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ABSTRACT

Poplar wood is a suitable raw material for bioethanol production. The first step in its
making includes pre-treatment with water or dilute acids at an elevated temperature. In this
step, the hemicelluloses are hydrolysed and make more accessible the crystalline part of
cellulose for subsequent enzymatic hydrolysis. In this paper the carbohydrate composition
of Populus x euramericana 'l-214' as well as the concentration of carbohydrates in
hydrolysates arising at the hot water pre-treatment at 180 °C during 5, 10, 20, 50 and 70
minutes of hydrolysis are presented. Saccharides were analysed by the method of high
performance liquid chromatography using Aminex HPX — 87P column according to the
National Renewable Energy Laboratory (NREL) analytical procedure.

Wood of Populus x euramericana '[-214' contains 50.98 % of glucose, 21.49 % of
xylose, 3.43 % of mannose, 0.66 % of galactose and 0.54 % of arabinose, respectively.
Optimum yields of carbohydrates were found at the hydrolysis time of 30 minutes
(5.93 g-dm?), which represents 15.38 % of total carbohydrates in the native poplar wood.

In the early stages of the process, mainly polysaccharides are released into the
aqueous solution which are further hydrolysed to monosaccharides and partially degraded
to 2-furaldehyde. The predominant carbohydrate in solution was D-xylose, which is the
main hemicellulose monosaccharide in poplar wood. The concentration of this
carbohydrate in solution at 30-minute hydrolysis was 4.99 g-dm >, i.e. 46.44 % of xylose
was released from the native wood.

Keywords: poplar, hydrolysis, liquid chromatography, saccharides.

UvVOD

Rozvoj Tl'udskej civilizacie je v poslednych desatrociach spojeny so vzrastajiicou
spotrebou energie. Nové technoldgie priniesli sice zniZenie mernej energie, vzrastajica
populécia a zivotna uroven vsak zvysuju poziadavky na celkové mnozstvo energie. Fosilne
palivd, ktoré su v sucasnosti hlavnym zdrojom energie bude potrebné v buducnosti
nahradit’ inymi zdrojmi z dovodu ich limitovanych zasob a negativneho dopadu na Zivotné
prostredie. Vyuzivanie jadrovej energie je rizikové a po problémoch vo FukuSime
(Japonsko) niektoré krajiny uvazujii s obmedzenim, resp. zastavenim vyroby energie v
jadrovych elektrarnach. Tieto perspektivy (zamery) eSte viac vyvolavaju potrebu nahrady
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fosilnych zdrojov energie ich obnovitelnymi alternativami. Podl'a RAGAUSKASA et al.
(2006) “Skor ako zmrzneme v tme, musime prejst od neobnovitelnych zasob paliv
k obnovite'nym zdrojom®.

Perspektivnym obnoviteI'nym zdrojom energie v podmienkach Slovenska s vysokym
technickym potencialom st lignocelul6zové suroviny a odpady. Najmi rychlorastice
dreviny, s kratkou dobou rotécie, st nadejnou energetickou surovinou pre priame vyuZzitie
apo uprave aj substratom pre niektoré biotechnologie. Rastlinnd biomasa moze byt
premenend na rdzne typy energie (tepelnd, elektrickd, paliva v plynnom, kvapalnom aj
tuhom skupenstve) a mdze byt vyuzitd aj ako zdroj pre vyrobu réznych chemikalii.
V sucasnosti sa intenzivny vyskum venuje najmd rychlorasticim drevinam, ktoré
v kratkom ¢ase poskytuji dostatok hmoty na d’alSie spracovanie. Medzi takého typy drevin
patria rdzne topole, ktoré sa okrem rychleho prirastku drevnej hmoty vyznacuju aj dobrou
prisposobivostou réznym lokalitdm a maju vhodné chemické zlozenie pre ich dalSie
vyuzitie (KLASNJA et al. 2005, 2008, LAUROVA et al. 2009ab, SANNIGRAHI et al. 2010,
KUCEROVA et al. 2011).

Fyzikéalno-chemickd preduprava dreva parenim alebo varenim vo vode je aj
dolezitym procesom celulézovo-papierenskej a drevarskej vyroby. Pri vyrobe bioetanolu sa
hydrotermickou predupravou dendromasy alebo fytomasy dosiahne, aby néaslednymi
hydrolyznymi postupmi sa ziskali monosacharidy schopné mikrobialnej fermentacie
s vysokym vytazkom produktu. Pouzitd prediprava suroviny prebieha bez pridavku
chemickych latok, ¢imje Setrnd k zivotnému prostrediu. Po vyrieSeni niektorych
technologickych problémov a dosiahnuti vySSieho stupnia konverzie polysacharidov
lignocelulézovych zdrojov na etanol, mdézu tieto suroviny druhej generacie coskoro
konkurovat’ tradicnym uhl'ovodikovym palivam.

Cielom prispevku je informovat o horucovodnej prediprave dreva Populus x
euramericana 'I-214' v procese jeho spracovania na sacharidy.

EXPERIMENTALNA CAST

Vzorku dreva topolového klonu Populus x euramericana 'I-214' (registracné ¢islo
klonu, ktory bol vyslachteny v Taliansku) vo veku 16 rokov, ktory pochddza z populéta v
lokalite Gabcikovo, sme hydrolyzovali v reaktore PARR 4561. Do reak¢nej nadoby sme
navazili 10 g vzorky (v prepocte na absolutne sucht vzorku) a pridali 200 ml destilovane;j
vody (hydromodul 1:20). Reak¢nti nadobu uzavreli a vyhriali na teplotu 180 °C v priebehu
20 minat. Poc¢as hydrolyzneho pdsobenia sme kontinualne odoberali vzorku hydrolyzéatu
(2 ml) v ¢asovych intervaloch 5, 10, 30, 50 a 70 minat. Kazda varka sa vykonala dvakrat
a chromatografické analyza hydrolyzatov bola vykonand paralelne.

Stanovenie monosacharidov

Alikvotnu cCast’ z hydrolyzatu sme odpipetovali do slzovitej banky a upravili jej
hodnotu pH na 7 pridanim roztoku hydroxidu sodné¢ho (NaOH). Vzorku sme po filtracii
pouzili na chromatografické stanovenie monosacharidov v hydrolyzatoch (SLUITER et al.
2011).

Stanovenie monosacharidov, oligosacharidov a polysacharidov

V druhej casti hydrolyzatov sme po zhydrolyzovani glykozidovych vidzieb v
uvolnenych nizkomolekulovych fragmentoch polysacharidov stanovili celkovy obsah
uvolnenych sacharidov. K 5 ml hydrolyzatu sme pridali 0,42 ml koncentrovanej kyseliny
sirovej (96 %), nasledovala 4-hodinova hydrolyza vo vriacom vodnom kupeli pod spatnym
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chladicom. Po ochladeni sme vzorku preniesli do odmernej banky (25 ml) a doplnili
destilovanou vodou po znacku. Z odmernej banky sme odpipetovali 5 ml roztoku a
pridanim roztoku hydroxidu sodného (NaOH) sme upravili pH na hodnotu 7. Potom sme
vzorku prefiltrovali a pouzili na chromatografické stanovenie celkového mnozstva
sacharidov v hydrolyzatoch (SLUITER et al. 2011). Oligosacharidy sme stanovili ako
rozdiel celkovych sacharidov a monosacharidov (ARA — arabin6za, XYL — xyléza, MAN
—manoéza, GLC — gluk6za, GAL — galakt6za).

Stanovenie sacharidov v topol’ovom dreve

V topolovom dreve sme sacharidy stanovili po dvojstupiiovej hydrolyze kyselinou
sirovou (FOSTON, RAGASKAUS 2010). V prvom stupni sme polysacharidy hydrolyzovali 72
% kyselinou sirovou 1 hodinu pri teplote 30 °C, v druhom sme roztok kyseliny sirove;j
zriedili na koncentraciu 3 % a hydrolyzu sme vykonali 1 hodinu pri teplote 121 °C.
Vysledny roztok sme ochladili na laboratéornu teplotu a po neutralizacii sme sacharidy
analyzovali metddou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie.

Pritomné sacharidy v hydrolyzatoch aj v dreve boli stanovené podl'a metody NREL
(SLuiteR et al. 2011) vysokou¢innou kvapalinovou chromatografiou (HPLC)
za nasledovnych podmienok:

Koléna: Aminex HPX — 87P
Detektor: RI

Mobilna faza: deionizovana voda
Prietok mobilnej fizy: 0,6 ml-min”'
Teplota: 80 °C

Injekovany objem: 50 pul
Mnozstvo jednotlivych sacharidov bolo stanovené metdédou externého Standardu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pri hydrolyze topol'ového dreva prechadzaju do roztoku jednotlivé monosacharidy v
zavislosti od ich mnozstva v pdvodnej vzorke, pristupnosti hydrolytického c¢inidla a
lahkosti hydrolyzy. Vysledky stanovenia sacharidov v topol'ovom klone 'I-214' (obr. 1) st
v dobrej zhode s Gidajmi inych autorov. SANNIGHARI et al. (2010) uvadzaji pre jednotlivé
sacharidy nasledovné hodnoty v 9 roznych druhoch topolov: arabinan 0,41-0,89 %, xylan
13,07-18,71 %, manan 1,70-3,90 %, galaktan 0,60—1,50 %, glukan 39,23-48,95 %.

Z obr. 2 vyplyva, ze pri hydrolyze topolového dreva dochddza k zvySovaniu
koncentradcie monosacharidov v hydrolyzatoch s predlzujucim sa ¢asom pdsobenia.
Dominantnym sacharidom je xyléza, ktord sa uvolnuje hydrolyzou xyldnov, v mensej
miere sa v hydrolyzatoch nachadza glukéza, ktord vznika z hemicelul6z glukdnového typu
a hydrolyzou amorfnej Ccasti celulozy. Ostatné sacharidy sa vyskytuji v nizSich
koncentracidch, €o je sposobené ich mensim zastupenim vo vychodiskovej surovine
(obr. 1).

Pri hydrolyze topol'ového dreva do roztoku prechadzaji monosacharidy aj
polysacharidy (t. j. celkové mnozstvo uvolnenych sacharidov), ich sumérne hodnoty
koncentracii su zndzornené na obr. 3. Z grafu vyplyva, ze mnozstvo xylozy prechadza
maximom, koncentracie ostatnych sacharidov sa mierne zvysuju. Pokles xylozy moze byt
spdsobeny hydrolyzou xyldnov na monomérnu formu ako aj Ciastocnou dehydrataciou
xylozy na 2-furaldehyd. Podobné zavislosti boli pozorované pri hydrolyze ré6znych druhov
biomasy (GARROTE et al. 1999ab, 2001, GARROTE, PARAJO 2002, LAUROVA et al. 2009c,
KACIK, LAUROVA 2010).
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Fig. 1 Amounts of saccharides in poplar hybrid 'I-214'.
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Obr. 1 MnoZstva sacharidov v dreve topol’ového klonu 'I-214'".
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Fig. 2 Concentration of monosaccharides in hydrolysates of poplar hybrid 'I-214'.

Obr. 2 Koncentr:

Fig. 3 Concentration of total saccharides in hydrolysates of poplar hybrid 'T-214'.

Obr. 3 Koncentr:
Na obr. 4 su prezentované koncentracie jednotlivych sacharidov v ich polymérnej

forme. Z uvedenych udajov vypl



uvolfiuje do roztoku najmi vo forme polysacharidov, predizenie hydrolyzy spdsobuje
pokles pritomnosti xylanov v hydrolyzate. Podobné zévery dosiahli aj ini autori
(JOSEFSSON et al. 2002, NEGRO et al. 2003, SUN, CHENG 2005).

Na obr. 5 si zndzornené sumarne koncentracie sacharidov v hydrolyzatoch
topol'ového dreva v ré6znych forméch. Z nameranych hodndt vyplyva, ze v prvych etapach
hydrolyzneho pdsobenia do roztoku prechadzaju sacharidy prevazne vo svojej polymérnej
forme, neskor sa zacinaju rychlejSie hydrolyzovat' na monomérnu formu a ciastocnej aj
degradovat’ na 2-furaldehyd. Medzi karbonylovymi zlu¢eninami v hydrolyzatoch réznych
druhov drevin boli plynovou, resp. kvapalinovou chromatografiou identifikované latky z
benzenoidnej cCasti dreva, ale aj zliceniny vznikajlice rozkladom sacharidov: vanilin,
syringaldehyd, 2-furaldehyd, S5-hydroxymetyl-2-furaldehyd, kyselina levulova, p-
hydroxybenzaldehyd, kyselina vanilova, kyselina syringova a p. (ESTEGHLALIAN et al.
1997, KACIK 2002, KACIK et al. 2006). Ciel'om horticovodnej predipravy je v prvom rade
ziskat maximéalne mnoZstvo monosacharidov zhemiceluléz (pri ich minimdalnej
degradacii) a zaroven narusit’ Struktiuru celuldzy pre naslednu enzymatick hydrolyzu.
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Fig. 4 Concentration of polysaccharides in hydrolysates of poplar hybrid 'I-214'.
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Obr. 5 Suméarne koncentracie sacharidov v hydrolyzatoch z topol’ového klonu '1-214'.
Fig. 5 Sum of concentrations of saccharides in hydrolysates of poplar hybrid '1-214".

Hydrolyzéaty ziskané po hydrotermickom pdsobeni na lignocelul6zovu biomasu
mozu vdaka svojmu zlozeniu sluzit’” ako surovina pre ziskanie technicky a priemyselne
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dolezitych latok (napriklad xylitolu). Z perspektivnych moznosti ich zhodnotenia je
potrebné uviest’ aj vyrobu bioetanolu, enzymatickou fermentdciou uvolnenych pent6z a
hexo6z (Ollson, Hahn-Hagerdal 1996, Kosikova, Bucko 1999, Sreenath, Jeffries 2000, Sun,
Cheng 2002, United States Patent 2002, Hahn-Héagerdal et al. 2006, Canilha et al. 2008,
Sanchez, Cardona 2008).

ZAVER

Topol'ové drevo je vhodnou surovinou na vyrobu bioetanolu. Prvym krokom pri jeho
vyrobe je prediprava vodou alebo zriedenymi kyselinami za zvysSenej teploty. V tomto
stupni sa hydrolyzuji hemicelulézy a spristupiiuje sa krystalicky podiel celulézy pre
naslednt enzymaticka hydrolyzu.

V predloZenom prispevku je prezentované zloZenie sacharidov v topol'ovom klone 'T-
214" a v hydrolyzatoch po horucovodnej preduprave pri teplote 180 °C a trvani 5, 10, 30,
50 a 70 minat. Drevo topolového klonu 'I-214' obsahoval 50,98 % glukézy, 21,49 %
xylozy, 3,43 % manodzy, 0,66 % galaktdzy a 0,54 % arabindzy (spolu 77,10%). Optimalne
koncentracie sacharidov boli zistené pri trvani hydrolyzy 30 minut (5,93 g-dm™), ¢o
predstavuje 15,38 % celkovych sacharidov v skumanej vzorke. V prvych etapach
pdsobenia sa do hydrolyzéatu uvolovali najmé polysacharidy, ktoré sa vo vodnom roztoku
d’alej hydrolyzovali na monomérnu formu a pravdepodobne aj ¢iasto¢ne degradovali na 2-
furaldehyd. Dominantnym sacharidom v roztoku bola D-xyléza, ktord je aj hlavnym
monosacharidom v hemicelul6zach topol'ového dreva a jej koncentracia v roztoku bola pri
30 minutovej hydrolyze 4,99 g.dm-3, t.j. z p6vodného dreva sa uvolnilo 46,44 % xylozy.
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