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Abstrakt

Predkladany ¢lanok sa zaobera vplyvom cyklického u¢inku zmrazovania a rozmrazovania
dreva rychlorastticej dreviny na celkovy vytazok monosacharidov. Pocéet cyklov zmrazovania
0, 5, 10, 15 a 20 pri teplote -20°C bol aplikovany na vymladkové drevo frakcii > 5 mm
a < 0.7 mm. Experimentalne porovnanie sa uskuto¢nilo na vzorkach viac saturovanych vodou
ziskanych varenim pri atmosférickom tlaku a vzorkidch menej saturovanych ziskanych
impregnaciou pri 50°C. Vytazky glukdzy a xylozy boli sledované po 72 a 96 hod trvania
enzymatickej hydrolyzy pri 15% zandske enzymu na celkovy vstupny obsah celuldzy.
Maximalny vytazok bol 38.2 g/l monosacharidov frakcie < 0.7 mm po 20-tom cykle a 96 h
enzymatickej hydrolyzy. Podiel konverzie pri najvy$som vytazku bol 43.7%.

Kracové slova: Cyklické zmrazovanie, predspracovanie, varenie, impregnacia vodou,
paulovnia, enzymaticka hydrolyza, monosacharidy, glukéza, xyloza.

Uvod

Jedna z metdd spristupnenia celulézy enzymom je kryolyza. Malé krystaly 'adu na mikro
a nano urovni sa tvoria v limenoch vodou dokonale naimpregnovanej biomasy a zva¢Sovanim
objemu pri zmene skupenstva a ostrymi hranami rasticich kryStalikov zaroveil sposobuju
destrukciu v substrate (Bohacek et al. 2020). Uginku zmrazovania biomasy sa venovali viaceri
autori (Chang et al. 2011, Deng et al. 2018, Wang et al. 2013, Rooni et al. 2017, Echeverria et
al. 2018, Yuan et al. 2019, Li et al. 2019a, Yang et al. 2009, Smichi et al. 2016). Pre
kompaktnejSiu drevni hmotu (dendromasu) sa kombinuje zmrazovanie s anorganickymi
rozpustadlami (Jeong et al. 2016, Li et al. 2019b, Su and Fang 2017). Z pohl'adu pouzitych
teplot je mozné rozdelit’ vyskum kryolyzy na: mrazenie pri beznych teplotach pri -20°C (max.
-30 az -40°C), ¢o je mozné docielit’ konvenénymi vymennikmi tepla, hlboké mrazenie (deep
freezing) pri -80°C, ¢o je mozné dosiahnut’ napr. suchym 'adom a kryolycké mrazenie pri -
196°C ziskanych pomocou chladiacej zmesi alebo kryogénnej kvapaliny. Ekvivalentny
priemer l'adovych kryStdlov potom prestavuje hodnoty okolo 12,6 um; 3,6 pm a 1,2 um
(Nesvadba 2008). Cadové krystaly vznikaji z jadier kritickej velkosti (nukleacné centra),
ktoré nasledne rastd. Pre predipravu zmrazovanim ma vel’ky vyznam extracelularny T'ad,
ktory vznika v medzibunkovych priestoroch. Preto je dostatocné preimpregnovanie drevného
substratu vol'nou vodou (voda nachadzajuca sa v limenoch dreva) vel'mi ddlezité. Zmrazena
viazana voda v dreve neexistuje az do teploty -80°C (Thygesen a kol. 2010). Z pohl'adu
destrukcie 'adom je obsah vody v dreve je vyznamny iba v belovej Casti v uré¢itom obdobi
roka a pohybuje sa nad hranicou 150%. Drevo po vytazeni vlhkost’ straca, pricom ako prva sa
trati volnd voda. Problém pre opakovanu sorpciu uz zoschnutého dreva je v uzatvarani
vodivych ciest v jeho Struktare.
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Cyklické zmrazovanie arozmrazovanie predstavuje moznost ako zefektivnit' uc¢inok
mrazenia pri nizkych teplotach bez pouzitia chemikalii. Obsah vol'nej vody v substrate je vsak
potrebné zvysit. V tomto pripade sme zvolili proces varenia pri atmosférickom tlaku.

Material a metody
Laboratorne vzorky

Na experimentdlne vySetrovanie bola pouzitd drevina paulovnia. Paulovnia bola
obstarana vo forme mladych vymladkov do priemeru 4,5 cm z regionu Bratislava a okolie.
Odkornené vzorky boli Stiepkované na laboratornom diskovom Stiepkovaci 2,8 kW s jednym
nozom. Vzniknuta frakcia bola sitovana a delend na hrubs$iu a jemnejSiu frakciu a predstisana
pri laboratornej teplote. Nésledne sa uvedend frakcia mlela na noZzovom mlyne (Brabender®,
GmbH & Co. KG, Nemecko) so sitom 0.7 mm. Na experimenty boli pouzité frakcie > 5 mm
a <0.7 mm. Vzorky boli uskladnené v uzavretom polypropylénovom saciku.

Na suSinovych védhach Denver IR 35 bola stanovend suSina vzorky 94,2%.
Na kvantifikdciu jednotlivych zloziek dreva (Tab. 1) boli pouzité bezné analytické metddy.
Obsah popola sa stanovil podl'a normy ISO 1762, obsah extraktivnych latky v dichlormetane
podla normy Tappi T 204 ¢cm-94 a v hortcej vode podl'a normy Tappi T 207 ¢cm-08. Obsah
Klasonovho ligninu sa stanovil podla normy Tappi T 222 om-98 a ligninu rozpustného
v kyseline podla normy Tappi UM 250. Obsah glukanu, xylanu, mananu, galaktanu
a arabinanu sa vypocital na zaklade koncentracii glukézy, xyldézy, mandzy, galaktozy
a arabinozy v hydrolyzate po stanoveni ligninu.

Stanovenie monosacharidov HPLC metdodou
Pred stanovenim monosacharidov bol hydrolyzat po stanoveni ligninu spracovany so 4%

H,SO4 pri 121°C podobu 2 h, aby prebehla hydrolyza oligosacharidov. Nasledne bol
hydrolyzat zneutralizovany s BaCOjz; Na stanovenie monosacharidov sa pouzil
chromatograficky systém HPLC od spolo¢nosti CHROMSERVIS SK s.r.o. s kolonou Rezex
ROA H'. Mobilna fiza pozostavala z 0,0025 M roztoku kyseliny sirovej v deionizovanej
vode. Vzorky zneutralizovanych hydrolyzatov sa prefiltrovali pretlaenim pomocou injekéne;j
strieckacky cez jednorazovy teflonovy filter (MS PTFE, velkost pérov 0,22 pm).
Po prefiltrovani sa z kazdej vzorky odobral objem 0,5 ml, ktory sa zriedil deionizovanou
vodou 20-krat na kone¢ny objem 10 ml. Takto upravena vzorka sa davkovala do kolony.
Analyzy sa uskutocnovali pri teplote 30°C a prietoku 0,5 ml/min. Kazdd analyza bola
vykonand minimalne dvakrat.

Tab. 1: Chemické zloZenie vymladkového dreva paulovnie.

Monosacharidy Lignin Extraktivne Popol
paulovnia- mladé drevo latky
(%)
62,9 | 272 | 6,2 | 05

Impregnacia vodou a varenie
Na porovnanie experimentalnych vysledkov sa pripravili vzorky: a) prevarené,
b) neprevarené. Na impregnaciu vzoriek sa pouzil pomer 12.5 g vzorky a 100 mL teplej
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destilovanej vody. Zmes sa vlozila do trepacky ES-20/60 (BioSan Ltd., LotySsko) na 24 h pri
teplote 60°C. Nasledne sa urc¢ené vzorky prevarili pod refluxom pocas 30 min.

Cyklické zmrazovanie

Vzorky impregnované vodou boli premiestnené do sacikov a umiestnené¢ do mraziaceho
boxu s teplotou -20°C. Po dokonalom zmrazeni boli vzorky rozmrazované v mikrovinnej rure.
Proceduru zmrazovania arozmrazovania sme opakovali 5, 10, 15 a20 krat. Vzorka
S oznacenim ,,0 nebola podrobena zmrazovaniu. Vzorky pred enzymatickou hydrolyzou boli
zomleté na Jokro mlyne, frakcia > 5 mm sa mlela pocas 45 min a frakcia < 0.7 mm pocas
30 min.

Na enzymaticku hydrolyzu sa pouzil Cellic CTec od spolo¢nosti Novozymes A/S
(Bagsveerd, Denmark) priamo ureny na degradaciu lignocelulozovych materidlov na
fermentovatelné  monosacharidy.  Aktivita enzymu bola laboratérne stanovena
na 1.700 BHU/g. ZanaSka enzymu predstavovala 15%. Vzorky boli uloZené v plastovych
uzavretych bankach a vlozené do inkubatora s vyhrievanim na 50°C a ota¢kami 150 min™.
Odoberanie vzoriek sa uskuto¢nilo po 72 a 96 hod.

Koncentracia monosacharidov bola stanovend pomocou procedury National Renewable
Energy Laboratory (Sluiter et al. 2008). Monosacharidy (gluk6za, xyldza) boli stanovené
pouzitim metédy HPLC s kolénou Rezex ROA (organic acid) H* column. Mobilna fiza
predstavovala 0.0025 M, 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).

Vysledky a diskusia

Paulovnia pochadza z Ciny a je rozsirena po celom svete. Jej drevo je I'ahké a pevné
apreto sa pouziva v ndbytkarskom, leteckom priemysle, na vyrobu preglejok, hraciek
a hudobnych nastrojov a tieZ aj ako rychlorastiica drevina na energetické vyuzitie s kratkym
optimalnym rubnym vekom. TaktieZ je vhodna aj na obnovenie lesov na pddach chudobnych
na ziviny a je odolna vo¢i suchu (Ipekci, & Gozukirmizi, 2003; Yan, Joshee, & Liu, 2016).

V tejto praci sa sledovala zavislost’ vytazku od velkosti ¢astic dreva (pod 0.7 mm a nad
5mm) atiez zavislost' od predspracovania varenim materialu poc¢as 30 min. Vysledky st
uvedené v tab. 1 a tiez s znazornené na obr. 1-3.

Vysledky ukazuju, Ze vyraznejs$i vplyv na vytazok ma velkost’ Castic nez spracovanie
varom, dokonca Vv pripade glukézy vo frakcii <0.7 mm po prevareni a 72 h hydrolyzy bol
vytazok niz8$i oproti neprevarenej vzorke po 20 cykloch zmrazovania-rozmrazovania.
Podobne aj rozdiely vo vytazkoch medzi hydrolyzou pocas 72 az 96 h su takmer
zanedbateI'né (dokonca po 96 h boli aj nizSie vytazky oproti 72 h hydrolyzy). Maximalny
vytazok monosacharidov sa dosiahol pri frakcii <0.7 mm po prevareni, 20 cykloch
zmrazovania-rozmrazovania a 96 h hydrolyzy (38.2 g/L), ¢o je oproti vytazku pri frakcii
<0.7 mm neprevarenej vzorky po 0 cykloch a72 h hydrolyzy o 37% vyssi a oproti
neprevarenej frakcii >5 mm 0 cykloch a 72 h hydrolyzy o 57% vyssi. Podiel konverzie pri
maximalnom vytazku bol 43.7% pozitim rovnice (1) Stankovska a kol. (2018):
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. c doy X V X 0.9
konverzia (%) = ~—menesacharidov X7 X 27 1), (1)

Xmonosacharidoy XM

kde: v ¢itateli sa dosadzuje koncentracia monosacharidov (Cponosacharidov) PTi Vytazku,
objem hydrolyza¢ného (V) vyluhu, 0.9 je faktor konverzie av menovateli podiel
monosacharidov v materiali (X, onosacharidov) @ davka materialu (m).

V praci Jeong akol. (2016) po kryolyze advojstupiiovej hydrolyze biomasy
mongolského duba dosiahli podiel konverzie monosacharidov az vyse 90%. V praci Bohacek
a kol. (2020) sa autori venovali rozmrazovaniu a zmrazovaniu bel'ovej ¢asti topol'ového dreva
(Populus alba ), kde sledovali rozdiely medzi predspracovanim naimpregnovaného dreva
vodou adreva bez impregnacie. Vysledky v tomto experimente ukazali malé rozdiely vo
vytazkoch monosacharidov (35.5 g/L pre ,,suché“ drevo a 37.2 g/L pre naimpregnované
drevo). V tejto praci sa taktiez sledovalo aj cyklické zmrazovanie-rozmrazovanie topol'ového
dreva apodiel konverzie po 20. cykle zmrazovania-rozmrazovania a 48 h enzymatickej
hydrolyzy bol podobny ako v tejto praci, 42.6%.

V praci Pazitny et al. (2020) sa autori venuju rozdielom v bel'ovej a jadrovej Casti dreviny
Populus alba s porovnanim jednoro¢ného vymladku toho istého druhu. Ako metodu
predspracovania pouzili parnt exploziu, rozdiely sa preukazali pri vytazku monosacharidov,
V pripade jadrovej Casti (90 g/L), belovej Casti (85 g/L) a vymladku (77 g/L).

Tab. 1: Vytazky monosacharidov pre vzorky mladého dreva paulovnie frakcii <0.7 a >5 mm
po 72 hod enzymatickej hydrolyzy.

Neprevarené 72 hod
Zmrazovanie - IOZMIEZOVANE [ Gluza (giL) | Xyléea (gl Spolu (g/L)
S5mm [ <07mm| >5mm | <0.7mm| >5mm | <0.7 mm
0 17.4 20.2 7.0 7.7 24.4 27.9
5 18.2 22.9 7.3 7.7 25.5 30.7
10 19.1 23.1 7.5 8.5 26.5 315
15 19.4 24.2 7.7 9.5 27.1 33.7
20 19.4 27.1 7.7 9.5 27.1 36.6
Prevarené 72 hod
Glukéza (g/L) Xyloza (g/L) Spolu (g/L)
>S5mm [ <07mm | >5mm | <07mm| >5mm | <0.7 mm
0 17.7 22.7 6.7 8.9 24.4 31.6
5 18.0 24.2 6.9 8.9 24.9 33.1
10 18.0 25.3 7.2 9.0 25.2 34.4
15 19.2 25.5 7.3 9.3 26.5 34.8
20 20.6 25.8 7.7 9.6 28.3 35.4

Tab. 2: Vytazky monosacharidov pre vzorky mladého dreva paulovnie frakcii <0.7 a >5 mm
po 96 hod enzymatickej hydrolyzy.

Zmrazovanie - rozmrazovanie Neprevarené 96 hod
Get cykl
(pocet cyklov) Glukéza (g/L) Xyléza (g/L) Spolu (g/L)
>5mm | <07mm| >5mm |<07mm| >5mm |<0.7mm
0 17.4 22.8 7.2 8.0 24.6 31.2
5 18.5 23.2 7.6 8.5 26.1 31.3
10 18.9 23.3 7.7 8.6 26.7 31.8
15 19.1 255 7.7 9.3 26.8 34.8
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20 90 | 268 | 77 | 94 | 268 | 362
Prevarené 96 hod
Glukéza (g/L) Xyléza (g/L) Spolu (g/L)
>bmm | <07mm | >5mm | <0.7mm]| >5mm | <0.7mm
0 17.7 24.9 6.3 9.2 24.0 33.9
5 18.0 27.0 6.9 9.8 24.9 36.9
10 19.1 27.0 7.0 9.9 26.1 36.9
15 19.2 27.1 7.5 10.0 26.7 37.0
20 20.9 28.2 7.9 10.0 28.8 38.2
a)
Glukéza 72 h
pary
S~
89 25,0
©
:g =@ - orig>5mm
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15,0
0 5 10 15 20

Pocet cyklov

Obr. 1: Obsah glukozy v mladom dreve paulovnie frakcii >5 mm a <0.7 mm neprevarenej
(orig) prevarenej vzorky (var) po 72hod (a) a 96 hod (b) enzymatickej hydrolyze v zavislosti
od poctu cyklov predspracovania zmrazovanim a rozmrazovanim.
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Obr. 2: Obsah xylozy v mladom dreve paulovnie frakcii >5 mm a <0.7 mm neprevarenej

(orig) a prevarenej vzorky (var) po 72 (a) a 96 (b) hod enzymatickej hydrolyze v zavislosti
od poctu cyklov predspracovania zmrazovanim a rozmrazovanim.
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Obr. 3: Celkovy obsah monosacharidov v mladom dreve paulovnie frakcii >5 mm a <0.7 mm
neprevarenej (orig) a prevarenej vzorky (var) po 72 (a) a 96 (b) hod enzymatickej hydrolyze
V zavislosti od poctu cyklov predspracovania zmrazovanim a rozmrazovanim.

Zaver

Drevny material pouzity v tejto praci bol ziskany z mladej dreviny Paulownia elongata
s dvomi velkostnymi frakciami, <0.7 a >5 mm. Materidl sa predspracovaval varenim pocas
30 min a naslednym cyklickym zmrazovanim- rozmrazovanim pri -20°C. Vysledky ukazali,
ze velkost’ Castic ma zasadny vplyv na vytazok a varenie ma slaby vplyv. S poctom cyklov sa
zvySoval vytazok a najvyssi sa dosiahol pri 20. cykle. Podiel konverzie hydrolyzy bol 43.7%.
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