
CHAPTER II 
LITERATURE REVIEW

2.1 Pathways to Biofuel Production

T h e r e  a r e  s e v e r a l  p a t h w a y s  (ร น ท  et al., 2 0 0 2 )  t o  p r o d u c in g  b i o f u e l  f r o m  

b io m a s s  ( F ig u r e  2 .1 ) .  T w o  m a jo r  p la t f o r m s  a r e  d e f in e d  b a s e d  o n  t h e  n a tu r e  o f  th e  

c o n v e r s io n  p r o c e s s :  th e  g a s i f i c a t i o n  p la t fo r m  a n d  th e  c a r b o h y d r a te  p la t fo r m .

Figure 2.1 D i f f e r e n t  p a t h w a y s  fo r  th e  p r o d u c t io n  o f  b i o f u e l  f r o m  l i g n o c e l l u l o s i c  

b io m a s s .

The latter can be sub-divided into three pathways based on the specific types
of carbohydrates at the starting point of the process: lignocellulose pathway, starch
pathway and sugar pathway.
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2 .1 .1  G a s i f i c a t io n  P la t fo r m
T h e  g a s i f i c a t io n  p la t fo r m  i n v o l v e s  th e  p r o d u c t io n  o f  s y n g a s  fr o m  

b io m a s s .  S y n g a s  i s  a  m ix t u r e  o f  c a r b o n  d i o x id e  ( C O 2) ,  c a r b o n  m o n o x i d e  ( C O ) ,  a n d  

h y d r o g e n  ( H 2) .  T h e r e  r e s u lt in g  g a s e o u s  m ix t u r e  i s  t h e n  f e r m e n t e d  in t o  e t h a n o l  b y  

m ic r o o r g a n is m s .  A l t h o u g h  s y n g a s  c a n  b e  c o n v e r t e d  in t o  e t h a n o l  a n d  o th e r  v a l u e -  

a d d e d  p r o d u c t s  u s in g  n o n - b i o l o g i c a l  c a t a ly s t s ,  m ic r o b ia l  f e r m e n t a t io n  o f f e r s  s p e c i f i c  

a d v a n t a g e s .  S o m e  o f  t h e s e  in c lu d e  h ig h  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  b io c a t a ly s t ,  lo w e r  e n e r g y  

c o s t s ,  a n d  t h e  a b i l i t y  t o  h a n d le  v a r y in g  r a t io s  o f  c o m p o n e n t s  in  s y n g a s  c o m p i l e d  a  l is t  

o f  m e s o p h i l i c  m ic r o o r g a n i s m s  c a p a b le  o f  p r o d u c in g  e t h a n o l  f r o m  s y n g a s .

2 . 1 .2  C a r b o h y d r a te  P la t fo r m
T h e  c a r b o h y d r a te  p la t fo r m  i n v o l v e s  t h e  e x t r a c t io n  o f  c a r b o h y d r a te s  

fr o m  b i o m a s s  a n d  th e  s u b s e q u e n t  f e r m e n t a t io n  in t o  b i o f u e l s .  T h e  s u g a r  p a t h w a y  is  

th e  s im p le s t  a p p r o a c h  a n d  i n v o lv e s  e x t r a c t io n  o f  r e a d i ly  f e r m e n t a b le  s i x - c a r b o n  a n d  

f i v e  s u g a r s  p r e s e n t e d  in  b io m a s s  s u c h  a s  s u g a r c a n e , s u g a r  b e e t ,  a n d  s w e e t  s o r g h u m .
T h e  s ta r c h  p a th w a y  i s  c u r r e n t ly  t h e  p r im a r y  m e a n s  o f  b io f u e l  

p r o d u c t io n  in  th e  c a r b o h y d r a te s  in  th e  fo r m  o f  s ta r c h  a r e  p r e s e n t  in  la r g e  q u a n t i t i e s  in  

b io m a s s  s u c h  a s  c o m ,  p o ta to ,  a n d  s w e e t  p o t a t o .  C o m  i s  t h e  d o m in a n t  s ta r c h  

f e e d s t o c k  f o r  e th a n o l  p r o d u c t io n  a n d  th e  in d u s tr y  i s  q u i t e  m a tu r e . U n l i k e  t h e  s u g a r  

p a th w a y , s t a r c h e s  f ir s t ly  h a v e  to  b e  s a c c h a r i f ie d  in t o  s im p l e  s u g a r s  u s i n g  h y d r o ly t ic  

e n z y m e s  ( a m y la s e s ) .  T h e s e  s u g a r s  a re  th e n  f e r m e n t e d  in t o  e t h a n o l .  S ta r c h  i s  a  

h o m o p o ly m e r  o f  a - D - g l u c o s e ,  a  s ix - c a r b o n  s u g a r , a n d  e x i s t s  in  t w o  fo r m s :  a m y lo s e  

a n d  a m y lo p e c t in .  I n d iv id u a l  g lu c o s e  u n it s  a re  l in k e d  v ia  a - 1—4  a n d  a - 1 - 6  g ly c o s i d i c  

b o n d s . T h e  n a tu r e  o f  t h e s e  b o n d s  c r e a te s  p o l y m e r i c  s tr u c tu r e s  th a t  h a v e  l o w  

c r y s t a l l in i t y  a n d  a r e  e a s i l y  h y d r o ly z e d  b y  l o w  c o s t  a m y la s e  e n z y m e s .
T h e  l i g n o c e l l u l o s e  p a th w a y  i s  c o n s i d e r e d  a  v ia b le  l o n g - t e r m  o p t io n  

fo r  b io e t h a n o l  p r o d u c t io n .  L i g n o c e l l u l o s i c  b i o m a s s  i n c l u d e s  w o o d y  b i o m a s s ,  l o g g i n g  

r e s id u e s ,  d e d ic a t e d  e n e r g y  c r o p s  l ik e  s w i t c h g r a s s ,  m i s c a n t h i s  a n d  p o p la r ,  a g r ic u ltu r a l  
r e s id u e  s u c h  a s  w h e a t  s tr a w , c o m  s t o v e r  a n d  b a g a s s e ,  r e s id u a l  p u lp  f r o m  p a p e r  m i l l ,  
m u n ic ip a l  s o l i d  w a s t e ,  a n d  w a s t e s  fr o m  f o o d  p r o c e s s i n g  in d u s t r ie s .  T h e  c o m p o n e n t s  

o f  e a c h  l i g n o c e l l u l o s i c  b io m a s s  a re  s h o w n  in  T a b le  2 .1
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Table 2.1 C o m p o s i t io n  o f  s o m e  a g r ic u ltu r a l  l i g n o c e l l u l o s i c  b i o m a s s  ( K e s h w a n i  et 

a l., 2 0 0 7 )

Composition (%, dry basis)
Cellulose Hemicellulose Lignin

C o m  f ib e r 15 3 5 8
C o m  c o b 4 5 3 5 15

C o m  s t o v e r 4 0 2 5 1 7
R i c e  s tr a w 3 5 2 5 12

W h e a t  s tr a w 3 0 5 0 2 0
S u g a r c a n e  b a g a s s e 4 0 2 4 2 5

S w i t c h g r a s s 4 5 3 0 12
C o a s t a l  B e r m u d a  g r a s 2 5 3 5 6

T h e r e  a r e  s e v e r a l  s t e p s  to  p r o d u c e  b i o f u e l s  f r o m  l i g n o c e l l u l o s i c  

b io m a s s .  U n l i k e  th e  s ta r c h  p la t fo r m , th e  c a r b o h y d r a te s  in  l i g n o c e l l u l o s e s  a re  n o t  

e a s i l y  a c c e s s i b l e  fo r  e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s .  T h is  r e c a lc i t r a n c e  i s  p r im a r i ly  d u e  to  th e  

c o m p o s i t io n  o f  l i g n o c e l l u l o s i c  b io m a s s  a n d  th e  s t e p  s p e c i f i c  c o m p o n e n t s  in te r a c t  

w it h  e a c h  o th e r . T h e r e f o r e ,  th e  f ir s t  s t e p  is  th e  p r e tr e a tm e n t  o f  l i g n o c e l l u l o s i c  

b io m a s s  t o  r e d u c e  b io m a s s  r e c a lc i t r a n c e ,  th e r e b y  im p r o v in g  th e  y ie ld  o f  fe r m e n ta b le  

s u g a r s .  T h e  s e c o n d  s t e p  u s e d  o f  h y d r o ly t ic  e n z y m e s  in  t h e  l i g n o c e l l u l o s e  p a th w a y .  
T h e  f in a l  s t e p  i s  th e  f e r m e n t a t io n  o f  s ix - c a r b o n  s u g a r s  a n d  f i v e - c a r b o n  s u g a r s ,  w h ic h  

c a n  a c c o u n t  f o r  7 0 - 8 0 %  a n d  2 0 - 3 0 %  o f  th e  c a r b o h y d r a te  f r a c t io n  o f  l i g n o c e l l u l o s e ,  
r e s p e c t iv e ly .

2.2 The Composition of Lignocellulosic Biomass

L i g n o c e l l u l o s e  p r o v id e s  s tr u c tu r e  to  p la n t s  a n d  i s  f o u n d  in  r o o t s ,  s t a lk s  a n d  

l e a v e s .  A s  s h o w n  in  F ig u r e  2 .2 ,  it  i s  c o m p o s e d  o f  th r e e  m a jo r  c o m p o n e n t s :  c e l l u l o s e  

( 3 8 - 5 0 % ) ,  l ig n in  ( 1 5 - 3 0 % ) ,  a n d  h e m ic e l l u l o s e  ( 2 3 - 3 2 % )  ( K e s h w a n i  et a l ,  2 0 0 7 ) .
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Figure 2.2 L i g n o c e l l u l o s e  c o n s i s t s  o f  c e l l u l o s e ,  h e m i c e l l u l o s e  a n d  l ig n in  

( h t t p : / / w w w .s f i .m t u . e d u / F u t u r e F u e l f r o m F o r e s t /L ig n o c e l lu lo s i c B io m a s s .h t m ) .

2 .2 .1  C e l lu l o s e
C e l l u l o s e  i s  a  h o m o p o ly m e r  o f  P - D - g l u c o s e  u n it s  th a t  a re  l in k e d  v ia  

P - i - 4  g l y c o s i d i c  b o n d s .  T h e  b a s ic  r e p e a t  u n it  o f  c e l l u l o s e  i s  c e l l o b i o s e ,  w h ic h  

c o n s i s t s  o f  t w o  g l u c o s e  m o le c u l e s .  T h e  n a tu r e  o f  P - 1 - 4  b o n d s  r e s u lt  in  th e  fo r m a t io n  

o f  a  l in e a r  c h a in  o f  g l u c o s e  m o le c u l e s  (F ig u r e  2 .3 ) .  T h is  l in e a r ity  r e s u lt s  in  a n  

o r d e r e d  p a c k in g  o f  c e l l u l o s e  c h a in s  th a t  in te r a c t  v ia  in t e r - m o le c u l a r  a n d  in tra 
m o le c u la r  h y d r o g e n  b o n d s  in v o lv i n g  h y d r o x y l  g r o u p s  a n d  h y d r o g e n  a to m s  o f  

n e ig h b o r in g  g l u c o s e  u n it s .  C o n s e q u e n t ly ,  c e l l u l o s e  e x i s t s  a s  c r y s t a l l in e  f ib e r s  w i t h  

o c c a s io n a l  a m o r p h o u s  r e g io n s .  T h e  c r y s t a l l in i t y  o f  c e l l u l o s e  f ib e r s  i s  a  m a jo r  h u r d le  

fo r  e f f i c i e n t  e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s .

Figure 2.3 S t r u c t u r e  o f  c e l l u l o s e  c h a in

( h t t p : / / w w w .t h a ig o o d v i e w .c o m / l i b r a r y / c o n t e s t 2 5 5 2 / t y p e 2 / s c i e n c e 0 4 /2 8 / P _ U n t i t l e d -
l l . h t m l ) .

http://www.sfi.mtu
http://www.thaigoodview.com/library/contest2552/type2/science04/28/P_Untitled-
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2 .2 .2  H e m i c e l l u l o s e
In  c o n t r a s t  t o  c e l l u l o s e ,  h e m i c e l l u l o s e s  a re  h e t e r o p o ly m e r s  th a t  a re  

m a d e  u p  o f  f i v e - c a r b o n  s u g a r s  s u c h  a s  x y l o s e  a n d  a r a b in o s e ,  a n d  s ix - c a r b o n  s u g a r s  

s u c h  a s  g a la c t o s e  a n d  m a n n o s e .  W h i le  t h e  s tr u c tu r e  o f  c e l l u l o s e  i s  th e  s a m e  fo r  a ll  
l i g n o c e l l u l o s i c  b i o m a s s ,  th e  s tr u c tu r e  a n d  c o m p o s i t io n  o f  h e m i c e l l u l o s e s  c a n  v a r y .  
G r a s s e s  s u c h  a s  s w it c h g r a s s  c o n t a in  t w o  t y p e s  o f  h e m i c e l l u l o s e s .  T h e  m a jo r  

h e m ic e l l u l o s e  i s  a r a b in o x y la n ,  w h ic h  c o n s i s t s  o f  a  x y la n  b a c k b o n e  m a d e  u p  o f  p ~  

1 ,4 - l i n k e d  D - x y l o s e  u n i t s  w it h  fr e q u e n t  a r a b in o s e  s id e  c h a in s  ( F ig u r e  2 .4 ) .  A l t h o u g h  

th e  b a c k b o n e  x y la n  s tr u c tu r e  i s  s im i la r  to  c e l l u l o s e ,  th e  p r e s e n c e  o f  a r a b in o s e  s id e  

c h a in s  m i n i m iz e s  h y d r o g e n  b o n d in g .  A s  a  r e s u lt ,  h e m i c e l l u l o s e  h a s  l o w  c r y s ta l l in i ty .  
T h e  m in o r  h e m i c e l l u l o s e  i s  g lu c o m a n n a n , w h ic h  i s  a  c o p o l y m e r i c  c h a in  o f  g lu c o s e  

a n d  m a n n o s e  u n i t s  ( F ig u r e  2 .5 ) .  O c c a s io n a l  b r a n c h in g  in  g lu c o m a n n a n  a l s o  

c o n t r ib u t e s  t o  th e  l o w  c r y s t a l l in i t y  o f  h e m ic e l l u l o s e .

Figure 2.4 S tr u c tu r e  o f  a r a b in o x y la n  ( K e s h w a n i  et al., 2 0 0 7 ) .

Figure 2.5 S tr u c tu r e  o f  g lu c o m a n n a n  ( K e s h w a n i  et al., 2 0 0 7 ) .
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2 .2 .3  L ig n in
In  c o n t r a s t  t o  c e l l u l o s e  a n d  h e m i c e l l u l o s e ,  t h e  s tr u c tu r e  o f  l ig n in  is  

d i f f i c u l t  t o  d e p ic t .  L ig n in  i s  a  h ig h ly  c o m p l e x  p o ly m e r  m a d e  u p  o f  th r e e  t y p e s  o f  

p h e n o l i c  a c id s :  p - c o u m a r y l  a l c o h o l ,  c o n i f e r y l  a lc o h o l  a n d  s y n a p y l  a l c o h o l .  T h e s e  

p h e n o l i c  a c id s  a r e  c a l le d  m o n o l ig n o l s  (F ig u r e  2 .6 )  a n d  th e ir  p r o p o r t io n s  v a r y  b a s e d  

o n  th e  t y p e  o f  l i g n o c e l l u l o s i c  m a te r ia l .  In  g e n e r a l ,  g r a s s e s  s u c h  a s  s w it c h g r a s s  

t y p ic a l ly  c o n t a in  e q u a l  a m o u n ts  o f  a l l  th r e e  m o n o l ig n o l s .  N u m e r o u s  t y p e s  o f  c a r b o n -  

c a r b o n  a n d  e th e r  b o n d s  b e t w e e n  in d iv id u a l  m o n o l i g n o l s  r e s u lt  in  th e  f o r m a t io n  o f  

d im e r s ,  tr im e r s  a n d  te tr a m e r s  th a t fo r m  r a n d o m  l in k a g e s  w i t h  e a c h  o th e r  r e s u lt in g  in  

th e  c o m p l e x  s t r u c tu r e  o f  l ig n in .  T h e  c a r b o n - c a r b o n  b o n d s  a r e  t h e  s t r o n g e s t  a n d  a re  

p r im a r i ly  r e s p o n s ib le  fo r  th e  b a rr ier  n a tu r e  o f  l ig n in .

p-Coum ary l a lcoho l Conifery l a lcohol S inapyl a lcohol

Figure 2.6 S t r u c t u r e s  o f  m o n o l ig n o l s  ( K e s h w a n i  et al., 2 0 0 7 ) .
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2.3 Pretreatment of Lignocellulosic Biomass

T h e  p u r p o s e  o f  t h e  p r e tr e a tm e n t  i s  to  r e m o v e  h e m i c e l l u l o s e  a n d  l ig n in ,  
r e d u c e  c e l l u l o s e  c r y s t a l l in i t y ,  a n d  in c r e a s e  th e  p o r o s i t y  o f  t h e  m a te r ia ls .  P r e tr e a tm e n t  

m u s t  m e e t  t h e  f o l l o w i n g  r e q u ir e m e n ts  ( a s  s h o w n  in  F ig u r e  2 .7 ) :  ( 1 )  im p r o v e  th e  

f o r m a t io n  o f  s u g a r s  o r  th e  a b i l i t y  to  s u b s e q u e n t ly  fo r m  s u g a r s  b y  e n z y m a t ic  

h y d r o ly s i s ;  ( 2 )  a v o id  th e  d e g r a d a t io n  o r  l o s s  o f  c a r b o h y d r a te ;  ( 3 )  a v o id  th e  fo r m a t io n  

o f  b y p r o d u c t s  in h ib it o r y  to  th e  s u b s e q u e n t  h y d r o ly s i s  a n d  f e r m e n t a t io n  p r o c e s s e s ;  

a n d  ( 4 )  b e  c o s t - e f f e c t i v e  (ร น ท  et al., 2 0 0 2 ) .
T h e  m a te r ia l  a n d  e n e r g y  b a la n c e  o f  s e v e r a l  p r e tr e a tm e n t  p r o c e s s e s  (a s  

s h o w n  in  F ig u r e  2 .8 )  c a n  b e  d iv id e d  in to  2  p a rts: F ir s t ,  r a w  m a t e r ia ls  o f  th e  p r o c e s s  

a re  p r e tr e a tm e n t  a d d it iv e s ,  b io m a s s  a n d  e n e r g y  m e c h a n ic a l  h e a t .  S e c o n d ,  m a in  

p r o d u c t  i s  s o l i d  r e s id u e  c o n s i s t in g  o f  c e l l u l o s e  h e m i c e l l u l o s e  a n d  l ig n in .  O th e r  

p r o d u c t s  a r e  f o r m  o f  v a p o r  a n d  l iq u id  p h a s e .
P h y s i c a l ,  p h y s i c - c h e m i c a l ,  c h e m ic a l ,  a n d  b i o l o g i c a l  p r o c e s s e s  h a v e  b e e n  

u s e d  fo r  p r e t r e a t m e n t . o f  l i g n o c e l l u l o s i c  m a t e r ia ls  b u t  t h i s  t h e s i s  c o n c e n t r a t e s  o n  

c h e m ic a l  p r e tr e a tm e n t  o f  c o m  b y  d i lu t e  a c id  a n d  e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s .

Lignin Cellulose rïerni 
Cellulose

Lignin Cellulose

Figure 2.7 S c h e m a t i c  o f  g o a l s  o f  p r e tr e a tm e n t  o n  l i g n o c e l l u l o s i c  m a te r ia l  
( h t t p : / / w w w .h r s - h e a t e x c h a n g e r s .c o m / e n / a p p l i c a t i o n s / b i o e t h a n o l .a s p x ).

http://www.hrs-heatexchangers.com/en/applications/bioethanol.aspx
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Pretreatment
Additives

Biomass —
Energy

Mechanical-
Heat

Pretreatment

►  Vapor or gas stream
( i n c l u d e s  p r e tr e a tm e n t  a d d it iv e s )

-*■  Solid ( c e l l u l o s e ,  h e m ic e l l u l o s e ,  
l ig n in  a n d  r e s id u a l  a d d it iv e s )

Liquid ( c o n t a in s  o l i g o s a c c h a r i d e s  
+  p r e tr e a tm e n t  a d d i t iv e s )

Figure 2.8 S c h e m a t ic  o f  p r e tr e a tm e n t  p r o c e s s  ( A l v ir a  et a l ,  2 0 0 9 ) .

2 .3 .1  D i lu t e  A c i d
D i lu t e  o r  c o n c e n t r a t e  a c id s  b r e a k  d o w n  t h e  c e l l u l o s e  a n d  

h e m i c e l l u l o s e s  p o ly m e r s  in  l i g n o c e l l u l o s i c  b i o m a s s  t o  fo r m  in d iv id u a l  s u g a r  

m o le c u l e s  w h i c h  c a n  b e  fe r m e n te d  in to  b i o f u e l .  It i s  im p o r ta n t  t o  n o te  th a t  

h e m i c e l l u l o s e  i s  m o r e  e a s i l y  h y d r o ly s e d  th a n  c e l l u l o s e  ( L e n ih a n  et al., 2 0 1 0 ) .
T h e  m a in  o b j e c t i v e  ( A lv ir a  et al., 2 0 0 9 )  o f  t h e  a c id  p r e tr e a tm e n ts  i s  to  

s o lu b i l i z e  t h e  h e m i c e l l u l o s i c  f r a c t io n  o f  th e  b io m a s s  a n d  to  m a k e  th e  c e l l u l o s e  m o r e  

a c c e s s i b l e  t o  e n z y m e s .  T h is  t y p e  o f  p r e tr e a tm e n ts  c a n  b e  p e r fo r m e d  w i t h  

c o n c e n t r a t e d  o r  d i lu t e  a c id  b u t  u t i l i z a t io n  o f  c o n c e n t r a t e d  a c id  i s  l e s s  a t tr a c t iv e  fo r  

e th a n o l  p r o d u c t io n  d u e  t o  th e  fo r m a t io n  o f  i n h ib i t in g  c o m p o u n d s .  F u r th e r m o r e ,  
e q u ip m e n t  c o r r o s io n  p r o b le m s  a n d  a c id  r e c o v e r y  a re  im p o r ta n t  d r a w b a c k s  w h e n  

u s in g  c o n c e n t r a t e d  a c id  p r e tr e a tm e n ts .  T h e  h ig h  o p e r a t io n a l  a n d  m a in t e n a n c e  c o s t s  

r e d u c e  t h e  in te r e s t  o f  a p p ly in g  th e  c o n c e n t r a t e d  a c id  p r e tr e a tm e n t  a t  c o m m e r c ia l  

s c a le .
D i lu t e  a c id  p r e tr e a tm e n t  a p p e a r s  a s  m o r e  f a v o u r a b le  m e t h o d  fo r  

in d u s tr ia l  a p p l i c a t io n s  a n d  h a v e  b e e n  s t u d ie d  f o r  p r e tr e a t in g  w i d e  r a n g e  o f  

l i g n o c e l l u l o s i c  b i o m a s s .  D i f f e r e n t  t y p e s  o f  r e a c to r s  s u c h  a s  p e r c o la t io n ,  p lu g  f l o w ,  
s h r i n k i n g - b e d ,  b a tc h  a n d  c o u n te r c u r r e n t  r e a c to r s  h a v e  b e e n  a p p l ie d  f o r  p r e tr e a tm e n t  

o f  l i g n o c e l l u l o s i c  m a t e r ia ls .  It c a n  b e  p e r fo r m e d  a t h ig h  t e m p e r a tu r e  ( e .g .  1 8 0  ๐C )  

d u r in g  a  s h o r t  p e r io d  o f  t im e ;  o r  a t lo w e r  te m p e r a tu r e  ( e .g .  1 2 0  ๐C )  fo r  lo n g e r  

r e te n t io n  t im e  ( 3 0 - 9 0  m in ) .  It p r e s e n t s  th e  a d v a n t a g e  o f  s o l u b i l i z i n g  h e m ic e l l u l o s e ,  
m a in ly  x y la n ,  b u t  a l s o  c o n v e r t in g  s o lu b i l i z e d  h e m i c e l l u l o s e  to  f e r m e n t a b le  s u g a r s .
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N e v e r t h e l e s s ,  d e p e n d in g  o n  th e  p r o c e s s  t e m p e r a tu r e ,  s o m e  s u g a r  d e g r a d a t io n  

c o m p o u n d s  s u c h  a s  fu r fu r a l ,  5 - h y d r o x y m e t h y l  fu r fu r a l ( H M F )  a n d  a r o m a t ic  l ig n in  

d e g r a d a t io n  c o m p o u n d s  a r e  d e t e c t e d ,  a n d  a f f e c t  th e  m ic r o o r g a n i s m  m e t a b o l i s m  in  

th e  f e r m e n t a t io n  s t e p . A n y h o w ,  t h is  p r e tr e a tm e n t  g e n e r a t e s  l o w e r  d e g r a d a t io n  

p r o d u c t s  th a n  c o n c e n t r a t e d  a c id  p r e tr e a tm e n ts .

2 .3 .2  F a c to r s  fo r  a n  E f f e c t i v e  P r e tr e a tm e n t  o f  L i g n o c e l l u l o s i c  B i o m a s s
T h e r e  a r e  s e v e r a l  k e y  p r o p e r t ie s  t o  ta k e  in to  c o n s id e r a t io n  fo r  l o w -  

c o s t  a n d  a d v a n c e d  p r e tr e a tm e n t  p r o c e s s  ( A lv ir a  et al., 2 0 0 9 ) .
2.3.2.1 H igh Yields fo r  M ultiple Crops, Sites Ages, Harvesting Times

V a r io u s  p r e tr e a tm e n ts  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  b e  b e t t e r  s u i t e d  fo r
s p e c i f i c  f e e d s t o c k s .  F o r  e x a m p le ,  a lk a l i n e - b a s e d  p r e tr e a tm e n t  m e t h o d s  s u c h , a s  l im e ,  
a m m o n ia  f ib e r  e x p l o s i o n  ( A F E X ) ,  a n d  a m m o n ia  r e c y c l in g  p e r c o la t io n  ( A R P ) ,  c a n  

e f f e c t i v e l y  r e d u c e  th e  l ig n in  c o n t e n t  o f  a g r ic u ltu r a l  r e s id u e s  b u t  a re  l e s s  s a t is f a c t o r y  

fo r  p r o c e s s in g  r e c a lc i t r a n t  s u b s tr a te  a s  s o f t w o o d s .  A c i d  b a s e d  p r e tr e a tm e n t  p r o c e s s e s  

h a v e  b e e n  s h o w n  t o  b e  e f f e c t i v e  o n  a  w id e  r a n g e  o f  l i g n o c e l l u l o s e  s u b s tr a te ,  b u t  a re  

r e la t iv e ly  e x p e n s i v e .
2.3.2.2 H ighly Digestible Pretreated Solid

C e l lu l o s e  f r o m  p r e tr e a tm e n t  s h o u ld  b e  h ig h ly  d i g e s t i b l e  w ith  

y ie ld s  h ig h e r  th a n  9 0 %  in  l e s s  th a n  f i v e  a n d  p r e fe r a b ly  l e s s  th a n  3  d a y s  w i t h  e n z y m e  

lo a d in g  lo w e r  th a n  1 0  F P U /g  c e l l u l o s e .
2 .3.2.3 No Significant Sugars Degradation

FTigh y ie ld s  c l o s e  t o  1 0 0 %  o f  f e r m e n t a b le  c e l l u l o s i c  a n d  

h e m i c e l l u l o s i c  s u g a r s  s h o u ld  b e  a c h i e v e d  th r o u g h  p r e tr e a tm e n t  s t e p .
2.3.2.4 Minimum Amount o f  Toxic Compounds

T h e  l iq u id  h y d r o ly z e s  f r o m  p r e tr e a tm e n t  m u s t  b e  f e r m e n t a b le  

f o l l o w i n g  a  l o w - c o s t ,  h ig h  y ie ld  c o n d i t io n in g  s t e p . H a r s h  c o n d i t io n s  d u r in g  

p r e tr e a tm e n t  le a d  to  a  p a r t ia l h e m ic e l l u l o s e  d e g r a d a t io n  a n d  g e n e r a t io n  o f  t o x ic  

c o m p o u n d s  d e r iv e d  f r o m  s u g a r  d e c o m p o s i t i o n  th a t  c o u ld  a f f e c t  th e  p r o c e e d in g  

h y d r o ly s i s  a n d  f e r m e n t a t io n  s t e p s .  T o x i c  c o m p o u n d s  g e n e r a t e d  a n d  th e ir  a m o u n t s  

d e p e n d  o n  r a w  m a te r ia l  a n d  h a r s h n e s s  o f  p r e tr e a tm e n t .  D e g r a d a t io n  p r o d u c t s  fr o m  

p r e tr e a tm e n t  o f  l i g n o c e l l u l o s e  m a te r ia ls  c a n  b e  d iv id e d  in t o  th e  f o l l o w i n g  c la s s e s :



12

c a r b o x y l ic  a c i d s ,  fu r a n  d e r iv a t iv e s ,  a n d  p h e n o l i c  c o m p o u n d s .  M a in  fu r a n  d é r iv â t e s  

a r e  fu r fu r a l a n d  5 - h y d r o x y m e t h y l  fu r fu r a l ( H M F )  d e r iv e d  f r o m  p e n t o s e s  a n d  h e x o s e s  

d e g r a d a t io n , r e s p e c t iv e ly ;  W e a k  a c id s  a re  m o s t ly  a c e t i c  a n d  f o r m ic  a n d  l e v u l in i c  

a c id s  P h e n o l i c  c o m p o u n d s  in c lu d e  a lc o h o ls ,  a ld e h y d e s ,  k e t o n e s  a n d  a c id s .
2.3.2.5 Biomass Size Reduction not Required

M il l in g  o r  g r in d in g  th e  r a w  m a te r ia l  t o  s m a l l  p a r t ic le  s i z e s  

b e f o r e  p r e tr e a tm e n t  i s  e n e r g y - in t e n s i v e  a n d  c o s t l y  t e c h n o l o g ie s .
2.3.2.6 Operation in Reasonable Size and Moderate Cost Reactors

P r e tr e a tm e n t  r e a c to r s  s h o u ld  b e  l o w  in  c o s t  th r o u g h
m i n i m iz in g  th e ir  v o lu m e ,  e m p lo y in g  a p p r o p r ia te  m a te r ia ls  o f  c o n s t r u c t io n  fo r  h ig h ly  

c o r r o s iv e  c h e m ic a l  e n v ir o n m e n t s ,  a n d  k e e p in g  o p e r a t in g  p r e s s u r e s  r e a s o n a b le .
2 .3.2.7  Non-Production o f  Solid-W aste Residues

T h e  c h e m ic a l s  f o r m e d  d u r in g  h y d r o ly z a t e  c o n d i t io n in g  in  

p r e p a r a t io n  fo r  s u b s e q u e n t  s t e p s  s h o u ld  n o t  p r e s e n t  p r o c e s s i n g  o r  d i s p o s a l  

c h a l l e n g e s .
2.3.2.8 Effectiveness at Low  Moisture Content

T h e  u s e  o f  r a w  m a te r ia ls  a t h ig h  d r y  m a tte r  c o n t e n t  w o u ld  

r e d u c e  e n e r g y  c o n s u m p t io n  d u r in g  p r e tr e a tm e n t .
2 .3.2.9 Obtaining H igh Sugar Concentration

T h e  c o n c e n tr a t io n  o f  s u g a r s  f r o m  t h e  c o u p le d  o p e r a t io n  o f  

p r e tr e a tm e n t  a n d  e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s  s h o u ld  b e  a b o v e  1 0 %  t o  e n s u r e  a n  a d e q u a te  

e th a n o l  c o n c e n t r a t io n  a n d  t o  k e e p  r e c o v e r y  a n d  o th e r  d o w n s t r e a m  c o s t  m a n a g e a b le .
2 .3.2.10 Fermentation Compatibility

T h e  d is t r ib u t io n  o f  s u g a r  r e c o v e r y  b e t w e e n  p r e tr e a tm e n t  a n d  

s u b s e q u e n t  e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s  s h o u ld  b e  c o m p a t ib le  w i t h  th e  c h o i c e  o f  a n  

o r g a n is m  a b le  to  f e r m e n t  p e n t o s e s  ( a r a b in o s e  a n d  x y l o s e )  in  h e m ic e l l u l o s e .
2 .3.2.11 Lignin Recovery

L ig n in  a n d  o th e r  c o n s t i t u e n t s  s h o u ld  b e  r e c o v e r e d  t o  s im p l i f y  

d o w n s t r e a m  p r o c e s s i n g  a n d  fo r  c o n v e r s io n  in t o  v a lu a b le  c o p r o d u c t s .
2.3.2.12 Minimum Heat and Power Requirements

H e a t  a n d  p o w e r  d e m a n d s  fo r  p r e tr e a tm e n t  s h o u ld  b e  l o w  

a n d /o r  c o m p a t ib le  w i t h  th e  th e r m a lly  in te g r a te d  p r o c e s s .



13

2 .3 .3  E n z y m a t ic  H y d r o ly s i s
E n z y m a t ic  h y d r o ly s i s  (ร น ท  et al., 2 0 0 2 )  o f  c e l l u l o s e  i s  c a r r ie d  o u t  b y  

c e l l u l a s e  e n z y m e s  w h i c h  a re  h ig h ly  s p e c i f i c .  T h e  p r o d u c t s  o f  th e  h y d r o ly s i s  a re  

u s u a l ly  r e d u c in g  s u g a r s  in c lu d in g  g lu c o s e .  U t i l i t y  c o s t  o f  e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s  i s  

l o w  c o m p a r e d  t o  a c id  o r  a lk a l in e  h y d r o ly s i s  b e c a u s e  e n z y m e  h y d r o ly s i s  i s  u s u a l ly  

c o n d u c t e d  a t m i ld  c o n d i t io n s  (p H  4 .8  a n d  te m p e r a tu r e  4 5 - 5 0  ° C )  a n d  d o e s  n o t  h a v e  a  

c o r r o s io n  p r o b le m . B o t h  b a c t e r ia  a n d  fu n g i  c a n  p r o d u c e  c e l l u l a s e s  fo r  th e  h y d r o ly s i s  

o f  l i g n o c e l l u l o s i c  m a te r ia ls .  T h e s e  m ic r o o r g a n is m s  c a n  b e  a e r o b ic  o r  a n a e r o b ic ,  
m e s o p h i l i c  o r  t h e r m o p h i l i c .  B a c t e r ia  b e lo n g in g  t o  Clostridium , Cellulomonas, 

Bacillus, Thermomonospora, Ruminococcus, Bacteriodes, En v in ia , Acetovibrio, 

M icrobispora, a n d  Streptomyces c a n  p r o d u c e  c e l l u l a s e s .  Cellulom onas fim i  a n d  

Thermomonospora fusca  h a v e  b e e n  e x t e n s iv e l y  s t u d ie d  fo r  c e l l u l a s e  p r o d u c t io n .  
A lt h o u g h  m a n y  c e l l u l o ly t i c  b a c te r ia , p a r t ic u la r ly  th e  c e l l u l o l y t i c  a n a e r o b e s  s u c h  a s  

Clostridium thermocellum  a n d  Bacteroides cellulosolvens  p r o d u c e  c e l l u l a s e s  w i t h  

h ig h  s p e c i f i c  a c t iv i t y ,  th e y  d o  n o t  p r o d u c e  h ig h  e n z y m e  t i tr e s .  B e c a u s e  th e  a n a e r o b e s  

h a v e  a  v e r y  l o w  g r o w t h  r a te  a n d  r e q u ir e  a n a e r o b ic  g r o w t h  c o n d i t io n s ,  m o s t  r e s e a r c h  

fo r  c o m m e r c ia l  c e l l u l a s e  p r o d u c t io n  h a s  f o c u s e d  o n  f u n g i .
F u n g i  th a t  h a v e  b e e n  r e p o r te d  to  p r o d u c e  c e l l u l a s e s  in c lu d e  

Sclerotium rolfsii, p. chrysosporium  a n d  s p e c ie s  o f  Trichoderma, Aspergillus, 

Schizophyllum  a n d  Pénicillium . O f  a ll  t h e s e  fu n g a l  g e n e r a ,  Trichoderma  h a s  b e e n  

m o s t  e x t e n s i v e l y  s t u d ie d  fo r  c e l l u l a s e  p r o d u c t io n .
C e l lu l a s e s  a re  u s u a l ly  a  m ix t u r e  o f  s e v e r a l  e n z y m e s .  A t  le a s t  th r e e  

m a jo r  g r o u p s  o f  c e l l u l a s e s  a re  i n v o lv e d  in  th e  h y d r o ly s i s  p r o c e s s :  ( 1 )  e n d o g lu c a n a s e  

(E G , e n d o - l , 4 - D - g l u c a n o h y d r o l a s e ,  o r  E C  3 .2 .1 .4 . )  w h i c h  a t ta c k s  r e g io n s  o f  l o w  

c r y s t a l l in i t y  in  th e  c e l l u l o s e  f ib e r , c r e a t in g  fr e e  c h a i n - e n d s ;  ( 2 )  e x o g lu c a n a s e  o r  

c e l l o b i o h y d r o l a s e  ( C B H , 1 ,4 - ( 3 - D - g l u c a n  c e l lo b io h y d r o la s e ,  o r  E C  3 .2 .1 .9 1 . )  w h ic h  

d e g r a d e s  th e  m o l e c u l e  fu r th e r  b y  r e m o v in g  c e l l o b i o s e  u n it s  f r o m  th e  f r e e  c h a in - e n d s ;  

( 3 )  b g l u c o s i d a s e  (E C  3 .2 .1 . 2 1 )  w h ic h  h y d r o ly z e s  c e l l o b i o s e  to  p r o d u c e  g lu c o s e .  In  

a d d it io n  t o  th e  th r e e  m a jo r  g r o u p s  o f  c e l l u l a s e  e n z y m e s ,  th e r e  a r e  a l s o  a  n u m b e r  o f  

a n c i l la r y  e n z y m e s  th a t  a t ta c k  h e m ic e l l u l o s e ,  s u c h  a s  g lu c u r o n id a s e ,  a c e t y le s t e r a s e ,  
x y la n a s e ,  ( 3 - x y lo s i d a s e ,  g a la c t o m a n n a n a s e  a n d  g lu c o m a n n a n a s e .  D u r in g  th e
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e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s ,  c e l l u l o s e  is  d e g r a d e d  b y  t h e  c e l l u l a s e s  to  r e d u c in g  s u g a r s  th a t  

c a n  b e  f e r m e n t e d  b y  y e a s t s  o r  b a c t e r ia  to  e th a n o l .

2 . 3 .4  I m p r o v in g  E n z y m a t ic  H y d r o ly s i s
T h e  f a c t o r s  (ร น ท  et al., 2 0 0 2 )  a f f e c t  th e  e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s  o f  

c e l l u l o s e  in c lu d e  s u b s t r a t e s ,  c e l l u l a s e  a c t iv it y ,  a n d  r e a c t io n  c o n d i t io n s  ( te m p e r a tu r e ,  
p H , a s  w e l l  a s  o t h e r  p a r a m e t e r s ) .  T o  im p r o v e  th e  y ie ld  a n d  r a te  o f  th e  e n z y m a t ic  

h y d r o ly s i s ,  r e s e a r c h  h a s  f o c u s e d  o n  o p t im iz in g  th e  h y d r o ly s i s  p r o c e s s  a n d  e n h a n c in g  

c e l l u l a s e  a c t iv it y .
2. ร. 4.1 Substrates

S u b s tr a te  c o n c e n t r a t io n  i s  o n e  o f  th e  m a in  fa c to r s  th a t  a f f e c t  

t h e  y i e ld  a n d  in i t ia l  r a te  o f  e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s  o f  c e l l u l o s e .  A t  l o w  s u b s tr a te  l e v e l s ,  
a n  in c r e a s e  o f  s u b s t r a te  c o n c e n t r a t io n  n o r m a l ly  r e s u l t s  in  a n  in c r e a s e  o f  th e  y ie ld  a n d  

r e a c t io n  ra te  o f  th e  h y d r o ly s i s .  H o w e v e r ,  h ig h  s u b s tr a te  c o n c e n t r a t io n  c a n  c a u s e  

s u b s tr a te  in h ib i t io n ,  w h i c h  s u b s t a n t ia l ly  lo w e r s  th e  r a te  o f  th e  h y d r o ly s i s ,  a n d  th e  

e x t e n t  o f  s u b s t r a te  in h ib i t io n  d e p e n d s  o n  th e  r a t io  o f  to ta l  s u b s tr a te  to  to ta l  e n z y m e .
T h e  s u s c e p t ib i l i t y  o f  c e l l u l o s i c  s u b s t r a te s  to  c e l l u l a s e s  

d e p e n d s  o n  t h e  s tr u c tu r a l  f e a tu r e s  o f  th e  s u b s tr a te  i n c lu d in g  c e l l u l o s e  c r y s t a l l in i t y ,  
d e g r e e  o f  c e l l u l o s e  p o ly m e r iz a t io n ,  s u r f a c e  a r e a , a n d  c o n t e n t  o f  l ig n in .  L ig n in  

in t e r f e r e s  w i t h  h y d r o ly s i s  b y  b l o c k in g  a c c e s s  o f  c e l l u l a s e s  t o  c e l l u l o s e  a n d  b y  

ir r e v e r s ib ly  b in d in g  h y d r o ly t ic  e n z y m e s .  T h e r e f o r e ,  r e m o v a l  o f  l ig n in  c a n  

d r a m a t ic a l ly  in c r e a s e  th e  h y d r o ly s i s  ra te .
2. ร. 4.2 Cellulase

I n c r e a s in g  th e  d o s a g e  o f  c e l l u l a s e s  in  t h e  p r o c e s s ,  t o  a  c e r ta in  

e x t e n t ,  c a n  e n h a n c e  th e  y ie ld  a n d  r a te  o f  th e  h y d r o ly s i s ,  b u t  w o u ld  s ig n i f ic a n t ly  

in c r e a s e  t h e  c o s t  o f  t h e  p r o c e s s .  E n z y m a t ic  h y d r o ly s i s  o f  c e l l u l o s e  c o n s i s t s  o f  th r e e  

s te p s :  a d s o r p t io n  o f  c e l l u l a s e  e n z y m e s  o n t o  t h e  s u r f a c e  o f  th e  c e l l u l o s e ,  th e  

b io d e g r a d a t io n  o f  c e l l u l o s e  to  f e r m e n t a b le  s u g a r s ,  a n d  d e s o r p t io n  o f  c e l lu la s e .  
C e l lu l a s e  a c t iv i t y  d e c r e a s e s  d u r in g  th e  h y d r o ly s i s .  T h e  ir r e v e r s ib le  a d s o r p t io n  o f  

c e l l u l a s e  o n  c e l l u l o s e  i s  p a r t ia l ly  r e s p o n s ib le  f o r  t h is  d e a c t iv a t io n .  A d d i t io n  o f  

s u r f a c ta n t s  d u r in g  h y d r o ly s i s  is  c a p a b le  o f  m o d i f y i n g  th e  c e l l u l o s e  s u r f a c e  p r o p e r ty  

a n d  m i n i m iz in g  t h e  ir r e v e r s ib le  b in d in g  o f  c e l l u l a s e  o n  c e l l u l o s e .  C e l lu l a s e s  c a n  b e
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r e c o v e r e d  f r o m  th e  l iq u id  s u p e r n a ta n t  o r  th e  s o l i d  r e s id u e s  a n d  m o s t  r e c y c le d  

c e l l u l a s e s  a r e  f r o m  th e  l iq u id  su p e r n a ta n t . E n z y m e  r e c y c l i n g  c a n  e f f e c t i v e l y  in c r e a s e  

th e  r a te  a n d  y ie ld  o f  th e  h y d r o ly s i s  a n d  lo w e r  th e  e n z y m e  c o s t .
2.4.3.2 End-product Inhibition o f  Cellulose Activity

C e l lu l a s e  a c t iv i t y  i s  in h ib i t e d  b y  c e l l o b i o s e  a n d  t o  a  l e s s e r  

e x t e n t  b y  g lu c o s e .  S e v e r a l  m e t h o d s  h a v e  b e e n  d e v e lo p e d  t o  r e d u c e  t h e  in h ib it io n ,  
in c lu d in g  th e  u s e  o f  h ig h  c o n c e n t r a t io n s  o f  e n z y m e s ,  th e  s u p p le m e n t a t io n  o f  p ~  

g lu c o s id a s e s  d u r in g  h y d r o ly s i s ,  a n d  th e  r e m o v a l  o f  s u g a r s  d u r in g  h y d r o ly s i s  b y  

u ltr a f i l t r a t io n  o r  s im u l t a n e o u s  s a c c h a r i f ic a t io n  a n d  f e r m e n t a t io n  ( S S F ) .  T h e  S S F  

p r o c e s s  h a s  b e e n  e x t e n s i v e l y  s tu d ie d  to  r e d u c e  th e  in h ib i t io n  o f  e n d  p r o d u c t s  o f  

h y d r o ly s i s .  In  t h e  p r o c e s s ,  r e d u c in g  s u g a r s  p r o d u c e d  in  c e l l u l o s e  h y d r o ly s i s  o r  

s a c c h a r i f i c a t io n s  a r e  s im u l t a n e o u s ly  f e r m e n t e d  t o  e t h a n o l ,  w h i c h  g r e a t ly  r e d u c e s  th e  

p r o d u c t  in h ib i t io n  t o  th e  h y d r o ly s i s .
S S F  h a s  th e  f o l l o w i n g  a d v a n t a g e s :  ( 1 )  in c r e a s e  o f  h y d r o ly s i s  

ra te  b y  c o n v e r s i o n  o f  s u g a r s  th a t  in h ib it  th e  c e l l u l a s e  a c t iv i t y ;  ( 2 )  l o w e r  e n z y m e  

r e q u ir e m e n t;  ( 3 )  h ig h e r  p r o d u c t  y ie ld s ;  ( 4 )  lo w e r  r e q u ir e m e n t s  fo r  s t e r i l e  c o n d i t io n s  

s in c e  g l u c o s e  i s  r e m o v e d  im m e d ia t e ly  a n d  e th a n o l  is  p r o d u c e d ;  ( 5 )  s h o r te r  p r o c e s s  

t im e ;  a n d  ( 6 )  l e s s  r e a c to r  v o lu m e  b e c a u s e  a  s i n g l e  r e a c to r  i s  u s e d .  H o w e v e r ,  e th a n o l  

m a y  a l s o  e x h ib i t  in h ib i t io n  t o  th e  c e l l u l a s e  a c t iv i t y  in  th e  S S F  p r o c e s s .
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2.4 Literature Review

A g u i la r  et al. ( 2 0 0 2 )  r e p o r te d  th a t  h y d r o ly s i s  r e a c t io n s  o f  s u g a r  p o ly m e r s  in  

a  d i l u t e - a c i d  m e d iu m  w e r e  v e r y  c o m p l e x .  T h e  s u b s t r a te  w a s  in  a  s o l i d  p h a s e  a n d  th e  

c a t a ly s t  in  a  l iq u id  p h a s e .  T h e  m e c h a n i s m  o f  th e  h y d r o ly s i s  r e a c t io n  in c lu d e d  ( i )  

d i f f u s io n  o f  p r o t o n s  th r o u g h  th e  w e t  l i g n o c e l l u l o s i c  m a tr ix ;  ( i i )  p r o t o n a t io n  o f  th e  

o x y g e n  o f  a  h e t e r o c y c l i c  e th e r  b o n d  b e t w e e n  th e  s u g a r  m o n o m e r s ;  ( i i i )  b r e a k in g  o f  

th e  e th e r  b o n d ;  ( i v )  g e n e r a t io n  o f  a  c a r b o c a t io n  a s  in t e r m e d ia t e ;  ( v )  s o lv a t io n  o f  th e  

c a r b o c a t io n  w i t h  w a te r ;  ( v i )  r e g e n e r a t io n  o f  th e  p r o t o n  w i t h  c o g e n e r a t io n  o f  th e  s u g a r  

m o n o m e r ,  o l i g o m e r  o r  p o ly m e r ,  d e p e n d in g  o n  th e  p o s i t i o n  o f  t h e  e th e r  b o n d ;  ( v i i )  

d i f f u s io n  o f  th e  r e a c t io n  p r o d u c t s  in  th e  l iq u id  p h a s e  i f  it  i s  p e r m it t e d  fo r  th e ir  fo r m  

a n d  s iz e ;  ( v i i i )  r e s ta r t in g  t h e  s e c o n d  s te p .
S i l v a  et al. ( 2 0 0 5 )  s tu d ie d  th e  e f f e c t s  o f  s u l f u r ic  a c id  lo a d in g  a n d  r e s id e n c e  

t im e  o n  t h e  c o m p o s i t io n  o f  s u g a r c a n e  b a g a s s e  h y d r o ly z a t e s .  T h e y  fo u n d  th a t  a n  

in c r e a s e  in  a c id  l o a d in g  a n d  r e s id e n c e  t im e  r e s u lt e d  in  a n  in c r e a s e  in  x y l o s e  

c o n c e n t r a t io n ,  d u e  to  s y n e r g i s t ic  e f f e c t s .  H o w e v e r ,  t h e s e  c o n d i t io n s  a l s o  le d  to  

in c r e a s e d  c o n c e n t r a t io n s  o f  in h ib it in g  b y p r o d u c t s  s u c h  a s  h y d r o x y m e t h y l  fu r fu r a l  
a n d  a c e t i c  a c id .  In  th e ir  p r e v io u s  s tu d y , th e y  e v a lu a t e d  t h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  

p h o s p h o r ic  a c id  t o  h y d r o ly z e  s u g a r c a n e  b a g a s s e  h e m i c e l l u l o s e .  It s h o w e d  th a t  a n  

in c r e a s e  in  a c id  lo a d in g  d id  n o t  s ig n i f ic a n t ly  a f f e c t  th e  c o n c e n t r a t io n s  o f  x y l o s e ,  
a c e t i c  a c id ,  fu r fu r a l ,  a n d  h y d r o x y m e t h y l  fu r fu r a l ,  l ik e l y  d u e  t o  t h e  w e a k  c h a r a c te r  o f  

th e  c a ta ly s t .  T h e  in c r e a s e  in  r e s id e n c e  t im e ,  h o w e v e r ,  m a x im i z e d  n o t  o n ly  th e  

c o n c e n t r a t io n  o f  x y l o s e  in  th e  h y d r o ly z a t e ,  b u t  a l s o  t h o s e  o f  in h ib it o r s .  In  2 0 0 2 ,  

A g u i la r  et al. f o u n d  th a t  a c e t i c  a c id  in  h y d r o ly z a t e s  w a s  d e r iv e d  f r o m  th e  h y d r o ly s i s  

o f  t h e  a c e t y l  g r o u p s  b o u n d  to  th e  h e m i c e l l u l o s i c  m o n o m e r s .  T h e  a c id  c o u ld  b e  a n  

in h ib it o r  o f  m ic r o b ia l  g r o w t h  b e c a u s e  it e n te r e d  th e  c e l l  m e m b r a n e  a n d  d e c r e a s e d  

in t e r c e l lu la r  p H , th u s  a f f e c t in g  th e  m e t a b o l i s m  o f  t h e  m ic r o o r g a n i s m s  in  b u ta n o l  

f e r m e n ta t io n  p r o c e s s .
G a o  et al. ( 2 0 0 8 )  in v e s t ig a t e d  th e  i n f lu e n c e  o f  th e  a c id  h y d r o ly s i s  r e a c t io n  

o n  th e  c h e m ic a l  s tr u c tu r e  o f  th e  s i lv e r g r a s s  f ib e r s  b y  u s in g  F T I R . T h e y  fo u n d  th a t  

d i lu t e  a c id  p r e tr e a tm e n t  w i t h  s u lfu r ic  a c id  w o u l d  s e e m  to  c a u s e  t h e  d e g r a d a t io n  o f  (T- 
0 - 4  l in k a g e s  o r  a n o th e r  b o n d  r e a r r a n g e m e n t  th a t  r e s u lt e d  in  in c r e a s e d  c a r b o n y l
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g r o u p s  w i t h i n  th e  l i g n in  f r a c t io n . M o r e o v e r ,  th e  a b s o r b a n c e  o f  th e  | T - 0 - 4  e th e r  b a n d  

a t 1 2 5 0  c m ' 1 w a s  s ig n i f ic a n t ly  d e c r e a s e d  a f te r  h y d r o ly s i s .  T h e  in c r e a s e  in  th e  p e a k  at 

a r o u n d  1 2 0 5  c m ' 1 s u g g e s t e d  a n  in c r e a s e d  c o n t r ib u t io n  f r o m  2 nd O H  g r o u p s .  T h is  w a s  

a c c o m p a n ie d  b y  t h e  d e v e lo p m e n t  o f  d o u b le  p e a k s  a t 1 0 3 4  a n d  1 0 6 0  cm " 1, w h ic h  

w e r e  i n d ic a t iv e  o f  a l ip h a t ic  O H  g r o u p s .  T h e s e  r e s u lt s  in d ic a t e d  th a t  th e  l in k a g e s  

w it h in  t h e  s t r u c tu r e  o f  l i g n in /h e m i c e l lu l o s e  c o m p l e x  w e r e  p r o b a b ly  c l e a v e d  b y  

s u l fu r ic  a c id  tr e a tm e n t .  T h u s ,  th e  a c id  h y d r o ly s i s  a l s o  c h a n g e d  th e  c h e m ic a l  

p r o p e r t ie s  o f  th e  l ig n in ,  w h i c h  b e c a m e  m o r e  h y d r o p h i l i c  d u e  to  th e  in c r e a s e  in  

c a r b o n y l  a n d  h y d r o x y l  g r o u p s .
C h e n  et al. ( 2 0 0 9 )  u s e d  e n z y m e  h y d r o ly s i s  th a t  c e l l u l a s e  w a s  s u p p le m e n t e d  

w it h  c e l l o b i a s e  ( 2  F P U :  1 C B U )  to  a v o id  p r o d u c t  in h ib i t io n  c a u s e d  b y  c e l l o b i o s e  

a c c u m u la t io n .  B a t c h  e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s  w a s  r o u t in e ly  p e r fo r m e d  a t 8 %  s o l id  

s u b s tr a te  c o n c e n t r a t io n  ( g r a m s  d ry  w e i g h t  p e r  1 0 0  m L )  in  0 .0 5  m o l  L ' 1 c it r a te  b u f fe r  

(p H  4 .8 ) ,  c o n t a in in g  4 0  m g  L ' 1 p e n i c i l l i n  t o  p r e v e n t  m ic r o b ia l  c o n t a m in a t io n .  A f t e r  

th e  e n z y m e s  w e r e  a d d e d ,  f l a s k s  c o n t a in in g  1 0 0  m L  o f  r e a c t io n  m ix t u r e  w e r e  

in c u b a t e d  a t  5 0  ๐c  in  a  ro ta r y  s h a k e r  at 1 5 0  r p m . S a m p le s  w e r e  ta k e n  fr o m  th e  

r e a c t io n  m ix t u r e  p e r io d ic a l ly  fo r  a n a ly s i s .
L e n ih a n  et al. ( 2 0 1 0 )  r e p o r te d  th e  o p t im u m  c o n d i t io n s  fo r  a c id  h y d r o ly s i s  o f  

h e m i c e l l u l o s i c  b i o m a s s  in  th e  fo r m  o f  p o ta to  p e e l s .  T h e  h y d r o ly s i s  r e a c t io n  w a s  

u n d e r ta k e n  in  a  h i g h  p r e s s u r e  p i lo t  b a tc h  r e a c to r  u s i n g  d i lu t e  p h o s p h o r ic  a c id .  
P r o c e s s  p a r a m e t e r s  i n v e s t ig a t e d  in c lu d e d ,  r e a c to r  te m p e r a tu r e  ( f r o m  1 3 5  ๐c  t o  2 0 0  

๐บ )  a n d  a c id  c o n c e n t r a t io n  ( f r o m  2 .5 %  ( พ /พ )  t o  1 0 %  ( พ / พ ) ) .  T h e  r e s u lt s  in d ic a t e  

th a t  h ig h  c o n v e r s i o n  o f  c e l l u l o s e  t o  g l u c o s e  w a s  a p p a r e n t  a l t h o u g h  a r a b in o s e  

c o n v e r s i o n  w a s  q u i t e  l o w  d u e  to  th e r m a lly  u n s t a b i l i t y .  H o w e v e r ,  a n  o v e r a l l  s u g a r  

y ie ld  i s  8 2 .5 %  w a s  a c h i e v e d  u n d e r  o p t im u m  c o n d i t io n s .  T h i s  o p t im u m  y ie ld  w a s  

o b ta in e d  a t 1 3 5  °c a n d  1 0 %  ( พ /พ )  a c id  c o n c e n t r a t io n .  5 5 .2  g  s u g a r /1 0 0  g  d r y  p o ta to  

p e e l  i s  p r o d u c e d  a f t e r  a  t im e  o f  8 m in .
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