
THEORETICAL BACKGROUND AND LITERATURE REVIEW
CHAPTER II

2.1 Lignocellulosic-Biomass Materials

B i o m a s s  is  i n t e r e s t e d  a s  a l t e r n a t i v e ,  n o n p e t r o l e u m - b a s e d  s o u r c e s  o f  e n e r g y .  I t  

is  t h e  o n ly  s u i t a b l e  a n d  r e n e w a b l e  p r i m a r y  e n e r g y  r e s o u r c e  t h a t  c a n  p r o v i d e  

a l t e r n a t i v e  t r a n s p o r t a t i o n  f u e l s  s u c h  a s  b i o e t h a n o l  o r  b io d i e s e l  in  t h e  s h o r t - t e r m  

( H a m e l i n c k  et a i,  2 0 0 5 ;  รนท a n d  C h e n g ,  2 0 0 2 ) .

L i g n o c e l l u l o s i c  m a t e r i a l s  s e r v e  a s  a  c h e a p  a n d  a b u n d a n t  f e e d s t o c k ,  w h ic h  a r e  

r e q u i r e d  t o  p r o d u c e  fu e l  b i o e t h a n o l  a t  r e a s o n a b l e  c o s t s  s in c e  l i g n o c e l l u l o s i c  r a w  

m a t e r i a l s  d o  n o t  c o m p e t e  w i t h  f o o d  c r o p s  a n d  t h e y  a r e  a l s o  le s s  e x p e n s i v e  t h a n  

c o n v e n t i o n a l  a g r i c u l t u r a l  f e e d s t o c k s  ( B a la t ,  2 0 1 0 ) .  L i g n o c e l l u l o s i c  m a t e r i a l s  f o r  f u e l  

e t h a n o l  p r o d u c t i o n  c a n  b e  d i v i d e d  in to  s ix  m a in  g r o u p s :  c r o p  r e s i d u e s  ( c a n e  b a g a s s e ,  

c o r n  s to v e r ,  w h e a t  s t r a w ,  r i c e  s t r a w ,  r i c e  h u l l s ,  b a r l e y  s t r a w ,  s w e e t  s o r g h u m  b a g a s s e ,  

o l i v e  s t o n e s  a n d  p u lp ) ,  h a r d w o o d  ( a s p e n  a n d  p o p l a r ) ,  s o f t w o o d  ( p i n e  a n d  s p r u c e ) ,  

c e l l u l o s e  w a s t e s  ( n e w s p r i n t ,  w a s t e  o f f i c e  p a p e r  a n d  r e c y c l e d  p a p e r  s lu d g e ) ,  

h e r b a c e o u s  b i o m a s s  ( a l f a l f a  h a y , s w i t c h g r a s s ,  r e e d  c a n a r y  g r a s s ,  c o a s t a l  

B e r m u d a g r a s s  a n d  t h i m o t h y  g r a s s ) ,  a n d  m u n i c i p a l  s o l id  w a s t e s  ( M S W )  ( C a r d o n a  et 
ai, 2 0 0 9 ) .  L i t e r a t u r e  r e p o r t s  s e v e r a l  p a p e r s  o n  u t i l i z a t i o n  o f  v a r i o u s  l i g n o c e l l u l o s i c  

w a s t e  m a t e r i a l s  s u c h  a s  r i c e  s t r a w  ( Y a o  et a i,  2 0 0 7 ) ,  c o r n  s t o v e r  ( W a n g  et a i,  2 0 0 9 ) ,  

s w i t c h g r a s s  ( K e s h w a n i  a n d  C h e n g ,  2 0 0 9 ) ,  p a lm  b a g a s s e  ( C a r v a l h o  et a/., 2 0 0 9 ) .

2.2 Chemical Structure and Basic Components of Lignocellulosic Materials

L i g n o c e l l u l o s e s  c o n s i s t  m a in l y  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 .  T h e s e  

c o m p o n e n t s  b u i l d  u p  a b o u t  9 0  %  o f  d r y  m a t t e r  in  l i g n o c e l l u l o s e s ,  w i t h  t h e  r e s t  

c o n s i s t i n g  o f  e .g .  e x t r a c t iv e  a n d  a s h  ( D e h k h o d a ,  2 0 1 1 ) .  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  

a r e  p o l y s a c c h a r i d e s  t h a t  c a n  b e  h y d r o l y z e d  t o  s u g a r s  a n d  t h e n  f e r m e n t e d  t o  

b io e t h a n o l .  P r o c e s s  o f  b i o e t h a n o l  y ie ld  f r o m  b io m a s s  i s  d i r e c t ly  r e l a t e d  t o  c e l l u lo s e ,  

h e m i c e l l u l o s e ,  a n d  i n d i v id u a l  s u g a r  c o n c e n t r a t i o n  in  t h e  f e e d s t o c k .  H o w e v e r ,  t h e  

l i g n i n  c a n n o t  b e  u s e d  f o r  b i o e t h a n o l  p r o d u c t i o n .
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2 .2 .1  C e l l u l o s e

C e l l u lo s e ,  t h e  m a j o r  c o m p o n e n t  o f  p la n t  b io m a s s  ( 3 0 - 6 0  %  o f  t o t a l  

f e e d s t o c k  d r y  m a t t e r ) ,  e x i s t s  o f  D - g l u c o s e  s u b u n i t s ,  l i n k e d  b y  P - 1 ,4  g l y c o s i d i c  b o n d s .  

T h e  c e l l u l o s e  in  a  p l a n t  c o n s i s t s  o f  p a r t s  w i th  a  c r y s t a l l i n e  ( o r g a n i z e d )  s t r u c t u r e ,  a n d  

p a r t s  w i t h  a  n o t  w e l l - o r g a n i z e d ,  a m o r p h o u s  s t r u c t u r e .  B e c a u s e  o f  t h e  p - 1 ,4  

l i n k a g e ,  c e l l u l o s e  is  h ig h l y  c r y s t a l l i n e  a n d  c o m p a c t  m a k i n g  it  v e r y  r e s i s t a n t  t o  

b i o l o g i c a l  a t t a c k .  T h e  o r i e n t a t i o n  o f  t h e  l i n k a g e s  a n d  a d d i t i o n a l  h y d r o g e n  b o n d i n g  

m a k e  t h e  p o l y m e r  r i g id  a n d  d i f f i c u l t  t o  b r e a k .  I n  h y d r o l y s i s  t h e  p o l y s a c c h a r i d e  is  

b r o k e n  d o w n  t o  f r e e  s u g a r  m o l e c u l e s  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  w a t e r  ( H a m e l i n c k  et al. , 

2 0 0 5 ) .  T h is  p r o c e s s  is  c a l l e d  s a c c h a r i f i c a t i o n  w h ic h  g l u c o s e ,  a  s i x - c a r b o n  s u g a r  is  a  

p r o d u c t .

Figure 2.1 S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  a  c e l l u l o s e  c h a i n  ( P é r e z  a n d  M a c k i e ,  2 0 0 1 ) .

2 .2 .2  H e m i c e l l u l o s e

H e m i c e l l u l o s e  ( 2 0 - 4 0  %  o f  t o t a l  f e e d s t o c k  d r y  m a t t e r )  is  a  s h o r t ,  h ig h l y  

b r a n c h e d  p o l y m e r  o f  f i v e - c a r b o n  ( p e n t o s e s )  a n d  s i x - c a r b o n  ( h e x o s e s )  s u g a r s  a s  

s h o w n  in  f i g u r e  2 .2 .  S p e c i f i c a l l y ,  h e m i c e l l u l o s e  c o n t a i n s  x y l o s e  a n d  a r a b i n o s e  ( f i v e -  

c a r b o n  s u g a r s )  a n d  g a l a c t o s e ,  g lu c o s e ,  a n d  m a n n o s e  ( s i x - c a r b o n  s u g a r s ) .  

H e m i c e l l u l o s e  h a s  a  l o w e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  t h a n  c e l l u lo s e ,  a n d  b r a n c h e s  w i t h  s h o r t  

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

H e m i c e l l u l o s e  s e r v e s  a s  a  c o n n e c t i o n  b e t w e e n  t h e  l ig n in  a n d  t h e  c e l l u l o s e  f i b e r s  a n d  

g i v e s  t h e  w h o l e  c e l l u l o s e - h e m i c e l l u l o s e - l i g n i n  n e t w o r k  m o r e  r ig id i ty .  T h e  d o m i n a n t  

c o m p o n e n t  o f  h e m i c e l l u l o s e  i s  g l u c o m a n n a n  in  s o f t w o o d  a n d  x y l a n  in  h a r d w o o d  

a n d  a g r i c u l t u r a l  p l a n t s  ( B a la t ,  2 0 1 0 ) .
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Figure 2.2 S c h e m a t i c  o f  t h e  b a s i c  s t r u c t u r e  o f  h e m i c e l l u lo s e .  A , a r a b i n o s e ;  F e A ,  

f e r u l i c  a c id ;  G , g a l a c t o s e ;  G lc ,  g l u c u r o n i c  a c id ;  X ,  x y lo s e  ( M o u s d a l e ,  2 0 0 8 ) .

2 .2 .3  L ig n i n

L ig n i n  ( 1 5 - 2 5  %  o f  t o t a l  f e e d s t o c k  d r y  m a t t e r )  is  a n  a m o r p h o u s  

h e t e r o p o l y m e r  c o n s i s t i n g  o f  t h r e e  d i f f e r e n t  p h e n y l p r o p a n e  u n i t s  ( p - c o u m a r y l ,  

c o n i f e r y l  a n d  s in a p y l  a l c o h o l )  a s  s h o w n  in  f i g u r e  3 . T h e s e  a r e  h e l d  t o g e t h e r  b y  

d i f f e r e n t  k i n d  o f  l i n k a g e s .  S o f t w o o d s  g e n e r a l l y  c o n ta in  m o r e  l ig n in  t h a n  h a r d w o o d s  

( D e m i r b a s ,  2 0 0 8 ) .  T h e  m a in  p u r p o s e  o f  h a v i n g  l i g n i n  is  t o  g i v e  t h e  p l a n t  s t r u c t u r a l  

s u p p o r t ,  i m p e r m e a b i l i t y ,  a n d  r e s i s t a n c e  a g a i n s t  m ic r o b ia l  a t t a c k  a n d  o x i d a t i v e  

s t r e s s .  A l l  o f  t h e s e  m a k e  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  l ig n i n  v e r y  t o u g h .  H o w e v e r ,  l i g n i n  is  o n e  

o f  t h e  d r a w b a c k s  o f  u s i n g  l i n g o c e l l u l o s i c - b i o m a s s  m a te r i a l s  in  f e r m e n t a t i o n  s in c e  it 

m a k e s  l i g n o c e l l u l o s e  r e s i s t a n t  t o  c h e m ic a l  a n d  b io l o g ic a l  d e g r a d a t io n .

Figure 2.3 L ig n i n  b u i l d i n g  b lo c k s
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2.3 Sugarcane bagasse

S u g a r c a n e  b a g a s s e  ( S C B )  is  c o n s i d e r e d  to  b e  o n e  o f  t h e  m a jo r  

l i g n o c e l l u l o s i c  m a t e r i a l s  f o u n d  in  m a n y  t r o p i c a l  c o u n t r i e s  i n c l u d i n g  T h a i l a n d .  I t  is  

p r i m a r i l y  c o m p o s e d  o f  l ig n in  ( 2 0 - 3 0  % ) ,  c e l l u l o s e  ( 4 0 - 4 5  % )  a n d  h e m i c e l l u l o s e s  

( 3 0 - 3 5  % ) .  S C B  is  t h e  f i b r o u s  r e s i d u e  l e f t  a f t e r  e x t r a c t i n g  t h e  j u i c e  f r o m  s u g a r  c a n e  

( S a c c h a r u m  o f f i c i n a r u m )  in  t h e  s u g a r  p r o d u c t i o n  p r o c e s s  ( M a r t in  et al., 2 0 0 7 ) .  

B e s i d e s  i t s  u s e  a s  a  f u e l  f o r  h e a t i n g  a n d  p o w e r  g e n e r a t i o n ,  i t s  a b u n d a n c e  a n d  h ig h  

c e l l u l o s i c  p o l y s a c c h a r i d e  c o n t e n t  m a k e  it s u i t a b l e  f o r  e t h a n o l  p r o d u c t i o n .  H o w e v e r ,  

l ik e  o t h e r  l i g n o c e l l u l o s i c  s u b s t r a t e s ,  t h e  u s e  o f  b a g a s s e  a s  f e e d s t o c k  f o r  b i o r e f m e r y  

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

m a k e  i t  r e c a l c i t r a n t  t o  e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s  u n l e s s  it i s  p r e t r e a t e d  t o  a  m o r e  

a c c e s s i b l e  f o r m  ( B u a b a n  et ai, 2 0 1 0 ) .

2.4 Glucose

G l u c o s e  is  a  s im p le  s u g a r ,  w h ic h  is  a n  i m p o r t a n t  c a r b o h y d r a t e  in  b io l o g y .  

C e l l s  u t i l i z e  g l u c o s e  a s  a  s o u r c e  o f  e n e r g y  a n d  a  m e t a b o l i c  i n t e r m e d i a t e .  O n e  o f  t h e  

m a in  p r o d u c t s  o f  p h o t o s y n t h e s i s  is  g lu c o s e ,  w h ic h  s t a r t s  c e l l u l a r  r e s p i r a t i o n .  

H o w e v e r ,  g l u c o s e  is  u s e f u l  n o t  o n ly  b i o l o g i c a l l y  b u t  a l s o  c h e m ic a l l y .  G l u c o s e  c a n  b e  

u s e d  a s  t h e  s t a r t i n g  r a w  m a te r i a l  t o  p r o d u c e  a  w i d e  v a r i e t y  o f  c h e m i c a l s  a n d  f u e l s .  

T h i s  is  u s u a l l y  c a r r i e d  o u t  w i th  t h e  h e lp  o f  m i c r o o r g a n i s m s ,  s u c h  a s  f e r m e n t a t i o n  o f  

g l u c o s e  t o  e t h a n o l  a n d  c o n v e r s i o n  o f  g l u c o s e  i n t o  s o lv e n t s ,  e .g .  a c e t o n e  a n d  b u t a n o l  

b y  Clostridium acetobutylicum. B e c a u s e  o f  t h e  o v e r w h e l m i n g  q u a n t i t y  o f  c e l l u l o s e  

a n d  t h e  r e n e w a b l e  r e s o u r c e ,  t h e  w o r l d  w i l l  d e p e n d  o n  it m o r e  h e a v i ly  f o r  f o o d ,  fu e l ,  

c h e m i c a l  s u p p l i e s ,  a n d  r a w  m a t e r i a l s  in  t h e  f u t u r e .  T h e r e  is  g r e a t  p o t e n t i a l  o f  

a l l e v i a t i n g  t h e  n e e d  f o r  p e t r o l e u m ,  w h i c h  is  f a s t  d e c r e a s i n g  o n  s u p p l y  ( W a n g ,  2 0 0 9 ) .
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2.5 Sugar Production from Lignocellulosic Materials

T h e r e  a r e  s e v e r a l  p o s s i b l e  w a y s  t o  h y d r o l y z e  l i g n o c e l lu l o s e s ,  a s  s h o w n  in  

F i g u r e  2 .4 .  T h e  m o s t  c o m m o n l y  a p p l i e d  m e t h o d s  c a n  b e  c l a s s i f i e d  i n t o  t w o  g r o u p s :  

c h e m i c a l  h y d r o l y s i s  a n d  e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s .  I n  a d d i t i o n ,  t h e r e  a r e  s o m e  o t h e r  

h y d r o l y s i s  m e t h o d s ,  in  w h ic h  n o  c h e m ic a l s  o r  e n z y m e s  a r e  a p p l i e d .  F o r  i n s t a n c e ,  

l i g n o c e l l u l o s e s  m a y  b e  h y d r o l y z e d  b y  r a y  o r  e l e c t r o n - b e a m  i r r a d i a t i o n ,  o r  m i c r o w a v e  

i r r a d i a t i o n .  F l o w e v e r ,  t h o s e  p r o c e s s e s  a r e  c o m m e r c i a l l y  u n i m p o r t a n t  ( T a c h e r z a d e h  

a n d  K a r i m i ,  2 0 0 7 b ) .

Figure 2.4 O v e r a l l  v i e w  o f  s u g a r  a n d  e t h a n o l  p r o d u c t i o n s  f r o m  l i g n o c e l l u l o s i c  

m a t e r i a l s  ( E o u r a r e k u l l a r t ,  2 0 1 1 ) .

2.6 Hydrolysis of Lignocellulosic Materials

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

t o  s i m p l e  s u g a r s  b e f o r e  f e r m e n t a t i o n ,  t h r o u g h  a  p r o c e s s  c a l l e d  h y d r o l y s i s  

( T a h e r z a d e h  a n d  K a r i m i ,  2 0 0 8 ) .  V a r i o u s  m e t h o d s  f o r  t h e  h y d r o l y s i s  o f  

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

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

c o n c e n t r a t e d  a c id  h y d r o l y s i s )  a n d  e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s .  T h e r e  a r e  s o m e  o t h e r  

h y d r o l y s i s  m e t h o d s  in  w h i c h  n o  c h e m ic a l s  o r  e n z y m e s  a r e  a p p l i e d .  F o r  i n s t a n c e ,



8

l i g n o c e l l u l o s e s  m a y b e  h y d r o l y z e d  b y  g a m m a - r a y  o r  e l e c t r o n - b e a m  i r r a d i a t i o n ,  o r  

m i c r o w a v e  i r r a d i a t i o n .  H o w e v e r ,  t h o s e  p r o c e s s e s  a r e  c o m m e r c i a l l y  u n i m p o r t a n t .  

S e v e r a l  p r o d u c t s  c a n  r e s u l t  f r o m  h y d r o l y s i s  o f  l i g n o c e l l u l o s i c  m a te r i a l  ( D e m i r b a s ,  
2 0 0 8 ) .

2 .6 .1  D i l u t e  A c id  H y d r o l y s i s

D i l u t e  a c id  h y d r o l y s i s  is  t h e  o l d e s t  m e t h o d  f o r  c o n v e r t i n g  c e l l u l o s e  

b i o m a s s  t o  b io e t h a n o l .  T h i s  p r o c e s s  is  c o n d u c t e d  u n d e r  h ig h  t e m p e r a t u r e  a n d  

p r e s s u r e ,  a n d  h a s  a  r e a c t i o n  t i m e  in  t h e  r a n g e  o f  s e c o n d s  o r  m i n u te s ,  w h i c h  f a c i l i t a t e s  

c o n t i n u o u s  p r o c e s s i n g .  T h e  c o m b i n a t i o n  o f  a c i d  a n d  h ig h  t e m p e r a t u r e  a n d  p r e s s u r e  

m a k e s  t h e  r e a c t o r  e x p e n s iv e .  D i l u t e  a c id  h y d r o l y s i s  o c c u r s  in  t w o - s t a g e s .  T h e  f i r s t  

s t a g e  is  p e r f o r m e d  a t  l o w  t e m p e r a t u r e  t o  m a x i m i z e  t h e  y i e l d  f r o m  t h e  h e m i c e l l u l o s e ,  

a n d  t h e  s e c o n d  h i g h e r  t e m p e r a t u r e  s ta g e  is  o p t i m i z e d  f o r  h y d r o l y s i s  o f  t h e  c e l l u l o s e  

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

is  h o w  t o  r a i s e  g l u c o s e  y i e l d s  h i g h e r  t h a n  7 0  %  in  a n  e c o n o m i c a l l y  v i a b l e  i n d u s t r i a l  

p r o c e s s  w h i l e  m a i n t a i n i n g  a  h ig h  c e l l u lo s e  h y d r o l y s i s  r a t e  a n d  m i n i m i z i n g  g l u c o s e  

d e c o m p o s i t i o n  ( B a la t ,  2 0 1 0 ) .

2 .6 .2  C o n c e n t r a t e d  A c i d  H y d r o l y s i s

C o n c e n t r a t e d  a c i d  h y d r o l y s i s  i n v o l v e s  a n  a c i d  ( d i l u t e  o r  c o n c e n t r a t e d )  

p r e t r e a t m e n t  t o  l i b e r a t e  t h e  h e m i c e l l u l o s i c  s u g a r s  w h i l e  t h e  s u b s e q u e n t  s t a g e  r e q u i r e s  

t h e  b i o m a s s  t o  b e  d r i e d  f o l l o w e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  c o n c e n t r a t e d  s u l f u r i c  a c i d  

( 7 0 - 9 0  % )  ( H a y e s ,  2 0 0 9 ) .  T h e  a c id  c o n c e n t r a t i o n  u s e d  in  c o n c e n t r a t e d  a c id  

h y d r o l y s i s  p r o c e s s  is  in  t h e  r a n g e  o f  1 0 - 3 0  %  ( I r a n m a h b o o b ,  2 0 0 2 ) .  R e a c t i o n  t i m e s  

a r e  t y p i c a l l y  m u c h  l o n g e r  t h a n  f o r  d i l u t e  a c i d  p r o c e s s .  T h is  p r o c e s s  p r o v i d e s  a  

c o m p l e t e  a n d  r a p i d  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  a n d  h e m i c e l l u l o s e s  t o  f iv e -  

c a r b o n  s u g a r s  w i t h  l i t t l e  d e g r a d a t io n .

In  c o m p a r i s o n  t o  d i l u t e  a c id  h y d r o l y s i s ,  c o n c e n t r a t e d  a c i d  h y d r o l y s i s  

l e a d s  t o  l i t t l e  s u g a r  d e g r a d a t i o n  a n d  g i v e s  s u g a r  y i e ld s  a p p r o a c h i n g  1 0 0  % . T h e  

c o n c e n t r a t e d  a c id  p r o c e s s  o f f e r s  m o r e  p o t e n t i a l  f o r  c o s t  r e d u c t i o n s  t h a n  t h e  d i l u t e  

a c id  p r o c e s s .  H o w e v e r ,  e n v i r o n m e n t  a n d  c o r r o s i o n  p r o b l e m s  a n d  t h e  h ig h  c o s t  o f
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a c i d  c o n s u m p t i o n  a n d  r e c o v e r y  p r e s e n t  a  m a j o r  h i n d r a n c e  t o  e c o n o m i c  s u c c e s s  

( B a l a t ,  2 0 1 0 ) .

2 .6 .3  E n z y m a t i c  H y d r o l y s i s

E n z y m a t i c  h y d r o l y s i s  is  a n  e n v i r o n m e n t a l l y  f r i e n d ly  a l t e r n a t i v e  t h a t  

i n v o l v e s  u s i n g  c a r b o h y d r a t e  d e g r a d i n g  e n z y m e s  ( c e l l u l a s e s  a n d  h e m i c e l l u l a s e s )  t o  

h y d r o l y z e  l i g n o c e l l u l o s e s  i n t o  f e r m e n t a b l e  s u g a r s .  E n z y m a t i c  d e g r a d a t i o n  o f  

c e l l u l o s e  is  g e n e r a l l y  a c c o m p l i s h e d  b y  s y n e r g e t i c  a c t i o n  o f  t h r e e  d i s t i n c t  c l a s s e s  o f  

c e l l u l o s e  e n z y m e s  t h a t  a r e  e n d o - l , 4 - P - g l u c a n a s e s ,  e x d o - l , 4 - P - g l u c a n a s e s ,  a n d  P - D -  

g l u c o s i d a s e s  ( พ  o r a s a m u t p a r k a r n ,  2 0 1 0 ) .  E n z y m a t i c  h y d r o l y s i s  o f  n a t u r a l  

l i g n o c e l l u l o s i c  m a t e r i a l s  is  a  v e r y  s lo w  p r o c e s s  b e c a u s e  c e l l u l o s e  h y d r o l y s i s  i s  

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

c o n t e n t ,  s u r f a c e  a r e a ,  a n d  c e l l u l o s e  c r y s t a l l i n i t y .  T h e  c o s t  o f  e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s  is  

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

c o n d u c t e d  a t  m i ld  c o n d i t i o n s  ( p H  4 .8 )  a n d  t e m p e r a t u r e  ( 3 1 8 - 3 2 3  K )  a n d  d o e s  n o t  

h a v e  a  c o r r o s i o n  p r o b l e m  (รน ท  a n d  C h e n g ,  2 0 0 2 )

2.7 Cellulase Enzymes

C e l l u l a s e  is  a  g r o u p  o f  e n z y m e s  t h a t  s y n e r g i s t i c a l l y  h y d r o l y z e s  c e l l u l o s e  a s  

s h o w n  in  f i g u r e  2 .5  ( K im ,  2 0 0 4 ) .  T h e  w i d e l y  a c c e p t e d  m e c h a n i s m  f o r  e n z y m a t i c  

c e l l u l o s e  h y d r o l y s i s  i n v o l v e s  s y n e r g i s t i c  a c t i o n s  b y  e n d o g l u c a n s e s  ( E G ,  e n d o -1 ,4 -1 3 -  

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

g l u c a n  c e l l o b i o h y d r o l a s e s ,  o r  E C  3 .2 .1 .9 1 . ) ,  a n d  B - g l u c o s id a s e s  ( B G L ,  c e l l o b i a s e s  o r  

E C  3 .2 .1 .2 1 ) .  E G  h y d r o l y z e  a c c e s s i b l e  i n t r a m o l e c u l a r  B - 1 ,4 - g l u c o s i d i c  b o n d s  o f  

c e l l u l o s e  c h a i n s  r a n d o m l y  t o  p r o d u c e  n e w  c h a i n  e n d s ;  C B H  p r o c e s s i v e l y  c l e a v e  

c e l l u l o s e  c h a i n s  a t  t h e  e n d s  t o  r e l e a s e  s o l u b l e  c e l l o b i o s e  o r  g l u c o s e ;  a n d  B G L  

h y d r o l y z e  c e l l o b i o s e  t o  g l u c o s e  in  o r d e r  t o  e l i m i n a t e  c e l l o b i o s e  i n h i b i t i o n  ( Z h a n g  et 
al. , 2 0 0 6 ) .  B G L  c o m p l e t e  t h e  h y d r o l y s i s  p r o c e s s  b y  c a t a l y z i n g  t h e  h y d r o l y s i s  o f  

c e l l o b i o s e  t o  g lu c o s e .  C e l l u l a s e  c a n  b e  s e c r e t e d  e x t r a c e l l u l a r l y  b y  s e v e r a l  m i c r o b e s ,  

i n c l u d i n g  b a c t e r i a  f r o m  h i g h e r  t e r m i t e s  ( M c K e n d r y ,  2 0 0 2 ;  a n d  A n d e r s o n ,  1 9 7 7 )  

w h i c h  h a s  b e e n  w i d e l y  i n v e s t i g a t e d  to  h y d r o l y z e  c e l l u lo s e .
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1 E n d o -p ( 1 -> 4 )-g Iucanase
C ellu lose C ellu lose®

(susce p tib le )

Exo-p(l ~Vl)-glucamse 
(cellob tohydro lase)

Endo-p(i ->4)- 
g ltica iiase

C ellob io se
p-Glucosidase

(C e llo b ia se )

G lucose

C ellob io se  +  glucose

P -G lucos idase

(C ellobiase)

Figure 2.5 M o d e  o f  a c t io n  o f  c e l l u l o l y t i c  e n z y m e s  ( K im ,  2 0 0 4 ) .

M in g  C h e n ,  L im i n g  X ia ,  a n d  P e i j i a n  X u e  ( 2 0 0 6 )  i n v e s t i g a t e d  t h e  e n z y m a t i c  

h y d r o l y s i s  o f  c o r n c o b  a n d  e t h a n o l  p r o d u c t i o n  f r o m  c e l l u l o s i c  h y d r o l y s a t e .  I t  w a s  

f o u n d  t h a t  a  h ig h  a m o u n t  o f  c e l l o b i o s e  e x i s t e d  in  t h e  c e l l u l o s i c  h y d r o l y s a t e ,  

i n d i c a t i n g  p o o r  c e l l o b i a s e  a c t i v i t y  in  T . r e e s e i  Z U - 0 2  c e l l u la s e .  M o r e o v e r ,  t h e  

a c c u m u l a t i o n  o f  c e l l o b i o s e  c a u s e d  s e v e r e  f e e d b a c k  i n h i b i t i o n  t o  t h e  a c t i v i t i e s  o f  p~ 

1 ,4 - e n d o g l u c a n a s e  a n d  P - l , 4 - e x o g l u c a n a s e  in  c e l l u l a s e ,  r e s u l t i n g  in  l o w  h y d r o l y s i s  

y i e l d  ( 6 7 .5 % ) .  A d d in g  c e l l o b i a s e  f r o m  A s p e r g i l l u s  n ig e r  Z U - 0 7  g r e a t l y  r e d u c e d  t h e  

i n h i b i t o r y  e f f e c t  c a u s e d  b y  c e l l o b i o s e ,  a n d  t h e  h y d r o l y s i s  y i e ld  w a s  i m p r o v e d  to  

8 3 .9 %  w i th  e n h a n c e d  c e l l o b i a s e  a c t iv i ty .  F u r t h e r m o r e ,  f e d  b a t c h  h y d r o l y s i s  p r o c e s s  

w a s  a l s o  s tu d ie d .  T h e y  f o u n d  t h a t  r e d u c i n g  s u g a r  c o n c e n t r a t i o n  r e a c h e d

1 1 6 .3  g  r 'w i t h  h y d r o l y s i s  y i e l d s  o f  7 9 .5 % . F e r m e n t a t i o n  o f  c e l l u l o s i c  h y d r o l y s a t e  

c o n t a i n i n g  9 5 .3  g  r 1 g lu c o s e  w a s  p e r f o r m e d  u s in g  S a c c h a r o m y c e s  c e r e v i s i a e  3 1 6 ,  

a n d  4 5 .7  g  r 1 e t h a n o l  w a s  o b t a i n e d  w i th i n  18 h .

B u a b a n  et al. ( 2 0 1 0 )  i n v e s t i g a t e d  b io e t h a n o l  p r o d u c t i o n  f r o m  b a l l  m i l l e d  

b a g a s s e  u s i n g  a n  o n - s i t e  p r o d u c e d  f u n g a l  e n z y m e  c o c k t a i l  a n d  x y l o s e - f e r m e n t i n g  

P i c h i a s t i p i t i s .  T h e y  f o u n d  t h a t  b a l l  m i l l in g  f o r  2  h  w a s  s u f f i c i e n t  f o r  n e a r l y  c o m p l e t e  

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

c e l l u l o s i c  r e s i d u e s  w e r e  t h e n  h y d r o l y z e d  b y  a  c r u d e  e n z y m e  p r e p a r a t i o n  f r o m  

P é n i c i l l i u m  c h r y s o g e n u m  B C C 4  5 0 4  c o n t a i n i n g  c e l l u l a s e  a c t i v i t y  c o m b i n e d  w i t h  

p r e p a r a t i o n  f r o m  A s p e r g i l l u s  f l a v u s  B C C 7 1 7 9  c o n t a i n i n g  c o m p l e m e n t a r y  (3-
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g l u c o s i d a s e  a c t i v i t y .  F r o m  t h e  r e s u l t ,  t h e  c o m b i n a t i o n  o f  e n z y m e  w a s  s h o w n  t o  

h y d r o l y z e  p r e t r e a t e d  b a g a s s e  e f f i c i e n t ly .  T h e  h ig h  c o n v e r s i o n  y i e ld s  o f  p r e t r e a t e d  

b a g a s s e  h y d r o l y s a t e  t o  e th a n o l  w e r e  a t t a in e d  b y  s e p a r a t e  h y d r o l y s i s  a n d  f e r m e n t a t i o n  

p r o c e s s e s  ( S H F )  a n d  s i m u l t a n e o u s  s a c c h a r i f i c a t i o n  a n d  f e r m e n t a t i o n  p r o c e s s  ( S S F )  

u s i n g  P i c h i a s t i p i t i s  B C C 1 5 1 9 1 .  F r o m  t h e  r e s u l t ,  e th a n o l  c o n c e n t r a t i o n  r e a c h e d  8 .4  g/1 

f o r  S H F  a n d  8 .0  g/1 f o r  S S F  p r o c e s s  w h i c h  s h o w  t h e  h ig h  e f f i c i e n c y  o f  t h i s  

d e v e l o p e d  i n t e g r a t e d  p r o c e s s .

T a e c h a p o e m p o l  ( 2 0 0 9 )  i n v e s t i g a t e d  c e l l u l a s e - p r o d u c i n g  b a c t e r i a  f r o m  T h a i  

h i g h e r  t e r m i t e s  Microcerotermes s p . ,  u n d e r  t h r e e  d i f f e r e n t  i s o l a t i o n  c o n d i t i o n s  

( a e r o b i c  a n a e r o b i c ,  o r  a n a e r o b i c / a e r o b i c ) .  O n ly  t h r e e  e f f e c t i v e  i s o l a t e s  o f  A  0 0 2 ,  

M  0 1 5 ,  a n d  F  0 1 8  o u t  o f  f o r t y - s e v e n  c e l l u l a s e - p r o d u c i n g  b a c t e r i a  i s o l a t e d  f r o m  t h e  

t e r m i t e s  h a d  t h e  h i g h e s t  h y d r o l y s i s  c a p a c i t y  v a l u e  ( H C  v a l u e ) .  I d e n t i f i c a t i o n  f r o m  t h e  

1 6 s  r R N A  g e n e  s e q u e n c i n g  m e t h o d  r e v e a l e d  t h a t  a ll o f  t h e  e f f e c t i v e  i s o l a t e s  w e r e  

B a c i l l u s  s u b t i l i s .  C e l l u l a s e  a c t i v i t i e s  ( F P a s e ,  e n d o g l u c a n a s e ,  a n d  P - g l u c o s i d a s e )  w e r e  

t e s t e d  a t  3 7  °c  a n d  p H  7 .2  f o r  2 4  h . T h e  r e s u l t s  s h o w e d  t h a t  t h e  i s o l a t e  M  0 1 5  

e x h i b i t e d  t h e  h ig h e s t  e n d o g l u c a n a s e  a c t i v i t y  w h e r e a s  t h e  i s o l a t e  F  0 1 8  g a v e  t h e  

h i g h e s t  F P a s e  a n d  P - g l u c o s i d a s e  a c t i v i t i e s .  T h e  m i c r o b i o l o g i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  

t h r e e  e f f e c t i v e  i s o l a t e s  a r e  s u m m a r i z e d  in  T a b l e  2 .1 .  F u r t h e r m o r e ,  t h e s e  e f f e c t i v e  

i s o l a t e s  w e r e  t e s t e d  f o r  t h e i r  t o x i c  t o l e r a n c e  t o  [ B M I M j C l .  A l l  o f  t h e  i s o l a t e s  w e r e  

a b l e  t o  t o l e r a t e  t h e  [ B M I M j C l  in  t h e  c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  o f  0 .1  to  1 .0  v o l .% ,  a n d  n o  

g r o w t h  r e t a r d a t i o n  in  t h e  l a g  p h a s e s ,  e x c e p t  t h a t  t h e  i s o l a t e  A  0 0 2  h a d  a  g r o w t h  

r e t a r d a t i o n  in  t h e  [ B M I M j C l  c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  o f  0 .5  t o  1 .0  v o l .% ,  w a s  o b s e r v e d .

W o r a s a m u t p r a k a r n  ( 2 0 1 0 )  i n v e s t i g a t e d  c o n v e r s i o n  o f  c e l l u l o s e  t o  g lu c o s e  b y  

u s i n g  t h r e e  e f f e c t i v e  i s o l a t e s  ( s t r a i n  A  0 0 2 ,  M  0 1 5 ,  a n d  F  0 1 8 ) ,  i s o l a t e d  f r o m  T h a i  

h i g h e r  t e r m i t e s  M i c r o c e r o t e r m e s  s p  w i th  [ B M I M ] C 1  i o n i c  l iq u id  p r e t r e a t m e n t .  F o r  

t h e  p r e t r e a t m e n t  s te p ,  it w a s  f o u n d  t h a t  [ B M I M j C l  c a n  b e  u s e d  t o  r e d u c e  t h e  

c r y s t a l l i n i t y  o f  c e l l u l o s e  c h a i n s  w i t h  o p t i m u m  c o n d i t i o n s  o f  5 :1 0 0  c e l l u l l o s e - t o -  

[ B M I M J C 1  r a t i o  a n d  1 0 0 ° c . T h e  c r y s t a l l i n i t y  o f  c e l l u lo s e  c h a i n s  d e c r e a s e d  a b o u t  

9 0  %  a f t e r  t h e  p r e t r e a t m e n t .  H o w e v e r ,  a b o u t  5 %  o f  [ B M I M j C l  w a s  r e m a i n e d  in  t h e  

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

e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s  s h o w e d  t h a t  s t r a in  F  0 1 8  p r o d u c e d  t h e  h i g h e s t  g l u c o s e  

c o n c e n t r a t i o n  a t  0 .5 9  g / L  a t  4  h . M o r e o v e r ,  t h e  e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s  u s i n g  t h e  m i x e d
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s t r a i n  A  0 0 2  a n d  M  0 1 5  w a s  a l s o  s tu d ie d .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  m i x e d  s t r a in  A  0 0 2  

a n d  M  0 1 5  h a d  a n  a d v e r s e  e f f e c t  o n  t h e  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  r e s u l t i n g  in  t h e  l o w e r  

g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  t h a n  t h a t  f r o m  s t r a in  A  0 0 2  a n d  s t r a in  M  0 1 5 .  I n  a d d i t i o n ,  

u s i n g  n o . 5 W h a t m a n  f i l t e r  p a p e r  s t r u c t u r e  g a v e  t h e  l o w e s t  g lu c o s e  c o n c e n t r a t i o n  d u e  

t o  t h e  h i g h e r  c r y s t a l l i n e .  W h i l e  u s i n g  t h e  n o .  1, 2 , a n d  4  W h a t m a n  f i l t e r  p a p e r s  g a v e  

h i g h e r  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  d u e  to  t h e  l o w e r  c r y s t a l l i n e .

Table 2.1 C h a r a c t e r i s t i c s  o f  i s o l a t e s  A  0 0 2 ,  M  0 1 5 ,  a n d  F  0 1 8  b y  m i c r o b i o l o g i c a l  

m e t h o d s  ( T a e c h a p o e m p o l ,  2 0 0 9 )

Isolate Colonial
appearance

Pigmenta
tion

Cell
shape

Gram’s
staining

Spore
forming

Oxidase
test

Catalase
test

A  0 0 2

C ircu lar, 
fla t, en tire, 
rou gh , and  

m em b ran ou
ร

L igh t
b row n
cream

R od + + - +

M  0 1 5

S p in d le , 
raised , 
entire, 

g lis te r in g , 
and op a q u e

L igh t
b row n
cream

R od + + - +

F  0 1 8

S p in d le ,
fla t,

fila m en to u s , 
g lis te r in g , 

and o p a q u e

L igh t
g reen
cream

R od + + - +

E o u r a r e k u l l a r t  ( 2 0 1 1 )  i n v e s t i g a t e d  t h e  c o n v e r s i o n  o f  c o r n c o b  t o  s u g a r s  b y  

e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s  w i t h  t w o  e f f e c t i v e  i s o l a t e s  ( s t r a i n  A  0 0 2  a n d  M  0 1 5 ) ,  f r o m  

T h a i  h i g h e r  t e r m i t e s ,  Microcerotermes s p . u n d e r  d i f f e r e n t  p a r t i c l e  s i z e  o f  c o r n c o b  

( 4 0  a n d  6 0  m e s h )  a n d  h y d r o l y s i s  t e m p e r a t u r e  ( 3 0  a n d  3 7  ° C ) .  H e  f o u n d  t h a t ,  t h e  

m a x i m u m  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 .0 8  g/1 w a s  o b ta i n e d  f r o m  A  0 0 2  w h i c h  g a v e  

h i g h e r  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  t h a n  t h a t  f r o m  s t r a in  M  0 1 5  a n d  t h e  o p t i m u m  

c o n d i t i o n s  w e r e  d e t e r m i n e d  to  b e  3 7  ° c ,  6 0  m e s h ,  a n d  s t r a in  A  0 0 2 .
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