
CHAPTER II 
LITERATURE REVIEW

2.1 The Composition of Lignocellulosic Biomass

L i g n o c e l l u l o s i c  b io m a s s  m a in ly  c o n s i s t s  o f  th r e e  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  p o ly m e r s ,  
n a m e ly  c e l l u l o s e  ( 4 0 - 5 0 % ) ,  h e m ic e l l u l o s e  ( 2 5 - 3 5 % )  a n d  l ig n in  ( 1 5 - 2 0 % ) ,  w h ic h  a re  

a s s o c ia t e d  w h ic h  e a c h  o th e r . T h e  c o m p o s i t io n  a n d  p e r c e n t a g e s  o f  t h e s e  th r e e  d i f f e r ­
e n t  t y p e s  o f  p o ly m e r s  v a r y  fr o m  o n e  p la n t  s p e c i e s  to  a n o th e r . M o r e o v e r ,  c o m p o s i t io n  

v a r ie s  w i t h in  a  s in g le  p la n t  ( r o o t s ,  s t e m s ,  l e a v e s ) ,  w i t h  a g e  ( h e a r t w o o d  v e r s u s  s a p -  

w o o d ) ,  s t a g e  o f  g r o w t h  ( e a r ly  w o o d  v e r s u s  la t e  w o o d  in  a n n u a l  r in g s )  a n d  w i t h  th e  

c o n d i t io n s  u n d e r  w h ic h  th e  p la n t  g r o w s .  T a b le  2 .1  g i v e s  t h e  c o m p o s i t io n  o f  s o m e  

l i g n o c e l l u l o s i c  b i o m a s s e s .

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  ( S a h a ,  2 0 0 3 )

Composition (%, dry basis)
Cellulose Hemicellulose Lignin

C o m  f i b e r a 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 17

R ic 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 s 2 5 3 5 6

a C o n t a in s  2 0 %  s ta r c h
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2 .1 .1  C e l lu l o s e
C e l lu l o s e  i s  th e  m a in  s tr u c tu r a l c o n s t i t u e n t  in  p la n t  c e l l  w a l l s  a n d  is  

fo u n d  in  a n  o r g a n iz e d  f ib r o u s  s tr u c tu r e . T h e  s tr u c tu r e  o f  c e l l u l o s e  i s  s h o w n  in  F ig u r e
2.1.

Figure 2.1 I l lu s tr a t io n  o f  a  c e l l u l o s e  c h a in  ( M o u s d a le ,  2 0 0 8 ) .

T h is  h ig h  m o le c u la r  w e i g h t  u n b r a n c h e d  l in e a r  p o l y m e r  ( g l u c a n )  c o n ­
s i s t s  o f  D - g l u c o s e  s u b u n it s  l in k e d  to  e a c h  o th e r  b y  / ? - ( l , 4 ) - g l y c o s i d i c  b o n d s  w h ic h  

c a n  a p p e a r  a s  a  h i g h ly  c r y s t a l l in e  m a te r ia l .  C e l l o b i o s e  i s  th e  r e p e a t in g  u n it  e s t a b ­
l i s h e d  th r o u g h  th is  l in k a g e ,  a n d  it c o n s t i t u t e s  c e l l u l o s e  c h a in s .  T h e  lo n g - c h a i n  c e l l u ­
lo s e  p o ly m e r s  a re  l in k e d  t o g e t h e r  b y  h y d r o g e n  a n d  v a n  d e r  w a a ls  b o n d s ,  w h i c h  c a u s e  

th e  c e l l u l o s e  to  b e  p a c k e d  in to  m ic r o f ib r i l s ,  a s  s h o w n  in  F ig u r e  2 .2 .  H e m ic e l l u l o s e  

a n d  l ig n in  c o v e r  th e  m ic r o f ib r i l s .  F e r m e n ta b le  D - g l u c o s e  c a n  b e  p r o d u c e d  fr o m  c e l ­
l u lo s e  th r o u g h  th e  a c t io n  o f  e i th e r  a c id  o r  e n z y m e s  b r e a k in g  th e  / ? - ( l , 4 ) - g l y c o s i d i c  

l in k a g e s .  C e l l u l o s e  in  b io m a s s  is  p r e s e n t  in  b o th  c r y s t a l l in e  a n d  a m o r p h o u s  f o r m s  

( S t r o e v e  et al., 2 0 0 9 ) .
T h e  d e g r e e  o f  c e l l u l o s e  c r y s t a l l in i t y  i s  a  m a jo r  fa c t o r ,  a f f e c t in g  e n z y ­

m a t ic  h y d r o ly s i s  o f  th e  s u b s tr a te . It h a s  b e e n  r e p o r te d  th a t  a  d e c r e a s e  in  c e l l u l o s e  

c r y s t a l l in i t y  e s p e c i a l l y  i n f lu e n c e s  th e  in i t ia l  ra te  o f  c e l l u l o s e  h y d r o ly s i s .  P h y s ic a l  o r  

c h e m ic a l  p r e tr e a tm e n t  to  d is r u p t  th e  c r y s t a l l in e  s tr u c tu r e  o f  c e l l u l o s e  i s  o f t e n  u s e d  to  

p r o m o te  th e  h y d r o ly s i s  o f  b io m a s s .
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Figure 2.2 S E M  m ic r o g r a p h  o f  c e l l u l o s e  f ib r i l s  f r o m  Miscanthus Sinensis ( F e n g  et 

a l ,  2 0 1 0 ).

F u k a d a  et al. ( 2 0 0 8 )  s tu d ie d  th e  e f f e c t  o f  c e l l u l o s e  c r y s t a l l in i t y  o n  e n ­
z y m a t ic  h y d r o ly s i s  o f  Miscanthus Sinensis. T h e  y i e l d  o f  g l u c o s e  f r o m  e n z y m a t ic  h y ­
d r o l y s i s  (a t  7 2  h o f  r e a c t io n )  in c r e a s e d  w it h  th e  r e d u c t io n  in  c r y s t a l l in i t y ,  s u g g e s t in g  

th a t th e  c r y s t a l l in e  s tr u c tu r e  o f  M. Sinensis in h ib it s  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 ­
lo s e .  T h e  in i t ia l  ra te  o f  c e l l u l o s e  h y d r o ly s i s  (a t  3 h  o f  r e a c t io n )  a l s o  in c r e a s e d  w it h  

d e c r e a s in g  c r y s t a l l in i t y .  T h is  r e f le c t s  th e  fa c t  th a t  c e l l u l a s e  h y d r o ly z e s  a m o r p h o u s  

c e l l u l o s e  m u c h  m o r e  r a p id ly  th a n  c r y s t a l l in e  c e l l u l o s e .  T h e  q u a n t i t y  o f  a m o r p h o u s  

c e l l u l o s e  c a n  b e  in c r e a s e d  b y  p r e tr e a tm e n t .
2 .1 .2  H e m ic e l l u l o s e

H e m ic e l l u l o s e  a re  h e t e r o g e n e o u s  p o ly m e r s  o f  p e n t o s e s  ( x y l o s e ,  a ra b i-  

n o s e ) ,  h e x o s e s  ( m a n n o s e ,  g lu c o s e ,  g a la c t o s e ) ,  a n d  s u g a r  a c id  ( g lu c u r o n ic  a c id ,  m e ­
th y l  g lu c u r o n ic  a c id ) ,  a s  s h o w n  in  F ig u r e  2 .3 .  F ln l ik e  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  

n o t  c h e m i c a l l y  h o m o g e n e o u s .  H e m ic e l l u l o s e  h a s  a  lo w e r  m o le c u la r  w e i g h t  th a n  c e l ­
lu l o s e ,  a n d  b r a n c h e s  w i t h  s h o r t  la te r a l c h a in s  th 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 re  e a s i l y  h y d r o ly s a b le  p o ly m e r s .  H e m ic 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  th e  

l ig n in  a n d  th e  c e l l u l o s e  f ib e r s  a n d  g iv e s  th 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 t y  ( Z e e m a n  et al., 2 0 0 9 ) .
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Figure 2.3 C h e m ic a l  s tr u c tu r e s  o f  s u g a r  c o m p o n e n t s  o f  h e m i c e l l u l o s e s  ( M o u s d a le ,  
2 0 0 8 ) .

M o s t  p la n t  s p e c i e s  c o n t a in  x y la n s  ( 1 ,4 - l i n k e d  p o ly m e r s  o f  x y lo s e ) .  
B e s i d e s  x y l o s e ,  x y la n s  m a y  c o n t a in  a r a b in o s e ,  g lu c u r o n ic  a c id ,  a c e t i c  a c id ,  f e r u l ic  

a c id ,  a n d  17- c o u m a r ic  a c id .  X y la n s  c a n  b e  c a t e g o r i z e d  a s  l in e a r  h o m o x y la n ,  a r a b in o x -  

y la n ,  g lu c u r o n o x y la n ,  a n d  g lu c u r o n o a r a b in o x y la n .  X y la n s  f r o m  d i f f e r e n t  s o u r c e s ,  
s u c h  a s  g r a s s e s ,  c e r e a ls ,  s o f t w o o d ,  a n d  h a r d w o o d ,  d i f f e r  in  c o m p o s i t io n .  B ir c h  w o o d  

( R o t h )  x y la n  c o n t a in s  8 9 .3 %  x y l o s e ,  1%  a r a b in o s e ,  1 ,4 %  g l u c o s e ,  a n d  8 .3 %  a n h y -  

d r o u r o n ic  a c id .  R i c e  b r a n  n e u tr a l  x y la n  c o n t a in s  4 6 %  x y l o s e ,  4 4 .9 %  a r a b in o s e ,  6 .1 %  

g a la c t o s e ,  1 .9 %  g l u c o s e ,  a n d  1 .1 %  a n h y d r o u r o n ic  a c id .  C o r n  f ib e r  i s  o n e  o f  th e  c o m ­
p l e x  h e t e r o x y la n s  c o n t a in s  4 8 - 5 4 %  x y l o s e ,  3 3 - 3 5 %  a r a b in o s e ,  5 - 1 1 %  g a la c t o s e ,  a n d  

3 - 6 %  g lu c u r o n ic  a c id .  A b o u t  8 0 %  o f  th e  x y la n  b a c k b o n e  i s  h ig h l y  s u b s t i t u t e d  w it h  

m o n o m e r ic  s id e - c h a in s  o f  a r a b in o s e  o r  g lu c u r o n ic  a c id  l in k e d  to  (9 -2  a n d /o r  (9 -3  o f  

x y l o s e  r e s id u e s ,  a n d  a ls o  b y  o l i g o m e r i c  s id e  c h a in s  c o n t a in in g  a r a b in o s e ,  x y l o s e ,  a n d  

s o m e t i m e s  g a la c t o s e  r e s id u e s ,  a s  s h o w n  in  F ig u r e  2 .4 .



7

G
1
1
4 G G

X
1

X
1

1
1 1

I

l 1 5
i
4

F e A —» 5 A A  X A  3 2 A  X  A A X A A A X A
1 1 1 1 A  F e A — *5 A  1 1I 1 1 1 1 1 1 1 1
i i  i 1 i i  i  \i i i 1 I i 1 i i
3 3  3 3 3 3  3  ะ1 3 3 3 3 3 3 3 3

X H 4 X 1-»4X 1-»4X 1 -*4X 1-*4X 1-*4X 1-*4X 1-*4X 1 -*4 )<1-»4X 1 -» 4 X l - . 4 X 1 - .4 X 1-»4X 1->4 X 1-*4 X 1->4X 1 -* 4 X 1-»4X 1-*4X
2  2 2 2 2 2 2  2

î  Î Î ♦ Î * t  t
1 1 1 1 1 1 1 1

G I c A  A A G I c A A F e A - ►5A A  G I c A
2 3*
; Î

A: Arabinose i 1

X: Xylose X X

G: Galactose
GIcA: Glucuronic Acid

FeA: Ferulic Acid

Figure 2.4 S c h e m a t ic  s tr u c tu r e  o f  c o r n  f ib e r  h e t e r o x y la n  (S a h a ,  2 0 0 3 ) .

A  m o d e l  fo r  th e  c o r n  f ib e r  c e l l  w a l l  i s  s h o w n  in  F ig u r e  2 .5 .  T h e  h e t e -  

r o x y la n s ,  w h i c h  a re  h ig h l y  c r o s s - l in k e d  b y  d i f e r u l ic  b r id g e s ,  c o n s t i t u t e  o f  a  n e tw o r k  

in  w h ic h  th e  c e l l u l o s e  m ic r o f ib r i l s  m a y  b e  im b e d d e d .  S tr u c tu r a l  w a l l  p r o t e in s  m ig h t  

b e  c r o s s - l in k e d  t o g e t h e r  b y  i s o d i t y r o s in e  b r id g e s  w i t h  f e r u lo y la t e d  h e t e r o x y la n s ,  th u s  

f o r m in g  a n  i n s o lu b le  n e tw o r k .

Figure 2.5 M o d e l  fo r  c o r n  f ib e r  c e l l  w a l l s  (S a h a ,  2 0 0 3 ) .
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Y o o n  ( 1 9 9 8 )  r e p o r te d  th e  e f f e c t  o f  h e m i c e l l u l o s e  o n  e n z y m a t ic  d i g e s ­
t ib i l i t y .  H e m i c e l l u l o s e  a d s o r b s  c e l l u l a s e  e n z y m e  a n d  th e  a d s o r b e d  e n z y m e  i s  u n ­
a v a i la b le  fo r  c e l l u l o s e  h y d r o ly s i s .  H e m i c e l l u l o s e  in  a  l i g n o c e l l u l o s i c  s u b s tr a te  p h y s i ­
c a l ly  i s  a l s o  k n o w n  t o  b lo c k  th e  c o n t a c t  b e t w e e n  c e l l u l a s e  e n z y m e  a n d  c e l l u l o s e .  It is ,  
t h e r e f o r e ,  c o n c lu d e d  th a t  h e m ic e l l u l o s e  c o u ld  b e  a n  im p o r ta n t  b a r r ie r  t o  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 n d  it s  r e m o v a l  i s  a  p r e r e q u is i t e  fo r  c o m p l e t e  h y d r o ly s i s  o f  

c e l l u l o s e  in  b io m a s s .
2 .1 .3  L ig n in

L ig n in  is  a n  a r o m a t ic  p o ly m e r  w i t h  th e  s u b s t i t u e n t s  c o n n e c t e d  b y  b o th  

e th e r  a n d  c a r b o n - c a r b o n  l in k a g e s .  It i s  c o m p o s e d  o f  th r e e  p r in c ip a l  b u i ld in g  b lo c k s :  

/? - c o u m a r y l  a l c o h o l  ( p - h y d r o x y p h e n y l  p r o p a n o l) ,  c o n i f e r y l  a l c o h o l  ( g u a ia c y l  p r o p a ­
n o l ) ,  a n d  s in a p y l  a lc o h o l  ( s y r in g y l  p r o p a n o l)  ( F ig u r e  2 .6 )  th a t  a r e  h e ld  t o g e t h e r  in  a  

t h r e e - d im e n s io n a l  l ig n in  s t r u c tu r e  ( F ig u r e  2 .7 ) .

p-Coumaryl alcohol Coniferyl alcohol Sinapyl alcohol

Figure 2.6 L ig n in  b u i ld in g  b lo c k s .

G e n e r a l ly ,  s o f t w o o d s  c o n t a in  m o r e  l ig n in  th a n  h a r d w o o d s .  In  s o f t ­
w o o d s ,  c o n i f e r y l  a lc o h o l  is  th e  p r in c ip a l  c o n s t i t u e n t ;  th e  l ig n in  o f  h a r d w o o d s  i s  c o m ­
p o s e d  o f  g u a ia c y l  a n d  s y r in g y l  u n it s .  G r a s s  l i g n in s  c o n t a in  g u i a c y l s y r i n g y l - ,  a n d  p- 

h y d r o x y p h e n y l - u n i t s .  L ig n in  in t e r - m o n o m e r  l in k a g e s  a r e  s im i la r  in  s o f t w o o d ,  h a r d ­
w o o d ,  a n d  g r a s s  l ig n in s .  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 in  i s  t o  g i v e  t h e  p la n t  

s tr u c tu r a l  s u p p o r t ,  im 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 in s t  m ic r o b ia l  a t ta c k  a n d  o x i d ­
a t iv e  s t r e s s .
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Figure 2 .7  C h e m ic a l  s tr u c tu r e  o f  l ig n in .

J e f f r i e s  et al. ( 1 9 9 4 )  r e p o r te d  l ig n in - c a r b o h y d r a t e  c o m p l e x e s  ( L C C s )  

a re  h e t e r o g e n e o u s ,  p o o r ly  d e f in e d  s tr u c tu r e s  th a t  a re  f o u n d  in  m a n y  p la n t  s p e c ie s .  
L ig n i n  i s  d i r e c t ly  o r  in d ir e c t ly  b o u n d  c o v a le n t l y  to  c a r b o h y d r a t e ,  a n d  t h e  r e s u lt in g  

c o m p l e x e s  p r e s e n t  a  b a rr ier  to  b i o l o g i c a l  d e g r a d a t io n . R e l a t iv e l y  l i t t le  a t t e n t io n  h a s  

b e e n  g iv e n  to  e n z y m e s  c a p a b le  o f  c l e a v in g  t h e  c h e m ic a l  l in k a g e s  b e t w e e n  l ig n in  a n d  

c a r b o h y d r a te ,  t h e  L C  b o n d s .  T h e  p r o p o s e d  L C  b o n d s  in c lu d e  b o n d s  t o  x y la n ,  g lu c o -  

m a n n a n , c e l l u l o s e ,  v a r io u s  o th e r  h e m i c e l l u l o s i c  s u g a r s ,  a n d  p e c t in .  T h e y  l in k  th e  p o ­
s i t i o n  o f  th e  p h e n y l  p r o p a n e  l ig n in  to  e i t h e r  c a r b o x y l  o r  f r e e  h y d r o x y l s  o f  h e m ic e l l u -  

l o s e  th r o u g h  e s t e r  o r  e th e r  l in k a g e s ,  r e s p e c t i v e ly .  T h e  m o s t  l a b i le  c h e m ic a l  b o n d s  a re  

e s t e r  l in k a g e s .  T h e  e s te r  l in k a g e s  o c c u r  b e t w e e n  th e  f r e e  c a r b o x y l  g r o u p  o f  u r o n ic  

a c id s  in  h e m i c e l l u l o s e  a n d  th e  b e n z y l  g r o u p s  in  l ig n in .  M a n y  o f  t h e s e  l in k a g e s  a re  

b r o k e n  b y  a lk a l i .  S o m e  e s t e r  b o n d s  a re  p r e s e n t  a s  a c e t y l  s id e  g r o u p s  o n  h e m i c e l l u ­
l o s e ,  o th e r s  a re  b e t w e e n  u r o n ic  a c id s  a n d  l ig n in ,  a n d  s t i l l  o th e r s  o c c u r  b e t w e e n  h e m i ­
c e l l u l o s e  c h a in s .  U n f o r t u n a t e ly ,  l ig n in  w h ic h  c o n t a in s  n o  s u g a r  e n c l o s e s  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  m o le c u l e s ,  m a k in g  th e m  d i f f i c u l t  t o  r e a c h  w i t h  f u n g i  a n d  b a c te r ia  

fo r  c o n v e r s i o n  t o  f u e l .
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2.2 Ethanol Conversion Process

P r o c e s s in g  o f  l i g n o c e l l u l o s i c s  t o  e t h a n o l  c o n s i s t s  o f  f o u r  m a jo r  u n it  o p e r a ­
t io n s :  p r e tr e a tm e n t ,  h y d r o ly s i s ,  f e r m e n t a t io n ,  a n d  p r o d u c t  s e p a r a t io n /p u r i f ic a t io n .

P r e tr e a tm e n t  i s  r e q u ir e d  to  a lt e r  th e  b i o m a s s  m a c r o s c o p i c  a n d  m ic r o s c o p i c  

s i z e s  a n d  s tr u c tu r e s  a s  w e l l  a s  i t s  s u b m ic r o s c o p ic  c h e m ic a l  c o m p o s i t io n  a n d  s tr u c tu r e  

s o  th a t h y d r o ly s i s  o f  th e  c a r b o h y d r a te  f r a c t io n  to  m o n o m e r i c  s u g a r s  c a n  b e  a c h ie v e d  

m o r e  r a p id ly  w i t h  g r e a te r  y i e l d s  ( L a d i s c h  et al., 2 .0 0 5 ) .
H y d r o ly s i s  i n c lu d e s  th e  p r o c e s s i n g  s t e p s  th a t  c o n v e r t  t h e  c a r b o h y d r a te  p o ­

ly m e r s  in t o  m o n o m e r ic  s u g a r s .  T h e  h y d r o ly s i s  p r o c e s s  c u r r e n t ly  u s e d  i s  e i th e r  c o n ­
c e n tr a te d  a c id  h y d r o ly s i s  o r  e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s .  C o m p a r e d  t o  a c id  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  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 l y  s p e c i f i c .  
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  b e c a u s e  it  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  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  ( l o w e r  e q u ip m e n t  c o s t s ) .  E n z y m a t ic  

h y d r o ly s i s  l e a d s  to  h ig h e r  y i e ld s  o f  m o n o s a c h a r id e  y i e l d s  w i t h o u t  s u g a r - d e g r a d a t io n  

p r o d u c t s .  E n z y m e s  a r e  n a tu r a l ly  o c c u r r in g  c o m p o u n d s  w h i c h  a re  b io d e g r a d a b le  a n d  

th e r e fo r e  e n v ir o n m e n t a l  f r ie n d ly ,  b u t it  r e q u ir e s  p r e tr e a tm e n t  t o  i m p r o v e  th e  e n z y ­
m a t ic  d ig e s t i b i l i t y .  T h e  p r e tr e a tm e n t  p r o c e s s  c a n  r e m o v e  h e m i c e l l u l o s e ,  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  t h e  p o r o s i t y  o f  th e  m a t e r ia ls .  T h e  s t r u c tu r e  o f  x y la n  is  

m o r e  c o m p l e x  th a n  c e l l u l o s e  a n d  r e q u ir e s  s e v e r a l  d i f f e r e n t  e n z y m e s  w i t h  d i f f e r e n t  

s p e c i f i c i t i e s  fo r  c o m p l e t e  h y d r o ly s i s .

2.3 Pretreatment of Lignocellulosic Biomass

P r e tr e a tm e n t  i s  a n  im p o r ta n t  t o o l  fo r  p r a c t ic a l  c e l l u l o s e  c o n v e r s io n  

p r o c e s s e s .  P r e tr e a t m e n t  i s  r e q u ir e d  to  a lt e r  th e  s tr u c tu r e  o f  c e l l u l o s i c  b io m a s s  to  

m a k e  c e l l u l o s e  m o r e  a c c e s s i b l e  to  th e  e n z y m e s  th a t  c o n v e r t  th e  c a r b o h y d r a te  p o l y ­
m e r s  in to  f e r m e n t a b le  s u g a r s ,  a s  r e p r e s e n t e d  in  th e  s c h e m a t i c  d ia g r a m  o f  F ig u r e  2 .8 .

C h e n g  et al. ( 2 0 0 2 )  r e p o r te d  th a t  th e  p u r p o s e  o f  th e  p r e tr e a tm e n t  w a s  to  r e ­
m o v e  l ig n in  a n d  h e m i c e l l u l o s e ,  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 ty  o f  th 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 :  ( 1 )  im p r o v e  

th e  fo r m a t io n  o f  s u g a r s  o r  t h e  a b i l i t y  t o  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 -
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d r o ly s is ;  ( 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 i d  th e  f o 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 .

Figure 2.8 S c h e m a t ic  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  ( L a  d is c h  

et al., 2 0 0 5 ) .

V a r io u s  p r e tr e a tm e n t  t e c h n iq u e s  c h a n g e  t h e  p h y s ic a l  a n d  c h e m ic a l  s tr u c tu r e  

o f  th e  l i g n o c e l l u l o s i c  b io m a s s  a n d  im p r o v e  h y d r o ly s i s  r a te s . A  m u l t i t u d e  o f  d i f f e r e n t  

p r e tr e a tm e n t  m e t h o d s  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  d u r in g  th e  p a s t  f e w  d e c a d e s .  T h e y  c a n  

l o o s e l y  b e  d iv id e d  in to  d i f f e r e n t  c a t e g o r ie s :  p h y s ic a l  ( e .g .  m i l l i n g ,  g r in d in g  a n d  ir r a d ­
ia t io n ) ,  c h e m ic a l  ( e .g .  a lk a l i ,  d i lu t e  a c id ,  o x id iz in g  a g e n t s  a n d  o r g a n ic  s o l v e n t s ) ,  p h y ­
s i c o c h e m i c a l  ( e .g .  h y d r o t h e r m o ly s is ,  w e t  o x id a t io n ,  a n d  s t e a m  p r e tr e a tm e n t )  a n d  b i o ­
l o g i c a l ,  o r  c o m b in a t io n s  o f  t h e s e  ( G a lb e  et al., 2 0 0 7 ) .

S t r o e v e  et al. ( 2 0 0 9 )  r e p o r te d  th a t  th e  f a c t o r s  a f f e c t in g  th e  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 d  p o r o s i t y  ( a c c e s s i b l e  s u r f a c e  a r e a )  o f  th e  b i o m a s s  m a t e r ia ls ,  c e l l u l o s e  

f ib e r  c r y s t a l l in i t y ,  a n d  c o n t e n t  o f  b o t h  l ig n in  a n d  h e m i c e l l u l o s e .  T h e  p r e s e n c e  o f  l i g ­
n in  a n d  h e m i c e l l u l o s e  m a k e s  th e  a c c e s s i b i l i t y  o f  c e l l u l a s e  e n z y m e s  a n d  a c id s  to  c e l ­
l u l o s e  m o r e  d i f f i c u l t ,  th u s  r e d u c in g  th e  e f f i c i e n c y  o f  th e  h y d r o ly s i s  p r o c e s s .  P r e ­
tr e a tm e n t  i s  r e q u ir e d  to  a lte r  th e  s i z e  a n d  s tr u c tu r e  o f  th e  b i o m a s s ,  a s  w e l l  a s  i t s  

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

c a n  b e  s ig n i f ic a n t ly  im p r o v e d  b y  r e m o v a l  o f  l i g n in  a n d  h e m i c e l l u l o s e ,  r e d u c t io n  o f  

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  o f  p o r o s i t y  th r o u g h  p r e tr e a tm e n t  p r o c e s s e s .

Effect of Pretreatment
Cellulose
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2 .3 .1  C h e m ic a l  P r e tr e a tm e n t
C h e m ic a l  p r e tr e a tm e n t  m e t h o d s  h a v e  u s u a l ly  i m p l ie d  h y d r o ly t ic  t e c h ­

n iq u e s  u s in g  a c id s  a n d  a lk a l i s ,  a l t h o u g h  o x i d i z i n g  a g e n t s  h a v e  a l s o  b e e n  c o n s id e r e d .
- Dilute acid  pretreatment

A m o n g  a ll  th e  p r e tr e a tm e n t  m e t h o d s ,  d i lu t e  a c id  p r e tr e a tm e n t  h a s  

b e e n  w i ld ly  s t u d ie d  b e c a u s e  it  i s  e f f e c t i v e  a n d  i n e x p e n s i v e .  T h e  d i lu t e  s u l f u r ic  a c id  

p r e tr e a tm e n t  c a n  e f f e c t i v e l y  s o lu b i l i z e  h e m ic e l l u l o s e  in t o  m o n o m e r ic  s u g a r s  (a r a b i-  

n o s e ,  g a la c t o s e ,  g l u c o s e ,  m a n n o s e ,  a n d  x y l o s e )  a n d  s o lu b l e  o l i g o m e r s ,  th u s  im p r o v ­
in g  c e l l u l o s e  c o n v e r s io n .

C h e n g  et al. ( 2 0 0 5 )  s tu d ie d  th e  e f f e c t  o f  s u l f u r ic  a c id  c o n c e n t r a t io n s  

a n d  p r e tr e a tm e n t  t im e  o n  th e  r y e  s tr a w  a n d  B e r m u d a  g r a s s .  T h e  in c r e a s e  s e v e r i t y  o f  

th e  p r e tr e a tm e n t  c o n d i t io n  r e s u lt e d  in  m o r e  s o lu b i l i z a t i o n  o f  h e m i c e l l u l o s e .  F o r  r y e  

s tr a w  p r e tr e a tm e n t , m o r e  th a n  5 0 %  o f  th e  h e m i c e l l u l o s e  w a s  s o lu b i l i z e d  in to  m o n o ­
m e r ic  s u g a r s  w h e n  p r e tr e a te d  w i t h  1 .2 %  s u lf u r ic  a c id  f o r  6 0  m in  o r  0 .9 %  s u lf u r ic  

a c id  fo r  9 0  m in .  T h e  m o n o m e r ic  g lu c o s e  in  th e  p r e h y d r o ly z a t e  o f  r y e  s t r a w  w a s  o n ly  

1 0 %  o f  g lu c a n  a n d  k e p t  c o n s ta n t  u n d e r  d i f f e r e n t  p r e tr e a tm e n t  c o n d i t io n s .  T h e  to ta l  

r e d u c in g  s u g a r  y i e ld  in c r e a s e d  w ith  th e  p r e tr e a tm e n t  s e v e r i t y  a n d  th e  n o n -p r e tr e a te d  

c o n t r o l  s a m p le  p r o d u c e d  l e s s  to ta l  r e d u c in g  s u g a r s  th a n  t h e  p r e tr e a te d  b io m a s s .  F o r  

B e r m u d a  g r a s s  p r e tr e a tm e n t ,  m o r e  th a n  6 0 %  o f  th e  x y la n  w a s  h y d r o ly z e d  in to  m o ­
n o m e r ic  x y l o s e .  A p p r o x im a t e ly  3 3 %  o f  g lu c a n  f r o m  B e r m u d a  g r a s s  w a s  c o n v e r t e d  

in to  g l u c o s e  w h e n  a c id  c o n c e n tr a t io n  a n d  p r e tr e a tm e n t  t im e  w e r e  1 .2 %  a n d  6 0  m in  

r e s p e c t iv e ly .  R y e  s t r a w  i s  h a r d e r  to  b e  h y d r o ly z e d  th a n  B e r m u d a  g r a s s .  It h a s  b e e n  

r e p o r te d  th a t th e  c e l l  w a l l  s tr u c tu r e  a n d  c o m p o n e n t s  m a y  b e  s ig n i f i c a n t ly  d i f f e r e n t  in  

p la n t s ,  w h ic h  m a y  i n f lu e n c e  th e  b io m a s s  d ig e s t ib i l i t y .
F e n g  et al. ( 2 0 1 0 )  in v e s t ig a t e d  th e  i n f l u e n c e  o f  t h e  s u l f u r ic  a c id  p r e ­

tr e a tm e n t  o n  th e  m o r p h o lo g ic a l  a n d  c h e m ic a l  c h a n g e s  o f  p r e tr e a te d  Miscanthus  w e r e  

e lu c id a t e d  b y  S c a n n in g  E le c t r o n  M i c r o s c o p y  ( S E M )  a n d  F o u r ie r  T r a n s fo r m  In fr a r ed  

S p e c t r o s c o p y  (F T I R ) .  F ig u r e  2 .9  s h o w s  th e  S E M  m ic r o g r a p h  a n d  F T I R  s p e c tr u m  o f  

u n tr e a te d  Miscanthus. T h e  a s s ig n m e n t s  o f  th e  c h a r a c t e r is t ic  a b s o r p t io n  b a n d s  o f  M is­

canthus a re  l i s t e d  in  T a b le  2 .2 .  F r o m  th e  S E M  i m a g e ,  it c a n  b e  s e e n  th a t th e  M iscan­

thus s a m p le  e x h i b i t s  a  s m o o t h  a n d  r ig id  s tr u c tu r e .



13

3600  3 30 0  3 00 0  270 0  2 40 0  2 1 0 0  1800 1500 1200 9 0 0  

W a v e n u m b e r s  ( c m - 1)

Figure 2.9 S E M  m ic r o g r a p h  a n d  F T I R  s p e c tr u m  o f  r a w  Miscanthus.

T able 2.2 A s s i g n m e n t  o f  c h a r a c te r is t ic  a b s o r p t io n  b a n d s  o f  Miscanthus

W a v en u m b e rs  
(cm  l )

A ss ign m en t

898 C-O -C  vibrations at p-giucosid ic  l inkag es  in 
h e m iœ l lu lo s e  and ce l lu lo se -1

109 4 c  0, C-C stretching or C-OH ben ding  in h em ic e l lu lo se
1127 and ce l lu to seb
1172 C -O -C  stretching at p-glucosid ic  linkages in ce l lu lo se  and
1200 h em ic e l lu lo se1
1253 Arom atic  C - 0  s tretch in g  out o f  l ignind
1325 C-C and C - 0  skeletal vibrations*
1374 Aliphatic C-H v ib rat ion sr
142 9 A rom atic  c = c  stretching from arom atic ring8
1465 A rom atic  C -H vibrations1'
151 4 Arom atic  c = c  stretching from aromatic ring o f  l ignin ‘
1605 A rom atic  skeletal vibrations*
1630 Bending of Absorbed residual w a te r k
1734 c = 0  stretch ing  o f  unconjugated ketone and carboxyl

g ro u p 1
2 8 5 0 C-H stretching o f  m ethyl,  m eth y len e  or  m eth a n e  group1”
2 9 1 7
3 4 3 6 O H stretching"
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T h e  1%  H2SO4 p r e tr e a tm e n t  ( 2 0 0  °c, 8 m in )  m o r e  e f f e c t i v e l y  b r o k e  d o w n  th e  r ig id  

s tr u c tu r e  o f  Miscanthus  s h o w s  in  F ig u r e  2 .1 0 .  W h i le  t h is  p r e tr e a tm e n t  m a y  p r o d u c e  

m o r e  r e a c t iv e  s i t e s  fo r  e n z y m a t ic  a t ta c k , p a rt o f  t h e  s a m p le ,  s h o w n  in  th e  c ir c le  in  

F ig u r e  2 . 1 0 A ,  r e m a in e d  u n b r o k e n . T h e  F T I R  s p e c t r a  o f  th e  t r e a te d  ( F ig u r e  2 . 1 0 C )  

a n d  th e  u n tr e a te d  Miscanthus  ( F ig u r e  2 .1  O B ) r e v e a l  th a t  th e  h e ig h t  o f  th e  p e a k s  c o r ­
r e s p o n d in g  t o  th e  p o l y s a c c h a r id e s  i s  d r a m a t ic a l ly  lo w e r e d ,  i n d ic a t in g  d e p o ly m e r iz a ­
t io n  o f  p o ly s a c c h a r id e s .  T h e  p e a k s  a t 1 2 5 3 ,  1 5 1 4  a n d  1 7 3 4  c m ' 1 a r e , h o w e v e r ,  s t i l l  

v i s i b l e  w i t h  a  lo w e r  in t e n s it y .  T h e s e  r e m a in in g  l ig n in  a n d  e s t e r  l in k a g e s  m ig h t  h in d e r  

fu r th e r  h y d r o ly s i s .

3600 3300 3000 27'00 2400 2 Ï0 0  1800 1500 1200 900 
W a v e n u m b e rs  (cm -1)

Figure 2.10 ( A )  S E M  m ic r o g r a p h  a n d  ( B )  F T I R  s p e c t r u m  o f  r a w  M iscanthus , (C )  

F T I R  s p e c t r u m  o f  Miscanthus  p r e tr e a te d  b y  1 %  H 2S O 4 ( 2 0 0  ๐c ,  8  m in ) .

J ô n s s o n  et al. ( 2 0 0 2 )  s tu d ie d  th e  e f f e c t  o f  s t e a m  e x p l o s i o n  b y  u s in g  

d i f f e r e n t  im p r e g n a t in g  a g e n t s  o n  s u g a r  y ie ld s .  T h r e e  p a r a l le l  p r e tr e a tm e n ts  w e r e  c a r ­
r ie d  o u t ,  o n e  w i t h o u t  a n y  im p r e g n a t io n ,  a  s e c o n d  w i t h  s u lfu r  d i o x i d e ,  a n d  a  th ir d  w ith  

s u l f u r ic  a c id  a s  th e  im p r e g n a t in g  a g e n t .  T h e  p r e tr e a tm e n t  w a s  p e r f o r m e d  a t 2 0 5  ๐c  

fo r  1 0  m in . T h e  r e s u lt s  s h o w e d  th e  h ig h e s t  y i e l d s  o f  x y l o s e  ( 1 6 .2  g / 1 0 0  g  d r y  b a ­
g a s s e ) ,  a r a b in o s e  ( 1 .5  g / 1 0 0  g ) ,  a n d  to ta l  s u g a r  ( 5 2 . 9  g / 1 0 0  g )  w e r e  o b t a in e d  in  th e
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h y d r o ly s i s  o f  th e  S 0 2 - im p r e g n a t e d  b a g a s s e .  T h e  H2SO4- im p r e g n a t e d  b a g a s s e  g a v e  

th e  h ig h e s t  g l u c o s e  y i e ld  ( 3 5 .9  g /1 0 0  g ) ,  b u t t h e  l o w e s t  to ta l  s u g a r  y i e ld  ( 4 2 .3  g /1 0 0  

g )  a m o n g  th e  th r e e  m e t h o d s .  T h e  l o w  to ta l  s u g a r  y i e ld  f r o m  th e  H2SO4- im p r e g n a te d  

b a g a s s e  w a s  la r g e ly  d u e  to  b y - p r o d u c t  f o r m a t io n ,  a s  t h e  d e h y d r a t io n  o f  x y l o s e  to  fu r ­
fu r a l. T h e  s e v e r e  c o n d i t io n  o f  II2SO4 p r e tr e a tm e n t  in  a d d it io n  c a u s e d  a  h ig h  d e g r e e  

o f  d e g r a d a t io n  o f  th e  r e le a s e d  s u g a r s .
- Dilute alkali pretreatment

C h o i  et al. ( 2 0 0 9 )  s tu d ie d  th e  e f f e c t i v e n e s s  o f  a m m o n ia  p e r c o la t io n  

p r e tr e a tm e n t  o f  w h e a t  s tr a w  fo r  e th a n o l  p r o d u c t io n .  T h e  e x p e r im e n t s  w e r e  p e r fo r m e d  

at tr e a tm e n t  te m p e r a tu r e  o f  5 0 - 1 7 0  °c a n d  r e s id e n c e  t im e  o f  1 0 - 1 5 0  m in .  T h e  r e s u lt s  

s h o w e d  th a t  r e s id u a l  s o l i d ,  d e l i g n i f i c a t i o n ,  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  w e r e  

c h a n g e d  d u r in g  t h e  a m m o n ia  p r e tr e a tm e n t  o f  w h e a t  s tr a w . T h e  s o l i d  r e m a in in g  a fte r  

th e  p r e tr e a tm e n t  v a r ie d  f r o m  8 1 %  ( 1 0  m in ,  5 0  ๐C )  to  5 8 .5 1 %  ( 1 5 0  m in ,  1 7 0  ° C ) .  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  c o n t e n t  r a n g e d  f r o m  3 4 .9 4  t o  3 6 .4 9 %  a n d  1 0 .1 4  to  

1 2 .6 9 % , r e s p e c t i v e ly .  T h e  d e l i g n i f i c a t i o n  r a n g e d  fr o m  2 1 .6 5  to  6 7 .3 9 % . T h is  m e a n s  

th a t  th e  a m m o n ia  p r e tr e a tm e n t  i s  e f f e c t i v e  in  r e m o v i n g  l ig n in .  A l t h o u g h  d e l i g n i f i c a ­
t io n  in c r e a s e d  w i t h  in c r e a s in g  r e a c t io n  t im e  a t l o w  te m p e r a t u r e s ,  th e r e  w a s  l i t t le  e f ­
f e c t  o n  d e l i g n i f i c a t i o n  at h ig h  te m p e r a tu r e . T h is  s u g g e s t s  th a t  t e m p e r a tu r e  i s  a  m o r e  

im p o r ta n t  fa c to r  fo r  r e m o v in g  l ig n in  th a n  th e  r e a c t io n  t im e .  In  e n z y m a t ic  d i g e s t ib i l i t y ,  
th e  p r e tr e a te d  b i o m a s s  a t 1 7 0  °c s h o w e d  h ig h e r  e n z y m a t ic  d i g e s t i b i l i t y  (>  9 5 % )  

w h i l e  th e  u n tr e a te d  b io m a s s  w a s  <  3 5 % . T h e  p r e tr e a tm e n t  t e m p e r a tu r e  p la y e d  a  s i g ­
n i f ic a n t  r o le  in  i m p r o v in g  t h e  e n z y m a t ic  d ig e s t i b i l i t y .  T h e  f e r m e n t a b i l i t y  o f  th e  p r e ­
tr e a te d  m a t e r ia ls  w a s  e v a lu a t e d  u s in g  ร. cerevisie. T h is  s t u d y  w a s  c a r r ie d  o u t  to  c o n ­
f ir m  th e  in h ib it o r  e f f e c t  u s in g  Y P D  ( 1 0  g /L  y e a s t  e x tr a c t  a n d  2 0  g /L  p e p t o n e )  m e ­
d iu m  a s  a  c o n t r o l .  T h e  in i t ia l  g lu c o s e  c o n c e n t r a t io n s  w e r e  5 7 .5 1  a n d  5 4 .9 6  g /L  fo r  

th e  c o n t r o l  a n d  w h e a t  s tr a w  h y d r o ly s a t e ,  r e s p e c t i v e ly .  T h e  f in a l  e t h a n o l  c o n c e n t r a ­
t io n s  fo r  th e  c o n t r o l  a n d  w h e a t  s tr a w  h y d r o ly s a t e  w e r e  2 6 .6 5  a n d  2 5 .1 4  g /L ,  r e s p e c ­
t i v e l y ,  a n d  th e  e t h a n o l  y i e ld s  w e r e  9 1 .5 7  a n d  9 0 .6 6 %  o f  th e  t h e o r e t ic a l  v a lu e ,  r e s p e c ­
t i v e ly .  T h is  m e a n s  th a t th e  in h ib it o r s  w e r e  n o t  c r e a te d  b y  a m m o n ia  p e r c o la t io n  p r e ­
tr e a tm e n t .

B a z a n  et al. ( 2 0 1 0 )  s tu d ie d  th e  e f f e c t  o f  d i lu t e  a m m o n ia  p r e tr e a tm e n t  

o f  s o r g h u m . T h e  t r e a tm e n t  w a s  c a r r ie d  o u t  b y  m i x i n g  s o r g h u m  f ib e r s ,  a m m o n ia ,  a n d
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w a t e r  a t a  r a t io  o f  1 : 0 .1 4 :8  a t 1 6 0  ๐c  fo r  1 h  u n d e r  1 4 0 - 1 6 0  p s i  p r e s s u r e .  T h e  r e s u lt s  

s h o w e d  th a t  a p p r o x im a t e ly  4 4 %  o f  th e  in i t ia l  l ig n in  w a s  r e m o v e d  d u r in g  p r e tr e a t­
m e n t .  I n h ib ito r s ,  s u c h  a s  fu r fu r a l a n d  H M F , w e r e  n o t  f o r m e d  d u r in g  p r e tr e a tm e n t  a n d  

w e r e  n o t  p r e s e n t  d u r in g  e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s  o r  f e r m e n t a t io n .  C o n s id e r a b le  a m o u n t s  

o f  h e m i c e l l u l o s e  ( 3 5 % )  a n d  l ig n in  ( 4 4 % )  w e r e  r e m o v e d  d u r in g  th e  p r o c e s s .  H o w e v e r ,  
m o r e  th a n  9 0 %  o f  th e  c e l l u l o s e  w a s  r e ta in e d  in  th e  tr e a te d  b i o m a s s .  T h e y  b e l i e v e d  

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

e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s  a n d  fe r m e n ta t io n .
2 .3 .2  M ic r o w a v e  H e a t in g  P r e tr e a tm e n t

M ic r o w a v e  ir r a d ia t io n  h a s  b e e n  w i d e l y  u s e d  in  m a n y  a r e a s  b e c a u s e  o f  

i t s  h ig h  h e a t in g  e f f i c i e n c y  a n d  e a s y  o p e r a t io n .  S o m e  s t u d ie s  h a v e  s h o w n  th a t  m ic r o -  

w a v e  ir r a d ia t io n  c o u ld  c h a n g e  th e  u ltr a -s tr u c tu r e  o f  c e l l u l o s e ,  d e g r a d e  l ig n in  a n d  

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

a n d , in  s o m e  c a s e ,  a c c e le r a t e  th e  c h e m ic a l  r e a c t io n  ra te .
W e n  et al. ( 2 0 0 8 )  r e p o r te d  th a t  th e  b e n e f i c i a l  e f f e c t  o f  m ic r o w a v e  p r e ­

t r e a tm e n t  w a s  d u e  to  v o lu m e t r ic  a n d  s e l e c t i v e  h e a t in g  o f  th e  p o la r  p a r t o f  l i g n o c e l l u -  

l o s e s .  W h e n  m i c r o w a v e  i s  u s e d  to  trea t l i g n o c e l l u l o s e s ,  it s e l e c t i v e l y  h e a t s  th e  m o r e  

p o la r  p a rt a n d  c r e a te s  a  “ h o t  s p o t ” w it h  th e  in h o m o g e n e o u s  m a te r ia ls .  It i s  h y p o t h e ­
s i z e d  th a t th is  u n iq u e  h e a t in g  fe a tu r e  r e s u lt s  in  a n  “ e x p l o s i o n ” e f f e c t  a m o n g  th e  p a r ­
t i c l e s ,  a n d  i m p r o v e s  th e  d is r u p t io n  o f  th e  r e c a lc i t r a n t  s tr u c tu r e s  o f  l i g n o c e l l u l o s e .  In  

a d d it io n ,  th e  e le c t r o m a g n e t ic  f i e ld  u s e d  in  m ic r o w a v e  m ig h t  c r e a t e  n o n - th e r m a l  e f ­
f e c t  th a t  a l s o  a c c e le r a t e s  th e  d e s t r u c t io n  o f  th e  c r y s ta l  s tr u c tu r e s .

W e n  et al. ( 2 0 0 8 )  s tu d ie d  th e  e f f e c t  o f  m i c r o w a v e  h e a t in g  o n  e n h a n c ­
in g  s w i t c h  g r a s s  d i g e s t i b i l i t y  c o m p a r e d  w i t h  c o n v e n t i o n a l  h e a t in g ,  u s e d  to  p r e tr e a t  

s w i t c h  g r a s s ,  w h i c h  w a s  th e n  h y d r o ly z e d  b y  c e l l u l a s e  e n z y m e s .  A t  th e  p r e tr e a tm e n t  

s t a g e ,  m i c r o w a v e  p r e tr e a tm e n t  le d  to  a  m u c h  h ig h e r  x y l o s e  y i e ld  th a n  th e  c o n v e n ­
t io n a l  h e a t in g  p r e tr e a tm e n t .  T h e y  s h o w e d  th a t  m i c r o w a v e  h e a t in g  e n h a n c e d  th e  s o l u ­
b i l i z a t io n  o f  h e m i c e l l u l o s e  ( x y la n )  in  th e  p r e tr e a tm e n t  s t a g e ,  a n d  h ig h  h e m ic e l l u l o s e  

r e m o v a l  f o l l o w e d  b y  a  h ig h  c e l l u l o s e  d i g e s t i b i l i t y  in  th e  e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s  s t a g e .  
A  to ta l  s u g a r  y i e ld  o f  3 4 .5  g / 1 0 0  g  b io m a s s  w a s  o b t a in e d  fr o m  c o m b i n e d  m ic r o w a v e
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p r e tr e a tm e n t  a n d  h y d r o ly s i s ,  w h i l e  th e  c o r r e s p o n d in g  y ie ld  f r o m  th e  c o n v e n t io n a l  

h e a t in g  p r e tr e a tm e n t  a n d  h y d r o ly s i s  w a s  2 2 .6  g / 1 0 0  g  b io m a s s .
Z h a n g  et al. ( 2 0 0 5 )  s t u d ie d  th e  c o m b in a t io n  p r e tr e a tm e n t  o f  r ic e  s tr a w  

u s in g  m i c r o w a v e  a n d  a lk a l i  a n d  it s  e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s  w a s  in v e s t ig a t e d  t o  c o m ­
p a r e  w i t h  th e  a lk a l i - a l o n e  p r e tr e a te d  p r o c e s s .  R i c e  s t r a w  tr e a te d  b y  m ic r o w a v e /a lk a l i  

s h o w e d  m o r e  w e i g h t  l o s s ,  h ig h e r  c e l l u l o s e  c o n t e n t  a n d  lo w e r  m o is t u r e ,  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  th a n  th a t  tr e a te d  b y  a lk a li  a lo n e .  T h e  w e i g h t  l o s s  c a m e  fr o m  

th e  s o lu b i l i s a t i o n  o f  i t s  c o m p o n e n ts *  s u c h  a s  l ig n in ,  h e m i c e l l u l o s e .  T h e  r e a s o n  th a t  

m o is t u r e  d e c r e a s e s  m a y b e  a r is e s  f r o m  th e  e n la r g e d  p o r e  s i z e  o f  r ic e  s tr a w  b y  th e  

tr e a tm e n t ,  w h i c h  l e a d s  to  d im in i s h in g  i t s  c o m b in e d  w a te r .  H ig h e r  m i c r o w a v e  p o w e r  

w it h  s h o r t  p r e tr e a tm e n t  t im e  a n d  th e  l o w  m i c r o w a v e  p o w e r  w i t h  lo n g  p r e tr e a tm e n t  

t im e  h a d  a lm o s t  th e  s a m e  e f f e c t  o n  w e i g h t  l o s s  a n d  c h e m ic a l  c o m p o s i t io n  o f  r ic e  

s tr a w  w h e n  th e  ir r a d ia t io n  p o w e r  w a s  s e t  a t 7 0 0 ,  5 0 0 ,  3 0 0  พ  a n d  it w a s  tr e a te d  fo r  3 0 ,  
4 2 ,  a n d  7 0  m in ,  r e s p e c t i v e ly .  R ic e  s tr a w  tr e a te d  b y  m i c r o w a v e /a l k a l i  h a d  a  h ig h e r  

h y d r o ly s i s  r a te  th a n  th a t  tr e a te d  b y  a lk a l i  a lo n e .  T h i s  r e s u lt  j u s t i f i e d  th e  a b o v e  c o n ­
c l u s i o n  th a t  m i c r o w a v e  ir r a d ia t io n  c o u l d  e n h a n c e  th e  e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s  o f  r ic e  

s tr a w  b y  r e m o v i n g  m o r e  h e m ic e l l u l o s e  a n d  l ig n in  in  i t s  m ic r o w a v e /a lk a l i  p r e tr e a t­
m e n t  a n d  in c r e a s in g  i t s  a c c e s s i b i l i t y  to  th e  e n z y m e s .

2.4 D egradation o f  L ignocellu losic B iom ass by H ydrolysis

B i o m a s s  p r o v id e s  a  p o t e n t ia l  s o u r c e  o f  a d d e d - v a lu e  c h e m ic a l s ,  s u c h  a s  r e ­
d u c in g  s u g a r s ,  fu r fu r a l ,  e th a n o l  a n d  o th e r  p r o d u c t s ,  b y  u s i n g  e n z y m e -  o r  a c id -  

c a t a ly z e d  h y d r o ly s i s .  H y d r o ly s i s  p r o c e d u r e s  i n v o l v e  in  t r 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  a t h ig h  t e m p e r a tu r e  u n d e r  a c id ic  c o n d i t io n .  T h e  m a in  d e g r a d a t io n  p a t h w a y s  

a re  s c h e m a t i c a l ly  p r e s e n t e d  in  F ig u r e  2 .1 1 .
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Figure 2.11 M a in  d e g r a d a t io n  p r o d u c t s  o c c u r r in g  d u r in g  h y d r o ly s i s  ( H a h n - H a g e r d a l  

et al., 2 0 0 0 ) .

W h e n  h e m i c e l l u l o s e  i s  d e g r a d e d ,  x y l o s e ,  m a n n o s e ,  a c e t i c  a c id ,  g a la c t o s e ,  
a n d  g l u c o s e  ( F ig u r e  2 .1 1 ,  n u m b e r s .  1 , 2 ,  3 , 4 ,  a n d  5 , r e s p e c t i v e ly )  a r e  l ib e r a te d . C e l ­
l u l o s e  i s  h y d r o ly z e d  to  g lu c o s e .  A t  h ig h  te m p e r a tu r e  a n d  p r e s s u r e  x y l o s e  is  fu r th e r  

d e g r a d e d  to  fu r fu r a l ( F ig u r e  2 .1 1 ,  n o . 6 ) .  S im i la r ly ,  5 - h y d r o x y m e t h y l  fu r fu r a l  ( H M F )  

( F ig u r e  2 .1 1 ,  n o . 7 )  i s  fo r m e d  fr o m  h e x o s e  d e g r a d a t io n .  F o r m ic  a c id  ( F ig u r e  2 .1 1 ,  n o .  
8 )  i s  fo r m e d  w h e n  fu r fu r a l a n d  H M F  a re  b r o k e n  d o w n .  L e v u l in ic  a c id  ( F ig u r e  2 .1 1 ,  

n o . 9 )  i s  fo r m e d  b y  H M F  d e g r a d a t io n .  P h e n o l i c  c o m p o u n d s  a re  g e n e r a t e d  fr o m  p a r ­
tia l  b r e a k d o w n  o f  l ig n in  ( H a h n - H a g e r d a l  et al., 2 0 0 0 ) .  S i n c e  5 - c a r b o n  s u g a r s  d e g r a d e  

m o r e  r a p id ly  th a n  6 -c a r b o n  s u g a r s ,  o n e  w a y  to  d e c r e a s e  s u g a r  d e g r a d a t io n  i s  to  r e ­
m o v e  h e m ic e l l u l o s e .  R e m o v a l  o f  h e m i c e l l u l o s e  h a s  s o m e t i m e s  b e e n  c o n s id e r e d  to  b e
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a  d e s ir e d  c h a r a c t e r is t ic  o f  a  b io m a s s  p r e tr e a tm e n t  b e c a u s e  th is  r e d u c e s  in h ib it o r y  

c o m p o u n d s ,  s u c h  a s  fu r fu r a l ,  g e n e r a te d  fr o m  h e m i c e l l u l o s e  d e g r a d a t io n  v ia  d i lu t e  

a c id  tr e a tm e n t  a t h ig h  te m p e r a tu r e  a n d  p r e s s u r e s  ( A n e x  et a l ,  2 0 0 8 ) .
B y u n  et al. ( 2 0 1 0 )  s t u d ie d  d i lu t e  s u l f u r ic  a c id  h y d r o ly s i s  fo r  t h e  c o n v e r s io n  

o f  d i s t i l l e r s ’ g r a in s  ( D D G )  a n d  c o r n  f ib e r  t o  m o n o m e r ic  s u g a r s .  T h e  i n f l u e n c e  o f  h y ­
d r o ly s i s  t e m p e r a tu r e  o n  th e  f o r m a t io n  o f  fu r fu r a l a n d  t h e  e f f e c t  o f  b i o m a s s  lo a d in g  

o n  th e  s o lu b i l i t y  o f  m o n o m e r ic  s u g a r s  w e r e  i n v e s t ig a t e d .  T h e  e x p e r im e n t a l  r e s u lt s  

c o n f ir m e d  a n  in c r e a s in g  tr e n d  in  th e  f o r m a t io n  o f  m o n o m e r ic  s u g a r s  a s  a  f u n c t io n  o f  

t im e .  F o r  th e  h y d r o ly s i s  o f  D D G  fo r  w h i c h  th e  h y d r o ly s i s  t e m p e r a tu r e  w a s  1 2 0  °c, 
th e  m a x im u m  y ie ld s  w e r e  r e a c h e d  a t th e  e n d  o f  th e  r e a c t io n  p e r io d  (1  h ) .  A t  th e  h y ­
d r o ly s i s  te m p e r a tu r e  o f  1 4 0  °c th e  m a x im u m  a m o u n t  o f  s u g a r s  w a s  r e c o r d e d  d u r in g  

th e  f ir s t  2 0 - 3 0  m in  o f  th e  r e a c t io n  a n d  fu r th e r  in c r e a s e s  in  th e  r e a c t io n  t im e  r e s u lt e d  

in  d e c r e a s e  in  th e  to ta l  a m o u n t  o f  th e  f o r m e d  s u g a r s .  T h e  d e c r e a s in g  tr e n d  in  th e  

f o r m a t io n  o f  m o n o m e r ic  s u g a r s  a t 1 4 0  ๐c  a n d  a c id ic  c o n d i t io n  m a y  b e  d u e  to  th e  

th e r m a l d e c o m p o s i t i o n  o f  m o n o m e r ic  s u g a r s  to  o r g a n ic  c o m p o u n d  s u c h  a s  fu r fu r a l, 
h y d r o x y m e t h y l f u r f u r a l ,  a c e t i c  a c id ,  l e v u l in i c  a c id  a n d  o th e r  o r g a n ic  c o m p o u n d s .  In  

th is  s tu d y , th e  fo r m a t io n  o f  fu r fu r a l w a s  m o n i t o r e d .  T h e  f o r m a t io n  o f  fu r fu r a l at 

1 2 0  °c f o l l o w e d  a  s im i la r  b e h a v io r  to  th a t  at 1 4 0  °c, b u t  w a s  m u c h  l o w e r  in  c o n c e n ­
tr a t io n . T h e  h ig h e s t  a m o u n t  fu r fu r a l w a s  r e c o r d e d  a t  3 .0  m g /m L  a t 1 4 0  ๐c  a n d  2 0  

w t.%  D D G  lo a d in g .  A t  1 2 0  °c a n d  o t h e r w is e  id e n t ic a l  c o n d i t io n s  th e  fu r fu r a l  fo r m a ­
t io n  w a s  m e a s u r e  at 0 .1 5  m g /m L . E x p e r im e n ta l  r e s u l t s  fo r  th e  p r e tr e a tm e n t  o f  c o m  

f ib e r  r e v e a l  th e  fo r m a t io n  o f  s u g a r s  f o l l o w e d  a  s im i la r  tr e n d  to  t h e  h y d r o ly s i s  o f  

D D G . T h e  h ig h e s t  a m o u n t  fu r fu r a l w a s  r e c o r d e d  a t 3 .8  m g /m L  at 1 4 0  °c a n d  2 0 %  

c o m  f ib e r  lo a d in g .  A t  1 2 0  °c a n d  o t h e r w is e  id e n t ic a l  c o n d i t io n  t h e  fu r fu r a l fo r m a ­
t io n  w a s  m e a s u r e d  a t 0 .5  m g /m L . T h e  s o lu b i l i z e d  m a te r ia l  in  th e  l iq u id  f r a c t io n  o f  

th e  h y d r o ly z a t e  c o n t a in e d  m o n o m e r ic  a n d  o l i g o m e r i c  c a r b o h y d r a t e s ,  a c id  s o lu b le  

l ig n in ,  o i l ,  s o lu b l e  p r o t e in s ,  m in e r a ls ,  a n d  in h ib it o r y  c o m p o u n d s .  T h e  p r e s e n c e  o f  

n o n - c a r b o h y d r a t e s  in  th e  l iq u id  fr a c t io n  m a y  h a v e  a  l im i t i n g  e f f e c t  o n  t h e  s o lu b i l i t y  

o f  m o n o m e r ic  s u g a r s ,  r e s u lt in g  in  th e  h ig h e s t  y i e l d s  o f  m o n o m e r ic  s u g a r s  o b s e r v e d  a t  

th e  lo w e r  b io m a s s  lo a d in g s  (5  a n d  1 0  w t .% ) . F o r  e x a m p l e ,  at th e  h y d r o ly s i s  t e m p e r a ­
tu r e  o f  1 4 0  °c, w h e n  th e  D D G  lo a d in g  w a s  in c r e a s e d  f r o m  5 %  to  1 0 %  t h e  s o lu b i l i t y  

w a s  in c r e a s e d  fr o m  4 2 .3  to  6 9 .2  m g /m L  o f  h y d r o ly z a t e  ( 6 3 %  in c r e a s e  in  s o lu b i l i t y ) ,
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w h e r e a s ,  w h e n  t h e  lo a d in g  w a s  in c r e a s e d  fr o m  1 5 %  to  2 0 %  t h e  s o lu b i l i t y  w a s  in ­
c r e a s e d  f r o m  8 8 .6  to  9 7 .6  m g /m L  o f  h y d r o ly z a t e  ( 3 1 %  in c r e a s e  in  s o lu b i l i t y ) .  H ig h  

c o n c e n t r a t io n  o f  n o n - c a r b o h y d r a t e s  m a y  b e  r e s p o n s ib le  in  l im i t i n g  th e  o v e r a l l  s o l u ­
b i l i t y  o f  th e  s u b s tr a te  a t la r g e r  lo a d in g  l e v e l s .

J ô n s s o n  et al. ( 2 0 0 2 )  r e p o r te d  th ir te e n  d i f f e r e n t  p h e n o l i c  c o m p o u n d s  in  th e  

h y d r o ly z a t e s  fr o m  l ig n in  d e g r a d a t io n  o f  s u g a r c a n e  b a g a s s e ,  a s  s h o w n  in  F ig u r e  2 .1 2 .

OH

Phenol Catechol Guaiacol

4-Hydroxybenzaldehyde Vanillin Syringaldéhyde

COOH COOH

OH

B en zo ic  acid 4-Hydroxybenzoic acid

COOH COOHX rS
OH OH

Protocatechuic acid Vanillic acid

Figure 2.12 T h ir te e n  d i f f e r e n t  p h e n o l i c  c o m p o u n d s  fr o m  l ig n in  d e g r a d a t io n .
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