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Zastosowanie wysokosprawnej kolumnowej chromatografii cieczowej w
odwréconych uktadach faz (RP-HPLC) do rozdzielania i wstepnej identyfikaciji
skladnikéw hydrofilowych mieszanin po hydrolizie zasadowej biomasy ligno-
celulozowej (BMLC)

Streszczenie: Wzrost konsumpcji paliw kopalnych, ich pozyskiwanie oraz eksploatacja niesie ze sobg wiele zagrozen
dla $rodowiska, dlatego alternatywnym zrodtem energii stajg sie biopaliwa, w tym bio-wodor pozyskiwany w konwersji
biomasy ligno-celulozowej, ktéra poddawana jest obrobce wstepnej. NajczeSciej wykorzystywang metodg obrobki
wstepnej jest hydroliza alkaliczna, podczas ktérej powstaje bardzo duzo produktéw ubocznych, nieprzydatnych do
wytwarzania paliw, szczegodlnie powstatych z hydrolizy ligniny. Najcze$ciej wykorzystywang technikg identyfikacji i
oznaczania skfadu hydrolizatéw biomasy ligno-celulozowej jest chromatografia cieczowa realizowana w réznych
uktadach faz oraz z wykorzystaniem elucji gradientowej. W przypadku badania hydrolizatéw zawierajgcych hydrofobowe
sktadniki, najbardziej korzystne wydajg sie warunki odwréconych uktadéw faz — RP-HPLC. W niniejszej pracy poréwnano
dwie metodyki wysokosprawnej kolumnowej chromatografii cieczowej w odwréconych uktadach faz (RP-HPLC) do
rozdzielania i wstepnej identyfikacji sktadnikow hydrofilowych mieszanin po hydrolizie zasadowej biomasy ligno-
celulozowej, w celu optymalizacji procesu konwersji biomasy ligno-celulozowej (BMLC) do uzyskania najlepszej
efektywnosci procesu hydrolizy. Wyniki tych badarn powinny doprowadzi¢ w przyszto$ci do procedur pozyskania
ubocznych produktéw, powstajgcych podczas procesu hydrolizy BMLC, przydatnych uzytkowo. Konieczne bedag
badania uzupetniajgce, wykonywane w warunkach dwu-wymiarowej elucyjnej gradientowej kolumnowej wysokosprawnej
chromatografii cieczowej, z uwzglednieniem spektrometrii Mas (MS), oprécz detektora spektrofotometrycznego z
detektorem typu DAD (Diode Array) - 2D-Grad-HPLC-UV-VIS-DAD / MS.

Stowa kluczowe: Biomasa ligno-celulozowa — BMLC; Hydroliza zasadowa; Sktadniki hydrolizy ligniny; Rozdzielanie;
Odwrécone ukifady faz - RP-HPLC; Elucja gradientowa; Detekcja UV-VIS-DAD; Identyfikacja na podstawie widm UV-VIS.

Application of high performance column liquid chromatography in reversed phase
to separation and pre-identification ingredients of hydrophilic mixtures after alkaline
hydrolysis of lignocellulosic biomass

Abstract: The increase in the consumption of fossil fuels, their acquisition and exploitation carries a lot of threats to the
environment, therefore an alternative source of energy are biofuels, including biohydrogen obtained in the conversion of
ligno-cellulosic biomass, which undergoes pre-treatment. The most frequently used method of pre-treatment is alkaline
hydrolysis, during which a lot of by-products are generated, unsuitable for the production of fuels, especially those
resulting from hydrolysis of lignin. The most commonly used technique for identifying and determining the composition of
lignocellulose biomass hydrolysates is liquid chromatography carried out in various phase systems and using gradient
elution. In the case of testing hydrolysates containing hydrophobic components, the conditions of reversed phase
systems - RP-HPLC seem to be most favorable. This paper compares two methods of high performance reverse phase
column chromatography (RP-HPLC) for the separation and initial identification of components of hydrophilic mixtures
after basic hydrolysis of lignocellulose biomass, in order to optimize the process of converting lignocellulose biomass
(BMLC) to the best the effectiveness of the hydrolysis process. The results of these tests should lead in the future to
procedures for obtaining by-products of BMLC hydrolysis which are useful for use. Supplementary tests will be required,
performed in two-dimensional, elution, gradient, columnar high performance liquid chromatography, including Mas (MS)
spectrometry, in addition to a spectrophotometric detector with a DAD detector (Diode Array) - 2D-Grad-HPLC-UV-VIS-
DAD / MS.
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1. Wstep
(Introduction)

Wzrost konsumpcji paliw kopalnych, ich pozyskiwanie oraz eksploatacja niesie ze sobg wiele
zagrozen dla srodowiska. Innowacyjne technologie pozyskiwania energii z biomasy i odpaddéw rolno-
spozywczych sg perspektywiczng szansg dla zminimalizowania ilosci odpadéw biodegradowalnych,
pozyskania odnawialnej i ekologicznej energii, a takze, otrzymywania uzytecznych organicznych zwigzkow
chemicznych, szczegélnie produktéw hydrolizy ligniny. Wykorzystywanie biomasy jako surowca dla celéow
energetycznych, nie tylko ogranicza emisje wtérnych zanieczyszczen, ale takze stwarza mozliwosé
spetnienia unijnych dyrektyw [1].

Zgodnie z definicig UNFCCC (ang. United Nations Framework Convention on Climate Change)
przyjeta w 2005 roku, biomasa lignocelulozowa to biodegradowalny materiat pochodzenia ros$linnego,
zwierzecego lub mikrobiologicznego, nie bedacego kopaling [2]. Budowa chemiczna oraz wysoka warto$¢
kaloryczna biomasy lignocelulozowej (BMLC), pozwala na wykorzystywanie szeregu réznych procesoéw,
prowadzacych do wytwarzania znacznych ilo$ci energii w formie zarbwno gazowej, statej, jak i ciektej. Pod
wzgledem wielko$ci i dostepnosci zasobdw, biomasa uznawana jest za trzecie zrodto energii na swiecie [3-
6].

Biomasa lignocelilozowa to materia organiczna sktadajgca sie z trzech biopolimerow, do ktérych
nalezy celuloza, hemiceluloza oraz lignina [7]. Zawarta w materiale lignina stabilizuje struktury
lignocelulozowe utrudniajgc dotarcie enzymoéw celulolitycznych do polisacharydéw, przez co utrudnia
bezposrednie wykorzystanie biomasy do produkcji biopaliw. Dlatego tez pojawia sie potrzeba zastosowania
obrébki wstepnej materiatu. Jedyng z metod obrébki wstepnej biomasy moze byé¢ de-lignifikacja, ktora
rozrywa struktury ligniny, a w konsekwencji powoduje wzrost podatnosci surowca na hydrolize
enzymatyczng, lub kwasng oraz fermentacje. Najczesciej do wstepnej obrébki biomasy ligno-celulozowej
stosuje sie proces hydrolizy chemicznej. Produkty koncowe tego etapu, takie jak lotne kwasy ttuszczowe,
sacharydy i niektére inne zwigzki wegla organicznego, w dalszych etapach konwersji sg metabolizowane
przez mikroorganizmy biorgce udziat w fermentacji metanowej, dzigki czemu zwigkszajg jej wydajnosc.
Jednakze, w przypadku bakteryjnych metodyk otrzymywania bio-wodoru, wiele z tych organicznych
zwigzkéw chemicznych wykazuje dziatanie inhibicyjne. Wéwczas powinny zosta¢ usunigte przed procesem
otrzymywania bio-wodoru w procesach ciemnej fermentacji bakteryjne;.

Delignifikacja metodami chemicznymi stwarza dodatkowg ,szanse” dla enzymow, stwarzajgc lepszy
dostep czynnikéw hydrolitycznych do celulozy [8,9]. Podczas procesu hydrolizy chemicznej, szczegdlnie
kwasnej, do hydrolizatu uwalniane sg znaczne ilosci glukozy, z ktérej zbudowana jest celuloza. Glukoza jest
najbardziej pozadanymi substratem dla dalszych etapéw procesu, decydujgcym o charakterystyce
produkowanego biopaliwa [10].

Obecnie biomase wykorzystuje sie jako surowiec do produkcji bio-metanu oraz bioetanolu w
technologiach fermentacyjnych. Niestety, ze wzgledu na swojg budowe, a w szczegdlnosci na zawartosé
ligniny, wymaga ona obrébki wstepnej. Struktury biomasy powinny by¢ przetworzone na tyle, by wydajnos¢
procesow anaerobowych byta jak najwyzsza, przy jednoczesnym niskim koszcie procesowym [11]. Dobér
optymalnych warunkéw prowadzenia procesu hydrolizy biomasy lignocelulozowej w celu maksymalizaciji
wydajnosci procesu otrzymywania cukréw i innych substancji jest aktualnie przedmiotem wielu badan [12-
14]. Efektywne prowadzenie procesu wigze sie z potrzebg kontroli technicznej - monitorowania wsadu i
przebiegu hydrolizy. W zwigzku z tym, celowe jest opracowanie nowych metodyk, umozliwiajgcych ustalenie
z okreslong czuto$cia, precyzjg i doktadnos$cig jakosciowego i ilosciowego sktadu hydrolizatéw. To powinno
pozwoli¢ na racjonalne sterowanie procesem.

Dotychczas opracowana analityka sktadu hydrolizatéw odpadowej biomasy ligno-celulozowej pozwala
na identyfikacje i oznaczanie powstatych cukrow. Natomiast, nalezy zauwazy¢, ze ,matryca” hydrolizatu jest
mieszaning zwigzkow chemicznych bardziej ztozong i zalezng od rodzaju hydrolizy i warunkow prowadzenia
procesu. W skfadzie hydrolizatow BMLC, zwtaszcza alkalicznych znajdujg sie nie tylko cukry i produkty ich
ewentualnej konwersiji, ale takze r6znego typu kwasy organiczne, zwigzki fenolowe i polifenolowe, pochodne
alkoholi, czy eteréw oraz cykliczne aldehydy i ich pochodne.

Celem tej pracy, jako jednej z serii prac, jest opracowanie nowych optymalnych procedur technicznej
analityki sktadu hydrolizatéw otrzymanych z ré6znego rodzaju odpadowej biomasy ligno-celulozowej (BMLC),
bez i z uwzglednieniem utleniania oraz wykorzystania ,reagentéw wspomagajgcych”, takich, jak gliceryna,
glikole, etanolo-aminy. W badaniach bedzie stosowana wysokosprawna kolumnowa chromatografia
cieczowa (HPLC).

Znaczne zrdznicowanie polarnosci oraz hydrofobowos$ci, a takze istotne zrdéznicowanie lotnosci
skfadnikéw mieszanin powstatych w wyniku hydrolizy BMLC, szczegdlnie hydrolizy alkalicznej z rozktadu
ligniny bedacej bio-polimerem bardzo wielu réznych organicznych zwigzkéw chemicznych, powoduje, ze
konieczne bedzie stosowanie warunkéw elucji gradientowej, lub tzw. skokowej, tzn. programowanie skfadu
eluentu w HPLC.

Badania przedmiotowej serii prac powinny tez pomoéc w opracowaniu nowych procedur grupowego
rozdzielania sktadnikow hydrolizatéw BMLC. Szczegdlnie wazne jest opanowanie mozliwie prostych i mato
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kosztownych procedur rozdzielania hydrolizatéw na frakcje: zwigzkéw nieorganicznych / cukréw / innych
zwigzkow organicznych.

Natomiast, grupa ,innych zwigzkéw organicznych’ powinna by¢ dzielona na: kwasy alifatyczne /
hydroksy-kwasy / aldehydy i ketony / alkohole / poli-fenole i kwasy aromatyczne /inne zwigzki organiczne.
Niniejsza praca dotyczy zbadania wptywu okreslonych warunkéw wykorzystania odwréconych uktadow faz
do rozdzielania mieszanin wzorcowych ziozonych z potencjalnych sktadnikow szczegdinie alkalicznych
hydrolizatéw BMLC oraz rozdzielania mieszanin sktadnikow hydrolizatéw BMLC, otrzymanych w réznych
warunkach hydrolizy.

2. Przeglad literatury — metodyki rozdzielania i identyfikacji sktadnikéw
hydrolizatéw
(Literature review - methodologies of separation and identification

components of hydrolysates)

Najczesciej wykorzystywang technikg identyfikacji i oznaczania sktadu hydrolizatéw biomasy ligno-
celulozowej jest chromatografia. Wykorzystuje sie zaréwno cieczowa, jak i gazowg chromatografie. Ostatnia,
moze dotyczy¢ wytgcznie sktadnikéw o okreslonej lotnosci. Chromatografie cieczowg mozna wykorzysta¢ do
identyfikacji i oznaczenia zawarto$ci zaréwno nielotnych, jak i lotnych sktadnikéw / grup sktadnikéw
hydrolizatéw (a takze ptynéw fermentacyjnych).

W tabeli 1 oraz 2 przedstawiono techniki chromatograficzne oraz warunki rozdzielania opisane w
literaturze i wykorzystywane dotychczas w analityce sktadu hydrolizatéw biomasy ligno-celulozowe;.

Celem badan niniejszej pracy byto poréwnanie dwoch nowych metodyk zastosowania
wysokosprawnej kolumnowe;j elucyjnej chromatografii cieczowej w odwroconych uktadach faz (RP-HPLC) w
warunkach elucji gradientowej do rozdzielania i wstepnej identyfikacji sktadnikéw hydrofilowych mieszanin
po hydrolizie zasadowej biomasy ligno-celulozowej oraz zbadanie mozliwo$ci zastosowania ich w analityce
technicznej skfadu hydrolizatow.

Tabela 1. Techniki chromatografii cieczowej wykorzystywane w analityce sktadu hydrolizatéw biomasy ligno-

celulozowej
Tabele 1. Liquid chromatography techniques used in the analysis of composition of lignocellulosic biomass
hydrolysates
Lp. | Technika Detektor Oznaczane skfadniki Lit.
No | Technique Detector Determined components Lit.
1 Wysokosprawna UV 280 nm Pochodne ligniny [15]
> chromatografia cieczowa w Zwigzki fenolowe (wanilina, aldehyde
) odwréconych ukfadach faz DAD syryngowy, kwas galusowy) [16]
(RP-HPLC High performance (Diode Array Inhibitory fermentacji
liquid chromatography in Detector) (Hydroxymetylofurfural, furfural)
4, reversed phase) Inhibitory fermentacji (furfural) [17]
Detektor
5. Chromatografia jonowymienna | konduktometryczny | Kwasy karboksylowe [18]
(aniono wymienna) i UV 204 nm
(IEC lon Exchange DAD
6. Chromatography) (Diode Array Kwasy organiczne [16]
Detector)
7. Cukry (glukoza, ksyloza) [19]
8 Cukry i polisacharydy (glukoza, ksyloza,
. [20]
celuloza)
RID Cukry i inhibitory fermentacji (glukoza,
9. (refractive index ksyloza, arabinoza, mannoza, galaktoza, | [21]
detector) 5-hydroksymetylofurfural, kwas octowy)
Cukry i kwasy organiczne (ksyloza,
10. [17]
glukoza, kwas octowy)
11. | Chromtografia wykluczania Cukry (glukoza, ksyloza i arabinoza) [18]
jonowego : DAD Kwasy organiczne (kwas lewulino
12. | (IExcIC lon Exclusion (Diode Array K y tg s [22]
Chromatography) Detector) was octowy)
PAD
13 (pulsed Cukry (glukoza, ksyloza, galaktoza, [23]
’ amperometric mannoza, ramanoza)
detection)
MS/MS Cukry (glukoza, ksyloza, galaktoza,
14, Tandemo arablnoza, mannoza, ksylobloza, ryboza, o
Wy lobioza, arabinoza, celotrioza [24]
spektrometr mas ce ! .’ '
mannabioza, ksylotrioza, 3-galaktozo-
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arabinoza) i kwasy organiczne (kwas
glukonowy, galakturonowy, glukoronowy,
laktobionowy)
15. | Chromatografia wymiany RID Cukry [25]
16. | ligandow L Cukry [26]
(LEC Ligand Exchange (refractive index
17. Chromatography) detector) Alkohole cukrowe [27]
18. Chromatografia oddziatywan RID Cukry 28]
hydrofilowych (refractive index
(HILIC Hydrophilic interaction
19. liquid chromatography) detector) Cukry (glukoza) [16]
Chromatografia wykluczania RID .
20. | (GPC Gel permeation (refractive index Rcc))”zsk;iﬂ:;adsgv\cl:zasteczkowej [26]
chromatography) detector) P Y
Tabela 2. Techniki chromatografii gazowej wykorzystywane w analityce sktadu hydrolizatéw biomasy

lignocelulozowej

Tabele 2. Gas chromatography techniques used in the analysis of composition of lignocellulosic biomass

hydrolysates.

Lp. | Technika Detektor Oznaczane skfadniki Lit.
No. | Technigue Detector Determined components Lit.
1. Detektor Kwasy ttuszczowe [29]
2. ptomieniowo- Zwiazki lipofilowe (po ektrakciji) [15]
3 J(?:Tg ?:Clgjr?])é Alkohole (etanol, butanol) i ketony [16]

Chromatografia gazowa lonization Detector) (aceton)
4. (GC Gas chromatography) Produkty degradacji ligniny [26]
Spektrometr mas Fenole, aldehydy fenolowe, kwasy [18]

MS enolowe
6. Fenole, aldehydy fenolowe, kwasy [30]

fenolowe, ketony fenolowe

3. Czes¢ eksperymentalna
(Experimental part)

3.1. Materialy
(Materials)

Sktadnikami rozdzielanej mieszaniny wzorcéw, rozpuszczonymi w eluencie poczatkowym (mieszanina
woda, 1,5 ml ACCN, 1 ml HCOOH) byty:

. 6,6 mg/mi
5,7 mg/mi
6,1 mg/mi
7,1 mg/mi
6,1 mg/mi
6,0 mg/ml

6,3 mg/ml

6,3 mg/ml

6,2 mg/mi

. 6,6 mg/mi
6,2 mg/mi

6,2 mg/mi

. 20,3 mg/ml
° 10,5 mg/ml
. 10,0 mg/ml

2,6-dimetoksyfenol

Kwas 4-hydroksybenzoesowy
2-metoksyfenol (gwajakol)
2-fur-aldehyd (furfural)
1,2-dihydroksybenzen
5-hydroksymetylo-2-furaldehyd
kwas 4-hydroksy 3-

metoksybenzoesowy (kwas wanilinowy)

4-hydroksy-3-metoksybenzaldehyd
(wanilina)

Kwas trans-felurowy (kwas €-3-(4-
hydroksy-3-metoksyfenylo)-prop-2-
enowy)

Kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy
kwas -4-OH-3,5-metoksybenzoesowy
(kwas syryngowy)

kwas 3,4-dihydroksycynamonowy
(kwas kawowy)

Glukoza

Kwas metanowy (kwas mréwkowy)
Kwas etanowy (kwas octowy)

99%, Sigma-Aldrich, Indie
99%, Sigma-Aldrich, Chiny
Sigma-Aldrich, Chiny
Sigma Aldrich, Chiny

99%, Sigma Aldrich

Sigma Aldrich, Chiny

Sigma Aldrich, Chiny

99%, Sigma Aldrich, Niemcy

99%, Sigma Aldrich, Chiny

97%, Sigma Aldrich, Chiny
Sigma Aldrich, Chiny

98,0% Sigma-Aldrich, Chiny

99,5, Sigma-Aldrich, USA
80%, POCH, Polska
99,5-99,9%, POCH, Polska

Do procesu hydroliz zasadowych oraz neutralizacji powstatych hydrolizatéw wykorzystano materiaty

przedstawione w tabeli 3.
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Tabela 3. Materiaty wykorzystane w procesie hydroliz zasadowych oraz neutralizacji
hydrolizatow.

Table 3. Materials used in the process of alkaline hydrolysis and neutralization of generated hydrolysates.
Lp. | Nazwa procesu Materiaty

No | Process name Materials

1. Hydroliza - 200 ml roztwor 5% NaOH

powstatych

zasadowa - 200 ml roztwoér 5% Naz2COs
- 200 ml roztwoér 5% Ca(OH)2
- 6 g biomasy lignocelulozowej — gatezie wierzby energetycznej
2. Proces - 10% HCI
zobojetniania - 3% HCI

W badaniach wykorzystano nastepujace materiaty jako eluenty, lub ich sktadniki:
Woda demineralizowana

Acetonitryl (299,9% czystos¢ dla cieczowej chromatografii, Merck, Niemcy)
Kwas mréwkowy (80%, POCH, Polska)

Metanol (Merck, Niemcy)

Badanym| probkami hydrolizatéw byty:
Hydrolizat zasadowy po 24 godz. z wykorzystaniem jako katalizatora roztworu 5% NaOH,
e Hydrolizat zasadowy po 24 godz. z wykorzystaniem jako katalizatora roztworu 5% Na2COs,
e Hydrolizat zasadowy po 24 godz. z wykorzystaniem jako katalizatora roztworu 5% Ca(OH).
3.2. Aparatura i wyposazenie
(Apparatus and equipment)

W tabeli 4 przedstawiono wyposazenie i aparature wykorzystang do przygotowania procesu hydrolizy,
a takze do przygotowaniu probek hydrolizatéw do badan.

Tabela 4. Aparatura oraz wyposazenie wykorzystane w procesie hydroliz oraz przygotowaniu probek
hydrolizatéw do badan.

Table 4. Apparatus and equipment used in hydrolysis process and preparation of samples of hydrolysates
for testing.

Lp.
No.

Nazwa procesu
Process name

Aparatura oraz wyposazenie
Apparatus and equipment

1.

Hydroliza

- trzy butelki szklane, ci$nieniowe o pojemnosci 250 ml z korkiem
mtyn ogrodowy (Meec Tools)

- miynie ultra od$rodkowym ZM 200 (Retsch)

- suszarka laboratoryjna

- eksykator (z substancjg suszgcg NaOH)

- taznia wodna

- waga analityczna

Proces filtracji

- zestaw do filtracji (w tym kolba stozkowa o pojemnosci 1000 ml ze szlifem
zewnetrznym, podstawa filtra z bocznym kruécem ssawnym (ze spiekiem), lej
filtracyjny szklany o pojemnosci 300mL i srednicy 47 mm, aluminiowg klamra oraz
filtry nylonowe o $rednicy 47 mm, wielkosci poréw 47 um)

- pompka wodna z butlag Woulfe’a

- metalowe szczypce

- zlewka 50 ml

- 3 szczelnie zamykane probdéwki szklane o pojemnosci 20 ml

Proces
zobojetniania

- mieszadto magnetyczne,

- mieszadetko magnetyczne

- pHmetr z elektrodg szklang

- zlewka szklana (min. 50 ml)

- statyw metalowy

- 2 metalowe fapa laboratoryjne
- biureta szklana 20 ml

Chromatgoraf cieczowy wykorzystany do rozdzielania i identyfikacji hydrolizatéw sktadat sie z interface
Merck, Hitachi D-7000, pompy Merck, Hitachi L-7100, termostatu Columnoven L-7350 Merck, Peltier Cooling
Module for L-7350/7351, detektora refraktometrycznego RI Detector 2300 KNAUER oraz detektora UV-VIS /
DAD Merck, Hitachi L-7450A LaChrom.
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3.3. Metodyka
(Methods)

Przygotowanie probek
(Preparation of samples)

W badaniach wykorzystano oprécz mieszaniny wybranych wzorcéw substancji powstajgcych podczas
hydrolizy zasadowej biomasy lignocelulozowej (tzn. wierzba energetyczna), prébki hydrolizatéw. Proces
hydrolizy wykonywany byt z trzema réznymi katalizatorami, nastepnie prébki hydrolizatow zostaty
przefiltrowane i zobojetnione przed wykonaniem rozdzielania i wstepnej identyfikacji. Ponizej przedstawiano
szczegotowg procedure przygotowania hydrolizatow.

Materiat biomasy lignocelulozowej (wierzba energetyczna) pocieto na zrebki o wymiarach 10 x 20 mm
za pomocg mtyna ogrodowego (Meec Tools). Nastepnie, tak przygotowany materiat, zmielono w mtynie ultra
odsrodkowym ZM 200 (Retsch). Materiaty wstepnie rozdrobnione poddano zmieleniu z wykorzystaniem sita
o $rednicy otworéw rownych 4 mm, a nastepnie 0,75 mm i docelowo 0,25 mm. Odpowiednio rozdrobniony
materiat suszono (przez minimum 4 godziny) w suszarce laboratoryjnej w temperaturze 105°C, do statej
masy. Wysuszony materiat umieszczono w eksykatorze z NaOH (jako substancjg suszgcg), do ostygniecia.
Po ostygnieciu odwazono do trzech butelek cisnieniowych po 2 g wierzby (s.m.) na 200 ml roztworu
katalizatora (odpowiednio roztwory: pierwszy katalizator- 5% NaOH, drugi katalizator - 5% Na2COs, trzeci
katalizator - 5% Ca(OH)2). Ustawiono temperature 90°C na wytrzgsarce potgczonej z taznig wodna.
Przygotowano, w kolbach stozkowych o objetosci 250 ml, 200 ml roztworu katalizatora, odpowiednio w
trzech kolbach 5% NaOH, 5% Naz2COs, 5% Ca(OH)2. Nastepnie do butelek z wczesniej przygotowanym
wsadem dodano roztwér katalizatora i umieszczono butelki z wsadem w fazni wodnej na 24 godz.

Po 24 godz. wyjeto z tazni wodnej butelki z hydrolizatami i ostudzono do temperatury pokojowe;.
Nastepnie przefiltrowano za pomocg filira nylonowego o $rednicy porow 0,45 um kazdg probke hydrolizatu -
oddzielnie do szklanych, szczelnie zamykanych fiolek.

Nastepnie kazdy hydrolizat zobojetniono do wartosci pH mieszczacej sie w zakresie pH réwnym 4-5.
Hydrolizat z wykorzystaniem katalizatora 5% NaOH zobojetniono roztworem 10% HCI, natomiast dwa
pozostate hydrolizaty zobojetniono z wykorzystaniem roztworu 3% HCI. Fiolki zobojetnionych hydrolizatow
oznaczono i przechowywano przez 2 tyg. w temperaturze ponizej 4°C, do czasu badan. Badano préobki w
temp. pokojowej.

W badaniach zastosowano dwie metodyki rozdzielania i wstepnej identyfikacji mieszanin wzorcowych
oraz prébek rzeczywistych hydrolizatéw, po procesie hydrolizy zasadowej.

Wykorzystano dwie metodyki badan hydrolizatow:

Warunki metody A - Warunkami chromatograficznymi pierwszej metodyki byty:

o przeptyw: 1,2 ml/min,

e kolumna: Accocore aQ 150x4,6 mm 2,6 um wypetnienie RP producent Thermo,
elucja gradientowa, program: 0-6 min 100% - mieszanina: 99,85% Woda 0,15% ACCN 0,10%
HCOOH (v/v), 6-25 min 0-85% - narost mieszaniny: 70,00% ACCN 29,90% Woda 0,10% HCOOH
(V/V) (rys. 1)
objeto$é dozowanej probki: 50ul
detekcja: RID, UV-VIS DAD

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

70,00% ACCN 29 90%
Woda 0,10% HCOOH
(vivv)

m 99 85% Woda 0,15%
ACCN 0,10% HCOOH
(vivv)

Zawartosé procentowa
sktadnika eluentu [%]

1234567 8 91011121314151617 1819202122 232425
Czas rozdzielania [min]

Rys. 1. Program elucji — dla metody A
Fig. 1. Elution program — for method A

Warunki metody B - Warunkami chromatograficznymi drugiej metodyki byty:
o przeptyw: 1,2 ml/min,
e kolumna: Accocore aQ 150x4,6 mm 2,6 ym wypetnienie RP producent Thermo,
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e elucja gradientowa, program: 0-6 min 100% 0-6 min 100% - mieszanina: 99,85% Woda 0,15%
MeOH 0,10% HCOOH (v:v:v), 6-25 min 0-85% - narost mieszaniny: 70,00% MeOH 29,90% Woda
0,10% HCOOH (v:viv), 25-30 min 85-100% - narost mieszaniny: 70,00% MeOH 29,90% Woda
0,10% HCOOH (v:v:v) (rys. 2)

e objetos¢ dozowanej prébki: 50ul

e detekcja: RID, UV-VIS DAD.

100%

80%

70,00% MeOH
29 90% Woda 0,10%
HCOOH (vvv)

60%

40%
= 99 85% Woda 0,15%
MeOH 0,10%

20%
° HCOOH V)

Zawartosé procentowa
sktadnika eluentu [%]

0%
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35
Czas rozdzielania [min]

Rys. 2. Program elucji — dla metody B
Fig. 2. Elution program — for method B

4. Wyniki i dyskusja
(Results and discussion)

W tabeli nr 5 przedstawiono skfadniki mieszaniny wzorcowej wybrane w do niniejszych badan jako
organiczne zwigzki chemiczne reprezentujgce najwazniejsze sktadniki ktérych nalezy spodziewal sie w
hydrolizatach BMLC, szczegdlnie w hydrolizatach alkalicznych. Stanowity one sktad tzw. mieszaniny
wzorcow. W tabeli 5 zamieszczono nazwy, struktury molekularne i wybrane witasciwosci fizykochemiczne
tych zwigzkéw chemicznmych, szczegdlnie te, ktdére majg znaczenie dla przewidywania optymalnych
warunkow rozdzielania technikami HPLC, a takze C-GC.

Tabela 5. Zestawienie zwigzkéw chemicznych — skfadnikéw mieszaniny wzorcowe;j.
Table 5. List of chemical compounds — components of standards mixture.

. Temp. Temp.
L Nazwa Wf:r n Wz6r strukturaln K logP Topnienia | Wrzenia
. Name of chemical sumaryczny zor strukturainy pra 09 Melting Boiling
No. Molecular Structural formula pKa logP . .
compound formula poiint point
[*C] [*C]
OH
1. | 2-dimetoksyfenol Coto0s | — O O~ |1059 |24 |4345 | 203
) 2,6-dimethoxyphenol ' '
OH
Kwas 4-
2. hydroksybenzoesowy C7He03 4,54 1,58 2145 336125
4-Hydroxybenzoic acid
(0] OH
o~
2-metoksyfenol
(gwajakol) OH i
3. 2-methoxyphenol C7HsO2 9,98 1,32 26-32 205
(Guaiacol)
2-fur-aldehyd 2
(furfural) o i i 163-
4| Fur-2-aldehyd CsHaO2 V" 0,73 | -33,6 169
(furfural)
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1,2-dihydroksybenzen OH

5. | Io-dinycronybonsens | CHEOs ©/ 948 |088 | 102 245
5-hydroksymetylo-2-
furaldehyd (0]

6. | 5hydrosymethyl-2- CeHs03 w0 T 12,82 | 045 |27-34 | 292
furaldehyd

0] OH
kwas 4-hydroksy 3-
metoksybenzoesowy
(kwas wanilinowy) ) 353,4+
7. 4-hydroxy-3- CsHsO4 P 4,51 1,33 210-213 27

methoxybenzoic acid e}
(vanillic acid)
OH
0] H
4-hydroksy-3-
metoksybenzaldehyd
(wanilina)
8. A-hydroxy-3- CsHsOs 7,78 1,23 81 285
methoxybenzaldehyde( O/
vanillin)

Kwas trans-felurowy

OH
(k 3-(4-hydroksy-3 i
was-3-(4-hydroksy-3- o i
9. metoksyfenylo)-prop-2- | CioH1004 - Non | 45 1,64 172,9 372,3¢
8,7 173,9 27
enowy) o

Trans-feluric acid

OH
Kwas 3,4- HO
dihydroksybenzoesowy 202-203 410,7+
10. 1 3 4~ dihydroxybenzoic | C7H604 448 | L16 | (ookbad) | 35
acid
NS
HO” Y0
o] OH
kwas -4-OH-3,5-
metoksybenzoesowy
(kwas syryngowy) 4,2 )
11. 4-OH-3.5- CoH100s 91 1,13 205-209 | 379449
methoxybenzoic acid o o~
(syringic acid)

kwas 3,4-

OH
o]
dihydroksycynamonowy HO S 205
12. | (kwas kawowy) CoHsO4 OH | 4,62 1,42 (rozkiad) 416+35
3,4-dihydroxycinnamic

acid (coffee acid)

HO OH

Glukoza Q

13. Glucose Ce6H1206 HO 12,12 | -3,02 | 146-152 527450
OH
OH

Kwas metanowy

(kwas mréwkowy) P ) i 100-
141 Methane acid (formic CHz02 HO o 375 |-054 | 7-86 102

acid)

Kwas etanowy o

(kwas octowy) ]
15. Ethanic acid (acetic C2H402 /lLOH 4,76 0,17 | 17 117

acid)

Na rysunkach 3-14 przedstawiono widma w zakresie UV-VIS zwigzkéw chemicznych uzytych w tych
badaniach jako mieszanin wzorcéw.
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Fig. 3. UV-VIS spectrum
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Fig. 5. UV-VIS spectrum
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Dane w tabeli 3, w tym szczegolnie, istnienie hydrofobowych elementéw struktur molekularnych
zwigzkow chemicznych reprezentujgcych skfadniki hydrolizatéw otrzymanych w rezultacie hydrolizy
alkalicznej, a takze wyzsze od zera wartosci log P wielu zwigzkéw chemicznych reprezentujgcych te
hydrolizaty, wskazuja, ze rozdzielanie duzej czesci sktadnikow hydrolizatéw BMLC, a takze znacznej czesci
aglikonéw metabolitéw roslinnych powinno byé realizowane w warunkach chromatografii cieczowej w
odwréconych ukfadach faz, szczegdlnie z wykorzystaniem RP-HPLC lub RP-UPLC. Jednakze, znaczny
zakres zmiennosci wartosci Log P tej grupy zwigzkéw chemicznych pokazuje takze, ze konieczna bedzie
elucja gradientowa, lub — w przypadku skali semi-preparatywnej, lub preparatywnej - elucja skokowa o
rosngcej zawartosci organicznego dodatku do eluentu. Przy czym, na poczatku programu elucji eluent
powinien mie¢ staty sklad oraz powinien zawiera¢ bardzo niskg, albo brak zawartosci sktadnika
organicznego. W ten sposob istnieje potencjalna mozliwosé rozdzielania grupowo sktadnikéw hydrolizatéw o
zakresie logP od 0 do -1 oraz drugiej grupy o log P<-1.

Na podstawie danych w tabeli 3 widac tez, ze cze$¢ sktadnikdw mieszaniny wzorcowej charakteryzuje

sie wlasciwosciami stabych kwasow organicznych, gdy pKa jest mniejsze od ok 6. To implikuje koniecznosc¢
zakwaszenia eluentu do warto$¢ pH nizszej przynajmniej o 0.5 jednostki od najnizszej wartosci pKa
rozdzielanych indywiduéw chemicznych, by zapewni¢ ich elucje w postaci niejonowej.
Znaczenie wydaje sie posiadac takze rodzaj kwasu dodawanego do eluentu w celu zakwaszenia, a takze
wartos¢ pH eluentu podczas rozdzielania w warunkach RP, tak, w warunkach RP-HPLC, jak i w warunkach
RP-TLC. Okreslony poziom kwasowosci eluentu podwyzsza hydrofobowos¢ skiadnikéw rozdzielanej
mieszaniny o charakterze stabych kwaséw organicznych, poprzez cofanie dysocjacji elektrolitycznej. To
zapewnia mozliwo$¢ efektywnego wykorzystania hydrofobowych oddziatywan tych zwigzkéw chemicznych z
hydrofobowg powierzchnig sorpcyjna.

Warto doda¢, ze w warunkach stosowania detektora typu UV-VIS DAD, widma w zakresie UV-VIS
stanowig wazng podstawe dla identyfikacji wielu zwigzkéw chemicznych. Wykorzystuje sie je dodatkowo w
tym celu oprécz dokonywania identyfikacji na podstawie parametrow retencji - czasu retencji (tr), czy
wspotczynnika retenciji (k).

W zwigzku z powyzszym, korzystne jest by kwas dodawany do eluentu nie absorbowat, albo tylko w
niewielkim stopniu absorbowat swiatto UV w catym zakresie ultrafioletu, w tym, w zakresie niskich wartosci
diugosci fali (200 — 230 nm). Woéwczas do identyfikacji mozna by wykorzystywa¢ widma rozdzielanych
sktadnikbw mieszaniny zarejestrowane catym zakresie UV. Kwasy organiczne, takie jak, kwas
trojfluorooctowy (TFA), mréwkowy, czy octowy, absorbujg UV w zakresie do ok 230 nm Mogg one i czesto w
badaniach opisanych w literaturze, stanowig dodatek do eluentu w celu jego zakwaszenia. Jednakze
wowczas nie jest mozliwe wykorzystywanie do identyfikacji tych czesci widma UV identyfikowanych
zwigzkéw chemicznych, ktdra zawiera sie w zakresie ponizej 230 nm. Z tego punktu widzenia bardziej
korzystne jest stosowanie dodatku kwasow nieorganicznych do eluentu, nie absorbujgcych UV powyzej 200
nm, takich, jak kwas siarkowy, fosforowy, czy solny. Nalezy, jednak mie¢ swiadomos¢, ze sg to kwasy o
niskiej lotnosci, a do tego powodujgce korozje metalowych elementéw, np. spektrometru mas.

Wyniki niniejsze badan majg na celu opracowanie optymalnych warunkéw rozdzielania, ktére mogtyby
by¢ wykorzystywane w sprzezeniu HPLC / UPLC — MS. Dlatego do zakwaszania eluentu zastosowano tu
do$¢ lotny i nie powodujacy korozji, gdy znajduje sie w fazie pary - kwas mréwkowy.

Na rysunkach 15-38 przedstawiono wyniki rozdzielania w postaci chromatograméw. otrzymanych dwiema
metodykami, dla tych samych prébek poddawanych rozdzielaniu,

Chromatogramy zamieszczone na rysunkach 15-18 oraz 23-30 wykonane sg z wykorzystaniem
metody A - ukifad: RP-HPLC, przeptyw: 1,2 ml/min, kolumna: Accocore aQ 150x4,6 mm 2,6 um,
wypetnienie RP 18, producent Thermo, elucja gradientowa - program: 0-6 min 100% - mieszanina: 99,85%
Woda 0,15% ACCN 0,10% HCOOH (v:viv), 6-25 min 0-85% - narost mieszaniny: 70,00% ACCN 29,90%
Woda 0,10% HCOOH (v:v:v).

Natomiast, chromatogramy zamieszczone na rysunkach 19-22 oraz 31-36 wykonane sg z
wykorzystaniem metody B - uktad: RP-HPLC, przeptyw: 1,2 ml/min, kolumna: Accocore aQ 150x4,6 mm
2,6 ym wypetnienie RP18 producent Thermo, elucja gradientowa, program: 0-6 min 100% 0-6 min 100% -
mieszanina: 99,85% Woda 0,15% MeOH 0,10% HCOOH (v:viv), 6-25 min 0-85% - narost mieszaniny:
70,00% MeOH 29,90% Woda 0,10% HCOOH (v:v:v), 25-30 min 85-100% - narost mieszaniny: 70,00%
MeOH 29,90% Woda 0,10% HCOOH (v:v:v).

Strzatka umieszczona na chromatogramach oznacza poczatek elucji gradientowej na wylocie z
kolumny HPLC. Tzn., od tego momentu majg miejsce istotne zmiany skfadu eluentu na wylocie z kolumny
HPLC. To powoduje, ze Do tego zakresu elucji jest mozliwe oraz jest efektywne wykorzystywanie
réznicowego detektora refraktometrycznego (RID).
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Tabela 6. Zestawienie podstawowych parametréw poszczegdlnych skfadnikdw mieszaniny wzorcow dla obu

metodyk dla rozdzielania.

Table 6. List of basic parameters of individual components of a mixture of standards for both methodologies

for the separation.

Lp./ | Nazwa substancji /
No. | Name of chemical compund

Metoda / Method

Metodyka A / Method A

Metodyka B / Method B

Parametr: . .

Parameter tr[min] | k[] alf] tr [min] k[-] | al]

Detekcja: RID / RID detection

1. | Glukoza 158 |- - 1,71 N
Glucose
Kwas metanowy

2. (kwas mréwkowy) 1,77 0,12 - 1,90 0,11 | -
Methane acid (formic acid)
Kwas etanowy

3. (kwas octowy) 2,12 0,34 2,84 2,29 0,34 | 3,05
Ethanic acid (acetic acid)

Detekcja: 280 nm / detection of 280 nm
5-hydroksymetylo-2-furaldehyd ) i

4. 5-hydroxymethyl-2-furaldehyd 7,88 3,99 7,85 3,59
1,2-dihydroksybenzen

5. 1.2-dihydroxybenzene 8,59 4,44 1,11 8,33 3,87 | 1,08
2-fur-aldehyd (furfural)

6. 2-fur-aldehyde (furfural) 9,21 4,83 1,09

] I((l\(/vv\f;l;s4V;II;)r/1ciilzﬁ(I§s\;3/y$-dezoksybenzoesowy ae - - 956 459 | 1,19

) 4-hydroxy-3-deoxybenzoic acid (vanillic ' ' '

acid)
Kwas 4-hydroksybenzoesowy

8. 4-Hydroxybenzoic acid 13,87 7,78 0,89 14,85 7,68 | 1,67
kwas 3,4-dihydroksycynamonowy

9. (kwas kawowy) 15,63 8,89 1,14 18,28 9,69 | 1,26
3,4-dihydroxycinnamic acid (coffee acid)
Kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy 10,0

10. 3,4-dihydroxybenzoic acid 10,09 539 0,61 18,93 7 1,04
kwas 4-OH-3,5-metoksybenzoesowy (kwas
syryngowy)

1. 4-0OH-3,5-methoxybenzoic acid (syringic 15,93 9,08 1,69
acid) 10,7
4-hydroksy-3-metoksybenzaldehyd 20,00 0 1,06
(wanilina)

12. 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde 16,71 9,58 1,05
(vanillin)
2-metoksyfenol (gwajakol) 11,0

13. 2-methoxyphenol (guaiacol) 17,57 10,12 | 1,06 20,64 7 1,03

14, | Kwas tfelurowy 17,87 | 1031 | 1,02 | 2313 1251113
t-feluric acid 3
2,6-dimetoksyfenol 12,2

15. 2.6-dimethoxyphenol 18,24 10,54 | 1,02 22,59 1 0,97
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Rys. 15. Chromatogram rozdzielenia mieszaniny wzorcow (tab. 5), warunki rozdzielania: metoda A, objetos¢
dozowana: 50 pl, A —widma wybranych sktadnikow, B — Chromatogram detektora UV-VIS DAD w odwzorowaniu
poziomicowym, C-Chromatogram dla 260 nm, Piki: 1- kwas metanowy, 2- kwas etanowy, 3-5-hydroskymetylo-2-
furaldehyd, 4-1,2-dihydroksybenzen, 5-furfural, 6-kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy, 7-kwas 4-hydroksybenzoesowy, 8-
kwas 4-hydroksy 3-detoksybenzoesowy, 9-kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy, 10-kwas 4-OH-3,5-metoksybenzoesowy,
11-4-hydroksy-3-metoksybenzaldehyd, 12-2-metoksyfenol, 13-kwas t-ferulowy, 14-2,6-dimetoksyfenol

Fig. 15. Chromatogram of separation of the standards mixture (Table 5), separation conditions: Method A, dosing
volume: 50 pl, A —spectrums of selected components, B - Chromatogram of UV-VIS DAD detector in the contour
mapping, C-Chromatogram for 260 nm, Peaks: 2-formic acid, 3-ethanoic acid, 4 -1,2-dihydroxybenzene, 5-furfural, 6-3,4-
dihydroxybenzoic acid, 7-hydroxybenzoic acid, 8-4-hydroxy-3-deoxybenzoic acid, 9-acid 3.4 -dihydroxybenzoic acid, 10-
4-OH-3,5-methoxybenzoic acid, 11-4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde, 12-2-methoxyphenol, 13-t-ferulic acid, 14-2,6-

dimethoxyphenol
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Rys. 16. Chromatogram rozdzielenia hydrolizatu wierzby energetycznej, warunki hydrolizy: katalizator: 5% NaOH, temp.
90°C, czas: 24 h, warunki rozdzielania: metoda A, objetos¢ dozowana: 50 pl, A —widma wybranych sktadnikéw, B —
Chromatogram detektora UV-VIS DAD w odwzorowaniu poziomicowym, C-Chromatogram dla 260 nm, Piki: 1-kwas 4-
hydroksybenzoesowy, 2-kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy, 3-kwas 4-OH-3,5-metoksybenzoesowy, 4-4-hydroksy-3-
metoksybenzaldehyd, reszta pikdw niezidentyfikowana

Fig. 16. Chromatogram of separation of energetic willow hydrolyzate, hydrolysis conditions: catalyst: 5% NaOH, temp.
90°C, time: 24 h, separation conditions: Method A, dosing volume: 50 ul, A —spectrums of selected components, B -
Chromatogram of UV-VIS DAD detector in the contour mapping, C-Chromatogram for 260 nm, Peaks: 1-4-
hydroxybenzoic acid, 2-4-dihydroxybenzoic acid, 3-OH-3,5-methoxybenzoic acid, 4-4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde,
the rest of peaks are unidentified
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Rys. 17. Chromatogram rozdzielenia hydrolizatu wierzby energetycznej, warunki hydrolizy: katalizator: 5% Ca(OH)2,
temp. 90°C, czas: 24 h, warunki rozdzielania: metoda A, objeto$¢ dozowana: 50 pl, A —widma wybranych sktadnikéw, B
— Chromatogram detektora UV-VIS DAD w odwzorowaniu poziomicowym, C-Chromatogram dla 260 nm, Piki: 1-kwas 4-
hydroksybenzoesowy, 2-kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy, 3-kwas 4-OH-3,5-metoksybenzoesowy, 4-4-hydroksy-3-
metoksybenzaldehyd, reszta pikdéw niezidentyfikowana

Fig. 17. Chromatogram of separation of energetic willow hydrolyzate, hydrolysis conditions: catalyst: 5% Ca(OH)z, temp.
90°C, time: 24 h, separation conditions: Method A, dosing volume: 50 pl, A —spectrums of selected, Peaks: 1-4-
hydroxybenzoic acid, 2-4-dihydroxybenzoic acid, 3-OH-3,5-methoxybenzoic acid, 4-4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde,
the rest of peaks are unidentified
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Rys. 18. Chromatogram rozdzielenia hydrolizatu wierzby energetycznej, warunki hydrolizy: katalizator: 5% Na2COs,
temp. 90°C, czas: 24 h, warunki rozdzielania: metoda A, objeto$¢ dozowana: 50 pl, A —widma wybranych skfadnikéow, B
— Chromatogram detektora UV-VIS DAD w odwzorowaniu poziomicowym, C-Chromatogram dla 260 nm, Piki: 1-kwas 4-
hydroksybenzoesowy, 2-kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy, 3-kwas 4-OH-3,5-metoksybenzoesowy, 4-4-hydroksy-3-
metoksybenzaldehyd, reszta pikow niezidentyfikowana

Fig. 18. Chromatogram of separation of energetic willow hydrolyzate, hydrolysis conditions: catalyst: 5% Na2COz, temp.
90°C, time: 24 h, separation conditions: Method A, dosing volume: 50 ul, A —spectrums of selected,

Peaks: 1-4-hydroxybenzoic acid, 2-4-dihydroxybenzoic acid, 3-OH-3,5-methoxybenzoic acid, 4-4-hydroxy-3
methoxybenzaldehyde, the rest of peaks are unidentified.
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Rys. 19. Chromatogram rozdzielenia mieszaniny wzorcéw (tab. 5), warunki rozdzielania: metoda B, objetosé
dozowana: 50 pl, A —widma wybranych sktadnikow, B — Chromatogram detektora UV-VIS DAD w odwzorowaniu
poziomicowym, C-Chromatogram dla 260 nm, Piki: 1- kwas metanowy, 2- kwas etanowy, 3-5-hydroskymetylo-2-
furaldehyd, 4-1,2-dihydroksybenzen, 5- furfural i kwas 4-hydroksy 3-detoksybenzoesowy, 6- kwas 4-
hydroksybenzoesowy, 7- kwas 3,4-dihydroksycynamonowy, 8- kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy, 9- kwas 4-OH-3,5-
metoksybenzoesowy i 4-hydroksy-3-metoksybenzaldehyd, 10-2-metoksyfenol, 11- kwas t-ferulowy, 12-2,6-
dimetoksyfenol

Fig. 19. Chromatogram of separation of the standards mixture (Table 5), separation conditions: Method B, dosing
volume: 50 pl, A —spectrums of selected components, B - Chromatogram of UV-VIS DAD detector in the contour
mapping, C-Chromatogram for 260 nm, Peaks: 1-methane,2- ethane acid,3-5 hydroskymetylo-2-furaldehyd, 4-1,2-
dihydroxybenzene,5- furfural and 3-hydroxy 3-detoxybenzoic acid,6- 4-hydroxybenzoic acid,7- 3,4-dihydroxycinnamic
acid, 8- 3,4-dihydroxybenzoic acid,9- 4-OH-3,5-methoxybenzoic acid and 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde, 10-2-
methoxyphenol,11- t-ferulic acid,12-2,6-dimethoxyphenol
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Rys. 20. Chromatogram rozdzielenia hydrolizatu wierzby energetycznej, warunki hydrolizy: katalizator: 5% NaOH, temp.
90°C, czas: 24 h, warunki rozdzielania: metoda B, objetos¢ dozowana: 50 ul, A —widma wybranych sktadnikéw, B —
Chromatogram detektora UV-VIS DAD w odwzorowaniu poziomicowym, C-Chromatogram dla 260 nm, Piki: 1- kwas 4-
hydroksybenzoesowy, 2- kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy, 3- kwas 4-OH-3,5-metoksybenzoesowy i 4-hydroksy-3-
metoksybenzaldehyd, 4-2-metoksyfenol, 5- kwas t-ferulowy, reszta pikéw niezidentyfikowana

Fig. 20. Chromatogram of separation of energetic willow hydrolyzate, hydrolysis conditions: catalyst: 5% NaOH, temp.
90°C, time: 24 h, separation conditions: Method B, dosing volume: 50 ul, A —spectrums of selected components, B -
Chromatogram of UV-VIS DAD detector in the contour mapping, C-Chromatogram for 260 nm,

Peaks: 1- 4-hydroxybenzoic acid, 2- 3,4-dihydroxybenzoic acid, 3- 4-OH-3,5-methoxybenzoic acid and 4-hydroxy-3-
methoxybenzaldehyde, 4-2-methoxyphenol, 5- t-ferulic acid, the rest of peaks are unidentified
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Rys. 21. Chromatogram rozdzielenia hydrolizatu wierzby energetycznej, warunki hydrolizy: katalizator: 5% Ca(OH)z,
temp. 90°C, czas: 24 h, warunki rozdzielania: metoda B, objetos¢ dozowana: 50 pl, A —widma wybranych sktadnikéw, B
— Chromatogram detektora UV-VIS DAD w odwzorowaniu poziomicowym, C-Chromatogram dla 260 nm, Piki: 1- kwas 4-
hydroksybenzoesowy, 2- kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy, 3- kwas 4-OH-3,5-metoksybenzoesowy i 4-hydroksy-3-
metoksybenzaldehyd, 4- kwas t-ferulowy, reszta pikdw niezidentyfikowana

Fig. 21. Chromatogram of separation of energetic willow hydrolyzate, hydrolysis conditions: catalyst: 5% Ca(OH)2, temp.
90°C, time: 24 h, separation conditions: Method B, dosing volume: 50 ul, A —spectrums of selected, Peaks: 1- 4-
hydroxybenzoic acid, 2- 3,4-dihydroxybenzoic acid, 3- 4-OH-3,5-methoxybenzoic acid and 4-hydroxy-3-
methoxybenzaldehyde, 4- t-ferulic acid, the rest of peaks are unidentified
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Rys. 22. Chromatogram rozdzielenia hydrolizatu wierzby energetycznej, warunki hydrolizy: katalizator: 5% Na2COs,
temp. 90°C, czas: 24 h, warunki rozdzielania: metoda A, objeto$¢ dozowana: 50 pl, A —widma wybranych skfadnikéw, B
— Chromatogram detektora UV-VIS DAD w odwzorowaniu poziomicowym, C-Chromatogram dla 260 nm, Piki: 1- kwas
4-hydroksybenzoesowy, 2- kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy, 3-2,6-dimetoksyfenol, reszta pikdw niezidentyfikowana

Fig. 22. Chromatogram of separation of energetic willow hydrolyzate, hydrolysis conditions: catalyst: 5% Na2COs,temp.
90°C, time: 24 h, separation conditions: Method A, dosing volume: 50 ul, A —spectrums of selected, Peaks: Peaks: 1- 4-
hydroxybenzoic acid, 2- 3,4-dihydroxybenzoic acid, 3-2,6-dimethoxyphenol the rest of peaks are unidentified

Normalized
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Rys. 23. Natozone chromatogramy z detektora RID (niebieska linia) oraz UV 230 nm (czerwona linia) — mieszanina
wzorcow — objetos¢ dozowana - 50 pl, warunki rozdzielania: metoda A, Piki: 1- glukoza, 2- kwas metanowy, 3- kwas
etanowy, 4-5-hydroskymetylo-2-furaldehyd, 5-1,2-dihydroksybenzen, 6-furfural, 7-kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy, 8-
kwas 4-hydroksybenzoesowy, 9-kwas 4-hydroksy 3-detoksybenzoesowy, 10-kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy, 11-kwas
4-OH-3,5-metoksybenzoesowy, 12-4-hydroksy-3-metoksybenzaldehyd, 13-2-metoksyfenol, 14-kwas t-ferulowy, 15-2,6-
dimetoksyfenol

Fig. 23. Superimposed chromatograms for detectors: RID (blue line) and UV 230 nm (red line) — the standard mixture—
dosing volume - 50 ul, separation condition: method A, Peaks: 1- glucose, 2-formic acid, 3-ethanoic acid, 4-5-
hydroxymethyl; 5 -1,2-dihydroxybenzene, 6-furfural, 7-3,4-dihydroxybenzoic acid, 8-hydroxybenzoic acid, 9-4-hydroxy-3-
deoxybenzoic acid, 10-acid 3.4 -dihydroxybenzoic acid, 11-4-OH-3,5-methoxybenzoic acid, 12-4-hydroxy-3-
methoxybenzaldehyde, 13-2-methoxyphenol, 14-t-ferulic acid, 15-2,6-dimethoxyphenol
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Rys. 24. Natozone chromatogramy z detektora RID (niebieska linia) oraz UV 230 nm (czerwona linia) — mieszanina
wzorcow — objetos¢ dozowana - 50 pl, warunki rozdzielania: metoda A, Piki: 1- glukoza, 2- kwas metanowy, 3- kwas
etanowy, 4-5-hydroskymetylo-2-furaldehyd, 5-1,2-dihydroksybenzen, 6-furfural, 7-kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy, 8-
kwas 4-hydroksybenzoesowy, 9-kwas 4-hydroksy 3-detoksybenzoesowy, 10-kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy, 11-kwas
4-OH-3,5-metoksybenzoesowy, 12-4-hydroksy-3-metoksybenzaldehyd, 13-2-metoksyfenol, 14-kwas t-ferulowy, 15-2,6-
dimetoksyfenol - powiekszenie

Fig. 24. Superimposed chromatograms for detectors: RID (blue line) and UV 230 nm (red line) — the standard mixture—
dosing volume - 50 pl, separation condition: method A, Peaks: 1- glucose, 2-formic acid, 3-ethanoic acid, 4-5-
hydroxymethyl; 2-furfural, 5 -1,2-dihydroxybenzene, 6-furfural, 7-3,4-dihydroxybenzoic acid, 8-hydroxybenzoic acid, 9-4-
hydroxy-3-deoxybenzoic acid, 10-acid 3.4 -dihydroxybenzoic acid, 11-4-OH-3,5-methoxybenzoic acid, 12-4-hydroxy-3-
methoxybenzaldehyde, 13-2-methoxyphenol, 14-t-ferulic acid, 15-2,6-dimethoxyphenol, enlargement

Intensity

RID

LA NN ML B 0 R B R AN B

=] 10 11 1z 13 14 15 16 17 is 19 zo 21 22 23 24 25
Retention Time (min)

Rys. 25. Natozone chromatogramy z detektora RID (niebieska linia) oraz UV 230 nm (czerwona linia) -Hydrolizat 5%
NaOH, temp. 90°C, czas: 24 h — objetos¢ dozowana - 50 pl, warunki rozdzielania: metoda A, Piki: 1-kwas 4-
hydroksybenzoesowy, 2- kwas 4-hydroksy 3-detoksybenzoesowy, 3- kwas 4-OH-3,5-metoksybenzoesowy, 4- 4-
hydroksy-3-metoksybenzaldehyd, reszta pikéw niezidentyfikowana

Fig. 25. 50 yl Hydrolyzate 5% NaOH after 24 hours, superimposed chromatograms from detectors: UV 230 nm (red line)
and RID (blue line), Peaks: 1-4-hydroxybenzoic acid, 2- 4-hydroxy-3-deoxybenzoic acid, 3- 4-OH-3,5-methoxybenzoic
acid, 4- 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde, the rest of peaks are unidentified

Vol. 9, No 2/2017 Camera Separatoria

[
o 1

|
S T B
]




148

Intensity
N
w
IS
[0}

)
~

c

<

N

@

Q

=]

3

o 1 = = E s s 7 s El 1o 11 1z 13 12 1s 18 17 18 15 zo z1 zz z3 z4 zs
Recencion Time (mini

Rys. 26. Natozone chromatogramy z detektora RID (niebieska linia) oraz UV 230 nm (czerwona linia) -Hydrolizat 5%
NaOH, temp. 90°C, czas: 24 h — objetos¢ dozowana - 50 pl, warunki rozdzielania: metoda A, Piki: 1-1,2-
dihydroksybenzen, 2-kwas 4-hydroksybenzoesowy, 3- kwas 4-hydroksy 3-detoksybenzoesowy, 4- kwas 4-OH-3,5-
metoksybenzoesowy, 5-4-hydroksy-3-metoksybenzaldehyd, 6- kwas t-ferulowy, 7-2,6-dimetoksyfenol, reszta pikéw
niezidentyfikowana - powiekszenie

Fig. 26. Superimposed chromatograms for detectors: RID (blue line) and UV 230 nm (red line) — hydrolysate 5% NaOH,
temp. 90°C, time: 24 h — dosing volume - 50 ul, separation condition: method A, Peaks: 1-1.2-dihydroxybenzene, 2- 4-
hydroxybenzoic acid, 3- 4-hydroxy-3-deoxybenzoic acid, 4- 4-OH-3,5-methoxybenzoic acid, 5-4-hydroxy-3-methoxy-
benzaldehyde, 6- t-ferulic acid, 7-2,6-dimethoxyphenol, the rest of peaks are unidentified - enlargement
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Rys. 27. 50 yl Hydrolizat 5% Ca(OH)2 po 24 godz., natozone chromatogramy z detektoréw: UV 230 nm (czerowna linia)
i RID (niebieska linia), Piki: 1-kwas 4-hydroksybenzoesowy, 2- kwas 4-hydroksy 3-detoksybenzoesowy, 3- kwas 4-OH-
3,5-metoksybenzoesowy, 4- 4-hydroksy-3-metoksybenzaldehyd, reszta pikdw niezidentyfikowana

Fig. 27. Superimposed chromatograms for detectors: RID (blue line) and UV 230 nm (red line) — hydrolysate 5%
Ca(OH)2, temp. 90°C, time: 24 h — dosing volume - 50 pl, separation condition: method A, Peaks: 1-4-hydroxybenzoic
acid, 2- 4-hydroxy-3-deoxybenzoic acid, 3- 4-OH-3,5-methoxybenzoic acid, 4- 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyd, the
rest of peaks are unidentified
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Rys. 28. Natozone chromatogramy z detektora RID (niebieska linia) oraz UV 230 nm (czerwona linia) -5% Ca(OH)2
Hydrolizat, temp. 90°C, czas: 24 h — objeto$¢ dozowana - 50 pl, warunki rozdzielania: metoda A, Piki: 1-kwas 4-
hydroksybenzoesowy, 2- kwas 4-hydroksy 3-detoksybenzoesowy, 3- kwas 4-OH-3,5-metoksybenzoesowy, 4- 4-
hydroksy-3-metoksybenzaldehyd, 5-4-hydroksy-3-metoksybenzaldehyd, reszta pikow niezidentyfikowana, powigkszenie
Fig. 28. Superimposed chromatograms for detectors: RID (blue line) and UV 230 nm (red line) — hydrolysate 5%
Ca(OH)2, temp. 90°C, time: 24 h — dosing volume - 50 ul, separation condition: method A, Peaks: 1-4-hydroxybenzoic
acid, 2-hydroxy-3-deoxybenzoic acid, 3- 4-OH-3,5-methoxybenzoic acid, 4- 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde, 5-4-
hydroxy-3-methoxybenzaldehyde, the rest of peaks are unidentified — enlargement.
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Rys. 29. Natozone chromatogramy z detektora RID (niebieska linia) oraz UV 230 nm (czerwona linia) -5% Na2COs
Hydrolizat, temp. 90°C, czas: 24 h — objeto$¢ dozowana - 50 pl, warunki rozdzielania: metoda A, Piki: 1-kwas 4-
hydroksybenzoesowy, 2- kwas 4-hydroksy 3-detoksybenzoesowy, 3- kwas 4-OH-3,5-metoksybenzoesowy, 4- 4-
hydroksy-3-metoksybenzaldehyd, reszta pikow niezidentyfikowana

Fig. 29. Superimposed chromatograms for detectors: RID (blue line) and UV 230 nm (red line) — hydrolysate 5%
Naz2COgs, temp. 90°C, time: 24 h — dosing volume - 50 ul, separation condition: method A, Peaks: 1-4-hydroxybenzoic
acid, 2- 4-hydroxy-3-deoxybenzoic acid, 3- 4-OH-3,5-methoxybenzoic acid, 4- 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde, the

rest of peaks files.
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Rys. 30. Natozone chromatogramy z detektora RID (niebieska linia) oraz UV 230 nm (czerwona linia) -5% Na2COs
Hydrolizat, temp. 90°C, czas: 24 h — objeto$¢ dozowana - 50 pl, warunki rozdzielania: metoda A, Piki: 1-kwas 4-
hydroksybenzoesowy, 2- kwas 4-hydroksy 3-detoksybenzoesowy, 3- kwas 4-OH-3,5-metoksybenzoesowy, 4- 4-
hydroksy-3-metoksybenzaldehyd, 5-4-hydroksy-3-metoksybenzaldehyd, reszta pikow niezidentyfikowana, powiekszenie
Fig. 30. Superimposed chromatograms for detectors: RID (blue line) and UV 230 nm (red line) — hydrolysate 5%
Na2COs, temp. 90°C, time: 24 h — dosing volume - 50 ul, separation condition: method A, Peaks: 1-4-hydroxybenzoic
acid, 2-hydroxy-3-deoxybenzoic acid, 3- 4-OH-3,5-methoxybenzoic acid, 4- 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde, 5-4-
hydroxy-3-methoxybenzaldehyde, the rest of peaks are unidentified — enlargement
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Rys. 31. Natozone chromatogramy z detektora RID (niebieska linia) oraz UV 230 nm (czerwona linia) — mieszanina
wzorcow — objetos¢ dozowana - 50 pl, warunki rozdzielania: metoda B, Piki: 1- glukoza, 2- kwas metanowy, 3- kwas
etanowy, 4-5-hydroskymetylo-2-furaldehyd, 5-1,2-dihydroksybenzen, 6- furfural i kwas 4-hydroksy 3-
detoksybenzoesowy, 7- kwas 4-hydroksybenzoesowy, 8- kwas 3,4-dihydroksycynamonowy, 9- kwas 34-
dihydroksybenzoesowy, 10- kwas 4-OH-3,5-metoksybenzoesowy i 4-hydroksy-3-metoksybenzaldehyd, 11-2-

metoksyfenol, 12- kwas t-ferulowy, 13-2,6-dimetoksyfenol
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Fig. 31. Superimposed chromatograms for detectors: RID (blue line) and UV 230 nm (red line) — the standard mixture—
dosing volume - 50 pul, separation condition: method B, Peaks: 1- glucose, 2-methane,3- ethane acid,4-5
hydroskymetylo-2-furaldehyd, 5-1,2-dihydroxybenzene,6- furfural and 3-hydroxy 3-detoxybenzoic acid,7- 4-
hydroxybenzoic acid,8- 3,4-dihydroxycinnamic acid, 9- 3,4-dihydroxybenzoic acid,10- 4-OH-3,5-methoxybenzoic acid
and 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde, 11-2-methoxyphenol,12- t-ferulic acid,13-2,6-dimethoxyphenol.
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Rys. 32. Natozone chromatogramy z detektora RID (niebieska linia) oraz UV 230 nm (czerwona linia) — mieszanina
wzorcow — objeto$¢ dozowana - 50 pl, warunki rozdzielania: metoda B, Piki: 1- glukoza, 2- kwas metanowy, 3- kwas
etanowy, 4-5-hydroskymetylo-2-furaldehyd, 5-1,2-dihydroksybenzen, 6- furfural i kwas 4-hydroksy 3-
detoksybenzoesowy, 7- kwas 4-hydroksybenzoesowy, 8- kwas 3,4-dihydroksycynamonowy, 9- kwas 3,4-
dihydroksybenzoesowy, 10- kwas 4-OH-3,5-metoksybenzoesowy i 4-hydroksy-3-metoksybenzaldehyd, 11-2-
metoksyfenol, 12- kwas t-ferulowy, 13 - 2,6-dimetoksyfenol - powiekszenie

Fig. 32. Superimposed chromatograms for detectors: RID (blue line) and UV 230 nm (red line) — the standard mixture—
dosing volume - 50 pl, separation condition: method B, Peaks: 1- glucose, 2-methane,3- ethane acid,4-5
hydroskymetylo-2-furaldehyd, 5-1,2-dihydroxybenzene,6- furfural and 3-hydroxy 3-detoxybenzoic acid,7- 4-
hydroxybenzoic acid,8- 3,4-dihydroxycinnamic acid, 9- 3,4-dihydroxybenzoic acid,10- 4-OH-3,5-methoxybenzoic acid
and 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde, 11-2-methoxyphenol,12- t-ferulic acid,13-2,6-dimethoxyphenol- enlargement
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Rys. 33. Natozone chromatogramy z detektora RID (niebieska linia) oraz UV 230 nm (czerwona linia) -Hydrolizat 5%
NaOH, temp. 90°C, czas: 24 h — objetos¢ dozowana - 50 pl, warunki rozdzielania: metoda B, Piki: 1- kwas 4-

hydroksybenzoesowy, 2- kwas t-ferulowy, reszta pikéw niezidentyfikowana
Fig. 33. Superimposed chromatograms for detectors: RID (blue line) and UV 230 nm (red line) — hydrolysate 5% NaOH,

temp. 90°C, time: 24 h — dosing volume - 50 pl, separation condition: method B, Peaks: 1- 4-hydroxybenzoic acid, 2- t-
ferulic acid, the rest of peaks are unidentified
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Rys. 34. Natozone chromatogramy z detektora RID (niebieska linia) oraz UV 230 nm (czerwona linia) -Hydrolizat 5%
NaOH, temp. 90°C, czas: 24 h — objetos¢ dozowana - 50 ul, warunki rozdzielania: metoda B, Piki: 1- kwas 4-
hydroksybenzoesowy, 2- kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy, 3- kwas 4-OH-3,5-metoksybenzoesowy i 4-hydroksy-3-
metoksybenzaldehyd, 4-2-metoksyfenol, 5- kwas t-ferulowy, reszta pikéw niezidentyfikowana-powiekszenie

Fig. 34. Superimposed chromatograms for detectors: RID (blue line) and UV 230 nm (red line) — hydrolysate 5% NaOH,
temp. 90°C, time: 24 h — dosing volume - 50 pl, separation condition: method B, Peaks: 1- 4-hydroxybenzoic acid, 2-
3,4-dihydroxybenzoic acid, 3- 4-OH-3,5-methoxybenzoic acid and 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde, 4-2-
methoxyphenol, 5- t-ferulic acid, the rest of peaks are unidentified —enlargement.
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Rys. 35. Natozone chromatogramy z detektora RID (niebieska linia) oraz UV 230 nm (czerwona linia) -5% Ca(OH)2
Hydrolizat, temp. 90°C, czas: 24 h — objeto$¢ dozowana - 50 pl, warunki rozdzielania: metoda B, Piki: 1- kwas 4-
hydroksybenzoesowy, 2-2-metoksyfenol, 3- kwas t-ferulowy, reszta pikéw niezidentyfikowana

Fig. 35. Superimposed chromatograms for detectors: RID (blue line) and UV 230 nm (red line) — hydrolysate 5%
Ca(OH)z, temp. 90°C, time: 24 h — dosing volume - 50 ul, separation condition: method B, Peaks: 1- 4-hydroxybenzoic
acid, 2-2-methoxyphenol, 3- t-ferulic acid, the rest of peaks are unidentified
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Rys. 36. Natozone chromatogramy z detektora RID (niebieska linia) oraz UV 230 nm (czerwona linia) -5% Ca(OH)2
Hydrolizat, temp. 90°C, czas: 24 h — objeto$¢ dozowana - 50 pl, warunki rozdzielania: metoda B, Piki: 1- kwas 4-
hydroksybenzoesowy, 2- kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy, 3- kwas 4-OH-3,5-metoksybenzoesowy i 4-hydroksy-3-
metoksybenzaldehyd, 4-2-metoksyfenol, 5- kwas t-ferulowy, reszta pikow niezidentyfikowana-powiekszenie

Fig. 36. Superimposed chromatograms for detectors: RID (blue line) and UV 230 nm (red line) — hydrolysate 5%
Ca(OH)z, temp. 90°C, time: 24 h — dosing volume - 50 ul, separation condition: method B, Peaks: 1- 4-hydroxyl-4-
hydroxybenzoic acid, 2- 3,4-dihydroxybenzoic acid, 3- 4-OH-3,5-methoxybenzoic acid and 4-hydroxy-3-
methoxybenzaldehyde, 4-2-methoxyphenol, 5- t-ferululic acid, benzoic acid, the rest of peaks are unidentified —
enlargement

Intensicy
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Rys. 37. Natozone chromatogramy z detektora RID (niebieska linia) oraz UV 230 nm (czerwona linia) -5% Na2COs
Hydrolizat, temp. 90°C, czas: 24 h — objeto$¢ dozowana - 50 pl, warunki rozdzielania: metoda B, Piki: 1- kwas 4-
hydroksybenzoesowy, reszta pikow niezidentyfikowana

Fig. 37. Superimposed chromatograms for detectors: RID (blue line) and UV 230 nm (red line) — hydrolysate 5%
Na2COs, temp. 90°C, time: 24 h — dosing volume - 50 pl, separation condition: method B, Peaks: 1- 4-hydroxybenzoic
acid, the rest of peaks are unidentified
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Rys. 38. Natozone chromatogramy z detektora RID (niebieska linia) oraz UV 230 nm (czerwona linia) -5% Na2COs
Hydrolizat, temp. 90°C, czas: 24 h — objetos¢ dozowana - 50 pl, warunki rozdzielania: metoda B, Piki: 1- kwas 4-
hydroksybenzoesowy, 2- kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy, reszta pikow niezidentyfikowana-powiekszenie

Fig. 38. Superimposed chromatograms for detectors: RID (blue line) and UV 230 nm (red line) — hydrolysate 5%
Na2COs, temp. 90°C, time: 24 h — dosing volume - 50 pl, separation condition: method B, Peaks: 1- 4-hydroxybenzoic
acid, 2- 3,4-dihydroxybenzoic acid, the rest of peaks are unidentified -enlargement

5. Wnioski koncowe

Wysokosprawna chromatografia cieczowa w odwréconych uktadach faz (RP-HPLC) realizowana w
warunkach zakwaszenia eluentu, poczatkowo z elucjg izokratyczng z eluentem nie zawierajgcym praktycznie
dodatku organicznego, a nastepnie z elucjg gradientowg oraz z wykorzystaniem w warunkach elucji
izokratycznej dwoch technik detekcji — réznicowego detektora refraktometrycznego (RID) oraz detektora
spektrofotometrycznego w zakresie UV-VIS typu DAD, to bardzo wazne narzedzie technicznej analityki
procesow hydrolizy réznego rodzaju biomasy lignocelulozowej (BMLC), szczegdlnie alkalicznej hydrolizy
ligniny, a takze hemicelulozy;

Badania tej pracy wykazaty, ze acetonitryl (AcCN) jest bardziej korzystnym od metanolu (MeOH)
dodatkiem do eluentu w warunkach programowania sktadu fazy ruchomej w wysokosprawnej kolumnowej
chromatografii cieczowej w odwrdconych uktadach faz (RP-HPLC) dla rozdzielania +sktadnikow hydrolizatow
BMLC.

Zastosowane tu warunki rozdzielnia, tym, programy elucji, zostaty uzyskane w rezultacie optymalizaciji
wykonanej metodg prob i bledéw. Sg one optymalne do rozdzielania i ewentualnego oznaczania mieszaniny
wzorcow reprezentujgcych sktadniki hydrolizatéw. Jednakze, te warunki nie sg wystarczajgce do uzyskania
petnego rozdzielenia sktadnikéw hydrolizatow z alkalicznej hydrolizy biomasy ligno-celulozowej (BMLC). W
tym celu potrzebne sg dalsze badania nad optymalizacjg warunkéw rozdzielania. Najprawdopodobniej
celowe bedzie zastosowanie kolumny o wiekszej diugosci oraz programu elucji o mniejszej predkosci
wzrostu organicznego dodatku w eluencie. W celu zachowania czasu rozdzielania, celowe bedzie
jednoczesne zwigkszenie dtugosci kolumny oraz wielkosci ziaren wypetniena z 2.3 ym, do 5 pm. Jesli to
okaze sie niewystarczajgce, konieczne bedzie wykorzystanie dwuwymiarowego rozdzielania, albo typu
UPLC i dwukrotnie dtuzszej kolumny, wypetnionej sorbentem 2.3 ym, lub 1.7 um.
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Niniejsze badania pokazaty tez, ze technika RP-SPE, a by¢ moze korzystnie - wykorzystanie semi-
preparatywnej kolumny HPLC o wielkosci ziarna ok 10-15 um i szeregowo potgczonych detektoréw UV-VIS
DAD oraz RID, i elucji skokowej, moze zosta¢ z powodzeniem wykorzystane do wydzielania frakcji cukréw /
kwasow alifatycznych / grupy wzglednie hydrofobowych organicznych zwigzkéw chemicznych z
hydrolizatéw; Opracowanie optymalnej procedury grupowego rozdzielania hydrolizatéw, takze wymaga
dalszych badan;

W badaniach wykonywanych w niniejszej pracy jest celowe stosowanie detektora refraktometrycznego
w poczatkowej okresie elucji izokratycznej, szczegdlnie gdy kwasnym dodatkiem do eluentu jest organiczny
kwas karboksylowy, ktdry absorbuje swiatto UV do ok. 230 nm. Wéwczas detektor RID dobrze stuzy, tak do
detekcji cukrow, jak i kwasow karboksylowych, obecnych w wyzszych stezeniach.

Conclusions

High performance liquid chromatography in reverse phase systems (RP-HPLC) was carried out initially
under conditions of acidification eluent initially isocratic elution with an eluent which does not contain
practically an organic additive, and then eluted with a gradient and using the conditions isocratic two
detection techniques — Refractive Index Detector (RID) and spectrophotometric detector UV-VIS type DAD-
in the area of isocratic and gradient elution, is a very important tool for the implementation of technical
analysis of lignocellulosic biomass (BMLC) hydrolysis processes of various types, especially alkaline
hydrolysis of lignin, as well as hemicellulose.

This study has shown that acetonitrile (AcCN) is more preferred from methanol (MeOH) as additive to
the eluent in conditions of programming composition of the mobile phase in high performance liquid
chromatography column of reverse-phase systems (RP-HPLC) to separate components and hydrolysates of
BMLC.

The separation conditions of the hydrophobic components resulting from the BMLC alkaline hydrolysis
used in this research, including the elution program utilized with the use of AcCN, are optimal for the
separation and possible determination of the mixture of standards representing the components of the
hydrolysates. However, these conditions are not sufficient to achieve complete separation of the hydrolyzate
components from the alkaline hydrolysis of BMLC. For this purpose, further research is needed to optimize
the separation conditions. Most probably, it will be expedient to use a two-dimensional separation, or at least
an UPLC apparatus and twice the long column, filled with a 2.3 um sorbent.

This study also showed that the technique of RP-SPE, and perhaps preferably - using semi-
preparative HPLC column with a grain size of about 10-15 um and are connected in series UV-VIS detector
DAD and RID and elution cylinder can be successfully used to isolate fractions of sugar / aliphatic acids / a
group of relatively hydrophobic organic chemicals from hydrolysates; The development of an optimal
procedure requires further research.

In studies carried out in this work it is expedient to use the refractometric detector in the initial period
of isocratic elution, especially when the acid additive to the eluent is an organic carboxylic acid, which
absorbs UV light to approx. 230 nm. Then, the RID detector is well suited to the detection of sugars as well
as carboxylic acids, especially those present in higher concentrations.

Praca finansowana z grantu NCN, pt. ,Badania zasadowej hydrolizy biomasy ligno-
celulozowej oraz warunkéw konwersji produktéw do biogazéw” [nr projektu:2014/13/B/ST8/04258].

This work was supported by the National Science Centre, ,,Research of alkaline hydrolysis of
lignocellulosic biomass and conversion of hydrolysis products to bio-gases” [grant number
2014/13/B/ST8/04258].
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