
LITERATURE REVIEWS

2.1 Giunea grass
G u in e a  g r a ss  ( P a n i c u m  m a x i m u m )  is  a  ta ll (u p  to  2 m )  p e r e n n ia l g r a s s ,  n a t iv e  o f  A fr ic a .  

Its  le a v e s  are b ro a d , f la t , a n d  lo n g  (F ig u r e  1 A ). G u in e a  g r a ss  w a s  in tr o d u c e d  to  T h a ila n d  a s  a  

fo r a g e  p la n t  b e c a u s e  its  le a v e s  are s o f t  a n d  c o n ta in  h ig h  p r o te in  l e v e l  ( 1 3 - 2 1  %  พ /พ ) .  F lo w e r in g  

s ta lk s  (F ig u r e  I B )  o f  ta lle r  v a r ie t ie s  c a n  r e a c h  u p  to  3 to  4  m  in  h e ig h t  (C a m e r o n  a n d  L e m c k e ,  

2 0 0 8 ) .  P u rp le  g u in e a  g r a ss  ( P a n i c u m  m a x i m u m  c v  T D  5 3 )  g r o w s  w e l l  o n  a w id e  v a r ie ty  o f  s o i l s  

a n d  u n d e r  l ig h t  s h a d e  o f  tr e e s  a n d  b u s h e s . T h e r e fo r e , it c a n  g r o w  a ll  o v e r  T h a ila n d  a n d  c a n  b e  

in s e r te d  in  e m p ty  s p a c e  o f  fu l ly  g r o w in g  a g r ic u ltu r a l a r ea , s u c h  a s  p a r a ru b b er  p la n ta t io n  d itc h e s .  

P u r p le  g u in e a  g r a ss  is  r e s is ta n t  to  d r o u g h t, b u t r e sp o n d s  q u ic k ly  to  f e r t i l iz e r  a n d  w a te r in g . It g iv e s  

a  v e r y  h ig h  y ie ld  (1 .5  -  4 .0  to n s /r a i)  w h ic h  la s ts  fo r  1 0  y e a r s  o r  lo n g e r  a n d  a ls o  e a s y  h a r v e s t in g  

(R ia , 2 0 0 1 ) .  T h is  m a k e s  p u r p le  g u in e a  g r a ss  a s  a n  id e a l  r e n e w a b le  su b str a te  fo r  l ig n o c e l lu lo s ic  

e th a n o l p r o d u c t io n .

Figure 1A G u in e a  g r a ss  (D e p a r tm e n t  o f  L iv e s t o c k  D e v e lo p m e n t ,  2 0 0 3  ะ o n l in e )
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F ig u r e  I B  F lo w e r in g  s to c k  (D e p a r tm e n t  o f  L iv e s t o c k  D e v e lo p m e n t ,  2 0 0 3  ะ o n l in e )

2.2 Ethanol
E th a n o l (e th y l  a lc o h o l ,  g r a in  a lc o h o l)  is  a c le a r , f la m m a b le , a g r e e a b le  o r d e r  a n d  c o lo r le s s  

l iq u id .E th a n o l is  a  s tr a ig h t-c h a in  a lc o h o l ,  a n d  its  m o le c u la r  fo r m u la  is  C 2H 5O H  (F ig u r e  2 ) .  T h e  

b o i l in g  p o in t  o f  e th a n o l i s  7 8 .3  ° c  (S h a k h a sh ir i, 2 0 0 9 ) .  It is  m a d e  o f  o x y g e n ,  h y d r o g e n  a n d  

c a r b o n  a n d  is  o b ta in e d  fr o m  th e  fe r m e n ta tio n  o f  su g a r . E th a n o l is  a  r e n e w a b le  f u e l  b e c a u s e  it  is  

p r o d u c e d  fr o m  b io m a s s .  E th a n o l b u m s  m o r e  c le a n ly  a n d  c o m p le t e ly  th a n  g a s o l in e  o r  d ie s e l  fu e l .

F ig u r e  2  C h e m ic a l  stru ctu re  o f  e th a n o l. (S h a k h a sh ir i, 2 0 0 9  ะ o n l in e )
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2 .2 .1  E t h a n o l  p r o d u c t io n

T h e r e  are 2  m a jo r  p a th w a y s  fo r  e th a n o l p r o d u c t io n .

2 .2 .1 .1  H y d r a t io n  o f  e t h y le n e

E th a n o l is  p r o d u c e d  th r o u g h  th e  d ir e c t  h y d r a t io n  o f  e t h y le n e  b y  r e a c t in g  

a  m ix tu r e  o f  e th y le n e  a n d  w a te r  in  th e  v a p o r  p h a s e  o v e r  a s u p p o r te d  tu n g s te n  o x id e  (P 20 5) 

c a ta ly s t  f o l lo w e d  c h e m ic a l  e q u a t io n  s h o w n  in  F ig u r e  3 (W a d e , 1 9 9 5 ) .

1 0 0 -3 0 0  a tm , 3 0 0 ° c
H 2C = C H 2 +  H 20  -------------------------------►  C H 3-C H 2-O H

(P 20 5)

F ig u r e  3  H y d r a t io n  o f  e th y le n e  p a th w a y .

2 .2 .1 .2 .  A lc o h o l i c  f e r m e n t a t io n

E th a n o l is  p r o d u c e d  b y  s e v e r a l  m ic r o o r g a n is m  in c lu d in g  y e a s t  a n d  

b a c te r ia  a n d  fu n g i.  T h e s e  m ic r o o r g a n is m s  c o n v e r t  g lu c o s e  to  e th a n o l v ia  p a th w a y  a s  s h o w n  in  

F ig u r e  4  (W a lk e r , 1 9 9 8 ) .

G ly c o l s i s  P D C  A D H

G lu c o s e  — ST -------►  2  P y r u v a te  - - V ---------- ►  2  A c e t a ld e h y d e  - - - .ะ^ i T - - > 2  E th a n o l

2  A T P 2  C O , 2  N A D H + 2 H + 2 N A D +

P D C  =  P y r u v a te  d e c a r b o x y la s e  

A D H  =  A lc o h o l  d e h y d r o g e n a s e

F ig u r e  4  A lc o h o l ic  fe r m e n ta tio n  p a th w a y s .
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R a w  m a t e r ia l  f o r  e t h a n o l  p r o d u c t io n

R a w  m a te r ia l fo r  e th a n o l p r o d u c t io n  c a n  d iv id e  in to  3 parts:

1. S ta rc h  s u c h  a s  c o m , c a s s a v a ,  p o ta to , w h e a t ,  e tc .  (F ig u r e  5 A ,  5 B ,  5 C )

F ig u r e  5 A  C o m  F ig u r e  5 B  C a s s a v a  F i g u r e  5 C  P o ta to

(D e p a r tm e n t  o f  L iv e s t o c k  D e v e lo p m e n t ,  2 0 0 3  : o n l in e )

2 . S u g a r  s u c h  a s  m o la s s e s ,  su g a r c a n e , b e e tr o o t ,  e t c .  (F ig u r e  6 A , 6 B ,  6 C )

F ig u r e  6 C  B e e tr o o t  

2 0 0 3  ะ o n l in e )

F i g u r e  6 A  M o la s s e s  F ig u r e  6 B  S u g a r c a n e

(D e p a r tm e n t  o f  L iv e s t o c k  D e v e lo p m e n t ,

3 . L ig n o c e l lu lo s e

- A g r o - in d u s tr ia l  w a s te  s u c h  a s  b a g a s s e s ,  p a p e r  p u lp , e tc .  (F ig u r e  7 A )

-  A g r ic u ltu r a l b y p r o d u c t  s u c h  a s  r ic e  s tr a w , c o r n c o b , e tc .  (F ig u r e  7 B ,  1 C )

F ig u r e  7 A  B a g a s s e s  F ig u r e  7 B  R ic e  s tr a w  F ig u r e  7 C  C o r n c o b

(D e p a r tm e n t  o f  L iv e s t o c k  D e v e lo p m e n t ,  2 0 0 3  ะ o n l in e )
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2.3 Lignocelluloses
L ig n o c e l lu lo s e  i s  a  m a jo r  c o m p o n e n t  o f  p la n t  c e l l  w a l l s  (F ig u r e  8 ) ,  w h ic h  is  c o m p o s e d  o f  

(T a h e r z a d e h  a n d  K a r im i, 2 0 0 7 ) .  It c o n s is t s  o f  4 5 %  ( พ /พ )  c e l lu lo s e ,  3 0 %  ( พ /พ )  h e m ic e l lu lo s e  a n d  

2 5 %  ( พ /พ )  l ig n in  w h ic h  fo r m  v e r y  c o m p le x  s tru ctu re  th r o u g h  c o v a le n t  b o n d in g  (S c a lb e r t  e t .  a l ,  

1 9 8 5 ;  H ig u c h i ,  1 9 9 0 ) .

C e l lu lo s e  i s  a  l in e a r  h o m o -p o ly s a c c h a r id e  th a t c o n s is t s  o f  g lu c o s e  ( D - g lu c o p y r a n o s e )  

u n its  l in k e d  to g e th e r  b y  ( 3 - ( l - 4 )  g ly c o s id ic  b o n d s  (F ig u r e  9 ) .  It is  a n  o r g a n ic  c o m p o u n d  w ith  

fo r m u la  (C 6H l0O 5) 11 (T a h e r z a d e h  a n d  K a r im i, 2 0 0 7 ) .

F ig u r e  8  L ig n o c e l lu lo s e  in  p la n t  c e l l  w a l ls  (W y m a n , 2 0 0 9  : o n l in e )



8

F ig u r e  9  C e l lu lo s e  s tr u c tu re  (Z a m o r a , 2 0 0 5  ะ o n l in e )

H e m ic e l lu lo s e  is  h e te r o -p o ly s a c c h a r id e  w h o s e  c h e m ic a l  n a tu re  v a r ie s  fr o m  t i s s u e  to  

t is s u e  a n d  fr o m  s p e c ie s  to  s p e c ie s .  T h e s e  p o ly s a c c h a r id e s  are fo r m e d  b y  a  w id e  v a r ie ty  o f  

b u ild in g  b lo c k s  in c lu d in g  p e n to s e s  ( e . g . x y lo s e ,  r h a m n o s e  a n d  a r a b in o s e ) ,  h e x o s e ( e .g .  g lu c o s e ,  

m a n n o s e  a n d  g a la c t o s e )  a n d  u r o n ic  a c id s  (e .g .  4 - 0 - m e t h y l - g lu c u r o n ic  a n d  g a la c tu r o n ic  a c id s )  

H a r d w o o d  h e m ic e l lu lo s e  c o n ta in  m o s t ly  x y la n s ,  w h e r e  a s  s o f tw o o d  h e m ic e l lu lo s e  c o n ta in  m o s t ly  

g lu c o m a n n a n s . X y la n s  o f  m a n y  p la n t m a te r ia ls  are h e te r o p o ly s a c c h a r id e s  w ith  h o m o  p o ly m e r ic  

b a c k b o n e  c h a in s  o f  1 ,4 - l in k e d  ( 3 - D  -  x y lo p y r a n o s e  u n its  (F ig u r e lO )  (S a h a  e t .  a l . ,  2 0 0 3 ) .  

S o f t w o o d  h e m ic e l lu lo s e  is  m o r e  r e s is ta n t  to  a c id  h y d r o ly s is  th a n  h a r d w o o d  h e m ic e l lu lo s e .

F ig u r e  1 0  H o m o p o ly m e r ic  b a c k b o n e  c h a in  in  x y la n  s tm c tu r e . (Z a m o r a , 2 0 0 5  ะ o n l in e )

L ig n in  is  a  p h e n o l ic  m a c r o m o le c u le  th at i s  p r im a r ily  fo r m e d  b y  th e  fr e e -r a d ic a l  

p o ly m e r iz a t io n  o f  /7 -h y d r o x y  c in n n a m y l a lc o h o l  u n its  w ith  v a r y in g  m e t h o x y l  c o n te n ts .  T h e  

c h e m ic a l  s tru ctu re  o f  l ig n in  is  v e r y  c o m p lic a te d  a n d  is  b a s e d  o n  th r e e  m o n o m e r ic  p re cu r so r s:
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c o n ife r y l  a lc o h o l  (F ig u r e  11 A ) ,  s in a p y l a lc o h o l  (F ig u r e  11B), a n d  /> -c o u m a r y l a lc o h o l  (F ig u r e  

l i e ) .  T h e  m o s t  im p o r ta n t p h y s ic a l  p r o p e r ty  o f  th is  o r g a n ic  m a c r o m o le c u le  is  it s  r ig id ity , w h ic h  

n o t  o n ly  g iv e s  s tr e n g th  to  th e  p la n t  t is s u e  b u t a ls o  p r e v e n t  th e  c o l la p s e  o f  th e  w a te r -c o n d u c t in g  

e le m e n ts  (T a h e r z a d e h  a n d  K a r im i, 2 0 0 7 ) .

0CH3

Figure 11 T h r e e  m o n o m e r ic  p r e c u r so r s  o f  l ig n in  : ( A )  /j -c o u m a r y l a lc o h o l  (B) c o n ife r y l  a lc o h o l  

( c )  s in a p y l a lc o h o l  (H a r b o m e , 1 9 8 0  ะ o n l in e )

2.4 Lignocellulosic ethanol production
L ig n o c e l lu lo s ic  b io m a s s  is  a  c h e a p , r e n e w a b le  a n d  a b u n d a n t ly  a v a i la b le  r e s o u r c e  fo r  

e th a n o l p r o d u c t io n  (H o  e t .  a l ,  1 9 9 8 ) .  L ig n o c e l lu lo s e  is  a  m a jo r  c o m p o n e n t  o f  p la n t  c e l l  w a l l  a n d  

is  c o m p o s e d  o f  3 m a jo r  c o m p o n e n ts :  c e l lu lo s e ,  h e m ic e l lu lo s e  a n d  l ig n in . T h e  c e l lu lo s e  c a n  b e  

h y d r o ly z e d  to  f e r m e n ta b le  su g a r , g lu c o s e ,  b y  c e l lu la s e  b u t th e s e  c e l lu lo s e  i s  h in d e r e d  b y  

h e m ic e l lu lo s e  a n d  l ig n in . S o ,  p re tr ea tm en t p r o c e s s  to  in c r e a s e  th e  c e l lu lo s e  d ig e s t ib i l i t y  is  

n e c e s s a r y  fo r  l ig n o c e l lu lo s ic  e th a n o l p r o d u c t io n  (Z h a o  e t .  a l ,  2 0 0 9 ) .  T h o m p s o n  e t .  a l .  ( 1 9 9 2 )  a n d  

C h a n g  a n d  H o ltz a p p le  ( 2 0 0 0 )  r e p o r te d  th at c e l lu la s e  s u s c e p t ib i l i ty  o f  c e l lu lo s e  in  l i g n o c e l lu lo s e  

w a s  d e p e n d  o n  m a n y  fa c to r s  s u c h  a s  c e l lu lo s e  c r y s ta ll in ity ,  p o ly m e r iz a t io n  d e g r e e ,  a v a i la b le  

su r fa c e  a rea , p o r e  s i z e  o f  c e l lu lo s e  a n d  l ig n in  c o n te n t . L ig n o c e l lu lo s ic  e th a n o l p r o d u c t io n  p r o c e s s  

is  c o n s is t in g  o f  3 m a in  s te p s:  1) P r e tre a tm en t, b re a k  d o w n  l ig n o c e l lu lo s e s  str u c tu re . 2 )  E n z y m a t ic
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h y d r o ly s is ,  d e p o ly m e r iz e  c e l lu lo s e  to  g lu c o s e  b y  c e l lu la s e .  3 )  F e r m e n ta tio n , c o n v e r t  g lu c o s e  to  

e th a n o l b y  m ic r o o r g a n is m  (M a r g e o t  e t .  a l . , 2 0 0 9 ) .

2 .4 .1  P r e t r e a t m e n t

P re tr e a tm e n t is  a  p r o c e s s  to  in c r e a s e  e n z y m a t ic  d ig e s t ib i l i t y  o f  c e l lu lo s e  in  

l ig n o c e l lu lo s e  b y  r e m o v in g  o f  l ig n in  a n d  h e m ic e l lu lo s e ,  r e d u c in g  o f  c e l lu lo s e  c r y s ta ll in ity ,  a n d  

in c r e a s in g  o f  m a te r ia l p o r o s ity  (K a r im i e t .  a l ,  2 0 0 6 ) .  B io c o n v e r s io n  o f  l ig n o c e l lu lo s e  to  

fe r m e n ta b le  su g a r , g lu c o s e ,  l ig n o c e l lu lo s e  s h o u ld  u n d e r g o  p re tr ea tm en t. H o w e v e r ,  g o a l  o f  th e  

p r e tr e a tm e n t s h o u ld  b e  e f f e c t iv e ly  a c h ie v e d  w ith o u t  d e g r a d a tio n  o r  lo s s  o f  c a r b o h y d r a te , a n d  

w ith o u t  fo r m a t io n  o f  in h ib ito r y  b y -p r o d u c ts  fo r  th e  s u b s e q u e n t  h y d r o ly s is  a n d  fe r m e n ta tio n  

(T a h e r z a d e h  a n d  K a r im i, 2 0 0 7 ) .

T h e  p r e tr e a tm e n t m e th o d s  m a y  b e  c la s s i f ie d  in to  3 m a jo r  m e th o d s :

1 )  B io lo g i c a l  p r e t r e a t m e n t  b y  u s in g  l ig n in -d e g r a d a t io n  m ic r o o r g a n is m s  m o s t ly  

b a s id io m y c e t e s  s u c h  a s  P h a n e r o c h a e t e  c h r y s o s p o r i u m ,  C e r i p o r i o p s i s  s u b v e r m i s p o r a ,  P h l e b i a  

s u b s e r i a l i s  a n d  P l e u r o t u s  o s t r e a t u s  (H a ta k k a , 1 9 9 4 ;  K e l le r  e t .  a l ,  2 0 0 0 ;  T a n ig u c h i e t .  a l ,  2 0 0 5 ) .  

T h is  m e th o d  is  s a fe  a n d  e n v ir o n m e n ta l  fr ie n d ly  m e th o d  fo r  l ig n in  r e m o v a l  b u t  ta k e s  lo n g  t im e  a n d  

is  n o t  c o s t  e f f e c t iv e  (Y u  e t .  a l ,  2 0 0 9 ) .

S h i e t .  a l  ( 2 0 0 9 )  re p o r te d  th at fu n g a l p r e tr e a tm e n t o f  c o tto n  s ta lk  b y  

P h a n e r o c h a e t e  c h r y s o s p o r i u m  s h o w e d  s ig n if ic a n t  l ig n in  a n d  h e m ic e l lu lo s e  d e g r a d a tio n  c o m p a r e d  

w ith  u n tr e a te d  sta lk .

H w a n g  e t .  a l .  ( 2 0 0 8 )  s tu d ie d  b io lo g ic a l  p r e tr e a tm e n t o f  w o o d  c h ip s  u s in g  fo u r  

d if fe r e n t  w h ite -r o t  fu n g i fo r  3 0  d a y s . T h e  r e su lt  in d ic a te d  th at th e  g lu c o s e  y ie ld  o f  p re tr e a te d  

w o o d  b y  T r a m e t e s  v e r s i c o l o r  M rP  1 r e a c h e d  4 5 %  b y  e n z y m a t ic  h y d r o ly s is .

M tu i e t .  a l .  ( 2 0 0 9 )  s tu d ie d  fu n g a l p re tr ea tm en t o f  a g r ic u ltu r a l r e s id u e s  r e s u lte d  

to  4 5  -  7 5 %  a n d  6 5  - 8 0 %  h o lo c e l lu lo s e  a n d  l ig n in  d e g r a d a tio n , r e s p e c t iv e ly .

2 )  C h e m ic a l  p r e t r e a t m e n t  b y  u s in g , fo r  e x a m p le  s o d iu m  h y d r o x id e , s u lfu r ic  

a c id , c a lc iu m  h y d r o x id e  ( l im e ) ,  e tc . to  s o lu b i l iz e  h e m ic e l lu lo s e  a n d  l ig n in  th a t c o v e r  c e l lu lo s e  

m a k e  c e l lu lo s e  m o r e  a c c e s s ib le  to  th e  c e l lu la s e .

- A c id  p re tr ea tm en t
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H su  ( 1 9 9 6 )  r e p o r ted  th at su lfu r ic  a c id  p r e tr e a tm e n t h a d  b e e n  m o s t  

e x t e n s iv e ly  u s e d  b e c a u s e  it  w a s  in e x p e n s iv e  a n d  e f f e c t iv e .

Z h e n g  ( 2 0 0 9 )  re p o r te d  th at a c id  p r e tr e a tm e n t m e th o d  w a s  d e r iv e d  fr o m  

th e  c o n c e n tr a te d  a c id  h y d r o ly s is  s u c h  a s  c o n c e n tr a te d  H 2ร 0 4 a n d  H C 1 h y d r o ly s is ,  w h ic h  w a s  

p o w e r fu l  a n d  e f f e c t iv e  fo r  c e l lu lo s e  h y d r o ly s is  b u t c o n c e n tr a te d  a c id  is  t o x ic ,  c o r r o s iv e ,  

h a z a r d o u s  a n d  r e q u ir e s  re a c to r s  th at n e e d  e x p e n s iv e  c o n s tr u c t io n  m a te r ia l r e s is ta n t  to  c o r r o s io n .

F r o m  th e  re p o r t o f  Z h e n g  ( 2 0 0 9 )  r e su lte d  in  d ilu te  a c id  p r e tr e a tm e n t h a s  r e c e iv e d  

n u m e r o u s  r e se a r c h  in te r e s ts . It h a d  b e e n  s u c c e s s f u l ly  d e v e lo p e d  fo r  p r e tr e a tm e n t o f  

l ig n o c e l lu lo s ic  b io m a s s .

K a r im i e t .  a l .  ( 2 0 0 6 )  r e p o r ted  th at d ilu te  a c id  p r e tr e a tm e n t m e th o d  g a v e  

h ig h  r e a c t io n  ra te a n d  s ig n if ic a n t ly  im p r o v e d  c e l lu lo s e  h y d r o ly s is .  D e p e n d in g  o n  th e  su b str a te  

a n d  th e  c o n d it io n s  u s e d ,  up  to  9 5 %  o f  th e  h e m ic e l lu lo s ic  su g a r  c o u ld  b e  r e c o v e r e d  b y  d i lu te -a c id  

h y d r o ly s is  fr o m  th e  l ig n o c e l lu lo s ic  fe e d s to c k .

T a h e r z a d e h  a n d  K a r im i ( 2 0 0 7 )  re p o r te d  th a t d ilu te  a c id  p r e tr e a tm e n t  

w a s  a n  e c o n o m ic a l  m e th o d  in  e th a n o l p r o d u c t io n  fr o m  l ig n o c e l lu lo s e  b e c a u s e  th is  m e th o d  g a v e  

h ig h  x y la n  to  x y lo s e  c o n v e r s io n  y ie ld s .

G r o h m a n n  et. a l. ( 1 9 6 8 )  a n d  T o r g e t  a n d  H s u  ( 1 9 9 4 )  r e p o r te d  th a t th e  

m a jo r  a d v a n ta g e  o f  d ilu te  a c id  p re tr ea tm en t o v e r  s t e a m - e x p lo s io n  w a s  s ig n i f ic a n t ly  h ig h e r  x y lo s e  

y ie ld .  W h e n  u s in g  b a tc h  d ilu te  s u lfu r ic  a c id  p re tr ea tm en t p r o c e s s ,  x y lo s e  y ie ld  w a s  s h o w e d  to  

a p p r o a c h  8 0 %  -9 0 %  o f  th e o r e t ic a l  v a lu e .

T a h e r z a d e h  a n d  K a r im i ( 2 0 0 7 )  re p o r te d  th at d if fe r e n t  c h e m ic a l  

in h ib ito r s  (fu r fu ra l, h y d r o x y m e th y lfu r fu r a l a n d  s o m e  v o la t i le  c o m p o u n d s  fr o m  h e m ic e l lo lo s e )  

m ig h t  b e  p r o d u c e d  d u r in g  th e  a c id  p re tr ea tm en t w h ic h  r e d u c e d  c e l lu la s e  a c t iv ity .

- A lk a l i  p re tr ea tm em t

G o s s e t t  e t .  a l .  ( 1 9 8 2 )  re p o r te d  th at a lk a li  p r e tr e a tm e n t c o u ld  s o lu b i l iz e  

b o th  h e m ic e l lu lo s e  a n d  s o m e  l ig n in , a n d  th e  s o lu b i l iz e d  h e m ic e l lu lo s e  c a n  fu rth er  c o n v e r t  to  

v o la t i le  c o m p o u n d  s u c h  a s  fu rfu ra l w h ic h  in h ib ite d  d o w n str e a m  fe r m e n ta tio n  p r o c e s s  w h i le  l ig n in  

c o u ld  in h ib it  fe r m e n ta tio n  p r o c e s s ,  to o .
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H s u  ( 1 9 9 6 )  r e p o r ted  th at th e  e f f e c t iv e n e s s  o f  a lk a lin e  p re tr ea tm en t  

d e p e n d e d  o n  su b str a te  a n d  trea tm e n t c o n d it io n s . G e n e r a lly ,  a lk a lin e  p r e tr e a tm e n t w a s  m o r e  

e f f e c t iv e  o n  a g r ic u ltu r a l r e s id u e s  a n d  h e r b a c e o u s  c r o p s  th a n  w o o d  m a ter ia l.

C h a n g  e t .  a l .  ( 2 0 0 1 )  r e p o r ted  th at l im e  w a s  a n  e f f e c t iv e  p re tr ea tm en t  

a g e n t  fo r  h e r b a c e o u s  b io m a s s  ( s w itc h g r a s s ,  b a g a s s e ,  w h e a t  s tr a w  a n d  c o m  s to v e r ) ,  a n d  o x id a t iv e  

l im e  ( l im e + o x y g e n )  w a s  e f f e c t iv e  p re tr ea tm en t a g e n t  fo r  w o o d y  b io m a s s .

G a n d i e t .  a l .  ( 1 9 9 7 )  a n d  R a b e lo  e t .  a l .  ( 2 0 0 9 )  r e p o r te d  th at l im e  

( c a lc iu m  h y d r o x id e )  p r e tr e a tm e n t p r o d u c e d  lo w  fe r m e n ta tio n  in h ib ito r s ,  p r o v id e d  lo w - c o s t  

a lte r n a t iv e  fo r  l ig n in  s o lu b i l iz a t io n .  A p p r o x im a te ly  3 3 %  o f  l ig n in  a n d  1 0 0 %  o f  a c e t y l  g r o u p s  

w e r e  r e m o v e d . T h e  a c t io n  o f  l im e  is  s lo w e r  th a n  o th e r  p r e tr e a tm e n ts  l im e  is  a n  in e x p e n s iv e  

r e a g e n t, s a fe  a n d  c a n  b e  e a s i ly  r e c o v e r e d

K im  a n d  H o ltz a p p le  ( 2 0 0 5 )  u s e d  l im e  to  p re trea t c o m  s to v e r  r e v e a le d  

th at o b ta in e d  m a x im u m  l ig n in  r e m o v a l o f  8 7 .5 %  at 5 5  ° c  fo r  4  w e e k s  w ith  a e r a tio n .

P la y n e  ( 1 9 8 4 )  r e p o r ted  th at u s in g  l im e  p r e tr e a tm e n t a t a m b ie n t  

c o n d it io n s  fo r  u p  to  1 9 2  h  c a n  b e  e n h a n c e d  th e  e n z y m e  d ig e s t ib i l i ty  o f  th e  s u g a r c a n e  b a g a s s e  

fr o m  2 0 %  to  7 2 % . H e  a ls o  c o n c lu d e d  th at l im e  w o u ld  b e  th e  c h o ic e  c h e m ic a l  b a s e d  o n  th e  c o s t  

o f  c h e m ic a ls .

3 )  P h y s i c a l  p r e t r e a t m e n t  b y  c u tt in g , m i l l in g  in c lu d in g  h e a t in g , ir r a d ia tio n  

(g a m m a -r a y , e le c tr o n -b e a m  a n d  m ic r o w a v e )  a n d  a u to h y d r o ly s is .  T h is  m e th o d  r e d u c e s  su b str a te  

p a r tic le  s i z e  ( in c r e a s e s  a n  a v a ila b le  su r fa c e  a r ea ), d e c r e a s e s  c e l lu lo s e  c r y s ta l l in ity  a n d  d e g r e e  o f  

p o ly m e r iz a t io n .  D is a d v a n ta g e  o f  th e  p h y s ic a l  p re tr ea tm en t is  a  h ig h  e n e r g y  r e q u ir e m e n t.

Y a n g  e t .  a l .  ( 2 0 0 8 )  r e p o r te d  th at g a m m a  r a d ia t io n  c a n  b r e a k d o w n  o f  th e  

s tru ctu re  o f  p o w d e r  o f  1 4 0  m e s h  w h e a t  s tr a w  le a d in g  to  w e ig h t  lo s s  a n d  g lu c o s e  y ie ld  o f  1 3 .4 0 %  

at 5 0 0  k G y .

Z h u  e t .  a l .  ( 2 0 0 5 a ,  2 0 0 5 b ,  2 0 0 6 )  re p o r te d  th at m ic r o w a v e  ir r a d ia tio n  (u p  to  7 0 0  

พ )  at v a r io u s  e x p o s u r e  t im e s  r e su lte d  to  w e ig h t  lo s s  d u e  to  d e g r a d a tio n  o f  c e l lu lo s e ,  

h e m ic e l lu lo s e  a n d  lig n in .

N e g r o  e t .  a l .  ( 2 0 0 3 )  a n d  B a l le s t e r o s  e t .  a l .  ( 2 0 0 8 )  r e p o r te d  th at a u to h y d r o ly s is  o r  

u n c a ta ly z e d  s t e a m - e x p lo s io n  w a s  m e th o d  w h ic h  u s e d  o n ly  s te a m  w a te r . In  th is  m e th o d , b io m a s s  

p a r tic le s  are  r a p id ly  h e a te d  b y  h ig h -p r e s su r e  sa tu ra ted  s te a m  fo r  a  p e r io d  t im e  to  p r o m o te  th e
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h e m ic e l lu lo s e  h y d r o ly s is .  T h e  k e y  fa c to r s  fo r  u n c a ta ly z e d  s te a m -  e x p lo s io n  are tr e a tm e n t t im e ,  

te m p er a tu re , p a r tic le  s i z e  a n d  m o is tu r e  c o n te n t .

In  2 0 0 3 ,  R a m o s  r e p o r te d  th at th e  b e s t  p r e tr e a tm e n t is  a  c o m b in a t io n  o f  p h y s ic a l  

a n d  c h e m ic a l  m e th o d  ( p h y s io c h e m ic a l  m e th o d )  b e c a u s e  th e  m e th o d  h a s  th e  h ig h e s t  e f f i c a c y  fo r  

fr a c t io n a t in g  w o o d  in to  its  3 m a jo r  c o m p o n e n ts  a n d  fo r  e n h a n c in g  th e  s u s c e p t ib i l i t y  o f  c e l lu lo s e  

to  e n z y m a t ic  a tta ck .

P h y s io c h e m ic a l  p r e t r e a t m e n t  w a s  a  m e th o d  w h ic h  c o m b in e d  c h e m ic a l  a n d  

p h y s ic a l  tr e a tm e n t s y s te m s  r e su lte d  in  d is s o lv in g  h e m ic e l lu lo s e ,  a lte r a t io n  o f  l ig n in  str u c tu re  a n d  

p r o v id in g  a n  im p r o v e d  a c c e s s ib i l i ty  o f  th e  c e l lu lo s e  fo r  h y d r o ly t ic  e n z y m e s  (H e n d r ik s  a n d  

Z e e m a n , 2 0 0 9 ) .  T h e  m e c h a n is m  o f  th is  m e th o d  w e r e  d e l ig n if ic a t io n ,  d e c r e a s e  o f  th e  c e l lu lo s e  

c r y s ta ll in ity  a n d  d e g r e e  o f  p o ly m e r iz a t io n  a n d  p a r tia l o r  c o m p le t e  h y d r o ly s is  o f  h e m ic e l lu lo s e  

(T a h e r z a d e h  a n d  K a r im i, 2 0 0 7 ) .

รนท a n d  C h e n g  ( 2 0 0 2 )  re p o r te d  th a t th e  m o s t  s u c c e s s f u l  

p h y s ic o c h e m ic a l  p r e tr e a tm e n ts  in c lu d e  th e r m o c h e m ic a l tr e a tm e n ts  s u c h  a s  s te a m  e x p lo s io n ,  

l iq u id  h o t  w a te r  (L H W ), a m m o n ia  f ib e r  e x p lo s io n  (A F E X )  a n d  C 0 2 e x p lo s io n .

M tu i e t .  a l .  ( 2 0 0 9 )  r e p o r te d  th a t a d d it io n  o f  H 2ร 0 4 (o r  S 0 2) o r  C 0 2 in  

s te a m  e x p lo s io n  o f  l ig n o c e l lu lo s ic  w a s te  c a n  e f f e c t iv e ly  im p r o v e  e n z y m a t ic  h y d r o ly s is  a n d  

d e c r e a s e  th e  p r o d u c t io n  o f  in h ib ito r y  c o m p o u n d s .

M o s ie r  e t .  a l .  ( 2 0 0 5 )  r e p o r ted  th at l iq u id  h o t  w a te r  p r e tr e a tm e n t o f  c o m  

f ib e r  a t 1 6 0  ° c  a n d  a  p H  a b o v e  4 .0  c a n  b e  d is s o lv e d  5 0 %  o f  th e  f ib e r  w ith in  2 0  m in .

T e y m o u r i e t .  a l .  ( 2 0 0 5 )  re p o r te d  th at th e  A P E X  p r e tr e a tm e n t is  an  

e f f e c t iv e  m e th o d . T h e  ra te a n d  th e  e x te n t  o f  b o th  g lu c o s e  a n d  x y lo s e  p r o d u c e d  w e r e  s u b s ta n tia lly  

g r e a te r  th a n  th e  u n tr e a te d  s a m p le .

M c M il la n  ( 1 9 9 4 )  r e p o r te d  th at A F E X  w o r k s  o n ly  m o d e r a te ly  a n d  is  n o t  

a ttr a c tiv e  fo r  th e  b io m a s s  w ith  h ig h  l ig n in  c o n te n t  s u c h  a s  h a r d w o o d , s o f t w o o d  a n d  n e w s p a p e r .  

T h e  y ie ld s  o f  e n z y m a t ic  h y d r o ly s is  o f  A F E X -p r e tr e a te d  n e w s p a p e r  (1 8 % -3 0 %  l ig n in )  a n d  a s p e n  

c h ip s  (2 5 %  l ig n in )  w e r e  r e p o r te d  a s  o n ly  4 0 %  a n d  b e lo w  5 0 % , r e s p e c t iv e ly .
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2 .4 .2  E n z y m a t i c  h y d r o ly s i s

E n z y m a t ic  h y d r o ly s is  o f  c e l lu lo s e  to  g lu c o s e  is  ca r r ie d  o u t  b y  c e l lu la s e  u n d e r  

m ild  c o n d it io n s  ( e .g .  p H  4 .5 - 5 .0  a n d  te m p er a tu re  4 0 - 5 0  ° c ) .  C e l lu la s e  i s  a  g r o u p  o f  e n z y m e  ( P ‘ 

1 ,4 -e n d o g lu c a n a s e ,  P ' l ,4 - e x o g lu c a n a s e  a n d  p - g lu c o s id a s e  ( c e l lo b ia s e ) ) .  H y d r o ly s is  o f  n atu ra l 

c e l lu lo s e  to  g lu c o s e  d e p e n d s  o n  th e  s y n e r g is m  o f  th e  th ree  e n z y m e s  (C h e n  e t .  a l . , 2 0 0 7 .  (3 -1 ,4 -  

e n d o g lu c a n a s e  o r  l ,4 - p - D - g lu c a n - 4 - g lu c a n o h y d r o la s e  is  m o r e  a c t iv e  a g a in s t  a m o r p h o u s  r e g io n  o f  

c e l lu lo s e  a n d  it c a n  a ls o  h y d r o ly z e  s u b s titu te d  c e l lu lo s e ,  s u c h  a s  c a r b o x y m e t h y lc e l lu lo s e  (C M C )  

(H im m e l e t .  a l . ,  1 9 9 6 ) .  P - l ,4 - e x o g lu c a n a s e  o r  1 ,4 - P -D -g lu c a n  c e l lo b io h y d r o la s e  is  a c t iv e  o n  

c r y s ta ll in e  c e l lu lo s e .  T h e  e x o g lu c a n a s e  c le a v e s  d is a c c h a r id e  ( c e l lo b io s e )  u n it  in  c e l lu lo s e  c h a in  

e ith e r  fr o m  n o n r e d u c in g  o r  r e d u c in g  en d , w h e r e a s  th e  e n d o g lu c a n a s e  h y d r o ly s e s  th e  c e l lu lo s e  

c h a in  in te r n a lly .

P -G lu c o s id a s e  c le a v e s  c e l lo b io s e  to  g lu c o s e  (B é g u in ,  1 9 9 0 ) .  C e l lu lo s e  h y d r o ly z e s  s te p  i s  s h o w n  

in  F ig u r e  12 .

T h o u g h , c e l lu la s e  is  p r o d u c e d  b y  s e v e r a l  m ic r o o r g a n is m s  s u c h  a s  T r i c h o d e r m a ,  

A s p e r g i l l u s ,  C l o s t r i d i u m ,  P é n i c i l l i u m ,  F u s a r i u m  a n d  S t e p t o m y c e s .  M o s t  o f  c o m m e r c ia l  c e l lu la s e  

is  p r o d u c e d  fr o m  T r i c h o d e r m a  sp . (T a h e r z a d e h  a n d  K a r im i, 2 0 0 7 ) .  H o w e v e r ,  T r i c h o d e r m a  

c e l lu la s e  h a s  lo w  a c t iv ity  o f  P -g lu c o s id a s e .

S e v e r a l s tu d ie s  im p r o v e d  a n  a c t iv ity  o f  T r i c h o d e r m a  c e l lu la s e  b y  

s u p p le m e n ta t io n  w ith  e x tr a  p -g lu c o s id a s e  (T a h e r z a d e h  a n d  K a r im i, 2 0 0 7 ) .
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F ig u r e  1 2  S c h e m a t ic  d ia g r a m  s h o w in g  h y d r o ly s is  c e l lu lo s e  b y  c e l lu lo ly t ic  e n z y m e

(T a h e r z a d e h  a n d  K a r im i, 2 0 0 7 )

F a c to r s  e f f e c t s  o n  e n z y m a t ic  h y d r o ly s is  o f  l i g n o c e l lu lo s e  are  su b str a te  

c o n c e n tr a t io n , p r e tr e a tm e n t m e th o d , c e l lu la s e  a c t iv ity  a n d  h y d r o ly s is  c o n d it io n s  s u c h  as  

te m p e r a tu r e , p H  a n d  m ix in g .  H ig h  su b str a te  c o n c e n tr a tio n  c a u s e s  su b s tr a te  in h ib it io n  r e s u lt in g  

fr o m  p r o b le m  in  m ix in g  a n d  m a s s  tra n sfe r  (T a h e r z a d e h  a n d  K a r im i, 2 0 0 7 ) .

K a y a  e t .  a l .  ( 1 9 9 5 )  s tu d ie d  a b o u t in f lu e n c e  o f  su r fa c ta n ts , c a t io n ic ,  a n io n ic  a n d  

n o n - io n ic  su r fa c ta n ts , o n  th e  e n z y m a t ic  h y d r o ly s is  o f  x y la n  a n d  c e l lu lo s e .  T h e  r e su lt  s h o w e d  th at  

a ll s u r fa c ta n ts  h a d  s o m e  e f f e c t s  o n  th e  a c t iv it ie s  o f  x y la n a s e  a n d  c e l lu la s e .  S u r fa c ta n ts  c o u ld  a c t  

a s  b o th  a c c e le r a to r s  a n d  in h ib ito r s  fo r  th e  e n z y m e s .  T h e  e n z y m e  a c t iv ity  im p r o v e d  w ith  a ll

n o n io n ic  s u r fa c ta n ts  s tu d ie d .
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T a h e r z a d e h  a n d  K a r im i ( 2 0 0 7 )  re p o r te d  th at c h a n g e  o f  l ig n o c e l lu lo s e  e n z y m a t ic  

h y d r o ly s is  b y  io n ic  a n d  n o n - io n ic  su r fa c ta n ts  d u e  to  m o d if ic a t io n  o f  c e l lu lo s e  s u r fa c e  p ro p er ty .

G u p ta  e t .  a l .  ( 2 0 0 9 )  fo u n d  th at n o n - io n ic  su r fa c ta n t ( T w e e n - 8 0 )  w a s  th e  m o s t  

e f f e c t iv e .  T w e e n - 8 0  p r o te c te d  th e  e n z y m e s  fr o m  th e r m a l d e a c t iv a t io n  d u r in g  th e  e n z y m a t ic  

h y d r o ly s is  w a s  p r o p o s e d . T h is  m a y  b e  th e  r e su lt  o f  r e d u c t io n  in  e n z y m e  c o n ta c t  w ith  th e  a ir-  

l iq u id  in te r fa c e  d u e  to  s u r fa c e  a c t iv ity  o f  th e  su r fa c ta n ts .

T h e  r e d u c t io n  in  su r fa c e  te n s io n  o f  th e  s o lu t io n  in h ib it s  th e  n o n -p r o d u c t iv e  

a tta c h m e n t o f  th e  e x o g lu c a n a s e  to  th e  l ig n in  su r fa c e  a n d  a l lo w s  th e  s a c c h a r if y in g  e x o g lu c a n a s e  

g r e a te r  a c c e s s  to  c e l lu lo s e ,  w h ic h  r e su lts  in  in c r e a s e  o f  s u g a r  r e le a s e  (H e m m a t in e ja d  e t .  a l ,  2 0 0 2 ) .

2 .4 .3  F e r m e n t a t io n

L ig n o c e l lu lo s e  is  th e  la r g e s t  s o u r c e  o f  h e x o s e  a n d  p e n to s e  su g a r s . S o ,  e th a n o l  

f e r m e n ta tio n  y ie ld  fr o m  l ig n o c e l lu lo s ic  su b str a te  r e q u ir e s  th e  o r g a n is m  th at c a n  fe r m e n t  b o th  

h e x o s e  su g a r s  ( g lu c o s e ,  m a n n o s e ,  a n d  g a la c t o s e )  a n d  p e n to s e  su g a r s  ( x y lo s e  a n d  a r a b in o s e )  in  th e  

p r e s e n c e  o f  in h ib ito r y  c o m p o u n d s  lib e r a te d  fr o m  p re tr ea tm en t s te p . (M a r g e o t  e t .  a l . , 2 0 0 9 ) .  

S a c c h a r o m y c e s  c e r e v i s i a e ,  w h ic h  is  p re fe rre d  o r g a n is m  fo r  fe r m e n ta t iv e  e th a n o l p r o d u c t io n  d u e  

to  h ig h  e th a n o l e f f i c a c y  a n d  h ig h  to le r a n c e  to  th e  in h ib ito r y  c o m p o u n d s  b u t ร .  c e r e v i s i a e  la c k s  o f  

k e y  e n z y m e s  in  x y lo s e - m e t a b o l i s in g  p a th w a y  (Z h a o  a n d  X ia , 2 0 0 9 ) .  p .  s t i p i t i s ,  c o u ld  fe r m e n t  

x y lo s e  to  e th a n o l,  h a d  b o a r d  su b str a te  s p e c i f ic i t y  a n d  a b s o lu te ly  n o t  r e q u ir e d  v ita m in , w a s  a  

p o te n tia l  o r g a n is m  fo r  e t h a n o l ic - x y lo s e  f e r m e n ta tio n  (d u  P r e e z  e t .  a i ,  1 9 8 6 ) .  C a n d i d a  s h e h a t a e  

a n d  P a c h y s o l e n  t a n n o p h i l u s  c o u ld  a ls o  fe r m e n t x y lo s e  to  e th a n o l e f f i c ie n t ly  ( A b b i  e t .  a l ,  1 9 9 6 ) .

T h e  l ig n o c e l lu lo s ic  e th a n o l fe r m e n ta tio n  is  d iv id e d  in to  2  m e th o d s :  s e p a r a te  

h y d r o ly s is  a n d  fe r m e n ta t io n  (S H F )  a n d  s im u lta n e o u s  s a c c h a r if ic a t io n  a n d  fe r m e n ta t io n  (S S F ) .

-  S e p a r a t e  H y d r o ly s i s  a n d  F e r m e n t a t io n  ( S H F )

S e p a r a te  h y d r o ly s is  a n d  f e r m e n ta tio n  is  a  p r o c e s s  o f  fe r m e n ta tio n  w h e n  

e n z y m a t ic  h y d r o ly s is  a n d  fe r m e n ta tio n  are p e r fo r m e d  s e q u e n t ia lly .  T h e  a d v a n ta g e  o f  th is  p r o c e s s  

is  p o s s ib le  to  ca rry  o u t th e  c e l lu la s e  h y d r o ly s is  a n d  f e r m e n ta tio n  at its  o p t im u m  c o n d it io n s .  

S o d e r s tr o m  e t .  a l .  ( 2 0 0 3 ) ;  W in g r e  e t .  a l .  ( 2 0 0 3 ) ;  S a h a  e t .  a l .  ( 2 0 0 5 )  a n d  O ls s o n  e t .  a l .  ( 2 0 0 6 )  

re p o r te d  th at th e  o p t im u m  tem p er a tu re  fo r  c e l lu la s e  a c t iv ity  is  u s u a l ly  4 5 - 5 0  ° c  d e p e n d in g  o n
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c e l lu la s e -p r o d u c in g  m ic r o o r g a n is m s ,  w h i le  th e  o p t im u m  fe r m e n ta tio n  te m p e r a tu r e  fo r  e th a n o l-  

p r o d u c in g  m ic r o o r g a n is m s  is  u s u a l ly  3 0 - 3 6  ° c .

M a in  d r a w b a c k  o f  th e  S H F  p r o c e s s  is  a n  in h ib it io n  o f  c e l lu la s e  a c t iv ity  

b y  r e le a s e d  s u g a r s , m a in ly  c e l lo b io s e  a n d  g lu c o s e .  P h il ip p id is  a n d  S m ith  ( 1 9 9 5 )  r e p o r te d  th at  

c e l lo b io s e  c o n c e n tr a t io n  lo w e r  th a n  6  g/1 r e d u c e d  in  c e l lu la s e  a c t iv ity  b y  6 0 % . T h e  in h ib ito r y  

e f f e c t  o f  g lu c o s e  o n  c e l lu la s e  a c t iv ity  is  lo w e r  th a n  th at o f  c e l lo b io s e  b u t it is  a  s tr o n g  in h ib ito r  fo r  

p - g lu c o s id a s e .  A t  3 g/1 o f  g lu c o s e ,  th e  a c t iv ity  o f  g lu c o s id a s e  w a s  r e d u c e d  b y  7 5 % .

A n o th e r  p r o b le m  o f  th e  S H F  p r o c e s s  is  c o n ta m in a t io n  b e c a u s e  th e  

h y d r o ly s is  p r o c e s s  is  to o  lo n g  a n d  a  d ilu te  s o lu t io n  o f  su g a r s  a lw a y s  h a s  a  r isk  o f  m ic r o b ia l  

c o n ta m in a t io n  e v e n  at h ig h  tem p er a tu re  s u c h  a s  4 5 - 5 0  ° c .  T h e  e n z y m e  c a n  b e  th e  s o u r c e  o f  th e  

c o n ta m in a t io n , b e c a u s e  it  is  d if f ic u lt  to  s te r i l iz e  th e  c e l lu la s e  d u e  to  it s  d e a c t iv a t io n  d u r in g  

a u to c la v e .

-  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 io n  a n d  F e r m e n t a t io n  ( S S F )

S im u lta n e o u s  S a c c h a r if ic a t io n  a n d  F e r m e n ta tio n  is  a  p r o c e s s  th at  

c o m b in e s  b o th  e n z y m a t ic  h y d r o ly s is  a n d  fe r m e n ta tio n  in  o n e  s te p . In  th is  p r o c e s s ,  g lu c o s e  

p r o d u c e d  b y  h y d r o ly z in g  e n z y m e s  is  c o n s u m e d  im m e d ia te ly  b y  f e r m e n t in g  m ic r o o r g a n is m  

r e s u lt in g  in  r e d u c t io n  o f  th e  c e l lu la s e  in h ib it io n . T h e  a d v a n ta g e s  o f  th e  S S F  p r o c e s s  are  r e d u c t io n  

o f  r e a c to r  n u m b e r  a n d  fa s te r  s a c c h a r if ic a t io n  ra te r e s u lt in g  in  lo w e r  c o s t  o f  p r o c e s s  ( G h o s h  e t ,  a l . , 

1 9 8 2 ) .  T h e  r isk  o f  c o n ta m in a t io n  o n  th e  S S F  p r o c e s s  is  lo w e r  th a n  th e  S H F  p r o c e s s  b e c a u s e  

p o s s ib i l i t y  o f  c o n ta m in a t io n  is  r e d u c e d  in  th e  p r e s e n c e  o f  e th a n o l (T a h e r z a d e h  a n d  K a r im i, 2 0 0 7 ) .

M a in  d r a w b a c k  o f  th e  S S F  p r o c e s s  is  th e  d if fe r e n t  b e t w e e n  o p t im a l  

c o n d it io n s  (m a in ly  p H  a n d  te m p e r a tu r e )  fo r  e n z y m a t ic  s a c c h a r if ic a t io n  a n d  f e r m e n ta  t io n  (S a h a  

a n d  C o tta , 2 0 0 8 ) .  P h i l ip p id is  e t .  a l .  ( 1 9 9 3 )  re p o r te d  th a t th e  o p t im a l te m p e r a tu r e  fo r  th e  S S F  

p r o c e s s  w a s  3 7 - 3 8  ° c ,  w h ic h  w a s  c o m p r o m is e  b e t w e e n  th e  b e s t  te m p e r a tu r e  fo r  e n z y m a t ic  

s a c c h a r if ic a t io n  ( 4 5 - 5 0  ° c  )  a n d  th e  b e s t  te m p er a tu re  fo r  y e a s t  fe r m e n ta t io n  ( 3 0  ° c ) .  T h e r e  are  

m a n y  s tu d ie s  o n  s c r e e n in g  a n d  d e v e lo p in g  fo r  th e r m o to le r a n t y e a s t  s tr a in s  th a t p e r fo r m  w e l l  a t 4 0  

° c  w ith  h ig h  e th a n o l to le r a n c e  w h ic h  e x p e c t  to  s o lv e  th is  p r o b le m  o f  th e  S S F  p r o c e s s  (r e f) .

A n o th e r  p r o b le m  o f  th e  S S F  p r o c e s s  is  a n  in h ib it io n  o f  c e l lu la s e  b y  

p r o d u c e d  e th a n o l.  W y m a n  ( 1 9 9 6 )  re p o r te d  th at 3 0 g / l  e th a n o l r e d u c e d  c e l lu la s e  a c t iv ity  b y  2 5 % . 

H o w e v e r ,  th ere  h a s  b e e n  le s s  a tte n t io n  to  c e l lu la s e  in h ib it io n  o f  e th a n o l b e c a u s e  p r a c t ic a lly  it is
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n o t  p o s s ib le  to  w o r k  w ith  v e r y  h ig h  su b str a te  c o n c e n tr a tio n  b e c a u s e  o f  m ix in g  p r o b le m  a n d  

in s u f f ic ie n t ly  m a s s  tra n sfer .

T h e  S S F  p r o c e s s  g a v e  h ig h e r  re p o r te d  e th a n o l y ie ld s  a n d  r e q u ir e d  lo w e r  a m o u n t  

o f  e n z y m e  th a n  th e  S H F  p r o c e s s  (E k lu n d  a n d  Z a c c h i,  1 9 9 5 ;  K a r im i e t .  a l ,  2 0 0 6 ;  M c M il la n  e t .  a l ,  

1 9 9 9 ;  รนท a n d  C h e n g , 2 0 0 2 ) .

O h g r e n  e t .  a l .  ( 2 0 0 7 )  c o m p a r e d  a n  e th a n o l y ie ld  o f  s te a m -p r e tr e a te d  

c o m  s to v e r  b y  fe r m e n te d  b y  th e  S H F  a n d  S S F  m e th o d . T h e y  fo u n d  th at th e  S S F  p r o c e s s  g a v e  

13%  h ig h e r  o v e r a l l  e th a n o l y ie ld s  th a n  th e  S H F  p r o c e s s  (7 2 .4 %  v e r s u s  5 9 .1 %  o f  th e  th e o r e t ic a l) .  

T h e  r e d u c t io n  o f  g lu c o s e  in h ib it io n  in  a n  e n z y m a t ic  h y d r o ly s is  w a s  fo u n d  d u r in g  th e  S S F  p r o c e s s .  

S o , th e  S S F  p r o c e s s  w a s  c o n c lu d e d  to  b e  a  b e tte r  p r o c e s s  c o n f ig u r a t io n  th a n  th e  S H F  p r o c e s s  

w h e n  th e  w h o le  s lu rry  w a s  u s e d .

K a r im i e t .  a l .  ( 2 0 0 6 )  a n d  A b e d in ifa r  e t .  a l .  ( 2 0 0 9 )  s tu d ie d  o n  e th a n o l  

p r o d u c t io n  fr o m  d u ilu te -a c id  p r e tr ea ted  r ic e  s tr a w  b y  b o th  th e  S H F  a n d  th e  S S F  p r o c e s s e s  u s in g  

M u c o r  i n d i c u s ,  R h i z o p u s  o r y z a e  a n d  S a c c h a r o m y c e s  c e r e v i s i a e .  In  c a s e  o f  th e  S H F  p r o c e s s ,  ร .  

c e r e v i s i a e  h a d  a g r e a t  p o te n tia l  fo r  e th a n o l fe r m e n ta tio n  f o l lo w e d  b y  M .  i n d i c u s  a n d  R . o r y z a e ,  

r e s p e c t iv e ly .  W h i le  in  th e  S S F  p r o c e s s ,  R .  o r y z a e  h a d  th e  b e s t  e th a n o l y ie ld  f o l lo w e d  b y  M .  

i n d i c u s .  E th a n o l y ie ld  fr o m  th e  S H F  p r o c e s s  b y  ร .  c e r e v i s i a e  w a s  0 .3 9  g /g  a fte r  3 d a y s  o f  

in c u b a t io n . A n d  e th a n o l y ie ld  fr o m  th e  S S F  p r o c e s s  b y  R .  o r y z a e  w a s  0 .7 4  g /g  a fte r  2 -3  d a y s  o f  

in c u b a t io n . F r o m  th e s e  r e su lt  ร in d ic a te d  th at th e  S S F  p r o c e s s  w a s  b e tte r  e th a n o l p r o d u c t io n  

p r o c e s s  th a n  th e  S H F  p r o c e s s  w h e n  p e r fo r m e d  w ith  d ilu te -a c id  p re tr e a te d  r ic e  s tr a w .

S o f t w o o d  h e m ic e l lu lo s e  is  m a in ly  c o m p o s e d  o f  m a n n o s e ,  w h ic h  c a n  b e  

se p a r a te d  d u r in g  th e  p r e tr e a tm e n t a n d  th e  fe r m e n ta tio n  in  a  s e p a r a te  b io r e a c to r  ( F ig u r e l3 )  o r  

p o s s ib ly  fe r m e n te d  to g e th e r  w ith  th e  p re tr ea ted  c e l lu lo s e  in  S H F  b io r e a c to r . In  c a s e  o f  e th a n o l  

p r o d u c t io n  fr o m  h a r d w o o d  a n d  a g r icu ltu ra l r e s id u e s , th e  h e m ic e l lu lo s e  c o n ta in s  p e n to s e  w h ic h  

c a n  b e  c o n v e r te d  to  e th a n o l in  se p a r a te  p e n to s e - f e r m e n t in g  b io r e a c to r  (F ig u r e  1 4 )  (T a h e r z a d e h  

a n d  K a r im i, 2 0 0 7 ) .
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Figure 13 P r o c e s s  f l o w  d ia g r a m s  o f  se p a r a te  e n z y m a t ic  h y d r o ly s is  a n d  fe r m e n ta t io n  (S H F )

p r o c e s s .  (T a h e r z a d e h  a n d  K a r im i, 2 0 0 7 ) .
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Figure 14 P r o c e s s  f l o w  d ia g r a m s  o f  s im u lta n e o u s  s a c c h a r if ic a t io n  a n d  fe r m e n ta t io n  ( S S F )  

p r o c e s s  (T a h e r z a d e h  a n d  K a r im i, 2 0 0 7 ) .
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T h e r e  are m a n y  s tu d ie s  o n  e th a n o l y ie ld  fr o m  p e n to s e  s u g a r  f e r m e n ta tio n  u s in g  

P i c h i a  s t i p i t i s  s u c h  as:

- E th a n o l ( 0 .3 9  g /g )  w a s  p r o d u c e d  fr o m  D - x y lo s e  w o o d  (d u  P r e e z  e t .  a l ,  1 9 8 6 ) .

- A  0 .3 7  g / g  o f  e th a n o l w a s  p r o d u c e d  fr o m  a s p e n  w o o d  ( D e lg e n e s  e t .  a l ,  1 9 9 6 ) .

- K a p o o r  e t .  a l .  ( 2 0 0 8 )  re p o r te d  a n  e th a n o l p r o d u c t io n  o f  0 .3 6  g /g  fr o m  P r o s o p i s

j u l i f l o r a .

- G u p ta  e t .  a l .  ( 2 0 0 9 )  o b ta in e d  e th a n o l ( 0 .3 9  g /g )  fr o m  P r o s o p i s  j u l i f l o r a .
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