assisted MLA has been 

reported to be obtained from various lignocellulosic feedstocks 

including bamboo, eucalyptus, or bagasse with moderate MLA yields 

(<30%).12 Other studies have shown higher MLA yields by the MW 

reaction but using commercial mixtures of glucose and xylose or pure 

commercial cellulose.11 Herein, an optimum MLA yield of 40% was 

obtained from BTPW-purified polysaccharides following a simple 

carbohydrate extraction/purification combined with a catalytic MW-

assisted step. 

Conclusions 

In conclusion, the optimization of polysaccharides by 

hydrothermal extraction and subsequent conversion into MLA from 

BTPW have been shown in this study. The obtained fractions were 
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widely characterized finding optimal parameters when the extraction 

was carried out at 160 °C for 45 min. Polysaccharides obtained were 

composed of a mixture of 37.87% C5 and 60.86% C6 sugars where 

glucose was the largest population followed by xylose and galactose. 

Hemicelluloses present in the polysaccharide fraction contained 

bond p-coumaric, ferulic, and caffeic acids presenting a high molar 

mass polymeric fraction (102–104 g/mol). 

These polysaccharides have been successfully employed to 

produce MLA by simultaneously converting C5 and C6 sugars. The 

reaction was carried out under MW irradiation, in a methanol-rich 

medium and using Al2(SO4)3 as an acid catalyst. These conditions 

allowed obtaining an MLA yield of 40% under the chosen reaction 

conditions (180 °C, 60 min) from the natural carbohydrates present in 

BTPW. 

Acknowledgments  

The authors would like to thank the Spanish Ministry of 

Economy, Industry and Competitiveness (Ramon y Cajal contract RYC-

2015-17109) for the financial support during this work. 

References 

(1) Luo, L.; van der Voet, E.; Huppes, G. Biorefining of Lignocellulosic 

Feedstock – Technical, Economic and Environmental Considerations. 

Bioresour Technol 2010, 101 (13), 5023–5032. 

https://doi.org/10.1016/j.biortech.2009.12.109. 

(2) Košťálová, Z.; Hromádková, Z.; Paulsen Berit, S.; Ebringerová, A. 

Bioactive Hemicelluloses Alkali-Extracted from Fallopia Sachalinensis 



Publicación III 

189 
 

Leaves. Carbohydr Res 2014, 398, 19–24. 

https://doi.org/10.1016/j.carres.2014.08.009. 

(3) de Freitas, C.; Carmona, E.; Brienzo, M. Xylooligosaccharides 

Production Process from Lignocellulosic Biomass and Bioactive Effects. 

Bioactive Carbohydrates and Dietary Fibre 2019, 18, 100184. 

https://doi.org/10.1016/j.bcdf.2019.100184. 

(4) Barbaro, P.; Liguori, F.; Moreno-Marrodan, C. Selective Direct 

Conversion of C 5 and C 6 Sugars to High Added-Value Chemicals by a 

Bifunctional, Single Catalytic Body. Green Chemistry 2016, 18 (10), 

2935–2940. https://doi.org/10.1039/C6GC00128A. 

(5) Jeong, H.; Jang, S.-K.; Hong, C.-Y.; Kim, S.-H.; Lee, S.-Y.; Lee, S. M.; 

Choi, J. W.; Choi, I.-G. Levulinic Acid Production by Two-Step Acid-

Catalyzed Treatment of Quercus Mongolica Using Dilute Sulfuric Acid. 

Bioresour Technol 2017, 225, 183–190. 

https://doi.org/10.1016/j.biortech.2016.11.063. 

(6) Feng, J.; Zhang, L.; Jiang, J.; Hse, C.; Shupe, T. F.; Pan, H. 

Directional Synergistic Conversion of Lignocellulosic Biomass with 

Matching-Solvents for Added-Value Chemicals. Green Chemistry 2019, 

21 (18), 4951–4957. https://doi.org/10.1039/C9GC02365H. 

(7) Tabanelli, T.; Paone, E.; Blair Vásquez, P.; Pietropaolo, R.; Cavani, 

F.; Mauriello, F. Transfer Hydrogenation of Methyl and Ethyl Levulinate 

Promoted by a ZrO 2 Catalyst: Comparison of Batch vs Continuous Gas-

Flow Conditions. ACS Sustain Chem Eng 2019, 7 (11), 9937–9947. 

https://doi.org/10.1021/acssuschemeng.9b00778. 

(8) Zuliani, A.; Balu, A. M.; Luque, R. Efficient and Environmentally 

Friendly Microwave-Assisted Synthesis of Catalytically Active Magnetic 



Publicación III 

190 
 

Metallic Ni Nanoparticles. ACS Sustain Chem Eng 2017, 5 (12), 11584–

11587. https://doi.org/10.1021/acssuschemeng.7b02945. 

(9) Zuliani, A.; Muñoz-Batista, M. J.; Luque, R. Microwave-Assisted 

Valorization of Pig Bristles: Towards Visible Light Photocatalytic 

Chalcocite Composites. Green Chemistry 2018, 20 (13), 3001–3007. 

https://doi.org/10.1039/C8GC00669E. 

(10) Kappe, C. O. Controlled Microwave Heating in Modern Organic 

Synthesis. Angewandte Chemie International Edition 2004, 43 (46), 

6250–6284. https://doi.org/10.1002/anie.200400655. 

(11) Huang, Y.-B.; Yang, T.; Lin, Y.-T.; Zhu, Y.-Z.; Li, L.-C.; Pan, H. Facile 

and High-Yield Synthesis of Methyl Levulinate from Cellulose. Green 

Chemistry 2018, 20 (6), 1323–1334. 

https://doi.org/10.1039/C7GC02883K. 

(12) Feng, J.; Jiang, J.; Hse, C.; Yang, Z.; Wang, K.; Ye, J.; Xu, J. Selective 

Catalytic Conversion of Waste Lignocellulosic Biomass for Renewable 

Value-Added Chemicals via Directional Microwave-Assisted 

Liquefaction. Sustain Energy Fuels 2018, 2 (5), 1035–1047. 

https://doi.org/10.1039/C7SE00579B. 

(13) Kim, E. S.; Liu, S.; Abu-Omar, M. M.; Mosier, N. S. Selective 

Conversion of Biomass Hemicellulose to Furfural Using Maleic Acid 

with Microwave Heating. Energy & Fuels 2012, 26 (2), 1298–1304. 

https://doi.org/10.1021/ef2014106. 

(14) Derwich, E.; Benziane, Z.; Boukir, A. Chemical Composition and 

Antibacterial Activity of Leaves Essential Oil of Laurus Nobilis from 

Morocco. Aus. J. Basic. Appl. Sci. 2009, 24, 3818–3824. 



Publicación III 

191 
 

(15) Rincón, E.; Balu, A. M.; Luque, R.; Serrano, L. Mechanochemical 

Extraction of Antioxidant Phenolic Compounds from Mediterranean 

and Medicinal Laurus Nobilis: A Comparative Study with Other 

Traditional and Green Novel Techniques. Ind Crops Prod 2019, 141, 

111805. https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2019.111805. 

(16) Rincón; Serrano; Balu; Aguilar; Luque; García. Effect of Bay 

Leaves Essential Oil Concentration on the Properties of Biodegradable 

Carboxymethyl Cellulose-Based Edible Films. Materials 2019, 12 (15), 

2356. https://doi.org/10.3390/ma12152356. 

(17) Mediouni Ben Jemâa, J.; Tersim, N.; Toudert, K. T.; Khouja, M. L. 

Insecticidal Activities of Essential Oils from Leaves of Laurus Nobilis L. 

from Tunisia, Algeria and Morocco, and Comparative Chemical 

Composition. J Stored Prod Res 2012, 48, 97–104. 

https://doi.org/10.1016/j.jspr.2011.10.003. 

(18) de Farias Silva, C. E.; Bertucco, A. Severity Factor as an Efficient 

Control Parameter to Predict Biomass Solubilization and 

Saccharification During Acidic Hydrolysis of Microalgal Biomass. 

Bioenergy Res 2018, 11 (3), 491–504. 

https://doi.org/10.1007/s12155-018-9913-4. 

(19) Chum, H. L.; Johnson, D. K.; Black, S. K.; Overend, R. P. 

Pretreatment-Catalyst Effects and the Combined Severity Parameter. 

Appl Biochem Biotechnol 1990, 24–25 (1), 1–14. 

https://doi.org/10.1007/BF02920229. 

(20) Requena, R.; Jiménez-Quero, A.; Vargas, M.; Moriana, R.; Chiralt, 

A.; Vilaplana, F. Integral Fractionation of Rice Husks into Bioactive 

Arabinoxylans, Cellulose Nanocrystals, and Silica Particles. ACS Sustain 



Publicación III 

192 
 

Chem Eng 2019, 7 (6), 6275–6286. 

https://doi.org/10.1021/acssuschemeng.8b06692. 

(21) Rudjito, R. C.; Ruthes, A. C.; Jiménez-Quero, A.; Vilaplana, F. 

Feruloylated Arabinoxylans from Wheat Bran: Optimization of 

Extraction Process and Validation at Pilot Scale. ACS Sustain Chem Eng 

2019, 7 (15), 13167–13177. 

https://doi.org/10.1021/acssuschemeng.9b02329. 

(22) Comino, P.; Collins, H.; Lahnstein, J.; Beahan, C.; Gidley, M. J. 

Characterisation of Soluble and Insoluble Cell Wall Fractions from Rye, 

Wheat and Hull-Less Barley Endosperm Flours. Food Hydrocoll 2014, 

41, 219–226. https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2014.04.005. 

(23) Menzel, C.; González-Martínez, C.; Chiralt, A.; Vilaplana, F. 

Antioxidant Starch Films Containing Sunflower Hull Extracts. 

Carbohydr Polym 2019, 214, 142–151. 

https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2019.03.022. 

(24) Bradford, M. A Rapid and Sensitive Method for the Quantitation 

of Microgram Quantities of Protein Utilizing the Principle of Protein-

Dye Binding. Anal Biochem 1976, 72 (1–2), 248–254. 

https://doi.org/10.1006/abio.1976.9999. 

(25) Ruthes, A. C.; Martínez-Abad, A.; Tan, H.-T.; Bulone, V.; Vilaplana, 

F. Sequential Fractionation of Feruloylated Hemicelluloses and 

Oligosaccharides from Wheat Bran Using Subcritical Water and 

Xylanolytic Enzymes. Green Chemistry 2017, 19 (8), 1919–1931. 

https://doi.org/10.1039/C6GC03473J. 

(26) Ruthes, A. C.; Rudjito, R. C.; Rencoret, J.; Gutiérrez, A.; del Río, J. 

C.; Jiménez-Quero, A.; Vilaplana, F. Comparative Recalcitrance and 



Publicación III 

193 
 

Extractability of Cell Wall Polysaccharides from Cereal (Wheat, Rye, 

and Barley) Brans Using Subcritical Water. ACS Sustain Chem Eng 2020, 

8 (18), 7192–7204. 

https://doi.org/10.1021/acssuschemeng.0c01764. 

(27) Chaikumpollert, O. Structural Elucidation of Hemicelluloses 

from Vetiver Grass. Carbohydr Polym 2004, 57 (2), 191–196. 

https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2004.04.011. 

(28) Rasmussen, H.; Sørensen, H. R.; Meyer, A. S. Formation of 

Degradation Compounds from Lignocellulosic Biomass in the 

Biorefinery: Sugar Reaction Mechanisms. Carbohydr Res 2014, 385, 45–

57. https://doi.org/10.1016/j.carres.2013.08.029. 

(29) Xu, F.; Sun, R.-C.; Sun, J.-X.; Liu, C.-F.; He, B.-H.; Fan, J.-S. 

Determination of Cell Wall Ferulic and P-Coumaric Acids in Sugarcane 

Bagasse. Anal Chim Acta 2005, 552 (1–2), 207–217. 

https://doi.org/10.1016/j.aca.2005.07.037. 

(30) Martínez-Abad, A.; Giummarella, N.; Lawoko, M.; Vilaplana, F. 

Differences in Extractability under Subcritical Water Reveal 

Interconnected Hemicellulose and Lignin Recalcitrance in Birch 

Hardwoods. Green Chemistry 2018, 20 (11), 2534–2546. 

https://doi.org/10.1039/C8GC00385H. 

(31) Xu, J.; Yue, R.-Q.; Liu, J.; Ho, H.-M.; Yi, T.; Chen, H.-B.; Han, Q.-B. 

Structural Diversity Requires Individual Optimization of Ethanol 

Concentration in Polysaccharide Precipitation. Int J Biol Macromol 

2014, 67, 205–209. https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2014.03.036. 

(32) Nabarlatz, D.; Ebringerová, A.; Montané, D. Autohydrolysis of 

Agricultural By-Products for the Production of Xylo-Oligosaccharides. 



Publicación III 

194 
 

Carbohydr Polym 2007, 69 (1), 20–28. 

https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2006.08.020. 

(33) de Almeida Melo, E.; Mancini Filho, J.; Barbosa Guerra, N. 

Characterization of Antioxidant Compounds in Aqueous Coriander 

Extract (Coriandrum Sativum L.). LWT - Food Science and Technology 

2005, 38 (1), 15–19. https://doi.org/10.1016/j.lwt.2004.03.011. 

(34) Oliveira, D. M.; Mota, T. R.; Oliva, B.; Segato, F.; Marchiosi, R.; 

Ferrarese-Filho, O.; Faulds, C. B.; dos Santos, W. D. Feruloyl Esterases: 

Biocatalysts to Overcome Biomass Recalcitrance and for the 

Production of Bioactive Compounds. Bioresour Technol 2019, 278, 

408–423. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2019.01.064. 

(35) Filiciotto, L.; Balu, A. M.; van der Waal, J. C.; Luque, R. Catalytic 

Insights into the Production of Biomass-Derived Side Products Methyl 

Levulinate, Furfural and Humins. Catal Today 2018, 302, 2–15. 

https://doi.org/10.1016/j.cattod.2017.03.008. 

(36) Hu, X.; Li, C.-Z. Levulinic Esters from the Acid-Catalysed 

Reactions of Sugars and Alcohols as Part of a Bio-Refinery. Green 

Chemistry 2011, 13 (7), 1676. https://doi.org/10.1039/c1gc15272f. 

(37) Hu, X.; Song, Y.; Wu, L.; Gholizadeh, M.; Li, C.-Z. One-Pot Synthesis 

of Levulinic Acid/Ester from C5 Carbohydrates in a Methanol Medium. 

ACS Sustain Chem Eng 2013, 1 (12), 1593–1599. 

https://doi.org/10.1021/sc400229w. 

(38) Zhou, L.; Zou, H.; Nan, J.; Wu, L.; Yang, X.; Su, Y.; Lu, T.; Xu, J. 

Conversion of Carbohydrate Biomass to Methyl Levulinate with 

Al2(SO4)3 as a Simple, Cheap and Efficient Catalyst. Catal Commun 

2014, 50, 13–16. https://doi.org/10.1016/j.catcom.2014.02.021. 



Publicación III 

195 
 

(39) Ding, D.; Xi, J.; Wang, J.; Liu, X.; Lu, G.; Wang, Y. Production of 

Methyl Levulinate from Cellulose: Selectivity and Mechanism Study. 

Green Chemistry 2015, 17 (7), 4037–4044. 

https://doi.org/10.1039/C5GC00440C. 

(40) Amarasekara, A. S.; Wiredu, B. Acidic Ionic Liquid Catalyzed 

One-Pot Conversion of Cellulose to Ethyl Levulinate and Levulinic Acid 

in Ethanol-Water Solvent System. Bioenergy Res 2014, 7 (4), 1237–

1243. https://doi.org/10.1007/s12155-014-9459-z. 

Supporting Information 

Carbohydrate content determination 

Methanolysis was performed with 2M HCl in methanol on 

liquors and polysaccharides (1mg of freeze-dried material) in triplicate 

at 100 °C for 5h. Samples were neutralized with pyridine (approx. 200 

µL), cooled and dried to room temperature and then hydrolyzed by 2M 

TFA hydrolysis at 120 ºC for 1h. Monosaccharides were separated and 

quantified by HPAEC-PAD on an ICS3000 system (Dionex, Sunnyvale, 

CA) using a Dionex CarboPac PA1 column at 30 °C at a flow rate of 1 

mL/min. Two different gradients were applied for the analysis of 

neutral sugars (fucose, arabinose, rhamnose, galactose, glucose, xylose 

and mannose) and uronic acids (galacturonic, glucuronic and 4-O-

methyl-D-glucuronic acids). Acid hydrolysis was performed as follow. 

Briefly, 4 mg of freeze-dried sample (in triplicate) were hydrolyzed 

using 72% H2SO4 for 1h at room temperature, followed by 1M H2SO4 

for 3h at 100 °C. The hydrolyzed samples were filtered through a 

Chromacol 0.2 µm filter (Thermo Scientific, Carlsbad, CA, USA) and 

analyzed by HPAEC-PAD following the same method as for liquors and 

hemicelluloses. 
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HPLC analysis 

Prior to the analysis, samples were subjected to a saponification 

treatment. Briefly, 10 mg of sample (freeze-dried) were mixed with 2M 

NaOH, flashed with N2 and left to stand at 27 °C overnight. Then, the 

saponified solution was adjusted to pH 3.0 using 12M HCl. The mixtures 

were centrifuged, and the supernatant was recovered to be analyzed 

using the ZORBAX StableBond C18 column (Agilent Technologies, USA) 

fitted to a separation module (Waters 2695, MA, USA) coupled to a 

photodiode array detector (Waters 2996, MA, USA) at 200-400 nm. 

Molecular mass distribution 

The molecular mass distribution of the polymers contained in 

liquors and the polysaccharide fractions was determined by size-

exclusion chromatography (SEC) in a SECurity 1260, Polymer Standard 

Services (Mainz, Germany) coupled to a refractive index detector at 45 

°C. Prior to SEC injection, the samples were dissolved in the SEC eluent 

consisting of dimethyl sulfoxide (DMSO, HPLC grade, Scharlab, 

Sweden) with 0.5% w/w LiBr (ReagentPlus) at 60 °C overnight. 

Analyses were performed in the system at a flow rate of 0.5 mL min-1 

at 60 ºC using a column set consisting of a GRAM PreColumn, 30 and 

10,000 analytical columns (Polymer Standards Services, Germany). 

Standard calibration of the SEC separation was performed using 

pullulan standards ranging between 342 and 708,000 Da provided by 

Polymer Standards Services (Germany). The conversion of the elution 

volume into a size parameter was performed using the Mark-Houwink 

equation for pullulan using the Mark-Houwink parameters of K= 2.427 

x 10-4 dL g-1 and a = 0.6804 (for pullulan in DMSO/LiBr). The DRI 

detector directly provides the SEC weight distribution as a function of 

the hydrodynamic radius. Processing of the MALLS data was performed 
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using WinGPC Siftware (Polymer Standards Services, Germany) using 

the Zimm approximation and a dndc value of 0.0691 mL g-1. 

GC analysis during MLA obtention tests 

The reaction mixture was filtered and analyzed by gas 

chromatography (GC) in an Agilent 7890A gas chromatograph using a 

flame ionization detector (FID) and a capillary column, HP-5 (Petrocol 

2-4160: 300 ºC, 100 m x 250 µm x 0.5 µm). Calibration curves were 

obtained with an internal standard method using decane as standard. 

Standard solutions of MLA (0.0137-0.2348 M) and 0.150 M octane in 

decane were analyzed by GC to give a linear regression with R2 >0.999. 

Gas chromatography-Mass spectroscopy (GCMS) analysis was also 

performed using an Agilent 7820 A GC/5977B High Efficiency Source 

(HES) MSD (Madrid, Spain), in order to identify the obtained MLA in 

comparison with commercially available standard. Parameters of the 

GC analysis were: starting T 150 °C (hold 1’), ramp 25 °C/min to 200 °C 

(hold 1 min), heat 10 °C/min to 250 °C (hold 10 min), heat 25 °C/min 

to 280 °C (hold 20 min). FID 300 °C, H2 flow 30 mL/min, air flow 270 

mL/min, makeup flow 25 mL/min. Inlet: 200 °C, 28 psi. 
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Table S1. Liquors characterization at different auto-hydrolysis time 

and temperatures.  
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Table S2. Carbohydrate composition, molar mass distribution, protein content, and phenolic acids determination in 

BTPW and the obtained liquors.  
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Table S3. Carbohydrate composition, molar mass distribution, and phenolic acids determination in polysaccharides and 
the remaining residues after autohydrolysis.  
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Table S4. MW-assisted synthesis of MLA 
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Introduction 

Due to the environmental considerations related to sustainable 

development addressed in recent years, a new trend of waste 

utilization has emerged. In particular, it is intended to use forest, 

agricultural and agri-food waste as source of new products capable of 

replacing those derived from petroleum. The main fractions of plant 

cell wall of these raw materials can be separated and purified for 

subsequent application in the so-called biorefineries of lignocellulosic 

materials.1 

Abstract 

The potential isolation of bio-active polysaccharides from bay 

tree pruning waste was studied using sequential subcritical 

water extraction using different time-temperature 

combinations. The extracted polysaccharides were highly 

enriched in pectins while preserving their high molecular 

mass (10–100 kDa), presenting ideal properties for its 

application as additive in food packaging. Pectin-enriched 

chitosan films were prepared, improving the optical 

properties (≥95% UV-light barrier 

capacity), antioxidant capacity (˃95% radical scavenging 

activity) and water vapor permeability 

(≤14 g·Pa−1·s−1·m−1·10−7) in comparison with neat chitosan-

based films. Furthermore, the antimicrobial activity of 

chitosan was maintained in the hybrid films. Addition of 10% 

of pectins improved mechanical properties, increasing 

the Young's modulus 12%, and the stress resistance in 51%. 

The application of pectin-rich fractions from bay tree pruning 

waste as an additive in active food packaging applications, 

with triple action as antioxidant, barrier, and antimicrobial 
has been demonstrated. 
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Bay tree (Laurus nobilis L.), an abundant softwood in the 

Mediterranean, contains essential oils where its potential of 

application has been based until now.2 However, bay tree is one of the 

most harvested crops of medicinal and aromatic plants around the 

world. According to Food and Agriculture Organization of the United 

Nations (FAO), the world production of spices, including bay tree, dill 

seed, fenugreek seed, saffron, thyme and turmeric, in 2019 was 

2.7 million tons.3 Therefore, a large amount of residue is generated that 

can be used in different applications. The mixture of different plant 

tissues (leaves, stems, branches, and trunk) in the waste stream will 

impact the composition of the extracted polysaccharides, nevertheless, 

the valorization of all biomass by-products supposes a more 

sustainable approach for future biorefinery. 

The main polysaccharides of the plant cell wall are cellulose 

and hemicellulose, together with lignin forming the 

mayor supramolecular structure of lignocellulose materials. Often 

pectins are forgotten in this structural equation. However, pectic 

polysaccharides can represent about 30% of the primary cell wall being 

located between cellulose microfilaments, which together with its 

complex structure makes its extraction from the cell wall difficult.4,5 

Pectins are mainly composed by d-galacturonic acid and its methyl 

ester, followed by d-galactose, l-arabinose, and l-rhamnose.6 The 

concentration and proportion of the different monosaccharides in 

pectins will be influenced by the plant tissue and the age. Pectins are 

essential polysaccharides in the development of plant, notably in the 

cambial tissue, active growing tissue in wood plants.7 In recent years, 

pectins have attracted increasing interest as a functional ingredient 
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with great potential in areas such as cosmetics, food, pharmaceuticals, 

personal care products and active food packaging films.6,8 

Pectins functional properties are directly related to their 

structure, largely impacted by the extraction method.9 Traditionally, 

pectins are extracted from food processing by-products using severe 

acid extraction conditions at very low pH. In addition, these methods 

require high solid to liquid ratio and large solvent volumes. As result, 

the environmental impact is notably high, including extensive use of 

energy and water.10 More innovative pectin extraction technologies 

include ultrasound assisted-extraction, microwave assisted-extraction, 

high pressure processing (HPP), enzyme assisted-extraction, and 

subcritical water extraction. Subcritical water extraction (SWE) 

emerges as sustainable method in comparison with the conventional 

ones, allowing the isolation of polysaccharides while preserving their 

functionality and molecular mass. Subcritical conditions modify the 

properties of water, including viscosity, diffusion, polarity, and density 

surface tension. In addition to being effective, this process has proven 

to be scalable to the pilot scale.11 In subcritical conditions, water is at 

sufficient pressure to maintain its liquid state between its boiling and 

critical point, while reducing its polarity as a solvent as the 

temperature increases. Subcritical water at temperatures below 

150 °C, can extract simple phenolic compounds, whereas at higher 

temperatures it is capable of hydrolyzing polysaccharides 

(hemicellulose and cellulose) to produce simple sugars and 

sugars oligomers.12 Moreover, if SWE is done sequentially (S-SWE) at a 

fixed time and increasing the extraction temperature, it is possible to 

separate the different components of the lignocellulosic biomass. 
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As mentioned above, the applications of pectins are varied and, 

specifically, films involving pectins have been proposed for active food 

packaging.13 Due to the intrinsic hydrophilicity of pectins, pectin films 

tend to adsorb moisture, decreasing their mechanical strength and 

barrier properties.14 Some authors have reported that the use of 

pectins for film application is not very suitable if good water vapor 

barrier properties are required due to their strong hydrophilic 

character.15 However, it has also been reported that pectins, rich in 

simple sugars, have a plasticizing effect on polysaccharide films 

increasing the tensile strength. If they are included in very large 

quantities, these sugars decrease the concentration of the polymer 

matrix which may weaken the films.16 In this context, blending of 

pectins with other biopolymers is carried out to improve the structural 

integrity and barrier properties of the films obtained,17 and conferring 

new functionalities that pectin films alone lack, such as antimicrobial 

capacity. Chitosan is a bio-based, non-toxic, biodegradable, bio-

functional, and biocompatible polysaccharide and has antimicrobial 

properties, giving it immense potential as packaging material.18,19 In 

addition, chitosan has excellent film-forming properties, enabling it to 

mitigate the difficulties of using pectins and other polysaccharides in 

food packaging. Moreover, chitosan has many hydroxyl and amine 

groups that can form hydrogen bonds with polysaccharides, thus 

conferring a good miscibility to the structure.20 The use of chitosan for 

the formulation of pectin-additivated films could provide certain 

advantages such as reducing the water sensitivity of pectins, and 

thereby increasing the barrier properties.21 Furthermore, as 

mentioned above, chitosan has antimicrobial character and therefore it 

is expected that chitosan-pectin blends will maintain these properties, 

favoring their application for active food packaging. 
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This work reports the extraction of polysaccharides by S-SWE 

from bay tree pruning waste (BTPW), enriched in pectic polymers. The 

optimal conditions of temperature and time were decided based on the 

extraction yield, the carbohydrate profile and the molar mass 

distribution. The extracted polysaccharides were applied as additive in 

chitosan-based films and their thermo-mechanical and bioactive 

properties were validated for food packaging applications. 

Experimental 

Materials 

Bay tree pruning waste (BTPW) used in this study was kindly 

supplied by an independent farmer from Arjonilla (37°58′27″N–

4°06′27″W), in the province of Jaén, Spain. BTPW consisted of a 

mixture of leaves, stems, branches, and trunk. Prior extractions and 

analyses, sample was ground, sieved (0.25–0.40 mm), and washed with 

plain water and hot air-dried at 55 °C to a moisture level below 10%. 

The raw material was then characterized according to standard 

methods:22 30.84 ± 0.39% cellulose; 17.58 ± 0.39% hemicelluloses; 

22.31 ± 1.12% lignin; 4.87 ± 0.43% ash; and 17.05 ± 0.94% alcohol 

extractable. The carbohydrate content of BTPW was 451.79 mg/g 

(2.04 mg/g fucose; 37.06 mg/g; 29.77 mg/g galactose; 236.68 mg/g 

glucose; 107.09 mg/g xylose; 7.37 mg/g mannose; 31.69 mg/g uronic 

acids) as reported in a previous investigation.23 

Chitosan (high molecular weight 310,000–375,000 Da, ˃75% 

deacetylated chitin, poly(d-glucosamine) was purchased from Sigma-

Aldrich (Spain). All other chemicals used in this study were of analytical 

grade and purchased from Sigma-Aldrich Inc. (Sweden), unless 

otherwise stated. 
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Sequential subcritical water extraction (S-SWE) 

Sequential subcritical water extraction (S-SWE) of BTPW was 

performed using a laboratory accelerated solvent extraction Dionex™ 

ASE™ 350 (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). A total of 5 g of BTPW 

was placed into an extraction cell sandwiched between ASE Extraction 

Cellulose Filters (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). BTPW was then 

sequentially extracted using tap water (pH 7.3) for fixed times (5, 10, 

15, and 20 min) at four increasing temperatures (100, 120, 140 and 

160 °C). The extractor kept a solid to liquid ratio of 1:8 (w/v). After 

extraction, polysaccharides were purified by ethanol 

precipitation (ethanol:liquid ratio 3:1) standing at 4 °C during 24 h. 

Two fractions were obtained (Figure 1a): liquors (L, liquid fraction 

before ethanol precipitation), and purified polysaccharides (P, 

carbohydrates obtained after ethanol precipitation). The fractions 

obtained during the extraction process (L and P) were freeze-dried 

(FreeZone 6, Labcombo, USA) before further analysis. 

The severity factor R0 for each SWE was calculated (Table S1) 

according to the Eq. (1) proposed by De Farias Silva and Bertucco:24 

𝑅0 = 𝑒(𝑇−𝑇𝑟)/𝜔𝑡 

(1) 

where T is the holding temperature of the process (°C), Tr is the 

reference temperature (100 °C), t is the holding time of the extraction 

(min), and ω is a parameter representing a first-order approximation 

of the temperature dependence of the Arrhenius equation, generally 

assumed equal to 14.75. 
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Figure 1. a) Scheme of sequential subcritical water extraction (S-SWE) of bay tree 

pruning waste (BTPW) extracted fractions and b) cumulative extraction yield and 

polymeric precipitated fraction (%) of BTPW-S-SWE.  

Analytical methods 

Yield determination. Cumulative extraction yield (%) was 

calculated gravimetrically based on the extracted dry matter present in 

the L-fraction for each S-SWE phase relative to the initial dry-BTPW 

biomass. Similarly, polymeric precipitated fraction (%) was 
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gravimetrically determined based on the dry precipitated P-fraction 

relative to the dry weight of each corresponding L-fraction. 

Molar mass distributions. The molar mass distributions of the L 

and P fractions was determined by size exclusion chromatography 

(SEC) in a SECurity 1260, Polymer Standard Services (Germany) 

according to the method used by Ruthes, Martínez-Abad, Tan, Bulone, 

and Vilaplana.25 

Monosaccharide composition. The monosaccharide composition 

in L and P fractions were analyzed and quantified by High-Performance 

Anion-Exchange Chromatography with Pulsed Amperometric 

Detection (HPAEC-PAD) on an IC3000 system (Dionex, USA) using a 

Dionex CarboPac PA1 column at 30 °C at a flow rate of 1 mL/min. Two 

different gradients were applied for the analysis of neutral sugars 

(fucose, arabinose, rhamnose, galactose, glucose, xylose and mannose) 

and uronic acids (galacturonic, glucuronic and 4-O-methyl-d-

glucuronic acids) as reported by McKee et al.26 

Prior to analysis, samples were subjected to methanolysis followed by 

trifluoroacetic acid (TFA) hydrolysis.27 

Phenolic acids. The analysis of phenolic acids was conducted by 

(high-performance liquid chromatography (HPLC) in a ZORBAX 

StableBond C 18 column (Agilent Technologies, USA) fitted to a 

separation module (Waters 2695, USA) coupled to a photodiode array 

detector (Waters 2996, USA). A gradient method was performed with 

2% acetic acid and methanol as eluents as reported by Menzel, 

González-Martínez, Chiralt, and Vilaplana.28 Samples were subjected to 

overnight saponification with NaOH solution at 2 M at 37 °C with 

stirring, before the analysis. 
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Chitosan-based films preparation 

Films were prepared by solvent casting method with a 

grammage of 35 g m−2. For the preparation of films, a 1% (w/v) 

chitosan solution (CH) in 1% (v/v) aqueous acetic acid solution was 

prepared. CH films (used as control film) were prepared by diluting the 

initial CH solution in aqueous acetic acid until 0.4% solid content at 

magnetic stirring for 24 h at 25 °C. The forming dispersion was cast in 

the center of levelled Petri dished and dried at room temperature (25–

30 °C). On the other hand, CH films incorporating the selected P-

fraction (P5-160) were prepared. For this, a 2% (w/v) P-fraction 

solution in 2% (v/v) aqueous acetic acid was prepared by mixing P and 

the aqueous acetic acid with magnetic stirring for 24 h at 60 °C. CH-

based films containing P were prepared by mixing the 1% CH solution 

with 2% P solution to achieve final CH:P ratios of 90:10, 80:20, 70:30, 

and 60:40 (1.01%, 1.02%, 1.04%, and 1.08% (v/v) acid concentration 

in the final solutions, respectively, with pH values in the range of 2.10–

2.20). Hybrid films were prepared as described above. The as-obtained 

films were labelled according to the CH:P ratio: 100% CH, 90:10 CH:P, 

80:20 CH:P, 70:30 CH:P, and 60:40 CH:P. Before characterization, films 

were conditioned at 25 °C and 50% relative humidity for three days. 

Characterization of the films 

Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR). CH, P, and films 

were characterized by attenuated total reflectance Fourier transform 

infrared spectroscopy (ATR-FTIR) in a Perkin-Elmer Spectrum Two 

collecting over 20 scans with a resolution of 4 cm−1 in a wavenumber 

range between 4000 and 400 cm−1. 
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Thermogravimetric analysis (TGA). The thermogravimetric 

analysis of the prepared films was carried out using a TA Instrument 

TGA Q50 thermogravimetric analyzer (Mettler-Toledo, Barcelona, 

Spain). The measurements of weight loss of the samples in relation to 

the temperature of thermal degradation were carried out between 50 

and 800 °C at 10 °C/min under a N2 flow (20 mL/min). 

Physical properties: density and barrier properties against water 

vapor. Density of the prepared films was measured by weighing a 

square of 1 cm2 of film sample of known thickness (determined with a 

micrometer Digital Micrometer IP65 0-1″, Digimatic, Mitutoyo, Neuss, 

Germany with a sensitivity of 0.001 mm). This determination was 

performed in triplicate. 

Water vapor permeability (WVP) of prepared films was 

determined according to ASTM E96/E96M-10.29 Briefly, WVP was 

measured as the change in weight of sealed plastic containers 

(containing desiccant material), whose lids were perforated with a 

10 mm diameter circle where the film sample was placed, in an 

atmosphere of controlled temperature (25 °C) and RH (50%) for 24 h. 

Mechanical properties. Mechanical properties evaluation was 

performed using a Universal Testing Machine, model LF Plus Lloyd 

Instrument AMETEK Measurement & Calibration Technologies 

Division (Largo, FL, USA). These tests included traction stress, Young's 

modulus, and strain according to ASTM D882 standard method.30 

Before measurements, all the films were cut in strips (1.5 × 10 cm) and 

equilibrated at 25 °C and 50% relative humidity (RH) according to the 

standard method. Then they were fixed between the grips with an 

initial separation of 65 mm, and the crosshead speed was set at 
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10 mm/min and 1 kN load cell. Results were expressed as an average 

of eight samples for each film. 

Optical properties. The transparency and UV-blocking capacity 

of the prepared films was determined by measuring 

the transmittance in the UV–VIS region (200–800 nm) in a Perkin 

Elmer UV/VIS spectrometer Lambda 25 (Waltham, Massachusetts). 

The thickness of each film sample was measured as described above 

and used to calculate transparency (Eq. (2)) and UV-light barrier 

capacity (Eq. (3)). 

𝑇𝑟𝑎𝑛𝑠𝑝𝑎𝑟𝑒𝑛𝑐𝑦(%) =
𝑙𝑜𝑔%𝑇660

𝑥
 

(2) 

𝑈𝑉 − 𝑏𝑙𝑜𝑐𝑘𝑖𝑛𝑔 𝑐𝑎𝑝𝑎𝑐𝑖𝑡𝑦 (%) = 100 − (
%𝑇280

%𝑇660
) 

(3) 

where, %T660 and %T280 are the percent transmittance at 660 nm and 

280 nm, respectively, and x is the film thickness (mm).  

Radical scavenging activity by DPPH. The radical scavenging 

activity of the CH and P-fraction was determined by the 1,1-diphenyl-

2-picrylhydrazyl (DPPH) assay according to the method of Brand-

Williams, Cuvelier, and Berset.31 Briefly, 100 μM methanolic 

DPPH• solution was mixed with different volumes of aqueous sample 

solutions (1, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100 μL). The reaction mixtures were 

kept in the dark at room temperature for 30 min. The resulting 

absorbances were measured at 517 nm using a microplate reader 

(Clariostar Plus, BMG LABTECH, Germany). Ferulic acid and ascorbic 

acid were used as comparative control. The results were expressed as 
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EC50, which represents the concentration of antioxidant required to 

decrease the initial concentration of DPPH• by 50%. In the case of film 

samples, the radical scavenging activity was calculated from the 

percentage of DPPH• content remained in the solution after in three 

addition cycles of the oxidative radical. 

Antibacterial properties. Minimum inhibitory concentration 

(MIC) of pure CH was determined against three test organisms: 

typical food pathogen bacteria were used for the antimicrobial testing 

including a Gram-negative representative, Escherichia coli (CCUG 

10979), and two Gram-positive representatives, Listeria 

innocua (CCUG 15529) and Bacillus cereus (CCUG 7414) in serial 

dilution (10 to 2.5 mg/mL) adapting the method reported by Casado 

Muñoz, Benomar, Lerma, Gálvez, and Abriouel.32 The assay was 

adapted to microplate volumes (final volume 0.2 mL), CH dilutions 

were transferred into the well microplate together with LB medium 

(Lysogeny Broth) containing the microorganisms (previously adjusted 

to a concentration of 105 cells/mL). LB medium alone was used as 

negative control and LB with the bacteria as positive control. The 

microplate was then incubated at 37 °C for 24 h and the absorbance 

was read at 517 nm using a microplate reader (Clariostar Plus, BMG 

LABTECH, Germany) determining signs of bacteria growth or turbidity 

after the period of incubation. The lowest concentration of CH that 

inhibited the growth of bacteria was considered as the MIC. 

The antimicrobial activity of film samples was assessed 

against E. coli, B. cereus, and L. innocua by the agar diffusion method. 

Microbial strains were inoculated in LB medium at an appropriate 

temperature for 12 h. Young-type strains (50 μL from growth at 37 °C 

of the different bacteria) were coated on solidified nutrient agar plates. 
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Film samples were cut into 9 mm diameter circular discs and placed on 

the nutrient agar plate's surface. Inoculated plates were incubated at 

37 °C for 24 h. The antimicrobial activity of the test microorganisms 

was evaluated by measuring the antibacterial inhibition zone. 

Results and discussion 

Mass balances 

Cumulative extraction yield represented the sum of dry weight 

of the extracted liquid (L) fractions after S-SWE, together with the 

polymeric precipitated (P) fractions from the different L fractions 

by ethanol precipitation are shown in Figure 1b. The trend for the 

cumulative extraction yield was very similar in the different set up 

times for the experiments with final yields between 18.06% for 

5 min S-SWE and 21.76% for S-SWE cycles of 20 min (Table S1). This 

low increase on yield over extraction time could be due to 

the saturation of the aqueous phase in term of solubilized compounds 

as reported previously.11 Moreover, the non-pretreated plant tissues of 

BTPW with high content in low molecular mass extractives allowed 

yields around 20%, lower than in a similar study using hot water 

conditions on spruce bark, another softwood biomass, with a total yield 

obtained of around 40%.33 Nonetheless, in this study the initial bark 

tissue was pure, after previous acetone extraction. Moreover, the 

authors performed 3 cycles of 20 min for each subsequence 

temperature, so a total of 180 min, while in the present study a total 

extraction time of 20 min (4 times at 5 min) already released around 

20% of the dry weight of the BTPW. In another study using root bark, 

stem bark and leaves of Terminalia macroptera for hot water 

extraction of pectins, 2.5% from the total DW was obtained.34 This was 

a relatively lower yield compared with 8.7% obtained in the present 
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study using similar conditions (5 min 100 °C) for extraction of BTPW. 

This indicated that S-SWE is a desirable method for the extraction of 

polysaccharides from BTPW, with the possibility to obtain mixed 

carbohydrate fraction in a soluble state. 

This same behavior could be observed for the polymeric 

precipitated fractions. When the temperature was increased during the 

same S-SWE time the total precipitated weight was considerably 

increased. For example, at 5 min the polymeric precipitated fraction 

increased from 3.10 to 32.68% (Table S1) when temperature was 

increased from 100 to 160 °C. In fact, the maximum precipitated 

fraction was achieved under these conditions. As previously 

mentioned, this trend is to be expected since the use of S-SWE leads to 

the extraction of extractives and more soluble carbohydrates at 

temperatures below 150 °C, while above 150 °C polysaccharides are 

obtained.12 SWE of carbohydrate polymers combines a mix of 

procedures: as the polymers are solubilized and detached from the 

biomass network, they can undergo hydrolysis simultaneously at high 

temperatures, causing a diffusion out of the lignocellulosic material and 

dissolution into the aqueous solvent. These factors impact the mass 

transfer at subcritical condition which allow to tune the extraction 

yield by controlling both temperature and time. Consequently, in the 

case of longer sequential cycles of SWE, as 20 min, the trend in the 

extraction changed since the maximum polysaccharides precipitated 

was obtained at 140 °C (26.20%) instead at 160 °C (14.37%). This fact 

has been previously reported by other authors who carried out the 

fractionation of red wine grape pomace using S-SWE and observed a 

decrease of polymeric carbohydrate due to depolymerization under 

hasher conditions.35 
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Extractability and characteristics of carbohydrate populations 

Carbohydrates and phenolic compounds 

The carbohydrate profiles as well as the phenolic 

compounds found in the liquor (L) and precipitated (P) fractions are 

displayed in Figure S1 and Figure 2a, respectively. Regarding the L 

fractions, the amount of total carbohydrates augmented when 

temperature increased for the same fixed time. As an example, when 

the S-SWE was carried out in 5 min cycles, the total carbohydrates 

extracted were 217.88, 230.27, 287.99 and 618.88 mg carbohydrates/g 

of BTPW, in the increasing temperatures from 100 to 160 °C, 

respectively (Table S2). The carbohydrate composition showed that 

L5-160, L10-160, and L15-160 were mainly composed of pectins and 

secondarily by hemicelluloses, where galacturonic acid, arabinose, 

rhamnose and galactose where the main monosaccharides in the 

extracts. Therefore, the change in temperature from 140 to 160 °C 

resulted in a major change in the composition of L fraction with an 

increased extractability of pectic polymers. Other authors reported 

similar results due to the increase in the extraction temperature for 

citrus peel9,36 and watermelon rind.37 The large amount of glucose 

present in all the samples was attributed to starch, which is more 

extractable and can be solubilized at shorter and lower temperature 

conditions as previously reported.11 Increasing amount of arabinose 

might come from different kinds of polysaccharides in the biomass, 

such as highly branched arabinans and arabinogalactans, hydrolyzed 

at higher temperature which explain the decrease in P-fraction after 

ethanol precipitation.38 

These facts were evident in all the extractions carried out at 5, 

10 and, 15 min. However, in the case of S-SWE at 20 min, the highest 
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amount of carbohydrate was obtained at 120 °C. This is because longer 

cycles allow an earlier polysaccharides extraction due to the greater 

severity of the treatment, yielding a lower carbohydrate content 

available for extraction in subsequent cycles. 

 

Figure 2. a) Carbohydrate composition, b) phenolic acids content and c) molecular 

mass distribution of the pectic (P) fractions from bay tree pruning waste (BTPW). 

The phenolic compounds in these L fractions increased, in 

general, as the extraction temperature increased. These data were 

closely related to the severity factors of the extraction conditions, 

cleaving the ester bound of the phenolic decorations on the 
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carbohydrates. As previously reported, the more severe the extraction, 

the higher was the amount of ferulic acid obtained from BTPW.23 

The characterization of the P-fraction obtained after ethanol 

precipitation (Figure 2a and b) were enriched in carbohydrates with 

respect to their corresponding liquor fraction. At short S-SWE times (5 

and 10 min), the highest amount of carbohydrates was obtained at the 

highest temperature (676.73 and 873.72 mg/g for P5-160 and P10-

160, respectively, Table S3). At longer S-SWE times (15 and 20 min), 

the highest amount of carbohydrates was obtained at 140 °C. As 

previously mentioned, longer extraction time cycles allow to use lower 

extraction temperatures. 

Pectins are very complex polysaccharide structures with a rich 

variety of glycosidic linkages, where galacturonic acid and rhamnose 

are usually found in the backbone, with diverse side chains of 

arabinose, galactose, and glucuronic acid. All these monosaccharides 

were present in BTPW as reported previously.23 Enriched fractions on 

galacturonic acid were seen after precipitation, which allowed us to 

conclude the extraction of polymeric pectins during the S-SWE after 

reaching 140 °C. The most remarkable result was in the P5-160 sample 

with a high amount of galacturonic acid (GalA, 36.24% of 

carbohydrates in the fraction, Table S3), and the greatest yield of 

precipitated polysaccharides from the liquid extract (32.68%, Figure 

1), confirming that polymeric pectins were with this S-SWE conditions. 

Regarding galactose and mannose, the fact that there was more 

galactose than mannose suggested that galactose probably came 

from galactans or arabinogalactan (AG) pectins. These results 

suggested that pectins, containing uronic acids, are easily extractable 
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by SWE, especially at short times as reported in previous 

investigations.39 

The phenolic acids profiles in P-fractions seemed to indicate 

that S-SWE maintained the polymeric structure of pectins and, more 

interesting, preserved their functional phenolic acids attached.25 

Interestingly, P5-160 showed the highest amount of phenolic acids that 

precipitated together with the carbohydrates, mainly pectins (Table 

S3). This shorter time of extraction seemed to favor 

the solubilization of polysaccharides preserving the ester bound 

phenolics as previously reported for hemicelluloses from cereal by-

products.11 The extraction of phenolic group linked to pectins has been 

reported previously, identifying mostly ferulic acid in sugar beet 

pectins.40 

Molar mass distributions 

The molar mass distributions of the different S-SWE fractions 

were studied by size exclusion chromatography (SEC) of L-fractions 

(Figure S1c) and P-fractions (Figure 2c). In general, the polymodal 

distributions are due to the mix of different polysaccharide 

components in the tissues from BTPW. The P-fractions presented a 

range between 103 and 106 g/mol after ethanol purification (Figure 

2c) while in the L-fractions (Figure S1) smaller molar mass 

populations were shown. The extraction at higher temperature 

resulted in the presence of a bigger molar mass population around 

107 g/mol, probably assigned to aggregated pectin structures or 

residual starch. Using shorter extraction times, 5 and 10 min cycles the 

population between 104 and 105 g/mol were mostly preserved, 

possibly corresponding with pectins and hemicellulose extracted as 

reported before.23 This result indicated that short extraction cycles, but 
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high extraction temperatures result in pectins with predominant high 

molecular mass in the sample.41 

The results obtained suggested that S-SWE is a suitable 

methodology to extract polymeric carbohydrate from BTPW while 

preserving their phenolic substitutions and structure. Based on the 

desired application, extraction of high molecular mass and high 

phenolic content pectins is required for applications as structural and 

active additive in food packaging. Therefore, the conditions of S-SWE 

5 min at 160 °C were selected for further development. 

BTPW-pectins in CH-based films 

Jin et al.42 reported in literature the potential of high molecular 

mass polysaccharides in films by improving barrier and mechanical 

properties. In the present study, P5-160 fraction was chosen because 

of the high polymeric composition and the interesting phenolic acids 

profile, which could improve the mechanical strength of the films as 

well as provide antioxidant properties. In this sense, CH-based films 

were prepared with different concentrations of P5-160 (from 0 to 

40 wt%, Figure 3a). 

The FTIR spectra of CH, P5-160 fraction and their hybrid films 

are shown in Figure 3b and c. The broad peak between 3000 and 

3500 cm−1 was due to the O-H stretching of the carbohydrate in CH and 

P5-160 samples, and the N-H stretching specifically of CH only. In the 

same way, the absorption bands from 1300 to 800 cm−1 are referred to 

the fingerprint region of carbohydrates.41,43 Specifically for CH, the 

diagnostic bands include 1633, 1590, and 1314 cm−1 were assigned to 

amide I, –NH2 bending, and C-N stretching vibrations, respectively.44 In 

the case of the P5-160 sample the peak at 1596 cm−1 was assigned to 
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C=O stretching of methyl esters and carboxylic acid in pectin. Lastly, 

the peaks at 823 cm−1 and 772 cm−1 indicate the degree of 

methyl esterification. This region of pectins fingerprint is unique for 

the compound and is usually difficult to interpret.45 

 

Figure 3. a) Visual transparency of chitosan:pectins (CH:P) hybrid films, b) Fourier 

transform infrared spectroscopy (FTIR) spectra of CH and P5-160 fraction, c) FTIR 

spectra, d) strain-stress curves, e) Thermogravimetric analysis (TGA) and f) 

Derivative thermogravimetry (DTG) curves of CH:P hybrid films. 
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In the case of hybrid film samples, the O-H stretching band shift 

to lower wavenumbers, from 3372 to 3250 cm−1, was an indicative that 

interactions through hydrogen bonding between P5-160 

carbohydrates and CH became stronger due to the blending process.14 

Moreover, it is worth mentioning the higher intensity of the peak at 

1655 cm−1, characteristic of amide I, as the amount of pectins in the 

films increases. 

The thermogravimetric analysis (TGA) curves for CH:P hybrid 

films in shown in Figure 3e. In all cases, the typical TGA curves for 

weight loss as a function of temperature can be observed. Thus, both 

the 100% CH films and those including P5-160 fraction started to 

degrade around 226 °C. At 100 °C, two thermal degradation events 

were observed (Figure 3f). The first thermal event was a weight loss 

in the range of 50–100 °C, which is due to the evaporation of water from 

the sample, while the second event was observed around 230 °C 

attributed to the decomposition process of the film. In addition to these 

two events, in the case of the CH:P hybrid films, a third thermal 

degradation event was observed around 160–200 °C, which became 

more pronounced as the amount of P5-160 fraction in the film 

increased. This event is attributed to the depolymerization of pectin 

chains.46 As in the case of the blank film, the decomposition process of 

the samples started at about 250 °C. Thus, the higher the P-fraction in 

the film, the lower the maximum degradation of the material. Younis, 

Abdellatif, Ye, and Zhao (2020)47 reported that the interaction between 

the amino groups of CH and the carboxyl groups of P-fraction protects 

CH molecules against the thermal-induced deamination. 
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Physical and mechanical properties of pectin CH-based films 

The density values obtained for the prepared films are displayed 

in Table 1. As shown, the density of the films slightly increased with 

the inclusion of P5-160 up to 20% (density values of 0.91, 1.03 and 

1.09 g/cm3 for 100% CH, 90:10 CH:P, and 80:20 CH:P, respectively). 

This is because the interactions between the polymer chains in the CH 

and the added BTPW fraction can be strongly established increasing 

the cohesion of the polymer network forces.44,48 Thus, hydrogen 

bonding complexes are formed since CH acts as an ionic crosslinking 

agent with P5-160. Whether this crosslinking is effective depends 

mainly on four factors: charge density, distribution of electric charges 

in each polymer chain, pH and ionic strength.14 These ionic 

bonds influence both the water adsorption and mechanical properties 

of the films. When the amount of P5-160 in the films was greater than 

20%, the density started to slightly decrease until it reached 

0.84 g/cm3 at of 40%. This indicates that higher pectic content does not 

improve the network assembly and the interactions between 

polysaccharide chains, resulting in a lower densification of the 

structure. 

Water vapor permeability (WVP), shown in Table 1, measures 

the mobility of water molecules through the film. When films are to be 

applied to food products, this property indicates the exchange of 

moisture through the packaging film and the atmosphere. It is a 

dependent factor on several parameters such as surface hydrophilicity, 

thickness, and matrix microstructure.47 Addition of pectin in the film 

matrix has proven to improve the water resistance by increasing cross-

linking between polymer chains.49 Thus, the hydrophobic/hydrophilic 
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balance for P5-160 fraction plays a key role since hydrophobicity is 

increased and fraction of low molecular mass is high (Table S3). 

Table 1. Physical (density, WVTRa, WVPb), mechanical (tensile strength, Young’s 

modulus, stress at break, strain) and optical (transparency, UV-light barrier) 

properties of chitosan:pectins (CH:P) hybrid films.  

 

The blank film (100% CH) showed a WVTR and WVP values of 

53.21 g·m−2·h−1 and 17.76 g·Pa−1·s−1·m−1·10−7, respectively, in 

accordance with Xu, Kim, Hanna, & Nag.50 The increase in the P5-160 

fraction in the CH matrix resulted in a decrease in WVP. Thus, the film 

containing 10% pectins presented a WVP value of 

14.53 g·Pa−1·s−1·m−1·10−7 (Table 1), decreasing to 

7.14 g·Pa−1·s−1·m−1·10−7 when P5-160 content was over 30%, in 

agreement with a previous study on pectins films.49 The results 

confirmed the expected increase on water resistance when blending 

CH and pectins for films preparation, due to the positive interactions 

between the different polysaccharide components that hinder water 
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binding and mobility. In addition, there are reports that the addition of 

phenolic compounds in pectin matrices improve the matrix 

organization and obstruct the passage of water vapor through the 

film.51 In the present study, the high amount of ferulic acid (FA) 

and sinapic acid (SA) present in the P5-160 fraction (Table S3) 

contributed significantly to this phenomenon, since the higher amount 

of P5-160 in the films and, therefore, the higher presence of FA and SA, 

the lower WVP. 

The influence of P5-160 incorporation on mechanical properties 

of CH-based films is shown in Table 1 and Figure 3d. As shown, the 

addition of 10% P5-160 increased the stress at break of the films 

(31.64 MPa for 90:10 CH:P and 20.85 MPa for 100% CH). When the 

amount of P5-160 was increased to 20%, even though it presented 

similar resistance (21.91 MPa), the film material was more rigid 

presenting a lower percentage strain (1.31% for 80:20 CH:P in 

comparison with 1.61% for 100% CH). Thereafter, the addition of 

higher amounts of BTPW carbohydrates resulted in a deterioration of 

both stress (11.66 MPa and 2.78 MPa for 70:30 CH:P and 60:40 CH:P, 

respectively) and percentage strain (1.09% and 0.55% for 70:30 CH:P 

and 60:40 CH:P). However, the improved mechanical properties with 

10% of P5-160 in the film were reflected in the Young's Modulus, 

2901.2 MPa compared with 2590.5 MPa of 100% CH film (Table 1). 

In the present study, it seems that at low BTPW-P 

concentrations (10 and 20%), films show improved their properties 

due to the good compatibility between CH and BTPW-P (as reported for 

the density values). However, the mechanical properties of the films 

worsened at higher P5-160 concentrations because of the lower 

dispersion of the BTPW carbohydrates in the mix with CH, which 
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prevented the films from forming properly, making them weaker 

to tensile strength. 

In short, increasing the amount of P5-160 in CH films improved 

water barrier properties but decreased the mechanical strength. 

According to Rashidova et al. (2004),52 the CH-pectin complex is 

formed at the expense of electrostatic interaction between the 

positively charged amino groups on the C-2 pyranose ring of CH and 

the negatively charged carboxyl groups on the C-5 pyranose ring of P5-

160 fraction (Figure 4). 

 

Figure 4. Electrostatic interaction between CH and P5-160.  

Regardless of the initial ratio of the matrix components, the 

formation of the CH-P complex occurs in stoichiometric proportions. 

For CH:P ratios other than 1:1, the structural toughness of the 

suspension is determined by the P-fraction content. Thus, these 

authors confirmed that a higher P-fraction content resulted in a higher 

gel toughness (e.g., for a 3:7 CH:P ratio the toughness was significantly 

higher than for a 7:3 ratio). Comparing these results with the present 

study, the toughness of the suspensions would significantly increase in 

the case of 70:30 CH:P and 60:40 CH:P films. Interestingly, these same 

films showed the maximum improvement on water vapor barrier 
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properties. It seems that incorporation of 30 and 40% P-fraction in CH 

films led to a partial collapse of the gel network significantly decreasing 

WVP.53 The decrease in the mechanical strength with increasing P-

fraction content may be attributed to this same collapse of the structure 

due to the difference in the degrees in CH protonation (–NH3+) and P5-

160 deprotonation (–COO−) under film formation. At higher P5-160 

concentration, CH molecules are more intensively charged than P5-160 

molecules, meaning that the system provides more P5-160 molecules 

than CH counterparts.47 

Transparency and UV-blocking of films 

Optical properties (transparency and UV-light barrier capacity) 

of the prepared films, obtained from the transmittance scan in the UV–

Vis region (Figure S2), are displayed in Table 1. The color of the film 

was also darker while adding more concentration of P5-160 fraction, 

due to natural color of the carbohydrate extracted by SWE (Figure 3a). 

Transparency slightly decreased when P5-160 fraction was added to 

the CH matrix, from 52.17% transparency for 100% CH film to 45.27% 

transparency for 60:40 CH:P film. The presence of P5-160 

carbohydrates can cause reflection and dispersion of the incident light 

at the two-phase interface, thus giving rise to a high opacity in the 

hybrid films.47 Moreover, as previously mentioned, as the amount of 

P5-160 increases, the structure of the matrix decreases the separation 

between the polymer chains due to the increase of double bonds and 

cyclic structures of the phenolic compounds. This causes less and less 

light to pass through the film, increasing the opacity.51,54 

Regarding the UV-light barrier capacity all the films containing 

P5-160 carbohydrates almost reached 100% UV-blocking, in contrast 

to the CH film, which did not reach 60% (Table 1). Some authors have 
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reported that the presence of pectins in films increases UV-light 

absorption due to the presence of double bonds and the cyclic 

structures of phenolic compounds.51,55 The phenolic acid-rich profile of 

the P5-160 fraction (Table S3) seems to contribute favorably to this 

increased UV-light absorption as the amount of P5-160 in the films 

increases. This excellent improvement in UV-blocking capacity is a 

beneficial factor to evaluate the application of the films in the food 

packaging industry. UV-light is one of the most common initiators of 

degradation in food since produces lipid oxidation.56 

Radical scavenging performance 

The radical scavenging activity of pure CH and P5-160 fraction 

was evaluated in terms of their EC50 values. Pure CH did not show 

any antioxidant activity, while P5-160 fraction exhibited an EC50 value 

of 3 mg/mg DPPH, showing a great antioxidant performance compare 

with standards (ferulic and ascorbic acids, Figure S3). This high 

EC50 for P5-160 fraction can be ascribed to the high amount of phenolic 

acids present in the fraction (Figure 2b).57,58 DPPH radical scavenging 

abilities on film samples were studied in three cycles (steps). As 

illustrated in Figure 5a, the CH film showed poor capacity for 

scavenging the DPPH radical, a result consistent with that reported in 

literature.59 

The incorporation of P5-160 fraction in the CH matrix rendered 

a radical scavenging activity higher than 95% in all concentrations 

tested in Step 1 (Table S4). In the second addition step of oxidant 

radical it could be stated that the activity was maintained equally, 

regardless of the percentage of P5-160 fraction present in the film. It 

was not until the third addition step when the 90:10 film showed a 

decreased scavenging capacity, 56.65% of the total radical has been 
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scavenged. For the 80:20 film the same trend is observed maintaining 

still 83.80% of the scavenging activity in that case. From then on, higher 

amounts of P5-160 fraction maintained a complete radical activity, so 

the antioxidant performance was maximal within the 3-addition step 

of the oxidative agent. This suggests that the total amount of pectins 

necessary to remove the radical agent in the third step (0.35 mg DPPH) 

is found only in films containing more than 30% pectins in their 

composition. 

Similar results have been reported by other authors with high 

radical scavenging activity by DPPH (95.42%–96.25%) in films formed 

by CH, pectins and tea polyphenols.13 However, their strong activity 

was attributed to the addition of tea polyphenols since the control films 

(consisting of CH and pectins) exhibited low radical scavenging activity 

(19%). Therefore, it seems that the high content of attached phenolic 

acids present in P5-160 fraction was sufficient to reach the maximum 

radical activity, without the need to add extra polyphenols. It has been 

previously reported that the presence of phenolic acids linked to 

polysaccharides gives them the ability to present high antioxidant 

capacity.44 This fact is very desirable if these polymers are used in food 

preservation. 

Antibacterial activity 

Prior to the study of the antibacterial activity of the films, the 

MIC of the CH used as matrix was studied. The MIC obtained were 

100 μg/mL, 100 μg/mL, and 500 μg/mL for E. coli, B. cereus, and L. 

innocua, respectively. These results were consistent with previous 

studies where the MIC of CH for E. coli was 80–100 μg/mL,60 for B. 

cereus was 62.5–125 μg/mL61 and for L. innocua was 300–600 μg/mL, 

where the poorer antimicrobial effect of the chitosan was explained by 
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the low negative charges of the cell compare to E. coli.62 The low 

negative charges on the cell wall of L. innocua prevent the interaction 

with the cationic amino groups of chitosan which can explain the 

results obtained with a %-fold higher MIC for this bacteria. These 

microorganisms are pathogen that poses a health challenge, causing 

various intestinal diseases and can be present in food systems. 

Therefore, when developing new food packaging, it is important to 

consider the use of compounds with the capacity to inhibit 

microorganism growth.63 

 

Figure 5. a) Radical scavenging activity in chitosan:pectins (CH:P) hybrid films, and 

b) photographs of the antibacterial activity of film samples against E.coli (Ia, back 

plate; Ib, plate without films), B.cereus (IIa, back plate; IIb, plate without films), and 

L. innocua (IIIa, back plate; IIIb, plate without films).  
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The antimicrobial activity of the film samples, studied by 

the agar diffusion method, is shown in Figure 5b. The growth of the 

microorganisms studied was inhibited by direct contact with the films, 

however not diffusive inhibition halo was observed around them. 

This inhibition was totally independent of the concentration of 

P5-160 fraction present in the films. Therefore, it could be stated that 

the antimicrobial activity of CH was maintained due to its positively 

charged amino groups. These charges interact with the negative charge 

of the microbial membranes causing them to disrupt and release 

proteins and other intracellular constituents. Very similar results were 

reported previously in the literature for CH, glucomannan, and nisin 

blend-films.18 In this study the authors attributed the fully 

antimicrobial capacity of the films to chitosan molecules. 

Conclusions 

Polymeric carbohydrates from bay tree pruning waste (BTPW) 

were isolated by sequential subcritical water extraction (S-SWE) at 

increasing temperatures (100, 120, 140 and 160 °C) for four fixed times 

(5, 10, 15 and 20 min). It was found that precipitated polymers 

obtained at S-SWE of 5 min at 160 °C (P5-160) were highly enriched in 

carbohydrates (676.73 mg/g) with an exceptional content in pectins 

preserving attached phenolic acids. Therefore, P5-160 fraction was 

used for the preparation of hybrid chitosan films. Films containing 10% 

of P5-160 fraction considerably improved the tensile strength and 

elastic modulus. Films containing 20% of P5-160 showed a higher 

density (1.03 g/cm3) as well as a very desirable water vapor 

permeability in food packaging systems (10.59 g·Pa−1·s−1·m−1·10−7). 

The optical properties and antioxidant capacity were not significantly 

different between 10 or 20% of BTPW carbohydrates in the chitosan 
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matrix, which did improve considerably in both cases. Hybrid films 

from chitosan and BTPW carbohydrates are suitable for application in 

food active packaging. Due to their antimicrobial capacity regardless 

the concentration of BTPW carbohydrates added, indicating that the 

antimicrobial activity of the chitosan was correctly maintained in all 

cases. 
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Table S1. Severity factor (Log R0) and mass balances of BTPW-S-SWE.  
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Table S2. Carbohydrate composition and phenolic acids in L fractions from BTPW (mg/g).  
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Table S3. Carbohydrate composition and phenolic acids in P fractions from BTPW (mg/g). 
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Table S4. Radical scavenging activity determined by DPPH (%) of 

CH:P hybrid films.  

 

Figure S1. a) Carbohydrate composition, b) phenolic acids content, 

and c) molecular mass distribution of the L fractions from BTPW.  
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Figure S2. UV-Vis spectrum of CH:P hybrid films.  

 

Figure S3. EC50 values of ferulic acid, ascorbic acid and P5-160.  
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Introduction 

Food losses and food waste are some of the biggest concerns for 

the modern society and the food industry. In addition, foodborne 

outbreaks pose a threat to public health. These facts make the market 

for the food industry increasingly demanding, and, in this context, 

packaging plays a crucial role. This is because packaging can not only 

Abstract 

Bioactive absorbent food pads were prepared through a 

multi-product biorefinery approach from bay tree pruning 

waste (BTPW). Chitosan aerogels reinforced with BTPW-

(L)/CMNFs were prepared studying the effect of the residual 

lignin in the fibers on their properties. Highly porous aerogels 

with improved mechanical performance (up to 60%) due to 

the incorporation of the micro/nanofibers were obtained. The 

absence of residual lignin in CMNFs leads to a strong self-

association increasing the reinforcing effect. Conversely, the 

presence of residual lignin in LCMNF-aerogels increased the 

water uptake (improvement of 42%). The optimum 

formulation to prepare the bioactive aerogels was 5% 

(L)CMNF. The absorbent characteristics of these were not 

only maintained but improved. The presence of residual lignin 

was also determinant in the extract release profiles, finding 

that bioactive LCMNF -aerogels released the extract faster to 

the medium than those with CMNFs, reaching in either case a 

maximum antioxidant capacity. Finally, the study of bioactive 

aerogels as absorbent pads for meat preservation in burger 

samples showed that these materials contribute to preserve 

the food for 10 days as fresh meat when formulated with ≥2% 

extract. Moreover, the presence of residual lignin in the fibers 

contributed to this delay in oxidation in meat during storage. 
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protect the food from the external environment and maintain its 

quality but also add functionalities that improve the nutritional value 

of the food product by incorporating compounds that are beneficial to 

health, such as antioxidant compounds.1,2  

In the specific case of meat packaging, absorbent pads are 

commonly used for moisture control, as they absorb the excess liquid 

released by meat during storage. When it is desired to apply absorbent 

pads in meat preservation, the ideal would be materials with 

antioxidant capacity to inhibit the oxidation process that occurs during 

meat storage and compromises its quality. Thus, the presence of 

antioxidant compounds is expected to reduce the oxidation of 

polyunsaturated acids.3,4 The architecture of these pads is usually two 

layered: an upper layer made from impermeable and non-adherent 

synthetic polymers, such as polyethylene, and a hydrophilic non-woven 

lower layer containing active substances that inhibit bacterial growth. 

However, due to the serious environmental problems associated with 

the manufacture of synthetic plastics and additives, food packaging 

industries are looking for new alternatives that prioritize the use of 

more sustainable bio-based and renewable materials such as 

biopolymers and natural extracts.1 Lignocellulosic biomass is an ideal 

source to obtain biopolymers and antioxidant natural compounds. In 

fact, biopolymers and polyphenolic compounds isolated from different 

plant biomass have already demonstrated their potential for the food 

packaging industry. Cellulose and nanocellulose from different sources 

(vine shoot, wheat straw, or eucalyptus sawdust, among others) have 

been used for the preparation of biocomposite films.5-7 Lignin and 

hemicelluloses have been successfully applied as natural additives in 

food packaging materials.8-10 In this context, research has also been 



Publicación V 

255 
 

conducted in recent years on the preparation of absorbent pads from 

natural biopolymers for food packaging. Fonseca et al., prepared 

aerogels from corn starch with pinhão coat extract that showed a high 

capacity for water absorption and as carriers of phenolic compounds.11 

Along the same lines, de Oliveira et al., prepared bioactive aerogels with 

desirable properties for food packaging from cellulose and 

nanocellulose isolated from yerba-mate.12 

Among the natural polymers, chitosan has received special 

attention in recent years due to its excellent biocompatibility and 

biodegradability, as well as its non-toxic and antimicrobial properties. 

However, chitosan aerogels have some shortcomings such as low 

porosity, irregular structure and easy deformation, thus limiting their 

applications.13,14 These drawbacks could be overcome by reinforcing 

the chitosan aerogel with another biopolymer having the desired 

characteristics. Cellulose nanofibers result a very attractive candidate 

for the preparation of aerogels due to their physical and chemical 

properties (high strength, adaptable pores and modifiable surface 

properties), in addition to their abundant availability.15 As previously 

mentioned, cellulose is the main biopolymer present in lignocellulosic 

biomass and, therefore, in agricultural residues that need to be 

revalued to achieve a circular economy. Besides this, numerous studies 

have reported the importance of the presence or absence of residual 

lignin in fibers for various applications from fiberboard production to 

the preparation of PLA or PVA biocomposites.6,16,17 The presence of 

residual lignin presents some beneficial advantages for the food 

packaging industry such as lower hydrophilicity, high dispersion and 

reinforcing capacity, and lower energy and economic requirements in 

its production since no additional pulp bleaching process is needed. On 
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the other hand, the presence of lignin increases the roughness and 

gives a dark color to the fibers, but also increases the antioxidant power 

due to the aromatic structure of lignin.6 The use of free lignin-fibers 

results in a brighter, cleaner pulp, free of shavings and bark. The lignin-

free fibers can swell more freely, increasing their flexibility and 

malleability.17 However, no studies have reported the effect of the 

presence of residual lignin in nanocellulose for absorbing food pads.  

In this context, the idea of using BTPW to obtain polyphenolic 

compounds, which serve as bioactive compounds, and nanocellulose, 

which serves as a reinforcing agent and structure and performance 

improver, through multi-product biorefinery processes for the 

formulation of chitosan-based aerogels is explored. Bay tree (Laurus 

nobilis) is an abundant softwood in the Mediterranean area whose 

purposes, in addition to the culinary, have been oriented to the 

application of its essential oils in cosmetics or medicine, leaving unused 

a large amount of residue. Previously, the valorization of this biomass 

has been addressed in terms of its natural extracts and 

hemicelluloses.8,18,19 However, as far as authors know, the purification 

of cellulose from bay tree pruning waste has not been addressed. 

Thus, in a first stage, the present work deals with the obtention 

of cellulose micro/nanofibers from bay tree pruning waste, conducting 

their proper characterization, and their evaluation as reinforcing agent 

for chitosan aerogels, considering the effect of residual lignin in the 

fibers. Subsequently, these aerogels have been functionalized with bay 

leaves extract, whose beneficial properties in food packaging materials 

have been previously reported.20 Lastly, the antioxidant capacity of the 

bioactive aerogels was tested together with their application as 

absorbing pads for meat preservation in burger samples. 
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Experimental 

Materials 

Bay tree pruning waste (BTPW) was kindly supplied by an 

independent farmer from Arjonilla (37°58’27’’N-4°06’27’’W) in the 

province of Jaén, Spain. BTPW was composed of 30.84±0.39% cellulose, 

17.58±0.39% hemicelluloses, 22.31±1.12% lignin, 4.87±0.43% ash, 

and 17.05±0.94% alcohol extractable.9 The BTPW-cellulose pulp was 

obtained after a semi-chemical soda pulping process. This fraction was 

then subjected to a bleaching process with sodium chlorite. Both 

unbleached and bleached cellulose pulps (UBP and BP) were used to 

produce lignocellulose and cellulose micro/nanofibers (LCMNF s and 

CMNFs), respectively, by high-pressure homogenization after a 

chemical pretreatment consisting of a TEMPO-mediated oxidation. Bay 

leaves ethanolic extract (BT) was obtained by Soxhlet methodology and 

characterized in terms of total phenolic content (TPC) by Folin-

Ciocalteu method and radical scavenging activity by DPPH assay. 

Further details on these procedures as well as the reagents employed 

in this research are described in the Supporting Information.  

BTPW-LCMNF and CMNF characterization   

BTPW-cellulose pulps were characterized for ashes (TAPPI 

T244), hot water solubility (TAPPI T1w-75), ethanol extractives 

(TAPPI T204), α-cellulose (TAPPI T203), hemicelluloses (TAPPI T212), 

lignin (TAPPI T222), viscosity (ηs, TAPPI T-300m90)21 and degree of 

polymerization (DP).22  

LCMNFs and CMNFs were characterized in terms of 

nanofibrillation yield, cationic demand, and carboxyl content. The 

nanofibrillation yield (η) was determined gravimetrically after 
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centrifugating at 10,000 rpm for 12 min a 0.1% (L)CMNF suspension to 

achieve the separation of the nanofibrillar material and non-

nanofibrillated material. The carboxyl content (CC) was measured by 

conductometric titration following the method of Besbes et al., 2011.23 

The cationic demand (CD) was determined following the methodology 

of Espinosa et al., (2017) 24 using a Mütek PCD 05 particle charge 

detector. The specific surface area and theoretical diameter were 

calculated considering the stoichiometric relationship of the poly-

Dadmac absorption on the hydroxyl and carboxyl groups of the 

(L)CMNF surface. Viscosity (ηs) was measured according to TAPPI 

standard T-300m9021 and the data obtained were used to calculate the 

DP of the micro/nanofibers according to Equation 1: 25 

𝐷𝑃 =
𝜂𝑆

0.42
 

(Equation 1) 

From the DP values, the length of the micro/nanofibers was 

calculated following the Equation 2: 26  

𝐿𝑒𝑛𝑔𝑡ℎ (𝑛𝑚) = 4.286 ∙ 𝐷𝑃 − 757 

(Equation 2) 

Lastly, UBP, BP, and (L)CMNF suspensions were examined by 

Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), X-Ray diffraction, and 

scanning electron microscopy (SEM). FTIR analyses were performed 

using a spectrometer FTIR-ATR Perkin-Elmer Spectrum Two, in the 

range of 400-4000 cm-1 with a resolution of 4 cm-1 and a total of 40 

scans. X-Ray diffraction (XRD) analyses were performed using a Bruker 

D8 Discover with a monochromatic source CuKα1 over an angular 

range of 10-80° at a scan speed of 0.025°/s in reflection mode. The 
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background treatment was done by lines connecting the minima. 

(L)CMNF samples were freeze-dried and compressed into flat sheets 

with the thickness of around 1 mm before measurement. The 

microscope was a JEOL JSM 7800F. The acceleration voltage and 

working distance was 5 kV and 10 mm, respectively.  

Preparation of (L)CMNF-chitosan aerogels and bioactive aerogels 

Firstly, a 2% (w/w) solution of chitosan (CH) in 1% (v/v) 

aqueous acetic acid was prepared. The blank aerogels were prepared 

by dispersing the appropriate amount of this CH solution in distilled 

water until reaching 0.5% (w/w). Then, this solution was poured into 

3 cm diameter plastic beakers. Subsequently, the samples were freeze-

dried at -80 °C for 72h with a vacuum of 0.5 Pa. To construct (L)CMNF-

CH aerogels, 1% LCMNF and 0.5% CMNF aqueous slurry were used, 

respectively. When (L)CMNFs were added to the formulations, the 

required amount of the suspension was dispersed in distilled water in 

a mixer homogenizer (IKA T18 digital Ultra Turrax). Then, these 

suspensions were mixed with the required amount of CH solution 

followed by continuous stirring. The mixture was raised to pH 5.60 via 

1 M NaOH and then glutaraldehyde (2% of CH powder) was added in 

the mixture and magnetically stirred for 24h. Finally, these mixtures 

were poured into plastic beakers and freeze-dried as mentioned above. 

The resulting aerogels were labelled according to the amount of LCMNF 

or CMNF present: 100% CH, 1%LCMNF, 3% LCMNF, 5% LCMNF, 7% 

LCMNF, 10% LCMNF, 1%CMNF, 3%CMNF, 5%CMNF, 7%CMNF, and 

10%CMNF.  

Bioactive aerogels were prepared in the same way as described 

for (L)CMNF-CH aerogels, adding the BT together with the 

glutaraldehyde to attain final concentrations of 0.3, 0.7, 1, 2, 5, 10, and 
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20% (with regards to the total solids content). The rest of the 

procedure was followed as mentioned.  

Characterization of (L)CMNF-CH aerogels 

(L)CMNF-CH aerogels were characterized in terms of FTIR, XRD, 

SEM, density, porosity, mechanical performance, water and oil 

absorption capacities. FTIR, XRD, and SEM analyses were performed 

following the same methodology as for BTPW-(L)CMNFs as previously 

mentioned. Density of the aerogels was determined from the 

dimension and weight of each aerogel. The obtained value was used to 

calculate the porosity as described by Geng (2018).27 Mechanical 

performance tests were conducted on an Instron LF Plus Lloyd 

Instrument testing machine provided with 1 kN load cell and strain rate 

of 2 mm/min with a strain of 80%.  

Water and oil absorption capacity of the prepared aerogels was 

determined as reported by Fontes-Candia et al.1 Thus, a square aerogel 

of 1 cm2 was weighed and immersed in a Falcon tube containing 15 mL 

of distilled water or soybean oil. After 24h, samples were taken out and 

weighed after removing the liquid excess. These data were used to 

calculate the water and oil absorption capacity of the aerogels. The 

measurements were replicated 5 times and the results were expressed 

as average with their relative standard deviation.  

Characterization of bioactive aerogels 

In addition to the same characterization carried out for the 

previous aerogels, the antioxidant activity prolonged in time as direct 

indicator of the release kinetics of BT in the bioactive aerogels was 

measured by DPPH assay. Finally, the bioactive aerogels were tested as 

absorbent pads with burger meat and their preservation capacity was 
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examined by the determination of oxymyoglobin and metmyoglobin 

content proportions in meat samples. 

Radical scavenging activity by DPPH assay 

The antioxidant activity of the bioactive aerogels was 

determined following the DPPH assay.28 Briefly, bioactive aerogel 

samples (10 mg) were weighed into different Falcon tubes with 

subsequent addition of 4 mL 0.2 mM DPPH methanolic solution. The 

tubes were allowed to stand out from the light and after 30 min the 

absorbance of the samples was measured at 517 nm. Additionally, at 

appropriate time intervals (until 48h) the absorbance of the samples 

was recorded, as indicative of BT in vitro release.  The ability to 

sequester the DPPH radical, expressed as percentage, was calculated in 

relation to the control (without antioxidant), according to the 

Equation 3.  

%𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛 =
𝐴𝐵𝑆𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝐴𝐵𝑆𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒

𝐴𝐵𝑆𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
𝑥100 

(Equation 3) 

Evaluation of the effect of bioactive aerogels on meat preservation 

Bioactive aerogels were placed covering the bottom surface of 

glass Petri dishes (Ø 55 mm) and portions of 2 g of minced burger red 

meat were placed on the top of the aerogels. The samples were then 

sealed with parafilm and stored in the fridge at 4 °C for 10 days.1 

Control samples were prepared by using commercial meat pads.  

The ability of the bioactive aerogels to prevent meat oxidation 

was determined as direct function of meat discoloration by measuring 

the proportion of oxymyoglobin and metmyoglobin forms as described 
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by Fontes-Candia et al. with some modifications.1 Thus, the meat 

samples were homogenized with 20 mL of 0.04 M potassium phosphate 

buffer (pH 6.8) and kept in the freezer for 1h. Then, the samples were 

centrifuged at 4200 rpm for 30 min at 10 °C. The supernatant was 

filtered using 0.45 µm pore size filters and the volume of the sample 

was then adjusted with the buffer to 25 mL. Finally, the absorbance of 

the sample was measured at 503, 525, 557, and 582 nm in a 

spectrophotometer. The proportions of oxymyoglobin and 

metmyoglobin forms were calculated as proposed by Tang et al. 29 with 

the following equations:  

%𝑂𝑥𝑦𝑀𝑏 = (0.722𝑅1 − 1.432𝑅2 − 1.659𝑅3 + 2.599) 𝑥 100 

(Equation 4) 

%𝑀𝑒𝑡𝑀𝑏 = (−0.159 − 0.085𝑅2 + 1.262𝑅3 − 0.520) 𝑥 100 

(Equation 5) 

Where R1, R2, and R3 are the absorbance ratios A582/A525, A557/A525, 

A503/A525, respectively. All the determinations were done in triplicate.  

Statistics 

All data have been represented as the average ± standard 

deviation. Analysis of variance (ANOVA) followed by Duncan-test were 

used when comparing water and soybean oil absorption capacities of 

(L)CMNF-CH aerogels. Different letters show significant differences (p 

≤ 0.05).  
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Results and discussion 

Characterization of bay tree pruning waste cellulose fractions 

After subjecting BTPW to a soda pulping process, optimized for 

maximum extraction yield using relatively mild procedures, 

unbleached cellulose pulp (UBP) was obtained. For this fraction, an 

increase from 48.42% to 72.23% in the carbohydrate fraction (sum of 

α-cellulose and hemicelluloses) compared to the raw material was 

determined, due to the purification of the cellulose fibers in the pulping 

process and a major part of hemicelluloses remaining.16 After the 

bleaching process, the carbohydrate content was further increased 

(80.36%) due to the removal of a large proportion of the lignin in the 

bleached pulp (BP). The lignin content in UBP was 20.65±1.13%, while 

after the bleaching step was 9.01±0.21%. UBP showed a fiber length of 

1514 nm while BP was slightly shorter (1050 nm) with a degree of 

polymerization (DP) of 530 and 421, respectively, being attributed to 

the degradation of the fiber during the bleaching process.  

As previously discussed, the presence or absence of residual 

lignin in cellulose nanofibers results in usable properties for food 

packaging composites. So far, no studies have been conducted on the 

effect of this residual lignin in bioactive absorbent food pads. The use 

of lignocellulose micro/nanofibers (LCMNFs) from UBP applied in 

these materials could lead to an increase in water absorption capacity 

and antioxidant power due to the presence of lignin, in addition to 

being a more economical and environmentally friendly process that 

does not require bleaching step. On the other hand, the use of cellulose 

micro/nanofibers (CMNFs) obtained from BP could result in more 

flexible materials that are easier to functionalize with bioactive 
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compounds. For these reasons, in the present work, it was decided to 

simultaneously study BTPW-LCMNFs and CMNFs.   

The resulting BTPW-LCMNFs and CMNFs were characterized in 

terms of SEM (Figure S1), nanofibrillation yield, CD, and CC and these 

data were used for the estimation of the specific surface area, diameter, 

polymerization degree and length of the fibers. Several authors have 

previously reported these parameters as good indicators of the LCMNF 

and CMNF quality.30 The nanofibrillation yield (η, Table 1) for LCMNFs 

was 48% while for CMNFs, 58%. The lower performance in LCMNFs is 

associated with the presence of lignin which causes interference during 

TEMPO-mediated oxidation leading to secondary oxidation reactions.31  

Table 1. Characterization of LCMNFs and CMNFs from bay tree pruning waste 

(BTPW).  

 

CD represents the ability of the fibers to interact with their 

environment, therefore, a high CD value leads to expect a higher 

electrostatic interaction between the nanofibers, anionic compound, 

and the chitosan, cationic compound. Regarding CD, there is a notable 

increase from LCMNFs to CMNFs (from 759 µeq/g to 1349 µeq/g). This 

lower CD in LCMNFs is directly related to the lower efficiency of the 

pretreatment on these fibers due to the high lignin content that 

decreases the amount of carboxyl groups introduced and a lower 
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nanofibrillation, leading, in addition, to larger diameters in LCMNFs 

(Table 1). Similar values have been reported for LCMNFs from 

unbleached soda/oxygen sawdust pine pulp and CMNFs from 

commercial bleached kraft pine pulp. The same trend was observed for 

nanofibrillation yield of LCMNFs that was lower than CMNFs (55% and 

62%, respectively) and for CD (899 and 1231 µeq/g, respectively).32 

The DP of both LCMNFs and CMNFs was substantially decreased 

compared to the initial fiber, as did the length. It should be mentioned 

that bleaching process affects the DP and, therefore, the length of the 

fibers; hence, the decreased values in CMNFs. Thus, the characteristics 

of BTPW-LCMNFs and CMNFs were similar to those reported for other 

softwoods such as those obtained from dried softwood (spruce).33  

Finally, the success of the procedures carried out was verified 

by analyzing the chemical structure of all the fractions by FTIR. The 

peak at 1600 cm-1 in LCMNFs and CMNFs assigned to the carboxyl 

groups after TEMPO-mediated oxidation, the peak at 1511 cm-1 related 

to the aromatic ring vibrations of lignin in the UBP and LCMNF spectra, 

and the peaks at 1026 cm-1 and 895 cm-1 indicatives of cellulose purity 

were observed (Figure S2). The latter was corroborated by the XRD 

patterns (Figure S2), where the two peaks attributed to the diffraction 

planes of (1-10)/(110) and (200) which represent the typical cellulose 

I crystal form were present.34 

Feasibility of BTPW-LCMNF and CMNF as an enhancement for 

chitosan aerogels 

After studying the characteristics of LCMNFs and CMNFs 

obtained from BTPW, they were used to enhance the properties of CH 

aerogels. Thus, to know the effect produced on the structure and to 
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reach the optimal formulation, CH aerogels were formulated with 

increasing amounts of (L)CMNFs (0, 1, 3, 5, 7, and 10%).  

 

Figure 1. (a) Density and (b) porosity of the prepared (L)CMNF-CH aerogels. 

The density and porosity of the prepared aerogels is shown in 

Figure 1. In the case of LCMNF-CH aerogels, density slightly decrease 

when including BTPW-LCMNF at any concentration compared to 

100%CH aerogel (from 11.26% to 9.28-9.68%). This can be explained 

by the cross-linking of the LCMNF-CH aerogels which inhibits sliding of 

the building blocks and maintains the porous structure.15 When the 

reinforcing agent was CMNFs, the aerogels density also slightly 

decreased compared to 100%CH, although this decrease was less 

pronounced than in the case of LCMNFs. Only the 1%CMNF aerogel 

slightly increased in density compared to the blank. Overall, the 

addition of micro/nanofibers reduced the structural defects in the 

aerogels forming more porous and stable structures. The porosity of 

the aerogels increased in all cases when LCMNFs or CMNFs were added 

to the structure, due to the nanosize and high surface area of the 

nanocellulose.35 The low density and high porosity are beneficial 

characteristics to enhance the absorption capacities.36  

To find out the reaction mechanisms between the functional 

groups of LCMNF-CH and CMNF-CH aerogels, FTIR and XRD analyses 

were performed (Figure S3). However, no differences were observed 

between the FTIR spectra of the aerogels, finding the expected peaks 
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for the presence of polymeric structures (CH and cellulose). 

Surprisingly, the effect of the crosslinker action was indeed 

determinant in the crystalline structure of the samples, as observed in 

the XRD patterns. Thus, when glutaraldehyde is not present the 

diffractogram of the 100%CH aerogel corresponds to a typical 

polymeric amorphous structure. However, when the crosslinker agent 

is included, numerous peaks are observed, indicating in general the 

disappearance of the amorphous structures and the internal structure 

of the aerogel being ordered in some way to result in more crystalline 

materials. As with the FTIR spectra, no new peaks were observed when 

the CH matrix was enhanced with LCMNFs or CMNFs. Therefore, these 

analyses indicated a correct crosslinking reaction between the 

different components of the aerogels, without a modification of the 

basic chemical structure of the material upon addition of the BTPW 

fractions.  

The morphology of the aerogels was examined by SEM and 

representative images are given in Figure S4. The 100%CH aerogel 

exhibited an open pore network structure that was smoothed and 

homogenized when reinforced with both LCMNFs and CMNFs. No 

phase separation was observed indicating good cohesion in the 

structure and successful crosslinking.  

CH aerogels have weak mechanical performance thus limiting 

their application. However, biomass derived-CNFs have proven to 

increase the mechanical strength in CH matrices.36 In this study, it was 

observed how adding BTPW-LCMNFs strengthened the CH matrix 

starting at 3%, reaching the maximum reinforcing effect at 5% (18.41 

kPa) compared to 100%CH (12.54kPa). Higher LCMNF ratios (7-10%) 

did not imply a matrix reinforcing effect (Figure 2a). As previously 
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mentioned, residual lignin in LCMNFs has proven to be responsible of 

the high dispersion and reinforcing capacity in composite materials. 

Interestingly, the reinforcing effect was much greater when CMNFs 

were incorporated. Thus, CMNF-aerogels increased their compressive 

strength with 3-7% CMNF (29.28-36.27 kPa). At 10% CMNF, this 

reinforcing effect is lost, possibly due to a collapse in the structure. The 

higher specific surface area achieved in CMNFs because it does not 

contain residual lignin compared to LCMNFs is responsible for this 

higher reinforcing capacity. Nanofibers entangle into a 3D network 

more easily when lignin is not present, resulting in stronger adhesion 

and crosslinking between molecules.15 In addition, the increase in 

Young’s modulus of CMNF-CH aerogels compared to 100%CH (Figure 

S5) suggest a higher elasticity of the materials, attributed to increased 

crosslinking, which is suitable for applications requiring flexible 

materials.37 The strain-stress curves (Figure 2b-c) show how at the 

beginning of the test, there is a slight increase in stress under 

compression due to the collapse of the porous structure forming a 

plateau region. When the strain increases above 40-50%, the stress 

begins to increase sharply due to the complete collapse of the cellular 

structures of the porous materials, forming a dense structure to resist 

deformation. This behavior is typical of foam-type materials.38 In the 

case of CMNF aerogels, the maximum stress at 80% strain was 30-33 

kPa for 3, 5, and 7% CMNF. Lower or higher concentrations of BTPW-

CMNFs in the structure did not result in a reinforcing effect. The fact 

that the reinforcing effect is greater with CMNFs than with LCMNFs can 

be again attributed to the presence of lignin in LCMNFs. It has been 

recently reported that the presence of lignin interferes with the 

primary activator (NaClO) during the bleaching process resulting in 

aerogels with poorer mechanical properties.31 Some authors have 
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reported that higher aspect ratio of CMNFs results in higher Young’s 

modulus of aerogels when the content of cross-linker employed is less 

than that of micro/nanofibers.39 BTPW-CMNFs exhibited higher aspect 

ratio than BTPW-LCMNFs thus confirming this explanation (Table 1).  

 

Figure 2. Mechanical performance of the prepared LCMNF-CH and CMNF-CH 

aerogels. 

Aiming the aerogels to be applied in food packaging absorbent 

pads, a very porous structure with high absorption capacity is desired. 

The high porosity of aerogels containing LCMNFs and CMNFs has been 

previously proven. The results of the study of water and oil absorption 

capacity of aerogels are shown in Figure 3. In the case of water 

absorption, the incorporation of BTPW-LCMNFs into the CH matrix led 

to an increase in the absorption capacity. The maximum absorption 

capacities were reached with 3%LCMNF (62.12g water/g aerogel) and 
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5%LCMNF (60.26 g water/g aerogel). When higher amounts were 

added, the water absorption capacity considerably decreased. Fontes-

Candia et al. reported that high cellulose contents in the aerogel lead to 

the formation of stronger hydrogen bonding networks that decrease 

water uptake.1 The values obtained in this study were slightly higher 

than those obtained for aerogels containing Arundo donax cellulose 

fractions and like those obtained for corn starch aerogels intended for 

active food packaging.1,11 Only in the case of modified cellulose aerogels 

have higher water absorption capacities.15 For CMNF aerogels, the 

maximum absorption capacity was reached at 5% (53.37% g water/g 

aerogel), being in all cases slightly lower than when LCMNFs were used. 

It is known lignin is a hydrophobic fraction and its presence in the 

fibers contribute to a lower hydrophilicity of the aerogels, thus 

decreasing water uptake.40 However, in the case of BTPW-LCMNFs it 

seems that the residual lignin contributes to a higher compatibility of 

the aerogels with water, since in the case of CMNFs, a more purified 

cellulose fraction, less hydroxyl groups would remain available in the 

aerogel pores due to a strong self-association.1 In fact, the CD of CMNFs 

compared to LCMNFs (1349.02 µeq/g and 759.98 µeq/g, respectively) 

supports this theory, as previously mentioned in mechanical 

performance.  

The oil absorption capacity of 100% CH was only slightly 

improved with 5%LCMNF (37.05 g oil/ aerogel compared to 33.12 g 

oil/g aerogel). In the case of LCMNF aerogels, oil absorption slightly 

increases with LCMNF content in low proportions (1-5%). This 

behavior could be attributed to a uniform alignment of numerous 

pores, as result of the increased dispersion because of the presence of 

residual lignin, which allows rapid liquid absorption and provides a 
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large volume for storage of the absorbed liquids.15 When the aerogels 

were formulated with CMNFs, no significant differences were found in 

the concentration range 1-7%, the oil absorption capacity being 20-30 

g oil/g aerogel. 

 

Figure 3. Water and soybean oil absorption capacity of LCMNF-CH and CMNF-CH 

aerogels. Bars with different letters are significantly different (p≤0.05). 

As mentioned, when aerogels are designed to be food pads, they 

are required to be highly porous and absorbent. In the aerogels 

prepared so far, effective crosslinking between BTPW-LCMNFs or 

CMNFs and CH has been demonstrated, in addition to high porosity at 

all ratios studied (>99%). Moreover, a maximum reinforcing effect of 

the CH matrix was achieved with 5%LCMNF (23.41% improvement) 

and 3-7%CMNF (89.07% improvement), attributing these differences 

between LCMNFs and CMNFs to the higher aspect ratio of BTPW-

CMNFs. Finally, the high water absorption capacity of the aerogels 
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increased with 3-5%LCMNF, and 5%CMNF. For oil absorption, the 

improvement over CH was achieved with 5%LCMNF. Considering these 

results, 5%LCMNF and 5%CMNF were selected as the optimum 

formulation of the CH aerogels, as commitment result between 

mechanical performance and absorption capacity.  

Effect of bay leaves extract on the properties of (L)CMNF-CH 

aerogels 

BT was obtained by Soxhlet methodology and exhibited a TPC of 

23.37 ± 4.09 GAE/g extract with 87% scavenging activity (SA) 

determined by the DPPH assay. These values resulted very similar and 

even higher than the ones reported for natural extracts aimed for food 

packaging applications such as pinhão coat extract (22.53 GAE/g) or 

yerba-mate extract (12.88 GAE/g and 85%SA).11,12  

Once the highly porous and absorbent aerogels, and on the other 

hand, the BT extract were obtained, it was proceeded to formulate the 

bioactive aerogels by studying the effect of increasing concentrations 

of BT (0.3-20% BT) on 5%LCMNF and 5%CMNF aerogels.  

Density and porosity of bioactive aerogels is also shown in 

Figure 4. As expected, the bioactive aerogels slightly increased their 

density compared to their reference matrices because of the correct 

incorporation of BT. The porosity of the bioactive aerogels remained 

high (>99%) in all cases. The most striking fact is the increase in the 

porosity of the LCMNF-reinforced bioactive aerogels (from 96 to 99%). 

It seems that when BT is present, there must be some new interaction 

between the residual lignin of LCMNFs and BT leading to a better 

dispersion of the matrix components, increasing the porous structure.  
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Figure 4. Density and porosity of bioactive (L)CMNF-CH aerogels. 

FTIR spectra of the bioactive aerogels (Figure S6) showed the 

same bands and peaks observed for the (L)CMNF-CH aerogels at low 

concentrations of BT (0.3-2%), indicating that no new functional 

groups are formed and that the retention of BT in the polymeric matrix 

could be purely a physical interaction. However, it is worth mentioning 

that at high BT concentrations (5-20%) a new peak at 1730 cm-1 is 

observed in both LCMNF and CMNF aerogels, which is due to the 

presence of lipid compounds from the extract.3 This peak probably 

does not appear in the spectra of low BT concentration bioactive 

aerogels because the amount incorporated is too low to be detected. 

Peaks at 1592 cm-1, 1412 cm-1, 1319 cm-1 and 1060 cm-1 typical of 

ethanolic BT, overlap with those of 5%LCMNF or 5%CMNF.20 

Similarities between all the spectra suggested incorporation of BT into 

the matrix of CH aerogels.   
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The water and oil absorption capacities of the bioactive aerogels 

were again analyzed to verify they act as water or soybean oil 

absorbers after 24 h (Figure 5). Regarding the water uptake, the 

highest absorption capacities were obtained with concentrations 

≥5%BT in the case of LCMNF-formulated aerogels. Thus, these aerogels 

exhibited a water uptake capacity of 61.17, 64.85 and 73.25 g water/g 

aerogel for 5, 10 and 20%BT, respectively, compared to 56.74 g 

water/g aerogel for 5%LCMNF. In the case of bioactive CMNF-

formulated aerogels, a similar trend was observed but it was not until 

10%BT that the value of the reference matrix was reached. Kanmani 

and Rhim reported a slight increase in the water uptake ability of 

composite films when incorporating grape fruit seed extract, 

suggesting that it is due to the presence of groups with greater affinity 

to bind water molecules.41 Similar behavior has also been reported for 

CH composites incorporating carvacrol and grape fruit seed extract.42 

As was the case with LCMNF reinforced aerogels, the water uptake 

capacity was higher than with CMNF aerogels, corroborating the higher 

self-association of the fibers in the absence of residual lignin. This effect 

is even more remarkable when the aerogels are formulated with BT 

because in the LCMNF aerogels more BT will be retained and, therefore, 

water will be retained both in the hydrophilic domains of BT and in the 

non-self-associated LCMNF due to the presence of lignin. In the case of 

soybean oil, absorption followed a similar trend, with maximum 

absorption values when the aerogels were formulated with 10% BT 

(50.29 and 46.29 g oil/g aerogel for LCMNF and CMNF, respectively). 

These values were higher than those reported for pure Posidonia 

oceanica (nano)cellulosic aerogels 43 or bio-aerogels from dried salad 

waste.44 As in these cases, the absorption selectivity of the aerogels was 

higher for water than for oil. These facts make the bioactive aerogels 
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prepared in this study applicable in food products with high aqueous 

activity or meats that release exudate, favoring its correct 

management.11  

 

Figure 5. Water and soybean oil absorption capacities, and water contact angle 

(WCA) of bioactive LCMNF-CH and CMNF-CH aerogels. 

Thus, the characterization carried out for the bioactive aerogels 

allowed to verify the correct incorporation of BT in the aerogel matrix. 

The bioactive aerogels maintained the beneficial characteristics 

achieved with 5%LCMNF or 5%CMNF such as high porosity and 

reinforced mechanical performance (Figure S7). At medium-high 

concentrations of BT in the aerogel matrix (5-20%) such important 

characteristics for the use of these materials as absorbent pads as 

water or oil absorption capacity were not only maintained with respect 

to their reference matrices but improved. Furthermore, the hydrophilic 
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character of bioactive aerogels ascertained by WCA measurement 

suggests the use of these materials as aqueous liquid absorbent pads.  

Evaluation of the bioactive capacity of BTPW-CH aerogels for meat 

preservation 

The antioxidant capacity of the bioactive aerogels was evaluated 

as scavenging activity (%SA) by means of the DPPH assay prolonged in 

time, as direct indicator of the releasing rate of the extract to the 

medium (Figure 6). For LCMNF-aerogels, an increasing antioxidant 

power (%SA at 30 min) is observed as the concentration of BT in the 

aerogel increases. The 5%LCMNF aerogel exhibited 7.04, 52.38 and 

69.86%SA for 0.5, 24 and 48h, respectively, derived from the residual 

lignin content in LCMNFs, with an aromatic structure that acts as 

antioxidant agent preventing or retarding oxidation processes induced 

by oxidizing species, such as free radicals.6 Based on the behavior of the 

LCMNF aerogels in this test, they can be divided into two groups, those 

with ≤2%BT and those with ≥5%BT. Thus, the aerogels with low BT 

concentration in the matrix presented approximately 9, 13, 16 and 

24%SA at 30 min of testing for 0.3, 0.7, 1 and 2%BT, respectively. 

During the first day of assay (0-24h) it is shown how slowly the 

proportional release of BT to the medium (and therefore an increase of 

%SA) is taking place. After 48h of test it could be said that aerogels 

containing 0.7-2% BT reached the maximum release and, therefore, 

scavenging activity (88-91%SA).  

In the case of LCMNF aerogels containing high proportions of BT 

(5-20%BT), certain differences are observed in this behavior. Only 

with 30 min test, 46.60, 78.92 and 86.95%SA were obtained for 5, 10 

and 20%BT, respectively. For these aerogels, the BT release rate was 

much faster than in the previous ones. The 5%BT aerogel exhibited 
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61.86, 75.39 and 85.04%SA for 1, 2, and 3h of assay, while from 4h and 

up to 48h the %SA was maximum. For 10%BT and 20%BT aerogels, the 

%SA was maximum from 1h of assay, indicating the even faster rate of 

BT release. These differences between aerogels with low and high BT 

ratios can be attributed to the fact that at low ratios there is less 

availability of extract to interact with DPPH because it is interacting 

with LCMNF in the aerogel matrix, while at high BT ratios all the free 

hydroxyl groups of LCMNFs for interaction with BT would have already 

been filled, leaving BT still free to scavenge the DPPH radical which 

translates into higher %SA at shorter test times.12  

 

Figure 6. BT release profiles as function of DPPH scavenging activity (%SA) of 

bioactive LCMNF-CH and CMNF-CH aerogels. 

Bioactive CMNF-aerogels showed a very similar behavior 

pattern to LCMNF aerogels with some slight differences. Thus, it is 

observed that in the case of aerogels with high proportions of BT, the 



Publicación V 

278 
 

total release of the extract in the first hours of the test is done at a 

slightly lower rate than in LCMNF aerogels. For example, 10%BT-CMNF 

exhibited 60.04 and 73.43%SA for 1 and 2 h trial, respectively, while 

10%BT-LCMNF, 85.26 and 87.62%SA for 1 and 2h trial, respectively. 

However, it is seen how at 24h of assay, the %SA and, therefore, the 

release of the extract, is practically maximal for any proportion of BT in 

the CMNF aerogel matrix (0.3-20%BT). According to the results 

reported by Fontes-Candia et al. this behavior is explained by several 

facts. First, in early stages of the assay, the release is more prominent 

for aerogels with less purified cellulose fraction (LCMNFs) due to the 

morphology of these aerogels. The results obtained for the absorption 

capacity of these samples were also higher than for CMNF-aerogels 

because of the presence of residual lignin. This contributed to the faster 

release of the extract which resulted in an increase in %SA at earlier 

stages. On the other hand, results for the bioactive CMNF-aerogels had 

suggested a stronger BT-CMNF interaction, resulting in a slower 

release of the extract.1 In addition to this, it is known that the specific 

surface area is one of the most important parameters controlling the 

dissolution rate of compounds and their absorption. Composite 

materials with high surface areas results in a slower and more gradual 

release profile, which is very interesting for food preservation and 

active packaging.12,47 Thus, BTPW-CMNFs presented a higher specific 

surface than BTPW-LCMNFs (Table 1) supporting the release behavior 

found. In any case, the BT extract presents a polyphenol-rich profile 

with high antioxidant capacity,48 being possible to suggest that 

polymeric matrices loaded with BT, such as CH and (L)CMNF aerogels, 

present a great potential for the formulation of food preservatives and 

nutraceuticals. 
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As a final proof of concept, the prepared bioactive aerogels were 

tested as absorbent pads to inhibit the color loss of burger minced 

meat, directly related to lipid oxidation and thus rancidity. Meat 

discoloration is the consequence of the formation of metmyoglobin 

species as result of oxymyoglobin oxidation process. The intensity in 

the meat color is due to the total myoglobin content. The stability of the 

color, therefore, is determined by the maintenance of myoglobin in its 

oxygenated ferrous form (oxymyoglobin). Oxidation of this form to 

ferric myoglobin (metmyoglobin) is the process that take place during 

storage of refrigerated meat, responsible for rancidity.49 The 

proportion of these two forms in the meat was estimated after storage 

for 10 days in contact with the absorbent pads and the results are 

shown in Figure 7. On day 0, as expected with fresh meat, the content 

of oxymyoglobin was higher than that of metmyoglobin. After 10 days 

of refrigerated storage (control sample), the proportion of these two 

species varied, with the proportion of metmyoglobin increasing, 

indicative of color loss.  

 

Figure 7. Proportions of oxymyoglobin (%OxyMb) and metmyoglobin (%MetMb) in 

the raw minced red meat (Day 0) and in the meat after 10 days of storage. 
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Interestingly, when the burger meat was stored with the 

bioactive pads, the appearance of metmyoglobin in the sample after 10 

days of storage was lower than in the control sample, reaching in the 

best cases a metmyoglobin proportion of 20% compared to 45% for the 

control pad. Similar behavior has been reported for Arundo donax 

cellulose-based aerogels,1 which allowed to obtain 46% metmyoglobin 

forms compared to 65% in the control pad. In the case of this study, 

when burger meat was stored with the LCMNF-pads there was a slight 

increase in the proportion of oxymyoglobin for 5%LCMNF, 0.3%BT, 

0.7%BT, and 1%BT, compared to the control sample. The most 

important fact was that for BT concentrations ≥2%, the proportion of 

oxymyoglobin in the meat was the same as that obtained in the fresh 

meat on day 0 of the trial, highlighting the great potential of these 

materials to limit oxidation processes in meat foods. When the meat 

was refrigerated with the CMNF pads, the same trend was observed 

with the difference that the 5%CMNF pad did not lead to an increase in 

the proportion of oxymyoglobin with respect to the control sample, as 

was the case with 5%LCMNF. This indicates that the presence of 

residual lignin in LCMNFs is contributing to this food maintenance, as 

suggested by the %SA result for this aerogel. Finally, differences were 

observed between pads reinforced with LCMNFs or CMNFs containing 

high concentrations of the extract (10-20%BT). Thus, for LCMNF-pads, 

the results obtained were the same as those mentioned above for BT 

concentrations ≥2%BT; the proportion of oxymyoglobin remained 

similar to that of the fresh meat on day 0. However, somehow for 

CMNF-pads the proportion of oxymyoglobin was in line with that of the 

samples containing low concentrations of BT (0.3-1%BT). Maybe, for 

these CMNF-pads the bioactive fraction has been released to the 

medium too fast hindering, on the one hand, the correct absorption of 
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the meat exudate and, on the other hand, not carrying out its 

antioxidative effect.  

Conclusions 

In this study the valorization of bay tree pruning waste (BTPW) 

has been carried out by obtaining lignocellulose and cellulose 

micro/nanofibers (LCMNF and CMNF) and their application as 

reinforcing agent in chitosan aerogels, studying the effect of the 

residual lignin of the fibers for such application. In addition, these 

chitosan aerogels have been enriched with bay leaves extract (BT) for 

their application as bioactive absorbent pads for burger meat 

preservation. Thus, CMNFs were obtained with higher cationic demand 

and aspect ratio (1349 µeq/g and 132.90, respectively) compared to 

LCMNFs (759 µeq/g and 96.65, respectively). These are key factors 

when applying these fractions as reinforcing agents in aerogels, as they 

are directly related to the mechanical performance and absorption 

properties. Although the use of LCMNFs resulted in an optimal 

reinforcing effect at 5%, it was considerably greater (80% 

improvement) when used CMNFs. The absence of residual lignin in the 

latter seems to have contributed to a stronger self-association between 

the fibers, increasing the compressive strength. On the other hand, the 

presence of residual lignin in LCMNF-aerogels was decisive in 

increasing the water absorption capacity of the materials, which 

reached their maximum with 3-5%LCMNF (62.12 and 60.26 g water/g 

aerogel). The 5%LCMNF and 5%CMNF aerogels were selected as the 

optimal formulation and were enriched with incremental amounts of 

BT. These bioactive aerogels not only maintained their characteristics 

but even increased the water absorption capacity with ≥5%BT in their 

formulation. The study of the antioxidant capacity if the aerogels 
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prolonged in time, as a direct indicator of the release rate of BT to the 

medium proved that the presence of residual lignin led to a faster 

increase in antioxidant power in the first hours of the assay. In both 

cases, aerogels showed great potential for the formulation of active 

food packaging materials. Finally, the use of these bioactive aerogels as 

absorbent pads for burger meat resulted in a maintenance of the 

freshness of the meat product after 10 days of storage. Again, the 

residual lignin present was a key factor since in the case of 5%LCMNF 

pads, this retardation of meat oxidation was obtained with lower 

amounts of BT in the formulation as a result of a synergistic effect 

between the residual lignin and the extract.  
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Supporting Information 

Materials 

The reagents used during the pulping process and cellulose 

nanofibers production and characterization were: sodium hydroxide 

(NaOH, pellets, pure, pharma grade), hydrochloric acid (HCl, 37%), 

acetic acid glacial (99.7% purity), Copper(II) Ethylenediamine from 

PanReac AppliChem, ITW Reagents. Sodium chlorite (NaClO, 80% 

purity) and sodium bromide (NaBr, 99%) from Honeywell, FlukaTM. 

2,2,6,6,-Tetramethyl-1-piperidinyloxy (TEMPO, free radical, 98% 

purity) from Sigma-Aldrich, Poly-Dacmac (0.001N) and Pes-Na 

(0.001N) from BTG.  

The reagents used during aerogels preparation and 

characterization were chitosan (high molecular weight 310000-

375000 Da, ˃ 75% deacetylated chitin, Poly (D-glucosamine) purchased 

from Sigma-Aldrich, ethanol (96.0%, PanReac AppliChem ITW 

Reagents), 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH, Sigma-Aldrich), 

soybean oil from Guinama S.L.U., potassium dihydrogen phosphate and 

di-Potassium hydrogen phosphate (AGR, LabKem labbox).     

LCNF and CNF production  

BTPW was pulped in a 15 L batch reactor at 120 ± 1 °C for 90 

min containing 12% NaOH (o.d.m.) solution and heated by an outer 

jacket heater and under stirring by rotating the reaction vessel via a 

motor; the liquid/solid ratio was 8:1. After pulping, cooked material 

was dispersed in a pulp disintegrator at 1200 rpm for 30 min. The pulp 
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was then passed through a Sprout-Bauer beater and separated by 

sieving through a netting of 0.14 mm mesh size, obtaining the 

unbleached semichemical pulp (UBP). Bleached pulp (BP) was 

obtained by bleaching process using 3 g of sodium chlorite per g of 

cellulose pulp in a 0.3% fiber suspension in water at 80 °C for 3h. Once 

cooled, the pulp was filtered and washed with acetone and distilled 

water.  

LCNF and CNF were obtained from the UBP and BP, respectively, 

being chemically pretreated. The chemical process consisted in a 

TEMPO-mediated oxidation [20]. A fiber suspension of 0.02% 

containing TEMPO (0.16 g) and NaBr (1 g) was prepared. The oxidation 

started adding 5 mmol of 12% NaClO solution with continuous stirring 

at room temperature. The pH was maintained at 10 by adding 0.5 M 

NaOH until no lowering pH was observed. Once the reaction finished, 

the oxidized fibers were washed and prepared at 1% aqueous 

suspension to pass through a high-pressure homogenizer (PANDA GEA 

2 K NIRO) for 4 passes at 300 bar, 3 passes at 600 bar and 3 passes at 

900 bar.    

Production and characterization of bay leaves extract 

Bay leaves extract (BT) was obtained by Soxhlet methodology. 

For this, 5 g of biomass (dry weight basis) were placed into the Soxhlet 

extraction thimble and placed in the extraction equipment. The 

extraction was performed using 200 mL of pure ethanol during 5h 

(until no solvent coloration was observed). Once the extraction was 

finished, BT was cooled to room temperature and filtered through a 

filter paper cone (Whatman nº1).  
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The total phenolic content (TPC) of the extract was determined 

following the Folin-Ciocalteu method as follows. Folin-Ciocalteu 

reagent (1.25 mL) was mixed with 2.5 mL of aqueous sodium carbonate 

(saturated solution), 0.25 mL of BT and made up to a final volume of 25 

mL with distilled water. The sample was incubated for 30 min at 40 °C 

in a thermostatic bath and then its absorbance was read at 760 nm. The 

TPC was calculated from a calibration curve of gallic acid (100-1000 

mg/L gallic acid) and expressed as mg gallic acid equivalents per gram 

of BT (GAE/g). 

The radical scavenging activity of BT was determined by the 

DPPH method. Briefly, a 0.2 mM DPPH solution in methanol was 

prepared and its absorbance was read at 517 nm. Then, 980 µL of DPPH 

methanolic solution was mixed with 20 µL of BT and incubated for 30 

min in the dark before measuring the absorbance at 517 nm. The DPPH 

radical scavenging activity (%SA) was calculated according to the 

following equation:   

𝑆𝐴 (%) =
𝐴𝐵𝑆𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘 − 𝐴𝐵𝑆𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒

𝐴𝐵𝑆𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘
𝑥100 
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Figure S1. SEM micrographs of (a) unbleached cellulose pulp, (b) 

bleached cellulose pulp and (c) nanofibrillation process of the fiber. 
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Figure S2. FTIR spectra (a) and XRD patterns (b) of bay tree pruning 

unbleached and bleached pulp, lignocellulose micro/nanofibers 

(LCMNF) and cellulose micro/nanofibers (CMNF). 
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Figure S3. FTIR spectra (a,b) and XRD patterns (c,d) of 100% CH, 

LCMNF-CH and CMNF-CH aerogels. 
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Figure S4. SEM images of (a) 100%CH, (b)5%LCMNF, (c)5%CMNF and 

(d)LCMNF+20%BT aerogels. 

 

Figure S5. Young’s Modulus of (L)CMNF-CH aerogels.  

 

Figure S6. FTIR spectra of bioactive (L)CMNF-CH aerogels. 
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Figure S7. Mechanical properties of bioactive aerogels.  
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Conclusiones 

A continuación, se exponen las conclusiones obtenidas en cada 

una de las publicaciones que conforman la presente Tesis Doctoral.  

Publicación I. E. Rincón, A. M. Balu, R. Luque, L. Serrano. 

Insulating rigid polyurethane foams from laurel tree pruning based 

polyol. Journal of Applied Polymer Science, 2021, 138:6, 49789. 

1. Los residuos de la poda de laurel pueden utilizarse eficazmente 

y sin fraccionamiento para la preparación de un poliol activo 

mediante una reacción de licuefacción sencilla y sostenible, 

obteniendo un buen rendimiento de reacción. Además, el poliol 

muestra propiedades similares (número de hidroxilo, 

viscosidad y peso molecular) a las ya existentes en el mercado 

de los poliuretanos. Esto permite la valorización de los residuos 

de la poda de laurel en su totalidad.  

2. El poliol obtenido es aplicable en la preparación de espumas de 

poliuretano aislantes, utilizando diferentes diisocianatos y una 

serie de reactivos respetuosos con el medio ambiente. Además, 

se ha comprobado que el poliol se residuos de la poda de laurel 

es capaz de sustituir el aceite de ricino en altas proporciones 

(40% en peso con TDI y 50% en peso con MDI).  

3. Las espumas obtenidas muestran buenas propiedades 

mecánicas, así como una mejor resistencia térmica, lo que 

sugiere su aplicación en la industria del poliuretano para lograr 

la sustitución de los materiales derivados del petróleo.  

Publicación II. E. Rincón, A. M. Balu, R. Luque, L. Serrano. 

Mechanochemical extraction of antioxidant phenolic compounds from 

Mediterranean and medicinal Laurus nobilis: A comparative study with 
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other traditional and green novel techniques. Industrial Crops & 

Products, 2019, 141, 111805.  

1. El extracto natural de hojas de laurel enriquecido en 

compuestos fenólicos antioxidantes puede ser obtenido 

mediante la aplicación de un pretratamiento mecanoquímico 

sobre la muestra en lugar de llevar a cabo la extracción 

convencional Soxhlet, evitando el uso excesivo de disolventes.  

2. La evaluación de diferentes reactivos sólidos para este 

pretratamiento mecanoquímico ha dado los mejores resultados 

mediante el empleo de una sal de litio (Li2CO3). En este caso, el 

contenido fenólico total obtenido es comparable a la extracción 

convencional, aunque menor si se compara con técnicas de 

intensificación como la extracción asistida por ultrasonidos o 

microondas.  

3. Se sugiere la sustitución de la extracción convencional por la 

mecanoquímica ya que, para los mismos rendimientos, el 

tiempo de extracción se reduce 10 veces, además de tratarse de 

una metodología sostenible, que cumple con todos los 

principios de la química verde.  

Publicación III. E. Rincón, A. Zuliani, A. Jiménez-Quero, F. 

Vilaplana, R. Luque, L. Serrano, A. M. Balu. Combined 

extraction/purification-catalytic microwave-assisted conversion of 

Laurus nobilis L. pruning waste polysaccharides into methyl levulinate. 

ACS Sustainable Chemistry & Engineering, 2020, 8:29, 11016.   

1. La fracción de polisacáridos (hemicelulosas y almidón) 

presente en los residuos de la poda de laurel puede ser 

empleada como fuente de azúcares C5 y C6 para su 
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conversión simultánea en levulinato de metilo, molécula de 

alto valor añadido.  

2. La optimización del proceso de autohidrólisis para la 

obtención de esta fracción resulta en unas condiciones de 

extracción óptimas a 160 °C durante 45 min. Los 

polisacáridos así obtenidos están compuestos 

principalmente de glucosa, xilosa y galactosa, y cantidades 

más bajas de manosa y ramnosa, resultando en una mezcla 

de azúcares C5 (37.87%) y C6 (60.86%).  

3. La citada mezcla de azúcares se puede convertir 

simultáneamente en levulinato de metilo bajo irradiación 

microondas en un medio rico en metanol utilizando un 

catalizador simple y barato como el Al2SO4. En este caso, se 

alcanza un rendimiento óptimo de levulinato de metilo 

(40%) a partir de los polisacáridos purificados de residuos 

de la poda de laurel tras una simple extracción/purificación 

de carbohidratos combinada con una etapa catalítica asistida 

por microondas.  

Publicación IV. E. Rincón, E. Espinosa, M. T. García-Domínguez, 

A. M. Balu, F. Vilaplana, L. Serrano, A. Jiménez-Quero. Bioactive pectic 

polysaccharides from bay tree pruning waste: Sequential subcritical 

water extraction and application in active food packaging. 

Carbohydrate Polymers, 2021, 272:15, 118477.  

1. La obtención selectiva de polisacáridos pécticos a partir de 

residuos de la poda de laurel puede llevarse a cabo mediante 

extracción secuencial con agua subcrítica, bajo condiciones 

optimizadas de 160 °C durante 5 min.  
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2. La fracción de polisacáridos así obtenida preserva un alto peso 

molecular además de encontrarse altamente enriquecida en 

carbohidratos con un contenido excepcional en pectinas que 

conservan los ácidos fenólicos unidos.  

3. La preparación de películas de quitosano conteniendo un 10% 

de la fracción de pectinas mejora considerablemente la 

resistencia a la tracción y el módulo elástico de las mismas, 

además de aumentar la capacidad de bloqueo de la luz UV y la 

capacidad antioxidante.  

4. Las películas obtenidas presentan, además, actividad 

antimicrobiana convirtiéndolas en materiales ideales para su 

aplicación en el envasado activo de alimentos. 

Publicación V. E. Rincón, E. Espinosa, M. Pinillos, L. Serrano. 

Bioactive absorbent chitosan aerogels reinforced with bay tree pruning 

waste nanocellulose with antioxidant properties for burger meat 

preservation. Artículo en revision para publicación en la revista 

Polymers.  

1. La valorización de residuos de la poda de laurel también puede 

abordarse mediante su fraccionamiento y posterior tratamiento 

para la obtención de micro/nanofibras de lignocelulosa y 

celulosa. Esto se consigue mediante un proceso de pasteo a la 

sosa, medioambientalmente favorable, posterior 

pretratamiento químico de las fibras y tratamiento de 

homogeneización a alta presión. De esta forma, se obtienen 

micro/nanofibras con buenos rendimientos de nanofibrilación 

y características prometedoras (alta demanda catiónica y área 

superficial específica) para su aplicación en refuerzo de 

materiales.  
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2. Estas micro/nanofibras actúan como agente de refuerzo en 

aerogeles de quitosano en los que se ha observado un alto 

rendimiento mecánico (mejora del 80%) y propiedades de 

absorción de líquidos mejoradas gracias a la presencia de las 

micro/nanofibras en la estructura.  

3. Estos mismos aerogeles con formulación optimizada pueden ser 

funcionalizados con extractos naturales de las hojas de laurel 

para hacerlos bioactivos. La presencia de los extractos en el 

aerogel no sólo mantiene las características alcanzadas gracias 

a la presencia de micro/nanofibras, sino que mejora la 

capacidad de absorción de agua. Además, los aerogeles 

muestran capacidad antioxidante prolongada en el tiempo como 

resultado de la liberación del extracto presente. La tasa de 

liberación de extracto dependerá de la presencia o ausencia de 

lignina residual en las micro/nanofibras.  

4. Los aerogeles bioactivos son aplicables como almohadillas 

absorbentes de exudados de productos cárnicos. En concreto, se 

ha demostrado que el empleo de estos nuevos materiales en el 

envasado de carne de hamburguesa mantiene su estado fresco 

tras 10 días de almacenamiento como un efecto sinérgico entre 

la lignina residual de las micro/nanofibras y el extracto.  

En resumen, la presente Tesis Doctoral propone la valorización de 

los residuos de la poda de laurel, tanto en la totalidad del material como 

en las fracciones que lo componen por separado, para su aplicación en 

la obtención de nuevos materiales y productos de alto valor añadido. 

Todo esto llevado a cabo en el contexto de la bioeconomía circular para 

conseguir un desarrollo sostenible, ya que se han empleado técnicas 
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sencillas, eficientes y respetuosas con el medio ambiente que cumplen 

con los principios de la Química Verde.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Conclusions 

307 
 

Conclusions 

The conclusions derived from each publication that compose 

this Doctoral Thesis are presented below.  

Publication I. E. Rincón, A. M. Balu, R. Luque, L. Serrano. 

Insulating rigid polyurethane foams from laurel tree pruning based 

polyol. Journal of Applied Polymer Science, 2021, 138:6, 49789. 

1. Bay tree pruning waste can be effectively used for the 

preparation of an active polyol by a simple and sustainable 

liquefaction reaction without biomass fractionation, 

obtaining a good reaction yield. Moreover, the polyol shows 

similar properties (hydroxyl number, viscosity, and 

molecular weight) to those already existing in the 

polyurethane market. This allows the valorization of bay 

tree pruning waste in its entirety.  

2. The polyol obtained is applicable in the preparation of 

insulating polyurethane foams, using different diisocyanates 

and a series of environmentally friendly reagents. In 

addition, it has been proved that the polyol obtained from 

bay tree pruning waste is capable of replacing castor oil in 

high proportions (40% wt. with TDI and 50% wt. with MDI). 

3. The foams obtained show good mechanical properties, as 

well as better thermal resistance, suggesting their 

application in the polyurethane industry to achieve the 

substitution of petroleum-derived materials.  

Publication II. E. Rincón, A. M. Balu, R. Luque, L. Serrano. 

Mechanochemical extraction of antioxidant phenolic compounds from 

Mediterranean and medicinal Laurus nobilis: A comparative study with 
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other traditional and green novel techniques. Industrial Crops & 

Products, 2019, 141, 111805.  

1. Natural extract from bay leaves enriched in antioxidant 

phenolic compounds can be obtained by applying 

mechanochemical pretreatment on the sample instead of 

carrying out conventional Soxhlet extraction, avoiding the 

excessive use of solvents.  

2. The evaluation of different solid reagents for this 

mechanochemical pretreatment has given the best results 

using a lithium salt (Li2CO3). In this case, the total phenolic 

content obtained is comparable to conventional extraction, 

although lower when compared to intensification 

techniques such as ultrasound or microwave-assisted 

extraction.  

3. The substitution of conventional extraction by 

mechanochemical extraction is suggested since, for the same 

yields, the extraction time is reduced 10 times, in addition to 

being a sustainable methodology, which complies with all 

the principles of green chemistry.  

Publication III. E. Rincón, A. Zuliani, A. Jiménez-Quero, F. 

Vilaplana, R. Luque, L. Serrano, A. M. Balu. Combined 

extraction/purification-catalytic microwave-assisted conversion of 

Laurus nobilis L. pruning waste polysaccharides into methyl levulinate. 

ACS Sustainable Chemistry & Engineering, 2020, 8:29, 11016.   

1. The polysaccharide fraction (hemicelluloses and starch) 

present in bay tree pruning waste can be employed as a 

source of C5 and C6 sugars for simultaneous conversion into 

methyl levulinate, a high value-added molecule.  
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2. Optimization of the autohydrolysis process to obtain this 

fraction results in optimal extraction conditions at 160 °C for 

45 min. The polysaccharides obtained are composed mainly 

of glucose, xylose and galactose, and lower amounts of 

mannose and rhamnose, resulting in a mixture of C5 

(37.87%) and C6 (60.86%) sugars.  

3. The above mixture of sugars can be simultaneously 

converted to methyl levulinate under microwave irradiation 

in a methanol-rich medium using a simple and inexpensive 

catalyst such as Al2SO4. In this case, an optimum yield of 

methyl levulinate (40%) is achieved from polysaccharides 

purified from bay tree pruning waste after a simple 

carbohydrate extraction/purification combined with a 

microwave-assisted catalytic step.  

Publication IV. E. Rincón, E. Espinosa, M. T. García-Domínguez, 

A. M. Balu, F. Vilaplana, L. Serrano, A. Jiménez-Quero. Bioactive pectic 

polysaccharides from bay tree pruning waste: Sequential subcritical 

water extraction and application in active food packaging. 

Carbohydrate Polymers, 2021, 272:15, 118477.  

1. Selective obtention of pectic polysaccharides from bay tree 

pruning waste can be carried out by sequential subcritical 

water extraction under optimized conditions at 160 °C for 5 

min.  

2. The polysaccharide fraction obtained preserves a high 

molecular weight in addition to being highly enriched in 

carbohydrates with an exceptional content in pectins that 

preserve the bound phenolic acids.  
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3. The preparation of chitosan films containing 10% of the 

pectin fraction considerably improves the tensile strength 

and elastic modulus of the films, in addition to increasing the 

UV light blocking capacity and antioxidant capacity.  

4. The films obtained also show antimicrobial activity, making 

them ideal materials for application in active food packaging. 

Publication V. E. Rincón, E. Espinosa, M. Pinillos, L. Serrano. 

Bioactive absorbent chitosan aerogels reinforced with bay tree pruning 

waste nanocellulose with antioxidant properties for burger meat 

preservation. Manuscript currently under review for publication in 

Polymers journal.   

1. The valorization of bay tree pruning waste can also be 

addressed by its fractionation and subsequent treatment to 

obtain lignocellulose and cellulose micro/nanofibers. This is 

achieved by means of an environmentally friendly soda 

pulping process, subsequent chemical pretreatment of the 

fibers and high-pressure homogenization treatment. In this 

way, micro/nanofibers with good nanofibrillation yields and 

promising characteristics (high cation demand and specific 

surface area) are obtained for their application in 

reinforcement of materials.  

2. These micro/nanofibers act as reinforcement agent in 

chitosan aerogels in which high mechanical performance 

(80% improvement) and improved liquid absorption 

properties have been observed due to the presence of the 

micro/nanofibers in the structure.  

3. These same aerogels with optimized formulation can be 

functionalized with natural extracts from bay leaves to make 
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them bioactive. The presence of the extracts in the aerogel 

not only maintains the characteristics achieved by the 

presence of micro/nanofibers, but also improves the water 

absorption capacity. In addition, the aerogels show 

prolonged antioxidant capacity over time as a result of the 

release of the extract. The rate of extract release will depend 

on the presence or absence of residual lignin in the 

micro/nanofibers.  

4. Bioactive aerogels are applicable as absorbent pads for meat 

product exudates. Specifically, it has been demonstrated that 

the use of these new materials in the packaging of burger 

meat maintains its freshness after 10 days of storage as a 

synergistic effect between the residual lignin of the 

micro/nanofibers and the extract.  

In summary, the present Doctoral Thesis proposes the 

valorization of bay tree pruning waste, both in the whole material and 

in the fractions that compose it separately, for its application in 

obtaining new materials and high added value products. All this is 

carried out in the context of the circular bioeconomy to achieve 

sustainable development, since simple, efficient, and environmentally 

friendly techniques that comply with the principles of Green Chemistry 

have been used. 
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Caracterización química de los residuos de la 

poda de laurel 
 

Para determinar la composición química de los residuos de la 

poda de laurel se siguieron las normas de la “Technical Association of 

the Pulp and Paper Industry” (TAPPI).1 Todos los experimentos se 

realizaron por triplicado, refiriendo los resultados como la media 

aritmética con su desviación estándar.  

Antes de la determinación de la composición química, la materia 

prima se preparó según la norma T 264 cm-07. Para ello, las muestras 

se molieron en un molino de corte SM 200 Retsch hasta obtener un 

tamaño de partícula de 0,44 mm. La materia triturada se tamizó, lavó 

con agua y se secó a 55 °C hasta obtener un nivel de humedad inferior 

al 10%.  

A continuación, se describen las técnicas utilizadas para la 

determinación del contenido en cenizas, la solubilidad en hidróxido de 

sodio, los extraíbles en agua caliente, los extraíbles en etanol, la lignina 

insoluble en ácido, la holocelulosa y la α-celulosa. Estos análisis se 

realizaron siguiendo el flujo de trabajo presentado en el Esquema 1.  

 

 

Esquema 1. Flujo de trabajo para la caracterización de la biomasa lignocelulósica de 

acuerdo a las normas TAPPI. 
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(i) Contenido en cenizas (T 211 om-16) 

El contenido inorgánico se determinó según la norma TAPPI 211 

om-16, tratándose de una medida gravimétrica. Para ello, se pesan 2 g 

de muestra seca en un crisol de cerámica y se calcinan en un horno de 

mufla a 575 ± 1°C durante 3 h. El contenido en cenizas se calcula por la 

diferencia de peso antes y después del tratamiento.  

(ii) Solubilidad en hidróxido de sodio (T 4 wd-75) 

La extracción con álcali en caliente permite eliminar los 

carbohidratos de bajo peso molecular (como las hemicelulosas y la 

celulosa degradada) de la materia prima.  

Para realizar este análisis, se pesan 2 g de muestra seca en un 

vaso de cristal y se añaden 100 mL de disolución de hidróxido de sodio 

(NaOH) al 1%. La muestra se cubre con un vidrio de reloj y se sumerge 

en un baño termostático a 100 ± 1°C durante 1 h con agitación manual 

ocasional. Posteriormente, se filtra la muestra en un crisol de baja 

porosidad Nº2 previamente tarado, se lava con 5 mL de disolución de 

ácido acético 2 N y se añaden 200 mL de agua destilada. Finalmente, la 

muestra se seca en una estufa durante 24 h a 105 ± 1°C. El contenido 

de extraíbles en NaOH se calcula por la diferencia de peso antes y 

después del tratamiento.  

(iii) Extraíbles en agua caliente (T 1 wd-75) 

La extracción con agua caliente permite eliminar parcialmente 

algunos componentes de la materia prima como sales minerales, 

almidón, proteínas, taninos, etc., además de hidrolizar los polisacáridos 

a azúcares más simples facilitando su solubilización.  

Para realizar este análisis, se pesan 2 g de muestra seca en un 

vaso de cristal y se añaden 100 mL de agua destilada. A continuación, 
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se cubre la muestra con un vidrio de reloj y se sumerge en un baño 

termostático a 100 ± 1°C durante 3 h con agitación manual ocasional. 

Después, la muestra se filtra en un crisol de baja porosidad Nº2 

previamente tarado y se lava con 200 mL de agua destilada caliente. 

Finalmente, la muestra se seca estufa durante 24 h a 105 ± 1°C. El 

contenido de extraíbles en agua caliente se calcula por la diferencia de 

peso antes y después del tratamiento.  

(iv) Extraíbles en etanol (T 6 wd-73) 

En este caso, la extracción con etanol permite determinar los 

componentes de la materia prima que no son solubles en agua (resinas, 

ceras, aceites, etc.).  

Para realizar este análisis, se pesan 20 g de muestra seca en un 

cartucho de extracción previamente tarado. El cartucho se coloca en el 

aparato Soxhlet y la extracción se realiza con 150 mL de etanol a reflujo 

hasta que no se observe coloración en el disolvente contenido en el 

extractor Soxhlet (máximo 6 h). Finalmente, el matraz Erlenmeyer que 

contiene el extracto se seca en una estufa a 105 ± 1 °C durante 24 h. El 

contenido de extraíbles en etanol se calcula por la diferencia de peso 

antes y después del tratamiento.  

(v) Lignina insoluble en ácido (T 222 om-15) 

La hidrólisis ácida permite solubilizar los hidratos de carbono 

manteniendo intacta la lignina.  

Para realizar este análisis se pesan 0,5 g de muestra seca en un 

tubo de ensayo de vidrio, se añaden 5 mL de ácido sulfúrico (H2SO4) al 

72% y se sumerge la muestra en un baño termostático a 30 ± 1 °C 

durante 1 h con agitación manual ocasional. A continuación, se 

transfiere el contenido del tubo a un frasco ISO de 250 mL y se añade 
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agua destilada hasta un peso final de 148,67 g. Finalmente, se esteriliza 

en autoclave durante 1 h a 121 °C, se filtra sobre un crisol de baja 

porosidad Nº3 previamente tarado y se seca en estufa durante 24 h a 

105 ± 1 °C. El contenido en lignina se calcula por la diferencia de peso 

antes y después del tratamiento.  

(vi) Holocelulosa (T 9 wd-75) 

Para realizar este análisis se pesan 5 g de muestra seca en un 

matraz Erlenmeyer, se añaden 160 mL de agua destilada y se sumerge 

la muestra en un baño termostático a 80 ± 1 °C. Posteriormente, se 

añaden 1,5g de clorito sódico (NaClO2) y 1 mL de ácido acético glacial 

concentrado cada hora bajo agitación periódica. Este tratamiento se 

repite tres veces o más si es necesario, hasta que se observe un 

blanqueo completo de la muestra. A continuación, se filtra la muestra 

en un crisol de baja porosidad Nº2 previamente tarado, lavando con 50 

mL de acetona y 200 mL de agua destilada. Finalmente, la muestra se 

seca en estufa durante 24 h a 105 ± 1 °C. El contenido de holocelulosa 

se calcula por la diferencia de peso antes y después del tratamiento.  

(vii) α-celulosa (T 203 cm-09) 

Para realizar este análisis, se pesan 3 g de muestra seca en un 

vaso de cristal, se añaden 75 mL de disolución de NaOH al 17,5% y se 

sumerge en un baño termostático a 20 ± 1 °C. A continuación, se añade 

de nuevo la disolución de NaOH de la siguiente manera: 15 mL agitando 

durante 1 min, 10 mL agitando durante 45 s, 10 mL agitando durante 

15 s y se deja reposar la muestra durante 30 min. Finalmente, se añaden 

100 mL de agua destilada fría. La muestra se agita y se deja en reposo 

durante 30 min. El contenido se filtra en un crisol de baja porosidad 

Nº2 previamente tarado, se lava con 50 mL de ácido acético 2 N y agua 

destilada hasta alcanzar el pH neutro. La muestra se seca en estufa 
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durante 24 h a 105 ± 1 °C. El contenido en α-celulosa se calcula por la 

diferencia de peso antes y después del tratamiento.  

 

Técnicas de síntesis, extracción y 

fraccionamiento 

 

(i) Síntesis de polioles. Licuefacción 

Los procesos de licuefacción se realizan normalmente a altas 

temperaturas (150-200 °C), a presión atmosférica, utilizando alcoholes 

polihídricos y un disolvente de licuefacción como el glicerol. Además, 

esta reacción de licuefacción puede ser catalizada por un ácido o por 

una base. Básicamente, en la reacción de licuefacción tiene lugar la 

degradación y descomposición de la biomasa (mediante reacciones 

solvolíticas) para producir moléculas más pequeñas mediante la 

ruptura de diversos enlaces químicos (por ejemplo, enlaces 

glucosídicos). Estas pequeñas moléculas reaccionan consigo mismas o 

con el disolvente de licuefacción. Como ejemplo de este proceso, la 

reacción de licuefacción de la celulosa se muestra en el Esquema 2.2 

Así, los polioles obtenidos contienen una gran mezcla de diferentes 

compuestos ricos en grupos hidroxilo que permiten que estos polioles 

se apliquen directamente en diversos campos (adhesivos o espumas de 

poliuretano entre otras).3 

Durante el proceso de licuefacción se dan reacciones de 

recondensación entre los derivados de la biomasa y/o el disolvente de 

licuefacción, que compiten con la reacción principal de licuefacción de 

la biomasa. Si las reacciones de recondensación dominan, pueden 

disminuir la eficiencia del proceso al aumentar la cantidad de residuos 



Anexo I. Materiales y métodos 

320 
 

insolubles. Estos efectos negativos pueden evitarse optimizando 

algunos parámetros como el tiempo y la temperatura de reacción, la 

relación disolvente/biomasa y la carga de catalizador.  

 

Esquema 2. Mecanismo de reacción para la licuefacción de la celulosa.2 

En la presente Tesis Doctoral se seleccionaron el glicerol y el 

H2SO4 como disolvente de licuefacción y catalizador, respectivamente. 

Los parámetros de licuefacción fueron los siguientes: temperatura de 

reacción, 180 °C; tiempo de reacción, 60 min; carga de disolvente de 

licuefacción a catalizador, 97:3; relación de disolvente de licuefacción a 

biomasa, 0,25 (p/v). Tras el proceso de licuefacción, el poliol líquido se 

filtra para separar la fracción líquida del residuo restante. Este residuo 

restante se lava con acetona, se seca en la estufa a 105 ± 1 °C durante 

24 h y se pesa para calcular el rendimiento de la licuefacción según la 

Ecuación 1.  

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑖𝑐𝑢𝑒𝑓𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛(%) = [1 −
𝑀

𝑀0
] 

(Ecuación 1) 

Donde M es el peso seco del residuo restante y M0 el peso seco de la 

biomasa inicial.  
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(ii) Extracción Soxhlet  

La extracción Soxhlet es la técnica de extracción convencional 

utilizada para la extracción de compuestos naturales. Para llevar a cabo 

este tipo de extracción la muestra sobre la que se va a extraer se coloca 

en un cartucho que se introduce en el extractor Soxhlet (Figura 1). A 

continuación, el extractor Soxhlet se acopla a un matraz Erlenmeyer 

que contiene el disolvente elegido para el tratamiento y este disolvente 

se lleva al punto de ebullición y se evapora. La presencia de un reflujo 

con agua fría provocará la condensación del disolvente de extracción 

en la muestra durante el proceso. Cuando el extractor Soxhlet se llena 

con el disolvente hasta un determinado nivel, un sifón aspira el soluto 

(mezcla de disolvente con los extractos) y lo descarga en el matraz 

Erlenmeyer. Este procedimiento se repite hasta que se completa la 

extracción (cuando no se observa coloración en el disolvente contenido 

en el extractor Soxhlet).  

Algunas de las ventajas de esta técnica son que la muestra está 

repetidamente en contacto con el disolvente fresco favoreciendo el 

desplazamiento del equilibrio de transferencia. Además, la 

temperatura relativamente alta que se alcanza durante la extracción 

favorece la solubilidad de los analitos y se trata de una metodología 

sencilla. Sin embargo, este método tiene algunas desventajas 

importantes como el elevado tiempo de extracción que requiere 

(normalmente 6-24 h), el alto volumen de disolventes orgánicos 

necesario o la descomposición de los analitos termolábiles.4 

Durante la presente Tesis Doctoral se han llevado a cabo 

extracciones Soxhlet empleando varios disolventes de extracción 

(etanol, agua y metanol) durante 5 h, manteniendo siempre un ratio 

muestra: disolvente de 1:40.  
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Figura 1. Aparato de extracción convencional Soxhlet. 

(iii) Pretratamiento mecanoquímico 

Dentro del campo de la extracción de compuestos bioactivos 

naturales, la mecanoquímica surge como una técnica muy innovadora 

para el pretratamiento de las muestras, facilitando así la extracción. 

Así, esta tecnología incluye dos pasos principales (Figura 2): (a) el 

tratamiento mecanoquímico de la materia prima con un reactivo sólido 

a través de la molienda mecánica a alta presión en el molino de bolas y 

(b) el posterior proceso de extracción. El pretratamiento 

mecanoquímico permite la transformación química y física de los 

compuestos diana al mejorar su solubilidad en el disolvente de 

extracción. Sin embargo, el mecanismo que subyace a la extracción 

mecanoquímica sigue siendo objeto de estudio. Los posibles 

mecanismos de reacción propuestos hasta ahora son la destrucción de 

la pared celular, la reducción de las partículas y la transformación de la 

forma química.5  
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Figura 2. Protocolo de extracción asistida por mecanoquímica. 

El protocolo de extracción mecanoquímica desarrollado en esta 

Tesis Doctoral siguió los dos pasos mencionados anteriormente. En 

primer lugar, se añadió 1 g de material vegetal con diferentes 

cantidades de reactivo sólido (exceso del 25 o 50%) en un molino de 

bolas (Retsch PM 100 planetary ball mil, Asturias, España) con una 

cámara de molienda de 25 mL y bolas de acero inoxidable de 8 mm a 

40 r.p.m. durante 10 min. Los reactivos sólidos fueron CaCO3, Na2CO3, 

Li2CO3, BaCO3, K2CO3 yCoCO3 (según el experimento). El segundo paso, 

la extracción propiamente dicha, consistió en disolver el polvo 

obtenido de la molienda conjunta en etanol mediante agitación 

magnética durante 20 min. Finalmente, las muestras se centrifugaron a 

4000 r.p.m. durante 10 min y el pH se ajustó a 6,0 con ácido acético 

puro.  

(iv) Extracción asistida por ultrasonidos 

Una de las técnicas de extracción más eficaces para los 

compuestos bioactivos es la extracción asistida por ultrasonidos, ya 

que aumenta significativamente los rendimientos de extracción, reduce 

los tiempos de trabajo y mejora la calidad de los extractos.6 
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En la presente Tesis Doctoral, para realizar la extracción asistida 

por ultrasonidos, se utilizó un baño de ultrasonidos de 360W y 50/60 

kHz (J. P. SELECTA, s.a., Barcelona, España). Para llevar a cabo estas 

extracciones, se colocó la muestra seca en un vaso de precipitado de 

vidrio, se añadió el disolvente (relación sólido: líquido 1:40) y se 

introdujo en el baño de ultrasonidos a diferentes tiempos de 

tratamiento (30-150 min) a plena potencia ultrasónica.  

Esta técnica se basa en el fenómeno de la cavitación (Figura 3), 

ya que mejora la penetración del disolvente en el material vegetal al 

romper la pared celular. Durante este proceso, las burbujas de 

cavitación generadas cerca de la superficie de la muestra colapsan (a) 

durante un ciclo de compresión y se crea un microjet que se dirige hacia 

la matriz vegetal (b). La alta presión y temperatura alcanzadas 

provocan la destrucción de la pared celular (c) liberando el contenido 

en el medio (d).7 

 

Figura 3. Mecanismo de la extracción asistida por ultrasonidos. 

(v) Extracción asistida por microondas 

La irradiación por microondas es también una técnica de 

extracción eficaz ya que, a diferencia de los métodos clásicos de 
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calentamiento, las microondas calientan toda la muestra 

simultáneamente. Además, con este método se rompen los enlaces 

débiles de hidrógeno debido a la rotación de los dipolos de las 

moléculas. La migración de los iones disueltos aumenta la penetración 

del disolvente en la matriz vegetal facilitando la disolución de los 

compuestos a extraer. El campo eléctrico generado también induce 

corrientes iónicas y, como el medio resiste estas corrientes, se produce 

una fricción que libera calor por el efecto Joule.8 Durante todo este 

proceso se produce una alta presión en el interior de la muestra, 

modificando sus propiedades físicas y mejorando así la porosidad de la 

matriz vegetal. Esto provoca un efecto de hinchamiento que, 

generalmente, obliga a romper la pared celular, liberando los 

compuestos diana.9 

Las extracciones asistidas por microondas realizadas se 

llevaron a cabo en un equipo de microondas ETHOS 1 Advanced 

Microwave Digestion System (Milestone, Sorisole, Italia) a 500 W con 

agitación magnética a 90 °C durante diferentes tiempos de extracción 

(15-75 min) manteniendo una relación muestra: disolvente 1:40. Este 

equipo es un sistema cerrado en el que se mejora la velocidad y la 

eficacia de la extracción. El equipo está compuesto por una cámara 

cerrada, recipientes, reflectores, una mesa giratoria (carrusel) y una 

fuente de microondas (Figura 4).   

Los recipientes se colocan en el carrusel para lograr una mejor 

distribución de las microondas dentro de la cámara. Este tipo de 

sistemas permite el uso de diferentes disolventes. La presión que se 

alcanza en los recipientes dependerá del punto de ebullición y del 

volumen de disolvente, así como de la temperatura del experimento. La 

temperatura se ajusta a un valor determinado ajustando la potencia. 
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Los recipientes suelen ser de teflón y permiten una potencia máxima 

de 600-1000 W. Hay que tener en cuenta que la potencia debe 

seleccionarse correctamente para evitar temperaturas muy elevadas 

que provoquen la degradación de los extractos o problemas de 

sobrepresión. Entre las ventajas de utilizar este tipo de sistemas está la 

capacidad de operar a altas temperaturas sin pérdida de disolvente. 

Además, se requiere menos volumen de disolvente y se pueden realizar 

múltiples extracciones simultáneamente.8,10  

 

Figura 4. Extracción asistida por microondas (sistema de recipiente cerrado). 

(vi) Extracción hidrotermal: Autohidrólisis 

La extracción de hemicelulosas de la biomasa lignocelulósica es 

un paso esencial para producir una amplia gama de materiales, 

productos químicos de interés y combustibles. Existe una gran 

variedad de métodos muy eficaces para la obtención de hemicelulosas, 

como el pretratamiento con ácido diluido, la extracción alcalina, la 

extracción con peróxido alcalino, la extracción con agua caliente, el 

tratamiento con microondas, el tratamiento con vapor o la extracción 

con líquidos iónicos. La que concierne a este estudio es la llamada 

autohidrólisis (extracción con agua caliente), realizada a partir de 

residuos de poda de laurel. 
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Mediante este proceso, los enlaces glicosídicos se hidrolizan por 

la protonación del anillo de oxígeno o del oxígeno glicosídico formando 

un catión de carbonio. Estos protones provienen de la disociación del 

agua a altas temperaturas. Luego, la adición de una molécula de agua 

forma dos azúcares monoméricos y libera el protón (Esquema 3). Por 

lo tanto, la hidrólisis de las hemicelulosas implica múltiples pasos: 

interacciones moleculares, difusión de los productos de la hidrólisis a 

través de los poros de las partículas de lignocelulosa y transferencia de 

masa de los productos hacia y dentro de la solución.11 

 

Esquema 3. Mecanismo de reacción durante la autohidrólisis de la lignocelulosa. 

Los efectos de la temperatura y el tiempo de autohidrólisis se 

encuentran estrechamente relacionados. Esta relación se expresa 

habitualmente como el factor de severidad (R0) (Ecuación 2).  

𝐿𝑜𝑔 (𝑅0) = 𝑡 𝑥 exp (
𝑇 − 100

14,75
) 

(Ecuación 2) 

Donde t es el tiempo (min) y T, la temperatura (°C). Este parámetro 

resulta de gran utilidad para comparar diferentes condiciones de 

ensayo y entender como una variable puede ser compensada por la 

otra.  
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Los experimentos de autohidrólisis realizados en esta Tesis 

Doctoral se llevaron a cabo en un reactor discontinuo cilíndrico de 

acero inoxidable de 2000 mL (Parr, Moline, IL, USA) utilizando agua del 

grifo y una relación líquido/sólido de 10:1. Se evaluaron diferentes 

temperaturas (160, 180, 190 y 200 °C) y tiempos (30, 45, 60 y 75 min). 

Después de cada ensayo de autohidrólisis, los polisacáridos 

(hemicelulosas y almidón) se obtuvieron mediante precipitación con 

etanol (relación etanol: líquido de 3:1) y se liofilizaron antes de los 

experimentos.  

(vii) Extracción secuencial con agua subcrítica 

Una nueva metodología que ha surgido en los últimos años como 

alternativa a los tratamientos de extracción de polisacáridos 

convencionales es la extracción con agua subcrítica, también llamada 

extracción con agua caliente presurizada. Esta tecnología surge como 

un método novedoso para la extracción de fracciones de polisacáridos 

con funcionalidades moleculares preservadas y alto peso molecular. El 

uso de condiciones subcríticas cambia drásticamente las propiedades 

del agua. 12 Estas condiciones subcríticas se refieren a aumentar la 

temperatura del agua bajo presiones moderadas (5-20 MPa) para 

mantener el estado líquido. Bajo estas condiciones, los enlaces de 

hidrógeno se debilitan y la polaridad del agua disminuye 

drásticamente, modificándose también así la tensión superficial, la 

viscosidad y la difusión (Figura 5). 

La transferencia de masa durante el proceso de extracción se ve 

favorecida por la disminución de la viscosidad y el aumento de la 

difusividad. Como resultado, el agua pasa de ser un disolvente polar a 

uno no polar a medida que aumenta la temperatura, convirtiéndola en 

un potencial disolvente de extracción/hidrólisis polivalente. Como 
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ejemplo, a una temperatura de 250 °C y una presión de 5 MPa la 

polaridad del agua, descrita por la constante dieléctrica (ε) es de 27. 

Este valor se sitúa entre el del etanol (ε=24) y el metanol (ε=33), 

disolventes orgánicos empleados comúnmente en los procesos de 

extracción.14 Si se aplican estas condiciones subcríticas llevando a cabo 

las extracciones a tiempos fijos e incrementando la temperatura de 

extracción, será posible separar los diferentes componentes de la 

biomasa en sus fracciones.  

 

Figura 5. Diagrama de fases del agua en función de la temperatura y la presión.13 

Los ensayos de extracción secuencial con agua subcrítica 

llevados a cabo en la presente Tesis Doctoral se realizaron en un equipo 

de extracción acelerada por disolvente DionexTM ASETM 350 (Thermo 

Fisher Scientific Inc., EE. UU.). Las extracciones se llevaron a cabo a 

tiempos fijos (5, 10, 15 y 20 min) a cuatro temperaturas crecientes 

(100, 120, 140 y 160 °C). En todas ellas, se mantuvo una relación sólido: 

líquido de 1:8 (p/v). Tras las extracciones, los polisacáridos obtenidos 

se purificaron mediante precipitación con etanol (relación etanol: 

líquido de 3:1) manteniéndose a 4 °C durante 24h. Las fracciones 
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obtenidas durante estos ensayos se liofilizaron (FreeZone 6, Labcombo, 

EE. UU.) previo a los análisis posteriores.  

(viii) Producción de nanofibras de celulosa 

La producción de nanofibras de celulosa a partir de los residuos 

de la poda de laurel se llevó a cabo siguiendo el flujo de trabajo 

presentado en el Esquema 4.  

 

Esquema 4. Flujo de trabajo para la producción de nanofibras de celulosa. 

Para ello, la materia prima se pasteó en un reactor discontinuo 

de 15 L a 120 ± 1 °C durante 90 min con una disolución de NaOH al 12% 

(sobre materia seca) y se calentó mediante un sistema de camisa de 

calefacción y bajo agitación girando el recipiente de reacción mediante 

un motor; la proporción líquido: sólido fue de 8:1. Tras el proceso de 

pasteo, el material cocido se desfibró en un desintegrador de pasta a 

1200 r.p.m. durante 30 min. A continuación, la pasta se refinó por un 

refinador de discos de laboratorio Sprout-Bauer y se separó por 

tamizado a través de una malla de 0,14 mm de tamaño de malla, 

obteniéndose la pasta semiquímica no blanqueada. La pasta 
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blanqueada se obtuvo tras un proceso de blanqueo utilizando 3 g de 

NaClO2/g de pasta de celulosa en una suspensión de fibra al 0,3% en 

agua a 80 °C durante 3 h. Una vez enfriada, la pasta se filtró y se lavó 

con acetona y agua destilada.  

Las lignonanofibras de celulosa y las nanofibras de celulosa se 

obtuvieron a partir de la pasta de celulosa no blanqueada y la pasta de 

celulosa blanqueada, respectivamente, siendo pretratadas 

químicamente. El proceso químico consistió en una oxidación mediada 

por TEMPO.  

El TEMPO es un óxido de nitrógeno de amina secundaria (es 

decir, un radical nitroxilo) en el que un electrón no apareado está 

deslocalizado entre los átomos N y O. Este radical nitroxilo cíclico es 

sólo una especie de una serie redox de compuestos (hidroxilamina, ion 

nitrosonio, TEMPO) generados por transferencia de electrones. 

Durante la oxidación de los polisacáridos, el ion nitrosonio derivado del 

TEMPO se reduce a hidroxilamina en condiciones débilmente alcalinas. 

El ion nitrosonio reacciona con la hidroxilamina para regenerar la 

TEMPO y se regenera continuamente en la mezcla de reacción 

mediante un oxidante primario, que generalmente es hipoclorito de 

sodio (NaClO). Según este mecanismo, la oxidación primaria del alcohol 

se produce con un alto grado de selectividad.  

La celulosa es uno de los polisacáridos más estudiados para la 

oxidación TEMPO, como pretratamiento previo a la obtención de 

nanofibras de celulosa.15 Para llevarlo a cabo en la presente Tesis 

Doctoral, se preparó una suspensión de fibras al 0,02% que contenía 

TEMPO (0,16 g) y NaBr (1 g). La oxidación se inició añadiendo 5 mmol 

de disolución de NaClO al 12% con agitación continua a temperatura 

ambiente. El pH se mantuvo en 10 añadiendo NaOH 0,5 M hasta que no 
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se observó un descenso del pH. Una vez terminada la reacción, las fibras 

oxidadas se lavaron y se prepararon al 1% en suspensión acuosa para 

pasarlas por un homogeneizador de alta presión (PANDA GEA 2 K 

NIRO) durante 4 pases a 300 bar, 3 pases a 600 bar y 3 pases a 900 bar.  

Durante el proceso de homogeneización para la obtención de 

nanofibras de celulosa, la suspensión de fibras pasa a través de un 

orificio muy estrecho del homogeneizador en el que la caída de presión 

facilita la nanofibrilación. La repetición de este proceso puede 

aumentar el grado de fibrilación. La colisión de las partículas, la 

magnitud de las caídas de presión, el flujo turbulento y las elevadas 

fuerzas de cizallamiento también pueden influir en el tamaño de las 

fibras obtenidas.16  

 

Caracterización de compuestos y fracciones 

 

(i) Polioles 

Propiedades físicas 

Determinación del pH. Este parámetro se determinó con un 

medidor de pH (pH GLP21, Crison) diluyendo 1 g de poliol en 50 mL de 

agua destilada. Los resultados se expresaron como la media de tres 

ensayos con su desviación estándar.  

Densidad. Conocer la densidad del poliol permitirá comprender 

mejor las futuras espumas de poliuretano, ya que la densidad controla 

la arquitectura de la espuma. A su vez, esta arquitectura está 

directamente relacionada con el buen rendimiento de las propiedades 

mecánicas. Las mediciones de la densidad del poliol se realizaron 
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pesando un volumen conocido (5 mL) de poliol. Los resultados se 

expresaron como la media con su desviación estándar.  

Viscosidad. Otro parámetro importante a tener en cuenta en las 

aplicaciones de polioles es su viscosidad. Una alta viscosidad del 

sistema líquido de reacción disminuye la coalescencia entre las 

burbujas, disminuyendo así el tamaño de las celdas y aumentando su 

número. Los polioles utilizados en la preparación de espumas de 

poliuretano suelen presentar viscosidades inferiores a 300 Pa · s.  

Las mediciones de la viscosidad se realizaron a 25 °C utilizando 

un viscosímetro digital Brookfield (Fungilal, modelo Smar L) a 85 r.p.m. 

en el rango de medición de 23-87%. Los resultados se expresaron como 

la media de tres mediciones con su desviación estándar.  

Contenido en humedad. Esta propiedad se determinó 

automáticamente en una termobalanza (MOC-63U, Shimadzu). Los 

resultados se expresaron como la media de tres mediciones con su 

desviación estándar.  

Análisis estructurales 

Número de hidroxilos, IOH. Una de las propiedades más 

importantes para evaluar la idoneidad de los polioles para el desarrollo 

de espumas de poliuretano es el IOH. Esto se debe a que son los grupos 

hidroxilo los que reaccionan con el componente isocianato durante la 

síntesis de la espuma. En general, cuanto mayor sea el número de 

hidroxilo, mayor será la capacidad de síntesis de la espuma. Los 

polioles utilizados habitualmente para la preparación de espumas de 

poliuretano tienen un IOH entre 200 y 800 mg KOH/g.  

El IOH se determinó según la norma ASTM D4274-16.17 Para ello, 

se esterificaron 1,4 g de poliol en un frasco ISO de 250 mL con 20 mL 
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de reactivo de esterificación (piridina: anhídrido acético, 7,87:1 v/v) a 

98 °C durante 2 h en un baño termostático. A continuación, se 

añadieron 105 mL de agua destilada a la mezcla junto con 1 mL de 

disolución indicadora de fenolftaleína (en piridina al 1%). Finalmente, 

se realizó una valoración de la mezcla con una disolución de NaOH 

0,5N. El IOH se obtuvo por la diferencia en la titulación del blanco y la 

disolución de la muestra.  

Número ácido. El índice de acidez indica el número de grupos 

funcionales de ácido carboxílico por gramo de muestra seca. En los 

polioles comerciales suele ser inferior a 10 mg KOH/g. En el caso de los 

polioles naturales, se esperan valores más bajos ya que las reacciones 

del grupo ácido carboxílico con el catalizador ácido y el grupo ácido 

carboxílico con otro copolímero no son preferibles en algunas de las 

aplicaciones de los polioles.18  

El índice de acidez de los polioles se determinó según la norma 

ASTM D974-14e2.19 En este método, se coloca una cantidad específica 

conocida de poliol en un matraz Erlenmeyer. A continuación, se añaden 

50 mL de mezcla de disolventes (dioxano: agua 4:1, v/v) y 1 mL de 

disolución de KOH 0,1M en etanol. El índice de acidez se calcula por la 

diferencia en la titulación del blanco y la disolución de la muestra.  

(ii) Extractos naturales 

Sólidos totales disueltos (STD) 

Al expresar los resultados de los análisis, es importante hacerlo 

en base al peso seco para que sea significativo y representativo. La 

determinación de STD se trata de un análisis termogravimétrico en el 

que STD se define como la cantidad de residuo que queda en una 
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muestra tras su secado en estufa a 105 ± 1 °C durante 24 h, previamente 

filtrada a 0,45 µm.  

Contenido fenólico total (CFT) 

El método de Folin-Ciocalteu (F-C) es la prueba comúnmente 

utilizada para la determinación del CFT en extractos naturales.20 Es un 

ensayo colorimétrico cuya base incluye reacciones de transferencia de 

electrones entre el reactivo F-C (agente oxidante) y los compuestos 

fenólicos presentes en la muestra, dando como resultado la formación 

de un color azul que es proporcional a la concentración de compuestos 

fenólicos. El reactivo F-C está compuesto por 

heteropolifosfatos/molibdatos. El mecanismo de reacción de 

transferencia de electrones en este ensayo fue propuesto por Sánchez-

Rangel et al., (Esquema 5).21 Durante el ensayo F-C, la reacción tiene 

lugar entre los compuestos fenólicos y el reactivo F-C a pH 10 (el 

ensayo incluye la adición de carbonato sódico). En estas condiciones, la 

disociación de los protones fenólicos promueve la formación de un ion 

fenolato, que puede reducir el reactivo F-C.  

 

Esquema 5. Mecanismo de reacción para la reacción F-C según Sánchez-Rangel et 

al.21 

El protocolo para el método F-C seguido en esta Tesis Doctoral 

fue el siguiente: se mezclaron 1,25 mL de reactivo F-C con 2,5 mL de 

carbonato sódico acuoso (saturado), 0,25 mL de la muestra y agua 

destilada hasta un volumen final de 25 mL. Esta mezcla se sumergió a 
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40 ± 1 °C durante 30 min en un baño termostático. Posteriormente, se 

midió la absorbancia de las mezclas a 760 nm en un espectrómetro 

UV/Vis Perkin Elmer Lambda 25 (Waltham, Massachusetts, EE. UU.). 

Asimismo, el ensayo se realizó con disoluciones estándar de ácido 

gálico (100-1000 mg de ácido gálico/L) para obtener una curva de 

calibración de ácido gálico (compuesto de referencia para los 

compuestos fenólicos en los extractos naturales). Los resultados del 

CFT se expresaron como mg de equivalentes de ácido gálico (GAE) a 

partir de la curva de calibración.  

Poder antioxidante (PAO) 

El poder antioxidante (PAO) se define como la capacidad general 

de los materiales para eliminar los radicales libres y evitar su efecto 

perjudicial sobre los organismos y los alimentos. El ensayo ABTS es una 

de las pruebas más utilizadas para la determinación del PAO en 

extractos naturales. Se basa en el uso del radical ABTS (ácido 2,2’-

azinobis-(3-etilbenzitiazolina)-6-sulfónico). Este radical es muy 

sensible a la luz y a los metales pesados, tiene estabilidad química, alta 

solubilidad en agua y una absorción máxima a 342 nm. Cuando este 

radical se oxida, se forma un anión radical metaestable con un espectro 

de absorción muy característico y una alta absorción molar a 414 nm. 

Además, hay máximos de absorción secundarios en las regiones de 

longitud de onda de 645, 734 y 815 nm. La acumulación de este catión 

radical puede ser inhibida por la presencia de compuestos con 

capacidad antioxidante en el medio de reacción. La capacidad de estos 

antioxidantes donadores de hidrógeno para reducir el radical puede 

medirse espectrofotométricamente a 734 nm (Esquema 6).22  
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Esquema 6. Reacción de barrido del radical ABTS. 

El protocolo de ensayo de ABTS seguido en esta Tesis Doctoral 

fue el siguiente: se preparó una disolución de radicales ABTS (7 mM de 

ABTS en 2,45 mM de persulfato de potasio) y se mantuvo en la 

oscuridad durante 16 h antes de su utilización. A continuación, esta 

disolución se diluyó en una disolución acuosa de etanol (50% v/v) 

hasta alcanzar una absorbancia final de 0,70 ± 0,02 a 734 nm utilizando 

un espectrómetro UV/VIS Perkin Elmer Lambda 25 (Waltham, 

Massachusetts, EE.UU.). El PAO de las muestras se evaluó mezclando 

0,20 µl de la muestra con 2 mL de la disolución de radicales diluida. 

Posteriormente, se leyó la absorbancia de las muestras a 734 nm. Esta 

absorbancia para todas las muestras se registró después de 6 min de 

reacción y el PAO se determinó mediante la Ecuación 3.23  

%𝑃𝐴𝑂 =
𝐴𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜 6′ − 𝐴𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 6′

𝐴𝐴𝐵𝑇𝑆 0′
𝑥100 

(Ecuación 3) 

El poder antioxidante específico, considerando el peso seco de la 

muestra, se determinó de acuerdo a la Ecuación 4.  

𝑃𝐴𝑂 𝐸𝑠𝑝𝑒𝑐í𝑓𝑖𝑐𝑜 =
%𝑃𝐴𝑂

0.02 𝑥 𝑆𝑇𝐷
 

(Ecuación 4) 
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Cromatografía de gases (CG) 

Los métodos analíticos para determinar e identificar la 

composición química de los extractos de plantas se basan en técnicas 

cromatográficas. Debido a la elevada complejidad de los extractos 

naturales, se requiere una separación cromatográfica previa de los 

compuestos en función de sus diferencias fisicoquímicas. En este 

sentido, la CG juega un papel importante en el análisis de los 

compuestos volátiles presentes en los extractos.24 

La determinación del porcentaje de área de los constituyentes y 

los datos de retención de los extractos de residuos de poda de laurel a 

lo largo de esta Tesis Doctoral se realizó en un sistema GC Agilent 

Technologies 7890 A (Madrid, España) equipado con una columna 

PetrocolTM DH (100m x 0,25 mm x 0,50 µm) y un detector de ionización 

de llama (FID). Las condiciones utilizadas fueron las siguientes: gas 

portador, N; caudal, 3 mL/min; temperatura de inyección y detector, 

300 °C; temperatura del horno, 200 °C; tiempo de retención, 70 min. 

Cromatografía de gases/Espectrometría de Masas (CG/EM) 

En la investigación de productos naturales, la técnica CG/EM ha 

permitido históricamente la separación e identificación de compuestos 

en mezclas complejas. La CG capilar demuestra una capacidad de picos 

muy alta, mientras que la EM ofrece patrones espectrales que pueden 

ser fácilmente buscados en bases de datos, ya que la energía de 

ionización se fija en 70 eV.24  

En este sentido, la caracterización química de los extractos se 

llevó a cabo en un GC/MS Instruments 5977B de Agilent Technologies 

(Madrid, España) equipado con una columna HP-5 ms Ultra Inert (30m 

x 250 µm x 0,25 µm). Las condiciones utilizadas fueron las siguientes: 

gas portador, He; caudal, 1,8 mL/min; división, 1:20; volumen de 
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inyección, 1 µL; temperatura de inyección, 300 °C; temperatura del 

horno, 200 °C; impacto electrónico, 70 eV. La identificación de los 

compuestos se realizó por comparación con los espectros de masas 

almacenados en el banco de datos NIST Standard Reference Database 

1Av17 (Data Version NIST v17, Software Version 2.3). 

(iii) Hemicelulosas y pectinas 

En la fracción líquida obtenida tras la extracción (antes de la 

precipitación con etanol) se pueden determinar algunos parámetros 

como el pH, la densidad, STD y la materia orgánica e inorgánica. Los 

tres primeros se determinaron siguiendo los protocolos explicados 

anteriormente. La materia inorgánica se calculó como el residuo 

restante después tras secar la muestra a 575 °C durante 3 h y la materia 

orgánica, como la diferencia entre los STD y la materia inorgánica. 

Contenido en carbohidratos 

En la investigación de carbohidratos es importante determinar 

el perfil de carbohidratos en las muestras ya que permitirá conocer la 

estructura y el tipo de polisacáridos presentes, así como la aplicación 

más adecuada para ellos. En este sentido, en la presente Tesis Doctoral, 

los monosacáridos fueron analizados por cromatografía de 

intercambio aniónico de alto rendimiento con detección 

amperométrica pulsada (HPAEC-PAD, Dionex, Sunnyvale, CA) en un 

sistema ICS3000 utilizando una columna Dionex CarboPac PA1 a 30 °C 

a un flujo de 1 mL/min. Se aplicaron gradientes para azúcares neutros 

(fucosa, arabinosa, ramnosa, galactosa, glucosa, xilosa y manosa) y 

ácidos urónicos (ácidos galacturónico, glucurónico y 4-O-metil-D-

glucurónico).  

El principio del uso de la HPAEC-PAD para los análisis de 

carbohidratos se debe a que los sacáridos neutros son ácidos débiles. 
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En un entorno básico, estos sacáridos neutros están parcialmente 

ionizados, por lo que pueden separarse mediante mecanismos de 

intercambio aniónico. Por tanto, el pH de la fase móvil, el diámetro y la 

carga de los iones influyen en el orden de elución. La técnica 

cromatográfica es selectiva y sensible, permitiendo realizar el análisis 

en una matriz compleja con bajas concentraciones de los analitos.25  

Previo a este análisis, las muestras deben ser sometidas a un 

pretratamiento que consiste en una metanólisis o hidrólisis ácida 

dependiendo de que sean muestras solubles que contengan ácidos 

urónicos o muestras insolubles con celulosa para descomponer, 

respectivamente. 

Metanólisis. Para este pretratamiento, 1 mg de muestra 

liofilizada se diluyó en 100 mL de ácido clorhídrico (HCl) 2M en 

metanol y se mantuvo en un termobloque a 100 °C durante 5 h. A 

continuación, las muestras se neutralizaron con 200 µL de piridina, se 

enfriaron y se secaron a temperatura ambiente. Posteriormente, las 

muestras se hidrolizaron con ácido trifluoroacético (TFA) 2M a 120 °C 

durante 1 h. Finalmente, las muestras se filtraron a 0,45 µm y se 

inyectaron en el equipo HPAC-PAD.   

Hidrólisis ácida. En este caso, se hidrolizaron 4 mg de muestra 

liofilizada con 125 µL de H2SO4 al 72% y se mantuvo a temperatura 

ambiente durante 1 h. A este paso le siguió la adición de 1375 µL de 

agua mili-Q y se mantuvo a 120 °C durante 1 h. Finalmente, las 

muestras se filtraron a través de un filtro de 0,2 µm y se inyectaron en 

el equipo HPAEC-PAD. 
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Determinación de ácidos fenólicos 

La estructura de los polisacáridos está formada por 

monosacáridos. Éstos, a su vez, pueden encontrarse sustituidos por 

diferentes componentes, principalmente ácidos fenólicos. Por lo tanto, 

para conocer la estructura de la fracción de polisacáridos es necesario 

determinar qué ácidos fenólicos la sustituyen. Esta determinación 

puede llevarse a cabo mediante cromatografía líquida de alta 

resolución (HPLC). 

En el análisis por HPLC, la fase móvil pasa por un cartucho o 

columna que contiene la fase estacionaria. A continuación, la muestra a 

analizar se inyecta en el flujo de la fase móvil. A medida que los analitos 

pasan a través de la columna, se separan en bandas individuales al 

cambiar la velocidad relativa de cada banda de analito, lo que supone 

una competencia entre la fase móvil y la fase estacionaria. Finalmente, 

las bandas de analitos se detectan generando un cromatograma 

(Figura 6). 

 

Figura 6. Esquema de un sistema HPLC. 

Los ácidos fenólicos se determinaron utilizando un sistema 

HPLC-DAD de Waters (módulo de separación Waters 2695, detector de 

matriz de fotodiodos Waters 2996) con una columna ZORBAX 

StableBond C18 (Agilent Technologies, EE. UU.) equipada con un 
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software de cromatografía de datos Waters Empower. La fase móvil 

consistía en ácido acético acuoso al 2% (v/v) (eluyente A) y metanol al 

100% (eluyente B). El volumen de inyección del analito fue de 20 µl y 

el tiempo total de ejecución fue de 60 min. Los ácidos fenólicos estándar 

utilizados fueron el ácido cafeico, el ácido ferúlico, el ácido sinápico y el 

ácido cumárico y se registraron los espectros UV/Vis entre 210-400 nm 

a una velocidad de adquisición espectral de 1,25 barridos/s.26  

Antes del análisis, las muestras se sometieron a un 

pretratamiento que consistió en una saponificación. En este caso, se 

mezclaron 10 mg de material liofilizado con 500 µL de NaOH 2M, se 

inyectó N2 y se dejó reposar a 27 °C durante la noche. A continuación, 

las muestras se ajustaron a un pH de 3,0 utilizando HCl 12M. 

Finalmente, las muestras se centrifugaron y el sobrenadante se filtró y 

se inyectó en el equipo de HPLC. 

Contenido en proteínas 

En las fracciones de polisacáridos, las proteínas y los 

compuestos fenólicos representan las fracciones con estructura 

distinta a los carbohidratos. En este sentido, el contenido de proteínas 

puede medirse mediante el método de Bradford. Se trata de un método 

rápido, sencillo y sensible que se basa en la unión de las proteínas al 

colorante Coomassie Blue G250. Cuando el colorante está libre, puede 

existir en cuatro formas iónicas, tres de las cuales predominan en la 

solución de reactivo de prueba ácida. Concretamente, la forma aniónica 

azul (la que se une a la proteína) tiene una absorbancia máxima a 590 

nm.27 

El contenido de proteínas en las muestras de polisacáridos se 

midió según el método de Bradford, utilizando un concentrado de 

reactivos para el ensayo de proteínas (Bio-rad, Estocolmo, Suecia). 
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Determinación de α y β-glucanos 

Para conocer el origen de la glucosa cuantificada en las muestras 

y así poder relacionar la eficacia del método elegido para la extracción 

de polisacáridos, se determina el contenido de α y β-glucanos (los α-

glucanos provienen del almidón mientras que los β-glucanos provienen 

de la celulosa). En este sentido, el contenido de α y β-glucanos se 

determinó utilizando un kit de almidón total (K-TSTA-50A, Megazyme, 

Irlanda).  

Los métodos de determinación del almidón suelen agruparse en 

procesos hidrolíticos o enzimáticos. En concreto, el método utilizado 

en esta Tesis Doctoral es un método enzimático basado en el uso de dos 

enzimas termoestables: la α-amilasa y la amiloglucosidasa (AMG). La 

enzima α-amilasa hidroliza el almidón en maldodextrinas que luego 

son hidrolizadas por la enzima AMG en D-glucosa. La D-glucosa es 

entonces fosforilada por las enzimas hexocinasa y adenosina-5'-

trifosfato (ATP) en glucosa-6-fosfato (G-6-P) con formación simultánea 

de adenosina-5'-difosfato (ADP). A continuación, la G-6-P es oxidada 

por la nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADP+) a gluconato-

6-fosfato en presencia de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 

(G6P-DH) con la formación de nicotinamida adenina dinucleótido 

fosfato reducido (NADPH), como se muestra en el Esquema 7. La 

cantidad de NADPH formada es proporcional a la cantidad de D-glucosa 

y puede cuantificarse por el aumento de la absorbancia a 340 nm.28 De 

este modo, se determina el contenido de α-glucanos. El contenido de β-

glucanos se obtiene como la diferencia entre la glucosa determinada 

por HPAEC-PAD y el contenido de α-glucano. 
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Esquema 7. Determinación enzimática de α-glucanos.28 

(iv) Nanofibras de celulosa 

Rendimiento de nanofibrilación 

Se determinó gravimétricamente tras centrifugar una 

suspensión de nanofibras de celulosa al 0,1% a 10,000 r.p.m. durante 

12 min. Este procedimiento permite la separación de la fracción 

fibrilada (presente en el sobrenadante) de la no fibrilada (presente en 

el sedimento). Tras la centrifugación, el sedimento se recupera y se seca 

a 100 ± 1 °C durante 24h.  

Contenido en carboxilos 

El contenido en carboxilos (CC) se determinó mediante una 

titulación conductimétrica siguiendo el método de Besbes et al., 

(2011).29 La determinación de este parámetro permite analizar el 

efecto del pretratamiento TEMPO sobre las fibras. Un alto CC provoca 

una mayor fuerza de repulsión electroestática que favorece la 

nanofibrilación.  

Para llevar a cabo esta determinación, se pesaron 0,3 g secos de 

muestra y se dispersaron en un volumen final de 55 mL de agua 

destilada. A esta mezcla se añadieron 5 mL de cloruro de sodio (NaCl) 

0,1 M y se agitó durante 10 min. A continuación, con la conductividad 

de la muestra estabilizada, se añadió HCL 0,1 M hasta pH 2,7-2,8 (a este 

pH ocurre el intercambio de cationes de sodio enlazados a los grupos 

COO- por protones). Posteriormente, se llevó a cabo la valoración de la 

muestra añadiendo 0,1 mL de una disolución de NaOH 0,01 M anotando 
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el valor de la conductividad. La curva de valoración se representa 

gráficamente observándose una zona de estabilidad correspondiente al 

CC. El valor del CC se calcula según la Ecuación 5.  

 

𝐶𝐶 =
162 𝑥 (𝑉2 − 𝑉1)𝑥 𝑐

𝑤 𝑥 − (𝑉2 − 𝑉1)𝑥 𝑐
 

(Ecuación 5) 

Donde V1 y V2 son los volúmenes de NaOH (L) obtenidos al representar 

gráficamente la curva de valoración, c es la concentración de la 

disolución de NaOH (M) valorada con patrón primario y w es el peso 

seco de la muestra (g). Los resultados obtenidos indican el CC en mmol 

de grupos COOH/g de nanofibras de celulosa. 

Demanda catiónica 

La demanda catiónica se determinó siguiendo el protocolo 

propuesto por Espinosa et al., (2017).30 Esta determinación se lleva a 

cabo en un detector de cargas de partículas Mütek PCD-05 (BTG). Para 

este análisis, se dispersan 0,2 g secos de nanofibras en 200 mL de agua 

destilada a 10,000 r.p.m. durante 5 min. A continuación, se toma una 

alícuota de 15 mL y se mezcla con 25 mL de polyDADMAC 0,001 N 

(polímero catiónico). Esta mezcla se deja en agitación durante 5 min y 

posteriormente se centrifuga durante 90 min a 4000 r.p.m. Este paso 

permite que las nanofibras unidas al polímero catiónico precipiten. A 

continuación, se toman 10 mL del sobrenadante (que contiene el 

polímero catiónico no absorbido) y se añade al vaso del detector de 

cargas de partículas. Esta muestra se valora con volúmenes 

controlados de Pes-Na 0,001 N (polímero aniónico) hasta obtener un 

valor de potencial de 0 mV. Conociendo el volumen de polímero 
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catiónico (Vc) y su concentración (cc), el volumen del polímero aniónico 

(Va) y su concentración (ca) y el peso seco de la muestra (w) se podrá 

determinar la DC de acuerdo a la Ecuación 6. 

 

𝐷𝐶 =
(𝑐𝑐𝑥𝑉𝑐)𝑥(𝑐𝑎𝑥𝑉𝑎)

𝑤
 

(Ecuación 6) 

Grado de polimerización, longitud, diámetro y área superficial 

específica 

El diámetro y el área superficial específica (σ) de las nanofibras 

se estimaron considerando la relación estequiométrica de absorción 

del polyDADMAC con los grupos hidroxilo y carboxilo de la superficie 

de las nanofibras. Para ello, se toma el valor del área superficial 

específica de un mol de moléculas de polyDADMAC (σpolyDADMAC) como 

4,87·1017 nm2/µeq y se aplica la Ecuación 7.31 

𝜎 = (𝐷𝐶 − 𝐶𝐶)𝑥𝜎𝑝𝑜𝑙𝑦𝐷𝐴𝐷𝑀𝐴𝐶 

(Ecuación 7) 

Conociendo estos datos y suponiendo que las fibras de celulosa 

son cilíndricas, se puede calcular el diámetro de las mismas (d) 

mediante la Ecuación 8.  

𝑑 =
4

𝜎 (
𝑔

𝑚2) 𝑥1600𝑥103𝑔/𝑚3
 

(Ecuación 8) 

La viscosidad (ηs) de la suspensión de nanofibras se determina 

de acuerdo a la norma TAPPI T-300m901 y los datos obtenidos se 
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emplean para la determinación del grado de polimerización (GP) 

mediante la Ecuación 9.32  

𝐺𝑃 =
𝜂𝑠

0.42
 

(Ecuación 9) 

Finalmente, conociendo el valor de GP se puede estimar la 

longitud de las nanofibras (nm) mediante la Ecuación 10.33 

𝐿𝑜𝑛𝑔𝑖𝑡𝑢𝑑 = 4,286 𝑥 𝐺𝑃 − 757 

(Ecuación 10) 

 

Aplicación de polioles para espumas de 

poliuretano 

 

(i) Producción de espumas de poliuretano 

Una de las aplicaciones comerciales más comunes de los 

productos obtenidos de la licuefacción de la biomasa es la producción 

de espumas de poliuretano (PU). En la síntesis de espumas de PU 

intervienen tres reactivos: un extensor de cadena (por ejemplo, 

dibutilamina), un compuesto de polihidroxilo que contiene el polímero 

(por ejemplo, el poliol) y un poliisocianato. Específicamente, la síntesis 

de espumas de PU incluye un poliol, un isocianato, agentes de soplado 

químicos y/o físicos, un agente de co-reticulación, un surfactante y 

catalizadores. El mecanismo de reacción para la formación de espumas 

de PU incluye la formación de uretano, reacciones de reticulación y 

reacciones de formación de espuma (Esquema 8). El hidrógeno 

adyacente al grupo uretano reacciona con los isocianatos formando un 
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grupo alofanato y las aminas reaccionan con los isocianatos para 

generar urea distribuida. Esta urea volverá a reaccionar con el 

isocianato formando el enlace de Biuret.34 

 

 

 

Esquema 8. Reacciones principales y secundarias durante la formación de PUFs.34 

El proceso de espumado llevado a cabo en esta Tesis Doctoral se 

realizó por el método “two shot”. Mediante este método, se mezclan 
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todos los reactivos (agentes espumantes, polioles, catalizador, etc.) y, 

en un segundo paso, se añade a la mezcla el isocianato elegido. Otro 

factor a tener en cuenta es el uso de un agente espumante físico o 

químico. En concreto, cuando se utiliza un agente físico, como el agua, 

la reacción entre el poliol y el isocianato produce enlaces de 

poliuretano con emisión de calor. A continuación, el agente de 

espumado físico se evapora y el gas formado queda atrapado en las 

celdas de la espuma. El uso excesivo de agente de espumado puede 

provocar un gradiente de presión negativo en la reacción debido a la 

rápida difusión del CO2, lo que provoca la deformación de las celdas. En 

cuanto al uso del catalizador, la reacción de polimerización suele estar 

catalizada por aminas. En este sentido, se pueden diseñar catalizadores 

específicos basados en aquellos que favorecen la reacción de uretano o 

que conducen específicamente a la reacción de trimerización del 

isocianato. Finalmente, el papel de los tensioactivos es modificar las 

características de la matriz polimérica (regular el tamaño de las celdas, 

emulsionar los componentes líquidos o estabilizar la estructura de las 

celdas para evitar el colapso y los defectos superficiales) durante el 

proceso de espumado. Los tensioactivos más utilizados son los de 

silicona.  

Como se ha mencionado, el proceso de espumado llevado a cabo 

en esta Tesis Doctoral fue el método “two shot”. En el primer paso, se 

mezclaron aceite de ricino (AR, agente de co-reticulación) y el poliol (P) 

en diferentes proporciones: 100:0, 80:20, 60:40, 50:50 y 40:60 AR:P. A 

continuación, se añadió el catalizador (0,4 g de dilaurato de 

dibutilestaño), el tensioactivo (0,4 g de aceite de silicona) y el agente 

físico espumante (0,4 g de agua). Esta mezcla se agitó a 1000 r.p.m. 

durante 1 min y, posteriormente, se añadieron a la mezcla 11,5 g de 
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MDI o TDI (diisocianato de difenilmetano o tolueno-2,4-diisocianato) y 

se volvió a agitar a 1000 r.p.m. durante 20 s. Por último, se dejó que la 

espuma se formara y asentara durante una semana antes del análisis.  

Durante el proceso de espumado se determinaron los tiempos 

de formado de la espuma. El primero de ellos (cream time) se define 

como el tiempo en segundos desde el inicio del vertido hasta que el 

material comienza a expandirse. El segundo tiempo determinado, free 

rise time, es el tiempo desde el inicio del vertido hasta que la espuma 

deja de subir.35  

(ii) Caracterización de espumas de poliuretano 

Densidad aparente  

Como se ha mencionado, las espumas de PU se utilizan en 

muchas aplicaciones industriales, como la industria aeronáutica, la 

automoción, la construcción o el embalaje. Cualquiera que sea su uso, 

es necesario que presenten buenas propiedades mecánicas. Esta 

respuesta mecánica está directamente correlacionada con las 

propiedades intrínsecas y la arquitectura del polímero. Por tanto, la 

densidad aparente juega un papel importante para la futura aplicación 

de estas espumas.36 

Durante este trabajo, se midió la densidad aparente de las 

espumas según la norma ASTM D1622-23.37Para ello, las espumas se 

cortaron en cubos de 3,5 cm y se pesaron para determinar la densidad. 

Se midieron tres piezas de cada formulación y los resultados se 

expresaron como la media con su desviación estándar.  

Resistencia a la compresión  

Una propiedad fundamental de las espumas de PU es la 

tendencia a sufrir una deformación no recuperable cuando se someten 
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a una carga de compresión definida, influida por la humedad y la 

temperatura. Esta compresión es el resultado de la deformación 

inducida por la tensión en la fase dura co-continua del poliuretano, la 

descomposición del enlace de uretano y el deslizamiento del segmento 

duro o a través de la fase blanda. Por tanto, es necesario conocer el 

comportamiento mecánico de las espumas de PU.38  

 

Figura 7. Equipo de tracción para ensayos de compresión. 

Las propiedades mecánicas de las espumas se determinan de 

acuerdo a la norma ASTM D-1621.39 En este método, las muestras se 

cortan en cubos de 2,5 cm3. Para cada experimento, la muestra se 

deposita entre las dos placas paralelas de un tensiómetro modelo LF 

Plus Lloyd Instrument (AMETEK Measurement & Calibration 

Technologies Division, Largo, FL, EE. UU.), como se muestra en la 

Figura 7. El equipo está configurado para comprimir la espuma a una 

velocidad de 0,21 cm/min. La resistencia a la compresión se define 

como el valor de la fuerza máxima aplicada dividido por el área 

superficial de la muestra inicial, considerándose la fuerza máxima 

aplicada cuando la deformación es del 10%.  
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Aplicación de hemicelulosas para producción de 

levulinato de metilo 

 

Como aplicación de la fracción de polisacáridos obtenida 

mediante autohidrólisis, se eligió la síntesis asistida por microondas de 

levulinato de metilo. Esta síntesis se realizó con un sistema de 

microondas de recipiente abierto.  

A diferencia del sistema de recipiente cerrado (explicado 

anteriormente) los sistemas abiertos constan principalmente de un 

condensador con agua, el recipiente con la mezcla de reacción y una 

fuente de microondas focalizada. En este tipo de sistema, la aplicación 

de microondas se realiza mediante la guía de ondas. El enfriamiento en 

el sistema lo proporciona la presencia del condensador de agua (Figura 

8). Así, un mecanismo de condensación eficaz es el resultado de este 

diseño de microondas incorporado. En contraste con los sistemas de 

recipiente cerrado, sólo una parte del recipiente que contiene la 

muestra y el disolvente se enfoca con la irradiación de microondas 

permitiendo un calentamiento homogéneo y eficiente. Los sistemas 

abiertos son mucho más seguros, ya que funcionan a presión 

atmosférica y se pueden añadir reactivos en cualquier momento del 

tratamiento. La temperatura máxima alcanzada por este sistema viene 

determinada por el punto de ebullición del disolvente.40 

Las condiciones de reacción para la síntesis asistida por 

microondas de levulinato de metilo realizada en esta Tesis Doctoral 

fueron las siguientes: Se mezclaron 71 mg de biomasa sólida con 57 mg 

de Al2(SO4)3 (catalizador), y 2 mL de decano 0,15 M en metanol en un 

vial de microondas Pirex de 10 mL equipado con un agitador magnético 
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cerrado con el tapón adecuado. En algunos casos, se añadieron 81 µL 

de agua destilada a la mezcla. La mezcla se agitó a 700 r.p.m. durante 2 

min antes del calentamiento por microondas. La reacción asistida por 

microondas se llevó a cabo en un reactor de microondas Discover CEM 

(CEM Discover, CEM Corporation Matthews, NS, EE. UU.) y se calentó a 

la temperatura seleccionada.  

 

Figura 8. Equipamiento asistido por microondas (sistema de recipientes 

abiertos). 

Tras la irradiación por microondas, la mezcla de reacción se 

filtró y se analizó por CG en un cromatógrafo de gases Agilent 7890A 

utilizando un detector de ionización de llama (FID) y una columna 

capilar, HP-5 (Petrocol 2-4160: 300 °C, 100 m x 250 µm x 0,5 µm). Las 

curvas de calibración se obtuvieron con un método de estándar interno 

utilizando decano como estándar. Se analizaron por CG soluciones 

estándar de levulinato de metilo (0,137-0,2348 M) y de octano 0,150 M 

en decano para obtener una regresión lineal con R2>0,999. También se 

realizaron análisis CG/EM utilizando un Agilent 7820 A GC/5977B High 

Efficiency Source (HES) MSD (Madrid, España), con el fin de identificar 
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el levulinato de metilo obtenido en comparación con el estándar 

disponible en el mercado.   

 

Aplicación de pectinas para películas de 

envasado alimentario 

 

(i) Producción de películas: técnica solvent casting 

La fracción de polisacáridos obtenida tras la extracción 

secuencial con agua subcrítica se empleó como aditivo en películas de 

quitosano, evaluando sus propiedades termo-químicas y bioactivos 

para aplicaciones de envasado alimentario. 

Las películas destinadas al envasado de productos alimenticios 

se preparan normalmente mediante la técnica conocida como “solvent 

casting”. Mediante esta técnica, las películas se preparan en una 

disolución polimérica acuosa y posteriormente se secan. Dependiendo 

de la matriz utilizada para obtener la película, se deben utilizar como 

material de base placas de Petri de plástico o de vidrio. Una elección 

adecuada del material de base evitará que las películas se rasguen o se 

arruguen después del secado.  

La formación de las películas implica asociaciones intra e 

intermoleculares o reticulación de las cadenas de la matriz 

(generalmente polímeros) formando una red tridimensional donde el 

disolvente queda atrapado e inmovilizado. A su vez, el grado de 

cohesión de las películas dependerá de la estructura de la matriz, del 

disolvente utilizado y de la presencia de otras moléculas (por ejemplo, 

plastificantes). 
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Figura 9. Preparación de películas mediante “solvent casting”. 

Para llevar a cabo la producción de películas de quitosano 

mediante “solvent casting” (Figura 9), se preparó una disolución de 

quitosano al 1% (p/v) en ácido acético acuoso 1% (v/v). Las películas 

de quitosano utilizadas como control se prepararon diluyendo la 

disolución inicial de quitosano en ácido acético acuoso hasta un 0,4% 

de contenido en sólidos con agitación magnética durante 24 h a 25 °C. 

La dispersión formada se vertió sobre una placa de Petri y se secó a 

temperatura ambiente (25-30 °C). Por otra parte, se preparó una 

disolución de las fracciones de polisacáridos, previamente obtenidas, al 

2% (p/v) en ácido acético acuoso al 2% (v/v) con agitación magnética 

durante 24h a 60 °C. Las películas de quitosano aditivadas con los 

polisacáridos se prepararon mezclando ambas disoluciones iniciales 

para lograr proporciones finales de quitosano: polisacáridos de 90:10, 

80:20, 70:30 y 60:40 (1,01%, 1,02%, 1,04%, y 1,08% v/v de 

concentración de ácido en las disoluciones finales, respectivamente). El 

secado de estas películas fue de manera análoga a las descritas como 

controles. Una vez formadas, todas las películas se acondicionaron a 25 

°C y 50% de humedad relativa durante tres días.  
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(ii) Caracterización de las películas 

Propiedades físicas 

Densidad. La densidad de las películas preparadas se midió 

pesando un cuadrado de 1 cm2 de muestra de espesor conocido 

(determinado con micrómetro digital IP65 0-1”, Digimatic, Mitutoyo, 

Neuss, Alemania, con una sensibilidad de 0,001 mm). Esta 

determinación se realizó por triplicado, expresando los resultados 

como la media aritmética con su desviación estándar.  

Permeabilidad al vapor de agua. Esta determinación se llevó a 

cabo según la norma ASTM E96/E96M-10.41 Para ello, se emplearon 

cápsulas de plástico con material desecante en su interior (CaCl2). Las 

tapas de estas cápsulas se perforaron con un círculo de 100 mm de 

diámetro cubierto con un trozo cuadrado de 4 cm2 de la película 

adherida con cinta de aluminio. A continuación, las cápsulas colocaron 

en una sala acondicionada a una humedad relativa (HR) del 50% y 25 

°C y se tomaron las medidas del peso de las cápsulas de 0 a 24 h. La tasa 

de transmisión de vapor de agua (TTVA) y la permeabilidad al vapor de 

agua (PVA) se calcularon según las Ecuaciones 11 y 12. 

𝑇𝑇𝑉𝐴 =
𝐺

𝑡 𝑥 𝐴
 

(Ecuación 11) 

Donde G es la ganancia de peso (g) durante un tiempo t (h) a través del 

material con un área A (m2).  

𝑃𝑉𝐴 =
𝑇𝑇𝑉𝐴 𝑥 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑠𝑜𝑟

𝑃 𝑥 𝐻
 

(Ecuación 12) 
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Donde espesor es la medida del espesor de la película (m), P, la presión 

de vapor saturado (Pa) y H, la humedad en la sala acondicionada 

(expresada en tanto por uno).  

Propiedades mecánicas  

Cuando se preparan películas para el envasado de alimentos es 

importante medir las propiedades mecánicas. Las películas destinadas 

a este fin estarán sometidas a diversos procesos relacionados con la 

manipulación y el almacenamiento de los alimentos, por lo que deben 

ser capaces de mantener su integridad bajo la influencia de estos 

factores de tensión. Las propiedades mecánicas que se suelen evaluar 

son la elongación a la rotura, el módulo elástico (módulo de Young) y la 

resistencia a la tracción.  

La fuerza por unidad de superficie necesaria para extender la 

película hasta una determinada longitud se conoce como módulo de 

Young. La fuerza por unidad de superficie que se aplica a una película 

para su rotura es la resistencia a la tracción, mientras que la elongación 

a la rotura es el porcentaje de cambio en la longitud de la película 

cuando ésta se rompe tras la aplicación de un determinado nivel de 

fuerza.42 

Las propiedades mecánicas de las películas elaboradas se 

evaluaron de acuerdo con la norma ASTM D88243 utilizando un 

tensiómetro modelo LF Plus Lloyd Instrument (AMETEK Measurement 

& Calibration Technologies Division, Largo, FL, EE. UU.), como se 

muestra en la Figura 10. 

Antes de las mediciones, las muestras de película se cortaron 

para obtener tiras de película de 100 mm de longitud y 15 mm de 

anchura y se acondicionaron al 50% de HR y a 25 °C durante 48 h. Se 
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midieron cinco muestras de cada película fijándolas entre las mordazas 

con una separación inicial de 65 mm, y la velocidad de subida de la 

mordaza superior se fijó en 10 mm/min y una célula de carga de 1 kN. 

Los resultados se expresaron como la media con la desviación estándar. 

 

Figura 10. Esquema del equipo de tracción mecánica. 

Propiedades ópticas 

Conocer las propiedades ópticas, como la barrera a la luz 

ultravioleta (UV) o la transparencia, de las películas de envasado de 

alimentos es muy importante. La transparencia es un buen indicio de 

que las películas son homogéneas y de que no se han separado las 

diferentes fases que las componen. Además, cuanto más transparentes 

sean las películas, mejor se podrá ver el alimento envasado y más 

atractivo será para el consumidor. Por otro lado, uno de los iniciadores 

más comunes de la degradación de los alimentos que produce la 

oxidación de los lípidos es la luz UV. Por lo tanto, conocer la capacidad 

de barrera a la luz UV en las películas preparadas puede ser una ventaja 

para su aplicación, ya que una alta capacidad de barrera se traducirá en 

una mayor vida útil de los alimentos.  
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La transparencia y la barrera a la luz UV se determinan 

midiendo la absorción de la luz entre 200 y 800 nm en un 

espectrómetro UV/VIS Perkin Elmer Lambda 25 (Waltham, 

Massachusetts, EE.UU.). Las propiedades de transparencia y barrera a 

la luz UV se calcularon según las Ecuaciones 13 y 14.44 

𝑇𝑟𝑎𝑛𝑠𝑝𝑎𝑟𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 =
log %𝑇660

𝑥
 

(Ecuación 13) 

Donde %T660 es la transmitancia en porcentaje a 660 nm y x es el 

espesor de la película (mm). 

𝐵𝑎𝑟𝑟𝑒𝑟𝑎 𝑎 𝑙𝑎 𝑙𝑢𝑧 𝑈𝑉 = 100 − (
%𝑇280

%𝑇660
) 𝑥100 

(Ecuación 14) 

Donde %T280 y %T660 es la transmitancia a 280 y 660 nm, 

respectivamente. 

Capacidad antioxidante: ensayo DPPH 

El poder antioxidante de las películas preparadas se determinó 

mediante el ensayo DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo) de acuerdo al 

método desarrollado por Brand-Williams et al., (1995).45 Este ensayo 

se basa en la medición de la capacidad de barrido de los compuestos 

antioxidantes hacia el radical DPPH. El electrón impar del átomo de 

nitrógeno en el DPPH se reduce al recibir un átomo de hidrógeno de los 

antioxidantes a la hidracina correspondiente.  

El DPPH es un radical libre estable de color violeta intenso, con 

una absorción en etanol en torno a 520 nm. Al mezclar la disolución de 

DPPH con una sustancia que pueda donar un átomo de hidrógeno, se 

obtiene su forma reducida con la pérdida del color violeta (Figura 11). 
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La decoloración resultante es estequiométrica con respecto al número 

de electrones captados. Se trata de un método rápido, sencillo, 

económico y ampliamente utilizado para medir la capacidad de los 

compuestos de actuar como eliminadores de radicales libres o 

donadores de hidrógeno. Cuando este ensayo se lleva a cabo en 

metanol/agua, se facilita la extracción de los compuestos antioxidantes 

de la muestra. Además, este método es comparable a los resultados 

obtenidos mediante otros ensayos con diversos radicales. Si embargo, 

en el caso del empleo de otros radicales, el análisis de antioxidantes 

puede verse limitado a los compuestos solubles en los disolventes 

seleccionados. La ventaja de este método es que permite que el DPPH 

reaccione con toda la muestra, incluidos los antioxidantes débiles. Este 

método puede emplear disolventes acuosos y orgánicos no polares, 

permitiendo examinar antioxidantes tanto hidrofílicos como 

lipofílicos.46    

 

Figura 11. Radical DPPH y su forma estable.46 

Para la medición de la capacidad antioxidante, tanto de las 

fracciones empleadas para la producción de las películas como de las 

películas en sí, se preparó una disolución de DPPH· en metanol 100 µM. 

A continuación, esta disolución se mezcló con diferentes volúmenes de 

disoluciones acuosas de la muestra (1, 5, 10, 20, 40, 60, 80 y 100 µL). 

Estas mezclas se mantuvieron en oscuridad a temperatura ambiente 

durante 30 min. Transcurrido ese periodo se midieron las absorbancias 
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de las muestras a 517 nm utilizando un lector de microplacas 

(Clariostar Plus, BMG LABTECH, Alemania). El ácido ferúlico y el ácido 

ascórbico se utilizaron como control comparativo y los resultados se 

expresaron como EC50. Este parámetro representa la concentración de 

antioxidante necesaria para disminuir la concentración inicial de 

DPPH· en un 50%. En el caso de las películas, la actividad se calculó a 

partir del porcentaje de contenido DPPH· que quedaba en la disolución 

tras tres ciclos de adición de radical oxidativo.  

Capacidad antimicrobiana 

Para conocer la capacidad antimicrobiana de las películas 

preparadas, se evaluó la concentración mínima inhibitoria (CMI) del 

quitosano empleado como matriz polimérica para la obtención de las 

películas. Esta CMI se estudió frente a bacterias patógenas típicas de los 

alimentos para las pruebas antimicrobianas, incluyendo un 

representante Gram-negativo, Escherichia coli (CCUG 10979), y dos 

representantes Gram-positivos, Listeria innocua (CCUG 15529) y 

Bacillus cereus (CCUG 7414) en diluciones seriadas (10 a 2,5 mg/mL) 

adaptando el método propuesto por Casado Muñoz et al., (2014).47 El 

ensayo se adaptó a volúmenes de microplacas (volumen final de 0,2 

mL), las diluciones de  quitosano se transfirieron a la microplaca 

de pocillos junto con el medio LB (caldo de lisogenia) que contenía los 

microorganismos (previamente ajustado a una concentración de 105 

células/mL). El medio LB se utilizó como control negativo y el LB con 

las bacterias como control positivo. A continuación, se incubó la 

microplaca a 37 °C durante 24 h y se leyó la absorbancia a 517 nm con 

un lector de microplacas (Clariostar Plus, BMG LABTECH, Alemania) 

para determinar los signos de crecimiento de las bacterias o la turbidez 
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tras el periodo de incubación. La concentración más baja de quitosano 

que inhibió el crecimiento de las bacterias se consideró como la CMI. 

La actividad antimicrobiana de las películas se evaluó contra E. 

coli, B. cereus y L. innocua mediante el método de difusión en agar. Las 

cepas microbianas se inocularon en medio LB a una temperatura 

adecuada durante 12 h. Las cepas de tipo joven (50 μL de crecimiento 

a 37 °C de las diferentes bacterias) se vertieron en placas de agar 

nutritivo solidificado. Las películas se cortaron en discos circulares de 

9 mm de diámetro y se colocaron en la superficie de la placa de agar 

nutritivo. Las placas inoculadas se incubaron a 37 °C durante 24 h. 

Finalmente, la actividad antimicrobiana de los microorganismos de 

prueba se evaluó midiendo el halo de inhibición antibacteriano. 

 

Aplicación de nanofibras de celulosa en aerogeles 
 

(i) Preparación de aerogeles 

La preparación de aerogeles se compone de dos pasos. El 

primero de ellos, la formación del hidrogel mediante la disolución del 

polímero que conformará el material final en el disolvente deseando. 

Este hidrogel puede formarse empleando un agente de reticulación 

químico, enzimático o físico. En el caso de la presente Tesis Doctoral, 

los hidrogeles se formaron a partir de una disolución de quitosano 2% 

(p/p) en ácido acético 1% (v/v) siguiendo el protocolo propuesto por 

Zhang et al., (2021).48 Cada hidrogel se preparó dispersando la cantidad 

apropiada de la disolución inicial de quitosano para alcanzar una 

concentración de 0,5% (p/p). En el caso de los hidrogeles que 

contenían nanofibras de celulosa, éstas se dispersaron en agua 

destilada y se añadieron al hidrogel a las concentraciones elegidas (1-
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10% p/p). Como agente de reticulación químico se empleó el 

glutaraldehído (2% sobre el peso seco del quitosano), que también se 

añadió a la mezcla del hidrogel. Tras esto, se ajustó el pH de los 

hidrogeles a 5,6 empleando NaOH 1 M y las mezclas se dejaron en 

agitación magnética durante 24h a temperatura ambiente. En el caso 

de los materiales bioactivos, se añadió extracto natural a las 

concentraciones elegidas (0,3-20%) a la vez que se añadieron las 

nanofibras de celulosa.  

A continuación, estos hidrogeles, entendidos como una red 

tridimensional de polímeros que tiene la capacidad de absorber y 

mantener una gran cantidad de disolvente, se convirtieron en aerogeles 

mediante secado por sublimación (liofilización). El procedimiento para 

eliminar el líquido mediante la técnica de liofilización comienza con la 

congelación del hidrogel a baja temperatura (-80 °C). Posteriormente, 

los materiales congelados se someten a baja presión (0,5 bar) 

secándose por sublimación y obteniendo así los aerogeles deseados.49   

(ii) Caracterización de aerogeles 

Densidad y porosidad  

La caracterización física de los aerogeles se basó en la 

determinación de la densidad y la porosidad, parámetros importantes 

para conocer la arquitectura de los aerogeles y entender su 

rendimiento en otras propiedades. La determinación de la densidad se 

llevó a cabo considerando el peso y las dimensiones (altura y diámetro) 

de cada aerogel. La porosidad de cada aerogel se estimó mediante la 

Ecuación 15.50  

𝑃𝑜𝑟𝑜𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑 =
𝑉 − 𝑊

𝜌⁄

𝑉
𝑥100% 
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(Ecuación 15) 

Donde V es el volumen del aerogel (cm3), W, el peso del aerogel 

(g) y ρ es la densidad del polímero que forma la matriz.  

Propiedades mecánicas  

El rendimiento mecánico de los aerogeles se determinó con el 

mismo equipo y tipo de ensayo que en el caso de las espumas de PU. La 

velocidad de bajada de la placa superior se fijó a 2 mm/min hasta 

alcanzar un porcentaje de compresión del 80%. 

Capacidad de absorción de agua y aceite 

Cuando los aerogeles se aplican como almohadillas absorbentes 

de exudados alimentarios, es importante conocer la capacidad de 

absorción de líquidos para así entender el comportamiento que tendrá 

con los productos alimentarios. Para llevar a cabo esta determinación, 

se pesó un cuadrado de aerogel de 1 cm2 (Wi) y se sumergió en un tubo 

Falcon que contenía 15 mL de agua destilada o aceite de soja. Al cabo 

de 24h, se sacaron las muestras y se pesaron (Wf) tras eliminar el 

exceso de líquido. Estos datos se emplearon para calcular la absorción 

de agua y aceite de los aerogeles, según la Ecuación 16.  

𝐶𝑎𝑝𝑎𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑐𝑖ó𝑛 (%) =
𝑊𝑓 − 𝑊𝑖

𝑊𝑖
𝑥100 

(Ecuación 16) 

Capacidad antioxidante 

La capacidad antioxidante de los aerogeles bioactivos se 

determinó siguiendo el ensayo DPPH explicado previamente para las 

películas de envasado alimentario. En este caso, se emplearon 

muestras de aerogel (10 mg) en una disolución de 4 mL de DPPH en 

metanol 0,2 mM. Además, la absorbancia de las muestras se midió a 
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ciertos intervalos de tiempo (hasta 48h) como medida indirecta de la 

liberación del extracto que contenían los aerogeles.  

Determinación de la proporción de metamioglobina y 

oximioglobina 

La decoloración de la carne es consecuencia de la formación de 

especies de metamioglobina como resultado del proceso de oxidación 

de la oximioglobina. La intensidad del color de la carne se debe al 

contenido total de mioglobina. La estabilidad del color, por tanto, viene 

determinada por el mantenimiento de la mioglobina en su forma 

ferrosa oxigenada (oximioglobina). La oxidación de esta forma a 

mioglobina férrica (metamioglobina) es el proceso que tiene lugar 

durante el almacenamiento de la carne refrigerada, responsable del 

enranciamiento (Esquema 9).51  

 

Esquema 9. Estados de oxidación-reducción de la mioglobina.52 

La proporción de estas dos formas se determinó en muestras de 

carne almacenadas con los aerogeles como almohadillas absorbentes 

durante 10 días. Para ello, los aerogeles se dispusieron en la base de 

placas de Petri (diámetro 55 mm). A continuación, se pusieron encima 

de cada aerogel muestras de 2 g de carne picada. Las placas se sellaron 

con parafilm y se almacenaron en el frigorífico a 4 °C durante 10 días. 

Las muestras control se prepararon usando almohadillas absorbentes 

comerciales. Tras este periodo, las muestras de carne se 

homogeneizaron con 20 mL de tampón de fosfato de potasio 0,04 M 
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(pH 6,8) y se mantuvieron en el congelador durante 1 h. A continuación, 

las muestras se centrifugaron a 4200 r.p.m. durante 30 min a 10 °C. El 

sobrenadante se filtró a 0,45 µm y el volumen de las muestras se ajustó 

con el tampón a 25 mL. Finalmente, la absorbancia de las muestras se 

midió a 503, 525, 557, y 582 nm. Las proporciones de oximioglobina 

(%OxyMb) y metamioglobina (%MetMb) se calcularon según las 

Ecuaciones 16 y 17. 53 

%𝑂𝑥𝑦𝑀𝑏 = (0,722𝑅1 − 1,432𝑅2 − 1,659𝑅3 + 2,599)𝑥 100 

(Ecuación 16) 

%𝑀𝑒𝑡𝑀𝑏 = (−0,159 − 0,085𝑅2 + 1,262𝑅3 − 0,520)𝑥 100 

(Ecuación 17) 

Donde, R1, R2 y R3 son los ratios de absorbancia A582/A525, 

A557/A525 y A503/A525, respectivamente.  

 

Técnicas analíticas comunes 
 

(i) Distribución de pesos moleculares  

Este parámetro se determina mediante la cromatografía de 

exclusión molecular (size exclusión chromatography, SEC) o la 

cromatografía de permeación en gel, que se basa en la separación 

hidrodinámica de volumen (Figura 12).  Se trata de una técnica 

cromatográfica muy utilizada para obtener información sobre los pesos 

o tamaños moleculares de diversos compuestos o mezclas, siempre que 

se utilicen los estándares de calibración adecuados. Para relacionar 

adecuadamente los indicadores del proceso con las variables, hay que 

tener en cuenta los diferentes mecanismos implicados. En este sentido, 

los parámetros a tener cuenta en los análisis SEC son una disolución 
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completa de la muestra, la no adsorción a la fase estacionaria, una 

concentración de inyección adecuada y la no degradación por 

cizallamiento.  

 

Figura 12. Representación de la cromatografía de exclusión molecular. 

La disolución es un paso necesario para garantizar el análisis de 

toda la muestra, especialmente cuando se trata de polímeros. Para ello, 

se aplican algunos tratamientos sobre la muestra como la sonicación, 

el calor, las condiciones básicas o ácidas, la irradiación por microondas 

o la adición de sales (por ejemplo, sales de litio).  

La distribución de pesos moleculares de los polioles en esta 

Tesis Doctoral se determinó mediante esta técnica. El análisis se llevó 

a cabo en un sistema GPC integrado PL-GPC 50 de Agilent Technologies 
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a 50 °C, equipado con un detector IR. Se utilizó una columna de guarda 

KD-G 4A (Shodex) y una columna KD-806M (Shodex). Antes del 

análisis, las muestras se disolvieron en DMF a 2 mg/mL y se filtraron. 

Los análisis se realizaron a un flujo de 1mL/min con un volumen de 

inyección de 100 µL. La distribución de pesos moleculares de las 

muestras de polisacáridos se determinó utilizando un sistema SECurity 

1260, Polymer Standard Services (Mainz, Alemania) acoplado a un 

detector de índice de refracción a 45 °C.  

(ii) Análisis termogravimétrico (ATG) 

La termogravimetría es la técnica de análisis térmico en la que 

se miden los cambios de masa de la muestra en función de la 

temperatura. Por lo tanto, la base de esta medición es la variación del 

peso de la muestra debido a la degradación térmica. Debido a este 

proceso, parte de la masa de la muestra se pierde en términos de 

descomposición o volátiles. Este hecho puede medirse mediante una 

microbalanza (Figura 13). Para la medición, la muestra se introduce en 

el sistema (en un portamuestras) y se somete a cambios de 

temperatura. La variación de la temperatura incluye pasos isotérmicos 

y de rampa con diferentes pasos de calentamiento. Los termopares 

(que están constantemente en contacto con el portamuestras) miden la 

temperatura. El portamuestras está conectado a la microbalanza. A 

continuación, un horno eléctrico calienta el sistema ATG.54  
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Figura 13. Representación de la técnica ATG.  

La curva ATG de la biomasa lignocelulósica presenta 

principalmente tres regiones. La primera región (100-130 °C) está 

relacionada con la evaporación de la humedad, la segunda (230-500 °C) 

con la descomposición térmica de las hemicelulosas, la celulosa y la 

lignina, y la tercera (500-800 °C) con la pirólisis de la celulosa. A estas 

regiones se añadirán otras, dependiendo del material analizado, por 

ejemplo, los polioles.  

La estabilidad térmica de los polioles estudiados se determinó 

mediante ATG. Se realizó un barrido dinámico de 50 a 800 °C bajo un 

flujo de N2 de 50 mL/min como atmósfera inerte en un equipo Mettler 

Toledo TGA/DSC (Mettler, Toledo).  

(iii) Microscopía electrónica de barrido 

Esta versátil técnica se basa en la producción de una serie de 

señales (que se convierten en señales visuales mostradas en un tubo de 

rayos catódicos, CRT) mediante un haz de electrones enfocado sobre la 

superficie de la muestra de forma sistemática. Así, la interacción entre 

la muestra y el haz de electrones producirá la formación de una imagen 

SEM. Estas interacciones mencionadas pueden ser interacciones 
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elásticas (electrones retrodispersados) e inelásticas (electrones 

secundarios). Además, durante la interacción se producen otras 

señales como la emisión característica de rayos X, los electrones Auger 

y la catodoluminiscencia (Figura 14).  

 

Figura 14. Sistema de formación de imagen en SEM. 

El haz de electrones (con un diámetro elevado para formar 

imágenes de alta resolución) se produce mediante un cañón de 

electrones que acelera los electrones hasta un nivel de energía de 0,1-

30 keV. Para centrar el haz de electrones en la muestra, se utilizan 

lentes electromagnéticas y aberturas. Para evitar que el aire disperse el 

haz de electrones, se requiere un entorno de alto vacío. El haz de 

electrones, la platina de la muestra, la detección de la señal, las bobinas 

de barrido y el sistema de procesamiento proporcionan una 

observación en tiempo real de la superficie de la muestra.55 
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La morfología de la microestructura de las espumas de PU 

preparadas en la presente Tesis Doctoral se analizó en un microscopio 

electrónico de barrido de emisión de campo JEOL JSM 7800F (JEOL Ltd., 

Peabody, MA, USA). Las muestras se cortaron con una cuchilla en 

rodajas rectangulares de 7 x 10 x 3 mm y se recubrieron con una capa 

de oro de 50 Å. A continuación, las muestras se adherieron al soporte 

con cinta de carbono conductora. Las imágenes se obtuvieron con una 

tensión de aceleración de 5kV y un aumento de 33x. Se recogió una 

media de 4 imágenes de cada muestra. Finalmente, se calcularon los 

tamaños de las celdas en las imágenes recogidas utilizando el software 

ImageJ. El tamaño medio de las celdas con su desviación estándar se 

basó en 1000-1500 celdas.  

(iv) Reflectancia total atenuada-Espectroscopía de 

infrarrojos por transformada de Fourier 

La espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier 

(FTIR) es un análisis basado en la adsorción específica de la radiación 

infrarroja por las moléculas de la superficie de la muestra. De este 

modo, se pueden identificar los grupos funcionales que componen la 

muestra. Para que esta adsorción se produzca, es necesario que el 

vector eléctrico de la radiación incidente oscile a la misma frecuencia 

que el momento dipolar eléctrico de la molécula. Cuando las moléculas 

se exponen a la radiación infrarroja, se adsorben selectivamente a 

longitudes de onda específicas, lo que provoca cambios en el momento 

dipolar eléctrico de la superficie de la molécula. Por tanto, los niveles 

de energía vibracional de las moléculas de la muestra se transfieren del 

estado fundamental a un estado excitado superior.56,57 El accesorio de 

reflectancia total atenuada (ATR) acoplado a la espectroscopía FTIR 

permite el análisis de muestras en su estado natural con una 
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preparación mínima. Así, el fenómeno que subyace a la espectroscopía 

ATR-FTIR se basa en la reflexión total interna de la radiación infrarroja 

en el límite entre dos medios (Figura 15). 

 

Figura 15. Variables más importantes involucradas en la espectroscopía ATR-FTIR. 

Cuando el haz de luz se propaga en un medio ópticamente denso 

(índice de refracción n1) y se acerca al medio ópticamente raro (índice 

de refracción n2) con un ángulo de incidencia (θ) superior al ángulo 

crítico (θc) sufre una reflexión interna total. Se crea entonces un campo 

de evanescencia en el medio ópticamente raro con una amplitud de 

campo eléctrico (E) que disminuye exponencialmente con la distancia 

a la superficie (z), como se muestra en la ecuación propuesta por 

Mudunkotuwa et al., (Ecuación 18),58 donde E0 corresponde a la 

amplitud de campo eléctrico de la interfaz. 

𝐸 = 𝐸0𝑒−𝑧 𝑑𝑝⁄  

(Ecuación 18) 

La distancia necesaria para disminuir la amplitud del campo 

eléctrico se conoce como profundidad de penetración (dp) y su valor en 

la superficie viene dado por la ecuación propuesta por Mudunkotuwa 

et al., (Ecuación 19)58 donde λ es la longitud de onda. La magnitud dp 
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es del orden de un micrómetro para el elemento de reflexión interna 

habitualmente utilizado, denominado cristal ATR. Este fenómeno hace 

de este método una técnica muy atractiva para estudiar muestras en 

cualquier estado, incluso disueltas en disolventes con fuerte absorción 

como el agua. 

𝑑𝑝 =
𝜆

2𝜋𝑛1√𝑠𝑖𝑛2𝜃 − (𝑛2/𝑛1)2
 

(Ecuación 19) 

Todos los análisis ATR-FTIR realizados durante esta Tesis 

Doctoral se han llevado a cabo en un espectrómetro FTIR-ATR 

Spectrum Two (Perkin Elmer, Massachusetts, EE. UU.). Los espectros se 

registraron durante 20 barridos con una resolución de 4 cm-1 en un 

rango de número de onda entre 4000 y 400 cm-1.23 Para la 

interpretación y el procesamiento de los datos resultantes se utilizó el 

software Spectrum 10TM (Perkin Elmer, Massachusetts, EE. UU.).  

(v) Difracción de rayos-X 

La técnica de difracción de rayos-X (DRX) se emplea para 

identificar las fases de un material cristalino, proporcionando también 

información sobre las dimensiones de las celdas unitarias del material.  

Esta técnica está basada en la interferencia de los rayos-X 

monocromáticos con una muestra de naturaleza cristalina. Estos rayos-

X son generados en un tubo de rayos catódicos, filtrados para producir 

radiación monocromática, concentrada y dirigida hacia la muestra. La 

interacción de estos rayos con la muestra da lugar a una interferencia 

constructiva resultando en un rayo difractado cuando las condiciones 

satisfacen la ley de Bragg. Esta ley define la relación entre la longitud 

de onda de la radiación electromagnética con el ángulo de difracción y 
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la separación de la red en una muestra cristalina. La exploración de la 

muestra se lleva a cabo a través de un barrido de ángulos 2θ en todas 

las direcciones posibles debido a la orientación aleatoria del material. 

La conversión de los picos de difracción a espaciados permite la 

identificación del material debido a la presentación única de estos 

espacios (Figura 16).59  

 

Figura 16. Componentes implicados en la DRX.60 

Los análisis de DRX llevados a cabo en la presente Tesis Doctoral 

se realizaron en un equipo Bruker D8 Discover con una fuente 

monocromática CuKα1sobre un rango angular de 10 a 80 ° con una 

velocidad de barrido de 0.0025 °/s.  
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