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Abstract

Il progetto BIOACTAM (Biochar: innovazioni ottenute attraverso carbonizzazioni testate in Amiata e

Maremma), finanziato dalla Regione Toscana nell’ambito dei Piani Strategici dei Gruppi Operativi del

PSR 2014-2020, è volto all’applicazione di modelli innovativi di economia circolare nelle filiere agro-
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alimentari  mediante  lo  sviluppo  di  processi  e  prodotti,  basati  sull’estrazione  di  principi  bioattivi

naturali e sulla produzione di biochar, da biomasse lignocellulosiche del settore agricolo e forestale. Le

attività, svolte principalmente nell’ambito della filiera olivicolo-olearia da un partenariato di enti di

ricerca e imprese di settori diversi, dall’agricolo-forestale al cosmetico, hanno permesso di ottimizzare

un processo sostenibile semi-industriale di estrazione acquosa e concentrazione di principi bioattivi da

foglie e potature di olivo per applicazione in diversi settori merceologici; a partire dalla stessa matrice è

stata inoltre ottimizzata e standardizzata una tecnologia innovativa per la produzione di biochar che ha

previsto la realizzazione e messa in opera di uno specifico prototipo di forno a pirolisi diretta lenta. Il

biochar  e  gli  estratti  naturali  sono  stati  caratterizzati  per  proprietà  chimico-fisiche,  contenuto  di

composti  bioattivi  ed  attività  antimicrobica  e  antiossidante.  Sono stati  quindi  sperimentati  per  la

realizzazione di prodotti cosmetici naturali e nel settore agronomico su colture di olivo e solanacee,

mostrando interessanti  effetti  come ammendanti  e consentendo la parziale sostituzione della torba,

risorsa non rinnovabile, nella composizione di terricci. L’applicazione dell’innovazione proposta potrà

apportare vantaggi in termini di sostenibilità ambientale ed economica,  nuove sinergie nella realtà

rurale locale mirate al recupero dei residui lignocellulosici, un incremento della fertilità dei suoli e

della diversificazione e qualificazione delle produzioni aziendali.

The BIOACTAM project (Biochar: innovations obtained through carbonizations tested in Amiata and

Maremma),  funded by Tuscany Region within the Rural Development 2014-2020 for Operational

Groups, aimed to apply innovative circular economy models in the agro-food supply chains through

the development of processes and products based on the extraction of natural bioactive principles and

production of biochar from lignocellulosic biomass of agro-forestry. The activities, mainly carried out

within the olive-oil supply chain by a partnership of research institutions and companies of different

sectors from agriculture-forestry to cosmetics, allowed the optimization of a sustainable semi-industrial

process of aqueous extraction and concentration of bioactive principles from olive leaves and pruning

for  application  in  different  sectors;  moreover,  an  innovative  technology  was  optimized  and

standardized  for  the  production  of  biochar  starting  from the  same  materials,  which  involved  the

construction and implementation of a suitable slow direct pyrolysis kiln prototype. The biochar and

natural extracts were characterized for chemical-physical properties, content of bioactive compounds

and antimicrobial and antioxidant activity. Therefore, they were tested for the formulation of natural

cosmetic products and in the agronomic sector on olive and solanaceae crops, showing interesting

effects as soil improvers and allowing the partial replacement of peat, non-renewable resource, in the

composition of soils. The application of the proposed innovation will bring advantages in terms of

environmental and economic sustainability, new synergies in the local rural reality aimed at recovering

lignocellulosic  residues,  an increase in soil  fertility and in the diversification  and qualification  of
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productions.

Parole  chiave: Economia  circolare,  biochar,  polifenoli,  cosmetici  naturali,  agricoltura  green,

estratti naturali

1. Introduzione

Lo sviluppo di tecnologie nuove e innovative ha permesso, in tempi recenti, il recupero di attività

agroforestali  un tempo diffuse e  remunerative,  ma progressivamente  abbandonate a  causa delle

trasformazioni socio-economiche e delle difficoltà nello sfruttamento delle risorse, in particolare per

quanto  riguarda  territori  facenti  parte  di  aree  montane  o  interne.  L’approccio  attuale  per  il

superamento di tali criticità mira non più all’introduzione di politiche redistributive e assistenziali,

ma all’individuazione di percorsi di sviluppo basati sulla gestione sostenibile del territorio rurale

(approccio  placebased,  Barca  2009).  La  produzione  di  carbone  vegetale  sul  Monte  Amiata

costituisce  in  questo  senso  un  esempio  di  risorsa  importante  per  il  settore  agro-forestale  sul

territorio, attualmente in fase di ripresa grazie allo sviluppo di nuove tecniche quali l’impiego di

forni  mobili  orizzontali  e  verticali.  In  questo  contesto,  il  progetto  BIOACTAM  (Biochar:

innovazioni  ottenute  attraverso  carbonizzazioni  testate  in  Amiata  e  Maremma),  finanziato  dalla

Regione Toscana nell’ambito dei Piani Strategici dei Gruppi Operativi del PSR 2014-2020, si è

proposto di promuovere la valorizzazione di tale attività mediante lo sviluppo e l’applicazione di

modelli  sostenibili  di  economia  circolare basati  sulla produzione di  biochar  e  sull’estrazione  di

principi bioattivi naturali da biomasse lignocellulosiche, in particolare per quanto riguarda il settore

olivicolo-oleario,  mirando  ad  aumentare  la  fertilità  dei  suoli,  alla  mitigazione  dei  cambiamenti

climatici e ad un concreto sviluppo delle green technologies. L’obiettivo del progetto ha previsto la

prototipazione e messa a punto di un forno mobile orizzontale sviluppato per una pirolisi lenta,

alimentato con una centralina a biomasse legnose a funzionamento continuo e controllo da remoto,

per la realizzazione di una nuova generazione di prodotti sostenibili derivanti dalla pirolisi parziale

di foglie e potature di olivo, da applicare nei settori vivaistico, agricolo e cosmetico. Le foglie e le

potature, ricche in principi naturali bioattivi termolabili, soggetti quindi a degradazione durante il

processo di pirolisi,  sono state preventivamente sottoposte ad un processo di estrazione acquosa

specificamente progettato allo scopo di recuperare e sfruttare tali composti,  ottenendo quindi, in

aggiunta al biochar, estratti sostenibili ricchi in principi attivi naturali come ulteriore prodotto. Il

progetto ha previsto anche la  caratterizzazione  del  biochar  ottenuto  classificandolo  in  base alle

tipologie  e  caratteristiche  delle  matrici  di  origine  e  delle  temperature  di  carbonizzazione.  Sono
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inoltre  stati  analizzati  e  caratterizzati  gli  estratti  acquosi  per  quanto  riguarda  il  contenuto  in

composti bioattivi ad azione antiossidante ed antimicrobica, in particolare composti polifenolici e

secoiridoidici caratteristici dell’olivo. Il biochar ottenuto è stato testato per valutarne le possibili

applicazioni nei settori agronomico e cosmetico. Nel primo caso sono state approfondite le evidenze

di  letteratura  circa  l’azione  di  contrasto  a  fitopatogeni  tellurici  (Graber  et  al.,  2014)  o  come

ammendante in grado di stimolare la crescita vegetale (Glaser et al. 2002; Chan et al. 2007; Baronti

et  al.  2010;  Graber  et  al.  2010;  Vaughn et  al.  2013),  che  dipende dalla  tipologia  di  biomassa

d’origine e della sua dose d’impiego. Proprio per contestualizzare l’azione agronomica al biochar

del presente lavoro, questo è stato saggiato, da solo o in combinazione con gli estratti da olivo del

progetto,  in  vitro per  il  contrasto  ad  alcuni  fitopatogeni  tellurici  delle  Solanaceae  e,  in  vivo,

nell’efficacia ammendante verso pomodoro da mensa coltivato in vaso.  Nel settore cosmetico, il

biochar  e  gli  estratti  naturali  sono  stati  sperimentati  sia  tal  quali  che  in  combinazione  per  la

realizzazione  di  prodotti  cosmetici  naturali  in  fase  prototipale.  Nell’ambito  del  progetto  si  è

strutturata una possibile filiera mirata ad enfatizzare la sostenibilità della produzione di biochar su

media scala in ottica di “circular economy” cercando di minimizzare le esternalità negative legate al

processo di pirolisi e mirando a bilanci energetici e CO2 prossimi alla neutralità su scala di sistema

produttivo. Il progetto BIOACTAM ha previsto un partenariato costituito sia da enti di ricerca che

da aziende operative  in diversi  settori,  dall’agro-forestale  al  cosmetico,  sul territorio del  Monte

Amiata  e  della  Maremma.  Questo  ha  permesso  l’integrazione  di  attività  di  ricerca  con  aspetti

applicativi,  logistici  e  produttivi,  nonché  la  sinergia  di  figure  appartenenti  a  diversi  settori,  ad

ulteriore  consolidamento  dell’economia  locale.  L’applicazione  dell’innovazione  proposta  potrà

quindi apportare vantaggi in termini di sostenibilità ambientale ed economica, nuove sinergie nella

realtà rurale locale mirate al recupero dei residui lignocellulosici, un incremento della fertilità dei

suoli e della diversificazione e qualificazione delle produzioni aziendali.

2. Metodologia

2.1 Prototipazione forno e analisi di caratterizzazione del biochar

La pirolisi della biomassa è comunemente considerata un processo di conversione termochimica

(Panwar et al., 2012; Picchio et al., 2020, 2023). Le caratteristiche fisico-chimiche del biochar sono

determinate dal tipo di materia prima e dalla temperatura di pirolisi: in questo specifico caso le

prove di pirolisi sono state eseguite ad una temperatura massima di 450 °C per ciascun campione. È

stato utilizzato un moderno forno di carbonizzazione orizzontale (Picchio et al., 2023), costituito da

una struttura  metallica  posta  su piedi  telescopici.  È  presente  un vano per  caricare  la  biomassa
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legnosa e una piccola apertura per il mantenimento del fuoco con bruciatore automatico a cippato e

camino posteriore. La produzione di biochar (max 4 m3 per ciascun processo) da diversi tipi  di

biomassa  è  stata  eseguita  secondo  la  seguente  procedura  e  sequenza  senza  interruzioni  che

compongono un ciclo di carbonizzazione: (i) fase di essiccazione: 3 ore da 30 °C a 150 °C, (ii)

prima fase di carbonizzazione: 90 min da 120 °C a 200 °C, (iii) seconda fase di carbonizzazione: 90

min da 200 °C a 250 °C, (iv) terza fase di carbonizzazione: 120 min da 250 °C a 450 °C, (v) fase

finale di carbonizzazione: 12 h da 450 °C a 50 °C (in questa fase viene interrotta l'immissione di

energia  termica  nel  processo  e  tutti  gli  accessi  all'aria  vengono  bloccati,  quindi  inizia  la  lenta

diminuzione della temperatura che in circa 12 ore passa da 450°C a circa 50°C). Il biochar prodotto

è stato prima valutato visivamente e poi sottoposto ad analisi fisico-chimiche. La biomassa legnosa

è stata ottenuta dalla lavorazione dei residui di potatura di olivo (Olea europaea L.) ottenuto dalla

potatura di alberi  gestiti  in sistema biologico e allevati  lungo le pendici  del monte Amiata e la

Maremma Grossetana. Il biochar è stato ottenuto mediante 3 cicli (processi di carbonizzazione) e

sono state utilizzate quattro repliche per ciascun ciclo e ciascun parametro. Il potere calorifico è

stato determinato secondo la norma EN ISO 18125 [EN ISO 18125: 2018. Biocombustibili solidi –

Determinazione  del  potere  calorifico].  La  granulometria  del  biochar  ottenuto  è  stata  eseguita

utilizzando i sistemi di riferimento per il cippato P16 secondo la norma ISO 17225-4. Il potere

calorifico  superiore  (HHV)  è  stato  determinato  utilizzando  il  calorimetro  Anton  Paar  6400

isoperibol (USA). La densità apparente è stata valutata in conformità alla norma EN ISO 17828 [EN

ISO 17828: 2016]. Il contenuto di umidità è stato determinato secondo la norma EN ISO 18134-1

[EN ISO 18134-1: 2015], utilizzando un forno di essiccazione Memmert UFP800 (Germania). Il

valore del pH è stato misurato mediante analisi potenziometrica mediante pHmetro S500 Mettler-

Toledo  (USA),  utilizzando  sospensioni  di  biomassa/soluzione  salina  (biomassa-KCl  1  M)  in

proporzione  1:  2,5.  La  misurazione  della  sostanza  organica  è  stata  effettuata  mediante

incenerimento in muffola Nabertherm L3/11 (Germania) a 400°C per 4 ore dopo l'eliminazione

completa dell'acqua e un pretrattamento a 160°C per 6 ore. Utilizzando il metodo diretto con il

fattore di conversione di Van Bemmelen (1,724) è stata valutata la quantità di carbonio organico.

Per  valutare  il  contenuto  di  carbonio  inorganico,  la  misurazione  è  stata  effettuata  mediante

incenerimento in muffola a 1000°C per 2 ore. Il carbonio inorganico è stato ottenuto osservando la

perdita di peso tra 400°C e 1000°C e moltiplicandola per una costante di conversione di 0,273 per

convertire la massa di CO2 nella massa di carbonio. La caratterizzazione del biochar in termini di

contenuti di C, H e N è stata effettuata in conformità con lo standard EN-15104. Il contenuto di Cl è

stato determinato secondo la norma EN 15289. Per la determinazione del contenuto degli elementi

maggiori e minori che formano ceneri (escluso Cl), una digestione pressurizzata in più fasi con

HNO3 (65%)/HF (40%)/H3BO3 seguita da misurazione mediante spettroscopia di emissione ottica-
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plasma  accoppiato  induttivamente  (ICP-OES)  o  la  spettroscopia  plasma-massa  accoppiata

induttivamente (ICP-MS) è stata applicata mediante lo spettrometro Agilent 5800 ICP-OES (USA),

a seconda dei limiti di rilevamento richiesti.

2.2 Estrazione e caratterizzazione chimica dei composti bioattivi

L’estrazione  è  stata  effettuata  in  estrattore  solido-liquido  Naviglio®,  descritto  in  dettaglio  in

Naviglio,  2003.  L’estrazione  è  stata  condotta  in  acqua  a  45°C  sul  materiale  precedentemente

essiccato, per una durata di 2.5h. Il rapporto materia prima/acqua è del 3.8% p/V. Le analisi HPLC-

DAD-MS sono state effettuate utilizzando un cromatografo liquido HP-1260 munito di un rivelatore

DAD  e  uno  spettrometro  di  massa  HP 1100  MSD  API-electrospray  (Agilent  Technologies)  e

colonne cromatografiche LiChrosorb RP18 4.6x250 mm, 5µm (Merck) e Luna C18 250×4.60 mm,

5μm  (Phenomenex)  secondo  le  metodologie  riportate  precedentemente  (Campo  et  al.,  2016;

Romani et al., 2020). Le analisi sono state eseguite in triplicato, con deviazioni standard inferiori al

5%.

2.3 Attività antimicrobica del biochar adsorbito in vitro

I test sono un riadattamento della tecnica del substrato avvelenato nella quale una sostanza da

testare è incorporata nel substrato di coltura da inoculare con il fungo scelto. I diametri di colonia

vengono misurati a fine del test e la percentuale di inibizione viene calcolata. Nel presente lavoro il

materiale da testare non è stato un estratto liquido ma biochar solido, adsorbito con gli estratti. La

procedura  di  preparazione  del  Potato  Dextrose  Agar  (PDA),  mantenimento  dei  patogeni,

inoculazione,  misurazione  e  analisi  statistica,  è  riportata  in  Romani  et  al.  (2021)  con  alcune

modifiche.  I  patogeni  testati  sono stati:  Fusarium oxysporum f.  sp.  radicis-lycopersici,  Pythium

ultimum e  Sclerotium rolfsii,  organismi  noti  per  colpire  anche  le  solanacee.  Il  biochar  è  stato

imbibito con le varie sostanze testate (estratto in polvere di castagno: CAST; estratto di lentisco:

LEN; estratto di foglie di olivo: OLIV; mix 1:1:1 dei tre estratti: MIX) portandolo a saturazione con

gli estratti liquidi e lasciandolo asciugare al sole per 48h. Per la preparazione del substrato in ogni

piastra è stato aggiunto circa 20mL di biochar sterile misurato con un contenitore tarato, coperto

successivamente da 20mL di PDA sterile, sufficiente a coprire il biochar. Un primo set di piastre è

stato inoculato il  giorno dopo la loro preparazione,  mentre  un secondo set è stato mantenuto a

temperatura  ambiente  per  30  giorni  prima  dell'inoculo  per  stabilire  se  un  eventuale  rilascio

dell'estratto avesse potuto migliorare le performance antimicrobiche nel tempo.  È stato messo a

punto anche un test per stabilire l'eventuale effetto antimicrobico degli estratti e dei semilavorati a

base di biochar contro il batterio Escherichia coli, per applicazioni in campo cosmetico. I substrati

sono stati preparati usando Mueller Hinton Agar (MH) come base, aggiungendo ad ogni tesi i vari
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estratti, correggendo il pH a 7.0 con KOH 1M e sterilizzandoli tramite autoclavatura. I substrati

contenenti biochar sono stati preparati sospendendo in MH una quantità di biochar adsorbito pari al

5% p/v. I substrati sono così riassumibili: controllo (tesi CTRL, MH come da etichetta), trattati con

solo gli estratti (tesi CAST, LEN, OLIV e MIX), controllo con biochar (MH con 5%p/v di biochar

tal  quale)  e  trattati  con biochar  (tesi  B+CAST,  B+LEN,  B+OLIV,  B+MIX,  ovvero  MH con i

campioni di biochar adsorbito). Per ulteriori indagini sono stati preparati dei substrati contenenti

solo MH a cui è stato aggiunto una quantità di estratto di castagno pari allo 0% (CTRL), 0.1%,

0,25% e 0.5% (tesi  CAST0.1%, CAST0.25% e CAST0.5%).  L'inoculo è  stato ottenuto  da una

coltura  liquida  incubata  a  37°C per  24h  sottoposta  ad  opportune  diluizioni  con  una  soluzione

fisiologica sterile fino ad ottenere una sospensione batterica 1:10.000 e 1:1.000.000. Le piastre sono

state inoculate con 100μL di sospensione e incubate a 37°C per 24h, dopodichè è stata effettuata la

conta delle unità formanti colonia (ufc). Per ogni valore di ufc è stata calcolata la percentuale di

inibizione con la formula [(Nc – Nt)/Nc]*100, dove Nc = numero ufc controllo e Nt = numero ufc

trattato. Ogni valore di inibizione per tesi è il frutto della media di 3 repliche. 

2.4 Attività biostimolante del biochar su pomodoro in vivo

È stato testato l'effetto biostimolante del biochar sullo sviluppo di pomodoro da mensa coltivato

in vaso in serra. Allo scopo è stato allestito un test trapiantando in vasi (Ø22cm) piante di pomodoro

(Solanum lycopersicum  cv. Costoluto Fiorentino) a 35 giorni dalla semina. Sono state allestite 3

tesi: terriccio commerciale tal quale (CTRL), terriccio con 15% p/p di biochar (tesi B) e terriccio

con 15% p/p di biochar adsorbito con MIX (tesi BA+). Le piante, 9 per tesi, sono state posizionate

in maniera randomizzata in serra fredda, provvedendo a regolari annaffiature. Dopo 35 giorni di

coltura sono stati quindi effettuati i primi rilievi, misurando l’altezza delle piante, il  diametro al

colletto e il numero di foglie per pianta. Dopo 60 giorni di coltivazione la prova è terminata e, oltre

ai tre parametri precedenti, sono stati rilevati anche il peso secco della porzione aerea e delle radici

(previo lavaggio) dopo essiccazione in stufa a 100°C sino a peso costante. I dati raccolti, frutto della

media di 9 repliche per ogni tesi, sono stati sottoposti ad analisi della varianza (ANOVA) tramite

DSAASTAT. Le medie sono state separate usando il Tukey's range test e la significatività statistica

è stata valutata a p<0.01. 

2.5 Valutazione dermatologica dei cosmetici naturali prototipati

La valutazione dermatologica di scrub e detergente è stata fatta mediante patch test con metodo

standard MP 1299 rev4 2019. Il test consiste in un'applicazione standardizzata di prodotti in dose

singola sulla pelle intatta che incrementa l’esposizione rispetto all’uso reale. L'obiettivo è valutare

la  compatibilità  del  prodotto  con  la  pelle  umana,  definita  come  assenza  di  irritazioni  cutanee
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conseguenti  alla  prima  applicazione,  ma  non  per  definire  il  potenziale  irritante  intrinseco  del

materiale. Il test viene condotto su 20 volontari adulti ambosessi, selezionati dopo l’applicazione di

specifici criteri di inclusione/non-inclusione. Il campione viene deposto in appositi dischi di carta

filtro, aventi un diametro di 8 mm, area di 50 mm2, ed un volume di circa 20 microlitri, di cui è

provvisto il Van der Bend Patch Test Chamber. L'apparato viene applicato sulla cute del dorso del

volontario. Il test è stato effettuato utilizzando i prodotti diluiti 1:10, per una durata di 24h. I rilievi

sono stati effettuati a 30 minuti e al termine del test.

3. Discussione dei risultati

3.1 Rendimenti prototipo e caratterizzazione del biochar

Il prototipo realizzato ha fornito interessanti prestazioni su scala di cantiere ed ha evidenziato la

piena sostenibilità del sistema di carbonizzazione diretta per pirolisi lenta. Il processo è stato gestito

con una media di consumo di cippato di 70-80 kg ed un irrisorio apporto di energia elettrica (0,28

kWh). La resa in carbonizzazione è leggermente inferiore alla carbonizzazione del solo materiale

legnoso, proprio per la presenza del fogliame nelle  potature di olivo.  La Tabella  1 riassume le

caratteristiche  del  biochar  derivato  da materia  prima di  potature  legnose  comprensive  di  foglie

derivate  da oliveti  gestiti  in  biologico  attraverso  una  pirolisi  lenta  a  una temperatura  media  di

450°C. I risultati del test ANOVA a effetti casuali applicato non hanno mostrato differenze tra i tre

cicli di carbonizzazione analizzati. I valori di densità apparente erano simili a quelli riscontrati in

altri studi (Yaashikaa et al., 2020) evidenziando delle buone proprietà con aspetti positivi legati

all'aumento  della  porosità.  Il  contenuto  di  ceneri  ha  raggiunto  valori  positivi  aumentando  la

formazione di strutture aromatiche che contribuiscono notevolmente al contenuto di carbonio fisso.

In generale, valori più elevati di questi sarebbero indicativi di un tempo di permanenza del biochar

più lungo nel  suolo.  I  valori  di  conducibilità  elettrica  sono medio-alti  e  sono il  risultato  di  un

aumento della quantità di ioni presenti attraverso l'aumento della frazione di ceneri (Askeland et al.,

2019) e strettamente correlato alla temperatura di pirolisi.  I risultati dell'analisi dei contaminanti

riferiti  ai  metalli  pesanti  hanno  evidenziato  che  i  valori  registrati  erano  inferiori  al  limite  di

quantificazione (<LQ) (2 mg/kg) in tutti  i  campioni.  I sedici  IPA USEPA misurati  nello studio

erano al di sotto del limite di rilevamento (0,5 mg/kg). I risultati del test ANOVA a effetti casuali

applicato non hanno mostrato differenze tra i tre cicli di carbonizzazione analizzati.
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Tabella 1 – Caratterizzazione del processo e del biochar prodotto, valori medi e SD: deviazione

standard. Risultati ANOVA ad effetti randomizzati per i 3 processi di carbonizzazione.

Parametri Media SD
p-

value
Resa di carbonizzazione 23% 3.2% >0.05
Densità apparente kg/m3 103.1 9.6 >0.05
Potere calorifico superiore MJ/kg 27.2 1.6 >0.05
H 1.20% 0.51% >0.05
C 79.20% 9.11% >0.05
N 0.68% 0.10% >0.05
O 1.30% 0.59% >0.05
Carbonio come CO2 2.65% 0.55% >0.05
Carbonio (organico) 72.1% 10.2% >0.05
Zolfo (totale) 0.04% 0.01% >0.05
H/C 0.19 0.06 >0.05
O/C 0.012 0.002 >0.05
C/N 200.1 68.1 >0.05
Ceneri 13.50% 2.11% >0.05
pH 8.77 1.0 >0.05
Superficie specifica m2/g 271 15.2 >0.05
Sostanze volatili 3.9% 0.15% >0.05
Conduttività elettrica µS/cm 340 15.1 >0.05
Contenuto in sali g/kg 0.451 0.07 >0.05

3.2 Estrazione e caratterizzazione chimica dei composti bioattivi

I residui dell’olivicoltura derivanti dalla manutenzione degli oliveti, potature e soprattutto foglie,

sono  documentati  nella  letteratura  scientifica  per  il  loro  contenuto  in  composti  polifenolici  e

secoiridoidici  dotati  di  attività  biologiche,  antiossidante  ed  antimicrobica  in  particolare,  che  li

rendono interessanti  candidati  per la  sostituzione parziale  o totale  di  principi attivi  di sintesi  in

numerosi  settori  merceologici  (Romani  et  al.,  2017; Olivares-Vicente et  al.,  2018; Selim et  al.,

2022). Tali composti sono instabili alle alte temperature e vanno incontro a fenomeni degradativi

durante  il  processo  di  pirolisi.  In  un’ottica  di  economia  circolare  e  secondo  il  concetto  di

bioraffineria,  che  prevede l’integrazione  di  processi  mirati  ad uno sfruttamento  il  più possibile

completo delle materie prime seconde per ottenere nuovi prodotti, è stato previsto nell’ambito del

progetto uno step di  trattamento  delle  potature  di olivo  preliminare  al  processo di pirolisi,  che

consiste  nell’estrazione  dei  composti  attivi  per  ottenere  estratti  naturali  da  utilizzare  in  settori

differenziati. 

È  stato  quindi  progettato  e  realizzato  un  processo  sostenibile  di  estrazione  acquosa,  a

temperatura controllata (45°C), i cui parametri sono stati selezionati e ottimizzati in laboratorio e

successivamente trasferiti su scala semi-industriale estraendo il materiale vegetale precedentemente
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essiccato,  fornito dalle aziende partner del progetto in seguito alle operazioni di potatura,  in un

estrattore in acciaio inox da 200 L. Gli estratti sono stati analizzati via HPLC-DAD-MS per il loro

contenuto in composti polifenolici e secoiridoidici sia al fine di monitorare le rese estrattive in fase

di messa a punto del processo, sia per caratterizzare l’estratto finale. In Tabella 2 sono riportati i

risultati dell’analisi quali-quantitativa HPLC-DAD-MS dell’estratto semi-industriale:

Tabella 2 – Analisi quali-quantitativa HPLC-DAD-MS dei composti polifenolici e secoiridoidici

nell’estratto di potature di olivo

Composto mg/L
idrossitirosolo 18.9 
verbascoside 37.2
flavonoidi 5.70
oleuropeina 137
Totale 199

In base alle analisi effettuate il processo estrattivo risulta esauriente; la ridotta concentrazione dei

composti presenti è dovuta alla scarsa disponibilità, nei tempi del progetto, di materiale vegetale

rispetto al volume estraente (rapporto p/V 3.8%). 

Risulta  confermata  la  presenza  di  composti  polifenolici  e  secoiridoidici,  in  particolare  di

oleuropeina che costituisce circa il 70% in peso dei composti identificati e quantificati. Gli estratti

sono  stati  quindi  valutati  per  l’attività  antiossidante  ed  antimicrobica  e  successivamente

sperimentati per le possibili applicazioni nei settori agronomico e cosmetico. L’attività antiossidante

è stata determinata in vitro mediante saggio spettrofotometrico con reattivo di Folin-Ciocalteu, che

fornisce una valutazione del contenuto in fenoli e polifenoli totali correlato appunto con l’attività

antiossidante del campione. Il risultato del saggio sull’estratto di foglie di olivo è di 480 mg/L GAE

(Gallic Acid Equivalents). 

Nell’ambito dei test per il settore agronomico sono state prese in considerazione ulteriori specie

vegetali da sperimentare a confronto e in combinazione con l’estratto di olivo, in quanto in generale

i  prodotti  naturali  risultano  maggiormente  efficaci  se  basati  su  miscele  di  estratti  contenenti

sottoclassi  diverse di composti  attivi.  Con la stessa metodica sono stati  quindi ottenuti  su scala

semi-industriale  un estratto  acquoso di foglie di  lentisco e uno da cippato di legno di castagno

proveniente dalla gestione dei castagneti largamente diffusi in territorio amiatino. Si riportano di

seguito i risultati della caratterizzazione quali-quantitativa HPLC-DAD-MS degli estratti:
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Tabella 3 – Analisi quali-quantitativa HPLC-DAD-MS dei composti polifenolici nell’estratto di

foglie di lentisco

Composto mg/L
acido monogalloil chinico 1 226
acido gallico 127
acido monogalloil chinico 2 307
acido monogalloil chinico 3 314
acido monogalloil chinico 4 tracce
acido digalloil chinico 1 154
acido digalloil chinico 2 284
catechina 53.2
miricetina rutinoside 239
miricetina galattoside 74.0
miricetina glucoside tracce
quercetina rutinoside (rutina) 35.6
miricetina ramnoside 475
quercetina galattoside 12.0
quercetina arabinoside tracce
quercetina ramnoside 40.0
miricetina 72.1
quercetina derivati quant. come quercetina glucoside 82.0
Totale 2494

Tabella 4 – Analisi quali-quantitativa HPLC-DAD-MS dei composti polifenolici nell’estratto di

cippato di legno di castagno

Composto mg/L
vescalina 1770
castalina 899
pedunculagina I 614
monogalloil glucosio 531
acido gallico 4448
monogalloil glucosio II tracce

roburina D 525

vescalagina 6215

C-glucoside tergallagico deidrato 344

castalagina 5302
digalloil glucosio 1638
O-galloil castalagina isomero 2787
trigalloil glucosio 2895
tetragalloil glucosio 915

acido ellagico 828
Totale 29711
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Gli  estratti  di  lentisco  e  di  castagno  sono  stati  successivamente  concentrati  in  evaporatore

industriale sotto vuoto fino a raggiungere concentrazioni in polifenoli totali rispettivamente di 23.4

e di 98.3 g/L.

3.3 Attività antimicrobica del biochar adsorbito in vitro

I trattamenti non sono stati sufficienti a causare l'inibizione di Phytium ultimum, rendendo così

un'inibizione pari allo 0% in tutti i casi (dati non mostrati), anche se è possibile assistere ad una

riduzione della densità del micelio, ma non del diametro di colonia. 

Con Fusarium oxysporum il biochar adsorbito con il mix di estratti è stato il più efficace, con

una media del 63.7% di inibizione, seguito dal solo biochar che ha inibito il 24.7% della crescita

miceliare. I tre estratti singoli, CAST, LEN e OLIV, sono risultati invece inefficaci nel manifestare

un effetto inibitorio. Con Sclerotium rolfsii, il biochar senza estratti ha inibito il 57.0% della crescita

miceliare, mentre in tutti gli altri casi, quando addizionato con gli estratti, ha avuto performance

migliori. E' stato quindi osservato il 75.6% di inibizione con CAST, 71.88% con LEN, 66.8% con

OLIV e 81.88% con MIX. 

I quattro estratti risultano sostanzialmente simili tra di loro dal punto di vista statistico, mentre

sono  diversi  da  CTRL  in  modo  statisticamente  significativo.  La  deviazione  standard  risulta

comunque  molto  elevata  per  entrambi  i  patogeni,  ciò  suggerisce  che  il  materiale  testato  non è

ancora sufficientemente standardizzato e che piccole differenze di pezzatura e di uniformità  del

materiale possono manifestarsi con differenze nei risultati. 

Nella prova ripetuta usando piastre preparate 30 giorni prima, in modo da stabilire se con il

tempo  gli  estratti  vengano  desorbiti  ed  espletino  un  effetto  a  lunga  durata,  l'efficacia  è  stata

mediamente più alta; tuttavia la maggiore inibizione rilevata anche nel controllo con solo il biochar

tal  quale,  fa ipotizzare che l’effetto sia dovuto anche alla minore quantità di acqua disponibile.

Nella Tabella 5 sono riportati i valori di inibizione dei due esperimenti. 

Contro Fusarium oxysporum si osserva un miglioramento nella percentuale di inibizione con i tre

estratti (CAST, LEN e OLIV), ma un peggioramento delle performance con il MIX. Nel caso dei tre

estratti  singoli  è  stata  rilevata  una  differenza  minima  e  trascurabile  rispetto  al  controllo.  Un

miglioramento  netto  lo  si  osserva  invece  contro  Pythium ultimum,  eccetto  per  il  controllo  con

biochar tal quale. 

I  risultati  mostrano tuttavia  un’ampia  deviazione  standard,  che può essere imputata  alla  non

standardizzazione del materiale di partenza. Miglioramenti trascurabili si osservano anche contro

Sclerotium rolfsii, dove comunque l'inibizione osservata supera il 50% in tutti i casi. 
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Tabella 5 – Comparazione delle percentuali di inibizione tra i due esperimenti.

F. oxysporum P. ultimum S. rolfsii

CTRL+B 0gg 24.07 0.00 57.00

30gg 9.49 0.00 62.99

CAST 0gg 0.00 0.00 75.63

30gg 7.17 81.43 69.72

LEN 0gg 0.00 0.00 71.88

30gg 7.66 53.28 77.03

OLIV 0gg 3.13 0.00 66.77

30gg 10.52 55.12 73.75

MIX 0gg 63.7 0.00 81.88

30gg 27.02 59.42 72.70

Figura 1 – Esempio dell'applicazione del test del substrato avvelenato su Sclerotium rolfsii. 

Il test per stabilire l'eventuale effetto antimicrobico degli estratti e dei semilavorati a base di

biochar contro il  batterio  Escherichia coli è stato effettuato usando due diverse diluizioni  della

sospensione batterica originale,  in modo da stabilire quale concentrazione sia la migliore ai fini

della raccolta dati. 

I  risultati,  in  alcuni  casi  coerenti  tra i  due set  di  esperimenti,  mentre  in altri  discordi e non

comparabili, sono schematizzati nella Tabella 6, espressi come percentuale di inibizione rispetto al

controllo CTRL (MH senza aggiunte). 
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Tabella 6 – Comparazione delle percentuali di inibizione tra le due diluizioni.

Diluizione
1:10.000

Diluizione
1:1.000.000

CAST 100 ± 0 100 ± 0

LEN 100 ± 0 100 ± 0

OLIV -4.24 ± 25.17 5.48 ± 15.87

MIX 100 ± 0 100 ± 0

BIOCHAR 54.24 ± 14.38 7.23 ± 10.99

B + CAST -3.39 ± 7.77 4.49 ± 4,76

B + LEN 25.42 ± 7.77 48.27 ± 20.42

B + OLIV 47.46 ± 19.25 3.78 ± 14.48

B + MIX 37.29 ± 11.74 12.48 ± 10.81

I risultati  maggiormente analoghi  tra di  loro sono quelli  ottenuti  sui substrati  senza biochar,

caratterizzati da una tessitura uniforme e da una distribuzione omogenea del principio attivo nel

reticolo del gel. In entrambi i casi l'inibizione è pari al 100% su estratto di castagno, lentisco e la

miscela dei tre estratti, mentre l'estratto di olivo risulta inefficace. 

Al contrario,  i risultati  ottenuti  su biochar sono stati  abbastanza discordi tra le ripetizioni.  Il

substrato è infatti  meno omogeneo e la concentrazione degli estratti  dipende da quanta sostanza

viene desorbita  dal  biochar.  Solo sul  biochar  adsorbito  con estratto  di  castagno i  risultati  sono

comparabili, mentre negli altri casi la differenza è più marcata, rendendoli quindi poco attendibili. 

Figura 2 – Escherichia coli, diluizione 1:10.000

Per indagare in modo approfondito l'inefficacia dell’estratto di castagno, è stato effettuato un test

analogo col solo tannino in concentrazioni inferiori (0.1%, 0.25% e 0.5%). I risultati dimostrano che
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l'estratto di castagno in tutte le dosi testate causa un'inibizione del 100% contro  Escherichia coli,

mentre il substrato contenente biochar adsorbito con lo stesso estratto risulta inefficace. Si conclude

che la forte capacità  di  adsorbimento del biochar,  almeno nel  brevissimo termine,  impedisce la

cessione di una quantità di estratto sufficiente ad espletare una funzione antimicrobica. 

Figura 3 – Escherichia coli, diluizione 1:100.000, substrati con solo estratto di castagno

comparato con lo stesso adsorbito su biochar. 

In definitiva, a differenza di quanto rilevato per i fitopatogeni, il test in ambito cosmetico ha

messo  in  evidenza  come il  biochar  arricchito  con gli  estratti  naturali  non garantisca  un effetto

antibatterico utile, probabilmente a causa del forte potere adsorbente del biochar stesso. Per contro i

risultati ottenuti con gli estratti tal quali sono risultati incoraggianti e ne lascino ipotizzare un loro

uso in cosmesi come antimicrobici. 

3.4 Attività biostimolante del biochar su pomodoro in vivo

I primi rilievi non distruttivi effettuati dopo 35 giorni di coltivazione hanno messo in evidenza le

prime differenze tra le tesi trattate ed il controllo. L'altezza media delle piante si è attestata a 35.1cm

per il  controllo,  mentre  per B e BA+ è stata rispettivamente di 43.0 e 41.7cm. Il  diametro del

colletto è risultato essere di 0.60, 0.75 e 0.71cm, rispettivamente per la tesi CTRL, B e BA+. Infine,

le foglie per ogni pianta, sono risultate mediamente pari a 12.6 nella tesi CTRL, 16.1 per la tesi B e

14.6 per la tesi BA+.  A 60 giorni dall'allestimento è stata confermata una differenza di vigoria fra

le tesi con e senza il biochar. L'altezza media delle piante è stata di 82.2cm per CTRL, 92.5cm per

la tesi B e 95.5cm per la tesi BA+. In questo caso la tesi con il biochar adsorbito ha avuto migliori

performance  e  la  media  è  risultata  diversa  da  quella  del  controllo  in  modo  statisticamente

significativo. Il diametro dei colletti è stato invece 0.70cm per CTRL, 0.86cm per B e 0.81cm per

BA+. Anche il numero delle foglie è risultato differente, con una media di 24 foglie portate dalle

piante della tesi controllo, 28.8 dalla tesi B e 30.0 dalla tesi BA+. Quanto ai test distruttivi inerenti

il peso secco delle parti epigee ed ipogee della pianta dopo la loro essiccazione in stufa si è rilevato
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come il peso medio delle parti aeree, fusti e foglie, è stato per CTRL, B e BA+, rispettivamente

10.98g, 12.40g e 14.02g. Le radici a 60 giorni di coltura hanno mostrato una maggiore lunghezza

nelle tesi con biochar e si presentavano più ramificate ed estese sul fondo del vaso. Il peso medio

registrato è stato pari a 2.47g per CTRL, 2.91g per B e 3.06g per BA+ ma in questo caso, a causa

probabilmente di una un'alta deviazione standard, nessuno dei valori è risultato significativamente

diverso. Dai risultati del test di biostimolazione è emerso come il biochar, adsorbito o meno, abbia

avuto un effetto biostimolante sullo sviluppo delle piante di pomodoro. Dal punto di vista statistico,

i  due  trattati  non  hanno  registrato  differenze  significative  tra  di  loro,  risultando  quindi

sostanzialmente simili.  Rispetto al controllo, tuttavia, è stata quasi esclusivamente la tesi BA+ a

differenziarsi in modo significativo dal controllo. L'effetto benefico dato in generale dal biochar è

rappresentato dalla sua natura porosa, che permette di rendere il terreno più areato e di aumentarne

la capacità di adsorbimento dell'acqua (Akhtar et al., 2014; Graber et al., 2010; Agbna et al., 2017).

Le piccole differenze di crescita osservate sul biochar adsorbito con gli estratti naturali potrebbe

imputarsi invece ad un effetto chelante di alcuni elementi nutritivi a seguito di un loro lento rilascio.

Tabella  7  –  Test  in  vivo  su
pomodoro.

CTRL B BA+

Altezza (35 giorni), cm 35.1a 43.0b 41.7b

Altezza (60 giorni), cm 82.2a 92.5ab 95.5b

Diametro colletto (35 giorni), cm 0.60a 0.75b 0.71ab

Diametro colletto (60 giorni), cm 0,70a 0,86b 0,81b

N° foglie (35 giorni), n° 12.6a 16.1b 14.6ab

N° foglie (60 giorni), n° 24.0a 28.8ab 30.0b

Peso secco (parte epigea), g 10.98a 12.40ab 14.02b

Peso secco (parte ipogea), g 2.47a 2.91a 3,06a

Figura 4 – Piante di pomodoro dopo 60 giorni di coltivazione. 
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Figura 5 – Apparato radicale delle piante di pomodoro dopo 60 giorni di coltivazione

3.5 Prototipazione di cosmetici naturali

In collaborazione con l’azienda partner Qualiterbe S.r.l., nell’ambito del progetto Bioactam sono

stati realizzati due prodotti cosmetici naturali in forma prototipale: uno scrub viso/corpo a base di

biochar  e  un  gel  detergente  viso/corpo  contenente  l’estratto  acquoso  di  olivo  precedentemente

caratterizzato. Per una migliore conservabilità e più facile gestione del semilavorato è stata fatta una

prova di liofilizzazione dell’estratto acquoso, che però si dimostra altamente igroscopico: per la

stabilizzazione  a lungo termine  del semilavorato verranno condotti  ulteriori  test  e studi  oltre la

durata  delle  attività  del  progetto.  Il  liofilo  ottenuto  è  stato  analizzato  via  HPLC-DAD-MS per

identificare  e  quantificare  i  composti  attivi  presenti.  Si  riportano  di  seguito  i  risultati  della

caratterizzazione. Il saggio spettrofotometrico in vitro con reattivo di Folin-Ciocalteu ha evidenziato

un contenuto in fenoli e polifenoli totali di 41.28 mg/g GAE.

Tabella 8 – Analisi quali-quantitativa HPLC-DAD-MS dei composti polifenolici e secoiridoidici

nel liofilo dell’estratto di potature di olivo

Composto mg/g
Idrossitirosolo glicole 1.86
Idrossitirosolo 2.76
Verbascoside 0.53
Luteolina 7-O-glucoside 0.98
Oleuropeina 21.08
Totale 27.21

Su entrambi i prototipi è stato effettuato uno studio di tollerabilità cutanea mediante patch test su

volontari  sani:  in  seguito  a  singola  applicazione  occlusiva  del  patch,  non  sono  state  osservate
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reazioni cutanee nei controlli a 30 minuti e 24 ore.

4. Conclusioni

Le attività del progetto Bioactam puntano ad apportare innovazioni di processo e di prodotto per

rendere sostenibile la produzione di carbone/biochar e valutarne la possibile certificazione. Inoltre,

il prototipo di forno, costruito su misura aziendale, rende possibile il rilancio dell’economia locale

legata alla filiera forestale e agro-forestale, mirando ad un contesto di gestione sostenibile in base

agli  standard  attualmente  più  applicati.  Ulteriore  contributo  ad un nuovo modello  di  economia

circolare è dato dalla messa a punto del processo estrattivo di principi attivi dalla biomassa destinata

alla carbonizzazione. Il biochar e gli estratti naturali così ottenuti sono stati caratterizzati e hanno

mostrato  interessanti  potenzialità  d’applicazione  nel  settore  agronomico,  come ammendanti  che

possono  consentire  la  parziale  sostituzione  della  torba,  una  risorsa  non  rinnovabile,  sia  per  la

realizzazione di prodotti cosmetici naturali. L’innovazione realizzata nell’ambito del progetto avrà

quindi  effetti  positivi  sul  territorio  dal  punto di  vista  ambientale,  grazie  alla  diminuzione  delle

esternalità negative della carbonizzazione; alla diminuzione dei fumi per la maggiore efficienza di

combustione e alla riduzione degli spostamenti di materiali dal luogo di produzione primaria, con

relativa concreta diminuzione delle emissioni dei trasporti. Potrà inoltre essere valutata la raccolta

dei percolati, con attivazione di possibili filiere di impiego. A livello economico, la valorizzazione

di residui legnosi mediante il recupero e la trasformazione, permetterà di convertire la gestione delle

biomasse residuali da elemento critico per le aziende, a livello gestionale, economico ed ambientale,

a una possibile risorsa con diverse applicazioni.  Questa diversificazione e la varietà  di prodotti

ottenuti  nell’ambito  della  nuova  filiera  creata  sul  territorio,  permetteranno  l’integrazione  e  la

sinergia del lavoro di enti ed aziende operanti in più settori, con ulteriori positive ricadute anche a

livello socio-economico.
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