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HOT-WATER PRETREATMENT OF POPLAR AND BLACK LOCUST
WOOD FOR BIOETHANOL PRODUCTION
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ABSTRACT

Fast growing trees are 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' and Robinia pseudoacacia L.
as well as the concentration of carbohydrates in hydrolysates arising at the hot water pre-
treatment at 180 °C during 5, 10, 20, 30 and 50 minutes are presented. Saccharides were
analysed by the method of high performance liquid chromatography according to the
National Renewable Energy Laboratory (NREL) analytical procedure.

Wood of Populus x euramericana 'l-214' contain 50.98% of glucose, 21.49% of
xylose, 3.43% of mannose, 0.66 % of galactose and 0.54 % of arabinose, respectively.
Optimum vyields of carbohydrates were found at the hydrolysis time of 30 minutes (5.93
g-dm), which represents 15.43% of total carbohydrates in the native poplar wood.

Wood of Robinia pseudoacacia L. contain 51.82 % of glucose, 16.26% of xylose,
2.25% of mannose, 2.74% of galactose and 1.28% of arabinose, respectively. Optimum
yields of carbohydrates were found at the hydrolysis time of 20 minutes (5.24 g-dm™),
which represents 14.12 % of total carbohydrates in the native black locust 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 xylose, which is the main
hemicellulose monosaccharide in poplar wood. From the comparison of both fast growing
trees can be concluded that black locust wood releases comparable amounts of
carbohydrates during aqueous pretreatment and would be suitable for this type of
treatment.
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UVoD
Hydrolyza biomasy je znama uz od zaciatku 19. storocia, kedy sa zacala pouzivat
hydrolyza zriedenymi aj koncentrovanymi kyselinami s cielom zhydrolyzovat’ celul6zu

na glukozu, ktora sa spracovala na etanol (SEAMAN et al. 1945). Za tychto podmienok
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hydrolyzy dochadza k rozkladu hemicelulézovych sacharidov, preto sa zacali pouZzivat
miernejSie sposoby predupravy s cielom ziskat' ich maximalne vytazky a zachovat' ¢o
najmenej odburanu celuldzu v pevnom zvysku. Tento sa d’alej hydrolyzuje bud’ kyselinami
alebo enzymaticky na monosacharidy a skvasuje na bioetanol. Preduprava biomasy za
miernych podmienok sa ukdzala byt vyhodna na odstranenie hemicelul6z a narusenie
celulozovej Struktiry pre jej l'ah$iu hydrolyzu na glukézu (GRETHLEIN et al. 1991, WYMAN
2013).

Topol'ové aj agatové drevo patri do skupiny rychlorastticich drevin. V stucasnosti je
velky doraz kladeny najmi na spracovanie roznych topol'ovych klonov na energetické
cely (SANNIGRAHI et al. 2010, KACIK et al. 2012a, DURKOVIC et al. 2013). Agatovému
drevu je z tohto pohl'adu venovana ovel’a mensia pozornost’ a V literatire je mozné najst’
len niekol’ko prac venovanych preduprave agatu (GARLOCK et al. 2012, CHUNDAWAT et al.
2013).

Vzhl'adom na chybajice informdacie o prediprave agatového dreva bolo naSim
cielom vykonat' jeho predipravu za rovnakych experimentalnych podmienok ako
Vv pripade topol'ového dreva, porovnat vytazky sacharidov a zistit vhodnost vodnej
predupravy agatového dreva na jeho d’alSie spracovanie na bioetanol.

EXPERIMENTALNA CAST

Zo vzoriek dreva topolového klonu Populus x euramericana 'l-214' vo veku
16 rokov a dreva agatu bieleho (Robinia pseudoacacia L.) vo veku 28 rokov sme pripravili
piliny, ktoré sme presitovali a na hydrolyzu sme pouzili ¢astice s velkostou 0,5 az 1,0 mm,
ktoré sme hydrolyzovali v reaktore PARR 4561 (KACIK et al. 2012b, 2014). Do reakénej
nadoby sme navazili 10 g vzorky (v prepocte na absolitne suchu vzorku) a pridali 200 ml
destilovanej vody (hydromodul 1:20). Reakéni nadobu sme uzavreli a vyhriali na teplotu
180 °C v priebehu 20 mintt, tlak v reakénej nadobe bol 0,8 MPa. Dosiahnutu teplotu sme
udrziavali poc€as 5, 10, 20, 30 a 50 minat, potom sme reakéni nadobu ¢o najrychlejSie
ochladili v nadobe so studenou vodou a 'adom. Kazdu varku sme vykonali dvakrat a
hydrolyzaty sme analyzovali paralelne, takZe pri kazdej urovni Upravy sme ziskali
4 vysledky.

Stanovenie monosacharidov
Alikvotni Cast z hydrolyzatu sme odpipetovali do slzovitej banky a upravili jej pH
na hodnotu 7 pridanim roztoku hydroxidu sodného (NaOH). Vzorku sme po filtracii

pouzili na chromatografické stanovenie monosacharidov v hydrolyzatoch (SLUITER et al.
2011).

Stanovenie oligosacharidov a polysacharidov

V druhej cCasti hydrolyzatov sme po zhydrolyzovani glykozidovych vizieb v uvolnenych
nizkomolekulovych fragmentoch polysacharidov stanovili celkovy obsah uvolnenych
sacharidov. K 5 ml hydrolyzatu sme pridali 0,42 ml koncentrovanej kyseliny sirove;j
(96 %), nasledovala 4-hodinova hydrolyza vo vriacom vodnom kupeli pod spitnym
chladi¢com. Po ochladeni sme vzorku preniesli do odmernej banky (25 ml) a doplnili
destilovanou vodou. 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
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a monosacharidov (ARA — arabinéza, XYL — xyloza, MAN — mandza, GLC — glukdza,
GAL — galaktdza).

Stanovenie sacharidov v dreve

V topolovom aj agatovom dreve sme sacharidy stanovili po dvojstupniovej 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 sirovej zriedili na koncentraciu 3 % a hydrolyzu sme vykonali 1 hodinu pri teplote
121 °C. Vysledny roztok sme ochladili na laboratornu teplotu a po neutralizécii sme
sacharidy analyzovali metodou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie. Sacharidy
v hydrolyzatoch z dreva boli stanovené podla metody NREL (SLUITER et al. 2011)
vysokouc¢innou kvapalinovou chromatografiou (HPLC).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pri hydrolyze topolového aj agatového dreva prechadzaji do roztoku jednotlivé
monosacharidy v zavislosti od ich mnozstva v pdvodnej vzorke, pristupnosti
hydrolytického ¢inidla a 'ahkosti hydrolyzy. Vysledky stanovenia sacharidov v topolovom
Klone 'I-214" aj v dreve agatu bieleho (obr. 1) si v dobrej zhode s tdajmi inych autorov.
Sannighari et al. (2010) uvadzaju pre jednotlivé sacharidy nasledovné hodnoty v 9 r6znych
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 %. Podl'a Fengela a Wegenera (2003) agat
obsahuje 50,1 % celulozy, 23,7 % pentézanov, 20,6 % ligninu, 2,8 % extraktivnych latok
a 0,3 % popola. Celkovy polysacharidovy podiel (holocelul6za) dosahuje hodnotu 81,7 %.
Z neglukézovych sacharidov sa v hemicelulézach agitového dreva vyskytuje manodza
(2,2 %), xyloza (16,7 %), galaktdza (0,8 %) a arabindza (0,4 %). Z naSich analyz vyplyva,
ze topolové drevo obsahuje menej celuldzy a viac hemiceluloz ako agatové drevo.
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Obr. 1 MnoiZstva sacharidov v topolovom a agatovom dreve (%).
Fig. 1 Amounts of saccharides in poplar and black locust wood (%6).
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Z obr. 2 vyplyva, Ze pri vodnej prediprave dochadza k zvySovaniu koncentracie
monosacharidov v hydrolyzatoch s predlzujucim sa ¢asom posobenia. Dominantnym
sacharidom je xyloza, ktord sa uvolnuje hydrolyzou xylanov, v mensej miere
sa V hydrolyzatoch nachddza glukoéza, ktord vznikd z hemicelul6z glukdnového typu a
hydrolyzou amorfnej casti celuldozy. Ostatné sacharidy sa vyskytujo v nizSich
koncentraciach, ¢o je sposobené ich mensim zastipenim vo vychodiskovej surovine
(obr. 1) a pre prehl'adnost’ nie su v d’al$ich grafoch prezentované.
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Obr. 2 Koncentracie monosacharidov xylozy (XYL) a glukézy (GLC) v hydrolyzatoch (T-topol’, A-agat).
Fig. 2 Concentration of monosaccharides xylose (XYL) and glucose (GLC) in hydrolysates (T-poplar,
A-black locust).

Do roztoku prechddzaji monosacharidy aj polysacharidy (t.j. celkové mnozstvo
uvolnenych sacharidov), ¢o sa vyjadruje ich sumarnymi hodnotami (obr. 3). Z grafu
vyplyva, Ze mnozstvo xylozy prechddza maximom, koncentracie glukézy zostavaju
prakticky rovnaké. Xyloza pri prediprave agatového dreva dosahuje vysoké koncentracie
uz pri kratkych Casoch pdsobenia, jej mnozstvo dosahuje maximum rychlejSie ako pri
topol'ovom dreve. Celkové mnozstvo xylozy uvol'nené z topol'ového dreva je vSak takmer
024 % vyssSie ako z agatového dreva. Pokles xylozy moze byt spOsobeny cCiasto¢nou
dehydrataciou xylozy na 2-furaldehyd. Podobné zavislosti boli pozorované pri hydrolyze
roznych druhov biomasy (GARROTE et al. 1999ab, 2001, GARROTE, PARAJO 2002).

Z koncentracii sacharidov V polymérnej forme (obr. 4) vyplyva, Ze xyloza
sa Vv za€iatocnych fazach hydrolyzy uvolfiuje do roztoku najmé vo forme polysacharidov,
predizenie hydrolyzy spdsobuje pokles pritomnosti xylanov v hydrolyzate. Podobné zavery
dosiahli aj ini autori (JOSEFSSON et al. 2002, NEGRO et al. 2003, SuN, CHENG 2005).
Podobne ako Vv pripade monosacharidov, aj pri ich celkovom mnozstve sa xyléza zacina
uvolnovat’ rychlejSie z agatového dreva, vysSie vytazky (o takmer 10 %) sa dosiahli
pri topol'ovom dreve.

Z nameranych hodndt sacharidov v hydrolyzatoch v réznych formach (obr. 5)
vyplyva, Ze v prvych etapach hydrolyzneho pdsobenia do roztoku prechadzajii sacharidy
prevazne vo svojej polymérnej forme, neskdr sa zacinaju rychlejSie hydrolyzovat
na monomérnu formu a Ciastocnej aj degradovat na 2-furaldehyd ainé karbonylové
zluceniny. Ciel'om hortcovodnej predupravy je v prvom rade ziskat’ maximalne mnozstvo
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monosacharidov z hemiceluldz (pri ich minimalnej degradacii) a zaroven narusit’ Struktdru
celulézy pre nésledni enzymaticka hydrolyzu, preto jej podmienky (teplota, Cas) treba
zvolit’ pre kazdi drevinu osobitne.
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Obr. 3 Koncentracie celkovych sacharidov v hydrolyzatoch (T-topol’, A-agat).
Fig. 3 Concentration of total saccharides in hydrolysates (T-poplar, A-black locust).
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Obr. 4 Koncentracie polysacharidov v hydrolyzatoch (T-topol’, A-agat).
Fig. 4 Concentration of polysaccharides in hydrolysates (T-poplar, A-black locust).

Hydrolyzaty ziskané po hydrotermickom pdsobeni na lignocelulézovli biomasu
moZu vd’aka svojmu zlozeniu sluZit’ ako surovina pre ziskanie technicky a priemyselne
dolezitych latok, napr. xylitolu (CANILHA et al. 2008). Z perspektivnych moznosti ich
zhodnotenia je potrebné uviest aj vyrobu bioetanolu enzymatickou fermentaciou
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uvolnenych pentdz a hex6z (OLLSON, HAHN-HAGERDAL 1996, SREENATH, JEFFRIES 2000,
SANCHEZ, CARDONA 2008).
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Obr. 5 Koncentracie sacharidov v hydrolyzatoch topol’ového a agatového dreva (T-topol’, A-agat).
Fig. 5 Concentrations of saccharides in hydrolysates of poplar and black locust wood (T-poplar, A-
black locust).

ZAVER

Rychlorastiuce dreviny st vhodnou surovinou na vyrobu bioetanolu. Prvym krokom
pri jeho vyrobe je prediprava vodou alebo zriedenymi kyselinami za zvySenej teploty.
V tomto stupni sa hydrolyzuji hemicelul6zy a spristupfiuje sa krystalicky podiel celulozy
pre naslednti enzymaticka hydrolyzu.

V predlozenom prispevku je prezentované zlozenie sacharidov v topol'ovom klone 'l-
214" av dreve agatu bieleho a Vv hydrolyzatoch po horucovodnej preduprave pri teplote
180 °C atrvani 5, 10, 30 a 50 minat. Topolové drevo obsahovalo 50,98 % glukodzy,
21,49 % xylozy, 3,43 % mandzy, 0,66 % galaktozy a 0,54 % arabinozy (spolu 77,10 %),
agatové drevo 51,82 % glukdzy, 16,26 % xylozy, 2,25 % mandzy, 2,74 % galaktdzy
a 1,28 % arabindzy (spolu 74,34 %), Optimalne koncentracie sacharidov boli zistené
pre topol'ové drevo pri trvani predipravy 30 minat (5,93 g.dm™), ¢o predstavuje 15,43 %
celkovych sacharidov v skiimanej vzorke, pre agatové drevo pri 20 minutovej prediprave
(5,24 g-dm~3), ¢o predstavuje 14,12 % celkovych sacharidov v skiimanej vzorke. V prvych
etapach pdsobenia sa do hydrolyzatu uvolfiovali najmé polysacharidy, ktoré sa vo vodnom
roztoku d’alej hydrolyzovali na monomérnu formu a ¢iasto¢ne degradovali na 2-furaldehyd
a d’alsie karbonylové zluceniny. Dominantnym sacharidom v roztoku bola xyldza, ktora je
aj hlavnym monosacharidom v hemicelulézach topol'ového dreva ajej koncentracia
v roztoku bola pri 30 mintitovej hydrolyze 4,99 g.dm, t.j. z povodného dreva sa uvolnilo
46,44 % xylozy, pri agatovom dreve to bolo po 20 minutovej preduprave 4,03 g-dm=3, t.j.
z pévodného dreva sa uvolnilo 49,57 % xylozy.

Z vysledkov vyplyva, ze vytazky sacharidov pri vodnej preduprave agatového dreva
st porovnatelné s vytazkami z topolového dreva aje preto mozné predpokladat, Ze
uvedeny spdsob je vhodny na vyuZitie agatu bieleho na jeho spracovanie na bioetanol.
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