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VODNA PREDUPRAVA AGATOVEHO DREVA PRI TEPLOTE 180 °C

AQUEOUS PRETREATMENT OF BLACK LOCUST WOOD
AT THE TEMPERATURE OF 180 °C

FrantiSek Kaédik — Danica Kaédikova — Eva Zenkova

ABSTRACT

Black locust (Robinia pseudoaccacia L.) is an increasingly popular tree species for
the production of woody biomass for bioenergy generation with short rotation plantation.
Due to its potential to produce large amounts of biomass yields even on less productive
lands, this tree species is especially suitable for marginal sites. Black locust wood is
suitable for energy utilization either by direct combustion or by the production of
bioethanol via hydrolysis.

In this paper the concentrations of carbohydrates in hydrolysates arising at the hot
water pre-treatment of black locust wood at 180 °C during 5, 10, 20, 30 and 50 minutes are
presented. Saccharides were analysed by the method of high performance liquid
chromatography using Benson BP-800 Pb column according to the National Renewable
Energy Laboratory (NREL) analytical procedure.

Maximum yields of carbohydrates were found at the hydrolysis time of 20 minutes
(5.25 g-dm™3). In the early stages of the process, mainly polysaccharides are released into
the aqueous solutions which are further hydrolysed to monosaccharides. The predominant
carbohydrate in solution was D-xylose, which is the main hemicellulose monosaccharide in
black locust wood. The concentration of this carbohydrate in solution at 20-minute
hydrolysis was 4.03 g-dm™>.

Keywords: black locust, hydrolysis, liquid chromatography, saccharides.

UvoD

Rastlinna biomasa predstavuje vyznamny zdroj na vyrobu tzv. biopaliv 2. generacie,
pricom sa vyuZivaju najma rychlorastice dreviny a niektoré pornohospodarske rastliny
ako aj odpady z drevospracujuceho a pornohospodarskeho priemyslu (listie, kbra, slama
ap.), ¢o nekonkuruje produkcii potravin. V si¢asnosti je najddleZitejsSim produktom etanol,
ktory wvznikd enzymatickou hydrolyzou sacharidov, ktoré sG hlavnou zloZkou
lignocelul6zovej biomasy. Enzymatickd hydrolyza je ovel'a efektivnejSia, ak sa surovina
podrobi najprv prediprave, ktord rozruSi pévodnu Struktdru bunkovych stien tak, Ze
celuléza a zvySkove hemicelul6zy sa pristupnejSie pdsobeniu enzymov. Odstranenie vacsej
¢asti hemiceluldz spristupni celul6zu enzymom, zvysi porozitu bunkovej steny a rozstiepi
kovalentné vazby medzi ligninom a hemicelul6zami. Ugelom horiicovodnej preddpravy je
teda v prvom rade ziskat’" maximalne mnoZstvo monosacharidov z hemicelul6z (pri ich
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minimalnej degradécii) a zaroven narudit’ Struktaru celulézy pre néaslednd enzymatickd
hydrolyzu.

Existuje niekolko postupov predupravy, pri ktorych sa pouZzivaju rézne prostredia
(voda, kyseliny, amoniak, organické rozpustadla ap.), z ktorych kazdy méa svoje vyhody
a nevyhody. V sO¢asnosti nie je znamy univerzalny sp6sob predupravy, ktory by bol
optimalny pre vSetky nasledné sp6soby spracovania lignocelulézovej biomasy, preto je
v tejto oblasti potrebny d’alSi vyskum.

Medzi rychlorastice dreviny v stredoeurdpskych podmienkach zarad’ujeme tie,
ktorych ro¢na objemova produkcia presahuje 10 m3-ha . Najvacsiu vymeru z tychto drevin
na Slovensku zabera agat biely (Robinia pseudoacacia L.) (33 000 ha), potom nasleduju
topole (Populus) (21 000 ha) a nakoniec vriby (Salix) (3 500 ha). Energetické porasty
moZno definovat’ ako Specifické typy intenzivnych porastov s kratkou rubnou dobou (2-20
rokov, diferencovane podrla drevin, klonov a stanovistnych podmienok), ako aj porasty
vymladkového poévodu, v ktorych cielovd produkcia je zamerand na maximalnu
dendromasy za ¢o najkratsi casovy Usek (ORAVEC et al. 2012).

Niektoré druhy rychlorasticich drevin su v popredi zaujmu pri skdamani ich
konverzie na biopaliva, napr. topol’ a eukalyptus (ESTEGHLALIAN et al. 1997, GARROTE,
PARAJO 2002, NEGRO et al. 2003, DJIoLEU et al. 2012, KACIK et al. 2012). Agat biely patri
medzi rychlorastlce dreviny, ktorym sa v sucasnosti venuje mala pozornost’ z hl'adiska ich
spracovania na etanol. Ciel'om prispevku je preto informovat’ o horlicovodnej predlprave
dreva agatu bieleho v procese jeho spracovania na sacharidy.

EXPERIMENTALNA CAST

Z kmena agatu bieleho (Robinia pseudoacacia L.) vo veku 28 rokov sme pripravili
piliny, ktoré sme presitovali a na hydrolyzu sme pouZzili ¢astice s velkost'ou 0,5 az 1,0 mm,
ktoré sme hydrolyzovali v reaktore PARR 4561. Do reakcnej nadoby sme navazili 10 g
vzorky (v prepocte na absolUtne suchi vzorku) apridali 200 ml destilovanej vody
(hydromodul 1:20). Reakénu nadobu uzavreli a vyhriali na teplotu 180 °C v priebehu 20
minut. Dosiahnutd teplotu sme udrZiavali poc¢as 5, 10, 20, 30 a 50 minat, potom sme
reaként nadobu ¢o najrychlejSie ochladili v nddobe so studenou vodou a 'adom. Kazdu
varku sme vykonali dvakrat a hydrolyzaty sme analyzovali paralelne, takZe pri kazdej
arovni Upravy sme ziskali 4 vysledky.

Stanovenie monosacharidov, oligosacharidov a polysacharidov

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

V druhej casti hydrolyzatov sme po zhydrolyzovani glykozidovych vazieb
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
chladicom. Po ochladeni sme vzorku preniesli do odmernej banky (25 ml) a doplnili
destilovanou vodou po znac¢ku. 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

60



rozdiel celkovych sacharidov a monosacharidov (ARA — arabin6za, XYL — xyléza, MAN
—manoza, GLC - gluk6za, GAL - galaktdza).

Sacharidy v hydrolyzatoch boli stanovené podla metody NREL (SLUITER et al.
2011) wvysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou (HPLC) za nasledovnych

podmienok:

Koléna: Benson BP-800 Pb
Detektor: RI

Mobilna faza: deionizovana voda
Prietok mobilnej fazy: 0,6 ml. min.™
Teplota: 80 °C

Injekovany objem: 20 pl

Mnozstvo jednotlivych sacharidov bolo stanovené metddou externého Standardu
(celobidza).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pri hydrolyze agatového dreva prechadzaju do roztoku jednotlivé monosacharidy
v zavislosti od ich mnoZstva v p6vodnej vzorke, pristupnosti hydrolytického cinidla a
rychlosti hydrolyzy.

Agat obsahuje 50,1% celuldézy, 23,7% pentézanov, 20,6% ligninu, 2,8%
extraktivnych latok a0,3% popola. Celkovy polysacharidovy podiel (holoceluléza)
dosahuje hodnotu 81,7%. Z neglukdzovych sacharidov sa v hemicelulézach agatoveho
dreva vyskytuje manéza (2,2%), xyloza (16,7%), galaktéza (0,8%) a arabin6za (0,4%)
(FENGEL, WEGENER 2003). Podl'a GARLOCK et al. (2012) agatove drevo obsahuje 37,35%
glukanu, 17,82% xylanu, 0,83% arabinanu, 21,19% ligninu, 1,79% popola a5,28%
extraktivnych latok. Cielom predipravy horucou vodou je odstranit vacsSiu cast
hemiceluldz z pdvodnej suroviny, preto je mozné v hydrolyzatoch ocakavat’ vyskyt najmé
xylozy s menSimi mnozstvami mandzy, galaktdzy a arabinozy. Glukoza do roztoku méze
prechadzat’ ¢iasto¢ne z hemiceluldz a ciastocne z amorfnej ¢asti celul6zy.

Z obr. 1 vyplyva, Ze pri hydrolyze agatového dreva dochadza k zvySovaniu
koncentracie monosacharidov v hydrolyzatoch s predlZzujucim sa ¢asom poOsobenia.
Dominantnym sacharidom je xyloza, ktora sa uvolnuje hydrolyzou xylanov, v mensej
miere sa v hydrolyzatoch nach&dza glukdza, ktora vznikéa z hemicelul6z glukanového typu
a hydrolyzou amorfnej casti celulozy. Ostatné sacharidy sa vyskytuja v nizsich
koncentraciach, ¢o je sp6sobené ich mensim zastipenim vo vychodiskovej surovine.
Koncentracie galaktozy, xyldzy ako aj celkové mnoZstvo monosacharidov v hydrolyzatoch
linearne vzrastaju, koncentrdcie mandzy aarabindzy prechadzaji minimom. Glukdza
dosahuje maximum koncentracie v ¢ase 30 min apri d’alSom pdsobeni jej mnoZstvo
v roztoku zostava konStantné. Pozorované rozdiely v priebehu koncentracii jednotlivych
sacharidov su zapric¢inené pravdepodobne ich rozdielnym zastdpenim vo vychodiskovej
surovine, rozdielnou pristupnostou pre hydrolytické pésobenie, rozlicnou rychlost'ou
hydrolyzy ich polymérnych foriem ako aj rozdielnou rychlostou degradacie vzniknutych
monomérov na dalSie produkty (aldehydy, kyseliny ap.). Zavislosti koncentracii
jednotlivych monosacharidov v zavislosti od ¢asu horucovodnej predupravy sa v tab. 1.
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Tab. 1 Zavislosti koncentracii monosacharidov a sumy monosacharidov.

Obr. 1 Koncentracie monosacharidov v hydrolyzatoch z agatového dreva.
Fig. 1 Concentration of monosaccharides in hydrolysates of black locust wood.

Tab. 1 Equations of monosaccharide concentrations.

Sacharid Rovnica Koeficient determinacie
Xyléza y =0,0169x + 0,1617 R2 = 0,9907
Galaktéza y =0,0011x + 0,0701 R2 = 10,9697
Mandza y = 7E-05x” — 0,0035x + 0,1404 R2=0,9691
Arabindza y = 4E-05x” — 0,0023x + 0,079 R2=0,9629
Glukoza y = -7E-05x* + 0,0055x + 0,0967 R2 =0,9809
Suma y =0,0195x + 0,5313 R2 = 0,9896

Pri hydrolyze topolového dreva do roztoku prechadzaju monosacharidy aj
polysacharidy (ktoré sa spolo¢ne stanovuju avyjadruja sa ako celkové mnoZstvo
sacharidov), ich sumarne hodnoty koncentracii st znadzornené na obr. 2. Z grafu vyplyva,
Ze mnozstvo xyldzy prechadza maximom, koncentrécie ostatnych sacharidov sa mierne
zvysuju. Pokles xylozy méze byt spbsobeny jej dehydrataciou na 2-furaldehyd. Podobné
zavislosti boli pozorované pri hydrolyze r6znych druhov biomasy (GARROTE et al. 1999ab,
2001, GARROTE, PARAJO 2002, LAUROVA et al. 2009, KACIK, LAUROVA 2010, KACIK et al.

2012).

Tab. 2 Zavislosti koncentracii celkovych sacharidov a ich sumy.

Tab. 2 Equatio

ns of total saccharide concentrations.

Sacharid Rovnica Koeficient determinacie
Xyléza y= —0,0006x° + 0,0298x + 3,4945 R2=0,5752
Galaktoza y= 6E-05x° - 0,0058x + 0,4451 R2=0,6045
Mandza y= —6E-05x> + 0,0024x + 0,3893 R2=0,7276
Arabinéza y= —4E-05x* + 0,0006x + 0,1863 R2=0,7786
Glukéza y= —4E-05x* + 0,0035x + 0,1416 R2=0,9903
Suma y= —0,0007x° + 0,0305x + 4,6568 R2=0,5790
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Obr. 2 Koncentracie celkovych sacharidov v hydrolyzatoch z agatového dreva.
Fig. 2 Concentration of total saccharides in hydrolysates of black locust wood.

Na obr. 3 su prezentované koncentracie jednotlivych sacharidov v ich polymérnej
forme. Z uvedenych udajov vyplyva, Ze xyloza sa v zaciatocnych fazach hydrolyzy
uvoliuje do roztoku najma vo forme polysacharidov, prediZenie hydrolyzy spdsobuje
pokles pritomnosti xylanov v hydrolyzate. Podobné zévery dosiahli aj ini autori
(JoserssoN et al. 2002, NEGRO et al. 2003, SUN, CHENG 2005).
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Obr. 3 Koncentracie polysacharidov v hydrolyzatoch z agatového dreva.
Fig. 3 Concentration of polysaccharides in hydrolysates of black locust wood.

63



Tab. 3 Zavislosti koncentracii polysacharidov.
Tab. 3 Equations of polysaccharide concentrations.

Sacharid Rovnica Koeficient determinacie
Xyléza y = —0,0007x° + 0,0163x + 3,3021 R2=10,8777
Galakt6za y = 5E-05x° - 0,0065x + 0,3718 R2=10,7123
Manoéza y =—0,0001x° + 0,0059x + 0,2489 R2=0,8832
Arabin6za y = —8E-05x” + 0,0029x + 0,1073 R2=0,7859
Glukoza y = 4E-05x° - 0,0019x + 0,0448 R2=0,7634
Suma y =—0,0008x" + 0,0167x + 4,0749 R2=0,8804

Na obr. 4 su znazornené sumarne koncentrdcie sacharidov v hydrolyzatoch
topol'ového dreva v réznych formach. Z nameranych hodnét vyplyva, Ze v prvych etapach
hydrolyzneho pdsobenia do roztoku prechadzaju sacharidy prevazne vo svojej polymérnej
forme, neskoér sa zacinaju rychlejSie hydrolyzovat' na monomérnu formu a ciastoc¢nej aj
degradovat’ na 2-furaldehyd. Medzi karbonylovymi zli¢eninami v hydrolyzatoch réznych
druhov drevin boli identifikované latky z benzenoidnej casti dreva, ale aj zlG¢eniny
vznikajuce rozkladom sacharidov: vanilin, syringaldehyd, 2-furaldehyd, 5-hydroxymetyl-
2-furaldehyd, kyselina levulova, p-hydroxybenzaldehyd, kyselina vanilova, kyselina
syringova a p. (ESTEGHLALIAN et al. 1997, KACik 2002, KACIK et al. 2006).

Obr. 4 Sumarne koncentracie celkovych sacharidov (CS), polysacharidov (PS) a monosacharidov (MS)
v hydrolyzatoch agatového dreva.

Fig. 4 Sum of concentrations of total saccharides (CS), polysaccharides (PS) and monosaccharides
(MS) in hydrolysates of black locust wood.

Maximalne koncentréacie sacharidov boli stanovené pri trvani preddpravy 20 minut
ato 525 g-dm>. Podobné hodnoty boli zistené pri hydrolyze topolového dreva
za rovnakych podmienok upravy (180 °C, hydromodul 1:20, trvanie predupravy 30 min,
koncentréacia sacharidov 5,93 g-dm ). Z tohto hradiska by bolo moZné povaZovat' agat
za porovnatel'na surovinu na hydrolyzne spracovanie. Agat vSak obsahuje latky, ktoré
posobia inhibi¢ne pri naslednej enzymatickej hydrolyze a niektori autori odporuc¢aju
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pri preddprave pouZit' expldziu vldkien amoniakom (AFEX) (GARLOcK et al. 2012,
CHUNDAWAT et al. 2013).

ZAVER

Agatové drevo je vhodnou surovinou na energetické vyuzitie. Prvym krokom
pri jeho vyrobe je predprava vodou, zriedenymi kyselinami alebo amoniakom za zvySenej
teploty. V tomto stupni sa hydrolyzuja hemicelulézy a spristupiiuje sa krystalicky podiel
celulézy pre naslednt enzymaticku hydrolyzu.

V predloZzenom prispevku je prezentované zloZenie sacharidov v hydrolyzatoch
po horucovodnej prediprave agatového dreva pri teplote 180 °C a trvani 5, 10, 20, 30 a 50
minut. Maximalne koncentrécie sacharidov boli zistené pri trvani hydrolyzy 20 minut (5,25
g-dm3). V prvych etapach posobenia sa do hydrolyzatu uvoltiovali 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-
xyl6za, ktord je aj hlavnym monosacharidom v hemicelulézach agéatového dreva a jej
koncentracia v roztoku bola pri 20 minGtovej hydrolyze 4,03 g-dm>.
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