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ABSTRACT

Hydrothermal pretreatment of various renewable lignocellulosic sources is very important
step for efficient bioethanol and other technical important chemicals production. This work deals
with the water prehydrolysis of silver birch wood (26 and 62 years old). In this study, formation
of sugars during water prehydrolysis of wood at 140—180 °C has been studied. The maximum of
both monosaccharides and oligosaccharides contents were found at 180 °C of pretreatment.
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UvVoD

Lignocelulézova (LC) biomasa je v sucasnej dobe ako vychodiskova surovina 2. generacie
na vyrobu bioetanolu sice z réznych dévodov preferovand, avsak ako substrat pre enzymatickl
hydrolyzu vykazuje rozne ,bariéry®, ktoré¢ stazuju a spomaluju samotné hydrolyzne procesy
celulézovej frakcie (tzv. C6 frakcia) atym aj =znizuji konkurencieschopnost’ tohto
perspektivneho biopaliva. Preto je nevyhnutné predupravit’ vstupnii surovinu tak, aby sa
v kone¢nom doésledku hydrolyznymi postupmi ziskali monosacharidy schopné mikrobialne;j
fermentacie (PANDEY 2009).

Ciel'om predupravy LC biomasy je z chemického hl'adiska v ¢o najvacsej miere odstranenie
ligninu a hemiceluldz, znizenie krystalického podielu celulézy a zvysenie pordznosti samotnej
suroviny (PANDEY 2009, TAHERZADEH, KARIMI 2008, MOSIER ef al. 2005).

Vysoky podiel krystalinity celulozy je zapricineny vysokou usporiadanostou celul6zovych
makromolekul do mikrofibril v dosledku existencie intermolekulovych vodikovych vizieb. To
sposobuje, Ze nativna celuléza sa stadva ako substrdt vo vSeobecnosti nepristupnd nielen
pre enzymy, ale aj také malé molekuly, ako je voda.

Dalsim délezitym faktorom, ktory ovplyviiuje hydrolyzny proces celulozy, je jej priemerny
polymeriza¢ny stupen. KratSie makromolekuly su viac pristupné G¢inkom enzymov, obzvlast
exocelulazam.

Okrem toho, v LC biomase sa nachadza aj lignin a hemiceluldzy. Lignin-sacharidové vizby
maju zvacSa heterogénny charakter a zvdc¢Sa nie st pristupné hydrolytickému Stiepeniu.
Désledkom je existencia nerozpustného ligninu naviazaného na hemicelulozy, co taktiez
prispieva ku stazeniu depolymerizanych procesov samotnej celulozy, nakol’ko vel'mi dolezitu
ulohu pri hodnoteni uc€innosti enzymatickej hydrolyzy zohrava aj pristupnost’ enzymov
k celuldze, pritomnej v najvac¢Som zastipeni v sekundarnej vrstve bunkovej steny rastlin. Silne
lignifikované substraty LC charakteru z uvedenych dovodov nie st vhodné na biokonverziu
celulozy. V tejto suvislosti je dolezité vhodnou predipravou materidlu dosiahnut’ maximalne
odstranenie hemiceluléz a ligninu, t.j. zvysit’ jeho poérovitost, resp. vnutorny povrch.
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Tieto problémy sa v technologidch vyroby bioetanolu rieSia rdéznymi technologickymi
postupmi predupravy nativnej LC biomasy, vysledkom ktorych je v koneénom désledku
zvySenie rychlosti a efektivnosti hydrolyzy celuldzy a nasledne vyt'aznosti kone¢ného produktu.

V st¢asnej dobe sa sposoby predupravy LC biomasy delia na fyzikalne, chemické,
fyzikalno-chemické a biologické (MOSIER ef al. 2005, SUN, CHENG 2002, Hu et al. 2008,
Garrote ef al. 1999, SZCZODRAK, FIEDUREK 1996, BUCKO 2001, KOSIKOVA, BUCKO 2002).

Hortcovodna preduprava LC biomasy vyuziva na zachovanie kvapalného skupenstva vody
pri vysokych teplotach tlak. Pri priamom procese sa nechd prudit’ voda priamo cez vrstvy LC
biomasy. Tato metdda spolu s metodou, ktord taktiez vyuziva na predupravu vodu, ale vo forme
pary, ma v literature rdzne pomenovania, ako napriklad hydrotermicka preduprava (GARROTE et
al. 1999), autohydrolyza (CONNER 1984), hydrotermolyza (BOBLETER et al. 1981), vodna alebo
parno-vodna frakciondcia (SUN, CHENG 2002, BOUCHARD et al. 1991, Ramos 2003,
nekatalyzovana solvolyza (MOK et al. 1992), vodnd hydrolyza (CONNER 1984, ALLEN et al.

1996) a pod.
Hydrotermicka prediprava LC biomasy parenim alebo varenim ma viacero vyhod,
napriklad:
1) nie su potrebné ziadne chemikalie, t.j. cely proces je z enviromentalneho hladiska
vyhovujuci;

2) hemiceluldzy z roztokov mozno vyuzit' na pripravu sacharidov;

3) vporovnani skyslou predhydrolyzou, existuji ovela menSie problémy s kordziou
v dosledku nizkych hodnot pH predhydrolyzatov;

4) problémy s odstraiovanim nanosov st minimalizované;

5) fyzikalnochemické zmeny ligninu aceluldozy zmiernuji naslednt izolaciu tychto
makromolekulovych latok z LCM ai. (GARROTE et al. 1999).

Cielom tohto typu predipravy LC materidlov je pri energeticky a technologicky
prijatelnych ~ podmienkach  odstranit  lahkohydrolyzovatelni  cast’  polysacharidov
(hemicelulozy), vodorozpustny lignin a extraktivne latky, pricom je dolezity fakt, ze k degradacii
krystalickej celulozy dochadza az v teplotnom rozmedzi 210 az 280 °C (HEITZ et al. 1986,
SASAKI ef al. 2002).

Predkladand praca je zamerand na sledovanie vplyvu horucovodnej predupravy brezy
bradavi¢natej na uvolfiovanie najma jej hemicelulé6zového podielu do hydrolyzatov.

EXPERIMENTALNA CAST

Vyber vzoriek

Z lokality Vysokoskolského lesnickeho podniku pri TU vo Zvolene boli odobraté dva
vyrezy brezy bradavi¢natej (Betula Verrucosa Ehrh.), ktoré sa lisili vekom ( 26 rokov — B1 a 62
rokov — B2). Vzorky boli spracované na hranoly v smere vlakien a kone¢né rozmery Stiepok
pouzitych na experimenty boli 2 x 2 x 10 mm.

Vodna predhydrolyza dreva

Do autoklavov z nehrdzavejucej ocele sa na analytickych vahach navazilo s presnostou na
tri desatinné miesta priblizne 2 g vzorky Stiepok apridalo sa 8 ml destilovanej vody
(hydromodul 1 : 4). Autoklavy sa vlozili do termostatu vopred vyhriateho na 140 °C (resp.
160 °C a 180 °C). Po uplynuti ¢asového limitu (30, resp. 60, 120 a 240 minut) sa autoklavy
vybrali a okamzite ochladili. Ziskané hydrolyzaty sa po vychladnuti oddelili od Stiepok
filtraciou cez sklenu fritu (S3) a podrobili analytickému rozboru. Jednotlivé experimenty sa
uskutocnili paralelne. Experimenty boli uskuto¢nené pri kazdej teplote a Case varky paralelne.
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Analyza dreva

Extraktivne latky v dreve boli stanovené zmesou toluén-etanol (1 : 2) podl'a normy ASTM
Standard D 1107-96 (1998), celuldza podl'a SEIFERTA (1960), holoceluldza podl'a WISEA et al.
(1946), lignin podl'a normy ASTM Standard D 1106-96 (1998).

Stanovenie pH hydrolyzatov
pH hodnoty hydrolyzatov boli stanovené potenciometricky. Na stanovenie bol pouzity pH-
meter MultiLab 540 s kombinovanou elektrodou.

Stanovenie sacharidov v hydrolyzatoch
Vo vsetkych ziskanych hydrolyzatoch boli plynovou chromatografiou (GC) — metédou
vnutorného Standardu, stanovené vo forme aldonitrilacetatov, z dreva uvolnené monosacha-
ridy a po hydrolyze glykozidovych vézieb aj oligosacharidy a nizkomolekulové fragmenty
polysacharidov (KACIK, SOLAR 1999, Kacik et al. 1993). Vysledky stanoveni boli Statisticky
vyhodnotené.
Podmienky chromatografickej analyzy:
Tinj =260 °C
Tiermostan = 200 °C
Tdetektora =250°C
Nosny plyn: N,
Tlak N,= 1,5.10° Pa
Koldna: napliova — 5 % PEGA na Chromatone N-AW-DMCS (0,16 az 0,2 mm),
240 cm x 0,35 cm, sklena kolona s priamym nastrekom
Detektor: FID

VYSLEDKY A DISKUSIA

Breza bradavicnata (Betula verrucosa Ehrh.), ale aj d’alSie druhy brezy, je rychlorastici
strom, mimoriadne nenaro¢ny na podu. Vyskovy rast vrcholi medzi 10. az 15. rokom, na horsich
stanoviStiach medzi 20. az 25. rokom. Dorastd do vysky az 30 m, pricom nie je narocny
na ekologické podmienky. Drevo vykazuje vysokt vyhrevnost, ale rychlo hori. V pripade tejto
dreviny sa nepredpoklad4, Ze z hl'adiska jej vyskytu na izemi SR ide o povodnu drevinu (PAGAN
1996).

Na zaklade vizualneho od¢itania poctu ro¢nych kruhov na priecnom reze oboch vzoriek
dreva brezy bradavi¢natej bol ureny vek dreva brezy (1) na 26 rokov (oznacenie B1) a brezy
(2) na 62 rokov (oznacenie B2).

Zastipenie chemickych zloziek vo vzorkach brezového dreva je uvedené v tabulke 1.
Mladsie drevo (B1) ma niz$i obsah celulozy, avyssi obsah extraktivnych latok stredne
polarneho charakteru.

Tab. 1 Chemické zloZenie brezového dreva (% a.s.)
Tab. 1 Chemical composition of birch wood (% a.d.)

Extrakt , i L

Vodny extrakt | Toulén-etanolovy extrakt Celuloza Holoceluléza Lignin

Bl 4,48 4,51 35,68 85,93 17,82
B2 4,69 3,48 37,14 86,76 17,81

Do hydrolyzatov sa pocas vodnej predupravy brezového dreva uvolnuji rézne latky kyslého
charakteru (napr. kyselina mrav¢ia, octova a i.), ktoré vyznamne ovplyvituju hydrolyzne procesy
v dreve avsamotnych hydrolyzatoch (GARROTE et al. 1999, FENGEL, WEGENER 1984).
Dokazom ich pritomnosti v hydrolyzatoch boli namerané hodnoty pH, ktoré sa so zvySujucou
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teplotou predhydrolyzy posavali do kyslych oblasti. Najniz§ie hodnoty pH hydrolyzatov
v pripade oboch vzoriek drevin B1 a B2 boli namerané pri 240 minutovych varkach (Obr. 1, 2).

Zavislost uvolnovania latok s kyslym charakterom z dreva od rezimu jeho predipravy,
pri porovnani oboch vzorieck Bl a B2, bola navzajom podobna. Stanovenie ukazalo, ze
pri predhydrolyze dreva mladSej brezy sa ziskali hydrolyzaty shodnotami pH posunutymi
do kyslejsich oblasti.
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Obr. 1 pH hydrolyzatov (B1).
Fig. 1 pH values of hydrolyzates (B1).
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Obr. 2 pH hydrolyzatov (B2).
Fig. 2 pH values of hydrolysates (B2).

Vysledky chromatografickych stanoveni uvolnenych monosacharidov pritomnych
v ziskanych hydrolyzatoch potvrdili odburavanie sacharidového podielu uz pri teplote 140 °C
(Obr. 3).

Statistickym vyhodnotenim vysledkov modelom 3-faktorovej analyzy rozptylu bol zisteny
jednoznacny vplyv teploty a Casu aich spolocnej interakcie na uvolfiovanie monosacharidov
z dreva (hladina vyznamnosti F-festu p = 0) (Tab. 2). Vplyv veku dreva (26 a 62 rokov)
na tvorbu monosacharidov nebol Statisticky vyznamny (p = 0,174), ¢o ale vzhladom
pre relativne nizky pocet vstupnych udajov (4), potrebnych na dokladné Statistické postudenie
vplyvu veku dreva, nemozno povazovat’ za jednoznacne platné tvrdenie.
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Tab. 2 Zakladna tabul’ka analyzy rozptylu.
Tab. 2 Fundamental table of variance analysis.

P
Teplota 0,000
Cas 0,000
Vek 0,174
Teplota*Cas 0,000
Teplota*Vek 0,010
Cas*Vek 0,000
Teplota*Cas*Vek 0,000

V hydrolyzatoch boli stanovené monosacharidy typické pre listnaté drevo: L-arabindza, D-
xyléza, D-mandza, D-glukdza a D-galakt6za. Dominantné zastipenie v roztokoch mali D-xyloza,
D-glukdza a L-arabin6za. Ostané monosacharidy boli zastipené v mensej miere.

Maximalna koncentracia uvolnenych monosacharidov v hydrolyzatoch z dreva mladsej
brezy (B1) bola v porovnani so starSou (B2) stanovena pri rovnakej teplote predtpravy (180 °C),
ale az pri 120 minttovej varke. V pripade dreva starSej brezy na dosiahnutie maximalnej
koncentracie stacila 60 mintitova varka. Treba vSak podotknut’, ze zo vzorky B1 sa uvolnilo, ¢o
do kvantity, viac monosacharidov.

Temperature*Time*Age; Weighted Means
Current effect: F(6, 72)=15,866, p=,00000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Obr. 3Koncentracie monosacharidov v hydrolyzatoch.
Fig. 3 Concentration of monosaccharides in hydrolysates.

Pocas vodnej predhydrolyzy dreva brezy bradavicnatej sa okrem monosacharidov
do roztoku uvoltiovali aj oligosacharidy a nizkomolekulové fragmenty polysacharidov, ¢oho
dokazom bol stanoveny vys$si obsah monosacharidov v hydrolyzatoch po dodato¢nej hydrolyze
glykozidovych vizieb uvolnenych oligosacharidov 4% roztokom H,SO, (obr. 4).

Statistickym vyhodnotenim vysledkov metodou 3-faktorovej analyzy rozptylu bol zisteny,
obdobne ako v pripade monosacharidov, jednozna¢ny vplyv teploty a ¢asu na uvolfiovanie
nizkomolekulovych fragmentov sacharidov z dreva do roztoku (hladina vyznamnosti F-testu
p =0). Vplyv veku dreva (26 a 62 rokov) sa aj v tomto pripade z hl'adiska Statistiky ukazal ako
bezvyznamny (Tab. 3).
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Tab. 3Zakladna tabul’ka analyzy rozptylu.
Tab. 3 Fundamental table of variance analysis.

p
Teplota 0,000
Cas 0,000
Vek 0,592
Teplota*Cas 0,000
Teplota*Vek 0,010
Cas*Vek 0,001
Teplota*Cas*Vek 0,000

Vplyv €asu hydrolyzy (30, 60 a 120 minut) pri 140 °C na celkovy obsah sacharidov
v hydrolyzatoch, bol rozhodne mensi, ako pri 240 minatach. Do 240 minat sa do roztoku
uvolfioval hemicelul6zovy a amorfny podiel celulozy, predovsetkym vo forme monosacharidov.
Po uvedenom case hydrotermickej predupravy prevladalo uvolnovanie nizkomolekulovych
fragmentov polysacharidov.

Iné situécia nastala v pripade teplot 160 a 180 °C. Pri teplote 160 °C po 60 minutach
varenia bol zaznamenany vyrazny vzostup uvolfiovania nizkomolekulovych fragmentov
polysacharidov, ktory niekol’kokrat prevysil mnozstvo uvolnenych monosacharidov. Tento trend
bol zaznamenany v celom rozsahu pouzitych casov aj pri teplote 180 °C.

Temperature*time*age; Weighted Means
Current effect: F(6. 71)=10,088, p=,00000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Obr. 4 Koncentracie monosacharidov v hydrolyzatoch stanovenych po hydrolyze glykozidovych
vizieb 4% HzSO4.

Fig. 4 Concentration of monosaccharides in hydrolysates obtained after hydrolysis of glycoside
bonds by 4 % H,SO,.

Maximalne mnoZstvo uvolnenych sacharidov do hydrolyzatov bolo zaznamenané
pri 160 °C pri 120 minttach varenia, resp. pri 180 °C pri 60 minttach varenia.

StarSie brezové drevo v porovnani smlad$im podlichalo vplyvom hydrotermicke;j
predupravy, zhladiska odburavania polysacharidového podielu, hlb§im zmenam v zloZeni.
Z dreva brezy bradavicnatej sa spomedzi dreva drevin topol'a osikového, jelSe lepkavej a viby
bielej uvolnilo do hydrolyzatov najvéacsie mnozstvo sacharidového podielu (Kacik et al. 2008,
LAUROVA et al. 2008, LAUROVA et al. 2009, Kacik et al. 2007).
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V hydrolyzatoch opat’ prevladali monosacharidy typu D-xyloza, D-gluk6za a L-arabindza.
Ostané monosacharidy D-manéza a D-galaktoza boli zastipené v menSej miere.

Odburavanie vac¢sej Casti hemicelul6zového podielu dreva brezy bradavicnatej bolo mozné
dosiahnut,, v zavislosti od ¢asu hydrolyzy, pri teplote 160, resp. 180 °C (obr. 5, 6, 9, 10).
Pri tychto teplotaich vSak mozno predpokladat, Ze eSte stale nie je ukoncené odburavanie
amorfného podielu celulézy (Obr. 7, 8).
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Obr. 5 Celkova koncentracia L-arabinézy v hydrolyzatoch (B1).
Fig. 5 Total concentration of L-arabinose in hydrolysates (B1).
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Obr. 6 Celkova koncentracia L-arabinézy v hydrolyzatoch (B2).
Fig. 6 Total concentration of L-arabinose in hydrolysates (B2).
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Obr. 7 Celkova koncentracia pD-glukézy v hydrolyzatoch (B1).
Fig. 7 Total concentration of D-glucose in hydrolysates (B1).
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Obr. 8 Celkova koncentracia D-glukozy v hydrolyzatoch (B2).
Fig. 8 Total concentration of D-glucose in hydrolysates (B2).
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Obr. 9 Celkova koncentracia D-xylozy v hydrolyzatoch (B1).
Fig. 9 Total concentration of D-xylose in hydrolysates (B1).
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Obr. 10 Celkova koncentracia p-xylozy v hydrolyzatoch (B2).
Fig. 10 Total concentration of D-xylose in hydrolysates (B2).

ZAVER

Pocas vodnej predhydrolyzy dreva brezy bradaviénatej (Betula Verrucosa FEhrh.),
v teplotnom rozsahu 140 az 180 °C a v casovom rozpéti 30 az 240 minut, sa do hydrolyzatov
uvolnovali latky rézneho charakteru. Nascentné organické kyseliny, ktoré vznikali najma
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odstepovanim funkénych skupin adegradaénymi reakciami uvolnenych monosacharidov,
posuvali hodnoty pH roztokov do kyslych oblasti.

Katalytické 0c¢inky tychto latok nahydrolyzne procesy, ktoré nastali v dreve
a v hydrolyzatoch, sa prejavili aj v chemickom zlozeni hydrolyzatov.

Sacharidovy podiel podliehal vplyvom autohydrolyzy depolymerizacnym reakcidm.
Prevazne hemicelulézovy podiel dreva sa do roztoku uvolfioval vo forme monosacharidov
a nizkomolekulovych fragmentov polysacharidov (oligomérov). V ziskanych hydrolyzatoch boli
stanovené monosacharidy (pentozy a hexdzy), ktoré su typické pre listnaté drevo (D-glukoza, D-
galaktdza, D-manoza, D-xyl6za, L-arabin6za).

Maximalna koncentracia sacharidov uvolnenych z dreva, zavisela od reakénych podmienok
— teploty a Casu. Z dosiahnutych vysledkov vyplyva, ze na uvolnenie maximalneho mnozstva,
prevazne hemicelulézového podielu z brezy bradavicnatej, je potrebné dosiahnut pracovnu
teplotu vodného média 180 °C a ¢as posobenia 60 min.
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