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Abstrakt

Predmetny ¢lanok sa zaobera vplyvom diZky trvania enzymatickej hydrolyzy a asu
zmrazovania na celkovy vytazok monosacharidov z bele topol'ového dreva predupravovaného
zmrazovanim pri -20°C. Experimentalne porovnanie sa uskutoc¢nilo na frakcii pilin do 0,7 mm
nasytenych vodou, nasytenych vodou so 6% zanaSkou NAOH a pilin nasytenych vodou so
zanaskou 2% Na;CO3 a 8% NaOH. Vytazok glukézy a xyldézy ako aj mnoZstvo kyseliny
octovej boli sledované pri 6, 24, 48, 72 a 96 hod trvania enzymatickej hydrolyzy pri 15%
zanaske enzymu na celkovy vstupny obsah celulozy. Vplyv doby trvania zmrazovania bol
uréeny pre Styri zvolené Casy (1.5, 3, 24 a 48 hod) pre efektivny cas 48 hod enzymatickej
hydrolyzy. Maximalny vytazok glukozy (45,3 g.1') a xylozy (23,4 g.I') bol zisteny pri 6%
zanaSke NaOH s 96 hod enzymatickou hydrolyzou, pricom sa preukézalo, Ze predlzovanie
doby zmrazovania po Uplnom vytvoreni kryStdlov 'adu nema dalSi vplyv na zvySovanie
vytazku monosacharidov, t.j. nezvysSuje enzymaticku pristupnost’ holocelul6zy.
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Uvod

Z celosvetovo publikovanych experimentalnych prac je evidentné, Ze faza predupravy
pred enzymatickou hydrolyzou pre ziskavanie II. generdcie chemickych produktov
z lignocelul6zovych zdrojov sa zafina segmentovat’ v dvoch polohach. V prvej polohe sa
jedné o vyber substratu, a to bud’ l'ahsie spracovate'ného akym je bylinna slama alebo tazsie
spracovatel'ného a tym je drevnd hmota. Druha poloha je zdlezitost’ t¢innosti réznych metod
predspracovania.

Vyskumny ustav papiera a celulézy v Bratislave venuje problematike néaleziti pozornost’
uz od roku 2016 vyskumom progresivnych metoéd predspracovania akymi s parna expldzia
(Russ et al. 2016) alebo parnd extruzia (Gigac et al. 2017a,b) alebo ich vzajomnému
porovnavaniu (Pazitny et al. 2019c). Na vyskum predspracovania pSeni¢nej slamy
(Brezaniova et al. 2016) nadvédzuje Pazitny et al. (2019a) svojim vyskumom v oblasti
spracovania drevnej substancie. V praci Pazitny et al. (2019b) boli hodnotené rozdiely
v enzymatickej akcesibilite rozliénych druhov lignocelulézovych materidlov. Prace po roku
2020 su uz venované vyluéne drevnému substratu. V praci Pazitny et al. (2020) sa autori
venuju rozdielom v belovej a jadrovej Casti dreviny Populus alba s porovnanim jednoro¢né¢ho
vymladku toho isté¢ho druhu.
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Cielom tohto ¢lanku je predstavit nepublikované vysledky dalSej metody
predspracovania dendromasy/biomasy a tou je kryolyza. Malé krystaly I'adu na mikro a nano
urovni sa tvoria v limenoch vodou dokonale naimpregnovanej biomasy a zva¢Sovanim
objemu pri zmene skupenstva a ostrymi hranami rastucich krystalikov zaroven sposobuju
destrukciu v substrate (Bohacek et al. 2020). Ciele sucasného vyskumu su zamerané na vplyv
kinetiky procesu zmrazovania na efektivnost’ naslednych procesov hydrolyzy celulozy
a hemiceluldz, ale ucelend teodria stile chyba. ViacSina publikovanych prac ako pouzity
substrat uvadza slamu pol'nohospodarskych plodin: ryzovl slamu (Chang et al. 2011, Deng et
al. 2018), pSeni¢nu slamu (Wang et al. 2013), jacmennu slamu (Rooni et al. 2017) alebo
kukuri¢né kérovie a stonky (Echeverria et al. 2018, Yuan et al. 2019, Li et al. 2019a). Dal§im
substratom, v podstate v tej istej kategorii, su travy, ktoré autori podrobili zmrazovaniu, a to
switchgrass (Panicum virgatum) (Yang et al. 2009) alebo sitina (Juncus maritimus) (Smichi
et al. 2016). V aplikaénej ¢asti vyskumu VUPC boli podané dve patentové prihlagky. Bohagek
et al. (2014) opisal metédu predspracovania opakovanym zmrazovanim a rozmrazovanim
a kontrolovanym zmrazovanim kombinovanym s mechanickym predspracovanim PaZzitny et
al. (2016) za ucelom otvorenia krystalickej Struktury celuldézy a zva¢Senia mernej povrchovej
plochy vybranych druhov lignocelulé6zovych materidlov pre spristupnenie hydrolytickymi
enzymami. Pre kompaktnej§iu drevni hmotu mnohi autori kombinuju zmrazovanie
s anorganickymi rozpusStadlami. Jeong et al. (2016) Studoval efekt zmrazovania na
mongolsky dub (Quercus mongolica), ktory bol upraveny 1% H>SOy, Li et al. (2019b) skiimal
predipravu kombinovaného zmrazovania a rozmrazovania (-20°C and 20°C) s pridavkom
amoniaku (NH3) a Su and Fang (2017) pouzili pridavok NaOH.

V predkladanom experimente sme jednostupiiové zmrazovanie kombinovali so 6%
pridavkom NaOH na objem obsiahnutej vody a porovnavali so vzorkou nasytenou tym istym
objemom vody bez hydroxidu. Pri d’alSej vzorke sme vyznamnu Cast’ silného rozpustadla
nahradili Na>COs, €o je proces Setrnejsi k drevnej hmote (Balbercak et al. 2018).

1. Zavislost’ vytazkov monosacharidov od ¢asu trvania enzymatickej hydrolyzy

Na experimentalne vySetrovanie zéavislosti vytazkov monosacharidov od ¢asu trvania
enzymatickej hydrolyzy bola pouzita drevina topol’ z lokality Bratislava. Vyrez z 12 ro¢ného
dreva mal farebne vyrazne odliSent bel od jadra. Vzorka bola ziskand v mesiaci november.
Vyrez bol spracovany na hobliny hribky do 0,3 mm. Hobliny boli prirodzene suSené pri
beznej laboratérnej teplote 20°C viac ako dva mesiace. Hobliny boli mleté na noZzovom
mlyne Brabender so spodnym sitom 0.7 mm. Celkovo sme ziskali okolo 250 g svetlej frakcie
0.7 mm bele topol'a (Populus Alba). Sitovymi testami bola definovana jej frakcia na vzorke
50 g (Tab.1, Obr. 1).

Tab. 1: Sitové testy topolového dreva (bel) mletého na nozovom mlyne so spodnym sitom 0,7
mm.

sito (mm) 0,7-0,4 0,4 - 0,25 0,25-0,18 0,18-0 spolu
topol’- bel’ 97¢g 15,7 g 13,4 ¢ 11,2 g 50,0 g
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Obr. 1: Frakcné zlozenie pilin topolového dreva (percentudlne zastupenie).

Na suSinovych vdhach Denver IR 35 bola stanovena suSina vzorky 94,2%. Na
kvantifikdciu jednotlivych zloziek dreva - lignin, celkova holocelul6za a celuléza (Tab. 2)
boli pouzité bezné analytické metddy. Klasonov lignin bol stanoveny metdédou podla T 222
om-98, lignin rozpustny v kyseline podl'a Tappi UM 250. Wiseho metdda sa pouzila na
stanovenie holoceluldzy a ISO 692 na stanovenie celuldzy. Pritom holoceluléza zahrnuje vo
vode nerozpustné vlakna, ktoré sti chemicky tvorené z celul6zy hydrolyzovatel'nej na glukozu
a hemiceluldz hydrolyzovateI'nych na rozne hex6zy a pentdzy.

Tab. 2: Chemickeé zlozZenie topolového dreva (bel).

Holoceluloza | Celuléza | Lignin
(%)
topol’- bel’ 75,3 | 49.9 | 21,5

Pre experimentalne porovnanie bolo zvolené zmrazovanie pilin nasytenych iba vodou,
pilin nasytenych vodou so zandskou NaOH a pilin nasytenych vodou so zanaskou Na>COs
a NaOH:

a) 12,5 g a.s. pilin + 86,7 ml H2O
b) 12,5 g a.s. pilin + 6% zanaSka NaOH
¢) 12,5 g a.s. pilin + 2% zanaska NaOH + 8% zanaska Na>COs3

Impregnacia vzorky sa uskuto¢nila vodou, pri¢om cielom bolo dosiahnut’ minimalne
nasyteny stav buniek pred zmrazovanim. Vzorky boli macané v neupravenej vode o izbovej
teplote v mnozstve, ktoré sa zistilo tak, Ze vzorka uz nebola schopné postupne priddvanti vodu
absorbovat’ ani v priebehu dostato¢ne dlhého ¢asového intervalu. Nadbyto¢na voda zostala do
vzorky vidite'ne nevsiaknuta. Vzorky boli pripravené v uzavretych PET sacikoch a vlozené
do Shaker-inkubatora na 24 hod pri teplote 60°C. Nasledne boli vzorky vybraté a volne
ulozené na laboratérnom stole, aby sa teplota ustalila a nasledne boli vlozené na 24 hod do
chladnicky s teplotou 2°C. Vzorky boli premiestnené do mraziaceho boxu s teplotou -20°C na
48 hod. Vzorky boli vybraté a nechali sa pri beznej izbovej teplote rozmrazit’ po dobu 24 hod.
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Na enzymaticki hydrolyzu sa pouzil Cellic CTec2 od spolo¢nosti Novozymes A/S
(Bagsveerd, Denmark) priamo ureny na degradaciu lignocelulozovych materidlov na
fermentovatené monosacharidy. Aktivita enzymu bola laboratorne stanovena na 1.700
BHU/g. Zanéaska enzymu predstavovala 15%. Vzorky boli ulozené v plastovych uzavretych
bankéch a vlozené do inkubatora s vyhrievanim na 50°C a otd¢kami 150 min!. Odoberanie
vzoriek sa uskutocnilo po 6 hod, 24 hod, 48 hod, 72 hod, 96 hod.

Koncentracia monosacharidov a inhibitorov bola stanovend pomocou procedury National
Renewable Energy Laboratory (Sluiter et al. 2008). Monosacharidy (glukoza, xyldza) a
inhibitor (kyselina octovd) boli stanovené pouzitim metédy HPLC (High performance liquid
chromatography) skolonou Rezex ROA (organic acid) H' column. Mobilnad faza
predstavovala 0.005 N, prietok kyseliny sirovej 0.5 ml/min pri teplote do 30°C.
Chromatografické data boli spracované softvérom Clarity version 5.3.0.180 (DataApex Ltd.,
Ceska republika).

Namerané hodnoty

Vytazky glukozy a xylozy a obsah vznikajuceho inhibitora (kyseliny octovej) zistené
metédou HPLC st uvedené v Tab. 3. V posledne;j ¢asti tabul’ky st uvedené hodnoty namerané
autormi Pazitny et al. (2020) pri predspracovani tej istej suroviny parnou exploziou pri 205°C.

Tab. 3: Vytazky monosacharidov a obsah inhibitora z hydrolyzatov topolovych pilin (bel
frakcie do 0,7 mm) predupravenych kombinovanim zmrazovania pri teplote -20°C po dobu
48 hod a zanasky 6% NaOH alebo 2% NaOH + 8% Na>CQOj3. Porovnanie s parnou exploziou
pri 205 °C.

¢as hydrolyzy 6 hod | 24 hod | 48 hod | 72 hod |96 hod
Vzorka | —mmemmmeeeeeeeee-
vytazok (g | (e | @) | (e | (g1
glukoza 13,7 19,5 234 248 292
Impregnacia vodou xyldza 3.8 5.8 6,7 6,9 8,0
monosacharidy spolu 17,5 25,3 30,1 31,7\ 372
kyselina octova 04 0,6 0,7 0,8 0,88
glukéza 23,6| 36,00 41,1 40,8| 45,3
Impregnacia vodou xyldza 13,6 17,4 19,3 20,5| 23,4
+ 6% NaOH monosacharidy spolu 37,2 53,4 60,4 61,3 68,7
kyselina octova 6,9 7,2 6,9 8,0 9,9
Impregnécia vodou glukoza 13,7/  25,6] 29,7 32,0/ 37,0
+ 2% NaOH xyloza 5,1 9,3 10,5 11,4 132
+ 8% NarCOs monosacharidy spolu 18,8 34,9 402 43,4] 502
kyselina octova 4,6 6,1 5,9 5,9 6,5
glukoza - 65,2 65,7 63,9 -
Parna explozia 205°C | xyldza - 17,2 17,6 18,1 -
(Pazitny et al. 2020) | ost. nomosacharidy 2,2 1,6 1,6
monosacharidy spolu - 84,6| 84,9 83,6 -
kyselina octové maximalne 1,7 g/l
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Najvyssia koncentracia monosacharidov (glukéza 45,3 gl!, xyléza 23,4 gl!) bola
dosiahnutd pri pouziti 6% NaOH pri 96 hod enzymatickej hydrolyze. Vytazok glukozy
(Obr. 2), ale hlavne xylozy (Obr. 3), v tomto pripade vyznamne prevysuje ich ekvivalenty
v porovnani s len vodou impregnovanou vzorkou (29,2 g1 a 8,0 g1!). Substitiicia NaOH za
NaxCO3 z dovodu SetrnejSicho pristupu k drevnej hmote (Balber¢ak et al. 2018) v tomto
pripade nebola dostatocne ucinné aj ked’ v porovnani s len vodou impregnovanou vzorkou st
vytazky podstatne vysSie. V Tab. 3 je zelenou farbou vyznacena enzymatickd hydrolyza
48 hod, ako optimalny ¢as vzhl'adom na d’alsi zanedbatel'ny vyt'azok monosacharidov.
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Obr. 2: Vplyv trvania enzymatickej hydrolyzy na vytazok glukdzy z topolovych pilin (bel
frakcie do 0,7 mm) predupravenych kombinovanim zmrazovania pri teplote -20°C po dobu
48 hod a zanasky 6% NaOH alebo 2% NaOH + 8% Na>COs.
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Obr. 3: Vplyv trvania enzymatickej hydrolyzy na vytazok xylézy z topolovych pilin (bel
frakcie do 0,7 mm) predupravenych kombinovanim zmrazovania pri teplote -20°C po dobu
48 hod a zanasky 6% NaOH alebo 2% NaOH + 8% Na>COs.
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Porovnanie celkovych vytazkov monosacharidov vzhl'adom na vysledky dosiahnuté pri
parnej explozii (Pazitny et al. 2020) je znazornené na Obr. 4. Dosiahnuté hodnoty pri
optimalizovanej 48 hod enzymatickej hydrolyze predstavuju 73% z hodnét dosiahnutych pri
parnej explozii pri 205°C.
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Obr. 4: Celkové vytazky monosacharidov v hydrolyzatoch z topolovych pilin (bel frakcie do
0,7 mm) predupravenych kombinovanim zmrazovania pri teplote -20°C po dobu 48 hod
a zanasky 6% NaOH alebo 2% NaOH + 8% Na:COs v porovnani s ucinnostou parnej
explozie pri 205°C.
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Obr. 5: Vplyv trvania enzymatickej hydrolyzy na tvorbu kyseliny octovej v hydrolyzatoch
z topolovych pilin (bel’ frakcie do 0,7 mm) predupravenych kombinovanim zmrazovania pri
teplote -20°C po dobu 48 hod a zanasky 6% NaOH alebo 2% NaOH + 8% Na>COs.
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Na obr. 5 je znazorneny vyvoj kyseliny octovej ako hlavného inhibitora enzymatickej
hydrolyzy. Jednoduché zmrazovanie vzorky impregnovanej iba vodou nema vyraznejsi vplyv
na tvorbu kyseliny octovej (0,4 — 0,88 g.I'!). Jej tvorbu ovplyviiuje velkost pridavku NaOH.
Substiticia NaOH za Na,COs3 tito skutocnost’ mierne zjemiuje.

2. Vplyv doby zmrazovania na celkovy vyt’azok monosacharidov
V dalSom kroku bol sledovany vplyv doby zmrazovania na celkovy vytazok
monosacharidov pri 48 hod enzymatickej hydrolyze, ktord bola vyhodnotend ako Casovo
efektivne vyhodna doba vzhl'adom na d’alsi mélo vyznamny prirastok vo vytazku spojeny
s jej predlzovanim. Experiment sa uskutoc¢nil za totoznych podmienok pre zanasky:
a) 12,5 g a.s. pilin + 6% zanaska NAOH
b) 12,5 g a.s. pilin + 2% zanaska NAOH + 8% zanaSka Na;COs3

Nezmenené zostali 24 hod impregnacia vzoriek, 24 hod chladenie, priCcom sa menila iba

doba zmrazovania: 1.5 hod, 3 hod, 24 hod. Enzymaticka hydrolyza trvala spominanych
48 hod.

Namerané hodnoty
Vytazky glukozy a xylozy ako aj obsah vznikajicej kyseliny octovej pri kombinovanom
zmrazovani v zavislosti od dizky zmrazovania je zndzorneny v Tab. 4.

Tab. 4: Vytazky monosacharidov a obsah inhibitora z hydrolyzatov topolovych pilin (bel
frakcie do 0,7 mm) predupravenych kombinovanim zmrazovania pri teplote -20°C po dobu
48 hod a zandsky 6% NaOH alebo 2% NaOH + 8% Na>COj3 pocas roznych dob trvania
zmrazovania.

doba zmrazovania 1,5 hod 3 hod 24 hod 48 hod
Vzorka |~
vytazok (g1 (g1 (g1 (g1
glukoza 43,1 42,0 41,2 41,1
Impregnacia vodou | xyloza 20,2 19,9 19,8 19,3
+ 6% NaOH monosacharidy spolu 63,3 61,9 61,0 60,4
kyselina octova 6.9 7,0 6,9 6,9
Impregnécia vodou glukéza 26,7 27,9 27,6 29,7
xyloza 8,7 9,0 9,1 10,5
+ 2% NaOH ;
+ 8% NarCOs mono;achartdy spolu 35,4 36,9 36,7 40,2
kyselina octova 6,6 6,8 6,4 5,9

Z grafického znazornenia vyplyva, Ze predlZovanie doby zmrazovania pri tej istej teplote
(-20°C) neprindsa ziadany efekt. Z vedeckého hladiska zaujimavy je fakt, Ze krivka vyvoja
vytazkov pre zanaSku s NaOH mé mierne degresivny a pre zanasku s Na,CO; mierne
progresivny charakter. Destruktivny ucinok je preto mozné predpokladat’ iba pri tvorbe
krystalikov I'adu, ¢o nastdva pri 0°C az -5°C. Po naslednom znizeni teploty by sa mali
vytvarat’ kryStaliky l'adu v lamenoch buniek biomasy smerom dovnutra ¢astic pricom sucasne
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dochadza ku zvdcSeniu objemu pri fazovej premene vody na I'ad v limenoch buniek, ¢o
spdsobuje naruSenie krystalickej Struktary celulézy a zvysuje jej pristupnost’ v naslednych
procesoch hydrolyzy. Tvorba kyseliny octovej pri zanadSke NaOH je v podstate konsStantna
(6,9 -7,0 g1'), rozsah pri zanaske NaxCOs je minimalny (6,6 — 5,9 g1) (Obr. 6).
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Obr. 6: Vplyv dlzky zmrazovania (-20°C) na vytazok monosacharidov v hydrolyzétoch
z topolovych pilin (bel frakcie do 0,7 mm) pri kombinovanej preduprave.

Pocas procesu mrazenia je niz§ia povrchova teplota v porovnani s vnatornou ¢astou
lignocelulézy (Chang et al. 2011). Ked’ teplota pri zmrazovani kles4, objem volnej vody v
poroch sa rozSiruje a molekula vody musi prekonat’ viskéznu odolnost’ a vysledné tlakové
gradienty vody maju vyrazne poskodit’ lignoceluldozovi sStrukturu (Chang et al. 2011). K
adsorpcii molekuly vody dochddza iba v amorfnej oblasti celulozy, kde viazana voda vytvara
vodikové viazby s hydroxylovymi skupinami. Vnutorny objem lignocelulézovej Struktury sa
zvysi v dosledku znizenia stdrznosti, tuhé latky zmdknt a déjde k napucaniu. DeStrukcia
lignocelulozovej Struktiry nastava v dosledku expanzie objemu vody pocas zmrazovania
(Bohacek et al. 2020).

Zaver

Podla stcasnych poznatkov kryolyza dendromasy/biomasy predstavuje metddu
predspracovania, ktora pre praktické uplatnenie potrebuje, aby substrat bol okrem vody
impregnovany aj malym pridavkom chemikalii, aby sa prejavil G¢inok expanzie krystalikov
ladu. Alkalické rozpustadla v kombindcii s teplotou nizkou pod bodom mrazu predstavujii
vhodnt vol'bu. Experimentalne vySetrovanie preukazalo celkové vytazky monosacharidov
v rozsahu 60,4 az 68,70 g1 pri pouziti 6% zanasky NaOH a v rozsahu 40,2 az 50,2 g1 pri
Ciastocnej substitucii NaOH za NaxCOs. Pre lepSiu predstavu vytazky iba vodou
predimpregnovaného substratu (prekroceny bod nasytenia vlakien, 60°C, 24 hod) sa pohybuju
vrozsahu 30,1 az 37,2 gl! a momentalne najprogresivnejsia metéda predipravy — parna
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explozia poskytuje vytazky cez 80 gl!. Experimentom bolo potvrdené, ze vytazky
monosacharidov nie st ovplyvnené narastajiicou dizkou zmrazovania, délezité je prekro¢it
Casovy interval, kedy uz dojde k uplnej tvorbe krystalov I'adu, ktoré substrat spristupnuju

enzymom.
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