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|. INTRODUCCION

Durante el siglo XX se hicieron grandes esfuerandaeinvestigacion
para el desarrollo de la tecnologia de combustiidisites (petroleo, carbdén
y gas natural) debido a la relativa disponibilididestas fuentes y a su bajo
precio. Hoy por hoy, estas materias primas se siguéizando en la
industria para la produccion de numerosos producospliamente
demandados por la poblacién, como por ejemplo: cstitiles, polimeros,
detergentes, medicamentos, productos fitosanitaradsrantes, etc [1].

Actualmente, la utilizacion de los combustibles il&ss se esta
cuestionando desde diversos frentes, debido a sa postenibilidad
medioambiental y econdmica. La quema de combustibkgles contribuye
en gran medida al aumento del nivel de,@@ la atmdsfera, directamente
asociado con el fenédmeno del calentamiento glddamlalelamente, se esta
produciendo un descenso en las reservas de petrgleo unido a un
aumento de la conflictividad en los paises tradaimente productores de
crudo, hacen necesaria la busqueda de nuevas dudatenergia y de
materias primas alternativas a los combustibleBe&)sy especialmente al
petréleo.

Los combustibles producidos a partir de fuentes ovables,
concretamente de la biomasa (biocombustibles), imoddisminuir la
dependencia global de los combustibles fésiles pagticular del petréleo,
ademas de desempeniar un papel importante en lecrédule las emisiones
de CQ a la atmésfera. Este ultimo aspecto es debido ea ejuCQ
producido a partir de la combustion de biocomblegilequivale al CO
fijado por la planta en la fotosintesis, razon lpocual no se incrementa la
cantidad de Cgpresente en la atmdsfera.

1
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clorofila

nCO, + nH,0 + luz solar (CH,0),, + nO,

Ecuacion de la fotosintesisConversion de COen carbohidratos

El siglo XXI puede suponer el desarrollo y perfeceimiento de una
tecnologia que permita introducir en la vida catidi biocombustibles como
otros muchos productos que hoy dia proceden deblpet y que podrian
obtenerse a partir de materias primas renovablesigen vegetal. No hay
gue olvidar ademas, que el desarrollo de los bibemtibles ofreceria una
oportunidad de futuro para las comunidades rufales

1. Antecedentes generales sobre los biocombustibles
1.1. Clasificacion de los biocombustibles
Actualmente, podemos clasificar los tipos de bidoostibles en

primarios y secundarios.

1.1.1. Biocombustibles primarios

Los biocombustibles primarios se utilizan directatee es decir, la
materia prima organica no necesita un proceso quirprevio para su
posterior utilizacién, tal y como ocurre con ladefas astillas y los granulos
de madera. Estos biocombustibles se emplean enustidr directa. Los
productos que se forman en la reaccion quimica emtrcombustible y el
oxigeno son C®y H,O, liberando calor. Los biocombustibles primarios

pueden sustituir al combustible convencional defasty calderas.

Presentan como ventaja importante un nivel de émigle azufre

bastante inferior al combustible convencional.
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1.1.2. Biocombustibles secundarios

Los biocombustibles secundarios se obtienen mediamtprocesado de
la biomasa, asi, pueden ser sélidos (carbén végdimlidos (etanol o
biodiésel) o gases (biogas, gas de sintesis egada). A su vez, este tipo
de biocombustibles se divide en biocombustiblespdmera, segunda y
tercera generaciondependiendo de la materia prima de la biomasa y
tecnologia utilizada para su produccion. Actualmentisten tecnologias de
conversibn avanzadas Yy eficientes para la extmaccie estos

biocombustibles, en forma sélida, liquida o gaseosa

1.1.2.1. Biocombustibles de primera generacion

Son aquellos obtenidos principalmente de semilganos [3,4] o
azucares [5,6] mediante procesos y tecnologiascuamy comerciales. Se
caracterizan por su miscibilidad con los combussibconvencionales,
pueden utilizarse en motores de combustion intarediante la tecnologia
del vehiculo de combustible flexibleflekible fuel vehicle FFV) vy
empleando la infraestructura actual de distribucidentro del grupo de los
biocombustibles de primera generacion se incluydimoetanol, biodiésel y
también el biogas. La produccion de biocombustileeprimera generacion
es una realidad, con una produccion mundial anei@licededor de 50 mil
millones de litros y entre otras, presentan dogsajas muy relevantes: su
contribucion a la mitigacion de las emisiones de, @@a reduccion de la
inquietud sobre la seguridad energética. Sin enohalg comunidad
cientifica muestra actualmente sus reservas adertms biocombustibles de
primera generacion, relacionadas con la constaraiael tiempo del
suministro de materia prima, los balances de carbpnlos impactos
medioambientales, y sobre todo el impacto tieee el cultivo de las
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especies de interés energético en el mercado muledéimentos.

-Bioetanol de primera generacion:

Se produce de modo natural mediante la fermentaadmedio acido
(pH 4-5) de materias primas con un elevado conteeidazucares (cafia de
azucar y remolacha), o almidén (maiz, trigo y sprgor parte de ciertos
microrganismos, generalmente levaduras c&@aocharomyces cerevissae
El proceso de obtencidn de bioetanol consta derinmeera fase en la que se
produce la hidrdlisis de los azucares complejosafemsa) o del almidon,
segun el caso, produciendo azucares simples quamhedin proceso de

fermentacion, dara lugar a etanol y didxido de @aob

C6H1206 _ 2 C2H50H +2 COZ + calor
(glucosa)

Esquema 1.Reaccion de fermentacidn alcohdlica

El bioetanol se puede utilizar directamente en radgumotores de
combustion preparados para ello, mezclado con cstibes fosiles tipo
gasolina en diferentes proporciones. Por ejempézchas con porcentaje en
bioetanol de 10% y 15% (denominados respectivantehbey E15) pueden
utilizarse en motores convencionales sin necesiddmodificaciones.
También puede utilizarse en forma de ETBE (t&it-butil éter) como
sustituto del MTBE (metitert-butil éter) para incrementar el octano de la
gasolina sin plomo y disminuir la contaminaciorideal.

-Biodiésel de primera generacion:

El biodiésel de primera generacién se puede obtepartir de una gran

variedad de aceites vegetales, obtenidos a suevégsdsemillas de plantas

oleaginosas (soja, girasol, palma, colza, etcjliame procesos de trans-
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esterificacion. Mediante la transesterificacionceasigue ademas bajar la

viscosidad y mejorar su combustion, evitando pesidafios en el motor.

El aceite (origen vegetal o grasas animales) coatigiglicéridos, es
decir una serie de moléculas hidrofébicas que aande una unidad de
glicerol unida a tres acidos grasos. Los aceitagetades presentan una
elevada viscosidad, baja volatilidad y cierta neatdd, por lo que no es
conveniente utilizarlos directamente en motoresqya podrian producir

dafios a medio y largo plazo. El proceso_de tramsfsacion consiste en

una serie de reacciones reversibles de un aceijgasa (extraido por
prensado o con disolventes) con un alcohol (gemerste metanol debido a
su reducido precio), en presencia de un catalizAdanogéneo (acido o
basico) o heterogéneo y dando como producto pahtapmezcla de metil

ésteres (biodiésel) y un subproducto de un altorvafiadido (glicerol)

(Esquema 2) [7].

H,OCOR; CH,OH CH;OCHOR;

CHOCOR, * 3CH3OH CHOH + CH;OCHOR,
|

CH,0COR;  (metanol) CH,0H  CH3;OCHOR,

(triglicérido) (glicerol) (biodiesel)

Esquema 2 Representacion simplificada del proceso de tsdasgécacion

En esta reaccion de transesterificacion se puealeseguir rendimientos
de hasta el 99.7% mediante un exceso de alcohtve(eh50 y el 200%).
Cabe sefialar que en presencia de un catalizaddo saido (heterogéneo)
permite eliminar los problemas ambientales derigadiel uso de
catalizadores homogéneos, asi como las reacciensgpbnificacion. Los
catalizadores sélidos acidos pueden simultaneamesdtalizar la
transesterificacion de triglicéridos y la estedafioon de acidos grasos libres

a metil ésteres presentes en el aceite [8].
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1.1.2.2. Biocombustibles de segunda generacion

Son aquellos provenientes de la biomasa, que aeddm de los
anteriores, se obtienen a partir de cultivos ndirgos a la alimentacion y
que pueden cultivarse en terrenos no agricolaasr@si marginales, ademas
de los residuos agricolas y forestales. Se refidoewlamentalmente a
materias primas de origen lignocelulosico, que tygn la parte de
biomasa mas abundante y barata obtenida a parniladéas. Su procesado
implica el uso tecnologias bioquimicas y termoqué®si Su abundancia, su
bajo precio y el hecho de no competir directamaaie la alimentacion
hacen que puedan ser interesantes. La tecnologiasarea para el
procesamiento de los biocombustibles de segund@ragdin es mas
compleja que la utilizada en la primera generacidor, lo que en la
actualidad unicamente existen varias plantas pylato se lleva a cabo una

produccion comercial extensa [2].

Dentro de los biocombustibles de segunda generad&stacan el
bioetanol lignocelulésicoque se obtiene después de la separacion y la
hidrolisis de los componentes de la biomasa ligibasica (celulosa,
hemicelulosa y lignina) dando lugar a azUcarespyeelen fermentarse para
producir etanol; el biodiésel que se produce a partir de biomasa
lignocelulésica mediante diferentes procesos teumoigos englobados
todos ellos bajo las siglas BTIBibmass to liquids y el biogasque se
produce por digestibn anaerdbia de la materia drgaprocedente de
residuos de la biomasa (estiercol de animales yosotresiduos
lignocelulésicos de cultivos agricolas) mediante crovrganismos,

generalmente bacterias, y puede utilizarsevedriculos a gasolina con
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pequefias adaptaciones. La composicion tipica degastes una mezcla 60-
70% de metano y 40-30% de €2,9].

1.1.2.3. Biocombustibles de tercera generacion

Los biocombustibles de tercera generacién seriaellag procedentes
de organismos genéticamente modificados y por totaaltamente
especializados en la produccion de energia. La @gdnternacional de la
Energia (IEA, por sus siglas en inglés) incluyeskos a las microalgas. En
este aspecto encontramos controversia en la literaya que algunos
autores consideran que el biodiésel procedenteicteatgas forma parte de
los biocombustibles de tercera generacion [10,bdigntras que otros
autores los clasifican dentro del grupo de biocastibles de segunda
generacion [12-14]. Por ultimo mencionaremos quetrde de los
biocombustibles de tercera generacion, la AIE yeliambién el hidrégeno

proveniente de la biomasa.

Biocombustibles

Y Y
U
- lefia ¢ l l
- virutas y astillas
de madera . 1* generacion | 2" generacion | 3* generacion |
- residuos animales
- residuos forestales U U U
y agricolas - fuentes: - fuentes: - fuentes:
semillas, grano y biomasa lignocelulosica algas y materia
azucares * bioetanol vegetal marina
* bioetanol (hidrolisis enzimatica) * bioetanol
(fermentacion) * metanol, gasolina y diesel | | * pjodiesel
* biodiesel (Fischer-Tropsch) * hidrogeno
(transesterificacion) || * dimetil éter y green diesel
(procesos termoquimicos)
* biometano
(digestion anaerobia)

Esquema 3.Clasificacion de biocombustibles segun Nigam ygBif10]
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1.2. Procesos utilizados en la obtencion de biocoudiibles secundarios
1.2.1. Conversion termoquimica

Los procesos de conversion termoquimica implicamp&raturas y
presiones elevadas y dentro de ellos se incluyen reétodos de
gasificacion, licuefaccion y pirolisis. El tiempe desidencia en el reactor,
la velocidad de calentamiento y la temperatura, Issnparametros que
determinan si el tratamiento termoquimico de lanfasa produce
biocombustibles liquidos, gases o sdlidos.

-Gasificacion.Consiste en hacer reaccionar cualquier materiabocado
(en nuestro caso, biomasa) con aire, oxigeno ocongente de vapor,
produciendo una mezcla de CO, £CH,, CH; y N, en distintas
proporciones. Mediante este proceso se obtgngas(H,), gas de sintesis
0 gas productor, dependiendo de la proporciénivalate cada uno de los
gases y de la corriente usada para producirlo (vage u oxigeno) [15]. El
gas productor se utiliza para la obtencion de ebtétad y/o calor, mientras
que elsyngasse usa para la obtenciéon de combustibles de astomga
gue se obtiene Hmediante la reaccién inversa de gas de aguaterwgas
shift (WGS)Esquema 3).

El biosyngasproducido a partir de la biomasa puede a su véizante
para obtener biodiésel, mediante la reaccion deh€&isTropsch. En esta
reaccion se obtiene una mezcla de metano, etiletlanp, gas licuado de
petréleo (GLP), propano, butano, gasolingQs,), diesel (G3-C,,) y ceras
(C23-Cgs3) cuya distribucion depende del catalizador utilzg condiciones
de reaccion como temperatura, presion, etc. Laxipdles ventajas que
presentan los procesos de Fischer-Tropsch es cqdepuwtilizar cualquier
tipo de materia prima (carbon, biomasa o gatural), y el combustible

8
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producido tiene un contenido en azufre muy baja. €ocontrario, se
obtienen compuestos de muy alto peso molecularddedireacciones de
polimerizacion, que posteriormente necesitan hidiepeearse para dar lugar

al biodiésel [8] (Esquema 3).

Actualmente, el syngas también se utiliza en lembién de metanol,
empleando como catalizador cobre y 0xido de zitengperaturas de 220-
300°C y presiones de 50-100 bares [16]. La sinwsisnetanol es una
secuencia de dos reacciones exotérmicas, la reagdei®ater Gas Shify la

hidrogenacion de Ca metanol (Esquema 4).

- Reaccion de water gas shift
CO + HzO — CO2 + H2
(syngas)
- Reaccion de Fischer-Tropsch

n-+m Catalizador
n CO + T)Hz —_— C“Hm+H20

n= longitud de la cadena
m= hidrogenos por atomo de carbono

- Sintesis de metanol
CO+H,0—> CO,+H,
CO, +3H, —> CH;0H + H,0
CO +2H, — CH;0H +H,0

Esquema 4 Reacciones de los procesos de conversion termaoplimi

-Licuefaccion.Los procesos termoquimicos con tiempos de residenci
cortos, altas velocidades de calentamiento y tembypers moderadas
favorecen, generalmente, la formacion de liquidbg].[ Estos liquidos
formados a partir de biomasa mediante procesos otgrimicos de
licuefaccién y pirolisis, reciben el nombre dedieite(bio-oil). EI proceso
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de licuefaccidbn consiste en convertir directaments materiales
lignocelulésicos en un liquido similar a Idsel-oils pesados, cuando
reaccionan con el gas de sintesis en presencaatddizador adecuado [18].
La licuefaccion en medio acuoso implica la desapeEm de la
ultraestructura lefiosa seguida de una despolinogdizaparcial de sus

componentes.

-Pirdlisis. La pirolisis consiste en la degradacion térmicdadbiomasa
por calor en ausencia de oxigeno. Se produce cadm®tal, bioaceite(o-
oil) y productos combustibles gaseosos [2]. Dependidiedas condiciones
de operacion, la pirolisis puede ser de tres tiposivencional, rapida y
flash

1.2.2. Conversion bioldgica

El material _lignocelulésico es abundante en plartascultivos no

destinados a la alimentacion, subproductos agscolsi como los
provenientes de la industria alimentaria o0 maderEsdructuralmente, la
lignocelulosa estd compuesta principalmente delasslu hemicelulosa y
lignina. La celulosa son polimeros ¢eglucosa; la hemicelulosa son
polimeros de xilosa y arabinosa; y la lignina soolirpperos de

fenilpropanoides.

Estos azucares son liberados mediante hidrélidmiga o enziméatica y
posteriormente, mediante un proceso de fermenta@prenzimatica) se
pueden transformar en bioalcohol (bioetanol), biocostible u otros
productos de interés. Asi pues, la conversion tke t§®0 de biomasa en
bioetanol requiere un proceso que incluye 3 etaparatamiento de la
biomasa, hidrolisis enzimatica y finalmente pimoceso de fermentacion

10
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destilacion. En el pretratamiento, generalmente ianéel el proceso de
explosion de vapor [19], se separa la celulosademicelulosa y la lignina
para facilitar la posterior ruptura de las molésutonstituyentes de la
misma en azucares simples con la hidrdlisis enmmaEstos azlcares
pueden fermentarse dando alcohol; mientras quadaiébn de hemicelulosa
dara lugar a xilosa, cuyo proceso de transformaeidretanol es bastante
mas complejo. La lignina tiene que procesarse adis para producir otros
biocombustibles.

El almidén es un polisacarido de glucosa con eslgtieosidicosi-1,4
(amilosa) y a-1,6 (amilopectina), que debido a su estructuraromac
molecular no puede fermentarse directamente a letamola tecnologia
convencional. En primer lugar, debe romperse suasta macromolecular
dando moléculas mas pequefas (glucosa). Paraelidiliza una enzima-
amilasa termoestable que produce dextrinas solufidigbmeros de
glucosa), en un proceso conocido como licuefacckusteriormente, la
hidrolisis de las dextrinas se realiza con la eazglucoamilasa generando
moléculas de glucosa, en un proceso denominado rifgaEaon.
Finalmente, se realiza la fermentacibn mediantadexas, generalmente
Saccharoyces cerevisi@meZymomonas mobilisjue metabolizan la glucosa
a etanol. En teoria y segun se deduce de los oélastequiométricos de
Gay Lussac en el siglo XIX, la conversion maximaltleosa a etanol seria
del 51%, pero las levaduras utilizan una parte aleglucosa para la
produccion de su propia masa celular y de otroslymos metabdlicos
distintos del etanol, asi que en la practica ud8%-de glucosa se convierte

en etanol [20].
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También puede realizarse la digestion anaerdbia B®omasa, es decir,
las bacterias anaerobias en ausencia de oxigen@daegla materia
organica presente en la biomasa produciendo unalangz metano y C
en proporcién 70/30. La digestion anaerobia dedves sélidos urbanos
produce la misma proporcion de metano y,CBstos dos componentes
junto con N, O, atmosférico y trazas de compuestos organicos, son
conocidos comaandfill Gas Es un gas natural de baja calidad que requiere
la eliminacion de diversos componentes organicédtiles, asi como SHy
CO; [21].

1.2.3. Conversion quimica
Los principales procesos de conversion quimicaadkidmasa son: la
hidrélisis quimica, la extraccion con disolventiesytilizacion de agua en

condiciones supercriticas y el hidrotratamiento.

-Hidrolisis quimica.La conversion de biomasa a etanol requiere un
proceso de pretratamiento (por métodos quimiceiof, térmicos o una
combinacion de los tres) seguido de la hidrélisisiraatica de la celulosa,
un proceso de fermentacion y finalmente la sepamnagde los productos por
destilacion. El pretratamiento pretende degradastauctura cristalina de la
celulosa, aumentar el area superficial de la biamseparar la hemicelulosa
y romper la estructura de la lignina [22]. La cic&tdel proceso de
degradacion de azUcares catalizada por acidoscanfdi hidrélisis de la
celulosa a una molécula de glucosa, seguida dedegeadacion de la
glucosa a 5-hidroximetilfurfural (HMF) y &cido Idinico. El &cido
levulinico se puede transformar en ésteres lewdéiy metil-
tetrahidrofurano, que se utilizan como aditivosgeriados para diésel y
gasolina [8].
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-Extraccion con disolventesConsiste en extraer selectivamente los
compuestos deseados, solubles en un disolventeuattecy posterior
recuperacion de los mismos. Este tipo de extradoiftica: extraccion del
aceite a partir de las semillas con hexano, degiilade la mezcla aceite-
hexano y tostado del residuo. Otros disolventdgaitios: diclorometano,
acetona, etanol, isopropanol e incluso,C& condiciones supercriticas
[23,24].

-Agua en condiciones supercriticabln fluido supercritico es una

sustancia que esta en unas condiciones de temgaeygitesion por encima

de su punto critico que en el caso del agua eFIRCy 22 MPa, y para el
CO, 31°C y 7.4 MPa [25]. Los compuestos en condicisugeercriticas se
encuentran en la interfase entre un liquido y us. @¢d procesado de
biomasa con agua en condiciones supercriticas asaliarnativa a la
hidrolisis acida y enzimatica de la celulosa, puegte se trata de procesos
costosos, contaminantes 0 necesitan de pretratmmidfl agua en
condiciones supercriticas puede convertir la celulen azlcares y la
biomasa en una mezcla de aceites, acidos organalesholes e
hidrocarburos. El agua en condiciones supercritesmasnuy reactiva. A
medida que la temperatura se va acercando a 60G@R§lLi@ supercritica se
va convirtiendo en un oxidante fuerte y se produta desintegracion de la
estructura del substrato lignocelulésico, por tienesicia de oxigeno desde
el agua a los atomos de carbono del sustrato. tomsod de hidrégeno del

agua se liberan formanda [26].

-Hidrotratamiento de aceites vegetaléss aceites de colza, soja, canola
y palma, estan ampliamente orientados a la prodoa biodiésel. Su uso
generalizado en el futuro depende del desarradlondevas tecnologias de
13
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procesado en la produccion de combustibles pam@uiamocion de alta
calidad. Estos nuevos biocombustibles deben serpatiohes con los
combustibles convencionales para ser econémicamiities.

El diésel verde, presenta un elevado contenidoseparafinas, y se
obtiene mediante procesos de saturacion cataliticlpdesoxigenacion,
descarboxilacion e hidro-isomerizacion, de los @eidgrasos Y triglicéridos
presentes en los aceites vegetales. No contienpuaEstos aromaticos ni
azufre, y posee un alto nimero de cetano. Susqutagés en frio se pueden
ajustar durante el proceso de fabricacion paraptiu las especificaciones
ambientales [26]. Este tipo de diésel es completéeaneompatible con el

diésel convencional.

1.2.4. Conversion de biomasa en refinerias conveanales

Aunque en rigor esta tecnologia deberia ser mead@mentro de los
procesos quimicos, la resaltaremos aparte, ya sfaetecnologia seria la
mAas conveniente para convertir los extractos deplastas laticiferas en
combustibles. Estos procesos implican una co-aliacgn de la refineria
de petréleo convencional con materias primas perted de la biomasa.
Generalmente, se utilizan los siguientes tres no&tedra la conversion de
biomasa en combustibles y otros productos quimim@gueo catalitico en
lecho fluidizado (FCC, por sus siglas en inglés)drdtraqueo-
hidrotratamiento y uso delyngaso del hidrégeno derivado de la biomasa.
Aqui, s6lo comentaremos los dos primeros métodogugael tercero ha
sido descrito en apartados anteriores.

-Craqueo cataliticoEl craqueo catalitico fluiddl(id catalytic cracking
FCC) es un proceso ampliamente utilizado en lagedhs para la

conversion de fracciones pesadas de petréleo cfummium gas ojiiVGO)
14
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en gasolina y otros hidrocarburos [27]. En estecgso distinguimos
principalmente dos zonas de reaccion. En la prinzenrza, se pone en
contacto el catalizador caliente con el VGO, ol#edo los productos
resultantes del craqueo y el catalizador contanoirdel coque. Tras esta
reaccion, el catalizador se separa de los produstsiesprende el crudo
residual por vapor y posteriormente el catalizas#oregenera quemando el
coque a 650- 760°C y 2 bares. El catalizador daliesta listo para

reutilizarse en reacciones posteriores.

Las reacciones que ocurren en el proceso FCC iexclugacciones de
craqueo, es decir, craqueo de alcanos, alquenftenos y compuestos
aromaticos a productos mas ligeros; pero tambid@gcciones de
transferencia de hidrogeno, isomerizacion y reassode formacion de
coque [28]. Suelen usarse catalizadores acidagosdlipo zeolitas, que son

materiales microporosos cristalinos con tamafioade gefinido.

Los materiales lignocelulésicos, asi como los d®ites, pueden ser
transformados mediante craqueo catalitico. El @aqeatalitico presenta
una serie de ventajas con respecto a los tratamsieoinvencionales de los
materiales lignoceluldsicos, ya que no se requi@egeno, el procesado
en condiciones atmosféricas reduce el coste dacipery las temperaturas
empleadas son similares a aquellas que se utikrata produccion de
bioaceite. Por el contrario, pueden darse bajosdimeantos en
hidrocarburos asi como un alto grado de producaéncoque. Los
productos del craqueo catalitico de la biomasauyeel hidrocarburos
aromaticos y alifaticos, productos organicos sa@sibén agua, productos
organicos liposolubles, gases (@O y alcanos ligeros) y coque. Los
hidrocarburos procedentes de la biomasa son detésien hidrogeno si los
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comparamos con aquellos procedentes del petrotgpinSCheret al [29]
el mayor desafio de la conversién de biomasa ker&irada del oxigeno y
el enriquecimiento en hidrogeno del producto hidrbonado.

La conversion de los compuestos oxigenados protesiele la biomasa
mediante FCC implica cinco clases diferentes decrenes: (1) reacciones
de deshidratacion; (2) cragueo de grandes molécakigenadas a
moléculas mas pequefas; (3) reacciones de produdechidrogeno; (4)
reacciones de consumo de hidrégeno; y (5) prodnogé moléculas mas
largas por reacciones de formacion de enlace Adénsacion aldolica o
reacciones Diels-Alder). Durante el proceso puedelycirse hidrogeno a
través de reacciones de reformado con vapor, degieidacion de los
compuestos tipo carbohidratos o hidrocarbonad@s;crenes de WGS y
reacciones de descarbonilacibn de moléculas pareide deshidratadas
[30].

El craqueo catalitico de aceites vegetales comaéte contenido en

triglicéridos, implica la pirolisis de los mismos presencia de catalizadores
soélidos, generalmente zeolitas. Este proceso sstaalo estudiando desde
1921 [31] y los productos de pirolisis de los aivegetales se usaron
como combustibles en ambas guerras mundiales. éeaf [32] propuso
una ruta de reaccion para el craqueo cataliticcddes vegetales, en la que
el aceite vegetal es transformado primeramente esrivadios
hidrocarbonados pesados y oxigenados, que postemde daran lugar a
olefinas y parafinas ligeras (gasolina), CO,.C&@0 y alcoholes. Mediante
reacciones de oligomerizacién, las olefinas liggraeden dar olefinas y

parafinas mas pesadas que pueden usarse comagadasel o keroseno.
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Estas olefinas ligeras también pueden sufrir paxete isomerizacion,

aromatizaciéon y alquilacion para dar hidrocarb@asnaticos [30].

-Hidrotratamiento.El hidrotratamiento puede usarse para convertir los
aceites procedentes de fuentes bioldgicas (bi@sde@in un combustible
mas estable con una mayor densidad energética Yyacoaracteristica de
poder mezclarse con materiales procedentes ddilg@trEn una refineria
convencional, este proceso se lleva a cabo a temupas de 300-600°C y
presiones de Hentre 35-170 bares con catalizadores de cobaltipaeno
(Co-Mo) vy niquel-molibdeno (Ni-Mo). También se idin otros
catalizadores como platino en soporte de silicerala o rutenio. Durante
este proceso, el oxigeno contenido en el bioacegteciona con el Hpara
formar agua y enlaces saturados C-C. Es importaitar la hidrogenacién
de compuestos aromaticos presentes en los aceitesiey disminuiria el
namero de octanos de la gasolina producida y awarianél consumo de
hidrogeno [30].

La lignina puede convertirse en combustible mddiasta técnica de
hidrotratamiento, con catalizadores estandar ynpéeaturas de 250-450°C.
Se producen fenoles, ciclohexano, benceno, naftajefenantreno, con
rendimientos en aceite del 61% basandonos enadéignicial [33-36].

Los aceites vegetales con un elevado contenidoigitéridos, pueden

hidrotratarse para producir alcanos liquidos ctmraimero de cetano y con
propiedades combustibles mejores que las del lsediéEste proceso
implica temperaturas de 350-450°C, presiones pescide H de 48-152
bares y catalizadores comerciales de hidrotratamiéa Co-Mo y Ni-Mo.
El diésel proveniente de hidrotratamiento de aseitegetales tiene la

ventaja de ser compatible con la infraestructurstemte, asi como con los
17
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motores diésel actuales. Asi, se puede concluirlajgasolina y el diésel
pueden obtenerse a partir de triglicéridos por wmaq catalitico o
hidrotratamiento, respectivamente.

La biomasa de origen celulésico, abundante y daest también la mas
dificil de convertir en biocombustibles. En unairmefia convencional, se
requiere previamente convertir la biomasa ligndésloa en producto
liguido mediante pirolisis o licuefaccién para pronl bioaceites o bien
mediante rutas hidroliticas para producir aziucaasbles y lignina. El
craqgueo de estos productos produce olefinas y aiceapero también
grandes cantidades de coque, bajo las condicistaadar de FCC. Este
coque puede usarse para proveer de calor al pracesn para producir
syngas.El hidrotratamiento de la lignina y el bioaceiteeda dar lugar a
gasolina y diésel, aunque para ello se requietas ptesiones de hidrogeno
[30].

1.3. Biocombustibles de segunda generacion. Origen fuentes de
obtencion

En la actualidad los biocombustibles denominade&s “degunda
generacion”, estan desplazando a aquellos basadueductos obtenidos a
partir de cultivos alimentarios. En general, ségurée que estos cultivos no
compitan directamente con la alimentacién y querdédepuedan adaptarse
a tierras marginales, con bajos requerimientoseddiZantes y riego. Los
cultivos mas utilizados para la obtencion de bidoostibles de segunda
generacion serian del tipo lignocelulésico, segogria obtener bioetanol
(a partir de celulosa y hemicelulosa) o biodiésSEhmbién podemos
encontrar entre este tipo de cultivos, las plami@sginosas, como por
ejemploJatropha curcasAsi atendiendo a la materia prima a partirlae
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cual se pretende obtener el combustible, estosvasiltios podemos

clasificar en lignocelulésicos y oleaginosos.

1.3.1. Lignoceluldsicos

1.3.1.1. Miscanthus sppomo cultivo energético

Miscanthus sppes una planta rizomatosa de metabolismo C4 para la
fijacion de carbono. Desde extremo oriente, sedujo en Europa como
planta ornamental en los afios 30 (siglo XX). Sedpuencontrar en climas
tropicales y subtropicales y las zonas templadassulgeste asiatico asi
como en las islas del Pacifico. Como miembro déamailia Poaceaeel
género esta estrechamente relacionado con el gé&wroharum(que
incluye la cafia de azucar) y algunas especies desageneros pueden ser
facilmente hibridadas. Existen aproximadamente §Feees de plantas
pertenecientes al génekdiscanthus de las cuales podemos destacar tres:
M. sinensis M. sacchariflorusy el hibrido M. giganteus.En general
podemos decir qukl. sacchariflorusse encuentra mejor adaptado a climas
calidos mientras qubl. sinensispuede proveer de recursos genéticos para
las regiones mas frias. A pesar de ser una plantaadabolismo C4 esta
adaptada para funcionar eficientemente a tempestords bajas que el

resto de las plantas de este grupo [37,38].

En la década de 1950 se empez0 a cultivar comovawdnergético,
estableciendose programas de seleccion en un amgtigo de zonas
climaticas incluidas las mas templadas del surutefa. De este programa
se destac6é como potencial productor de bionMsagiganteus el hibrido
triploide estéril deM. sacchariflorusy M. sinensis.Una vez establecidos,
los rizomas producen un crecimiento anual de Ilbsstale mas de 3 m de
altura. El ciclo de esta planta es anual y en mli$ferio norte los rizomas se
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siembran en primavera y pueden recolectarse errtgbrarzo una vez
hayan alcanzado la senescencia y su porcentaje udeedad haya
disminuido. Cada afio produce nuevos brotes quegemetesde el suelo
durante el mes de abril. Estos brotes se transfoenatallos robustos que
pueden alcanzar los 2 m de altura y los 10 mm dmeliro a finales de
agosto del primer afio. A finales de julio comienzaisecarse las hojas
inferiores y durante el otofio el secado del culseoacelera. Durante este
proceso, se comienza a producir la acumulacionufeentes a nivel de
rizomas [39], fendmeno que va acompafado de laidz@me hojas. En
invierno, desaparece totalmente el follaje y pdaaiente se produce el
secado de los tallos, que al final del invierncamafan humedades de
entorno a un 40% [40]. En la siguiente primaver@nadiendo con un

aumento de las temperaturas, se inicia de nuesiolel

Las especies del genemdiscanthus,en general, pueden crecer y
desarrollarse en una amplia gama de suelos desdesas a arcillosos e
incluso en tierras marginales, ya que poseen laacidgd de
almacenamiento de agua. En cuanto a la temperaeracepta que con
temperaturas inferiores a 6°C su sistema fotogiotéte ve afectado, asi
como su crecimiento. Sus rizomas salen de la l@encernal cuando las

temperaturas del suelo alcanzan los 10-12°C [39].

Uno de las principales dificultades que preseataxplotacion de este
cultivo es su forma de propagaciéon. Como se haodatteriormente, la
mayor parte de los cultivos ddiscanthusprovienen del hibrido triploide
estérilM. giganteusque por lo tanto debe propagarse de forma vegetati
mediante rizomas o por micropropagacion de secsiare tallos. Las
variedades feértiled. sinensisy M. sacchifloruse hibridos fértilespueden
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sembrarse a partir de semillas, aunque su tarpafjoefio y su bajo
contenido en nutrientes hacen que el éxito delbkstaniento de la
plantacién sea escaso, por lo que se consiguenreaejesultados si se
realiza vegetativamente, sobre todo si se utiizétnica conocida como

macropropagacion del rizoma que permite la mecaidizalel proceso [38].

En un exhaustivo estudio llevado a cabo por ewcded Ministerio de
Industria britanico Department of Trade and IndustrTI) [41] se
concluy6 que los rizomas deben almacenarse a omzetatura de entre 3-
5°C en las 4 h siguientes a su recogida, evitanakisena exposicion de los
rizomas a las condiciones ambientales que redudrésticamente la
viabilidad y el vigor de los mismos. A la hora deplantacion, los rizomas
no deben permanecer fuera de la camara mas delah ge plantarse en
suelos cuya humedad sea superior al 40%.

La densidad Optima de plantacion es de 20000 asgmor hectarea [42]
y una mayor densidad de siembra puede dar mayenesmientos en los
primeros afios del cultivo pero a medida que elivalmadura, estos
rendimientos van decreciendo. La siembra en priraaaprovecha la
ventaja que ofrece la humedad del suelo y extidadprimera fase de
crecimiento, favoreciendo un mayor desarrollo deribomas y permitiendo

al cultivo tolerar mejor las posibles deficiendmsdricas.

Las plantas déMiscanthus sppson perennes, y esto conlleva a bajos
rendimientos en los primeros afios, entre 1-2'tdemmateria secaunque
Mantineoet al. consiguieron obtener rendimientos de 3.6t ba parcelas
regadas [43]y en el tercer y cuarto afio alcanzaron rendimiengc®7ct hd
[40]. El valor calorifico medio es de 16.4 MJ%kgbteniendo su maximo de
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energia neta en el 4° afio con 447.2 GY Hebido al alto rendimiento en

biomasa seca y una baja demanda energética deslonas ihput9 [43].

Principales inconvenientes de su cultivo

Si lo comparamos con el resto de cultivos tradalies, el cultivo de
Miscanthus spprepresenta una opcion de elevado riesgo, desdentd pde
vista econdmico. Los altos costes de plantaciortalélo, unidos a la baja
produccion de los primeros meses implican un lagmgriodo de
recuperacion de la inversion inicial. En el casozdeas de climatologia
semiarida como la nuestra, el requerimiento de ageresario para el
establecimiento de la plantacion seria otro coditgamnal. Ademas, aunque
poco frecuente, pueden producirse heladas en losrmos mediterraneos
sobre todo en las zonas prelitorales, afectandoeelmiento (temperaturas
inferiores a 6°C).

1.3.1.2. Switchgrag®anicum virgatum L) como cultivo energético

El switchgrassRanicum virgatum L) es una hierba perenne, erecta y de
metabolismo C4, nativa de Norteamérica donde esaomyin en las zonas
de pradera del medio oeste de los Estados Unidoan& planta versatil y
adaptable que puede crecer sin problemas en ndutigutipos de suelo y
condiciones climaticas. La mayor parte de su peridd crecimiento esta
comprendido entre el final de la primavera y lampras semanas de otofio.
Ha sido cultivada en el pasado como hierba fomapsara la temporada
estival, con la finalidad de paliar el descens@umuccion que presentan
las demas forrajeras cuando las temperaturas dsciefPuede crecer sin
problemas en suelos considerados no aptos parulibgos tradicionales,
como por ejemplo suelos arenosos siempre y cuasigm €n una region
hameda. Dentro de la especie podemos distingusr emtipos basados en
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sus caracteristicas morfolégicas y su habitat, dostipos llamados “de
tierras bajas” Iowland9 que generalmente crecen en las llanuras aluviales
(por lo tanto mas adaptados a zonas humedas) soaltod, mas gruesos y
tienen mayor rapidez de crecimiento que los ecstifde montafia”
(uplandg, los cuales son de tallo mas fino y bajo y est@jor adaptados a

habitats mas secos [44].

Desde los afios 80 se ha investigado su potermiad planta productora
de biomasa para la produccion de biocombustiblsidd principalmente a:
su alta produccion de energia neta por hectarem,bsjos costes de
produccion, bajo contenido en cenizas, alta efaéern el uso del agua, su
rusticidad y por su potencial de almacenamientoadieono en el suelo. En
los Estados Unidos se han realizado diversos ess#/campo en diversas
localizaciones, llegando a obtener rendimientoshdsta 26 t hHa en
Alabama [44]; en Europa se llegaron a obtener reieditos medios para el
tercer afio de 18 y 25 t fhaen el noroeste y el sur de Europa
respectivamente, por lo que se puede concluir guenhyores rendimientos
se obtienen en las zonas humedas y calidas debdaonayor duracién de
sus periodos calidos, factor que prolonga la épdeacrecimiento del

cultivo.

En 1998 se iniciaron los primeros experimentog&eropa en el marco
de una red europea con la finalidad de evaluawigtisgrasscomo cultivo
energético y generar suficientes datos para pederi la produccion de
dicho cultivo a gran escala [45]. Como resultado ede trabajo se
establecieron parcelas experimentales en cincegpaigopeos, dos de ellos
en la zona mediterranea (ltalia y Grecia) y treekenoroeste de Europa
(Alemania, los Paises Bajos y el Reino Unido). lijetivo de esos primeros
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experimentos fue el estudio de la adaptacion yad@rbductividad del
switchgrass a las condiciones pedoclimaticas easopén las dos zonas
mediterrdneas los experimentos fueron realizadosce@mdiciones de
regadio, en suelos limoarenosos con bajos contem@danateria organica.
Su adaptabilidad y productividad en biomasa destdds variedades dio
resultados satisfactorios, siendo exitosa la fasestiablecimiento, un factor
clave a la hora de afrontar el cultivo de switckgreSin embargo, en las
zonas del noroeste de Europa, se encontraron cq@moblema importante
en el segundo y tercer afo, el encamado al inieidadtemporada. En
ocasiones este problema se corregia hacia eldena campafa, pero sino
existia una recuperacion se encontraban con urmEsconsiderable en el

rendimiento de biomasa.

Los requerimientos de energia necesarios panaltelacdel switchgrass
son favorables si los comparamos con el maiz ojéa ga que la captura de
la luz solar es mucho mas eficiente debido a samoésmo C4. El coste
energeético para producir biomasa a partir de sgitds estaria entre 0.97-
1.34 GJ t, mientras que en caso del maiz seria de 1.99&J68 [46]. En
cuanto al rendimiento potencial en etanol por tatelde biomasa seca con
la tecnologia actual seria de 380’Lde biomasa seca recolectada, mientras
que en el caso del maiz este rendimiento alcank=si400 L t [47]. A
pesar de que el rendimiento es ligeramente mernonehtaja de usar
switchgrass en lugar de maiz deriva de sus bagte<ae produccion y de
su mayor contenido energético por hectarea [48]endbs, puede
aprovecharse el contenido en lignina de este cufiara quemar y obtener
la energia necesaria en el proceso industrial deohversién en etanol.

Considerando el global del proceso, la energiceciaa en el etanol resulta

24



. Introduccion

ser 5.4 veces mayor de la necesaria para manteder ¢l proceso

productivo [47].

Principales inconvenientes de su cultivo:

Una de las principales desventajas que presergaviglhgrass son los
problemas asociados al inicio del establecimient ld plantacion,
principalmente la latencia de las semillas y admpgetencia de las malas
hierbas de invierno, ya que éstas pueden inclusgaaita plantacion inicial.
Esto puede ser una desventaja en latitudes masnsiémales debido al
corto periodo vegetativo que tienen las plantagnitras que en las zonas
mas célidas este problema se atentda. Una solucidriapser plantar las
semillas cuando aumenten las temperaturas, sieynpuando se haya roto
convenientemente la latencia para que la plantutda competir con las
malas hierbas, aunque esto implicaria un periodoretgmiento vegetativo
del primer afio mas reducido. De todas formas, &acloon una buena
gestion del cultivo, no se puede esperar que élvouhlcance su maximo

rendimiento productivo antes del tercer afio [44,45]

1.3.1.3. Silvicultura de rotacion corta (SRC)

La silvicultura de rotacién cort&slort Rotation CoppiceSRC) es una
practica que consiste en el cultivo de alta dexsittaespecies arboreas para
la produccion de biomasa. Es una practica intrafucon éxito en los
paises escandinavos debido a la existencia de ethade sistemas de
calefaccion bien desarrollados. Las principaleg@sp utilizadas para este
fin son el sauce, el chopo o el dlamo. Esta Ultaspecie se ha revelado
como una gran productora de biomasa [49]. En loaglas plantaciones de
sauce se refiere, para este tipo de silviculturaitdzan variedades de
mimbrera Salix purpured debido a su caracter arbustivo. En este tipo de
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sistema de produccion se plantan dobles filas tBej@dlas de alrededor de
18-20 cm extrayéndose la madera en ciclos de af@$, aunque es comudn
gue sea cada 3 afios. El sauce de rotacion copbais en primavera y
crecera hasta 4 m de altura en el primer afio. Genente, durante el
invierno siguiente a su plantacion los tallos seran hasta casi el nivel del
suelo con la finalidad de estimular el crecimiedeomultiples tallos. Tres
afios después del recorte y también durante elrimvise recolecta la
madera. Una plantacion puede ser viable duran@ige, antes de que sea
necesario replantar, dando rendimientos anualesbiemasa seca de
alrededor de 13 t Haen ensayos realizados en el Reino Unido, aunque en
algunos ensayos realizados con alamos en los Bstiuidos se llegaron a
obtener hasta 35 t Hale materia seca anuales [50].

Estudios realizados en el Reino Unido afirman lqseespecies que se
utilizan en los sistemas de silvicultura de rotactdrta se adaptan a un
amplio rango de tipos de suelo. Esto podria seiddeb la tolerancia
Populusy Salixa las altas concentraciones de residuos toxieokasfixia
radicular [50,51].

1.3.2. Oleaginosos

Jatropha curcas.. como cultivo energético

El géneroJatropha es un género de aproximadamente 175 plantas
suculentas, arbustos y arboles de la familia Eupaoeae. Cuando
hablamos de jatrofa en el contexto de los biocotitidlas de segunda
generacion, nos referimos a la especie llandati@pha curcasplanta que
a dia de hoy es uno de los principales candidates groducir el biodiésel
del futuro, ya que ademas de no ser comestibleeststente a la sequia, a
las plagas y produce semillas que contienen eft#02 de aceite [52].
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J. curcadl. es un arbusto de unos 6 m de altura con unanaddienda y
una esperanza de vida de mas de 50 afios. La mlastarolla una raiz
principal profunda de la que parten las raicesd#s superficiales, dando a
la planta estabilidad y proteccion frente a la i@roslel suelo. Las plantas
maduras producen por separado flores masculinasgriinas. Al igual que
muchos miembros de la familia Euphorbiaceae, lamtpat del género
Jatropha contienen compuestos altamente téxicos por ingesti por

contacto con la piel.

En las zonas de origen decurcaslas temperaturas medias suelen estar
entre 20-28°C [53] y las precipitaciones entre 2600 mm [54]; por lo que
se puede afirmar que esta planta esta bien adamadandiciones
semiaridas. En general prefieren suelos ligerasfupdos y bien drenados
puesto que debe evitarse el riesgo de encharcan|@2t Sin embargo a
pesar de que la jatrofa ha sido extensamente ad#jvexiste cierta
variabilidad en los datos publicados relativos a prductividad,
desconociéndose el impacto a largo plazo de swaugan escala sobre la

calidad del suelo y el medio ambiente.

Aunque J. curcasse propaga facilmente tanto vegetativamente como
mediante semillas en las plantaciones destinadda produccién de
biocombustibles, se recomienda la siembra a pietsemillas [53,55]. Ello
es debido a que las plantas propagadas a parserdélas desarrollan una
raiz principal profunda que tendra més acceso @ §ga los nutrientes de
las capas mas profundas del suelo, por el contlasiplantas propagadas
vegetativamente tienen un sistema radicular muche superficial, esto
implica que en las zonas con menor disponibilidadagua y nutrientes
exista una mayor competencia por estos recursgsl&s semillas pueden
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sembrarse directamente en el campo, siempre y culantierra esté lo
suficientemente humeda, pero a pesar de ello Mty [56] recomiendan
la plantacion previa en semillero en condiciones ideernadero y
transcurridos tres meses trasplantarlas al camgio.sA protege a la planta
durante su etapa inicial de crecimiento de las ictontes adversas. El mejor
momento para comenzar la plantacion es durantgpdaaéde lluvias o
durante la estacion céalida si se dispone de agueegkdio, ya que las
plantulas requieren riego durante los 2-3 priséneses posteriores a la
plantacion. Debido a la competencia que se eswldatre las raices, los
marcos de plantaciéon dependen de la cantidad de @igponible, por lo
tanto las regiones subhimedas pueden permitirseraaccos de plantacion
mas estrechos, mientras que en zonas semiéridasreb de plantacion
debe ser mas ancho. Se ha de tener en cuentaemeealgnente, el aumento
de la biomasa suele hacerse a costa de perdemientb en fruto, y una
menor distancia entre plantas implicara una mayonpetencia para la
captacion de luz y agua, dando una menor relagigto/biomasa. Sin
embargo, algunos autores afirman que marcos deaplan mas anchos
aumentarian la productividad por planta [57] peroplicaria una

disminucién del rendimiento por hectarea del tdeala explotacion [58].

En lo que al riego se refiere, cabe decir que @aeingo existen
demasiados estudios en este aspecto, la minimaadnte agua necesaria
para obtener una cosecha aceptable de semillasadexiiedor de 600 mm
anuales [56]. En base a datos de estudios, llevad@bo en Nicaragua y
Paraguay sobre la relacion entre rendimiento en peso de la semilla y
precipitacion anual por un lado y la edad de lantpleién por otro,
compilados por Foidet al [59], se puede decir que hay una influencia
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positiva tanto del agua como de la edad de la qt&dnt en el rendimiento
en peso seco de semillas, obteniéndose rendimiamiozles de semillas
secas en torno a 5000 kg h&on precipitaciones anuales medias de 1200
mm y arboles de 4 afos [56]. De cualquier modo,acgese ha dicho, los
datos publicados hasta la fecha muestran un amgplgo de rendimiento en
peso seco de semillas ya que éste depende aderféadates como tipo de

suelo, lluvia, métodos culturales y factores geoéti

El fruto madura generalmente 90 dias despuésfti@daion aunque este
proceso no es uniforme, esto implica que el periddorecoleccion se
alargue desde los 2 meses (recolecciones diars#snanales) en regiones
semiaridas, hasta un afio (recolecciones semanalbmnas, el proceso de
recolecciéon es manual, siendo caro y laboriosoo @ato a considerar
cuando hablamos de rendimiento en semillas, es oeteptaje que
representan la cascara y el grano sobre el totgded® seco de la semilla,
este Ultimo tiene un poder calorifico de 30.4 MJ kgestad compuesto
principalmente de grasas y proteinas, mientras lguecascara esta
compuesta casi exclusivamente por fibras y su poaerifico es de 19.4
MJ kg?, por lo que si se quiere usar la semilla comotkiele biodiésel el
ratio grano/cascara de la semilla debe tenerse uemta&a En base a
observaciones publicadas en diversos estudiosgbgprcentaje de grano
respecto al peso seco total de la semilla estari@rao al 37% siendo el

resto cascara.

La obtencion del aceite puede realizarse medigmtzedimientos
mecanicos o quimicos con disolventes. Los procedfitns de extraccion
realizados por prensado en presa mecanica, tiameendimiento de entre
70-80%. Algunos pretratamientos de la semilla poe@dementar el
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rendimiento en aceite y llevarlo hasta el 90%. bo&odos quimicos de
extraccibn que utilizan n-hexano dan mejores rermitns aunque

econdmicamente solo son viables si se procesaiamiamte mas de 50 t de
biodiésel [60].

Todavia se debe realizar un esfuerzo mayor parsarcdar
procedimientos extractivos mediante fluidos supicos o disolventes
renovables. La produccion de combustible diésel agtirpde aceites
vegetales esta bien documentada en la literatureyug para conseguir una
produccion eficiente desde el punto de vista ecicwrse debe seguir
investigando en la mejora de los procesos cataditig sobre todo en el
desarrollo de pequefios reactores, de bajo coste lpaproduccion de
biodiésel a pequefia escala. El aceite obtenidcaslesémillas de jatrofa
puede usarse directamente o transformado en badiépendiendo de su

uso final y de la infraestructura existente [56].

Cuando realizamos procedimientos de extraccioranieg la torta que
queda como subproducto, en el caso de que se lsagm el total de la
semilla, contiene una riqueza de entre el 9-12%amite, y tiene un alto
contenido en proteinas por lo que podria usarseo dentilizante, incluso
hay estudios que afirman que la presencia de éstlerdorbol en la torta
harian que esta pudiera ser simultaneamente usada €ertilizante y
bioherbicida o bioplaguicida aunque los ésteresodenl se descomponen
completamente a los seis dias. Asi, la torta dedasllas es un subproducto
importante ya que puede utilizarse para diversopgsitos, de hecho el
reciclaje de los residuos como fertilizante puedstribuir a abaratar los

inputs tanto para el cultivo de jatrofa como para otrodtivos, y la
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produccion de biogas a partir de la torta puedeaiea! gasto energético

del proceso [56].

Como conclusion de este apartado dedicado aggtademos decir, que
si bien es cierto que se trata de un cultivo predwtexisten ciertas lagunas
de conocimiento, sobre todo en lo que respecta aspectos agronémicos,
es decir, practicas agricolas asi como los potescidesgos o beneficios
medioambientales. En lo que concierne al rendirjemixiste mucha
variacion en los datos disponibles para casi tddasetapas de cultivo.
Actualmente, es adn arriesgado concluir que edtev@wcumple los dos
minimos requisitos de cualquier fuente de energi@ jgretenda ser una

alternativa a las fuentes de combustibles fosistidcionales

Principales inconvenientes de su cultivo:

Este cultivo presenta altos costes de mantenimidetovadas de las
practicas encaminadas al aumento del rendimientéridos. Aunque la
planta pueda sobrevivir y realizar su ciclo vegetaton normalidad en
condiciones semiaridas, el agua minima necesaui@ag a 600 mm para
conseguir una produccidon de semillas aceptable.o Qgravisimo
inconveniente es la variabilidad en la maduraciérsuks frutos que implica
un periodo de recoleccion muy largo y necesariaenerdnual, elevando los

gastos de recoleccion.

1.4. Microalgas.

Como hemos afirmado anteriormente, existe en tlratura cierta
confusidon en lo que respecta a la clasificacion Helcombustible
proveniente del aceite de las microalgas, ya cgunak autores, asi como la
Agencia Internacional de la Energia, lo clasificamo un combustible de

tercera generacion [12,13], mientras que otrosresitdo engloban dentro
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de la segunda generaciéon debido a que procede cldtivo no alimentario,
y el proceso de transformacion de su aceite enidsedsigue la misma
tecnologia que la utilizada en plantas oleaginfisa45].

Las microalgasBotryococcus brauniy Chlorella vulgaris entre otras)
son microorganismos fotosintéticos (procariéticoseuacarioticos), que
pueden crecer rapidamente en condiciones extremmarttendo la luz
solar, agua y C® en biomasa, sin impactar negativamente en los
suministros de alimentos u otros productos derigatdi® la agricultura. El
porcentaje de aceite sobre peso seco de las ngas@luede alcanzar el
80%, mientras que los cultivos oleaginosos mendosaen los
biocombustibles de segunda generacién pueden alcamzcontenido en
aceite del 5% [61,62]. Como un ejemplo comparatse puede decir que
para producir los 0.53 billones de litros anualedibdiésel necesarios para
sustituir el petréleo utilizado en los Estados Wsidcomo equivalente al
consumo actual de gasolina, se necesitarian aultidd millones de
hectareas (el 61% de su superficie agricola) dmaalfricana (uno de los
cultivos oleaginosos mas productivos); sin embargjopretendiésemos
cubrir esa misma demanda con microalgas Unicansentgn necesarias 5.4
millones de hectareas, es decir, el 3% del totdadruperficie cultivable,

suponiendo un contenido medio en aceite sobre geEsndel 30% [63].

La composicion del aceite obtenido, y en particdds triglicéridos,
difiere segun la especie de microalga y de las icmms del medio de
cultivo. Esta composicion es importante ya que tidglicéridos muy
instaurados no son adecuados para la produccibiodiésel.

En general, el crecimiento de la biomasa de estmsoorganismos

depende fundamentalmente de un suministro sufecidet carbono y luz
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para la realizacion de la fotosintesis, asi com@ré&sencia de sustratos,
vitaminas, sales minerales y otros nutrientes.laBrcondiciones climéticas
adecuadas y los suficientes nutrientes, las mgasalpueden crecer
profusamente, llegando a doblar su tamafio en 24 ihcluso en 3.5 h

durante la fase exponencial del crecimiento. Arifactor clave para el
desarrollo de una tecnologia de biodiésel basadd aceite de microalgas
es la eleccion del sistema correcto de cultivo.pEncipio, los sistemas
cerrados tubulares son capaces de producir dianiznadrededor de 500 kg
ha' de biomasa, permitiendo un mejor control de alguriactores

ambientales importantes en el crecimiento de esadsa, como la
temperatura, pero necesitan un coste elevado. lAwtute, se emplean
estanques abiertos, mas econdmicos y faciles dizautipero con las

siguientes limitaciones: poca eficiencia en la @eign de luz, pérdidas por
evaporacion y la aparicion de contaminaciones EiOgeN0S y Otros
organismos heterétrofos que pueden disminuir lduymrtividad. Este Ultimo

inconveniente es el mas importante y podria pa&liansediante un

incremento en la velocidad de crecimiento de lasaaigas, o la utilizacion
de los sistemas de estanque en circ(ié@eway ponyl en los que una
suspension de algas, agua y nutrientes estan gantante circulando. Las
microalgas pueden asumir una gran variedad de olgains ya que son
capaces de cambiarlo en respuesta a condicionessadvdel medio. El
equilibrio entre los parametros operacionales,uyemdo la concentracion
de Q, CO, pH, salinidad e intensidad de luz, son vitalesapau

crecimiento; esto se consigue en los sistemas t®@e en circuito

mediante un adecuado flujo turbulento debido apregiene la formacion

de gradientes nutricionales y la sedimentacioroderlismos.
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De la biomasa resultante se extraen, mediantdvdiges organicos
(generalmente hexano), los aceites apropiados ge&rautilizados como
biocombustibles, carbohidratos y proteinas. Al @id de lo que ocurre
actualmente, estos Ultimos componentes deberiaovegrarse en un
proceso de tratamiento integral de la biomasa @mocdebiorefinerig
Esquema 5) con la finalidad de conseguir una redncen el coste de
produccion, puesto que este coste asciende a DAéi@res por tonelada,
Unicamente comparable al proceso de obtencién adiésiel a partir de
aceites reciclados o de aceites crudos mediantéralasesterificacion
acido/base [64-66].

luz, H,0, CO,

y nutrientes
%_J

Seleccion de

: ; Iy Procesado de biomasa
las microalgas| ——) | Cultivo | ——» Recolecuon
y su ubicagic’)n y valorizacion

Productos quimicos - -
( alto valor aﬁadido% w biocombustible]

Esquema 5.Proceso simplificado de la utilizacién integrallddiomasa a partir
de microalgas, adaptado de Chisti [61]

Como conclusion se puede decir que aunque elméentio en aceite de
las microalgas es elevado, los requerimientos parastablecimiento y
mantenimiento de la estructura necesaria elevansté de produccion del

aceite en bruto.

1.5. Plantas laticiferas

Algunas especies vegetales son capaces de coneertarbohidratos en
una mezcla de derivados hidrocarbonados llamadpertes. Los terpenos
se clasifican segun el numero de unidades de isopsHs y en algunos
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casos se pueden utilizar como combustibles. Entlebdad el arboHevea
brasiliensis de la familia Euphorbiacease utiliza para la produccion
comercial de cauchajs-1,4-poliisopreno, con una produccién mundial de
5.3 millones de toneladas segun datos de 1993jdocqrresponderia a un
rendimiento medio anual entre 400-1200 kg'.h&l caucho natural se
obtenia a principios del siglo XX a partir del Guky (Parthenium

argentatun), una planta de la familia de Asteraceae [67].

En los afios 70, Melvin Calvin basandose en losodamentos
adquiridos sobre la fotosintesis (Nobel en 196h}raesu investigacion en
las plantas laticiferas, capaces de utilizar lsshlar como fuente de energia
para biosintetizar contenidos elevados de compsidstirocarbonados de
bajo peso molecular (inferior a 2000 Da). Estos moestos, similares al
petréleo crudo, podrian procesarse con la mismokegia que el petrdleo
en una refineria convencional. Sus estudios searenten algunas especies
pertenecientes a la familia EuphobiaceBe lathyrisy E. tirucalli, entre
otras) [67-71]. Ademas, el material genético deplanta puede ser
manipulado para obtener altas productividades aimdsa o mejoras en sus
caracteristicas metabdlicas que faciliten su toansdcion posterior.
Coincidiendo con este periodo de los afios 1970h&wenet al. [72]
evaluaron mas de 200 especies pertenecientesarblfag y 141 géneros,
que podian ser cultivadas en los Estados Unidosspgpotencial como
productoras de compuestos hidrocarbonados y calshas plantas tenian
un contenido en latex entre 0.1-7%, destaca@doalia atriplicifolia y

Sassafras albidurpor producir anualmente 2000 kg'hde latex.

Volviendo a la familia Euphorbiaceae, cabe destapae incluye
alrededor de 2000 especies que abarcan desde psduefbas a grandes
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arboles. Las plantas del géndtaphorbiason muy diversas en cuanto a

forma y tamafo, existiendo desde pequefios arbokebystos, a plantas
herbaceas. Generalmente monoicas y anuales, lsempkrennes con hojas
simples de ordinario alternas, verticiladas y sitipellas. Las plantas de esta
familia tienen una alta especializacion en la im&fzencia, el ciatio, que
agrupa a flores unisexuales en caracteristicosdpséas, y no suelen estar
solitarios sino que forman cimas. Estos consistenuea flor central
pistilada rodeada de cinco grupos de flores coandstes. La flor central
femenina se abre antes que las masculinas, fumzloneada ciatio como
una flor protogina hermafrodita. Las glandulasdatio producen néctar, y
la polinizacion es principalmente zodfila [73]. Es latitudes templadas el
biotipo més comun es el de una hierba o mata fgliosn tallos algo crasos
y hojas simples. En los tropicos secos son mateslesuas espinosas, a
veces de varios metros de altura, como en Afriomdd representan el
equivalente ecolégico a los cactos de los desientoesricanos. La mayoria
de ellas producen un latex lechoso que ofrece wmglia variedad de
componentes quimicos tales como caucho, aceitgsentes, alcoholes,
alcanos, acidos grasos, almidones, taninos y eslaanterés para varias
industrias.

De entre todas las especies estudiadas, Calvimsycelaboradores
seleccionaronkE. lathyris y E. tirucalli para establecer una plantacion
experimental en el sur de Californi@e concluyé qué&. lathyrises mas
resistente a las heladas y en 7 meses puede preeeslesu recoleccion,
alcanzando 1.5 m de altura, mientras gHe tirucalli, propagada
vegetativamente a partir de estaquillas de 7-8rmuoesita un afio para su

recoleccion y alcanzaba una altura de 60 cm. Arabpscies necesitan para
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crecer una precipitacion anual entre 250-500 mno yecesitan suelos de
buena calidad, con un proceso de recoleccion féatenmecanizada, algo
esencial ya que influye en la rentabilidad deliealty por ende determina
su potencial como alternativa al petroleo. Los disgl agronOmicos
realizados revelaron un rendimiento p&atirucalli de 30 barriles h&
(aproximadamente 6000 L fay paraE. lathyris alrededor de 20 barriles
ha' (casi 4000 L hd) a partir de las plantas salvajes. Con la adecuada
seleccion genética, el volumen de latexedéathyrispodria duplicarse [71].
Posteriormente Ward [74] rebatié estos datos deéyetovridad alegando que
los experimentos de Calvin se realizaron con un emdnreducido de
muestras, ya que solo se plantaron 250 plantas enelo extremadamente
fértil y con suministro de agua de riego. Ademés,datos recogidos, que
sirvieron de base para la extrapolacion de losltess, correspondian a
plantas situadas en los bordes de la parcela querajmente dan mayores
rendimientos que aquellas situadas en la zonaateSegun Ward, en un
suelo marginal con una precipitacion anual maximiaee50-200 mm, el

rendimiento no superaria los 0.025 barriled.ha

El procedimiento extractivo del aceit@al y como denomind Calvin al
extracto apolar de esas plantas) consistiria extlaccion en Soxhlet con
hexano o diclorometano, seguido de una segundacexin Soxhlet con
metanol [75]. El material obtenido del extractoxdmd@co es un liquido
viscoso de color oscuro, que recuerda al petralecr@do y en condiciones
de craqueo se comporta de manera similar. El resigetandélico consiste

basicamente en azulcares.

Calvin en colaboracion coiMobil Corporation realizé estudios de
cragueo catalitico con zeolitas (ZSM-5) a partiuda muestra de aceite de
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E. lathyris Los mejores resultados obtenidos fueron en Idtiido a
500°C, con una velocidad espacial horaria masidd§W por sus siglas en
inglés) de 0.4; y mostraron valores en porcentajeahue relativamente

aceptables y valores elevados en olefinas y aroogfTabla 1) [76].

Hidrocarbonados (%) Distribucion (peso, %)
C,-C4olefinas 21.7 10 (Cy); 10 (Cg3); 2 (Cy)
8 (benceno); 19 (tolueno), 1
Ce-Cy aromaticos 45.5 (éter butilico); 14 (xilano); 4
(otros)
C1-C4 parafinas 5.2 -
Cs-Cyp alifaticos 6.4
2Cnp 16.4 -
Coque 4.8 -

Tabla 1. Conversién de extractos d@e lathyrissobre ZSM-5 en un reactor
de lecho fluido a 500°C y velocidad espacial paalyogramo de catalizador
(WHSV) de 0.4.

A finales de la década de los 70, Weets al [77] estudiaron la
conversion del caucho deevea brasiliensisen combustibles yMobil
Research Canvestigd también el uso de la zeolita ZSM-5pkceso se ha
probado con éxito para diversas clases de prodwetgstales, como por
ejemplo aceites de ricino o de maiz, o los ésteesadena larga del aceite
de yojoba, que pueden ser convertidos eficienteenemt productos
guimicos o incluso combustible [7Aynos afios mas tarde se realizaron
estudios similares ek. neriifolia [78] con un catalizador de Pd sobre
soporte de silica-alimina con una presion de halrognicial de 5 MPa en
un autoclave agitado de 1 dna un intervalo de temperaturas entre 380-
450°C, wuna presibn entre 80-100 bares y con un o rati
alimentacion/catalizador 10:1. Este experimento wii@a conversion del
72% a productos de mas de 5 carbonos, un 17% sgases (GCs) vy

coque, siendo el resto agua (11%). Los gases esgaritariamente metano
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(55%), etano (9.4%) y propano (6.2%) mientras due-eutano y eliso-

pentano eran menores del 1%. Los rendimientos slefrécciones de
destilaciéon del producto liquido fueron: 65-1208D%; 120-150°C, 5%;
150-220°C, 5%; 220-260°C, 10%; 260-300°C, 10%; §0%3, 40%. Esto
sugiere que habria un rendimiento de conversidasaligpa del 35% y a
keroseno del 15%. El producto liquido contenia2%0de hidrocarburos

aromaticos, 45% de hidrocarburos saturados y 48%afinas.

En 2008, Padmajet al.[79] estudiaron la conversion del biocrudo de la
E. antisyphilitica a distintas temperaturas y distintos ratios de
carga/catalizador. El estudio fue realizado enaattor de lecho fluidizado
usando un catalizador comercial de FCC, obtenienda maxima
selectividad a destilados medios con ratios ca@tizcarga (C/O, por sus
siglas en inglés) de 4 y 6, y con temperaturas0f®& La mayor parte de
los productos gaseosos obtenidos fuergrdzy Cs. La composicion de los
combustibles liquidos resultantes tenia un altdesodo en hidrocarburos

aromaticos y un bajo contenido en olefinas.

Catalizador/alimento

3 4.02 6 7.02

Rendimiento (peso, %)
Gas seco 1.09 1.16 1.35 1.84
LPG 10.11 11.74 12.59 13.79
Gasolina 15.42 16.79 18.32 20.36
Destilados medios 57.14 59.9 59.80 56.62
370 13.40 7.27 3.59 3.03
Coque 2.84 3.14 4.33 4.35
% conversion 83.76 89.58 92.05 92.59

Tabla 2: Selectividad a productos en el cracking del bidorue E.
antisyphiliticaa diferentes ratios catalizador/carga (C/O) a @38@tiaptada
de Padmajet al[79].
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Temperatura
460°C 480°C 500°C 520°C
Rendimiento (peso, %)

Gas seco 0.59 1.09 1.12 1.85
LPG 6.85 10.11 13.53 15.12
Gasolina 13.41 15.42 17.54 20.90
Destilados medios 60.11 57.14 59.89 55.63
370 15.41 13.40 4.22 2.60
Coque 3.62 2.84 3.68 3.88

% conversion 80.96 83.76 92.08 93.48

Tabla 3: Selectividad a productos en el cracking del biderude
E.antisyphiliticaa diferentes temperaturas con C/O=3, adaptadadiadia
etal.[79].

Actualmente, la tecnologia permite mejorar losbfgmas derivados de
la transformacion del latex en combustible convemal, por lo que se
deberia insistir en la investigacion agrondmicaganseguir un cultivo con
un rendimiento aceptable en latex por hectaream@de este rendimiento
deberia conseguirse en terrenos marginales conetemaportacion de

insumos posible.

2. Antecedentes agronémicos

La intencion del presente trabajo es selecciondefinir los principales
parametros agrondmicos de algunas plantas latisifetusceptibles de ser
cultivadas en areas mediterraneas como cultivosgétieos. El criterio
principal a la hora de definir la idoneidad de @specie para su cultivo a
gran escala, sea cual sea la utilizacién finaludepsoductos, es que pueda
generar una produccion aceptable con los menorssmios input9
posibles. Entre los gastos mas importantes pailguaacultivo destaca el
agua de riego, por lo que si se pretende que @l@wdea sostenible, es
importante determinar la minima cantidad de agua quaximize el

rendimiento en biomasa por hectarea. Pero mas daldos criterios
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econdmicos, los cultivos energéticos del futurcediglm respetar criterios de
sostenibilidad medioambiental y social. La apliéacide estos criterios
implica que los cultivos energéticos no deben cdimpa ningln aspecto
con aquellos destinados a la produccion de alinserpor lo tanto la
situacion ideal es que este tipo de plantas debseiacultivadas en terrenos
que se consideren no aptos para los cultivos atanes o donde los
cultivos alimentarios den una productividad no &&lele. Esto implica que
las plantas destinadas a ser fuentes de matenaasppara la produccién de
biocombustibles habran de soportar niveles desabt®tico elevados. En
este sentido es importante destacar que el conaiptestrés abiotico
implica alteraciéon en el metabolismo celular, iridac porcondiciones
ambientales adversas, con efecto sobre la fiselggdesarrollo de las
plantas incluyendo tanto la carencia de agua cenposibilidad de que la
escasa agua de riego disponible tenga nivelesdzsvde sales, asi como

gue el suelo de cultivo se presente con estrugtacanposicion deficientes.

En la zona mediterranea los factores de estrésimmaartantes estan
relacionados principalmente con la escasez de ajugo de suelo y la
baja calidad del agua de riego, en muchas ocasettesnadamente rica en
sales. En algunas areas geograficas, estas lioneximpiden obtener unas
cosechas aceptables, siendo pocas las especiesecagpa ofrecer una
productividad aceptable, y en muchas ocasionesonsiguiendo alcanzar
un precio de mercado capaz de mejorar sustancisneémivel de vida de
los agricultores.

Poco hay estudiado acerca de las caracteristicamdygicas de las
plantas laticiferas como fuente de energia. Alguniogestigadores
estudiaron la productividad de lathyrisen funcién del suministro hidrico
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[80,81] aunque la gran parte de los estudios ctatng, especulan sobre
rendimientos potenciales pero hacen un estudionagriwo poco profundo
[66-70] o se centran sobre todo en el aspecto qotimdustrial de la
produccion de biocombustibles a partir del late®-TB]. Desde nuestra
modesta posicion, nosotros pretendemos aportarsdiize los aspectos
agronomicos de la produccion de biocombustiblesréirpdel latex de las

plantas laticiferas.

2.1. El estrés hidrico en las plantas cultivadas

El estrés hidrico se produce en plantas cuando ctagliciones
ambientales impiden que la absorcion de agua sdigieste para
reemplazar las pérdidas de la misma por transpmaf82]. Cuando la
carencia de agua llega a producir un funcionamisabdptimo de la planta
se inducen determinadas respuestas frente a Iaiahefia hidrica:
marchitamiento de la hoja, que fundamentalmentewmen a una reduccion
del potencial hidrico, conductancia estomaticaysppaacion y asimilacion
de CQ [82-87]. Los regimenes de deficiencia hidrica eev@usan una
inhibicion total del crecimiento vegetativo y alssén de las hojas [88], que
en el caso de las plantas cultivadas se traduce emenor crecimiento y un
descenso de la produccion.

El principal mecanismo por el cual las plantasgthmla pérdida de agua
por transpiracion bajo condiciones de estrés hidei el cierre estomatico
[82,85-87,89-91] que, ademas de reducir el gradesttés hidrico, también
reduce la asimilacion neta de £[83,84,86,87].

Hilgemanet al [92] sugirieron que cuando existe una alta demand
evaporativa, el cierre de los estomas permite gsi@lantas puedan reducir
el uso del agua y evitar el estrés. En respueststats hidrico, existen
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diferentes estudios que muestran con detalle cdmaistema radical envia
sefales a las hojas, en las cuales se inducered estomatico para evitar la
pérdida de agua. Una de estas sefales es la pi@utz acido abscisico
(ABA) en las raices, el cual es transportado hkstahojas a través del
xilema [93-96]. También cambios en el pH de lasaél xilema o en el del
apoplasto pueden estar implicados en la dinamicdodeestomas en

condiciones de estrés hidrico [97].

Ademas del cierre estomatico, existen otras retpuafe la planta al
estrés hidrico, entre ellas: el incremento debragiz/parte aérea [98]; la
reduccion del nimero de hojas y del area foliaf;[@Pajuste osmaotico que
consiste en incrementar la concentracion de sokrdsojas, permitiendo a
éstas mantener la turgencia necesaria para questomas permanezcan
abiertos y asi mantener niveles adecuados de ritéssE [100,101]; el
incremento de la actividad de enzimas relacion&adosel estrés oxidativo

en células de las hojas [102].

En el contexto concreto de las plantas laticifeaégunos autores
coinciden en afirmar que estas plantas tienen sysigs estrategias para
evitar la deshidratacion [80,81] bien cerrandodetomas o bien mediante
estrategias de ajuste osmoético [1@.lo que a productividad se refiere, si
bien se ha confirmado una relacion positiva entragea disponible y el
incremento en peso seco Enlathyris,esto no se ha constatado en el caso
del rendimiento en latej81]. No se han realizado estudios exhaustivos de
productividad de plantas laticiferas y menos erdmiones de falta de agua
[66-70], y son escasos los trabajos que detallamfsortancia del riego
sobre la produccion de latete E. lathyris tanto por gramo de planta como
por hectarea cultivada [80, 81]. Es interesantgtadar que no existen
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estudios de este tipo para otras especies saldejeggnerdcuphorbiadel

area mediterranea.

2.2. La salinidad como factor limitante de la prodgcion en las
cultivadas

La salinidad afecta a la planta de muy diversasiésrdesde el punto de
vista fisiologico. Se producen desordenes fisi@dgique disminuyen el
crecimiento y la produccion, antes de que los daifim$ologicos debidos a
la presencia de sal sean evidentes. Generalmeagegdpecies lefiosas
presentan estos sintomas a concentraciones deasdajas que las plantas
herbaceas [104]. Ademas de las alteraciones osmsotice produce la
acumulacion de iones en los distintos tejidosalaniglad provoca en dltima
instancia desérdenes fisiologicos que se traduaenuma progresiva
disminucién del crecimiento y una disminucion daidimiento en frutos en
el caso de plantas cultivadas. En regiones de chediterraneo, ademas, se
le suma en determinadas épocas del afio una eldeatinda evaporativa y
precipitacion inadecuada, de manera que requiezemedo adicional para
obtener cosechas econémicamente viables. En estas &uchos suelos y
el agua utilizada contienen alta cantidad de sadssstiendo incluso
intrusion de agua salada en regiones costeras gedep inhibir el

crecimiento y la produccion [105-107].

A pesar de que la respuesta de la mayoria de da$apl a la salinidad
depende del potencial osmético total del agua ukdbssin importar el tipo
de iones [108], muchas plantas herbaceas asi @mayoria de las lefiosas
son susceptibles a iones especificos, fundamemséne Nay CI [109,
110]. Adicionalmente, el estado hidrico de la @as¢ ve alterado por la
salinidad debido al estrés osmatico, el cual impaeabsorcion de agua.
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Estas alteraciones disparan mecanismos especifimsontrolan el ajuste
osmatico de la célula evitando la pérdida de agda]f Sin embargo, en el
caso de estrés salino, la inhibicién de la capdcdidsintética puede llegar
a ser mas importante que el estrés osmotico y tmcogon de la
conductancia estomatica en la limitacion de la thesasimilacion de CO
[112].

Se han realizado estudios sobre el comportamieetolad plantas
laticiferas regadas con agua salina concretamdntetirucalli, E.
antisyphiliticay E. lathyris y todos parecen coincidir que estas plantas
exhiben una cierta tolerancia a la salinidad, helgaincluso a registrarse un
mayor crecimiento de la parte aérea en el cash. dmtisyphilitica[113],
mientras quet. lathyrisexhibié una menor tolerancia a la salinidad ya que
ve afectado su sistema radicular a concentracioreteradas [114]. Sin
embargo, aparte de estos trabajos centrados emiespde Euphorbia
abundantes en el subcontinente indio, no hemosn&ado estudios
recientes sobre el efecto de la salinidad en kstinths especies de plantas

laticiferas, autdctonas o naturalizadas en la regiéditerranea.

2.3. El suelo como potencial limitante del desarrla de los cultivos

Para el desarrollo correcto de todas las plantasesesita un soporte
fisico asi como la presencia de elementos esesgcialégeno y agua. El
suelo va a proporcionar dichos elementos, siendocapacidad para

suministrarlos dependiente de sus caracteristisi@as y quimicas.

Las caracteristicas fisicas de un suelo se halerminadas por su
textura y estructura. La textura indica la distcibn cuantitativa de las
distintas particulas que componen el suelo clasifis segun su tamafo.

Mientras que la estructura hace referencia a leigosrelativa que ocupan
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unas particulas respecto de otras en los disttmagontes del suelo; asi
desde el punto de vista de su composiciéon y tenienccuenta el tamafio de
las particulas, los suelos se pueden clasificara@hososy arenosos. En los
suelos_arcillosos (donde predominan elementos finasbuenas ropiedades

coloidales) y en arenos@sonstituidos por particulas de mayor tamafo).

En areas mediterraneas predominan suelos frandlmsos (lo que
dificulta la circulacion del aire y el agua adendésaportar al conjunto del
suelo una resistencia mecanica que hace que seallesaenos el sistema
radicular de la planta; presentan como ventaja i gapacidad de
retencion de agua y sus propiedades coloidalespncd-arenosos (con
poros grandes donde el agua y el aire circulardsicultad, pero por el
contrario no tiene actividad quimica, ni cohesidnptasticidad y sus
particulas no tienen la capacidad de retencion glea ajue tienen las
particulas arcillosas) con un alto contenido engo& haria que tuvieran un
pH de entre 8-8.5. El indice de acidez o basicikddsuelo influye no solo
directamente en la planta a través de la alterad®mmuchas acciones
enziméaticas e incluso la respiracion, sino indaeente alterando la textura
del suelo, modificando su actividad biol6gica y dicionando la
solubilidad de los compuestos. Asi, en los suataoa se solubilizan el Al,
Fe y el Mn cuyas sales pueden llegar a ser toxiaes la planta. Cuando el
pH es elevado, la mayoria de cationes se insatahbiliparticularmente el
Fe, Cu, Mn y el Zn, y el fosfato monocalcico sensfarma en bi o
tricalcico, también insolubles por lo que en estasdiciones la absorcion
de nutrientes se dificulta enormemente siendo meguéntes los sintomas

de deficiencia.
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A principios de los afios 90 se publicaron diversetudios sobre la
adaptabilidad de diversas especies laticiferasicipalmente del género
Euphorbig a los diversos tipos de suelo. En 1990 Garg y &um
concluyeron que los suelos arenosos maximizabamnelimiento dekE.
lathyris tanto en peso seco como en latex [114], mientras &u otro
estudio realizado sobr&. antisyphilitica se concluia que los suelos
arcillosos favorecian el crecimiento lateral deplanta aunque eso no se
traducia en un mayor peso en comparacion con kstgsl crecidas en
suelos arenosos [113]. Se evidencia en algunosliestujue el mayor
rendimiento tanto en peso seco como en peso fresabtiene en suelos
ligeros [115]. Existen pocos estudios acerca de la relamdresuelo y
crecimiento o rendimiento en latex de las plardtisiferas mas comunes en

la region mediterranea.

En resumen, podemos afirmar que no existen estudaosos sobre la
influencia del estrés hidrico y/o salino, asi cdenestructura y composicion
del suelo sobre la produccion de latex en la regiaditerranea. Los
escasos estudios existentes sobre el efecto desdidttores son poco
recientes y centrados en un nimero muy reducidesgdeciesKE. lathyrig
E. anthisyphiliticay E. tirucalli), las cuales son poco habituales de la region

mediterranea.
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Las principales razones que nos han llevaron adabet estudio de plantas

laticiferas como potencial cultivo energético paraenos marginales son:

1. Estos cultivos estan muy adaptados a las condgichmnaticas de la
region mediterranea, pudiendo crecer en suelos inadeg, con la

reduccion que implica respecto al consumo en adatiljzantes.

2. La tecnologia para la extraccion es muy similamaaexistente en la

industria de los aceites.

3. La transformacion del latex en biocombustibledaullevarse a cabo en
una refineria convencional, quedando como resichzoftaccién soluble
en metanol, con un elevado contenido en azUcaresf¢ables, y un
marco lignoceluldsico (bagazo) también utilizalAsi, se puede hacer
un aprovechamiento integral de la biomasa, talmacse puede apreciar

en el Esquema 6.

. Diesel alto

Latex E> indice de
cetano

Planta |::> Azlucares |:> Fermentador |:> Bioetanol

(

I:|'> Combustion directa |:> Gasolina
Bagazo

Gasificador |:> G:-as d.e |:> Combustible ligero
sintesis

Esquema 6.Diagrama de aprovechamiento integral de las pldata#feras

Por todas estas razones, es fundamental realizastudio riguroso de
este tipo de plantas, con la finalidad de optimiaartécnicas agronémicas

gue permitan obtener el mayor rendimiento por heat&n compuestos
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susceptibles de ser transformados en biocombustilide los entornos

mediterrdneos ademas, debemos tener en cuentaguem@nos calurosos
y secos los cultivos en ocasiones son regados guasale riego de mala
calidad por lo que el éxito o fracaso de un culawergético vendra dado en
buena medida por su capacidad para soportar tadzadiy el estrés hidrico,
asi como su capacidad de crecimiento en los tesrealizos. Asi pues, ya
que la tendencia actual en lo que a cultivos etieagese refiere viene
marcada por su adaptabilidad a terrenos marginsiase necesario el
estudio detallado de la respuesta de las distiespecies frente a las

distintas condiciones ambientales propias de @stas geograficas.
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Il. Objetivos

[I- OBJETIVOS

El objetivo principal del presente trabajo consiste en la selecciomde u
especie salvaje de plantas laticiferas y su evidimacomo fuente de
biocombustibles y otros productos de interés paniadustria quimica, con
el fin de un aprovechamiento integral del totalalplanta (véase Esquema

6 de la Introduccion).

Una vez seleccionada la especie y con la finaldadlevar a cabo el
objetivo mencionado anteriormente, nos hemos psipueesolver los

siguientes objetivos parciales quimicos y agronémic

Objetivos parciales:

a) Determinar y cuantificar los metabolitos presentesn las plantas
Identificacion y cuantificacion de los compuestgiables en n-hexano
de esqueleto hidrocarbonado fundamentalemnte acainiberpenos,
alcoholes y acidos grasos que suelen encontrargeritagiamente en el
latex. Asi como la identificaciéon y cuantificaci@® los compuestos

extraibles en metanol, fundamentalmente carbolosigasimilares.

b) Estudio de las condiciones agrondmicas que maximiza el
rendimiento de derivados hidrocarbonadogmayoritarios en el latex),

por unidad de superficie con el minimo aporte deaaig riego.

c) Estudio de la tolerancia a la sequia y determinaci de la dosis
minima de aguaque maximiza la produccién del contenido en deldga

hidrocarbonados (latex) por hectéarea.
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d) Estudio del rendimiento en el contenido de derivado
hidrocarbonados por hectarea en las distintas condiciones

edafoldgicas.

e) Efecto de la salinidad en el crecimiento y producén de compuestos
hidrocarbonados Nivel de salinidad maximo que tolera la plantassr
afectados sus parametros fisiologicos, especiabmamiellos de interés

agronoémico.
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lIl. MATERIAL Y METODOS
1. Seleccion de las especies. Screening botanico

Este estudio se inici6 con una seleccion previaddéntas plantas
laticiferas existentes en nuestro entorno mediiedaEntre los meses de
mayo Yy octubre de 2008, se eligieron varias plantasciferas
preferentemente especies herbaceas o arbustivas fuemtes potenciales
de biocombustible, con una productividad alta eam@isa y con un
rendimiento superior al 5% (en peso seco) en costpsididrocarbonados
extraibles con n-hexano. Se estudiaron ecotipesjeal de cinco especies
diferentes, pertenecientes a las familias Euphogli@ y Apocynaceae, que
crecen en clima mediterraneo seco en tierras tantivadas (flora arvense)
como marginales. Las especies estudiadas fuBramcaensisk. segetalis

E. characias Araujia sericiferg Lactuca serriola

1.1. Descripcion botanica de las especies

A continuacion se describen las especies estudiadas

E. nicaeensis subsp. nicaensis. Descripcién botanica (Imagen 1):

también conocida como lechetrezna comuan, es unataplsufruticosa,
multicaule, con numerosos rebrotes que a vecearllavjas arrosetadas en
su extremo, es una hierba perenne, erecta, noicadafy glabra. Tiene una
altura de 20-50 cm, una base lefiosa y es un camigfiue significa que
durante la época desfavorable mantiene yemas feet®is que se
encuentran hasta 25-40 cm por encima del suelotaas miden 3-5 mm
de didmetro, suelen adquirir un color rosa rojizoaymedida que van
creciendo, van perdiendo las hojas de la parte kegacuales dejan unas
cicatrices caracteristicas. Tiene las hojas dera@ode azulado o grisaceo.
Como todas las plantas del géndtoiphorbig tiene las flores muy
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simplificadas y agrupadas formando una infloresieelt@amada ciatio, que
funcionalmente es equiparable a una flor hermaodiada ciatio consta
de una sola flor femenina central simplificada gosee un Unico pistilo,
rodeada por un numero variable de inflorescenciascalinas reducidas a
un unico estambre llevado por un pedunculo. Tode esnjunto queda
rodeado por un involucro formado por la soldadugdad bracteas de las
inflorescencias masculinas. Florece de abril a il fruto es una céapsula
de entre 3 y 4.5 mm, que contiene 3 semillas des @2nmm y se abre de
forma explosiva. Estas semillas son dispersadashponigas, que se las
llevan para comerse la excrecencia carnosa devaltw nutritivo que se
conoce comaaruncula Es comun en el arco mediterraneo y va asociada a

los suelos calizos [71,116].

E. segetalissubsp.segetalis Descripcion botanica (Imagen 2): conocida

como lechetrezna fina. Su tallo mide unos 2-3 mngrdsor, es lefioso en
su mitad inferior de donde salen cortas ramificaeso estériles y en su
mitad superior forma una inflorescencia umbeliforameha, laxa y esbelta
gue alcanza los 40 cm de altura. Suele ser undahi@nual, raramente
perennizante, de hojas lanceoladas estrechas de2% 3 mm o incluso

mas estrechas si se trata de ramas estériles.djas presentan margenes
paralelos y punta aguda y la inflorescencia ciatmdeados de bracteas
florales ovato-triangulares y anchas, en contraste las hojas caulinares
estrechas. Las flores poseen apéndices con cuest@Ehos y un ovario

con tres l6bulos muy bien definidos. Fruto en clgp$sa, con una banda
estrecha en cada loculo. Aparece en campos abatm®ryasecanos. En

terrenos removidos, margenes de cultivos y bordesachinos [116].
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E. characias subsp. characias. Descripcion botanica (Imagen 3):

conocida como tartago mayor, es un arbusto perdree.tallos pueden
alcanzar 150 cm, lignificados en la base, erectoammjficados en su parte
inferior (entre 8-35 ramas laterales feértiles, pat y generalmente
purpureas). Cuando se parten exudan una savia Que éatex lechoso
blanco. Las hojas son de un color verde azuladeal@s que pueden
alcanzar los 10 cm de largo y 1 cm de ancho. Lgashestdn mas
densamente situadas cerca de los extremos ddltsspgaro mas escasas 6
ausentes cerca de sus bases. Son hojas lanceotdnlasceoladas o
lineares, gruesas y consistentes, sésiles, pelagaserde oscuro por el haz
y mas claras por el envés. Poseen pleocasio cdnhr@eRos hasta 3 cm y
varias veces bifurcados y bracteas con ciatosadindlidad de atraer a los
insectos polinizadores. El ciatio contiene nectade color pardo-negruzco
en forma de media luna. Estos racimos redondeadadtan sobre el resto
del follaje desde el principio de la primavera ah@pio del verano. Los
frutos esféricos de 5 x 5 mm contienen las semillas2 mm, elipsoideas y
lisas de color gris. Aparece en la montafa, eroslde zonas forestales, en
matorrales, caminos, laderas pedregosas o0 en @b fo@ algunas ramblas
[72].

Lactuca serriola L. Descripcion botanica (Imagen 4): especie

perteneciente a la familia Compositae (Asteracdag)na planta anual, en
ocasiones perennizante, rigida y robusta que paledezar 2 m de altura,
con ramas espinosas arriba. Hojas rigidas, conangen muy lobulado y
pequefias espinas en el envés sobre el margeneyve nentral. Las hojas
se retuercen en la base y se orientan de norte.a.@s capitulos son
pequefios de 1-1.5 mm de didmetro, con flores damnl forman una
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inflorescencia muy ancha en la parte superioralk.tFlorece en verano y
habita los margenes de caminos, riberas secas gsdlis comun en la
mayor parte de Europa [117,118].

Araujia sericifera Brot. Descripcion botanica (Imagen 5): también

conocida como Miraguano o Planta Cruel, pertenecda afamilia
Asclepiadaceae. Nativa de América del Sur. Es larbusto perennifolio
gue puede alcanzar los 8 m de altura. Presenta tallubles y pelosos. Sus
hojas pecioladas pueden llegar a medir 7 x 4 cnuestps, oblongo-
lanceoladas, con haz verde y subglabra, con enk#@gjuecino. Suele
considerarse como una mala hierba. Sus cimas exijaresentan de 1-5
flores. Poseen bracteas lineares que pueden atcdnzen de longitud.
Flores con pedicelos pelosos de 1-1.6 cm. Coroleade3 cm de diametro.
Foliculo que puede alcanzar 12.5 x 5.5 cm. Tienédpido crecimiento de
enredadera e invade los campos de naranjos, cemgticon el arbol por la
luz, el agua y los nutrientes. Actualmente, séledan eliminarse de forma

manual ya que no hay herbicidas eficaces conteaesgtecie [71].
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ok

Imagen 2.E. segetalisubsp.segetalis  |magen 5.Araujia sericiferaBrot.

Imagen 3.E. characiasubsp.
characias.
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1.2. Extraccion en Soxhlet de las distintas espesie

De cada especie se extrajeron los metabolitos olo®
mayoritariamente en el latex siguiendo el métodid® por Nemethgt al
[119]. Consiste en secar las plantas en una estu6b°C hasta peso
constante, y posteriormente someter a la planta seana extraccion
mediante aparato de Soxhlet durante 8 horas. Ryinger utiliza un
disolvente apolar, n-hexano (grado analitico, SabhaBL, Barcelona), y a
continuacion se realiza una segunda extraccionmaeto (bagazo) con un
disolvente polar, metanol (grado analitico, Schar&l, Barcelona). Se
evaporaron los disolventes en rotavapor a presdncida, obteniéndose
para cada una de las plantas de las especiesumevatl extracto hexanico
y un extracto metandlico tanto de hojas como destgd extractos por

planta). Se hicieron entre 5-9 repeticiones poeespa estudiar.

Planta seca

hojas / tallos
(triturados)

Extraccion en Soxhlet

/ (n-hexano)

marco Extracto hexanico
(hojas / tallos) (hojas / tallos)

Extraccion en Soxhlet
(metanol)

Extracto metanolico
(hojas / tallos)

Esquema 7.Procedimiento de extraccién y andlisis de losaektis segun
Nemethyet al[119]
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2. Optimizacion del método extractivo dée. characias

Extraccion en SoxhleDebido a la gran cantidad de muestras que se
deben analizar en el presente trabajo, se decigé@ap las condiciones
Optimas para el proceso extractivo. En base a dhibBograficos,
decidimos mejorar la metodologia de extraccion erhit descrita por
Nemethy et al. [119] y aplicada previamente en nuestro proceso de
seleccién de las especies. Se pretende encontraméiado eficiente,
reproducible y fiable en lo que a tiempo, rendirtoey gasto en disolvente
se refiere. Se realizaron entre 3-5 repeticionesdiglersas pruebas de
extraccion con cada disolvente, hexano y metamatanalitico, Scharlau
SL, Barcelona), para cada una de las partes aéleeds planta (hojas y
tallos).

Asi, se estudid el rendimiento a distintos tiempigs extraccion en
Soxhlet de 2, 4 y 8 h, y dos tamafios de muestsisitdis para una misma

cantidad de disolvente (5 y 3 g de muestra en 5@endisolvente).

Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) de lesuitados mediante
el programa Statgraphics Centurion XVI (Statpomt.| Warrenton, WA,
EEUU). Este andlisis nos mostré que para un mismmafio de muestra no
existen diferencias significativas entre los disgntiempos de extraccion
(2, 4 y 8 h) en el caso de la extraccion con hexemio en hojas como en
tallos. Sin embargo, se encontraron diferenciasfggtivas en el caso de la
extraccion de tallos con metanol para los procdsaextraccion durante 2 h
respecto a las realizadas en 4 y 8 h. En vistagieebultados obtenidos y en
base a datos bibliograficos de Adams y McChesn29][Hecidimos aplicar
un tiempo de extraccion de 4 h tanto para el hexanwo para el metanol,
en hojas y tallos. Por otro lado, el ANOVA reveldiegno existian

58



[ll. Material y Métodos

diferencias significativas de rendimiento con dasndfios de muestra
distintos (5 y 3 g en 50 mL de disolvente). Asigstablecidé la metodologia
de extraccion de 4 h y 5 g de muestra seca en 50amnlisolvente. Una vez
realizadas las extracciones en Soxhlet con hexanetgnol, se evaporaron
los disolventes en rotavapor a presion reducidéensdndo los extractos

hexanico y metandlico.

3. Estudio metabolémico de ecotipos salvajes &e characias

Disolventes y reactivosEl compuesto utilizado como patrén interno,
tetracosano, los compuestos de referencia apolacetn palmitico, acido
linoleico, acido oleico, fitol, 1-hexacosanol, ltampsanol, escualeno,
nonacosano, hentriacontano, tritriacontano, lupgditosterol, lanosterol,
cycloartenol, asi como el agente sililatgO-Bis (trimethylsilyl)trifluoro-
acetamide (BSTFA), fueron suministrados por Signdriégh Co. (St
Quentin Fallavier, France). El hexano, acetato t®, ediclorometano
(CH.Cly), tetrahidrofurano (THF) y metanol (MeOH) procediale
laboratorios Scharlau SL (Barcelona). Todos losldentes eran de grado
HPLC o UPLC, excepto el hexano y metanol utilizadodas extracciones

gue eran grado analitico.

Material vegetal.Se recolectaron plantas salvajes pertenecientes a
characias de tres entornos geogréaficos distintos de la Cdaadn
Valenciana durante el periodo de verano, concrettaria cuarta semana de
los meses de julio y septiembre de 2009. Todapléagas se encontraban
en el mismo estado vegetativo, con la finalidadaderiguar si existian
diferencias en los rendimientos de extracto hexapimetandlico debido a
factores geoclimaticos propios de cada zona.

59



[ll. Material y Métodos

Las zonas de recoleccién de plantas salvajes abiated continuacion:
- Sierra de Mariola (Agres, Alicante)

- Sierra de Espadan (Almedijar, Castelldn)

- Comarca de 'Alt Maestrat (Culla, Castellén)
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Imagen 6. Mapa de localizacion de las zonas de recoleccioplagas salvajes
con sus correspondientes coordenadas UTMversal Transverse Mercatpr
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Andlisis del suelo de las diferentes localizacion&n las tres
localizaciones, se tomaron muestras de suelo deptratos diferentes. Se
seleccionaron para cada poblacion tres grupossepiaivos de plantas que
fueron tomadas como punto central de una circunéésede 10 m de radio,
delimitdndose de ese modo una subparcela cirdufa.vez delimitada la
parcela se extrajo la tierra de cuatro puntos disieen el borde de la
circunferencia trazada, y distantes entre si urinmoirde 5 m mezclandose
la tierra de cada grupo. Se procedid de la mismadocon el resto de
grupos. Las muestras fueron analizadas obteniénlbesalatos que se

detallan a continuacion:

S. de Mariola S. de Espadan L Alt Maestrat

% Arcilla 14.8( 10.7( 23.0(C
% Limao 22.2( 20.4( 47.9]
% Aren: 63.0( 68.9( 29.0¢
% de mat. ort 3.5¢ 1.3C 2.82
% carbonatc 37.01] 23.0( 45.0(
% caliza activ 7.1C 3.0C 9.0(
pH 8.2( 7.8( 7.8(

Tabla 4. Analisis de suelo de las tres localizaciones éetias.

Extraccion por maceraciGnA partir de la planta fresca (1.5 g) se
separaron hojas y tallos. Las partes aéreas ddatdapse trataron con
nitrégeno liquido y se liofilizaron. Las muestrasilizadas se pulverizaron
utilizando una maza y un mortero [121]. A contiridag 0.5 g de muestra
pulverizada vy liofilizada se introdujeron en un raatErlenmeyer de 250
mL de capacidad y se extrajeron durante 20 min2Zs%mL de disolvente
mediante maceracion a temperatura ambiente. Sedutliclorometano y
acetato de etilo (3 veces con cada disolvente}. extractos organicos se
filtraron, combinaron y se evaporaron hasta apraedammente 1 mL,

mediante un equipo de rotavapor a presion redy@&dahi, Labortechnik,
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Suiza). Esta disolucion de 1 mL de extracto orgaske filtr6 con un filtro
de jeringa de PTFE (politetrafluoroetilene) d&5um (Fischer Scientific,
Inc., Dreieich, Alemania). El filtrado se llevé eguedad bajo una corriente
de nitrégeno, y los residuos secos de los extragaamacenaron a -20°C
hasta su posterior andlisis metabolémico. Siguiersie mismo proceso, el
marco se reextrajo con metanol (3 x 25 mL). Estegso de maceracion se

realizo por triplicado para cada muestra (Esquema 8

Planta fresca

separacion de
hojas y tallos

HOJAS/ TALLOS

1) congelacién en nitrogeno liquido
2) liofilizacion
3) pulverizacion (mortero)

material vegetal pulverizado

maceracion: 1) 3 x 50 mL de CH,Cl,
2) 3 x 50 mL de AcOEt

marco

solucion

CH,Cl,-AcOEt maceracion:

3 x 50 mL deMeOH
concentrar
l(rotavapor) solucién
MeOH
| Extracto apolar | concentrar

(rotavapor)

| Extracto polar |

Esquema 8 Esquema de extraccidon en fresco de metabolitotaatag laticiferas

Purificacion de los metabolitoflgunos derivados hidrocarbonados de

estructura triterpénica presentes en los extragoaislaron e identificaron
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previamente en el laboratorio del CEQA, para idieatios y utilizarlos

posteriormente como compuestos de referencia.

Muestras (0.5 g) de hojas y tallos de los exteabtxanicos procedentes
de la Sierra de Espadan y de I'Alt Maestrat, seldisron en metanol (10
mL) y se centrifugaron a 4000 rpm. El sobrenaddateada muestra se seco
y el residuo se purificé por cromatografia en cotartash de silica gel 60
(0.040-0.063 mm) (Merck, Darmstadt, Germany) o bierediante
cromatografidlash de media presion (CCMP) en un aparato Biotage SP1
(Biotage Inc., Charlottesville, VA, EEUU) equipadmn una columna
preempaquetada (Si 25+M) y acoplado a un dete@domitud de onda
fija (A 254 nm), En ambos casos, se uso un gradiente(dé héxano hasta
100% acetato de etilo y se trabajé a un flujo 3mih™*. Se obtuvieron entre
10-12 fracciones a partir de cada muestra de eatrac

Posteriormente, algunas fracciones obtenidas sleXtractos de hojas y
tallos se inyectaron en un equipo de cromatogtafiada de alta presion
(HPLC, por sus siglas en inglés) semipreparativote¥$a600E system
(Milford, MA, EEUU) con bomba de inyeccién de disehte Waters 600E,

y acoplado a un detector dRhotodiode Array(Waters 2996 PDA) y un
detectorEvaporativelight-scattering(Waters 2420 ELSD). En este caso, la
separacion de metabolitos se llevé a cabo con ahenoa Kromasil 100
C18 (10 x 250 mm, um) de Teknokroma (Barcelona, Spain) y a una
temperatura de columna de 22°C. Se utilizé unadslusocratica con 100%
MeOH vy un flujo de 3 mL min.

Resonancia magnética nuclear (RMNJada uno de los extractos
hexanicos se disolvidé en una porcion de GO€4. 0.6 ml) y se sometid a

analisis de RMN dé&H y *°C en un Bruker AV 300 MHz, Bruker AVIII 500
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MHz o AVII 600 MHz con criosonda. Los multipletes ths sefiales déC
se asignaron mediante experimentos de distorsignpptarizacion de
transferencia (DEPT, por sus siglas en inglés).

Derivatizacion de los extractos hexanicds derivados trimetilsilil
(TMS) de los metabolitos presentes en el extraegwahico (5 mg) se
prepararon mediante la adicién de 300de CHCI, anhidro y 10QuL de
BSTFA al 1% TMCS a un vial ambar de CG de 1.5 m22]1La reaccion
se agito toda la noche a temperatura ambientesduando este tiempo, se
afiadié una solucién de patrén interno (0.2 mg'nue tetracosano en

CH,CI,) hasta alcanzar 1 mL y las muestras se analizasaliante GC-MS.

Identificacion de metabolitos del extracto hexanica identificacion de
los metabolitos mayoritarios de ambos extractoliesé a cabo a partir de
muestras previamente derivatizadas (sililacion) iy derivatizar. Los
compuestos se identificaron fundamentalmente pmpenacion del tiempo
de retencion tg) y el patron de fragmentacion obtenido de los
cromatogramas de espectrometria de masas con gslesstandar,

comerciales u obtenidas mediante purificacion prewvi el CEQA.

En el proceso de identificacion se utilizé un cabbgrafo de gases
(CG) conectado a un espectrometro de masas (GAPBI8INEImer Clarus
500 gas cromatograph, Shelton, EEUU) operando edonu® impacto
electrénico (energia de ionizacion 70eV y tempesatde la fuente de
ionizacion de 300°C) y equipado con una roola capilar ZB-5 MS
(Phenomenex, Torrance, CA, EEUU). Rangardeentre 55-600. Se utilizé
helio como gas portador a un fluyjo de 1 mL thinLas muestras

(derivatizadas y sin derivatizar) se inyectaron conautosamplera una
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temperatura de 250°C, el cual inyectaba en la audubpul de muestra en
modo split (ratio: 4:1, flujo: 5 mL mif). La rampa de temperaturas fue la
siguiente: iniciamos en 110°C, 25°C thirhasta 210°C, 10°C minhasta
260°C vy finalmente 4°C minhasta 340°C sostenidos durante 5 min. El
software utilizado para la identificacion fue TukbessVer5.2.0
(PerkinElmer, Inc., Norwalk, CT, EEUU).

Cuantificacion de los metabolitos en los extractesxanicos. La
cuantificacion de los metabolitos del extracto Imo@ se hizo mediante un
GC con detector de ionizacion de llama (GC-FID kip&imer Clarus 500
gas, Shelton, CT, EEUU), equipado con una colunapdar ZB-5 MS (30
x 0.25 mm x 0.2%l) (Phenomenex, Torrance, CA, EEUU), equivaleniz a
utilizada en GC-MS. La temperatura FID fue de 30&B€ inyectd L de
las muestras sin derivatizar con usutosampler en un inyector
split/splitless, programado en modo split (rati®:1t flujo: 20 mL mii') a
250 °C. Se utiliz6 helio como gas portador a urlacigad de flujo de 1 mL
min.? El programa de temperaturas fue el mismo queiktado para el
GC-MS. El programa usado en el andlisis y procesiaddatos del GC fue
TotalChrom Workstation Ver6.2.1 (PerkinElmer, IndVyaltham, MA,
EEUU). Se utilizaron las ecuaciones de regresideali obtenidas a partir
de curvas de calibracion de los metabolitos, preeige identificados con

el espectrometro de masas.

Para el analisis de las muestras de extractos tvesarse inyectaron en
el equipo GC-FID 25 mg de muestra disueltos en 5daldisolucion de
patrén interno (0.2 mg mt de tetracosano en GEl,). Las curvas de

calibrado nos permitieron saber los mg de metabplit g de peso seco de
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cada una de las partes aéreas de la planta. E¢dinaiento se realizd por

triplicado (n= 3).

Curvas de calibrado.Se construyeron por triplicado curvas de
calibracion para cada uno de los metabolitos ifieatios, inyectando en
GC-FID seis concentraciones diferentes (20, 40, 200, 500 and 1000g
mL™), disueltas en una disolucién de patrén internd (8g de tetracosano
en 1 mL de CKCl,). Para cada andlisis, las respuestas a tenereateceran
la relacion entre el area del pico de analito y ghkkon interno (y). Se
representaron en una grafica la relacion de asgafrénte a la relacion de
concentraciones de analito y patron interno (x).ecaacion obtenida se
ajustdé a un modelo de regresién lineal de la fofynaa +bx), donde y=
AanaitdApi; X= ConGnairdCoNg,. Los coeficientes de correlaciéf)(de las

curvas de calibrado mostraron valores entre 087 y

Andlisis de datad.as muestras de los extractos hexanicos (hojdiog)ta
obtenidos mediante maceracion en los meses deyjséptiembre de 2009
de ecotipos salvajes se analizaron para cadadac#&n. La cuantificacion
se realiz6 por triplicado y se expresé como metliasrores estandar (SE)
de mg de metabolito por g de parte aérea de plaeEa. Las
concentraciones de metabolitos calculadas comoan@gde peso seco de
parte aérea de planta, se representaron en unaz nudr analisis
multivariante para el analisis de componentes jmates (PCA, por sus
siglas en ingles) para analizar las posibles difges entre las distintas
poblaciones y para analizar también la influenca Ids principales
metabolitos en estas diferencias. Se utilizé egranma estadistico Matlab
Ver6.1 (the MathWorks, Inc., Natick, MA, EEUU). Rr@mente, los datos
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para construir el PCA se normalizaron utilizandomgtodo de escalado
Pareto.

El PCA nos proporciona dos matrices que nos penngit@borar graficos
que ayudan a interpretar los resultados: la malgizountuacioness¢ore
plots) y la matriz de cargaldqading plot3. La matriz de puntuaciones
(score$ expresa los datos originales transformados ervédasres de las
componentes principales. La matriz de cargas (t@mli contiene los
coeficientes de las transformaciones lineales dahlas originales que dan
lugar a una determinada componente principal. lameddosscore plots
muestran las tendencias de agrupamiento que hag ¥ datos, que
relacion existe entre las distintas concentracid@smetabolitos y si hay

valores altamente atipicos.

4. Estudio metaboldmico dée. characiascultivada

Disolventes y reactivod.os siguientes reactivos fueron suministrados
por Sigma-Aldrich Co. (St Quentin Fallavier, Francel patrén interno
utilizado en el estudio del extracto hexanico &®dsano), los compuestos
de referencia apolares (acido palmitico, acidoldico, acido linolénico,
fitol, 1-tetracosanol, 1-hexacosanol, 1-octacosaestualeno, heptacosano,
nonacosano, hentriacontano, tritriacontano, lupens lupeol -sitosterol,
lanosterol y cycloartenol), los patrones interntkzados en el estudio del
extracto metandlico (D-(+)-trehalosa y flavanoni)s compuestos de
referencia muy polares (D-(+)-glucosa, D-(-)-friggp sacarosa, myo-
inositol, acido citrico, acido D-(+)-mdlico, acidepiroglutamico, acido L-
aspartico, L-glutamina; y compuestos polares: a@igr@{3-glucdsido,
quercitrin 'y quercetin), asi como también los agensililantesN,O-

bis(trimethylsilyl)trifluoro-acetamida (BSTFA), BFRA al 1% en
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trimetilclorosilano (TMCS), e hidrocloruro de meiamina. ElI hexano,
acetato de etilo, Ci€l,, THF y MeOH procedian de laboratorios Scharlau
SL (Barcelona). Todos los disolventes eran de gridéd.C o UPLC,
excepto el hexano y metanol utilizados en las egimaes que eran grado

analitico

Material vegetal y extraccion en Soxhl8e recolectaron de cada parcela
de estudio entre 3-6 plantaskecharaciagpor tratamiento de irrigacion (1-
3 y control). Se secaron en una estufa a 65°C pastaconstante (48 h). Se
separaron hojas y tallos de cada planta y se pzdéven mediante un
molinillo. El material pulverizado (5 g) se extraga un aparato de Soxhlet
mediante n-hexano durante 4 h, seguido de una dagextraccion con
metanol durante otras 4 h, siguiendo el protocstaldecido en el apartado
2 de Material y Métodos.

Extraccion en fase sélida (solid phase extracti®®PE) del extracto
metanolicoMuestras de extracto metandlico (50-80 mg) seafibin a través
de un cartucho ExtraBond:£(1 g, 6 mL, Scharlau S.L., Barcelona),
previamente preacondicionado con metanol (3 x 6 yn)O destilada (3 x
6 mL). Primero, se eluyd la muestra copOH(2 x 6 mL) recogiendo los
compuestos mas polares (fraccibon SPE1), principstinemono- y
disacaridos. A continuacion, la muestra se eluy® metanol (2 x 6 mL)
para recuperar los compuestos menos polares resefichccion SPE2),
principalmente flavonoides [123]. Ambas fraccion8RE1 y SPE2 se

concentraron en rotavapor a presion reducida.

Identificacion de los metabolitos del extracto h@ga y metandlico.
Andlisis GC-MS La identificacion de los metabolitos mayoritarids

ambos extractos se llevd a cabo a partir de musegtraviamente
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derivatizadas (sililacion). Al igual que en el apdo 3 de Material y
Métodos, se compararon Idg y el patron de fragmentaciéon de los
metabolitos con muestras estandar, comercialegificadas en el CEQA,

algunas de las cuales habian sido previamenteatizedas.

Los compuestos apolares del extracto hexanicoestifidaron mediante
el equipo de cromatografia de gases acoplado apeceometro de masas
(PerkinElmer Clard$ 500 gas chromatograph, Shelton, CT, EEUU)
operando en modo de impacto electronico y equipamo una columna
capilar ZB-5 MS (30 m x.@5mm x 025 um) (Phenomenex, Torrance, CA,
EEUU). La temperatura del horno se programo6 a ®@nte 1 min, se
incrementé 20°C mih hasta 210°C, y 10°C minhasta 260°C, para
finalmente aumentar 4°C mirhasta 340°C durante 10 min. Se utilizé helio
como gas portador a un flujo constante de 1 mL'mivn autosampler
inyectd 1luL-muestra en un inyector split/splitless a 250 §@e operaba en
modo split (split ratio: 9:1; flujo de split: 10 nthin™). La temperatura de la
interfase de CG se fij6 a 250°C. La energia detrelees 70eV y la
temperatura de la fuente de iones a 180°C. La sidgin del espectro de
masas se realizd utilizando una monitorizacion e scompleta, con un
rango de masa®/z 55-600, a una velocidad de 0.2 scahsl®s datos se
recogieron y procesaron en el software TurboMads¥dr (PerkinElmer
Inc., Norwalk, CT, EEUU).

Los compuestos polares del extracto metandlico dntificaron
utilizando el mismo equipo de GC-MS y operando @s Imismas
condiciones descritas anteriormente. La temperatekf@orno se programé
a 110°C durante 1 min, se aument6 10°C nhiasta 210°C, se increment6

5°C min' hasta 260°C, y entonces 4°C thimasta 340°C durante 5 min. Se
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utilizé helio como gas portador a un flujo constade 1 mL miit. El
inyector split/splittess oper6 en modo de splitli{sgatio: 29:1; flujo de
split: 30 mL minY).

Derivatizacion del extracto apolar (hexanicd)os extractos hexanicos
se derivatizaron (TMS) siguiendo la metodologiaagelrtado 3 de Material
y Métodos [122]. A las muestras derivatizadas (9,msg les afiadié una
solucién de patrén interno (0.2 mg thide tetracosano en GEl,) hasta

alcanzar 1 mL y se analizaron mediante GC-MS.

Derivatizacion del extracto polar (metanolicd)os derivados TMS de
extracto metandlico (5 mg) se obtuvieron mediamguoceso de 2 etapas
que implicaba un proceso de metoximacion-trimditdsion. Para la
reaccion de metoximacion, se pesd una muestra tdecex metanolico (5
mg) en un vial &mbar de gases, se traté con unaidolde hidrocloruro de
metoxiamina (20 mg mt en piridina) (10QuL) y se agité toda la noche a
temperatura ambiente. A continuacion, se afiadioF3Sal 1% TMCS (100
puL) como agente sililante y se agité durante 3 leraperatura ambiente
[124]. Después, se redisolvié el vial con 1 mL dd,Cl, y se analizo
mediante GC-MS.

Analisis UPLC-PDA-Micromass Q-TOFSe realizé un analisis de alta
resoluciéon ESI-MS de los residuos de las fraccionesos polares (fraccion
SPE2, principalmente flavonoides) mediante un dspetdmetro
Micromass Q-TOF acoplado a un sistema Acquity UFAIA (Waters,
Milford, MA, EEUU) a través de ionizacién por elextpray (ESI). La
separacion se realiz6 en una columna de WatersitcBEH (150 x 2.1

mm i.d., 1.7um). El sistema de disolventes fue acido formic@.al % en

70



[ll. Material y Métodos

acetonitrilo (fase A) y agua ultrapura al 0.1 %é&edo formico (fase B).
Las condiciones de gradiente fueron: 100% B a Odunmante 1 min hasta
55% A en 30 min, mantenido durante 2 min, y voldiera 100% B en 1
min, y equilibrando durante 2 min antes de la gigid@ inyeccion; el flujo
fue de 0.4 mL mit; la temperatura de la columna y la muestra fud@ac
y 20°C, respectivamente; el volumen de inyeccidtaaeuestra fue AL. El
espectro de UV se adquirié entre 210 y 500 nm c@nrasolucién de 1.2-
nm y una velocidad de muestreo de 20 puntod.a fuente ESI operd en
modo de ionizacion negativo con voltajes de capilaono de 3 kV y 45
kV, respectivamente. La temperatura de la fueriéedgsolvatacion se fijé a
120°C y 300°C respectivamente. Los flujos del gasahno y desolvatacion
(nitrégeno) fueron 500 Lhy 50 L h*. La energia de colisién se fij6 a 5eV.
La adquisicion de datos ESI se recogié en modor@ideten un rango de
scans completo de ratio masa-carga [m/z] 50-15@D2ys por scan. El
espectrometro de masas se calibrd utilizando unzclmd’EG de peso
molecular entre 200 a 1500 (la especificacion deetolucion de 5000
FWHM, desviacion < 5 ppm RMS en presencia de unaant@nocida).
Todos los datos se adquirieron usando un softwaassinkK™ NT4.1
(Waters Corp., Milford, MA, EEUU).

Cuantificacion de metabolitos apolares por andlisiC-FID. El
contenido de cada metabolito de los extractos heaxsinse cuantificd
utilizando un PerkinElmer Clarfis500 gas acoplado a un detector de
ionizacion de llama (GC-FID) (Shelton, CT, EEUU)ugmdo con una
columna ZB-5 MS (30 m x.25mm x 025 um). La temperatura del FID se
fij6 a 300°C. Se trabaj6 en las mismas condiciodesprograma de

temperaturas y de flujo del gas portador (heliog gara el analisis en GC-

71



[ll. Material y Métodos

MS. Un autosamplerinyectd 1pL-muestra en un inyector split/splitless a
250 °C, operando en modo split (split ratio: 19djp de split: 20 mL min

Y. Las muestras (10 mg) de extracto hexanico sivatizar se disolvieron
en 1 mL de solucién de patron interno (0.2 mg”mie tetracosano en
CH.CI,) y se inyectaron en el sistema de GC-FID. Lasasude calibracion
externas permitieron calcular el porcentaje (%)cdda metabolito en el
extracto hexanico. Los datos se recogieron y pesoascon un software
TotalChrom Workstation (PerkinElmer, Inc., WalthaWA, EEUU). Este

proceso se repitid por triplicado con diferenteestias (n= 3).

Cuantificacion de carbohidratos por andlisis HPLCED. A partir del
extracto metandlico, una muestra (5 mg) de la fdacde residuos mas
polar obtenida por {g SPE (SPE1, 100% J) se redisolvido en 1 mL de
solucién de patron interno (trehalosa a 5 mg'meh HO), y se inyect6 en
un equipo de HPLC (Waters 600E system, Milford, M&UU) equipado
con una unidad de bomba Waters 600E acoplado &tectdrevaporative
light-scattering (Waters 2420 ELS Detector). La separacion de los
carbohidratos se realiz0 mediante una columna &%t 120-3-amino
(125 x 4.6 mm, 3um tamafio de particula) (Bischoff Chromatography,
Leonberg, Germany). Se eluyd en isocratico confasa mévil CHCN-
H,O (90:10) y un flujo de 1 mL mih

Cuantificacion de flavonoides por analisis UPLC-PDA partir del
extracto metandlico, una muestra (5 mg) de la féacde residuos menos
polar obtenida por {g SPE (SPE2, 100% MeOH) se redisolvié en 1 mL de
solucién de patron interno (flavanona a 5 mg’nein metanol), y se inyectd
en un equipo Waters Acquity UPLC (Milford, MA, EE)l@quipado con

una bomba binaria (solvent manager), un compartionda columna y un
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detector PDA 2996, conectado a un software Waterssiinx Ver4.1. La

separacion de flavonoides y glicésidos se llevoahocutilizando una

columna Waters BEH C18 (2.1 x 100 mm, A7) a 37°C. Las condiciones
cromatograficas Optimas se encontraron con el engei sistema de
disolventes: fase A, acido formico al 1% en acetibmiy fase B, acido

formico al 1% en agua con un sistema de separaei gradiente de 100%
B a 0 min durante 1 min hasta alcanzar un 55% A@min; la velocidad

de flujo de 0.4 mL mifl y un volumen de inyeccion deis.

Curvas de calibracion externaSe construyeron por triplicado curvas de
calibracion para los analitos polares y no polams diferentes
concentraciones (25, 100, 200, 500, 1000, 150nL™). Los analitos no
polares, polares SPE2 y muy polares, SPE1, sevdismh en una solucion
de tetracosano en GEl, (0.2 mg mLY), trehalosa en $#0 (5 mg mLY) y
flavanona en metanol (1 mg M), respectivamente, siguiendo el protocolo
establecido en el apartado 3 de Material y Métodos.

Andlisis de datosSe analizaron las muestras de la parte aérea de la
planta (hojas y tallos) de los extractos hexanicasetandlicos para cada
periodo y en cada tratamiento de irrigacion (1-8owtrol). Se calcularon
por triplicado los contenidos de metabolitos conmmwcentaje de cada
compuesto (media) en cada uno de los extractogjpistaron una matriz de
analisis multifactorial (two-way ANOVA) con el progma Statgraphics
Centurion XVI (Statpoint Inc., Warrenton, WA, EEUU)as medias se
compararon utilizando el método LSDe@st Significant Differencgs un

nivel de confianza del 95 %.
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5. Estudio agrondémico deE. characiascultivada

Material vegetal.Las semillas dd=. characiasque se emplearon para
este estudio se recolectaron en primavera de 2pa@tiade plantas salvajes
que crecian en el parque natural de la Sierra gadas, en el término

municipal de Almedijar (Castellon).

5.1. Ensayo 1: Estudio de la respuesta a diferentdssis de riego

Condiciones de cultivdJna vez crecidas las plantas en los semilleros, e
primavera de 2011 se trasplantaron a 24 estruchaesgonales de 3.8°m
de superficie y 0.9 m de profundidad situadas enitstalaciones del
Instituto Valenciano de Investigaciones Agraria¥I4A, Moncada) y
conteniendo tierra procedente de parcelas de lnpamde cultivo situados
dentro de las instalaciones. En cada hexagonoasgapbn 16 plantas con
un marco de plantacion de 0.4 x 0.4 m, implicand@ wensidad de
plantacion de 62500 plantas por hectarea y apat88dnm de agua para el
buen establecimiento de la plantacion.

Imagen 7. Aspecto general de las plantasElecharaciasuna vez
transplantadas al lugar de ensayo. Instituto Véeoc de
Investigaciones Agrarias (Moncada), abril de 2011.
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La tierra se analizo por el laboratorio agroamlaiedé Applus, Sidamoén
(Lérida) y se determindé una textura franco arenosa un pH 8.4
(moderadamente alcalina) y con un porcentaje d&l &8 carbonatos, de los

cuales el 5% son caliza activa y el 0.86% de neatgganica.

Para analizar el comportamiento de la planta frentl®s diferentes

niveles de estrés hidrico se dividieron los 24 geras en grupos de 6 y a

cada grupo se le asigno un tratamiento de riegmtdisSe llevaron a cabo

los siguientes experimentos:

Calculo de la capacidad de campg®ara determinar el volumen de agua a
aportar por riego, el primer paso fue calcular dpacidad de campo del
suelo, ya que se decidid que la dosis de riego maxpor unidad de
superficie debia al menos reponer el agua perdidado la humedad en los
30 primeros centimetros de suelo fuera inferioBQ# de la capacidad de
campo. Asi, con la ayuda de unos cilindros metalsm tomaron muestras
de suelo a diferentes profundidades (0-20 cm, 2@#0y 40-60 cm).
Partimos de la hipotesis de que la humedad est3%umor debajo de la
capacidad de campo por lo que, teniendo en cudnt@lemen de los
cilindros, afladimos 50 mL de agua desionizada. ®ticoacion se taparon
los cilindros con una bolsa de plastico para eytndidas de agua en la
superficie y se dejaron reposar 48 h. Transcuegk tiempo, se tomd una
pequefia muestra de unos 130 g para cada unachpkesy se determind su

humedad secandola al aire y en estufa.

Se determiné que la densidad del suelo era de d.68° y que la
capacidad de campo del suelo se alcanza cuandwoanpaje de humedad
peso/peso alcanza el 14.5 %, que corresponde &302@n peso/volumen.

Con esto y puesto que, como hemos dicho anteridgendacidimos que la
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humedad en el tratamiento de mayor riego no ded$aemder por debajo
del 60% de la capacidad de campo, el riego sedapliando la humedad de
los hexadgonos sometidos al tratamiento de mayamveh de agua llegue a
8.7% (p/p) 0 13.7 % (p/v) en los 30 primeros ceantios de suelo. Por lo
tanto y teniendo en cuenta estos resultados, ma £80 kg de tierra se
aportaron 5.8 L de agua. En los 30 primeros catton de suelo el peso de
la tierra fue de 1800 kg (3.8°m 0.30 m= 1.14 rhx 1580 kg n= 1800 kg)
por lo que se aportaron 104.4 L de agua para rebiagua perdida. Vistos
estos resultados, se decidio que las dosis depagu#ego en los hexagonos
seria de RO (control), 7.5 mm (30 L, R1), 15 mmI(6®R2) y 30 mm (120
L, R3).

Control de la humedad del suel@ara controlar el nivel de humedad del
suelo nos ayudamos de la técnica de reflectometeiadominio de
frecuencia (FDR, por sus siglas en inglés). Estai¢a consiste en la
introduccion de una sonda, también conocida comdasale capacitancia,
gue tiene un sensor con unos circuitos que oscid@anuna frecuencia que
depende de la capacitancia del suelo, determinad@,pLa sonda porta
sensores a diferentes profundidades y la magnitedida es lab, a
diferentes profundidades (en nuestro caso cadan).O&t sistema puede ser
conectado via cable a un ordenador. Tienen unasjinecmedia del 5%
aungue en calibraciones muy precisas para un sapkzcifico pueden llegar
a ser del orden del 1%. El equipo que utilizamesléuSonda Diviner 2000
(Sentek Sensor Technologies, Stepney, Australia)eguun sistema portatil
de medicion de la humedad del suelo por FDR y gusiste de una unidad
de visualizacién de datos y de una sonda portaél mide el contenido de
humedad en el suelo a cada intervalo uniforme deni@ través del perfil

76



[ll. Material y Métodos

abarcando un radio de 10 a 15 cm desde la parextnaexdel tubo,
expresandose los registros de humedad en % devpksoén. Los
indicadores se leen a través de la pared de undelsxceso de PVC con
graduaciones. El tubo es totalmente hermeético iyetien diametro que
encaja perfectamente con el sensor de la sondaldm®s 12 tubos (3 tubos
por cada uno de los tratamientos de irrigacion)atwho la precaucion de
gue las paredes externas del tubo estuviesen e@actmrcompleto con el
suelo en todo su perimetro. El tubo esta provistsueparte superior de una
tapa para evitar que cualquier material pueda dotivse en el interior.
Semanalmente se tomaron medidas de contenido eadadndel suelo de
los hexadgonos y se procedio a regar cuando la noedlas lecturas de la
sonda era inferior a 13.7 % (60% de la capacidadasepo) para los 30

primeros centimetros de suelo en los hexagonosagermego.

Para comprobar el estado fisiolégico de la plamtarespuesta a los
diferentes niveles de estrés hidrico se realizdasnsiguientes pruebas:

medidas de potencial hidrico y medidas de interoaigeseoso.

Medidas de potencial hidric&l movimiento del agua entre los tejidos y
los diversos espacios que constituyen una planta gsbernado por
diferencias de potencial hidrico. El potencial twalrde un tejido vegetal
determina la direccion e intensidad del movimiedgbagua en relacion con
el ambiente de la planta y serd siempre negatives(se ha asignado al
agua pura -sin solutos- un potencial hidrico igud), tanto mas cuanto
mayor sea la concentraciéon de solutos por lo quejielo que posea un
potencial hidrico bajo alejado de cero (es deciry megativo), tendera a
absorber agua de su entorno, siempre que éstenf@gasepotencial hidrico
mas elevado proximo a cero (es decir, menos nejativ

77



[ll. Material y Métodos

Cada dos semanas aproximadamente se selecciondngasipor cada
uno de los tratamientos, correspondiendo cada enallds a una planta
diferente y a un hexagono diferente. Esta medisgmealiza al mediodia,
escogiéndose de cada una de las plantas selecasori@adcuarta hoja,

empezando a contar desde el extremo superiorltiel ta

Las hojas, inmediatamente después de ser recog@lasgtieron en botes
de plastico y éstos en una nevera portatil pararepérdidas de humedad.
Posteriormente y en el menor tiempo posible sdattaban a la camara de
presion. El proceso de medicién que seguimos fs@eiente: colocamos
la hoja en la camara de presion (Soil Mosture EqGiprp. mod 51002,
Goleta, EEUU) haciendo sobresalir el peciolo adsage un tapén de goma
que cierra la camara. Aumentamos la presién entefior de la camara
progresivamente (con nitrdgeno) hasta que mediargdupa se comienza a
observar la salida de la savia, expulsada de lataséde la superficie de
corte del peciolo. En este momento, la presiénnzida en la camara sera
la presion de equilibrio con el potencial del xiemPara una mayor
precision de las medidas se tuvieron en cuentadesmendaciones de
Turner [125] y Hsiao [126]: se realizé un corteaany limpio en el peciolo
de la hoja, tras lo cual se procuré que la pérdieldumedad de la hoja
cortada fuera minima, reduciendo al maximo el water de tiempo
trascurrido entre el corte de la hoja y su medigi@macenando las hojas
cortadas en una nevera portatil con hielo durdriayecto de la parcela de
experimentacion al laboratorio. Ya en el laboratola hoja se colocé en la
camara dejandose sobresalir de la misma solo lgitlmh minima del
peciolo para conseguir una buena lectura. La ingecde gas fue lenta y
regular para lograr un buen equilibrio entre ldsrdntes partes de la hoja y
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se evito la pérdida de gas en la cAmara para logaapresion de equilibrio

estable y una lectura fiable.

Medidas de intercambio gaseoda transpiracion (E), la tasa neta de
asimilacion de C@ (Aco,), la conductancia estomatica (gs) y la
concentracion subestomatica de, {Oi) se midieron con un equipo portatil
de fotosintesis (CIRAS-2) (PP-systems, Hitchin, UKQuipado con una
fuente externa de luz para mantener una radiacidsihtéticamente activa
(PAR, por sus siglas en inglés) constante. Previtange realiz6 una curva
de saturacion de la fotosintesis neta eridnndel PAR, para ello y por
triplicado se someti6 a una hoja a distintas intates de luz,
determinandose que el valor maximo de la fotostes dio entre 1000 y
1500 pmol m? s*por lo que el PAR en la superficie de la hoja sestédj a
1000 pmol m? s*. Para realizar las medidas, la hoja se introdujdae
camara PLC 6(U) y permanecié a 25 + 0.5°C con dicitlde presion de
vapor de 1.7 Pa. El flujo de aire a través de letafue de 0.5-1.5 L miin

Para minimizar las variaciones de Ecd) gs y Ci, estos parametros se
midieron entre las 10:00 y las 12:00 h en diasaslole. Se escogieron 5
plantas para cada uno de los tratamientos de yielgocada una de ellas, se
escogieron tres hojas completamente expandidaadaguen la parte mas
baja del tercio superior del tallo. La media deagshedidas se consider6

como valor representativo de cada tratamiento.

Seguimiento del crecimiento y evolucion del codi@ren compuestos
apolares (constituyentes hidrocarbonafgspolares (carbohidratoskn la
dltima semana de los meses de octubre, diciemébeerb, marzo, abiril,

mayo Yy septiembre se realizo el seguimiento deldimiento de la planta,
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calculando para ello el peso fresco y peso seda glanta (y por lo tanto,

del contenido en humedad).

Para ello se eligieron al azar un minimo de 4 pkmor tratamiento,
cada una de un hexagono diferente. Las plantasrgean dejando 2 cm de
tallo por encima del suelo para asegurar el rebyate determind su peso
fresco. Posteriormente se secaron en una estlféCahasta peso constante
(48 h).

Paralelamente, en los muestreos de los meses dandre y abril
(coincidiendo con los periodos fisiologicos de |mefcion y plena
floracién), y en el mes de septiembre (periodo a&tfloracion), se realizd
un analisis cuantitativo del contenido en consétigs hidrocarbonados y
carbohidratos. Las plantas se secaron y se sepdrajas y tallos, éstos se
pesaron y trituraron para posteriormente efectlanigmo procedimiento
de extraccion en Soxhlet descrito anteriormentel @partado 2 de Material
y Métodos.

Andlisis de fibrasEl contenido total de nitrdgeno se determind median
el método de micro-Kjeldahl y el contenido de pirdis se calcul6 como el
contenido en nitrdgeno x 6.2bos contenidos en fibra detergente neutra
(FDN), fibra acido detergente (FAD), lignina detemte acida (LDA) se
determinaron siguiendo el método descrito por VaesBet al [127]
utilizando una amilasa termoestable (Thermamyl [180vo Nordisk,
Gentofte, Denmark), y el contenido en materia gecanizas se determiné
segun los métodos de la AOAC [128]. Cada analesiepitio por triplicado
sobre el marco (bagazo) de hojas vy tallos, desgadsaber realizado las
extracciones en Soxhlet con hexano y metanol. Lasstras analizadas

incluian plantas sometidas a distintos riegos (RBLyRlas plantas control
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(RO), para cada uno de los tres estados de ddsateola planta. Mediante
estos andlisis se estableci6 el porcentaje denbgiiemicelulosa y celulosa

gue queda en el residuo (bagazo).

5.2. Ensayo 2: Estudio de la respuesta ante difers estreses abibticos
El objetivo de esta experiencia fue determinar deerancia deE.
characiasa tres condiciones adversas del medio: la selguédcalinidad del

suelo y la salinidad.

Para los distintos ensayos se sembraron plantasidas en un semillero
en el mes de abril en contenedores con el suetaaim y, posteriormente,
se les aplicaron los distintos tratamientos hastdds de octubre. En este
momento se arrancaron las plantas y después deadesese pesaron
independientemente las hojas, los tallos y lasesai®osteriormente, se
determiné el contenido en extracto hexanico y nwem es decir,
compuestos hidrocarbonados y carbohidratos, regpetwnte, de las hojas
y los tallos. En cada experimento se midieron kxgumetros de intercambio
gaseoso (conductancia estomética y transpiraci@onienido en clorofila,
fluorescencia y asimilacion neta de £@si como las relaciones hidricas y

el contenido en algunos elementos minerales (NCFg,Na’).

5.2.1. Estudio de la respuesta frente al déficit diiico

Mediante este ensayo se pretendio estudiar lasests fisioldgicas de
esta especie ante un estrés hidrico intenso yndietr su capacidad de
resistencia a la falta de agua. Para ello se sgpardos grupos de
contenedores, uno de los cuales se mantuvo siteag®agua, cubriéndolos
con un plastico para evitar la lluvia; el otro &G cuando el nivel de

humedad del suelo medido con una sonda capaciméti&scendia
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aproximadamente en un 40% de la capacidad de camf® cm de
profundidad. Esto supuso la aplicacion de dos squmusteriores durante el
periodo experimental, que se aplicaron a finalesulle y de septiembre.
Periodicamente y tal y como se hizo en el aparsauderior, se determinaron
los correspondientes parametros fotosintéticoseal&zaron las medidas de
potencial hidrico y se determind el contenido erragxo hexanico y
metandlico de las plantas. Los valores de los eafites parametros se
calcularon por triplicado (n=3) y se dispusieroruea matriz adecuada para

el andlisis de varianza (one-way ANOVA).

Determinacion de las relaciones hidricas en hojzon periodicidad
quincenal se realizaron las correspondientes medidapotencial hidrico,
arrancandose tres hojas representativas de la p#eagor del tercio
superior del tallo de tres plantas representatd@ascada tratamiento. El
potencial hidrico w) se midid en las mismas condiciones y con la misma
metodologia que en apartados anteriores. Se detetambién el potencial
osmoético (Po) para lo cual, en el mismo momento en que serdetérfw,
se tomaron dos muestras de cada planta. Cada m@ss#ba compuesta
por, al menos, dos hojas. Las muestras se envaivet papel de aluminio
y se congelaron a -20°C. Las hojas se descongetsrad momento de la
determinacion delPo y se extrajo el jugo celular con una jeringuiliizl
cual se determiné &/o a 25+1°C con un osmometro (Digital Osmometer,
Wescor, Logan, UT, EEUU). La media de las medidatad dos muestras
de cada planta se considerd6 como representaticadse planta individual.
El potencial de turgenci@?p). Se calculé como la diferencia entrefsV y

el Yo.

82



[ll. Material y Métodos

Contenido relativo de agu#®ara la determinacién del contenido relativo
de agua (RWC) se arrancaron otras tres hojas si@laatas representativas
de cada tratamiento y se determind su peso frd2eh (as hojas, por la
parte del peciolo, se introdujeron en un vaso etacto con agua destilada
durante 24 h en oscuridad para hidratar las h@agpletamente. Las hojas
se secaron con toallas de papel y se repesaronopseaer el peso en
turgencia (PT). Después de pesar, se secaron a @0dte 48 h para
obtener el peso seco (PS). El contenido relativagia de las hojas (RWC)
se determind como RWC= (PF-PS) x (PT-PS)-1 x 10@aierdo con
Morgan [129]. La media de las medidas de cadantiat#o se considero

como representativa de cada planta individual.

Seguimiento del crecimiento y evolucién del codi@rén compuestos
apolares (constituyentes hidrocarbonaflgs polares (carbohidratos)Al
final del experimento se determind el peso sea por partes (hojas, tallos
y raices) de cada una de las plantas para losnisattos de riego (R) a
capacidad de campo (CC) y no riego (NR). Siguieladmetodologia ya
descrita en el apartado 5.1 de Material y Métodosdaterminaron los
rendimientos de los extractos hexanicos y metamslitos valores de los

diferentes parametros se expresaron como la medi@slmedidas.

5.2.2. Estudio de adaptacion al suelo y tolerancala clorosis férrica

La presencia de nodulos calizos en el suelo edameato limitante en
muchos cultivos. En muchos terrenos marginalesesiel de la peninsula,
los nddulos calizos son un elemento presente. Dabigue la idoneidad de
un nuevo cultivo energético vendria marcado en gradida por su
facilidad de crecimiento en terrenos calcareos,dseidié evaluar el
comportamiento de la planta @ characiasfrente a la cal. Para ello, se
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dispusieron 48 macetas y se hicieron cuatro grup®sl2 macetas,
conteniendo cada maceta 35 kg de tierra. A cadpogde macetas le
correspondid un tipo de tierra distinta. Se bustangatro tipos de suelo
tipicos del este peninsular teniendo uno de elfoslto contenido en cal.
Segun el analisis de suelos, el primer suelo rdocogn una parcela del
término municipal de la Vall d’ Uixo, presentabaauextura franco-arenosa
(24.4% de arcilla, 30.4 % de limo y 45.2% de arepa)n pH de 8.6
(moderadamente alcalino) con un contenido en catberdel 38 % y del 8
% en caliza activa. El segundo suelo tenia textaraco-arcillosa (27.3% de
arena, 34.6 % de limo y 38.1 % arcilla) con un pHl @noderadamente
alcalino) con un porcentaje del 36 % en carbona®4$ps cuales el 4 % son
caliza activa. El tercer suelo era de textura fraamenosa (14.8 % de
arcilla, 22.2 % de limo y 63 % de arena) con undeH6.3 % y una cantidad
inapreciable de carbonatos y caliza activa. Emdtisuelo presentaba una
textura franco-arenosa con porcentajes de aremap liy arcilla
respectivamente de 16.5 %, 29 % y 54.5 %, un pldoade 6.5 y un

contenido inapreciable tanto de carbonatos conualitea activa.

A principios de junio de 2011 se plantaron 48 @arde idéntico peso y
estado fisioldgico en sendas macetas que previamelty como hemos
dicho anteriormente, habiamos dividido en cuatngpgs de 12 plantas
segun el suelo que contenian. Se dejaron crecgldatas en las macetas
durante 12 meses suministrandoles Unicamente agudedo de forma
periodica. En junio de 2012 se arrancaron las @far{8 plantas por
tratamiento) y tras determinar para cada una des el peso seco, su
humedad (por diferencia entre peso fresco y peso) seel peso de cada
una de las partes aéreas de la planta se someteextraccion con un
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aparato Soxhlet por el mismo procedimiento desemt@| apartado de 2 de
Material y Métodos. Se extrajeron también las mice las plantas

determinandose su peso seco.

En las semanas previas a la finalizacion de egterigmento se realizaron

una serie de determinaciones que detallamos ancaiaidn:

Medidas de fluorescencia de la clorofil&e seleccionaron cinco hojas
por tratamiento correspondientes a plantas difesegt se cubrieron con
papel de aluminio dejandose en oscuridad durantei@0Transcurrido este
tiempo, se realizaron las medidas de fluorescem®a la clorofila
(Fluorimetro  Portatil de Clorofila PAM-2100 Walz, lefnania)
determindndose para cada una de las hojas loesalerla k- Fr,, y el ratio
F/Fm. El valor de la fluorescencia basalgFse obtuvo excitando los
fotosistemas con un débil rayo de luz emitido podiodo, mientras que la
fluorescencia maxima (J, se determiné tras someter a la hoja a pulsos de

600 ms de luz blanca saturante.

Determinacién del contenido en clorofil@e seleccionaron tres hojas por
tratamiento para la extraccion de la clorofila. lasiestras se lavaron,
secaron y cortaron en fragmentos circulares de 7 demdiametro.
Posteriormente se pesaron 50 mg de estos fragmgunéose introdujeron en
un matraz Erlenmeyer de 50 mL totalmente tapadgepel de aluminio al
gue posteriormente se le afiadieron 6 mNgd-dimetilformamida (99.8%,
Scharlau SL, Barcelona, Espafa). Los matracesjamdeaeposar en nevera
a 4°C durante 48 h [130], transcurrido este tierspotrasvasaron las
disoluciones a tubos Falcon para centrifugar adi#@nte 15 min a 4000
rpm, con el fin de separar el extracto de clorsfile los restos de material
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vegetal. Una vez decantado el sobrenadante, s@aldidasulfato sodico

anhidro para deshidratar la solucion y se dejosapd h.

Durante todo el proceso de extraccion, el matesrapleado estuvo
envuelto en papel de aluminio para evitar que 4eeftrara en contacto con
la muestra y produjera la degradacion de las dlasofLas absorbancias de
los extractos se determinaron en un espectrofotoridt-VIS (Lambda 25,
PerkinElmer Inc., Waltham, EEUU) a 647 y 664 nmiagitud de onda,
usando cubetas de cuarzo. La calibracion del eqgsgaealiz6 con un
blanco deN,N dimetilformamida. Se realizaron dos lecturas deaca

extracto.

Para el célculo de la concentracién de la clorcijld y total, se sigui6
las ecuaciones propuestas por Moran [130]:
Clorofila a ugmL™) = 12.64As64— 2.99A647
Clorofila b (ugmL™) = - 5.6Ag64 + 23.26A647
Clorofila total ig-mL™) = 7.04Ag64 + 20.27Ag47
Donde A7y Assa COrresponden a las lecturas de absorbancia a 664 y

nm del extracto de clorofilas.

Medidas de intercambio gaseodm transpiracion (E), la tasa neta de
asimilacion de C@ (Aco), la conductancia estomatica (gs) y la
concentracién subestomatica de C(@i) se midieron con periodicidad
durante las Ultimas semanas del experimento emismas condiciones y

con la misma metodologia que en el apartado 5.Maderial y Métodos.

5.2.3. Estudio de tolerancia a la salinidad
Para determinar la tolerancia a dosis crecientesatiese cogieron 18

macetas de 35 L de volumen cada una (idénticas askdas en el ensayo
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anterior) y se hicieron tres grupos cada uno caes glantas adultas del
mismo tamafio en el mismo momento del ciclo vegetaty elegidas al
azar. A dos de esos tres grupos se les suminisr@osis determinada de
agua salinizada con cloruro sodico (NaCl, ShaBaucelona) mientras que
el tercer grupo se regé con agua no salina. Las dessal en cada uno de
los tratamientos fue de 100 y 2@®. Teniendo en cuenta que el peso
molecular del cloruro sédico es 58.5 g thidls cantidades de sal por 1 L de
agua que se administraron en cada uno de los teatens fueron las
siguientes:

a) 100pM: 5.85g NaCl !

b) 200pM: 11.75 g NaCl [*

Asi pues, se dispusieron 4 bidones de 100 L de agu uno,
aportandose a cada uno de ellos la cantidad dmgalspondiente; se rego
cada una de las macetas de cada grupo con 5 Lgdal salinizada, a la
dosis de sal previamente determinada. Esta operaedlevé a cabo en
plantas adultas semanalmente durante tres semafiaales de junio de
2012, repitiéndose la salinizacion durante dos sesiaa principios de

septiembre y una vez a principios de octubre.

Medidas de intercambio gaseos&e realizaron medidas de los
principales parametros fotosintéticos (aperturéodeestomas, transpiracion
y asimilacion neta de C{al final del experimento de igual forma que en el
ensayo del apartado 5.2.1 de Material y Métodoses8egieron tres hojas
completamente expandidas situadas en la parte aj@giél tercio superior
del tallo de cada una de las 6 plantas para canldeifos tratamientos.
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Determinacion de las relaciones hidricas en hojl final del
experimento se midié el potencial hidricéw) y el potencial osmatico
(Yo) de la misma forma que en el apartado 5.2.1 derMay Métodos,
calculandose el potencial de turgent#gp) como la diferencia entre los dos

anteriores.

Determinacion de Cly Na. Se tomaron tres muestras de hojas de cada
una de las plantas del experimento. Las hojasveeda y se pesaron, se

secaron en estufa a 65°C durante 48 h y, una eas,s& volvieron a pesar.

Para el andlisis de Cllas hojas se trituraron y la muestra triturada se
almacenoé a temperatura ambiente. La concentraei@oduro se determiné
siguiendo el método descrito por Gilliam [131] neede valoracion con
electrodo de plata, empleando un clorimetro autcmaCorning-926
(Corning, Halstead, Essex, UK). Para cada plamtagdterminacion de

cloruros se repitié al menos cinco veces, y sait@la media.

Determinacion del peso final y evolucion del coiteren compuestos
apolares (contituyentes hidrocarbonados) y polatearbohidratos) Al
final del experimento se arrancaron todas las ataptse determiné el peso
seco final de las hojas, los tallos y las raicemm@ién se realizaron
extracciones con Soxhlet para evaluar las difeasnen el rendimiento en
extracto hexanico y metandlico de hojas y talligalisndo la metodologia
habitual descrita en apartado 2. de Material y kliéso

5.3 Andlisis estadistico d&. characiascultivada
Todos los resultados presentados en este expedrmentesponden a la
media y desviacion estandar (en su caso) de urmoidie tres réplicas

(n=3) obtenidas a partir de grupos independientes pthntas por
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tratamiento. El analisis estadistico se efectuo iaméel analisis de la

varianza con Statgraphics Plus version 5.1 (StlsGraphics, Englewood
Cliffs, NJ). Se utilizd6 en los resultados un modele Las medias se
compararon utilizando el método LSDe@st Significant Differences un
nivel de confianza del 95 %. El contenido de mditdsde las muestras asi
como el contenido de fibras, se determiné para padado (fase I, Il y IlI)

y tratamiento de dosis de riego (R1-R3 y contro). BE¥tos contenidos se
expresaron como porcentaje de cada compuesto Pog #i@ peso seco. Se
llevé a cabo un analisis de ANOVA de dos factotes{way ANOVA)
considerando el periodo y la dosis de riego, eshdti también las
interacciones. Se representaron los residuos dernadelo de ANOVA en
un grafico de probabilidad normal, y se encontré ms residuos seguian
practicamente una distribucion normal. En muy paasos se identificaron
uno o dos valores extremos y el ANOVA se repitiGspiees de la
eliminacién de tales valores anormales. Mientras ms estudios de la
respuesta ante los diferentes estreses abiodtiegsiés adaptacion al suelo,
tolerancia a la clorosis férrica, y salinidad) sel&aron utilizando el
ANOVA de un factor (one-way ANOVA).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
1. Seleccion de las especies. Screening botanico.

Esta investigacion se inicié con un estudio quénpecevio de algunas
especies representativas de plantas laticiferateex¢s en nuestro entorno
mediterrdneo:Euphorbia nicaensjskE. segetalis E. characias Araujia
sericiferg Lactuca serriola Se recogieron muestras estas especies
determinandose su rendimiento en compuestos apol@@empuestos
hidrocarbonados de cadena larga) por peso secartiegerea de la planta
extraibles en hexano, asi como su rendimiento enpgestos polares
(mayoritariamente azucares) solubles en metanobrdinuacion, se realizé
el analisis elemental de los extractos hexanicoetanolicos de las plantas
con la finalidad de determinar el contenido porgahtle cada elemento (C,

H, N, S y O) en dichos extractos.

La extraccion de los compuestos apoldmesocarbonados (mayoritarios
en el latex), se llevo a cabo siguiendo el métaekrdto por Nemethgt al.
[74,119]. Utilizando un aparato de Soxhlet duraBtén con n-hexano,
seguido de una segunda reextraccion del marco Zbagaon metanol.
Mediante el disolvente apolar (hexano), se exiajgrincipalmente los
constituyentes hidrocarbonados que presentan arvalibr calorico (aprox.
42 x 10 Kj Kg™) y un bajo contenido en metabolitos oxigenadod.[74
Mediante el disolvente polar (MeOH), se extrajel@s componentes mas
polares, mayoritariamente metabolitos oxigenagmsdarbohidratos.

Una primera seleccion de las especies de plantaso ctuentes
potenciales de biocombustible se bas6 en los eekdtquimicos de los
extractos: rendimiento de extracto hexanico (Yonaliais elemental (%);
asi como su potencial agronomico. En vista de éssiltados obtenidos
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(Tabla 5), las especies elegidas fuerén characias y A. sericifera.
Posteriormente, esta Ultima especie se descartiladeblos problemas
asociados a su cultivo y proceso de recoleccidivatirs de su naturaleza
de planta trepadora y enredadera. El proceso tlgatio era costoso en
tiempo y problematico, debido a la estructura exeesente fibrosa de sus
tallos que se enredaban facilmente en los rotomeslad maquinaria

(trituradora) dejandolos practicamente inservielepoco tiempo.

Especie Ext. hexanico (%)* Andlisis elemental (%)
E. segetalis 4.29b C,76.9;H, 12.0; 0, 10.9; N, 0.3
E. nicaeensis 4.77° C, 76.6; H, 12.6; 0, 10.6; N, 0.3
E. characias 7.022 C,77.4;H,11.7; 0,10.5;N, 0.4
L. serriola 3.29 C,74.2;H,11.4; 0,14.3; N, 0.2
A. sericifera 5.25Elb C,75.7;H,11.8; 0, 12.2; N, 0.3

Tabla 5. Resultados del screening previo de distintas espedonde= 5-9
(nimero de plantas estudiades de la especie etidGcye®l rendimiento
hexanico medio se calcul6 como la media ariméteaada una de las
medias ponderadas de hojas y tallos para cadaeulaa éspecies.

2. Estudio metabolémico de ecotipos salvajes &e characias

De las cinco especies estudiad&s, characias mostr6 un elevado
rendimiento en extracto hexanico, considerandosefuante potencial de
biocombustible. Por este motivo se procedié a tudes incluyendo: (i) el
rendimiento de los extractos, y (i) el perfil madmico del extracto

hexanico.

Se recolectaron plantas pertenecientes a est@iespe tres entornos
geograficos distintos de la Comunidad Valenciamerr& de Espadan, L’Alt
Maestrat y Sierra de Mariola. El estudio quimicdleed a cabo durante el
periodo de verano (meses de julio y septiembred,agincide con el estado
de desarrollo vegetativo de la planta y en el cwsagun estudios
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bibliograficos, debe presentar un menor contenido agua y mayor
proporcion de compuestos apolares hidrocarbonamloans, triterpenos,
alcoholes grasos, etc) [132]. Todas las plantasleetadas presentaban el
mismo estado de desarrollo, con la finalidad deoetnar diferencias
anicamente en funcion de los factores geoclimatdmsada zona tanto a

nivel de rendimiento de los extractos como en dilgke metabolitos.

Rendimiento de extractoblediante la previa extraccion en Soxhlet se
determiné el rendimiento de los extractos de ptastdvajes en diferentes
poblaciones y diferentes épocas del afio, siguiehgootocolo optimizado

y establecido en el apartado 2 de Material y Mé&odo

Los rendimientos del extracto hexanico de los twestipos deE.
characiasen porcentaje por peso seco de parte aérea dea plariaron
entre el 45 y el 11%, sin observarse practicamafiferencias en
rendimiento entre hojas y tallos, durante esteogeride recoleccion para
plantas crecidas en una misma localizacion. Elineiedito mas bajo se
obtuvo para plantas crecidas en la comarca de NAdestrat (4.5-5.6%)
mientras que el mayor rendimiento se obtuvo arpdetiplantas crecidas en
la Sierra de Espadan (7-11%). Los extractos matarsovariaron entre el
19 y 14%, sin diferencias significativas entre thstintas localidades y
partes aéreas de la planta. Un andlisis del snek permitié observar un
elevado porcentaje de arcilla en la zona de I'A#dstrat, por lo tanto una
posible causa de los distintos perfiles metabdlienise las zonas podria

deberse a diferencias en la permeabilidad delterre

Identificacion de metabolitos de ecotipos salvafes identificaron los
metabolitos mayoritarios, presentes en los extsabExanicos de plantas

provenientes de las tres zonas, mediante el aélésicada cromatograma
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obtenido por GC-MS. Esta identificacion se reajpd comparacion de los
tiempos de retenciéng) de los compuestos y sus patrones de fragmentaciéon
en los espectros de masas, con compuestos denmfer@merciales o
metabolitos aislados previamente mediante purificacromatografica en

el CEQA.

Los alcanos identificados fueron: nonacosano, ria@ointano vy
tritriacontano. Los acidos grasos (palmitico, aejclinoleico), fitol y los
alcoholes de cadena larga (1-hexacosanol y 1-adaot) se identificaron
por GC-MS a partir de muestras derivatizadas cametilsilano,
observandose un pico mayoritario correspondientéralgenerado por la
pérdida de un grupo metilo [M-I5]Los compuestos tipo triterpen-3-ol se
identificaron en muestras derivatizadas y no démadas. En las muestras
derivatizadas se observd el pico molecular Masi como el pico
correspondiente al ion generado por la pérdida degwpo metilo,
trimetilsilano y una molécula de agua [M-15-SiHbO]". Los triterpenos
identificados de tipo triterpen-3-ol fueron: lareysi, butyrospermol,
cycloartenol, lupeol y 24-methylenecycloartenol.mbén se encontrd
lupen-3-ona, una triterpenona identificada previat@en otras especies de
Euphorbia[132-136]. Lostg (min) y los fragmentos caracteristicos de cada
metabolito vienen recogidos en la Tabla 6. Lasuesiras de los

metabolitos se muestran en la Figura 1.
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N [rnni?n) PM Fragmentos caracteristicos miz (%)®
T:"s B.3 328 313 (50) [M-15]*, 269 (3), 145 (38), 132 (44), 129 (67), 117 (92), 75 (83), 73 (100}, 55 (§1).
2 . sgp 353 (02)[M-15F%, 278 (0.3), 213 (0.8), 157 (2), 143 (100), 110 (3), 109 (), 97 (11), 95 (16), B3 (11), B2 (15), B1 (21), 75 (49), 73 (51), 69 (19), 68 (21), 67 (18), 57 (24),
™S - 55 (27).
Tf"s 9.6 352 337 (11) [M-15]%, 262 (5), 129 (26), 117 (24), 95 (37), 81 (57), 75 (91), 72 (100}, 67 (79}, 55 (62).
T:;s 97 354 339 (12) [M-15]*, 264 (2), 145 (16), 129 (38), 117 (54), 95 (23), 81 (25), 75 (100), 73 (93), 67 (39), 55 (66).

410 (0.1) [M*, 367 (0.3), 341 (0.7), 299 (0.3), 273 (0.4}, 231 (1.3), 217 (1), 203 (2.3), 189 (2), 175 (4), 161 (3), 149 (11), 136 (15), 137 (18), 123 (17), 121 (23), 107 (20),

5 185 410 g503g) 53 (27), 81 (95). 69 (100), 67 (30), 55 (25).
s 173 454 454 (0.1) [M)%, 441 (19), 439 (62) IM-15]%, 423 (1), 139 (5), 125 (13), 111 (32), 103 (69), 97 (60), 85 (32), 83 (1), 75 (100), 73 (64), 57 (44), 55 (59).

408 (0.1) [M]*, 365 (0.2), 351 (0.1), 337 (0.2), 323 (0.2}, 309 (0.2), 295 (0.2), 281 {0.3), 267 (0.4}, 253 (0.8), 239 (0.8), 225 (1). 211 (1), 197 (2), 183 (2), 169 (3), 155 (4),

T3 40841 (8), 127 (9), 113 (14), 99 (25), 97 (15), 5 (70), 83 (18), 71 (84), 69 (26), 57 (100), 55 (41).
8 yoq  agy 469 (12) [M-15+2H]*, 468 (31) [M-15+H]*, 451 (D.4), 367 (0.2), 353 (0.2), 339 (0.3), 325 (0.3), 308 (0.2), 297 (0.3), 283 (0.3), 269 (D.3), 255 (0.4), 213 (0.4), 138 (2), 125
™S - (8), 111 (15), 103 (38). 97 (34), 91 (17), 85 (7), 83 (32), 75 (100), 71 (14), 69 (35), &7 (44), 55 (37).

436 (0.2) [M]*, 383 (0.2), 379 (0.4), 365 (0.4), 351 (0.5), 337 (0.5), 323 (0.7), 309 {0.8), 295 (1), 281 (1), 267 (2), 253 (2), 239 (2), 225 (3), 211 (4), 197 (8), 183 (7), 169

(10), 155 (14}, 141 (22), 127 (28), 113 (43), 99 (66), 97 (52), 85 (100}, B3 (52), 71 (48), 70 (87), 69 (63), 57 (50), 55 (82).

418 (0.4) [M-18]*, 391 (D.1), 292 (0.1), 2786 (0.2), 264 (0.2), 250 (0.3), 236 (0.3), 222 (0.4), 208 (0.6), 194 (0.6), 180 (0.8), 166 (1), 152 (2), 141 (0.8), 137 (5), 127 (1), 123

(3), 111 (12), 109 (13). 97 (34), 96 (42), 95 (30), 85 (24), 83 (44), 82 (54), 81 (33), T1 (47). 68 (33), 57 (100}, 55 (51).

1M 225 4pq 464 (0.03) M, 435 (0.03), 421 (0.04), 407 (0.06), 393 (0.07), 365 (0.08), 351 (0.1), 337 (0.1), 323 (0.1), 309 (0.2), 295 (0.2), 281 (0.2), 267 (0.3), 253 (0.4), 239 (0.5),
- 225 (0.7, 211 (1), 197 (1), 183 (2), 169 (2}, 155 (3), 141 (4), 127 (6}, 113 (10), 99 (18), 85 (47}, T1 (69}, 57 (100).

414 (2) [MIF, 396 (10) [M-18]*, 381 (7) [M-18-15], 329 (5), 303 (5), 275 (7), 255 (16), 231 {5), 213 (24), 201 (5), 199 (), 191 (5), 185 (8), 177 (9), 173 (14), 163 (21), 161

12 230 414 (25), 159 (35), 147 (42), 145 (62), 143 (29), 135 (29), 133 (36), 131 (35), 121 (42), 119 (38), 117 (27), 109 (34), 107 (80), 105 (70), 95 (82), 93 (54), 91 (63), &5 (33), 81

(83), 79 (49), 71 (42), 69 (B0), 67 (50), 57 (78), 55 (100).

428 (1) [MI*, 411 (5) [M-15]%, 393 (14) [M-15-18]*, 297 (2}, 255 (4), 241 (), 229 {4), 215 (5), 201 (5), 189 (10), 173 (8), 159 (11), 147 (11), 145 (12), 133 (13), 121 (18},

119 (21). 109 (31), 107 (20), 105 (22), 95 (32), 93 (20). 91 (20), 83 (13}, 81 (27), 79 (17), 69 (100), 55 (61).

1w o3  asg 426 (02)[MI, 411 (7) [M-15F, 383 (0.5) [M-15-18F, 258 (3), 255 (3), 241 (5), 229 (4), 215 (4), 201 (5), 187 (9), 173 (13), 161 (11), 158 (12), 148 (11), 147 (15), 145 (14),
- 135 (18). 133 (18), 131 (13), 123 (15), 121 (21), 119 (26). 109 (37), 107 (28), 105 (29), 95 (38), 93 (26), 91 (26), B3 (15), B1 (35). 79 (22), 69 (100), 67 (24), 55 (55).

15 239  ang 425 (2) IMHF, 410 (2) [M-15]", 381 (0.5) [M-15-18]", 368 (1), 313 (7), 245 (11), 232 (6), 218 (10), 205 (48), 189 (28), 177 (11), 175 (20), 163 (20), 161 (23), 148 (28),
- 147 (30). 135 (38), 133 (31), 123 (45), 121 (87), 119 (41), 109 (86), 107 (78), 105 (44), 95 (98), 93 (84), 81 (52), 81 (100}, 79 (65), 69 (77), 67 (84), 55 (59).

16 244  47g 426(0.6)[MF,411(2) [M-15]%, 408 (2) [M-15-18]%, 383 (5), 365 (3), 339 (2), 286 (4), 271 (4), 215 (3), 203 (7), 201 (7), 189 (7), 187 (8), 147 (20), 145 (13), 135 (20), 133
- (20), 123 (15), 121 (29), 119 (26), 109 (32), 107 (36), 105 (30), 95 (52), 93 (39), 91 (30), 81 (42), 79 (31), 69 (100), 67 (35), 55 (B2).

428 (1) [MIF, 408 (3) [M-18]*, 393 (3) [M-18-15]%, 365 (8), 297 (8), 257 (5). 229 (12), 218 (8), 207 (17), 203 (21); 189 (47), 175 (27), 161 (36), 147 (41), 135 (59), 123 (43),

121 (73). 119 (57), 109 (63), 107 (81), 105 (80), 95 (&), 93 (100}, 91 (61), &1 (84), 79 (87), T7 (30), 69 (65), 67 (77), 55 (85).

18 o249 asqp 440 (04)[MF*, 425 (2) [M-15F, 422 (2) [M-15-18]%, 407 (6), 379 (3), 216 (5), 203 (10), 201 (11), 188 (13), 187 (13), 175 (21), 173 (17), 163 (15), 161 (22), 159 (17), 148
- (19), 147 (28), 145 (18), 133 (31), 123 (29), 121 (40), 109 (44), 107 (55). 105 (41), 95 (72), 93 (51), 91 (39), 63 (33), 81 (80), 79 (41). BY (8&), 67 (44), 55 (100).

Tabla 6. Tiempo de retenciéng) por GC-FID relativo a tetracosan@%t11.8 min) y en GC-MS relacidn/zde los iones
generados en muestras derivatizadas (acidos gyadoBoles) y no derivatizadas (alcanos, alquetmibstpenos, esteroles
y aldehidos).

9 19.9 436

10 218 438

13 233 426

17 242 426
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Oy OH OH
\/\/\/\/\/\/\j/ )\/\*/\*/\)\)

Palmitic acid {) Phytol @)
(C16H3202) (C20Ha00)
O OH
\/\/\/\/\/\/\/\/\n,OH \/\/\/\/\/\/\/\j
o o)
Linoleic acid B) Oleic acid 4)
(C1gH350,) (C1gH3407)
X X N X N N HO/\/\/W\/\
SqualeneX) 1-Hexacosanol (n= 1%) (C,eH5,0)
(CsoHs0) 1-Octacosanol (n= 1B) (C,gH5g0)
NN NN R s
Nonacosane (n= 1) (CygHg0) Triacontanal (n= 1910)
Hentriacontane (n= 16) (C3;Hga) (C30Hp00)

Tritriacontane (n= 1811) (C33Hgg)

[B-Sitosterol 12) Lanosterol {3) Butyrospermol 14)
(Ca9H500) (C30H500) (C30H500)

Lupen-3-one (R= 015)
Cycloartenol {6) (C30H4g0) 24-MethylenecycloartenolLg)
(C30H500) Lupeol (R= OH:17) (C31Hs20)
(C30Hs500)

Figura 1. Estructuras quimicas de los compuestos hidrocaduosnaentificados
en E. characiasy agrupados en acidos gras@s3(4, alcanos 7,9,19, alcoholes
(6,8) triterpenos 13-18 y esteroles1(2).
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Cuantificacion de metabolito&l andlisis realizado por GC-FID detectd
la presencia de 18 picos mayoritarios presentedagntres diferentes
localizaciones. Estos picos representaban en8&%+96% de toda el area
del cromatograma. Con la finalidad de calcular Ecentracion de
metabolitos se construyeron curvas de calibrad@ gada uno de los
compuestos identificados, a partir de compuestagfédeencia comerciales:
acido palmitico, fitol, 4cido linoleico, acido atei escualeno, hexacosanol,
nonacosano, octacosanol, hentriacontano, tritrtacon [3-sitosterol,
lanosterol, cycloartenol y lupeol; o bien a pade metabolitos aislados
previamente en CEQA: triacontanal, butyrospermopeh-3-ona y 24-
methylenecycloartenol. En la Figura 2 se muestra seccion del
cromatograma GC-FID, donde se sefialan los metabatiayoritarios del
extracto hexanico de. characias
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Figura 2. Seccion del cromatograma GC-FID del extracto hiexarde E.
characiasrecolectada en Julio de 2009: (A) hojas de lar&ide Espadan, (B)
hojas de L’Alt Maestrat, (C) hojas de Sierra de iblar (D) tallos de Sierra de
Espadan, (E) tallos de L'Alt Maestrat, (F) talles $ierra de Mariola. Compuestos:
6, hexacosanol7, nonacosand, octacosanol9, hentriacontanclQ, triacontanal;
11, tritriacontano;12, B-sitosterol;13, lanosterol;14, butyrospermoll5, lupen-3-
ona;16, cycloartenoll7, lupeol;18, 24-methylenecycloartenol.

El contenido de los metabolitos mayoritarios dedrgactos hexanicos
se expresd en mg de metabolito por 1 g de pesodeelzoparte aérea de la
planta (Tablas 7-9).
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Compuestos (mg/ 1 g de peso seco de parte aérea)
1 3 4 2 5

S  holas g 067003 0.22:005  0.83:0.07 - -
g tallos 3 0570.00 0.09:0.00  0.430.05 - -

Y hojas S 0.76:0.01 0.17+#0.00  0.72:0.00 - -

G tallos & 056000 0124000 058000 - -

= hojas g 121:0.04 0141000  059:0.02  0.39:0.01 0.04:0.00
% tallos 3 135:007 0174001  0.69+0.04 - 0.03+0.01
(_?f hojas @ 0.87:0.00 0.09:0.00  0.41:0.00  0.060.00 0.06:0.00
< tallos 3 052:0.00 009:0.00  0.38:0.00 - -

s hoas @ 0.640.00 - - - 0.130.00
}E% tallos 3 0.47+0.00 0.14:+0.00  0.53:0.01 - -

g hojas  Z 0.63:0.00 0.18:0.00 - - 0.300.00
. Q.

2 tallos % 0.52+0.01 - - - -

Media * error estandar (3 repeticiones, n=3). Carsms:1, acido palmitico?2,
fitol; 3, acido oleico4, acido linoleicob, escualeno.

Tabla 7. Cuantificacion de los metabolitds5 en hojas y tallos dE. characiasen
las tres localizaciones estudiadas durante lossraesgulio y septiembre de 2009.
El rendimiento de los compuestos se ha calculageoccantidad de metabolito
(mg) por g de peso seco de parte aérea de la planta
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Compuestos (mg/ 1 g de peso seco de parte aérea)

6 7 8 9 10 11
horas 10.51 ] ] 13.85 ] 1.40
c 18S 8 10,03 £0.16 +0.02
g alos B ] 1.49 ] 5.60 0.92 0.22
=3 +0.00 +0.01  #0.01  20.00
°  hoas o 985 ) ) 10.35 ) 0.90
© J S 1014 +0.05 +0.00
@ o 1.20 613 061  0.26
tallos & - -
+0.01 +0.00  #0.00  +0.00
horas 8.03 ] 2.34 1.90 ] 0.66
o J S 1051 10.06  £0.15 +0.02
2 s S ] 3.10 5.93 1.20 3.74 0.83
2 +0.26 +0.57 +0.11 +0.41 +0.04
= : 10.68 5.18 3.23 1.21 0.78
= hojas 2 =
< > 10,14 $0.10  #0.01 024  #0.01
o 1.87 3.14 0.61 2.98 2.55
tallos & -
+0.02  #0.03  #0.37  #0.12  +0.01
horas 11.11 ] 068 1329  0.88 1.59
. J 3 1002 $0.01  #0.04  $0.02  +0.09
S 3 1.13 6.98 0.51 0.40
= tallos - -
g +0.00 +0.01  #0.01  +0.00
© _ 11.58 0.84 6.65 0.80 0.35
° hojas 2 -
5 > 20,07 $0.02  $0.02  $0.03  0.19
alos 3 ] 2.16 ] 11.48 ] 1.14
+0.21 +0.03 +0.03

Media * error estandar (3 repeticiones). Compuesgtolsexacosanoly,
nonacosano.8, octacosanol;9, hentriacontano,10, triacontanal;11,
tritriacontano.

Tabla 8. Cuantificacién de los metabolitd@s11 en hojas y tallos decotipos
salvajes deE. characiasde las tres localizaciones estudiadas durante yulio
septiembre de 2009. El rendimiento de los compeestoha calculado como
cantidad de metabolito (mg) por g de peso secade pérea de la planta.
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Compuestos (mg/ 1 g de peso seco de parte aérea)
12 13 14 15 16 17 18
0.50 1.13 33.01 0.45 8.83 4.66 4.47

hojas

- S  +014 +0.01 024 +0.12 +0.04 +0.06 +0.03
§ wlos S 020 084 2576 574 6.37 1.67 2.34
a +0.06 +0.01 +0.13 +0.00 +0.01 +0.01 +0.02
. 0.70 1.42 3973 041 1073 5.08 4.94
3 hojas o
) S 001 001 014 014 008 006 0.02
? s & 041 218 4410 357 927 269 342
+0.00 +0.01 $0.23 #0.00 0.02 +0.02 +0.01
. 139  0.54 1.38 ] 7.68 1.07 6.36
= ) 8 1004 002 +0.05 +0.22  0.05 +0.20
2 s B 097 054 1.20 0.40 9.77 0.71 9.27
o +0.04 +0.03 $0.36 +0.15 0.53 +0.04  +0.49
= 0.84 0.65 1.34 8.58 0.63 5.23
= hojas 9 -
< S 2001 001 052 +0.07 +0.01  +0.03
wllos G 064 145 3.86 0.33 1567 0.25 8.21
+0.01 +0.01 +0.02 020 0.65 0.12  +0.03
. 0.47 1.06  26.05 ] 8.14 3.79 2.14
) ) S 4013 +0.01 +0.15 +0.05 +0.03  +1.03
S os A 036 1.65 4021 259 1083 2.62 3.34
S +0.00 +0.02 +0.40 +1.38 0.13 +0.04 +0.02
v . 0.51 1.08 31.96 0.85 8.48 4.28 2.18
T hojas X
G O 3016 002 029 003 006 *0.05 .05
@ 069 049 2104 7.02 6.05 1.85 1.80
tallos O

019 #0.37 #0.49 #0.15 0.04 #0.03  10.83
Media + error estandar (3 repeticiones). Compuedtdsf-sitosterol; 13,
lanosterol;14, butyrospermoll5, lupen-3-onel6, cycloartenol;17, lupeol,
18, 24-methylenecycloartenol.

Tabla 9. Cuantificacién de los metabolitd®-18 en hojas y tallos decotipos
salvajes deE. characiasde las tres localizaciones estudiadas durante yulio
septiembre de 2009. El rendimiento de los compeestoha calculado como
cantidad de metabolito (mg) por g de peso secade pérea de la planta.
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En las tres localizaciones estudiadas, los compsiegtayoritarios
encontrados en los extractos hexanicos fueron:hales primarios de
cadena larga, alcanos lineales y triterpenos. Respa los alcoholes
primarios cabe destacar que Caettal [132] ya observaron la presencia de
1-hexacosanol como el alcohol mayoritario del ettrade hojas de.
characias En nuestros tres ecotipos, se encontré una coacem elevada
de 1-hexacosanol, principalmente en hojas (enydB6 mg &) (Tabla 8).

Podemos resumir que:

Los extractos hexanicos de plantas crecidasl'&lh Maestrat se
distinguieron por:

- La presencia de 1-octacosanol (entre 2.3-5.9 Migagto en hojas
como en tallos.

- Elevadas concentraciones de nonacosano (1.9¢d’ mor peso seco
de tallos).

- Se observaron bajas concentraciones de lupera3especialmente
distribuida en tallos (< 0.4 mg*y

- Cycloartenol y 24-methylenecycloartenol fueros tisterpenos
mayoritarios.

- Bajas concentraciones de lupeol (< 1.1 il g

Las plantas crecidas en l8@erras de Espadan y Marioke disguieron

por:

- El alcano mayoritario fue hentriacontano, alcawialos 13.8 y 13.3
mg g*.

- Los mayores rendimientos en lanosterol se detemon en estas dos
zonas y especialmente en las plantas recolectaglala bierra de
Espadan (entre 0.8-2.2 mg)g
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- Butyrospermol (isémero del lanosterol) fue getpeno mayoritario.

- Lupen-3-ona, especialmente distribuida en tahosstrd valores similares
para las Sierras de Espadan y Mariola (entre 0.4-8ntre 0.9-7.0 mg'g
respectivamente).

- Lupeol, mayoritario en hojas, se encontr6 en emm rango de

concentraciones para ambas zonas (entre 1.7-5gl'ynt9-4.3 mg ).

Muchos autores han descrito la utilidad del arslidel perfil de
triterpenos como marcadores quimiotaxondmicos,uEstno caso y en vista
de los resultados obtenidos, se pudieron distingyaosibles quimiotipos
distintos ya que en funcion del biotipo (periodeslul, clima, composicion
del suelo, altitud, etc) observamos que la mismantpl es capaz de
biosintetizar metabolitos diferentes [137,138]. Ror lado, las plantas
crecidas en las Sierras de Espadan y Mariola; fvor las plantas de I'Alt
Maestrat. Probablemente, esta alteracion en la @sicipn de metabolitos

puede ser debido a factores geoclimaticos.

Andlisis de componentes principales (PCA)partir de los datos de las
Tablas 7-9, concentracion de metabolitos en hojsallgs de cada zona
(expresados en mg por 1 g de peso seco de parta aér planta)
determinados mediante GC-FID, se realiz0 un asahsultivariante de
componentes principales (PCA). Esta técnica estealisos permite reducir
la dimensionalidad de un conjunto de datos, en trmesaso la
concentracion de los 18 metabolitos en cada zomeatdeccion y para cada
una de las partes aéreas de la planta. MediafR€A&lhemos identificado
aquellas componentes principales que explican lyomaarte de la
variabilidad que existe entre todo el conjunto déosl, resultando que las
dos primeras explican el 94% de la variabilidaglt@xistente entre las
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muestras. Hemos observado tendencias de agrupsegom la localizacion
geografica y la parte aérea de la planta (Figurd&)rimera componente
principal (PC1) explica el 82% de toda la variaatl, y permite separar las
muestras de L'Alt Maestrat (Culla) de las otras dosas, es decir, se
distinguen dos posibles quimiotipos (mencionadagremrmente) (Figura
3A). La representacion ddbading plot de la PC1 nos muestra los
metabolitos mas diferenciales (que mas contribaytnvarianza) entre los
dos grupos, observandose que las diferencias dndadeprincipalmente a
la mayor concentracion de butyrospermol y, en menwdida, de
hentriacontane en las muestras recogidas en |las fienEspadan y Mariola.
Asimismo, se observan concentraciones mayores agatosanol en las
muestras recolectadas en L’Alt Maestrat (Figura .3Ba segunda
componente (PC2), que explica poco mas del 12%adgatiabilidad,
permite agrupar las muestras en funcién de la epagtea de la planta
analizada, y nos muestra que el perfil de metaisokts significativamente
diferente entre hojas y tallos (Figuras 3C). La@atacion deloading plot
de la PC2 nos revela que la principal diferencidreersus perfiles
metabolicos son los niveles mas elevados en h@ad-kdexacosanol y
hentriacontane, y en menor medida de lupeol, nasenfue en tallos se
encuentran concentraciones algo mayores de busmosp y lupenona
(Figura 3D). Asi, mediante este analisis de PCAd&nreado un modelo
que nos permite clasificar las muestras en fund@éna parte aérea de la

planta y de la zona de recoleccion.

115



IV. Resultados y Discusion
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Figura 3. Analisis de Componentes Principales (PGAdre plotsy loading plots

de las concentraciones de metabolitos (figogso seco de parte aérea) de los
extractos hexanicos de las tres zonas geografatadiadas: (A) y (Chcore plot
PC2vsPC1, (B)Loading plotPC1, (D)Loading plotPC2.

En conclusion, este estudio sobEe characiasde plantas salvajes
recogidas en tres localizaciones distintas de lam@udad Valencia (Sierra
de Espadéan, I'Alt Maestrat y Sierra de Mariola)s permitié determinar el
ecotipo de las plantas salvajes estudiadas queerméesun mayor
rendimiento en extracto hexanico, asi como un Ipmdtabolico adecuado

como potencial fuente de biocombustible. En vis&a lds resultados
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obtenidos, se eligieron las plantas crecidas edidara de Espadan ya que
mostraron el mayor rendimiento en extracto hexan{compuesto
fundamentalmente por triterpenos e hidrocarburgps)n mayor peso por
planta seca (mayor biomasa). Asi pues, duranteitaapera de 2010 se
procedié a la recoleccion de semillas para postagaote llevar a cabo el
cultivo deE. characias Cabe decir, que las plantas crecidas en la Sierra
Mariola también presentaron un alto rendimientcertmacto hexanico asi

como un peso seco muy similar a las de la Sierigsgadan.

3. Estudio agrondmico deE. characias Plantas cultivadas

Las semillas recolectadas en la Sierra de Espadaplataron en
semilleros y posteriormente se trasplantaron yivautin en instalaciones
del IVIA (Moncada), con el objetivo de llevar a caln estudio agronémico
exhaustivo que determine los parametros de cudiptonos de esta planta
como potencial fuente de bioenergia.

3.1. Ensayo 1: Estudio de la respuesta a diferentdssis de riego

La finalidad de este experimento fue determinareiacién entre el
consumo de agua Yy el crecimiento en biomasa, &sd da produccion de
compuestos hidrocarbonados y carbohidratos, emxXtractos hexanico y

metandlico respectivamente.

Para comprobar el estado fisiolégico de la pladizsde finales de
primavera de 2011 hasta otofio de 2012 se hizo guirseento de los
parametros mas importantes que reflejan el niveksteés hidrico de la
planta. Se evalu6 en qué grado afecta la dosisede &l crecimiento y

produccion de compuestos hidrocarbonados. Asi misseo midid el
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potencial hidrico de las hojas con la finalidad rdenitorizar el estado

hidrico de la planta.
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Figura 4. Evolucion del contenido en humedad del suelolartpo del periodo de
estudio. La figura muestra la respuesta del sut® eada uno de los aportes de
agua recibidos ya sean por riego o por precipitad&sde julio del 2011 hasta julio
de 2012.
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Figura 5. Evolucion del potencial hidrico en hojas duranteeriodo de estudio
desde julio de 2011 hasta junio de 2012, para ikis\tbs regimenes de riego. El
valor para cada uno de los puntos es la media deinimo de tres repeticiones.
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En las Figuras 4 y 5 se puede observar que lomtdistregimenes de
riego fueron capaces de inducir marcadas diferenerael contenido de
humedad del suelo y en el potencial hidrico dehlgigs. En el periodo
comprendido entre junio de 2011 y junio de 2012 pmscelas de
experimentacion se regaron cada vez que la padR@etiescendia en un 40%
la capacidad de campo (apartado 5.1. de MaterMEtpdos) y como se
observa en la Figura 4, durante el periodo prinevexiste una mayor
demanda de agua de riego, aplicandose en estal@arioco de los seis
riegos totales. El hecho de que esta planta peeserd demanda de agua
inferior en los meses estivales, cuando la evapspieacion es mas alta,
podria indicar que la planta ha desarrollado utersia capaz de evitar la
deshidratacién, tal y como ha sido previamente rdesparaE. lathyris
[80].

Una representacion grafica de las curvas de crenitmide las plantas
(Figura 6) muestra que. characiaspresenta tres fases de crecimiento bien
diferenciadas. La fase | comprende el periodo ahicde crecimiento
vegetativo relativamente lento, que va desde sblaate (abril) hasta el
principio del invierno (diciembre); la fase 1l cesponde a un periodo de
gran aumento de peso, coincidente con el desawdsellios tallos florales y
posteriormente de las flores, que ocurre entresahibre y abril, siendo en
este periodo donde existe una mayor demanda de @guparte de la
planta, tal y como hemos visto anteriormente elRidarra 4; en la fase lll,
posterior a la floracion, se produce una pérdidgpeso al desecarse los
tallos florales y las hojas, con desprendimientg@de parte de éstas. Estos
resultados van en la linea de los obtenidos pop@aypy Brunori [139] que
afirmaron que tras la floracion el peso seco pantal disminuia. Es
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interesante insistir en que el periodo de maxineaioriento de las plantas,
es decir, donde la pendiente de la curva de crentmifue mayor coincidié
con el periodo invernal que parece indicar ueharaciases una planta

que no sufre latencia invernal.

400

350

300

250

200

Peso seco (g)

150

100

—RO —R1 R2 —R3

Figura 6. Evolucién del peso seco de la planta a lo lardergerimento para los
distintos regimenes de riego aplicados. Cada \edda media aritmética de tres
observaciones independientes (n=3). Significacionesestadisticas:
*p<0.05;**p<0.01 y ***p<0.001.

Ademas, teniendo en cuenta las dosis de riegoaawten el periodo
comprendido entre abril del 2011 y septiembre de22@igura 6), podemos
afirmar que el maximo crecimiento se obtuvo coddais de 15 mm/riego
(R2), mientras que la dosis maxima (30 mm/riego 3) Rroduce un
crecimiento significativamente menor, posiblemedébido a la elevada
sensibilidad de esta planta (adaptada a condicimaesadamente aridas) al
exceso de agua. Las diferencias significativas iamto a crecimiento se
empezaron a manifestar a partir de febrero de 2(idcidentes con la fase
Il descrita anteriormente. Asi mismo, cabria destda pendiente de la
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curva de crecimiento cuando se aplica el riego R&rde el periodo de
diciembre a febrero, indicando una alta velocidadcdecimiento en esa
etapa. El crecimiento de las plantas control (R@gadas con 7.5 mm/riego
(R1) fue significativamente inferior, no detectaselo diferencias

significativas entre ambos tratamientos en ning@mento del periodo de
estudio. Tan sélo se observé en verano de 201pemaefia diferencia (no
significativa) de peso seco entre las plantas ddasetl tratamiento R1 y
las que no fueron regadas (RO).

Por otra parte, los rendimientos en extracto hexégi metanolico, asi
como los porcentajes de celulosa, hemicelulosgnna, se resumen en la
Tabla 10. En general, no se aprecian diferencigsifisiativas entre los
tratamientos R1, R2 y R3 relativas a la concenirade los extractos
(hexénico y metandlico) asi como la composiciériadbiomasa (celulosa,
hemicelulosa y lignina) de la parte aérea de latplaanalizados. Sin
embargo, en este aspecto, si aparecen diferemtrasles distintos estados
fenologicos de la planta. Se observo un ligero @lesT en la concentracion
del extracto hexanico durante la fase Il (Tablg @@pido probablemente al
rapido crecimiento de la planta durante este peridadlemas, esta fase Il
coincide con el periodo en el cual la planta st@icina mayor demanda de
agua, ratificando que el latex posee una funcionddéensa ante la
deshidratacién [103].

La composicion del extracto hexanico se detalldaehabla 11, y tal y

como sucede con el rendimiento de extracto hexéeicoplanta, la

proporcion de algunas de las fracciones que conmpehextracto también

vario segun su estado fenoldgico. En la Figura &/lsserva una seccion

del cromatograma de GC-FID del extracto hexanicohdms. Asi, el
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contenido en alcanos aumenta en la fase lll, debidocremento de la
concentracion de hentriacontanoz{ICy en menor medida tritriacontano
(Cs3). Por el contrario, el contenido en acidos grassinuye durante este
mismo periodo, influyendo en esta tendencia el eest en la
concentracion de los acidos palmitico, linoleidinglénico. Los alcoholes,

los triterpenos y los esteroles permanecieron kestablo largo de todo el

ciclo.
Extractos (%) Biomasa (%)
Ext. Hexanico Extr. MeOH Celulosa Hemicelulosa Lignina
RO 8.17° 21.57° 15.28° 10.77° 8.23°
- Rl 7.38" 21.41° 14.68" 11.02° 7.95°
i R2 7.72° 19.91° 15.11° 10.21° 7.79°
R3 7.85° 16.39° 15.24° 10.94° 6.95°
RO 6.56° 15.82° 22.53° 15.68° 5.44 "
= R1 6.30° 19.09° 22.96° 15.83° 5.17°
& R2 5.82° 19.28° 23.98° 14.27° 4.24°
R3 5.59" 18.69 " 24.06° 16.01° 4.82°
RO 8.14° 10.70° 24.86° 11.22% 6.97°
= Rl 8.02" 15.96° 24.33° 12.88% 7.39°
i R2 7.61° 18.88 " 23.10° 13.40 % 7.89°
R3 7.40° 1036 ° 20.74° 12.15% 5.94°
época o - - ot -
tratamiento ns *x ns ns ns
interacciones ns o ns ns ns

Tabla 10. Rendimiento en componentes de alto valor energéeguin el estado
fenolodgico (fase), siendo la fase I, la preflorac{buando la planta todavia no ha
desarrollado sus organos florales), la fase lhe&pbca que va desde la floracion a
la maduracion del fruto y la expulsion de la seanyllla fase Il el periodo posterior
a la expulsion de la semillas. Cada valor es elltaado de la media de un minimo
de tres plantas independientes sometidas al mistantiento y fueron tomados al
final de cada una de las fases. Significacionesdésticas: *p<0.05;**p<0.01 y
***n<0.001.
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Response (mV)
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Figura 7. Cromatogramas de. characiagle plantas recolectadas en fase Il (Mayo
2012) con el riego R2 (15 mm): (A) GC-FID de extoatiexanico de hojas
(compuestos hidrocarbonados). Compuestosicido palmitico;2, fitol; 3, acido
linoleico; 4, &cido linolénico;5, pentacoseno8, escualeno9, nonacosanolo,
hexacosanolll, triacontanol?2, octacosanall3, hentriacontanol4, a-tocoferol;
15, octacosanol; 16, tritriacontano; 17, p[-sitosterol; 18, lanosterol; 19,
butyrospermol;22, cycloartenol;23, lupeol; 24, 24-methylenecycloartenolS,
tetracosane; (B) HPLC-ELSD de extracto metandlid®deS (carbohidratos).
Compuestos25, D-fructosa26, D-glucosa27, sacarosdsS, trehalose; (C) UPLC-
PDA de extracto metandlico SPE2 (flavonoides). Qaespos:28, quercetin-36-
glucésido; 29, quercetin-3-xylosido30, quercetin-3-arabinosidd1, quercitrin;
32, quercetin-3-(2'0©-acetyl)arabinofuranosido33, quercetin; IS, flavanona.
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COMPUESTO Fase | Fase Il Fase Il
HENTRIACONTANO  6.03° 5.03° 10.73° P<0.001
8 NONACOSANO 1.0 0.78 1.16 ns
% TRIACONTANO 0.14 0.13 0.20 ns
X  TRITRIACONTANO 0.52°¢ 0.33° 0.95% P<0.001
HEPTACOSANO 0.03° 0.25° 0.19° P<0.01
Total alcanos 7.72° 6.52" 13.23° P<0.001
LANOSTEROL 1.97%® 1.63° 2.40° P<0.05
s SITOSTEROL 0.82° 1.03° 0.98° P<0.001
@ ¢ LUPEOL 5.78 4.92 5.32 ns
£ 0 LUPENONA 0.45 0.67 0.67 ns
2l pavvRINa 0.452 0572 0.16° P<0.001
E@  BUTYROSPERMOL 11.14 11.43 14.30 ns
T 24Mmca 3.01°2 2.38° 2.85 2 P<0.05
CA 7.37 6.73 7.96 ns
2 TOtaLtSrt'teergfggos Y 3099 29.36 34.64 ns
)
§ HEXACOSANOL 5.72 6.48 5.99 ns
< OCTACOSANOL 2.12° 1.92° 1.84° P<0.001
Total alcoholes 7.84 8.40 7.83 ns
Q& ACIDO PALMITICO 1.42° 2.26° 0.01° P<0.001
S g ACIDO LINOLEICO 436° 3502 228" P<0.01
< O ACIDO LINOLENICO 6.88 % 6.01" 3.12° P<0.001
Total 4c. grasos 12.66° 11.77° 5.41" P<0.001

Tabla 11. Evoluciéon del porcentaje de metabolitos identdizs presentes en el
extracto hexanico para el riego 6ptimo R2. Se ltificado mediante GC-FID el

85% de metabolitos presentes en el cromatogranta Gdor es el resultado de la
media de un minimo de tres plantas (n=3) indepeteiesometidas al mismo
tratamiento y fueron tomados al final de cada unkas fases.

Volviendo a los resultados recogidos en la Tabldd6oncentracion del
extracto metandlico experimentd ciertas variaciot@s el riego y con el
estado fenologico de la planta. Asi, la proporaéndicho extracto mostro
una disminucién a partir de la fase Il en las @lamto regadas, mientras que

en las plantas hidratadas normalmente se mantuvstatde. Puesto que
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gran parte del extracto metandlico esta constitygdo carbohidratos, la
reduccion porcentual del mismo en las plantas gad&s podria deberse a
una disminucion de la asimilacién neta de,Cfbr el cierre de estomas

caracteristico de las plantas sometidas a esttésdi

La determinacion de las fracciones lignocelulésibada parte aérea de
la planta mostré que tanto el contenido en celutmsao en hemicelulosa
aumentan durante la fase I, mientras que el denigdisminuye en este
periodo (Tabla 10). El contenido en proteinas dealecion lignocelulésica,
mediante el andlisis de N, mostré6 un porcentajativeimente bajo de
proteinas (7.28%).

La composicion de extracto metandlico se detalléaehabla 12 y cabe

decir, que no se vio afectada por los distintogage La concentracion de
sacarosa fue el doble que glucosa y fructosa datarfase | (prefloracion)
y esta disminuyd progresivamente hasta reducidsensitad en la fase Il
(postfloracion), a expensas de incrementar la cdreeon de fructosa y
glucosa. Este hecho podria ser debido a un auneenta actividad de las
enzimas invertasas para proporcionar la energiasaga a las células
[140]. Se observdé que el porcentaje de flavonoidesterdsidos,
mayoritariamente quercitrin, fue significativamenteayor en la fase II.
Estos compuestos estan implicados en numerosa®riescfisiolégicas de
la planta incluyendo la regulacion de hormonascdatimiento, que podria
explicar el aumento en la concentracion de flavdewidurante esta fase Il
de rapido crecimiento. En la Figura 7B y 7C se nlasseina seccion del
cromatograma de extracto metandlico de hojas en CHPLSD
(carbohidratos) y UPLC-PDA (flavonoides), respemtnente.
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COMPUESTO Fase | Fase Il Fase llI
¢ D-FRUCTOSA 16.77°  21.47° 18.90° p<0.01
< D.cLUCOSA 1668° 2214 26217 P<o01
T sacarosa 2691% 1520° 11.79° p<o0001
Total azlcares 60.36 58.81 56.90 ns
QUERCETIN-3-B-GLUCOsIDO  0.50 ¢ 1.25% 0.80 b P< 0.001
99 QUERCETIN-3-XILOSIDO 0.36 b 0.80 % 0.48 b P< 0.001
g % QUERCETIN-3-ARABINOSIDO  0.70 0.79 0.50 ns
é E QUERCITRIN 8.41 b 10.68 2 8.11 b P<0.01
PEQICENICONTE oo 013 oa
QUERCETINA 0.49 0.77 0.50 ns

Total flavonoides heterésidos 10.53b 14.422 10.50b P<0.001

Tabla 12. Evolucion del porcentaje de metabolitos identdizs presentes en el
extracto metanolico para el riego 6ptimo R2. Caalanes el resultado de la media
de un minimo de tres plantas (n=3) independieme®tdas al mismo tratamiento
y fueron tomados al final de cada una de las fdses.mono- y disacaridos se
cuantificaron mediante HPLC-ELS vy los flavonoidetenésidos mediante UPLC-
PDA.

Si consideramos el crecimiento (en peso seco, %) parte aérea de las
plantas y la concentracion de los extractos hegapicnetandlico (en %
sobre PS) en los diferentes estados de desarmllabttene, mediante el
producto de ambos parametros, la cantidad total cdenpuestos
hidrocarbonados solubles en hexano (mayoritariofx) y en metanol
(tipo carbohidratos) que contienen las plantas enparte aérea. Los
resultados, expuestos en las Figuras 8 y 9, indjc&y) en ambos casos, la
mayor cantidad absoluta de dichos compuestos seetna en el momento
de la floracién (fase 1) en las plantas que rexim un total de 445 mm de

agua (15 mm x 5 riegos + 370 mm de lluvia).
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Figura 8. Extracto hexanico por planta en los diferenteadest fenoldgicos.
Cada valor es el resultado de la media de un mirdecdtres plantas
independientes (n=3) sometidas al mismo tratamigrficeron tomados al
final de cada una de las fases. Letras diferentesagla fase indican
diferencias significativas. Significaciones estid#s: *p<0.05,**p<0.01 y
***n<0.001.

80 -
@ %k %k a
s 70
c
S 60 -
1 b
~
o 50 A 370
% . Fkkg
= 40 - b *a a c c o
o 30 - poees o]
£ — L I ¢ b BEE bc
rrerrs o 270
3 o et -:-:-:_
£ 10 - o5oce; (o Sl
0 . 7 7 e
Pre-floracion Floracion Post-floracion
# RO % R1 B R2 =R3

Figura 9. Extracto metandlico por planta en los diferentedados

fenolégicos. Cada valor es el resultado de la mddiain minimo de tres
plantas independientes (n=3) sometidas al mismt@ntianto y fueron

tomados al final de cada una de las fases. Leifasedtes en cada fase
indican  diferencias  significativas.  Significaciones estadisticas:

*p<0.05,*p<0.01 y ***p<0.001.
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Asi, elestudio de la respuesta de E. characias a difesettsis de riego
nos ha permitido demostrar que el final del periddofloracion (fase Il)
coincide con un aumento significativo de la con@abén de extracto
hexanico (es decir, de latex) (Figura 8) y metad{Figura 9) mientras que
en el inicio de la fase Ill (a partir del mes deynjaempieza un descenso
drastico del peso seco de la planta. Por lo tagoos determinado que:

1. El momento 6ptimo de recolecciéon de la planta palseener un
maximo rendimiento energético (mayoritariamente @oestos
hidrocarbonados y carbohidratos) por hectareagsponde al inicio

de la maduracion.

2. En nuestras condiciones climaticas la dosis de agwasaria para
cultivar E. characiasdurante un ciclo (desde abril de 2011 hasta
principios de mayo de 2012) se corresponde a 445nepartidos en
riegos de 15 mm de agua (R2).

3. Usando las férmulas desarrolladas empiricamente pemirbas
[141,142] y teniendo en cuenta los porcentajes dd,(Cy N
calculados en el andlisis elemental, el poder delorsuperior del
marco lignocelulésico (HHV= 0.0889L+16.8218), dektracto
metandlico y del extracto hexanico (HHV= 0.335C2BH-0.1540-
0.145N) serfan respectivamente: 17, 18 y 42 M3.Kwpr lo tanto el
contenido energético de la biomasa celuldsick.dsharaciasviene a
ser similar al de otras plantas lignocelulésicasm@apor ejemplo

Miscanthusy Switchgrasg143], mientras que el contenido energético
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del extracto metandlico es ligeramente superiadeala madera (15
MJ Kg?) y el extracto hexanico es similar al diésel (45 #4jY).
3.2.Ensayo 2: Estudio de la respuesta ante los diferesg estreses
abidticos
El objetivo de esta experiencia es determinar lerdacia deE.
characiasa tres condiciones adversas del medio como sosedaia, la

alcalinidad del suelo y finalmente, la salinidad.

Para los distintos ensayos, plantas obtenidas esemillero en el mes de
abril se sembraron en varios contenedores con elo sen sazon v,
posteriormente, se les aplicaron los distintosatn&ntos hasta finales de
octubre. En este momento se arrancaron las plgrdaspués de desecadas
se pesaron independientemente sus hojas, tallagcgsrt Tras realizar las
correspondientes extracciones en Soxhlet, se deterai contenido en
extracto hexanico y metandlico de hojas y tallas.ceda experimento se
midieron los parametros de intercambio gaseosad(emiancia estomatica y
transpiracion) y fotosintéticos (contenido en clit@o fluorescencia y
asimilacion neta de G) asi como las relaciones hidricas y el conteriuo
algunos elementos minerales (N, F€,ya\a).

3.2.1. Estudio de la respuesta ante la sequia

El objetivo de este ensayo fue estudiar las respsidisiologicas de esta
especie ante un estrés hidrico intenso y determsuarcapacidad de
resistencia a la falta de agua. Para ello, en rdge de maxima demanda
evaporativa, se separaron dos grupos de contersedore de los cuales se
mantuvo sin aporte de agua, cubriéndolos con ustipbapara evitar la
lluvia; el otro se reg6 cuando el nivel de humedeldsuelo medido con una
sonda capacimétrica descendia aproximadamente 40Ptie la capacidad
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de campo a 30 cm de profundidad. Esto supuso leaafin de dos riegos
posteriores durante el periodo experimental quepdiearon a finales de
julio y de septiembre.

En la Figura 10 podemos observar que la falta de& ggodujo una
disminucién progresiva del contenido de humedad siello, muy por
debajo de la obtenida para el suelo que habiasghwio dos veces. Durante
el periodo de julio a octubre el suelo de las plarsiometidas al tratamiento
de riego alcanz6 el minimo (aproximadamente 15%ueedad) a finales
de septiembre, y por tanto hubo que regar. La hathel@l suelo de las
plantas no regadas descendid a partir de final@snite de forma paralela a
la del suelo de las plantas regadas, lo que paegerir que el estado

hidrico de las plantas no influye en el nivel deabion de agua.

Ademas, reciprocamente se deduce de la Figura &lebyotencial
hidrico de las hojas disminuyé también paulatingamem las plantas no
regadas, manteniéndose a niveles inferiores raspelas plantas regadas.
Se observo que después del riego se produce ymzesta de la planta en
forma de un ascenso del potencial hidrico de lgssholrambién es
interesante destacar que, si bien para una misndidandos valores
presentan diferencias significativas entre las tplmregadas y las no
regadas, en estas Uultimas el potencial hidrico fe@anad valores

especialmente altos.
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Figura 10. Contenido en humedad del suelo (%) correspondeids plantas no
regadas (NR) y a las plantas regadas (R) duramerieldo de estudio. Cada valor
es la media de tres observaciones (n=3) y se pgeesem sus correspondiente
errores. Significaciones estadisticas: *p<0.05,814 y ***p<0.001.
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Figura 11. Evolucion del potencial hidrico de las ho{gg) en plantas no regadas
(NR) y plantas regadas (R) durante el periodo tledes Cada valor es el resultado
de la media de un minimo de tres plantas indepetati€n=3) sometidas al mismo
tratamiento. Significaciones estadisticas: *p<G@&0.01 y ***p<0.001.

Este déficit hidrico en las plantas no regadas quowl cierre de los
estomas, al igual que sucedi6 en las plantas regast® antes del segundo
riego. La Figura 12 muestra una relacion estadistente significativa entre
la conductancia estomética y porcentaje de humddbaduelo a juzgar por
el valor de P (P<0.001) y el del coeficiente deredacién (0.907), como
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refleja el valor positivo del coeficiente de regbesen la ecuacion de la
recta (y= 7.622x- 71.483). Se podria decir queusticon una disminucion
del contenido de humedad en el suelo relativamieaj@, se produce una
respuesta muy acusada en los estomas. Este hedia geie esta planta,
ante los déficits hidricos, presenta una condudecwada para evitar la
deshidratacion, tal y como afirmé Tenorio-Pasamara . lathyris [80].

Ademas, el cierre de los estomas condujo a undicghkagduccion de la
transpiracion durante los meses de verano, aurgjadu® menor en el caso
de las plantas regadas debido a su mejor estadie é¢dspunto de vista

fisiologico.

90,0 -
80,0 - * pd
70,0 - P
<>

60,0 - /
50,0 - + /’

e
40,0 ’/’

20,0 - yd

20,0 *e
y =7,622x- 71,4832 ,“
10,0 R2 = 0,824 vy
0,0
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Humedad del suelo (%)

Figura 12. Relacion entre el contenido en humedad del sudé gonductancia

estomatica (gs) con su correspondiente ecuaciota decta de regresion (y=
7.622x- 71.483) con un coeficiente de determina¢i®h de 0.824 para 17 grados
de libertad, P<0.001 y un coeficiente de correlacié 0.907.

En la Figura 13 se puede observar como en lasgslaagadas la tasa de
evapotranspiracion es significativamente mayor mteréodo el periodo de
estudio, acrecentandose la diferencia tras el riegdo ello sugiere que esta
planta tiene un mecanismo eficiente para evitarp&slidas de agua en

condiciones de sequia,una disminucion de la asimilacion neta de,@0
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las plantas no regadas (Figura 14), que es prababke el factor limitante
de su crecimiento. A la vista de esta Figura lélserva la existencia de
una época en la cual, tras un riego, el increméek@alor de la asimilacion

de CQ es mayor.
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Figura 13. Transpiracion de las hojas (E) en plantas no mgddR) y
plantas regadas (R) Una situacion de estrés hidaolleva un descenso de
la tasa de evapotranspiracion. Cada valor es eltads de la media de un
minimo de tres plantas independientes (n=3) soa®tidl mismo
tratamiento. Significaciones estadisticas: *p<Gi0.01 y ***p<0.001.
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Figura 14. Asimilacion neta de CO(A co) en plantas no regadas (NR) y
plantas regadas (R) Cada valor es el resultada detlia de un minimo de
tres plantas independientes (n=3) sometidas al onidnatamiento.
Significaciones estadisticas: *p<0.05,**p<0.01 yp%0.001.
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Al final del experimento, a partir de hojas de pd@nregadas y no
regadas se estimaron los componentes del potdridiado (s = WYr + ),
asi como el el potencial osmoético a saturacigmof), representadose

graficamente en las Figuras 15 y 16, respectivament

2 Ys Y Yt
1,5 ¥k*a3 b *a b *a b
1

0,5

. l-
-0,5 III
-1,5
2
ER ENR
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KN

2,5
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Figura 15. Componentes del potencial hidrico de las h@j&s potencial

hidricg Wt potencial  osméticd¥t: potencial de  turgenda
Significaciones estadisticas: *p<0.05,**p<0.01 y3%0.001.
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Figura 16. Potencial osmotico de las hojas a plena hidrataéiit 100) y
reajuste osmoticdOA). Significaciones estadisticas: *p<0.05,**p<0.01 y
***n<0.001.

134



IV. Resultados y Discusion

De la Figura 15 se puede observar que en las plaotaegadas el valor
absoluto deys disminuyd mas de 4 veces respecto al de las plaatmdas.
No obstante, esta disminucion fue compensada paeriée por una
disminucién en el potencial osmaétidg,) de las plantas no regadas, que
provoco que la turgencigy) de las hojas apenas disminuyera con el déficit
hidrico, manteniéndose incluso en valores positi@s la Figura 16 se
deduce que la diferencia entre el potencial osm@&isaturacionyimoo) de
las hojas procedentes de plantas regadas y noa®gadica que en estas
Gltimas se produce un ajuste osmoético (OA) de apradtamente 1 MPa,
gue es suficiente para mantener un adecuado reveirgencia en las hojas.
Estos resultados concuerdan con las conclusioaéizagas por Downtown
[103] sobre el papel regulador del latex en ladogjp, ya que actuaria
como un regulador osmoético que mantendria la twigede las células
laticiferas incluso en situaciones de alto estrigsido. Asi, este hecho
permitiria a la planta tener una alta toleranc@idiciones climaticas que

impliquen una baja pluviosidad.

Por otra parte, los rendimientos de los extraceo@hicos y metandlicos

de plantas regadas y no regadas se recogen ehléaIBa

Ext. hex (%) Ext hex/planta Ext. MeOH (%) Ext MeOH/planta

tratamiento  hojas tallos (g/planta) hojas tallos (g/planta)
NR 14.21*° 6.19 5.08° 22.79 18.37% 9.05°
R 7.91° 6.41 7.89° 19.06 13.55° 18.28°
significaciones Hohk *x * Hohk

! Ext. hex.: extracto hexanico en % de peso seco.
2 Ext. MeOH: extracto metanolico en % de peso seco.

Tabla 13. Rendimiento en extracto hexanico y metandlicoyesm riego (R y NR
respectivamente). Cada valor es el resultado deeldia de un minimo de tres
plantas independientes (n=3) sometidas al mism@nianto. Significaciones
estadisticas: *p<0.05,**p<0.01 y ***p<0.001.
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Podemos obaservar que las hojas de las plantagidasna un estrés
hidrico intenso muestran un mayor rendimiento digaeto hexanico, es
decir, una mayor concentracion de compuestos hadoooados con
respecto a las plantas regadas, mientras que @aprseiaron diferencias
significativas en la concentracion total de compagesxtraidos con metanol
(tipo carbohidratos) (Tabla 13). Estos resultadagjiesen que los
componentes del extracto hexanico podrian estalicagos en el ajuste

osmotico de las plantas sometidas a estrés hidrico.

En la Figura 17 se demuestra que como consecudstdaeficacia de los
mecanismos que limitan las pérdidas de agua eresptzxie (cierre de los
estomas y ajuste osmotico), el contenido relatedhdmedad en las hojas
disminuyé en menos de un 15%, después de un pamongeriodo de

sequia.

95
90
85
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Contenido en agua (%)

70

mRWC (R) = RWC (NR)

Figura 17. Contenido relativo en agua de las hojas (RWC).

En la Tabla 14 se recogen los datos de crecimigattas plantas con

riego y sin riego. Asi, en ausencia de un aportagie al suelo durante el
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periodo de maxima actividad vegetativa (abril-novee) deE. characias

no se observaron los sintomas externos tipicosstieds hidrico, tales como
abscision de hojas o pérdida de turgencia de lamas. Sin embargo, en
estas condiciones se redujo drasticamente el destimnde las plantas,
observandose significativas diferencias en el oreito tanto de la parte

aérea como de las raices de las plantas regadala [#.

Peso seco (g)
tratamiento  hojas tallos raices parte aérea Total planta

NR 31.12° 10.66" 8.18° 41.78" 49.96"
R 68.35° 38.78% 29.12*  107.13° 136.25%
Signiﬁcaciones *%% *%% *k*k *k%k *k*k

Tabla 14. Crecimiento de las plantas con riego y sin riegy (RR,
respectivamente) Cada valor es el resultado de ddiande un
minimo de tres plantas independientes (n=3) soaetad mismo
tratamiento. Significaciones estadisticas: *p<@Gi(px0.01 y
***n<0.001.

En resumen, etstudio de la respuesta de E. characias ante uésse
sequia nos ha permitido demostrar que esta planta pesemas
caracteristicas compatibles con las tendenciasalastuen los cultivos
energeéticos. Asi, la falta de agua durante el derite verano, época en la
que el déficit hidrico es una condicion ambientalyrfrecuente, no produce
efectos irreversibles en la planta, ya que estsepta un mecanismo muy
eficiente para reducir la pérdida de agua, y unimundescenso del
contenido en agua del suelo provoca un cierre si@stomas que produce
una drastica reduccion de la transpiracion, concaisiguiente valor

adaptativo.

3.2.2. Estudio de la adaptacién al suelo y toleraiaca la clorosis férrica
El objetivo de este experimento nos ha permitidduar la influencia de
distintos tipos de suelos sobre el crecimiento ynmusicion deE.
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characias asi como la tolerancia de esta especie a laielefia de hierro

inducida por la alcalinidad del suelo.

En la Tabla 15 podemos observar que en las plam&sdas en los
suelos 1 y 3 (S1 y S3) existe un mayor desarratidod érganos aéreos
(hojas y tallos) y de las raices, en comparacidnlas plantas crecidas en
los suelos 2 y 4 (S2 y S4), aunque dentro de @ssasas crecidas en los
suelos arenosos (S1 y S3) existen diferencias fisigtivas (mayor del

200%) entre las raices de las plantas crecidder=dies pH.

Peso seco ()
tratamiento  hojas tallos raices parte aérea Total planta

Suelo1l 24.41° 38.02° 57.60% 62.43° 120.03%
Suelo2 14.36° 19.27° 18.66° 33.63° 52.29"
Suelo3 22.16° 32.86° 46.25" 55.02° 101.27°
Suelo4 20.00° 24.75° 16.25° 44.87° 61.01°
significaciones el el ikl * *

Tabla 15. Efecto de diferentes tipo de suelo sobre el criecita de las plantas. S1
(pH 8.6) y S-3 (pH 6.3) son arenosos; S-2 (pH 8.4-4 (pH 6.5) son franco-
arcillosos. Cada valor es el resultado de la mddiain minimo de tres plantas
independientes (n=3) sometidas al mismo tratamiSigmificaciones estadisticas:
*p<0.05,**p<0.01 y ***p<0.001.

Esto indicaria que estas plantas se adaptan tansosaelos alcalinos (S1
y S2 con pH 8.6 y 8.4 respectivamente) como auetos acidos (S3 y S4
con pH 6.3 y 6.5 respectivamente), ya que pardextara semejante no se
aprecian diferencias significativas en el pesoltd& las plantas. No
obstante, se aprecia un efecto del tipo de suddesal crecimiento de las
plantas, siendo éste marcadamente superior enefosnds mas ligeros
(arenosos) que en los mas pesados (franco-argjlosonfirmandose asi lo
afirmado por diversos autores acerca del mayoirorecto y desarrollo de
las plantas crecidas en suelos arenosos respeatpuedlas cultivadas en
suelos arcillosos [113]. Nos atreveriamos a afirqua esto puede deberse
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al efecto de la textura del suelo sobre el tamafilwsl espacios libres entre
las diversas particulas que lo forman, lo que pogrovocar que las raices
de aquellas plantas que crecen en suelos mas pesaderan mayor
dificultad para desarrollarse, ademas de ser nsteptibles a problemas de
asfixia radicular. Con estas diferencias en elmeka del sistema radicular,
resultan logicas las diferencias significativas gaeobservan en el total de

la parte aérea.

En la Tabla 16 recogemos los datos obtenidos parachdimientos de
los extractos de plantas crecidas en diferentes tie suelo.

Ext. hex (%) Exthex/planta Ext. MeOH (%) Ext MeOH/planta

tratamiento  hojas tallos (g/planta) hojas tallos (g/planta)
Suelol 10.29 5.26° 4.51° 16.70  6.80 6.66°
Suelo2 9.89 6.89° 2.74° 1461 5.41 3.13°
Suelo3 1023 5.14° 3.95° 1553 5.70 5.31°
Suelo4 8.16 4.95° 2.87° 18.61 5.80 5.15°
significaciones ns * * ns ns Fohk

! Ext. hex.: extracto hexanico en % de peso seco.
2 Ext. MeOH: extracto metandlico en % de peso seco.

Tabla 16. Rendimiento en extracto hexanico y metandlico ai@drte aérea de
plantas cultivadas en diferentes tipos de suelbs/ S-3 son arenosos; S-2 y S-4
son franco-arcillosos. Cada valor es el resultagltadnedia de un minimo de tres
plantas independientes (n=3) sometidas al mism@nianto. Significaciones
estadisticas: *p<0.05,**p<0.01 y ***p<0.001.

En vista de los resultados, no se aprecian dif@asnsignificativas
debidas al tipo de suelo en la concentracion desktsactos hexanico y
metanolico en hojas. Sin embargo, se observarediteas en el rendimiento
en extracto hexanico de tallos, esto junto con &yaon peso seco de los
tallos con respecto a las hojas hacen que lasedid&s en el extracto
hexanico por planta sean significativas. En el astér metandlico no se
aprecian diferencias importantes en tallos peraga&l que en el caso

anterior, el mayor peso del tallo respecto a Igashoonduce a diferencias
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significativas en el rendimiento total de extrach@tandlico por planta
(Tabla 16). Por tanto, las diferencias en el rerstito total de la parte aérea
de las plantas, se debieron principalmente a lays@én de biomasa.
Consecuentemente, los rendimientos por planta fiuenayores en los
terrenos de textura arenosa. Esto coincidiria ete gan lo afirmado por
algunos autores para el caso Klelathyris que concluian que los suelos
arenosos favorecian el desarrollo de la plantaryguo, estas presentaban
un mayor peso seco [114,115].

La Tabla 17 permite el analisis de algunos paramsdisioldgicos que
normalmente son afectados por la clorosis fériicsie estudio indicd que
esta especie es capaz de absorber cantidades asevid Fe con
independencia del pH del suelo. Esto se apreclasdaltas concentraciones
de este elemento encontradas en las hojas de lmslostamientos que no
indican, en absoluto, la existencia de estadosceles ya que no existen
diferencias significativas en los parametros ligado la fluorescencia
(Fv/IFm y Fv/Fo) ni en la asimilacion de €@a mayor concentracion de Fe
foliar encontrada en las plantas cultivadas ense-4lebe posiblemente a
una mayor disponibilidad de Eeasimilable en este suelo, tanto por su
caracter acido como por su riqueza natural enedsteento aunque, por lo
que indican el resto de parametros, estaria pomandel nivel de

saturacion.
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Fe N clorofilas ACC;
tratamiento (ppm PS (% PS FvIFm Fv/Fo (umol
hojas) hojas) (hg/mL) CO,/m’s)
Suelo 1 608.68° 2.01° 17.31° 0.719 2.86 7.03
Suelo 2 676,41" 1.24° 13.02° 0721 273 5.98
Suelo 3 614.27° 1.97° 16.81° 0.715 2.83 6.25
Suelo4  971.56° 0.86" 10.19°  0.711 2.67 6.87
significaciones *E *E *k ns ns ns

Tabla 17. Parametros fotosintéticos en hojas de plantasvadiis en diferentes
tipos de suelo. S1 y S-3 son arenosos; S-2 y $t4ranco-arcillosos. Cada valor
es el resultado de la media de un minimo de trestgd independientes (n=3)
sometidas al mismo tratamiento. Significacioneadisticas: *p<0.05,**p<0.01 y

***p<0.001.

El contenido en clorofila de las hojas mostr6 ma@asadiferencias entre
distintos tipos de suelo. Asi, los valores fueropesiores en los suelos mas
ligeros (S-1 y S-3) mientras que en los suelos pe&ados (S-2 y S-4) el
contenido en clorofila fue menor. Esta observagiddria estar relacionada

con una menor absorcion de N que afectaria a frttesis de la clorofila.

El estado del aparato fotosintético de las hojas pacecido verse
especialmente afectado por el tipo de suelo, yaetjpendimiento cuantico
maximo del fotosistema Il (Fv/Fm) y la relacion renta fluorescencia
variable e inicial (Fv/Fo) no mostro variacionegngiicativas. Tampoco se
encontraron diferencias significativas en la asioidn neta de COpor las

hojas entre plantas cultivadas en los diferenpestte suelos.

En resumen, eéstudio de la respuesta de E. characias ante distin

tipos de suelosos ha permitido demostrar que:

1. Esta planta presenta una alta adaptabilidad aiststds suelos, tanto
alcalinos como acidos, ya que presenta elevadasotraciones de Fe
en hojas incluso en terrenos marcadamente alcalmagie sugiere una

alta eficiencia de asimilacion de los nutrientes.
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2. Existe una relacion entre una menor o mayor alk@orde N (que
afectaria a la biosintesis de clorofila) y la textdel suelo. Asi, en los
suelos franco-arcillosos (S-2 y S-4) parece inkéila biosintesis de

clorofila en relacion a los suelos arenosos (S513).

3. Esta planta requiere terrenos con buena aireaaito para un optimo
desarrollo de las raices como para el buen fungigrdo de las mismas.
Esto concuerda con los resultados obtenidos antezite en el estudio
de los ecotipos salvajes, donde pudimos ver questadimientos en peso
seco eran mayores en las plantas crecidas enrlasside Espadan y
Mariola, precisamente las que presentan una magpoion de arena

en sus suelos.

4. Esta planta tiene una alta tolerancia a las camiks clorosantes ya que
no se observan diferencias significativas entredistintos valores de
asimilacion de C@ni entre los valores relacionados con la fluoresice
parametros que suelen verse afectados por la idofégica. Esta
conclusién concordaria, con lo que afirman divergogestigadores
acerca de la posible tolerancia al calcio que ptasealgunos ecotipos
deE. thymifolia[144].

3.2.3. Estudio de tolerancia a la salinidad

El objetivo de este experimento fue evaluar laréwieia deE. characias
a la salinidad, determinando la influencia de lacemtracion de sal en el
agua de riego sobre la acumulacion de iones saiixisos (Cly Na'), los
parametros de intercambio gaseoso, las relacioikeEds, el crecimiento

de la planta y el contenido en extractos hexanicompuestos
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hidrocarbonados, mayoritarios en el latex) y mdiend (tipo
carbohidratos).

Los resultados recogidos en la Tabla 18 muestradagconcentracion de

100 mM de NaCl en el agua de riego produjo un digacremento de la
concentracion de Cly Na en las hojas (40.2 y 44.2% respectivamente),
mientras que la concentracion de 200 mM de NaGkmentd de forma
considerable la concentracion de ambos iones (6 .35 4veces
respectivamente). Esto parece indicar que las galeeesta especie son
capaces de excluir en su mayor parte los ioneg R& cuando el agua de
riego presenta una alta concentracion de NaCkawado 100 mM, aunque
este efecto se disipa a concentraciones de sakle@sdas (200 mM). La
alta acumulacién de iones potencialmente nocivosiecson el Cly el N&
- en las hojas, que se produjo con este Ultimartrento, causo la aparicion
de algunos sintomas de toxicidad en estos ¢rgdales, como manchas
amarillas y quemaduras, estos desordenes fisi@ggie podrian traducir en
dltima instancia en una progresiva disminucion dedcimiento y una

disminucién del rendimiento en frutos en el caspldatas cultivadas.

tratamiento  Cl (%) Na" (%)
Control 1.89 0.52
100 mM  2.65 0.75
200mM 11.36 221
significaciones ~ *** x

Tabla 18. Efecto de la salinidad sobre la concentracionoes
salinos en hojas. Cada valor es el resultado deddia de un
minimo de tres plantas independientes (n=3) soatéd mismo
tratamiento. Significaciones estadisticas: *p<0G'@x0.01 vy
***n<0.001.

La Tabla 19 permite observar que la salinidad poefecto osmoético

sobre las raices afecta marcadamente a los pacdmedr intercambio
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gaseoso en las hojas, y consecuentemente se prnacicksminucion de la
absorcion de C@qgue al final se traduce en una disminucion deda tie
crecimiento y la productividad, pero ese efectdagplanta es debido mas a
la inhibicién de la capacidad fotosintética quefatto del estrés osmatico o
la disminucién de la conductancia estomatica [1E2ke efecto fue muy
acusado en las plantas regadas con 200 mM de Nade se apreciaron
reducciones del 55, 50 y 65% de la conductanc@resica, transpiracion y
asimilacion neta de GQespectivamente.

tratamiento gs 2 E 2 ACO, 2
(mmol/m?s) (mmol/ m?s)  (umol CO,/m*s)
Control 72.91° 2.16° 6.24°
100 mM 59.42° 1.84° 498"
200 mM 32.27° 1.09° 2.15°
significaciones el * bl

Tabla 19. Efecto de la salinidad sobre los pardmetros fotéscos en
hojas. Cada valor es el resultado de la media dminimo de tres
plantas independientes (n=3) sometidas al mismaaniianto.
Significaciones estadisticas: *p<0.05,**p<0.01 yp%0.001.

Ademas, los resultados de la Tabla 20 muestranlapi¢ratamientos
salinos también afectan al potencial del agua dentgas que disminuye
progresivamente con el aumento de la concentrat@dNaCl en el agua de
riego. No obstante esta reduccion se compensa merdisminucion en
paralelo del potencial osmético, con lo cual elepotal de turgencia no se
ve modificado significativamente. Con ello, lasd®pno muestran ningdn
sintoma de marchitez, cumpliéndose asi lo que afir@mlgunos autores
acerca de la existencia de mecanismos especifinoa eplanta para
controlar el ajuste osmaético que impedirian o diferian la pérdida de
agua en la planta [111].
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tratamiento PH PO PT
(MPa) (MPa) (MPa)
Control -1.21° 22337 1.12
100 mM -1.64° -2.87°  1.23
200 mM -2.28° -3.26°  0.98
significaciones *kE ol ns

Tabla 20. Efecto de la salinidad sobre las relaciones hadren hojas.
Cada valor es el resultado de la media de un midientres plantas
independientes (n=3) sometidas al mismo tratami&igmificaciones
estadisticas: *p<0.05,**p<0.01 y **p<0.001.

Como consecuencia de todo lo anterior, se estudiéfexto de la
salinidad sobre el crecimiento de las plantas @siocel efecto de la misma
sobre el contenido en compuestos hidrocarbonaddsageo hexanico) y
azucares (extracto metandlico), recogiendo lodtestas en las Tablas 21 y

22, respectivamente.

Peso seco (g)
tratamiento  hojas tallos raices parte aérea Total planta

Control 15.01° 61.10% 13.10° 76.11° 89.04°

100 mM 12.03" 55.30° 11.67° 67.33° 79.00°

200mM 3.51° 44.01° 5.01° 47.52° 52.51°
SigniﬁCaCiOneS *kk *kk *kk *kk *kk

Tabla 21. Efecto de la salinidad sobre el crecimiento deplastas. Cada
valor es el resultado de la media de un minimoateglantas independientes
(n=3) sometidas al mismo tratamiento. Significae®n estadisticas:
*p<0.05,**p<0.01 y ***p<0.001.

Ext. hex (%) Ext hex/planta Ext. MeOH (%) Ext MeOH/planta

tratamiento  hojas tallos (g/planta) hojas tallos (g/planta)
Control  8.90° 7.41 5.89° 29.15 15.37 13.81°
100mM 11.60° 7.25 5.39° 28.40 16.30 12.43°
200mM  14.51° 6.99 3.58" 27.22  16.94 8.41°
significaciones HAK ns *x ns ns il

Ext hex.: extracto hexanico en % de peso seco.

2 Ext. MeOH: extracto metandlico en % de peso seco.
Tabla 22. Efecto de la salinidad sobre el rendimiento emraekb hexanico y
metandlico de la parte aérea de la planta. Cada galel resultado de la media de
un minimo de tres plantas independientes (n=3) sdaseal mismo tratamiento.
Significaciones estadisticas: *p<0.05,**p<0.01 y3%0.001.
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Asi, podemos observar que la concentracion de da@00 mM redujo
ligeramente el crecimiento de las plantas (en u®o)lfnientras que la
concentracion de 200 mM lo inhibié fuertemente (en41%) (Tabla 21).
Otras especies décuphorbig como por ejemploE. antisyphilitica
presentaron una respuesta similar llegando incdusegistrarse un mayor
crecimiento de la parte aérea [113]. Por otra phote datos sobre la
concentracion de extracto hexanico en % sobre gpleeta (Tabla 22) nos
permiten pensar que la salinidad aumenta la coramon del extracto
hexanico en las hojas, como afirmaron Garg y K] con incrementos
del 30 y del 63% para los tratamientos con 100 @ &M de NaCl
respectivamente. Este efecto no se aprecio en dibss.t Estos datos
confirman que los componentes del extracto hexgouamen contribuir al
ajuste osmotico en las hojas de esta especie c@msugirieron otros
autores pard&Nerium oleandef103]. El incremento en la concentraciéon de
este extracto en las hojas salinizadas se vio casape por el menor
crecimiento de las plantas. Asi, podriamos dea@rmpra una concentracion
de NaCl de 100 mM, el rendimiento en extracto hexapor planta no se
vio afectado. La salinidad no afectd a la concerdra del extracto
metandlico, tanto en hojas como en tallos, y parsiguiente, redujo el

rendimiento por planta como consecuencia de ldicilbn del crecimiento.
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V. CONCLUSIONES

Delos estudios de seleccién de las especies

1. Debido a su composicidon quimica y caracteristigasredmicas, se eligio
a Euphorbia characiagomo fuente potencial de biocombustible de entre
las diferentes especies de plantas laticiferaa derla mediterraneksta
planta mostr6 un elevado rendimiento en extract@meo (compuesto
mayoritariamente por derivados hidrocarbonados) etanolico

(compuesto principalmente por carbohidratos).

De los experimentos sobekestudio de la respuesta a diferentes dosis de

riego:

2. Segun la curva de crecimiento y los rendimientosxdeactos hexanicos
y metanolicos dée. characiasen sus diferentes estados de desarrollo,
hemos determinado que el periodo que comprende ehtiinal de la
floracion y justo antes de que los frutos madussndecir, finales de
abril-principios de mayo (fin de la fase Il) esmbmento 6ptimo de
recoleccion de la planta para obtener el maximdingiento energético

por hectarea.

3. En nuestro clima mediterraneo, la dosis de aguaapbara obtener un
maximo rendimiento energético corresponde a 445durante un ciclo
completo (desde el trasplante hasta abril del ergaiafno), repartido en
riegos de 15 mm de agua (15C mal). Esto supondria un aporte
adicional alrededor de 75 mm de agua anualmentertfha') ademas

del agua de lluvia.
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De los experimentos sobet estudio de la respuesta ante los diferentes

estreses abiodticos

4. E. characiaspresenta un mecanismo muy eficiente para redacir |
pérdida de agua consistente en la rapida activagéncierre de los
estomas ante una situacion de sequia, provocaraldrastica reduccion
de la transpiracion. Por lo tanto, esta plantagmtasunas caracteristicas

compatibles con las tendencias actuales en lasasiknergéticos.

5. El rendimiento de extracto hexanico aumenta entggasometidas a un
estrés hidrico y condiciones de salinidad modergdto demuestra que
los compuestos hidrocarbonados mayoritarios delx|atienen cierto
efecto osmdético que actia como defensa ante laedadu Asi,
sometiendo la planta a condiciones de estrés hidyicsalinidad
moderadas podriamos inducir un aumento de la ctnacgin de latex

por gramo de peso seco de planta.

6. Se ha propuesto una adecuada periodicidad de neEgasel crecimiento
de E. characiasen clima mediterraneo, donde llueve mas al int=b
otofio. Cuatro riegos seran fundamentales con umeage 150 rhha’
de agua por cada riego: en abril (coincidiendo ebrirasplante), a
mediados de junio, a finales o principios_de oaudm funcion de haber
tenido lluvias abundantes o no durante el otofidinglmente, en la
primera quincena de_marzo para someter a la ptanta estrés hidrico
moderado y asi aumentar su rendimiento en lateagkh restante (70-
75%) deberia repartirse durante el resto del perae crecimiento (de

noviembre a abril).
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7. En lo que a necesidades de suelo se refiere, Esttagiene una alta
adaptabilidad a los distintos suelos, tanto aloaliocomo acidos, ya que
presenta concentraciones elevadas de Fe en hoghssd en terrenos
marcadamente alcalinos, lo que indica una altaeefita de asimilacion
de los nutrientes. Sin embard6, characiasrequiere terrenos con buena
aireacion tanto para un éptimo desarrollo de laesacomo para el buen

funcionamiento de las mismas.

8. Existe una relacion entre una menor o mayor al@orde N (que
afectaria a la biosintesis de la clorofila) y tetuea del suelo. Asi, en los
suelos franco-arcillosos (S-2 y S-4) parece inkéila biosintesis de

clorofila en relacion a los suelos arenosos (SSt3).

9. E. characiasmuestra una tolerancia elevada frente a las comgis
clorosantes ya que no se observan diferenciasfisgjiias entre los
distintos valores de asimilacion de £Q entre los valores relacionados
con la fluorescencia, parametros que son afectamiols clorosis férrica.

10. TambiénE. characiaspresenté una alta tolerancia a la salinidad. A
concentraciones de NaCl de 100 mM en el agua d®,riel extracto
hexanico en hojas aumenté un 30 % aunque se praglujdigero
descenso del crecimiento, compensando el rendimient extracto
hexanico por planta. Podemos decir que, las raleé&s characiasson
capares de excluir la mayor parte de los ionesvoeciNd y CI. Sin
embargo, este efecto se perdié a concentracionssaltas de 200 mM
donde a pesar del elevado incremento en el rendimide extracto

hexanico de hojas (63 %), se produjo una drastitabicion del
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crecimiento de la planta, reduciéndose casi a tadmél rendimiento de

extracto hexanico por planta.

11. Este estudio nos permite estimar que recolectafioates de abril-
principios de mayo, se puede podrian obtener 1226880 kg de materia
seca por hectarea de los cuales alrededor de 180Bekian de
compuestos hidrocarbonados extraibles en n-hexaectamente
convertibles en biocombustible en una refineriaveanional; 4300 kg
serian de extracto metandlico formado mayoritari@me por
carbohidratos facilmente fermentables. El restdadmateria seca seria

un residuo lignoceluldsico también utilizable cofmente de energia.
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1. Resumen

La excesiva dependencia del petréleo en nuestriadsal; un recurso
natural no renovable, ha provocado en los Ultinfms ain interés creciente
en los biocombustibles. Esto se ha traducido gralgiente en un impulso
en la investigacion de las tecnologias destinadasoavertir los recursos
vegetales en combustibles. Sin embargo, las fuetgebiocombustibles
compiten generalmente en recursos (tierra y aguwam los cultivos
destinados a la alimentacion, siendo imprescindilgisqueda de cultivos

energeéticos sostenibles y con pocos requerimietgaiego y fertilizacion.

El latex es un liquido blanco y viscoso de compogisimilar a la del
crudo de petroleo (compuestos hidrocarbonadogyal puede convertirse
en combustible utilizando las instalacions de &meries convencionales.
Las plantas laticiferas son abundantes en el emtorediterraneo, y por
tanto muy adaptadas a condiciones climéticas selasrEn los afos 70,
Melvin Calvin inicié una investigacion sobre divassplantas del género
Euphorbig con el propdsito de averiguar el rendimiento poiE en

produccion de latex.

En la presente tesis doctoral, se ha selecciofadcharaciaspor su
composicién quimica y caracteristicas agronomiaes, entre diversas
especies potenciales bioenergéticamente de pléatiaSeras de la zona
mediterranea. De esta especie se ha estudiadomdmnrento potencial en
Kg ha® de latex en distintas condiciones edafoldgicas,ridgo y de
salinidad, para determinar cudles son las condisi@ptimas de cultivo de

esta planta y como reacciona frente a condiciodesraas.

Los resultados han mostrado diecharaciaspodria proporcionar una

produccién de 5600 Kg Hade materiales transformables en combustibles,
154



VIl. Resumenes

de los cuales 1300 Kg haorresponderian a compuestos hidrocarbonados
del latex, y 4300 Kg haserian carbohidratos faciimente fermentables en
etanol. Puesto que se trata de una planta muy atfapal entorno
mediterraneo, consideramos qke characiases un candidato potencial

como fuente de cultivo energético eficiente y subte.

2. Resum
L’excessiva dependéencia del petroli en la nostcesat, aixi com el fet

de que este siga un recurs natural no renovableor@uit durant els dltims
anys a un interés creixent pels biocombustibleso, Ag’ha traduit

fonamentalment en un impuls en la investigaci6 de tecnologies

destinades a convertir recursos vegetals en coralasstNo obstant, estes
fonts competixen generalment en recursos (terrguaa amb els cultius

destinats a l'alimentacid, per tant es fa impregibie la recerca de cultius

energetics sostenibles i amb pocs requerimentsglefertilitzacio.

El latex és un liquid blanc i viscés, molt semblahtcru de petroli
(compostos hidrocarbonats), el qual pot conveeiren combustible
utilitzant les instal-lacions de les refineries \wamcionals. Les plantes
laticiferes son abundants en I'entorn mediterrg@ritant molt adaptades a
condicions climatiques semi-arides. En els anysvigyin Calvin va iniciar
una investigacio de diverses plantes del gekeghorbig amb el proposit
d"esbrinar el rendiment potencial en produccidGatiexl

En aquesta tesi doctoral, hem seleccioBatcharaciasper la seua
composicié quimica i les seues caracteristiguesnagniques, d'entre
diverses espeécies bioenergeticament potencialsadeoha mediterrania
Sobre esta planta s’ha investigat el seu rendimetencial en Kg ha de
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latex en distintes condicions edafologiques, deirdg salinitat per tal de
determinar quines son les seues condicions oOptidgesonreu i com

reacciona davant les condicions adverses.

Segons els resultats obtinguts, podriem estimaEqularaciasdonaria
una produccié de 5600 Kg hae materials transformables en combustibles,
dels quals 1300 Kg haserien de compostos hidrocarbonats del latex i
4300 Kg h& correspondrien a carbohidrats facilment fermeetabi
transformables en etanol. Aixk. characiases tracta d’'una planta molt
adaptada a |I'entorn mediterrani i podria considegaun candidat potencial

com cultiu d’energia eficient i sosnible.

3. Abstract

Interest in biofuels has growth in the recent yahrs to the excessive
dependence of our society on oil, a non-renewald&ural resource.
Consequently, the research has been focused onotegies based on
converting plant resources into fuels. However,nplaources generally
compete on resources with food crops (land andrjyage it is essential to
find new, sustainable and efficient energy cropghwvew irrigation and

fertilization requirements.

Latex is a viscous white liquid possessing a simifamposition to the
crude oil (mainly hydrocarbon compounds) which t@&nprocessed using
the conventional refinery technologies. Latex-bsaplants are abundant in
the Mediterranean area and therefore well adapiedemi-arid climatic
conditions. In the 70’s, Melvin Calvin began an estigation of various
plants of the genukuphorbiain order to ascertain the potential yield in
latex production.
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In this thesis, the latex bearing pldit characiashas been selected
among several bio-energetically potential specieshe Mediterranean
region due to its chemical composition and agrowmamgualities. The
potential yield of latex in Kg Kaunder different soil conditions, irrigation
and salinity has been studied in order to estalh&hoptimum growing

conditions and to determine its reaction againgirenmental changes.

The results showed thgt characiasvould provide a production of 5600
Kg ha' of biomass directly convertible into combustiblemong them,
1300 Kg h& may be hydrocarbons from latex, and 4300 K thee readily
fermentable carbohydrates into ethanol. Being d-addpted plant to the
Mediterranean climatic conditions we consider tipant a potential
candidate for being used as a source of sustairaideefficient energy

crop.
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