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Hemicelulézy mladych vetviciek viby bielej (Salix alba r.) (I)

Izolacia a charakterizacia hrubych frakeii hemiceluléz drevnej
\ casti

J P. KOVAC, ¥. RENDOS

Chemicky vistav Slovenskej akadémie vied,
Bratislava

Venované prof. ink. Frantiskovi Kozmdlovi, Elenovi koreSpondentovi SAV,
k 65. narodenindm

Postupnou extrakeiou holocelulézy dreva vibovych vetvidiek roztokmi:
2,5 %-ny NH,OH, 4,5 %-ny NaOH, 8 %-ny NaOH s pridavkom 4 %
H,BO; a 0,05 N-HCI sa ziskali kvalitativne znaéne rozdielne frakcie hemi-
celul6z. V ich hydrolyzédtoch sa sledovalo kvantitativne zastiipenie monosa-
charidov.

V predlozenej praci sme aplikovali metédu frakénej extrakcie na izoldciu
a charakterizaciu hemicelul6z dreva vetvidiek viby bielej. Cielom nasho $tudia
bolo dosiahnut uréité rozdelenie hemicelulézovych frakeii uz poéas samotnej
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extrakcie, kedZe jednostupnova extrakcia celého hemicelul6zového podielu
je spojena so znaénymi tazkostami pri nasledujicej frakciondcii a purifikdcii
jednotlivych hemicelul6zovych frakeii.

Experimentalna &ast

Vychodiskovym materidlom boli mladé vetvi¢ky viby bielej, ktoré narastli zadiatkom
vegetaéného obdobia (do 30. juna 1964). Dzzintegréciou drevnej ¢asti sa pripravili piliny,
ktoré sa extrahovali zmesou benzén—etylalkohol (3 :1). Potom nasledovala extrakcia
pilin 15 9, etylalkoholom 24 hodin pri laboratdérnej teplote. Vékuovym odparenim
extraktu sme ziskali frakeciu, ktorti sme oznagili DV. Z vyextrahovanych pilin sme Klau-
ditzovou metédou [1] pripravili holocelulézu. Analyzu dreva vibovych vetvidiek uvddza-
me v tab. 1 a analyzu holocelulézy v tab. 2.

a) Frakénd extrakcia hemiceluléz

Postupnou extrakciou vzduchosuchej holocelulézy sme pripravili tieto frakcie hemi-
celuléz:

1. DA; extrakciou holoceluldzy 2,5 9, roztokom amoniaku,

2. DHI; extrakeciou holocelulézy, ktord ostala po amoniakélnej extrakcii, 4,5 %, rozto-
kom NaOH,

3. DH2; extrakciou holocelulézy, ktord ostala po predchddzajicej extrakeii, rozto-
kom, ktory obsahoval 8 9% NaOH a 4 % H;BO;,,

1. DH3; extrakciou zvysnej holocelulézy pomocou 0,05 N-HCIL.

Extrakeie 7---3 sa robili 24 hodin pri laboratérnej teplote; vdhovy pomer latky k roz-
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pustadlu bol 1 15. Extrakcie roztokmi lihu sa uskutoénili v dusikovej atmosfére.
Extrakcia s 0,05 N-HCl sa robila 2 hodiny pri 80 °C. Medzi kazdou nasledujicou extrak-
ciou sa holoceluléza odfiltrovala, premyla extrahovadlom a destilovanou vodou.

Tabulka 1

Analyza dreva vibovych vetviéiek

Zlozka

popol

BA-extrakt

extrakt 15 9, etylalkoholom
lignin

—OCH; v dreve

—OCH, v lignine
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holoceluléza
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Tabulka 2

Analyza holocelulézy dreva vibovych vetvi¢iek

Zlozka

%, na absolitne suchu
holocelulézu

popol

lignin

celul6za

dusik

—OCH,

amoniakdlny extrakt (DA)*
frakecia hemiceluléz (DA)**
extrakt s 4,5 9% -nym NaOH*
frakeia hemiceluléz (DH1)**
extrakt s 8 9%,-nym NaOH s pridavkom 4 9%, H;BO,*
frakcia hemiceluléz (DH2)**
frakeia hemiceluléz (DH2/1)**
frakcia hemiceluléz (DH2/2)**
extrakt s 0,05 N-HCI*

frakeia hemiceluléz (DH3)**
celkove vyextrahované*
izolované hemicelulézy**

* Poditané z tibytku na véhe holocelulézy.
** Potitané vazenim izolovanej frakcie hemiceluléz.

b) Spracovanie extraktov

1. Extrakt s 2,5 %-nym NH,OH
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Extrakt sme vékuovo odparili na poloviény objem a hemicelulézy sme vyzrézali
Stvorndsobnym mnozstvom etylalkoholu. Zrazeninu sme odfiltrovali, premyli 70 9,

etylalkoholom, aceténom a éterom. Ziskala sa frakcia DA.
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2. Extrakt s 4,5 %-nym NaOH

Extrakt sme zneutralizovali kyselinou octovou a hemicelulézy sme vyzrdZali §tvor-
ndsobnym mnozstvom etylalkoholu. Zrazeninu hemicelul6z sme spracovali, ako je uvede-
né ad 1. Ziskala sa frakcia DHI1.

3. Extrakt s 8 %-nym NaOH s pridavkom 4 9, H;BO,

Extrakt sme zneutralizovali kyselinou octovou a hemicelulézy sme vyzrdzali etyl-
alkoholom. Zrazeninu sme spracovali ako v predchddzajicich pripadoch. Ziskala sa
frakcia DH2.

4. Extrakt s 0,05 N-HCI

Z extraktu sme po ochladeni vyzrédzali hemicelulézy Stvorndsobnym mnozstvom etyl-
alkoholu a spracovali ako v predchédzajucich pripadoch. Ziskala sa frakcia DH3.

Po vsetkych extrakecidch sme zfskali snehobielu celulézu, ktord uZz neobsahovala
lignin ani dusik. Obsah metoxylovych skupin bol 0,272 %,. Po uplnej hydrolyze celulézy
sme v hydrolyzdte identifikovali D-glukdzu a D-xylézu v moldrnom pomere 29 : 1 a v sto-
pédch p-manézu. Z kyslych zloziek sme identifikovali 4-O-metyl-glukuronozylxylézu.
Hemicelulézy ziskané extrakciou 2,5 9, amoniakom (DA) sme neodsolovali. VSastky
ostatné frakcie hemiceluléz sme odsolovali elektrodialyzou. Hemicelulézy DH2 sa dali
po odsolen{ rozdelit na dve dasti, a to vo vode nerozpustnia DH2/1 a vo vode rozpustnu
DHZ2/2. VSetky frakcie hemiceluléz sme ziskali vo forme bieleho présku, s vynimkou
hemiceluléz DA, ktoré boli hnedé.

¢) Analyjza jednotlivijch frakcii hemiceluloz

V izolovanych frakeidch hemiceluléz sme stanovili popol, lignin [2], skupiny —OCH,
[3], dusik [3] a moldrny pomer monosacharidov v hydrolyzédtoch hemiceluléz. Kyselinu
p-galakturénovia sme identifikovali redukciou jej metylestermetylglykozidu s LiAlH,
[4] a papierovou chromatografiou. Papierovii chromatografiu neutrdlnych monosacharidov
sme uskutoénili na papieri Whatman 1 zostupnou technikou v ststave etylacetat—pyri-
din—voda (8:2:1). Papierovti chromatografiu kyslych zloziek hydrolyzétu sme po
predchddzajice]j eltucii neutrdlnych monosacharidov vykonali v sustave etylacetét—Kkyse-
lina octové—kyselina mravéia—voda (18 : 3 : 1 : 4). Detekeciu sme uskutoénili anilinium-
hydroftaldétom. Na kvantitativne stanovenie monosacharidov sme pouzili denzitometrickd
metddu [5]. Pri frakecidch DH1, DH2/1 a DH2/2 sme stanovili opticka otédcavost a elek-
troforetickii homogenitu. Na stanovenie optickej otdCavosti sme pouzili 1 9, roztok
hemiceluléz v 2 9 roztoku NaOH. VoInu elektroforézu sme robili na pristroji pre mikro-
elektroforézu KERN LK 30 v bordtovom tlmivom roztoku pri pH 11, 150 V, 5,6 mA, pri
koncentrécii vzorky 1 9.

Je zndme, Ze mladé vetviéky st bohaté na dusikaté latky [6], ktoré sa v pouzitych
extrahovadldch viac-menej rozpustaju a mézu znedistit izolované hemicelulézy. Stano-
venfm obsahu dusika sme zistili, do akej miery st izolované hemicelulézy zneéistené
dusfkatymi létkami.

Vysledky analyzy ziskanych frakeii hemicelul6z st zhrnuté v tab. 3.



Tabulka 3

Analyza izolovanych hemicelul6z

Vzorka | Popol | Lignin| Dusik | —OCH, [a ]2 Molérny pomer monosacharidov Kyslé sacharidy

DV 23,8 4,2 Gal:Gle: Xyl: Ara = 2,5:2:1 1 Stopy GalUA
stopy Man a Rha

DA 4,1 2,5 | 2,04 3,95 Xyl:Gal:Gle: Ara =60:2:1:1 4-0-MeGlcUA-Xyl; 4-0-MeGlcUA
stopy Rha GalUA

DH1 1,2 0,5 | stopy 1,97 —56,2° | Xyl:Gle:Gal: Ara =190:11:2:1 4-0-MeGlcUA-Xyl; 4-0-MeGlcUA
stopy Rha stopy GalUA

DH2/1 0,4 0,3 | stopy 1,58 —45,2° | Xyl:Gle:Man = 17:2,5:1 4-0-MeGlcUA-Xyl; GalUA
stopy Gal, Ara a Rha stopy 4-0-MeGlecUA

DH2/2 0,25 | 0,3 | stopy 1,08 —21,8° | Xyl:Man:Glc:Gal =10:7:6:1 GalUA; 4-0-MeGlcUA-Xyl:
stopy Ara 4-0-MeGlcUA

DH3 0,26 0,47 Glc:Gal: Ara: Xyl: Rha = 14,5:11:1: GalUA

1:0,8

(1) fare1q £qIs Lzo[M{edIWAH

G98
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Diskusia

V dreve vibovych vetvitiek (tab. 1) je vysoky obsah popola a dusika. Je
pozoruhodné, Ze postupnou extrakciou sa z holocelulézy vyextrahuje az 54,5 %,
latok, pridom celkové mnozstvo vyzrazanych hemiceluléz je iba 28,7 9. Na-
padne malé mnozstvo hemicelul6z sa vyzraza etylalkoholom z amoniakdlneho
extraktu (tab. 2). Extrakciou dreva 15 9, etylalkoholom prechadza do roztoku
znaéné mnoZstvo mineralnych latok. V hydrolyzate tohto extraktu prevladaji
hex6zy a z kyslych sacharidov sa identifikovala kyselina D-galakturénova.
Amoniakélnou extrakciou sa z holocelulézy odstrani okrem malého mnoZstva
xylanu zmes latok [7], ktoré by presli do extraktu s 4,5 9, roztokom NaOH
a tym znedistili tito frakeiu hemiceluléz. Hemicelulézy DA obsahuji znaéné
mnozstvo dusikatych latok a obsah skupin OCH; je v porovnani s ostatnymi
frakciami hemiceluléz pomerne vysoky. Do extraktu preSla totiz urditd Cast
ligninu, ktord sa pri zraZani etylalkoholom dostala do zrazeniny hemiceluléz
pravdepodobne vo forme lignin-sacharidového komplexu. V hydrolyzate
hemiceluléz DA prevlada D-xyléza, v menSom mnozZstve si pritomné p-ga-
laktéza. p-glukéza a L-arabinéza. Z kyslych sacharidov sa zistila 4-O-metyl-
-glukuronozylxyléza, kyselina D-galakturénova a kyselina 4-O-metyl-glukuré-
nova. Podobné sacharidické zloZzenie ma aj frakcia hemiceluléz DH1 s tym
rozdielom, Ze z hex6z prevldda p-glukéza.

Pri alkalickej extrakeii za pritomnosti kyseliny boritej sa vo véiéSej miere
extrahuji hexézany. Véidsie pomerné zastipenie b-glukézy, b-galaktézy
a D-mandézy vo frakcidch DH2/1 a DH2/2 naznaduje pritomnost galaktogluko-
mananu. Zaujimavé st rozdiely tychto dvoch frakcii ¢o do obsahu kyslych
sacharidov. Zatial ¢o frakcia DH2/1 obsahuje viac 4-O-metyl-glukuronozyl-
xylézy, frakecia DH2/2 obsahuje viac kyseliny p-galakturénovej. V obidvoch
vzorkich sa zistila kyselina 4-O-metyl-glukurénova. Posledna frakcia hemi-
celuléz (DH3) obsahuje v hydrolyzate prevazne p-glukézu a p-galaktézu popri
malych mnoZstvach L-arabinézy, D-xylézy a L-ramnézy. Je pozoruhodné,
7e v tejto frakeii nie je pritomnd p-mandza, i ked v hydrolyzate ,,celulézy
sa D-mandéza zistila. Z kyslych sacharidov sa v tejto frakeil nachddza kyselina
p-galakturénova.

Volné elektroforéza poukazuje na to, Ze jednotlivé frakcie hemiceluléz.
i ked sa pripravili frakénou extrakciou, nie st homogénne. Na to isté mozno
usudzovat i z velkého rozptylu optickych ot4ddavosti [8]. Pre Strukturdlny
vyskum jednotlivych frakecii bude potrebné urobit dalSie operacie za tdelom
ziskania homogénnej frakcie.
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Uvedené charakteristiky izolovanych hemiceluléz poukazuji na to, Zze
holocelul6za vibovych vetvitiek obsahuje zloZiti zmes polysacharidov. I ked
sa na izoldciu hemiceluléz pouzila frakéna extrakeia, nepodarilo sa pripravit
homogénne frakcie polysacharidov, hoci z vysledkov hydrolyzy a chromato-
grafickej analyzy izolovanych frakeii hemiceluléz vidiet, Ze frakénou extrak-
ciou mozno izolovat hemicelulézy kvalitativne znaéne rozdielne. Tento pozna-
tok mozno vyuZzit pri priprave ¢&istej frakcie niektorého typu hemiceluldz.
Oproti dosial pouZivanym postupom ma frakéna extrakeia nesporné vyhody.
Ak sa totiz vyextrahuji naraz vSetky hemicelulézy, je velmi obtazné izolo-
vat z nich uréity typ homogénnych hemiceluléz zrazanim napriklad s Ba(OH),
[9], Fehlingovym roztokom [10] alebo kvartérnymi aménnymi solami [11, 12].

Chromatograficky rozbor izolovanych frakcii hemiceluléz ukézal, Ze drevo
vrbovych vetvidiek obsahuje hemicelulézy, ktoré mozno zaradit medzi xylany
a glukomanény. Cast xyldnu je lahko extrahovatelnd, a to 2,5 9, roztokom
amoniaku. Popri hlavnom podiele xylanu, ktory sa extrahuje 4,5 9, roztokom
NaOH, obsahuje holoceluléza vibovych vetvidiek i xylan, ovela rezistentnejsi
vodi extrakeii, ktory pri nasledujicej extrakeii ldhom s pridavkom kyseliny
boritej znedistuje frakeciu hemiceluléz bohatt na glukomanan. O rezistentnosti
urditej dasti xylanu svedéi aj jeho pritomnost v ,,celuléze’, ktora ostava po
v8etkych extrakcidch. Zaujimavy je poznatok, ktory sa dosiahol rozdelenim
frakcie bohatej na glukomanan DH2. Cast tejto frakcie (DH2/2), rozpustni vo
vode, obsahuje viac glukomananu, kym ¢ast DH2/1. nerozpustna vo vode, je
hohat8ia na xylan.

FEMHLEJITIONO3bI MOJIOAbIX BETOYEKR BETJII (Saliz albe 1..) (1)
N30IA0UA I XAPARTEPUCTHRA
I'PYVBbIX ®PAKIIUI FEMHUIEIION03 JIPEBECHHDI

[I. Koau, ®. Peujjom

Xumuiecku#t merutyr CroBankoil akageMuit HayK,
Bparucnara

B mpusepensoit palore omucaua IICTENMMHAH YKCTPAKLUMA [OJOLZIIIONUZBL MOJIOLBIX
seroder Betan (Saliz alba L.) pasiTAYHBIMZA DKCTPAKIAOHHHEIMIL PEArCHTAM.

Tupponusar reMuLenT0I03, KOTOPHIE N3 aMMUAYHOTO YKCTPAKTA TOIOLEIIIIONOSE OCAM-
AAIOTCA STUIIOBHIM CIMPTOM COM2PHUT D-KCHIO3Y, D-TANAKTO3Y, D-TIIOKO3Y M L-apafunHo3y
B MOJIAPHOM cOOTHOowenun 60 2 1 1.

FeMUIes 00351, KOTOPHIE 0CAMAAIOTCA STUILOBEIM CIIMPTOM 13 SKCTPAKTA IOIOLEILITIOI03El
¢ 4,5 9% pacreopoM NaOH paioT mocie TUEPOIM3a D-KCUII03Y, D-IIIOKO3Y, D-TalaKkTO3Y
W L-apauHo3y B MOJApPHOM cooTHomenuu 190 11 2 1.

DpaknuA reMUIEIIT08, COAepsKamas G0IbIIOe KOTUUGCTBO MAHHAHA ObIIA MOJYUeH:L



868 P. Xov4é, F. Rendok

DKCTPAKIMEH IOJIOIeJIIII0NIO3B PACTBOPOM, KOTODHIA copepxkan 8 % NaOH u 4 Y, H,BO,
M OCKIEHHEM BKCTPAKTA STUIOBBIM cIupTOM. BomopacrBopummas uacth dToi (paxuuu
reMUILEIII0N03 COLSPHKUT D-KCHIIO3y, D-MaHHI3Y, D-TJIIOKO3Y M D-FAJIAKTO3y B MOJSPHOM
coorHowenuu 10:7:6:1. MoaspHoe COOTHOIIEHMEe MOHOCAXapHUIOB B BOMOHEPACTBOPUMOH
wyactn aToit Qpakuun remunemmionos asiafgercd Xyl Gle Man =17 2,5 1.
I'eMU11eIT1051036, KOTOPHEIE U3 I'OJIOLCIIIIN03H aKcTparupylorcsa 0,05 H-HCI gatotT rugpo-
au3at ¢ MoaApHbM cootHolucHuemM Gle Gal Ara Xyl Rha =14,5 11 1 1 0,8.

Prelozil M. Fedorotiko

HEMICELLULOSES FROM THE YOUNG TWIGS OF WHITE WILLOW
(Saliz albz 1.) (I)
ISOLATION AND CHARACTERISATION OF THE ROUGH FRACTIONS
OF THE WOOD-PART HEMICELLULOSES

P. Kovégé, F. Rendos

Institute of Chemistry, Slovak Academy of Sciences,
Bratislava

In the presented paper the step-wise extraction of holocellulose of the young twigs
from white willow (Saliz alba L.), using different solvents for extraction is described.

A hydrolysate of hemicelluloses, precipitable from an ammonia extract with ethanol
contained D-xylose, D-galactose, D-glucose and L-arabinose in the molar ratio 60 :
R I

Hemicelluloses precipitable with ethanol from a holocellulose extract with 4.5 %,
NaOH, after hydrolysis afforded p-xylose, D-glucose, D-galactose, and L-arabinose
in the molar ratio 190:11:2: 1.

A mannan-rich fraction of hemicelluloses was prepared by the holocellulose extraction
with a solution containing 8 9, NaOH and 4 9%, H,BO, and subsequent precipitation with
ethanol. The water-soluble part of this fraction contained p-xylose, b-mannose, D-glucose
and p-galactose in the molar ratio 10 : 7 : 6 : 1. The molar ratio of the monosaccharides
in the water-insoluble part of this fraction of hemicelluloses was Xyl:Gle:Man = 17 :
:2.5:1.

Hemicelluloses, extracted from holocellulose by 0.05 N-HCI yielded hydrolysate with
the molar ratio of monosaccharides Glc : Gal : Ara : Xyl : Rha = 14.5:11 1:1:0.8.

Prelozil I. Kompis
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