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4.1 Abstract

B i o f u e l s  p r o d u c e d  f r o m  l i g n o c e l l u l o s i c  m a t e r ia ls ,  s o  c a l le d  s e c o n d  

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

c o m p a r is o n  t o  b i o f u e l s  p r o d u c e d  fr o m  s ta r c h  o r  s u g a r . T h e r e  a re  m a in ly  t w o  

p r o c e s s e s  i n v o lv e d  in  th e  c o n v e r s i o n  r o u te s :  h y d r o ly s i s  o f  c e l l u l o s e  t o  p r o d u c e  

r e d u c in g  s u g a r  a n d  f e r m e n t a t io n  o f  s u g a r s  to  b i o f u e l s .  T h e r e f o r e ,  p r e tr e a tm e n t  o f  

l i g n o c e l l u l o s i c  m a t e r ia ls  t o  r e m o v e  h e m i c e l l u l o s e  a n d  l ig n in  c a n  s ig n i f ic a n t ly  

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

e n z y m e  a c c e s s i b i l i t y  b y  im p r o v in g  d ig e s t i b i l i t y  o f  c e l l u l o s e .  A c c o r d in g ly ,  d i lu te  

s u l f u r ic  a c id  w a s  u s e d  t o  p r e tr e a t  c o m  c o b s  p r io r  t o  e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s .  A f t e r  

p r e tr e a tm e n t  o f  c o m  c o b s  b y  d i lu t e  a c id  u n d e r  th e  o p t im a l  c o n d i t io n  ( 1 2 0  ๐c ,  5  m in ) ,  
th e  h ig h e s t  y i e ld  o f  to ta l  s u g a r s  o f  2 4 .7 3  g/1 w a s  o b t a in e d .  A f t e r  e n z y m a t ic  

h y d r o ly s i s ,  t h e  h ig h e s t  y ie ld  o f  to ta l  s u g a r s  o f  2 2 .3 7  g /1  w a s  o b t a in e d  a n d  th e  f in a l  
to ta l  s u g a r  y i e ld  r e a c h e d  4 7 .1 1  g /1 . It c a n  b e  c o n c lu d e d  th a t 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  b e  s u c c e s s f u l ly  a p p l ie d  fo r  c o m  c o b s  t o  a c h i e v e  h ig h  y ie ld s  o f  

m o n o m e r ic  g l u c o s e  a n d  x y l o s e .

4.2 Introduction

D u e  t o  la c k in g  o f  r e c o u r s e  s u s t a in a b i l i t y  a n d  i n c r e a s in g  d e m a n d  o f  f o s s i l  

f u e l s  h a v e  f o r c e d  th e  g lo b a l  s c i e n t i f i c  c o m m u n it y  t o  in te n d  a  r e s e a r c h  o n  a lt e r n a t iv e  

a n d  r e n e w a b le  e n e r g y  s o u r c e s .  B io e t h a n o l  c a n  b e  p r o d u c e d  f r o m  l ig n o c e l l u l o s i c  

m a te r ia ls  u s e d  a s  s u b s t r a te s  fo r  th e  p r o d u c t io n  o f  b io e t h a n o l  b e c a u s e  o f  a b u n d a n c e ,  
c h e a p n e s s  a n d  r e n e w a b i l i t y  ( G a b h a n e  et a i ,  2 0 1 0 ) .  N o r m a l l y ,  l i g n o c e l l u l o s i c  

b io m a s s  l ik e  c o m ,  c a s s a v a ,  s u g a r c a n e  e tc .  i s  m a in ly  c o m p o s e d  o f  c e l l u l o s e  ( 3 8 -  

5 0 % ) , h e m i c e l l u l o s e  ( 2 3 - 3 2 % )  a n d  l ig n in  ( 1 5 - 3 0 % )  %  w t . o f  b i o m a s s  m a te r ia l  o n  

d ry  b a s i s  a lo n g  w i t h  s m a l le r  a m o u n t s  o f  e x t r a c t iv e  a n d  a s h .
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C o m  c o b s  a r e  th e  m o s t  a b u n d a n t  a g r ic u ltu r e  w a s t e  a r o u n d  th e  w o r ld  a n d  th e  

a m o u n t  a v a i la b le  in  T h a i la n d  h a s  b e e n  e s t im a t e d  to  3 .8 5  m i l l i o n  t o n s  o f  c o r n  p e r  y e a r  

T h e r e f o r e ,  c o m  c o b s  a r e  c o n s id e r e d  to  b e  a n  a t t r a c t iv e  b i o m a s s  f o r  b io e t h a n o l  

p r o d u c t io n  ( C h e n  et al., 2 0 1 1 ) .  T h e  m o s t  c o m m o n  p r o c e s s i n g  o f  l i g n o c e l l u l o s i c  

b i o m a s s  t o  b io e t h a n o l  c o n s i s t s  o f  fo u r  m a jo r s ;  p r e tr e a tm e n t  o f  r a w  m a te r ia ls ,  
e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s  o f  th e  p r e tr e a te d  m a t e r ia ls  in t o  f e r m e n t a b le  s u g a r s ,  
f e r m e n t a t io n  o f  t h e  f e r m e n t a b le  s u g a r  in to  b io e t h a n o l ,  a n d  e t h a n o l  s e p a r a t io n  (L in  et 

al., 2 0 1 0 ) .
P r e tr e a t m e n t  p r o c e s s  i s  a n  im p o r ta n t  s t e p  fo r  e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s  r e q u ir e d  

t o  a lt e r  th e  s tr u c tu r e , o f  c e l l u l o s e  a n d  to  m a k e  it  m o r e  a c c e s s i b l e  f o r  e n z y m a t ic  

h y d r o ly s i s .  T h e r e f o r e ,  t h e  m a in  o b j e c t iv e  o f  p r e tr e a tm e n t  i s  to  r e m o v e  b o th  

h e m i c e l l u l o s e  a n d  l ig n in  a n d  t o  e n h a n c e  th e  s u r f a c e  a r e a  o f  s u b s t r a te s .  P r e tr e a tm e n t  

m e t h o d s  a re  e i t h e r  ' p h y s ic a l  o r  c h e m ic a l .  S o m e  m e t h o d s  r e q u ir e  b o th  e f f e c t s .  
H o w e v e r ,  a m o n g  t h e  c h e m ic a l  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  h y d r o ly s i s  i s  w i d e l y  

u s e d ;  th e r e  i s  m o r e  e f f e c t i v e  th a n  o th e r  p r e tr e a tm e n t  m e t h o d s  s in c e  th e r e  is  th e  

f e r m e n t a b le  s u g a r  k n o w n  x y l o s e  a f te r  a c id  p r e tr e a tm e n t  in  t h e  a q u e o u s  p h a s e .  
M o r e o v e r ,  th is  m e t h o d  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  ( G a b h a n e  et al., 2 0 1 0 ) .

T h e  o b j e c t i v e  o f  t h is  w o r k  i s  to  p r o d u c e  f e r m e n t a b le  s u g a r , b o th  x y lo s e  

( f r o m  h e m i c e l l u l o s e )  a n d  g l u c o s e  ( f r o m  c e l l u l o s e )  o f  c o m  c o b s ,  b y  u s i n g  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  a n d  e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s .  T h e  a m o u n t  o f  f e r m e n t a b le  

s u g a r  y i e ld  a f t e r  p r e tr e a tm e n t  a n d  e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s  i s  d e t e r m in e d .  F u r th e r m o r e ,  
t h e  s tr u c tu r e  o f  t h e  p r e tr e a te d  c o m  c o b s  a f te r  a c id  p r e tr e a tm e n t  w a s  a l s o  in v e s t ig a t e d  

b y  m e a s u r in g  s u r f a c e  a r e a , p a r t ic le  s i z e ,  c r y s t a l l in i t y ,  a n d  S E M  im a g e r y '. T h e  

i n f l u e n c e s  o f  a c i d  c o n c e n t r a t io n ,  r e a c t io n  t e m p e r a tu r e ,  a n d  r e s i d e n c e  t im e  o f  

p r e tr e a tm e n t  s t e p  o n  t h e  f e r m e n t a b le  s u g a r  y i e ld  w e r e  a l s o  d i s c u s s e d .
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4.3 Methods

4 .3 .1  B i o m a s s  M a t e r ia ls
C o m  c o b s  w e r e  o b t a in e d  f r o m  th e  B e t a g r o  C o m p a n y .  T h e  c o l le c t e d  

c o m  c o b s  w e r e  s to r e d  a t  t h e  a m b ie n t  r o o m  te m p e r a tu r e  in  a  la r g e  b a g .  T h e  a v e r a g e  

p a r t ic le  s i z e  o f  c o m  c o b s  w a s  a r o u n d  1 .6  m m  h o m o g e n iz e d  in  a  s i n g l e  lo t  a n d  s to r e d  

u n t i l  u s e d .

4 . 3 .2  C h e m ic a l  A n a l y s i s  o f  B i o m a s s
N e u t r a l  d e t e r g e n t  f ib r e  ( N D F ) , .  a c id  d e t e r g e n t  f ib r e  ( A D F ) ,  a c id  

d e t e r g e n t  l i g n in  ( A D L )  a n d  a c id  in s o lu b le  a s h  ( A I A )  w e r e  d e t e r m in e d  fo r  c o m  c o b s  

b y  N a k h o n r a t c h a s im a  A n im a l  N u t r it io n  R e s e a r c h  a n d  D e v e l o p m e n t  C e n te r  

(N a k h o n r a t c h a s im a  p r o v in c e ,  T h a ila n d ) .  T h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  N D F  a n d  A D F  

e s t im a t e s  d e t e r g e n t  h e m i c e l l u l o s e .  D e t e r g e n t  c e l l u l o s e  i s  c a lc u la t e d  b y  s u b tr a c t in g  

t h e  v a lu e s  f o r  ( A D L + A I A )  f r o m  A D F . C a r b o h y d r a te  c o n t e n t  o f  u n tr e a te d  m a te r ia l  
w a s  a l s o  d e t e r m in e d  b y  m e a s u r in g  th e  h e m i c e l l u l o s e  ( x y la n  a n d  a r a b a n ) a n d  

c e l l u l o s e  ( g l u c a n )  d e r iv e d  s u g a r s  in  s u p e r n a ta n ts  f o l l o w i n g  c o n c e n t r a t e d  a c id  

h y d r o ly s i s  a s  d e s c r ib e d  b y  N R E L . A c i d - i n s o l u b l e  l ig n in  c o n t e n t  o f  c o m  c o b s  a n d  th e  

s o l i d  f r a c t io n  r e m a in in g  a f t e r  p r e tr e a tm e n t  w a s  d e t e r m in e d  a c c o r d in g  t o  N R E L  

m e t h o d s .  L i k e w is e ,  w a t e r  a n d  e th a n o l  s o lu b l e  s u g a r s  w e r e  e x t r a c t e d  fr o m  u n tr e a te d  

s o r g h u m  s tr a w  a n d  q u a n t i f i e d  a c c o r d in g  t o  N R E L  m e t h o d s  ( M c I n t o s h  et a l ,  2 0 1 0 ) .

4 .3 .3  P r e tr e a t m e n t  P r o c e s s
D i lu t e  a c id  p r e tr e a tm e n t  w a s  p e r f o r m e d  in  a  la b o r a to r y  s c a le  s t ir r e d  

a u t o c la v e  ( s t a i n l e s s  s t e e l  t y p e  3 1 6 ) .  T h e r e  i s  a  to ta l  v o lu m e t r ic  r e a c to r  o f  1 l i t  w i t h  a n  

e le c t r ic  h e a t e r  a n d  m a g n e t i c  a g it a t io n .  T h e  t e m p e r a tu r e  w a s  c o n t r o l l e d  b y  th e  

t e m p e r a tu r e  c o n t r o l le r .
T h e  e f f e c t s  o f  th e  p r e tr e a tm e n t  c o n d i t io n s ,  c o n s i s t i n g  o f  r e a c t io n  

te m p e r a tu r e ,  a c id  c o n c e n t r a t io n  a n d  r e s id e n c e  t im e ,  o n  th e  s u g a r  y i e ld s  in  th e  

h y d r o ly z a t e  l iq u o r s  w e r e  s t u d ie d .  S u lf u r ic  a c id  c o n c e n t r a t io n s  o f  2 ,  5 ,  7 , a n d  1 0 %  

( v / v )  w e r e  e x a m in e d  a t t e m p e r a tu r e s  o f  1 0 0 , 1 2 0 , 1 4 0 ,  a n d  1 6 0  ๐c  a n d  r e s id e n c e  

t i m e s  o f  5 , 1 5 , 3 0 ,  a n d  6 0  m in .
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A f t e r  p r e tr e a tm e n t ,  th e  r e a c to r  w a s  c o o l e d  d o w n  t o  7 0  ๐c  w i t h in  15  

m in . T h e  s a m p le s  w e r e  k e p t  u n t i l  th e  r e a c to r  w a s  c o o l e d  t o  a b o u t  4 0  °c. T h e n ,  th e  

s a m p le s  w e r e  f i l t e r e d  f o r  s o l id  a n d  l iq u id  f r a c t io n  r e c o v e r y .  T h e  l iq u id  p h a s e  c a l le d  

h y d r o ly z a t e  w a s  s to r e d  t o  in v e s t ig a t e  s u g a r  a n a ly s i s .  A n d  th e  s o l i d  r e s id u e  w a s  

w a s h e d  b y  ta p  w a t e r  u n t i l  n e u tr a l  p H  a n d  d r ie d  fo r  2 4  h  a t 6 5  °c. T h e  p r e tr e a tm e n t  

p r o c e d u r e  f l o w  d ia g r a m  i s  s h o w n  in  F ig u r e  4 .1 .

Com cobs

Figure 4.1 F lo w  d ia g r a m  o f  d i lu t e  a c id  p r e tr e a tm e n t  a n d  e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s .

4 . 3 .4  E n z y m a t ic  H y d r o ly s i s

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

h ig h e r  l e v e l  o f  b e t a - g l u c o s i d a s e  w a s  g i f t s  f r o m  N o v o z y m e  a n d  th e  a c t iv i t y  w a s  

2 8 8 9 .2 7  u n it /m l .  In  t h i s  w o r k , th e  e n z y m e  fr o m  N o v o z y m e  w a s  u s e d  t o  h y d r o ly z e  

th e  s o l id  r e s id u e  in to  t h e  f e r m e n t a b le  su g a r .
T h e  s o l i d  r e s id u e  ( a b o u t  0.5 g  d ry  w e i g h t )  w a s  t r a n s fe r r e d  to  a  250 m l  

s h a k e  f la s k  a n d  th e n  th e  p H  w a s  a d ju s te d  to  4 .8  b y  a d d in g  50 m M  c itr a te  b u f fe r  a t  

3 %  ( w / v )  s o l id  lo a d in g .  T h e  f la s k  w a s  p u t in  a n  in c u b a t o r  s h a k e r . T h e  e n z y m a t ic  

d ig e s t io n  w a s  c a r r ie d  o u t  a t 50 °c a n d  150 rp m  f o r  4 8  h . S a m p le s  w e r e  ta k e n  e v e r y  6 
h  fo r  th e  f e r m e n t a b le  s u g a r  d e te r m in a t io n .
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4 .3 .5  O v e r l im in g  w i t h  C a lc iu m  H y d r o x id e
C a lc iu m  h y d r o x id e  w a s  a d d e d  t o  th e  d i lu t e  a c id  p r e tr e a te d  h y d r o ly z a t e  

to  a d ju s t  p H  to  1 0  a n d  s t ir r e d  fo r  3 0  m in  a t 9 0  ๐c ,  a l l o w e d  t o  c o o l  s l o w l y  t o  r o o m  

te m p e r a tu r e  a n d  t h e n  a d ju s te d  p H  o f  th e  m ix t u r e  t o  7  b y  s u l f u r ic  a c id .  T h e  

h y d r o ly z a t e  w a s  f i l t r a te d  to  r e m o v e  a n y  p r e c ip i ta te  f o r m e d  b e f o r e  u s in g  a s  s u b s tr a te  

fo r  f e r m e n ta t io n .

4 .3 .6  E t h a n o l  P r o d u c t io n
A c t i v e  y e a s t  w a s  m ix e d  w i t h  s u g a r  s o lu t i o n  a f te r  a d j u s t in g  p H  fr o m

4 .8  t o  7  in  a  r a t io  o f  1 :1 0  a n d  tr a n sfe r r e d  to  a n  in c u b a to r  s h a k e r  a t  3 7  ๐c  fo r  1 d a y  to  

3 d a y s .  A f t e r  t h i s  p r o c e s s  c o m p le t e d ,  th e  s o lu t io n  w a s  s t o r e d  in  o r d e r  t o  a n a ly z e  th e  

e th a n o l  c o n c e n t r a t io n  b y  G C  in s tr u m e n t .

4 .3 .7  A n a l y s i s  M e t h o d s
T h e  c o m p o s i t io n  o f  th e  h y d r o ly z a t e  a f te r  p r e tr e a tm e n t  a n d  e n z y m a t ic  

h y d r o ly s i s  w a s  c e l l o b i o s e ,  g lu c o s e ,  x y l o s e  a n d  a r a b in o s e ,  w h i c h  w e r e  f i l t e r e d  

th r o u g h  a  0 .4 5  l m - p o r e - s i z e  f i l t e r  a n d  m e a s u r e d  b y  h ig h  p e r f o r m a n c e  l iq u id  

c h r o m a t o g r a p h y  ( H P L C )  u s in g  a  p a c k e d  c o l u m n  ( A m i n e x  H P X - 8 7 H  c o l u m n ,  B i o -  

R a d  L a b , U S A  a t 6 0  ๐c  w i t h  5  m M  H 2S O 4 a s  th e  e lu e n t  a t a  f l o w  ra te  o f  0 .7  

m L /m in ) .
B E T  s u r f a c e  a r e a  in fo r m a t io n  o f  th e  p r e tr e a te d  r e s id u e s  w a s  m e a s u r e d  

b y  N 2 a d s o r p t io n /d e s o r p t io n  m e a s u r e m e n t s  ( Q u a n t a c h r o m e  in s tr u m e n t;  m o d e l:  

B E L S O R P - m a x ,  B E L  J a p a n  I N C .,  J a p a n ) )  c a r r ie d  o u t  a t 1 9 6  ๐c  ( 7 7  K ) .  P r io r  to  

m e a s u r e m e n t ,  a l l  b io m a s s  m a te r ia ls  w e r e  d r ie d  a t 4 0  ๐c  f o r  4 8  h  a n d  t h e n  a  s a m p le  

( 0 . 5 - 1  g )  w a s  p u t  in t o  th e  s a m p le  tu b e  o f  th e  Q u a n t a c h r o m e  in s tr u m e n t  a n d  d e g a s s e d  

u s in g  a  v a c u u m  fo r  1 6  h  T h e  B E T  s u r f a c e  a r e a  a n d  p o r e  v o lu m e  w e r e  o b t a in e d  fr o m  

th e  N 2 a d s o r p t io n /d e s o r p t io n  c u r v e s  u s in g  B E L S O R P - m a x  s o f t w a r e .
A  s c a n n in g  e le c t r o n  m i c r o s c o p e  ( S E M )  ( H i t a c h i S - 4 8 0 0  S E M  

in s tr u m e n t  o p e r a t e d  a t 1 0 - 1 5  k v  a c c e le r a t e d  v o l t a g e )  w a s  u s e d  to  o b s e r v e  s u r f a c e  

m o r p h o lo g y  a n d  s i z e  o f  th e  c o m  c o b s  b e f o r e  a n d  a f te r  p r e tr e a tm e n t .
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T h e  s tr u c tu r e  o f  th e  p r e tr e a te d  r e s id u e s  w a s  c h a r a c t e r iz e d  b y  p o w d e r  

X - R a y  d i f f r a c t io n  ( X R D )  (B r u k e r  D 8  A d v a n c e )  in  o r d e r  t o  in v e s t ig a t e  th e  

c r y s t a l lo g r a p h ic  s tr u c tu r e , c h e m ic a l  c o m p o s i t io n ,  a n d  p h y s ic a l  p r o p e r t ie s  o f  

m a te r ia ls  o f  t h e  c o m  c o b s  b e f o r e  a n d  a fte r  p r e tr e a tm e n t .

4.4 Results and Discussion

4 .4 .1  B i o m a s s  C h a r a c te r iz a t io n s
4.4.1.1 Chem ical Composition o f  Corn  Cobs

C o m  c o b s  w e r e  e x a m in e d  fo r  c e l l u l o s e ,  h e m ic e l l u l o s e ,  l ig n in  

a n d  a s h  c o n t e n t  a c c o r d in g  t o  M c I n t o s h  et al., ( 2 0 1 0 )  w i t h  th e  r e s u l t in g  d ry  w e ig h t  

s h o w n  in  T a b le  4 .1 .

Table 4.1 C h e m ic a l  c o m p o s i t io n  o f  c o m  c o b s

C h e m ic a l  c o m p o n e n t s D r y  s o l i d  (% )
C e l lu l o s e 3 9 .0 4
H e m ic e l l u l o s e 4 2 .6 0
L ig n in 7 .5 6
A s h 2 .1 9

T a b le  4 .1  s h o w s  th a t th e  b io m a s s  c o n t e n t s  c o n s i s t e d  o f  3 9 .0 4 %  

c e l l u l o s e ,  4 2 .6 %  h e m ic e l l u l o s e ,  7 .5 6 %  l ig n in ,  a n d  2 .1 9 %  a s h , r e s p e c t i v e ly .  F ir s t ly ,  
c e l l u l o s e ,  t h e  m a jo r  c h e m ic a l  c o m p o n e n t  o n  f ib e r  w a l l  a n d  c o n t r ib u t in g  3 9 .0 4 %  o f  

c o m  c o b s ,  i s  t h e  m o s t  a b u n d a n t  o r g a n ic  c o m p o u n d  in  n a tu r e , a n d  c o m p o s e d  o f  

g l u c o s e  u n i t s  j o i n e d  t o g e t h e r  in  th e  fo r m  o f  th e  r e p e a t in g  u n it  o f  t h e  d is a c c h a r id e  

c e l l o b i o s e  w i t h  n u m e r o u s  c r o s s  l in k a g e s .  S e c o n d ly ,  h e m i c e l l u l o s e ,  c o n t r ib u t in g  

4 2 .6 0 %  o f  c o m  c o b s ,  i s  a  c o m p l e x  p o ly s a c c h a r id e  s tr u c tu r e  th a t  c o n t a in s  d i f f e r e n t  

c a r b o h y d r a te  p o ly m e r s  l ik e  p e n t o s e s  ( e .g .  x y l o s e  a n d  a r a b in o s e ) ,  h e x o s e s  ( e .g .  
m a n n o s e ,  g l u c o s e ,  a n d  g a la c t o s e ) ,  a n d  s u g a r  a c id .  T h ir d ly ,  l ig n in ,  c o n t r ib u t in g  7 .5 6 %  

o f  c o m  c o b s ,  is  a m o r p h o u s  h e t e r o p o ly m e r  c o n s i s t in g  o f  th r e e  d i f f e r e n t
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p h e n y lp r o p a n e  u n it  ( p - c o u m a r y l ,  c o n i f e r y l ,  a n d  s in a p y l  a l c o h o l ) ,  w h i c h  a re  h e ld  

t o g e t h e r  b y  d i f f e r e n t  k in d s  o f  l in k a g e s .  T h e  m a in  p r o p o s e  o f  h a v in g  l ig n in  w a s  to  

p r o v id e  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 tta c k  

a n d  o x id a t iv e  s t r e s s  t o  th e  p la n t . F in a l ly ,  a s h ,  c o n t r ib u t in g  2 .1 9 %  o f  c o m  c o b s ,  i s  th e  

a m o u n t  o f  t h e  m in e r a l  c o n t e n t  a n d  o th e r  in o r g a n ic  m a tte r  in  b i o m a s s .
4.4.1.2 Thermal Gravim etric Analysis (TGA)

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

th e r m a l g r a v im e t r ic  a n a l y s i s  T G - D T G ,  P e r k in  E lm e r /P y r is  D ia m o n d .  T h e  r e s u lt  is  

s h o w n  in  F ig u r e  4 .2 .

Figure 4.2 T G A  c u r v e  o f  c o m  c o b s .

T h e  p y r o ly s is  c h a r a c t e r i s t ic s ,  b o th  T G  ( in  w t .  % ) a n d  D T G  ( in  

w t. %  ๐C )  c u r v e s  o f  t h e  th r e e  c o m p o n e n t s ,  a re  s h o w n  in  F ig u r e  4 .2 .  G r e a t  d i f f e r e n c e s  

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

s ta r te d  i t s  d e c o m p o s i t i o n  e a s i l y ,  w i t h  th e  w e i g h t  l o s s  m a in ly  h a p p e n e d  a t 220-315 
°c. C e l l u l o s e  p y r o l y s i s  w a s  f o c u s e d  a t a  h ig h e r  te m p e r a tu r e  r a n g e  (315^100 °C). 
A m o n g  t h e  th r e e  c o m p o n e n t s ,  l ig n in  w a s  th e  m o s t  d i f f i c u l t  o n e  to  d e c o m p o s e .  Its
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d e c o m p o s i t i o n  h a p p e n e d  s l o w l y  u n d e r  th e  w h o l e  t e m p e r a tu r e  r a n g e  fr o m  a m b ie n t  to  

900 °c.
T h e  d i f f e r e n c e s  in  th e  in h e r e n t  s tr u c tu r e s  a n d  c h e m ic a l  n a tu re  

o f  th e  th r e e  c o m p o n e n t s  p o s s i b l y  a c c o u n t  fo r  th e  d i f f e r e n t  b e h a v io r s  o b s e r v e d .  
H e m ic e l l u l o s e  i s  c o n s i s t e d  o f  v a r io u s  s a c c h a r id e s  ( x y l o s e ,  m a n n o s e ,  g lu c o s e ,  
g a la c t o s e ,  e t c . ) ,  it  a p p e a r s  a  r a n d o m , a m o r p h o u s  s tr u c tu r e , r ic h  o f  b r a n c h e s ,  w h ic h  

a re  v e r y  e a s y  to  r e m o v e  fr o m  th e  m a in  s t e m  a n d  to  d e g r a d e  t o  v o l a t i l e s  e v o l v i n g  o u t  

( C O , C O 2, a n d  s o m e  h y d r o c a r b o n , e t c . )  a t l o w  te m p e r a tu r e s .  H o w e v e r ,  c e l l u l o s e  i s  

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

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

h e m ic e l l u l o s e .  L ig n in  i s  fu l l  o f  a r o m a t ic  r in g s  w i t h  v a r io u s  b r a n c h e s ,  th e  a c t iv i t y  o f  

th e  c h e m ic a l  b o n d s  in  l ig n in  c o v e r e d  a n  e x t r e m e ly  w i d e  r a n g e , w h ic h  le d  to  th e  

d e g r a d a t io n  o f  l ig n in  o c c u r r in g  in  a  w id e  te m p e r a tu r e  r a n g e  ( 1 0 0 - 9 0 0  ° C )  (Y a n  et 

a l., 2 0 0 7 ) .
4.4.1.3 Elemental A nalysis (CH O N )

C H O N  w a s  a n a ly z e d  a c c o r d in g  t o  A S T M  D  5 3 7 3 - 0 2  a n d  

A S T M  D  5 2 9 1 - 0 2  m e t h o d  b y  u s in g  a  P e r k in - E l m e r  2 4 0 0  S e r ie s  II C H N S /O  

A n a ly z e r .  T h e  r e s u lt  i s  s h o w n  in  T a b le  4 .2 .

Table 4.2 E l e m e n t s  o f  c o m  c o b s

E le m e n t s %  o f  E le m e n t

C a r b o n 4 4 . 0 0
H y d r o g e n 7 .0 0
O x y g e n 4 7 . 0 0
N i t r o g e n 0 .4 0
T r a c e  e l e m e n t s 1 .6 0

T h e  e le m e n t a l  c o n t e n t s  o f  c , H , O , N ,  a n d  tr a c e  e l e m e n t s  l is t e d  

in  T a b le  4 .2 ,  s h o w e d  c le a r ly  th a t  t h e s e  b i o m a s s  f u e l s  c o n t a in  h ig h e r  p r o p o r t io n  o f  

h y d r o g e n  a n d  o x y g e n ,  c o m p a r e d  w i t h  c a r b o n , w h i c h  r e d u c e s  th e  e n e r g y  v a lu e .  It w a s
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r e p o r te d  th a t  c a r b o n - o x y g e n  a n d  c a r b o n - h y d r o g e n  b o n d s  c o n t a in  lo w e r  e n e r g y  th a n  

in  c a r b o n - c a r b o n  b o n d s .  T h e r e f o r e ,  th e  c a lo r i f i c  v a lu e  o f  c o r n  c o b s  i s  in  th e  r a n g e  o f  

1 6  to  2 0  M J /k g . H o w e v e r ,  th e  c a lo r i f i c  v a lu e  o f  b i t u m in o u s  c o a l  a c h i e v e s  3 4  M J /k g ,  
w h i c h  i s  m u c h  h ig h e r  th a n  th a t  o f  b io m a s s .  M o r e o v e r ,  c o m  c o b s ,  c o n t a in in g  1 0 %  o f  

m o is t u r e  w i t h  h ig h  m o is t u r e  c o n t e n t ,  i s  n o t  m o r e  s u i t e d  fo r  th e r m a l  c o n v e r s io n  

t e c h n o lo g y .  T h e r e f o r e ,  c o m  c o b s  a n d  o th e r  b i o m a s s e s  a re  n o t  p o p u la r  t o  b e  u s e d  a s  

s o l i d  f u e l  ( C u ip in g  et a l ,  2 0 0 4 ) .

4 . 4 .2  D i lu t e  A c i d  P r e tr e a tm e n t
X y la n  i s  th e  m a jo r  c o m p o n e n t  p r e s e n t  in  th e  la r g e s t  h e m i c e l l u l o s e s  

s tr u c tu r e  o f  c o m  c o b s ,  s o  th e  p r e s e n c e  o f  x y l o s e  in  t h e  f i l t r a te  c a n  b e  u s e d  a s  a n  

in d ic a to r  o f  t h e  s o lu b i l i z a t i o n  l e v e l  o f  h e m ic e l l u l o s e ,  w h i c h  i s  e a s i l y  u t i l i z e d  b y  th e  

f e r m e n t a t io n  p r o c e s s  ( C h e n  et al., 2 0 1 1 ) .  T h e  h ig h e s t  y i e ld  o f  x y l o s e  m e a s u r e d  in  th e  

h y d o ly z a t e ,  1 7 .5 8  g /1 , w a s  g e n e r a te d  a f te r  a  p r e tr e a tm e n t  a t 5 %  a c id ,  1 2 0  °c, a n d  5  

m in  r e s id e n c e  t im e .  H o w e v e r ,  x y l o s e  y i e ld s  a t 2 %  a c id ,  1 2 0  °c, a n d  5  m in  a n d  2 %  

a c id ,  1 2 0  ๐c ,  a n d  1 5  m in  w e r e  fo u n d  t o  b e  s t a t i s t i c a l ly  s im i la r  to  th e  h ig h e s t  y ie ld .

—  100 “C 120 °c -Ur- 140 ec ----- 160 X

Figure 4.3 Monomeric xylose measured in the prehydrolyzate after pretreatment as
a function of sulfuric acid concentration (v/v) and temperature for (a) 5 min (b) 15
min, (c) 30 min, and (d) 60 min residence time.
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F ig u r e  4 .3  c o n t a in s  fo u r  g r a p h s  c o r r e s p o n d in g  t o  e a c h  o f  t h e  fo u r  

r e s id e n c e  t im e .  E a c h  g r a p h  s h o w s  th e  m o n o m e r ic  x y l o s e  m e a s u r e d  in  th e  

h y d r o ly z a t e  f o r  e a c h  c o m b in a t io n  o f  te m p e r a tu r e  a n d  a c id  c o n c e n t r a t io n .  T h e  e f f e c t s  

o f  t e m p e r a tu r e  a n d  a c id  c o n c e n t r a t io n  o f f e r  th e  g r e a t e s t  in f l u e n c e ,  a b o u t  2 5 %  

( R e d d in g  et al., 2 0 1 1 ) .  N o r m a l ly ,  th e  im p o r ta n c e  o f  te m p e r a tu r e ,  a c id  c o n c e n t r a t io n ,  
t im e ,  a n d  in t e r a c t io n s  b e t w e e n  t h e s e  fa c to r s  i s  n o t  t o o  s u r p r is in g  b e c a u s e  th e  

r e la t io n s h ip  h a s  a lr e a d y  b e e n  in v e s t ig a t e d  u s in g  m o d i f i e d  A r h e n iu s  e q u a t io n s  in  

o th e r  s t u d ie s .  T h e y  h a v e  p r o p o s e d , t h e s e  e q u a t io n s  a s  ra te  c o n s t a n t s  in  k in e t ic  m o d e l s  

t o  d e s c r ib e  t h e  a c id  h y d r o ly s i s  o f  h e m ic e l l u l o s e  in t o  x y l o s e  ( C a r r a s c o  a n d  R o y ,  1 9 9 2 ;  

B a u g h  a n d  M c C a r ty ,  1 9 8 8 ) .
F ig u r e  4 .3  a l s o  s h o w s  x y la n  o l i g o m e r  c o n t e n t  a t th e  p o in t  o f  th e  

h ig h e s t  to ta l  y i e l d s  w h e n  c o m  c o b s  w e r e  p r e tr e a te d  w i t h  d i lu t e  s u l f u r ic  a c id .  T h e  

a m o u n t  o f  x y la n  o l i g o m e r s  a s  a  f r a c t io n  o f  th e  to ta l  s o lu b i l i z e d  x y l o s e  w a s  g r e a te s t  at 

s h o r t  p r e tr e a tm e n t  t i m e s ,  c o i n c i d i n g  w i t h  th e  b r e a k d o w n  o f  t h e  fa s t  x y la n  fr a c t io n  

( E s t e g h la l ia n  et al., 1 9 9 7 ) .  A f t e r  th e  o p t im a l  p o in t  e a c h  c o n d i t io n  w a s  u n d e r  h a r sh  

c o n d i t io n s ,  w h i c h  w e r e  t o o  l o n g  r e s id e n c e  t im e  a n d  t o o  h ig h  r e a c t io n  te m p e r a tu r e ,  
c a r b o h y d r a te s  a re  d e g r a d e d  in to  fu r fu r a l a n d  H M F  w h i c h  in  tu r n  a r e  d e g r a d e d  in to  

l e v u l in i c  a c id  a n d  f o r m ic  a c id ,  r e s p e c t iv e ly  ( R e d d in g  ฟ  ฟ . ,  2 0 1 1 ) .
T h e  h y d r o ly z a t e  a l s o  c o n t a in s  g l u c o s e  a n d  a r a b in o s e .  T a b le  4 .3  s h o w s  

th e  to ta l  s u g a r  m e a s u r e d ,  g l u c o s e ,  a n d  a r a b in o s e  m o n o m e r s  l ib e r a te d  a f te r  th e  a c id  

p r e tr e a tm e n t .  A  c le a r  tr e n d  i s  v i s i b l e ,  s h o w i n g  th a t  t h e  in c r e a s e  o f  t e m p e r a tu r e  o r  

a c id  c o n c e n t r a t io n  r e s u l t s  in  th e  in c r e a s e  o f  g l u c o s e  in  t h e  h y d r o ly z a t e .  T h is  f o l l o w s  

th e  l o g i c  th a t  a s  th e  p r e tr e a tm e n t  c o n d i t io n s  b e c o m e  h a r s h e r , t h e  h e m i c e l l u l o s e s  is  

h y d r o ly z e d  fa s t e r  a n d  m o r e  c o m p l e t e ly ,  e x p o s i n g  th e  c e l l u l o s e  to  a c id  h y d r o ly s i s  a s  

w e l l .  S im i la r  t r e n d s  w e r e  r e p o r te d  in  a  s tu d y  o n  th e  d i lu t e  a c id  p r e tr e a tm e n t  o f  c o m  

s t o v e r  ( L lo y d  a n d  W y m a n  2 0 0 5 ) .
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Table 4.3 G l u c o s e  a n d  a r a b in o s e  in  th e  p r e h y d r o ly z a t e  a f t e r  th 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  o f  c o m  c o b s

S u l f u r ic  a c id  
c o n c e n t r a t io n

%  ( v / v )

T e m p e r a tu r e
( ° C )

T im e
( m in )

G l u c o s e
( g / 1)

A r a b in o s e
( ๙ ! )

T o ta l
s u g a r
( g / 1)

2 1 0 0 3 0 2 .1 6 6 .2 1 2 4 .9 3
2 1 2 0 5 3 .3 4 3 .1 7 2 4 .7 4
2 1 2 0 15 3 .4 2 . 3 .5 8 2 5 .9 7
5 1 0 0 3 0 2 .9 7 5 .3 1 2 5 .7 3
5 1 2 0 5 3 .5 8 3 .4 6 2 5 .5 3
5 1 2 0 15 4 .4 9 3 .4 9 2 5 .1 7
1 0 1 2 0 6 0 2 .6 3 1 .3 9 8 .2 3

4 .4 .3  E n z y m a t ic  H y d r o ly s i s

A f t e r  th e  e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s ,  t h e  h y d r o ly z a t e  w a s  a n a ly z e d  fo r  

g l u c o s e ,  x y l o s e  a n d  a r a b in o s e  m o n o m e r s .  F ig u r e  4 .4  s h o w s  th e  m o n o m e r ic  g lu c o s e  

m e a s u r e d  in  th e  h y d r o ly z a t e  a s  a  f u n c t io n  o f  t e m p e r a tu r e ,  a c id  c o n c e n t r a t io n ,  a n d  

r e s id e n c e  t im e .  T h e  h ig h e s t  y i e ld  o f  g l u c o s e  a n d  to ta l  s u g a r  m e a s u r e d  in  th e  

h y d o ly z a t e  w a s  1 4 .4 8  g/1 a n d  2 2 .3 8  g /1 , r e s p e c t i v e ly  w i t h  2 %  s u l f u r ic  a c id  a t 1 2 0  ๐c  

fo r  5  m in .
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Figure 4.4 M o n o m e r ic  g l u c o s e  m e a s u r e d  in  th e  p r e h y d r o ly z a t e  a f t e r  p r e tr e a tm e n t  a s  

a  f u n c t io n  o f  s u l f u r ic  a c id  c o n c e n t r a t io n  ( v / v )  a n d  te m p e r a tu r e  f o r  (a )  5  m in  (b )  15  

m in  ( c )  3 0  m in  a n d  (d )  6 0  m in  r e s id e n c e  t im e .

25

Time (h)

Figure 4.5 E n z y m a t ic  r e l e a s in g  o f  s u g a r s  f r o m  p r e tr e a te d  c o m  c o b s .  S y m b o ls ;  

(  )  fo r  g l u c o s e  a n d  (  )  fo r  to ta l su g a r .



35

F ig u r e  4 .5  s h o w s  g l u c o s e  c o n t e n t  f r o m  c e l l u l o s e  u s in g  c o m m e r c ia l  

e n z y m e  c o n s i s t in g  o f  c e l l u l a s e ,  h e m ic e l l u l a s e  a n d  h ig h e r  l e v e l  o f  b e t a - g lu c o s i d a s e  

e n z y m e  a c t iv i t i e s .  T h e  c o m  c o b s  w e r e  in d iv id u a l ly  p r e tr e a te d  w i t h  2 %  s u lf u r ic  a c id  

a t 1 2 0  ๐c  fo r  5  m in ) .  T h e  r e s u lt  i s  s u m m a r iz e d  in  F ig u r e  4 .5  in  w h i c h  th e  la r g e s t  o f  

to ta l  s u g a r  r e le a s e d  a f te r  4 8  h . A f t e r  th a t , th e  to ta l  s u g a r s  h a r d ly  c h a n g e d  s o  th e  

o p t im a l  t im e  to  h y d r o ly z e  o f  e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s  w a s  4 8  h , w h i c h  a g r e e s  w e l l  w i t h  

th e  r e s u lt s  r e p o r te d  b y  S u m p h a n v a n ic h  et al., ( 2 0 0 8 ) .
T h e  g l u c o s e  y ie ld  in  th e  e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s  s t e p  i s  a ls o  in c r e a s e d  

b e c a u s e  o f  h e m i c e l l u l o s e  r e m o v a l  fr o m  c o m  c o b s .  D u r in g  t h e  p r e tr e a tm e n t  e i th e r  

x y l o s e  o r  fu r fu r a l g e n e r a t io n  c a n  le a d  to  h ig h  g l u c o s e  y i e ld  in  th e  h y d r o ly z a t e  a f te r  

th e  e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s .  O n  th e  o th e r  w o r d s ,  th e  s u c c e s s  o f  th e  a c id  p r e tr e a tm e n t  is  

b a s e d  a r o u n d  th e  c o n c e p t  o f  h e m ic e l l u l o s e  r e m o v a l  in  o r d e r  t o  m a x im i z e  g lu c o s e  

y ie ld  a f te r  e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s .  S i n c e  fu r fu r a l l e v e l s  a re  s u b s t a n t ia l ly  in f lu e n c e d  b y  

t e m p e r a tu r e  a n d  x y l o s e  l e v e l s  a re  in f lu e n c e d  b y  te m p e r a tu r e  a n d  a c id  c o n c e n t r a t io n ,  
it w o u ld  b e  e x p e c t e d  th a t  g lu c o s e  in  th e  h y d r o ly z a t e  w o u l d  b e  in f lu e n c e d  m o s t  

s u b s t a n t ia l ly  b y  te m p e r a tu r e ,  a c id  c o n c e n t r a t io n  ( R e d d in g  et a i ,  2 0 1 1 ) .
T h e  p u r p o s e  o f  p r e tr e a tm e n t  i s  n o t  o n l y  to  r e m o v e  x y l o s e  fr o m  

h e m ic e l l u l o s e  b u t  a l s o  t o  in c r e a s e  th e  ra te  o f  e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s  o f  c e l l u l o s e  to  

g lu c o s e .  T h u s ,  it i s  n e c e s s a r y  to  e s t im a t e  p r e tr e a tm e n t  e f f i c i e n c y  b y  c o m b i n in g  to ta l  

x y l o s e  a n d  g l u c o s e  c o n v e r s io n  y ie ld  a f te r  b o th  th e  p r e tr e a tm e n t  a n d  e n z y m a t ic  

h y d r o ly s i s  p r o c e s s e s .

4 . 4 .4  T o ta l  S u g a r
T h e  to ta l  s u g a r s  c a l le d  th e  f e r m e n t a b le  s u g a r  w e r e  th e  s u m m a t io n  o f  

th e  x y l o s e  a n d  g l u c o s e  m o n o m e r s  f o u n d  in  b o th  t h e  p r e h y d r o ly z a t e  a n d  th e  

h y d r o ly z a t e .  F o r  to ta l  s u g a r s  b o th  a f te r  a c id  p r e tr e a tm e n t  a n d  a f te r  e n z y m a t ic  

h y d r o ly s i s  r e s u lt s  w e r e  s u m m a r iz e d  in  T a b le  4 .4 .  T h e  p r e tr e a tm e n t  c o n d i t io n s  th a t  

m a x im i z e d  th e  to ta l  y i e ld  fo r  e a c h  a c id /t e m p e r a tu r e  c o m b in a t io n  a r e  r e p o r te d . T h e  

h ig h e s t  to ta l  g l u c o s e  a n d  x y l o s e  y ie ld s  w e r e  o b t a in e d  w i t h  th e  p r e tr e a tm e n t  a t 1 2 0  °c 
w ith  a  s u l f u r ic  a c id  c o n c e n t r a t io n  o f  2 %  a n d  a  r e a c t io n  t im e  o f  15  m in  o r  a t 1 2 0  °c 
w it h  a  s u l f u r ic  a c id  c o n c e n t r a t io n  o f  5 %  a n d  a  r e a c t io n  t im e  o f  5 m in  ( t h e  h ig h e s t  o f  

to ta l  s u g a r  a f te r  a c id  p r e tr e a tm e n t)  a n d  a t 1 2 0  ๐c  w i t h  a  s u l f u r ic  a c id  c o n c e n t r a t io n

I&smw
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o f  2 %  a n d  5 m in  r e a c t io n  t im e  ( t h e  h ig h e s t  o f  to ta l  s u g a r  a f t e r  e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s  

a n d  to ta l  y i e ld ) .  O v e r a l l ,  w e  f o u n d  th a t  th e  o p t im u m  c o n d i t io n  i s  a t 120 °c w it h  a  

s u l f u r ic  a c id  c o n c e n t r a t io n  o f  2% a n d  5 m in  r e a c t io n  t im e .  T h is  c o n d i t io n  w a s  

r e le a s e d  th e  to ta l  s u g a r  a r o u n d  4 7 .1 1  g/1.

Table 4.4 S u m m a r y  o f  to ta l  a c id  p r e tr e a tm e n t  a n d  e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s  r e s u lt s  fo r  

b e s t  o v e r a l l  c o m b i n e d  y ie ld s  fo r  e a c h  a c id / t e m p e r a tu r e  t im e  s e r ie s

C o n e .
S u l f u r ic

A c i d
% ( v / v )

T e m p .
( ° C )

T im e
( m in )

A c i d  P r e tr e a tm e n t  
T o ta l  s u g a r  

(g /1 )

E n z y m a t ic  H y d r o ly s i s  
T o t a l  s u g a r  

(g /1 )

T o ta l
S u g a r
(g /1 )

2 1 2 0 5 2 4 .7 3 2 2 .3 7 4 7 .1 1
2 1 2 0 15 2 5 .5 2 1 8 .7 9 4 4 .3 2
5 1 2 0 5 2 5 .9 7 2 1 .1 1 4 7 .0 9

4 .4 .5  P h y s i c a l  C h a r a c t e r iz a t io n  o f  P r e tr e a te d  C o r n  C o b s
E x a m in a t io n  o f  d r y  w e i g h t  l o s s  f o r  th e  t r e a te d  s a m p le s  in d ic a t e d  th a t  

th e  w e i g h t  l o s s  w a s  d u e  t o  p a r t ia l r e m o v a l  o f  t h e  a m o r p h o u s  m a te r ia ls  

( h e m i c e l l u l o s e ,  l ig n in ,  a n d  p e c t in ) .  T h e  r e m o v a l  a n d  w e i g h t  l o s s  in  th e  c a s e  o f  a c id  

t r e a tm e n t  w a s  h ig h  c o m p a r e d  t o  th e  w a te r  tr e a tm e n t  a t t h e  s a m e  e le v a t e d  

te m p e r a tu r e .  T h e  r e s u lt  i s  s h o w n  in  T a b le  4 .5 .  A m o u n t s  o f  c e l l u l o s e  c o n t e n t  o f  f ib e r s  

a fte r  t h e  a c id  t r e a t m e n t s ,  in d ic a t e d  th a t  th e  c e l l u l o s e  m o l e c u l e s  w e r e  r e la t iv e ly  

u n a f f e c t e d  b y  a c id  tr e a tm e n t .  S im i la r  o b s e r v a t io n s  w e r e  a l s o  o r ig in a t e d  fr o m  a n  

i n v e s t ig a t io n  o n  th e  i n f lu e n c e  o f  b o i l in g  te m p e r a tu r e  o n  c h e m ic a l  c o m p o s i t io n  o f  

h e r a p  f ib e r s  ( K o s t i c  et al., 2 0 0 8 ) .  C o m p le t e  r e m o v a l  o f  h e m i c e l l u l o s e  b y  a c id  

t r e a tm e n ts  w a s  u s u a l ly  a c h i e v e d  b e c a u s e  th e  p r o t o n  io n s  o f  s u l f u r ic  a c id  s h o u ld  b e  

a b le  t o  p e n e t r a t e  in t o  th e  c o m  c o b s  s u r f a c e  a n d  fu r th e r  c a t a l y z e  th e  d e - a c e t y l a t io n  

a n d  h y d r o ly s i s ;  t h is  w i l l  b r e a k  th e  b e ta  ( l , 4 ) - g l y c o s i d i c  b o n d s  o f  th e  h e m ic e l l u l o s e s  

( C h e n  et al., 2 0 1 1 ) .  H o w e v e r ,  l ig n in  w a s  n o t  t o t a l ly  r e m o v e d  b e c a u s e  o f  th e  p r e s e n c e  

o f  c h e m ic a l l y  r e s i s t a n t  c a r b o n - c a r b o n  b o n d s  in  l ig n in  m o l e c u l e s  ( P e j i c  et al., 2 0 0 8 ) .
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A f t e r  a c id  p r e tr e a tm e n t ,  th e  p r e tr e a te d  c o m  c o b s  w e r e  c h a r a c te r iz e d  

b y  X R D  t o  id e n t i t y  th e  c r y s t a l l in i t y  c h a n g e .  T h e  c r y s t a l l in i t y  i s  in f lu e n c e d  b y  th e  

c o m p o s i t io n  o f  th e  b i o m a s s ,  in  w h ic h  h e m i c e l l u l o s e  a n d  l ig n in  a re  c o n s id e r e d  to  b e  

a m o r p h o u s  w h i l e  c e l l u l o s e  i s  c o n s id e r e d  to  b e  c r y s t a l l in e  ( G a b h a n e  et a i ,  2 0 1 0 ) .  T h e  

r e s u lt  s h o w n  T a b le  4 .5  in d ic a t e d  th a t  th e  in c r e a s in g  in  c r y s t a l l in i t y  c a n  b e  v i e w e d  a s  

th e  in d ic a t io n  o f  e f f e c t i v e  p r e tr e a tm e n t  b y  w h i c h  t h e  w a y  o f  r e m o v i n g  a m o r p h o u s  

c o m p o n e n t s ,  h e m i c e l l u l o s e s  a n d  l ig n in .  In  a d d it io n ,  e x p o s e  a ll  c r y s t a l l in e  c e l l u l o s e  

a v a i la b le  a n d  d is r u p t io n  o f  h y d r o g e n  b o n d in g  w i t h in  a n d  in  b e t w e e n  c e l l u l o s e  c h a in s ,  
w h i c h  o c c u r  in  a  h ig h  e n e r g y  tr e a tm e n t  p r o c e s s  s u c h  a s  s t e a m in g  ( M o s ie r  et al., 

2 0 0 5 )  a s  w e l l  a s  in c r e a s in g  th e  ra te  o f  e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s .
S c a n n in g  E le c t r o n  M ic r o s c o p e  ( S E M )  s h o w e d  th e  d e t a i l s  o n  t i s s u e  

d a m a g e  a n d  u ltr a  s tr u c tu r e  c h a n g e s  in  c o m  c o b s  t i s s u e  a f te r  a c id  p r e tr e a tm e n t .  
U n t r e a te d  c o m  c o b s  w e r e  n o n - p o r ô u s ,  th e  s m o o t h  s u r f a c e  o f  s u b s t r a te ,  a n d  u n ifo r m  

a n d  m o s t ly  l in e a r  in  n a tu r e  ( a s  s h o w n  in  F ig u r e  4 .6 ) .  T h e  c o m  c o b s  tr e a te d  b y  

s u l f u r ic  a c id  a l s o  s h o w s  s ig n i f ic a n t  d e s t r u c t io n  d e r iv e d  s tr u c tu r e s .  F o r  th e  r e m o v a l  o f  

s u r f a c e  im p u r it ie s ,  n o n - c e l l u l o s i c  m a te r ia ls ,  in o r g a n ic  s u b s t a n c e s  a n d  w a x e s  w a s  

f o u n d  to  r e s u lt  in  r o u g h e r  s u r f a c e s  a n d  b e t te r  f ib e r  s e p a r a t io n  a s  s h o w n  in  F ig u r e  4 .7  

( S a h a  et a l ,  2 0 1 0 ) .  T h is  k in d  o f  c r a c k s  c a n  in c r e a s e  t h e  s u r f a c e  a r e a  a n d  p o r o s i t y  to  

f a c i l i t a t e  d is r u p t io n  o f  l i g n o c e l l u l o s e s ,  a  p r e r e q u is i t e  fo r  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  ( G a b h a n c e  et al., 2 0 1 0 ) .
F u r t h e r m o r e , it  w a s  fo u n d  th a t  u n d e r  t h e  p r e tr e a tm e n t  c o n d i t io n ,  th e  

s u r f a c e  a r e a  a n d  th e  to ta l  p o r e  v o lu m e  o f  p r e tr e a te d  c o m  c o b s  w e r e  h ig h e r  th a n  th a t  

o f  u n tr e a te d  c o m  c o b s  a n d  th e  a v e r a g e  p o r e  d ia m e t e r  o f  p r e tr e a te d  c o m  c o b s  w a s  l e s s  

th a n  u n tr e a te d  c o m  c o b s .  T h e  r e s u lt s  s h o w n  in  T a b le  4 .5  in d ic a t e d  th a t  m o s t  o f  th e  

h e m i c e l l u l o s e  in  a c id  p r e tr e a tm e n t  h a s  b e e n  s o lu b i l i z e d  a n d  r e m o v e d  a fte r  th e  

in te g r a te d  p r e tr e a tm e n t  p r o c e s s ,  w h ic h  in c r e a s e s  th e  s u r f a c e  a r e a  a n d  m a k e s  

e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s  e a s ie r  ( C h e n  et a i ,  2 0 1 1 ) .



Table 4.5 Effect o f acid pretreatment on the compositions, physical properties and enzymatic hydrolysis of the pretreated residues

W e ig h t C o m p o s i t io n  ( A c i d  P r e t r e a t m e n t ) b P h y s i c a l  p r o p e r t ie s C o m p o s i t io n  ( E n z y m a t ic  H y d r o ly s i s ) d

S a m p le l o s s C e l l u l o s e H e m i c e l l u l o s e L ig n in C r lc B E T P a r t ic le C e l lu l o s e H e m i c e l l u l o s e L ig n in

(% ) (% ) (% ) (% ) (% ) ( m 2/ g ) s i z e  ( n m ) (% ) (% ) (% )

U n t r e a te d - 3 9 .0 4 4 2 .6 7 .5 6 2 9 . 0 7 0 .9 9 7 .3 4 - - -

A c i d
P r e tr e a t m e n t3

6 5 6 7 .6 3 4 . 0 6 2 5 .5 3 3 3 .1 9 3 .8 7 5 .8 5 3 8 .3 8 3 .1 8 3 8 .5 3

W a te r
P r e tr e a t m e n t3

1 4 .8 5 4 2 .0 1 4 0 . 3 6 9 .6 3 3 1 .4 2 1 .3 6 7 .1 2 3 8 .9 3 3 8 .3 3 1 2 .3 6

a T h e  s a m p le  w e r e  p r e tr e a te d  a t 1 2 0  °c 5 m i n  2  %  o f  H 2S O 4

b E a c h  v a lu e  is  t h e  a v e r a g e  o f  th r e e  r e p l i c a t e s  a n d  c a lc u la t e d  o n  t h e  b a s i s  o f  d r y  w e i g h t .
c C rI (% ) =  (Ioo2-Iam)/Ioo2* 1 0 0  w h e r e  I002 i s  in t e n s i t y  o f  t h e  0 0 2  p e a k  a t 2 0  =  2 2 .4 °  a n d  lam i s  in t e n s i t y  o f  th e  b a c k g r o u n d  s c a t te r  a t  

2 0  =  1 8 .7 °  ( K im  a n d  H o l t z a p p le ,  2 0 0 6 ) .  
dA f t e r  4 8  h  o f  e n z y m a t i c  h y d r o ly s i s
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Figure 4.6 S E M  m ic r o g r a p h s  o f  b e f o r e  c o m  c o b s .

Figure 4.7 S E M  m ic r o g r a p h s  o f  p r e tr e a te d  c o m  c o b s .
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4 . 4 .6  E t h a n o l  p r o d u c t io n
T h e  r e s u lt s  o f  f e r m e n t a t io n  o f  d i lu t e  s u l f u r ic  a c id  p r e tr e a te d  a n d  

e n z y m e  h y d r o ly z e d  c o m  c o b s  b y  Saccharomyces Cerevisiae  a re  s h o w n  in  F ig u r e  4 .8 .  
A t  2 4  h , t h e  h i g h e s t  e t h a n o l  y i e ld  o f  5 .6  a n d  7 .0  g/1 fo r  p r e h y d r o ly z a t e  s u g a r  a n d  

h y d r o ly z a t e  s u g a r  w e r e  o b t a in e d ,  r e s p e c t iv e ly .

Figure 4.8 T i m e  c o u r s e s  o f  e t h a n o l  p r o d u c t io n  b y  t h e  Saccharomyces Cerevisiae 

f r o m  c o m  c o b s .  T h e  d a ta  p r e s e n t e d  e t h a n o l  p r o d u c t io n  f r o m  b o t h  d i lu t e  s u l f u r ic  a c id  

p r e tr e a te d  a n d  e n z y m e  s a c c r a r i f ie d . S y m b o l  (  to ta l  s u g a r ;  (  ) ,  d i lu t e
s u l f u r ic  p r e tr e a te d  a n d  ( ) ,  e n z y m e  s a c c r a r i f ie d .

4.5 Conclusions

T h e  d i lu t e  a c id  p r e tr e a tm e n t  s t u d ie s  d e s c r ib e d  a b o v e  s a t is f y  a n d  m e e t  s o m e  

o f  t h e  m o r e  im p o r ta n t  r e q u i s i t e s  fo r  a n  e f f e c t i v e  p r e tr e a tm e n t  p r o c e s s .  T h is  d i lu t e  

a c id  h y d r o ly s i s  i s  t o  m a x im i z e  th e  x y l o s e  c o n v e r s i o n  a n d  t o  d e s t r o y  t h e  c o m  c o b s  

s tr u c tu r e  in  o r d e r  t o  e n h a n c e  e n z y m a t ic  h y d r o ly s i s .  O u r  s tu d y  s h o w s  th a t  th e r e  m a y  

b e  o p p o r t u n it ie s  f o r  fu r th e r  p r o c e s s  o p t im iz a t io n ,  f in d in g  th e  r ig h t  p r e tr e a tm e n t  

te m p e r a tu r e ,  r e a c t io n  t im e ,  c o n c e n t r a t io n  o f  s u l f u r ic  a c id  a n d  e n z y m e  c o m b in a t io n s .  
M o r e o v e r ,  t h is  r e s e a r c h  a l s o  s h o w s  t h e  e th a n o l  p r o d u c t io n  f r o m  th e  f e r m e n ta b le
su g a r .
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