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E N Z Y M A T I C  HYDROLYSIS OF STEAM TREATED ASPEN WOOD: 
INFLUENCE O F  PARTIAL HEMICELLULOSE A N D  LIGNIN 

REMOVAL PRIOR TO PRETREATMENT 

W. S c h w a l d * ,  H . H .  B r o w n e l l  a n d  J . N .  S a d d l e r  
B i o t e c h n o l o g y  a n d  C h e m i s t r y  D e p a r t m e n t ,  

F o r i n t e k  C a n a d a  C o r p . ,  8 0 0  M o n t r e a l  R o a d ,  O t t a w a ,  
O n t a r i o ,  K l G  3 2 5 .  C a n a d a  

A B  STRACT 
_I- 

A s p e n  wood c h i p s  were t r e a t e d  w i t h  a c i d i f i e d  c h l o r i t e  t o  
r e m o v e  9 0 %  of  t h e  l i g n i n ,  o r  w e r e  e x t r a c t e d  w i t h  c o n c e n -  
t r a t e d  a l k a l i  t o  r e m o v e  5 0 0  o f  t h e  h e m i c e l l u l o s e .  
S a m p l e s  o f  t h e  o r i g i n a l  c h i p s ,  t h e  r e s u l t i n g  l o w - l i g n i n  
a s p e n w o o d  ( L L A )  a n d  t h e  l o w - h e m i c e l l u l o s e  a s p e n w o o d  
(LHA) were t r e a t e d  w i t h  s a t u r a t e d  s team a t  24OoC f o r  2 0 -  
1 8 0  s. C h e m i c a l  a n a l y s i s  a n d  e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s  o f  t h e  
r e s u l t i n g  w a t e r - w a s h e d  s u b s t r a t e s  s h o w e d  t h a t ,  a f t e r  4 0  
s o f  s t e a m i n g ,  t h e  r a t e  a n d  e x t e n t  o f  e n z y m a t i c  h y d r o l y -  
s i s  c o r r e l a t e d  b e t t e r  w i t h  r e m o v a l  o f  a l k a l i - i n s o l u b l e  
l i g n i n  t h a n  w i t h  r e m o v a l  o f  x y l a n .  T h e  o r i g i n a l  w o o d ,  
LLA a n d  LHA h a d  s i m i l a r  c r y s t a l l i n i t y  i n d i c e s  w h i c h  
i n c r e a s e d  i n  t h e  w a t e r - i n s o l u b l e  f r a c t i o n s  w i t h  t i m e  o f  
s t e a m i n g .  C a r b o h y d r a t e  d e g r a d a t i o n  p r o d u c t s  ( “ p s e u d o -  
l i g n i n ” )  f o r m e d  i n  e q u a l  a m o u n t s  o n  s t e a m i n g  o r i g i n a l  
wood o r  LLA, i n d i c a t i n g  f u r f u r a l - l i g n i n  c o n d e n s a t i o n  t o  
b e  n o t  i n v o l v e d .  D e v e l o p m e n t  o f  a c c e s s i b i l i t y  i n  LHA 
r e s e m b l e d  t h a t  i n  o r i g i n a l  a s p e n w o o d ,  d e s p i t e  t h e  a b -  
s e n c e  o f  a c e t i c  a c i d  f o r  a u t o h y d r o l y s i s .  

* P e r m a n e n t  a d d r e s s  - I n s t i t u t e  of R a d i o c h e m i s t r y ,  
U n i v e r s i t y  o f  I n n s b r u c k ,  I n n r a i n  5 2 a ,  6 0 2 0  I n n s b r u c k ,  
A u s t r i a  
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544 SCHWALD, BROWNELL AND SADDLER 

I N T R O D U C T I O N  

Some f o r m  o f  p r e t r e a t m e n t  is n e c e s s a r y  t o  i n c r e a s e  t h e  

r a t e  a n d  e x t e n t  o f  t h e  e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s  o f  t h e  

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

( 1 - 7 ) .  T h e  m a i n  o b j e c t i v e  o f  m o s t  o f  t h e  p h y s i c a l  a n d  

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

t y  o f  t h e  c e l l u l o s e  t o  t h e  c e l l u l a s e  enzyme complex .  

V a r i o u s  f a c t o r s  h a v e  been  r e p o r t e d  t o  i n f l u e n c e  enzyma-  

t i c  h y d r o l y s i s .  Grohmann e t  a l .  ( 8 )  r e l a t e d  t h e  i m p r o v e -  

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

s t r a t e s  t o  t h e  r e m o v a l  o f  h e m i c e l l u l o s e ,  w h i c h ,  a c c o r -  

d i n g  t o  G r e t h l e i n  ( 9 , 1 0 1 ,  r e s u l t s  i n  a n  i n c r e a s e  i n  b o t h  

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

a r e a .  S t o n e  e t  a l .  ( 1 1 )  showed t h a t  t h e  m e d i a n  p o r e  s i z e  

i s  a l s o  s t r o n g l y  d e p e n d e n t  o n  t h e  d e g r e e  o f  s w e l l i n g .  

F a n  e t  a l .  ( 1 2 )  f o u n d  a l i n e a r  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  

c r y s t a l l i n i t y  a n d  r a t e  o f  h y d r o l y s i s  f o r  d i f f e r e n t  

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

p r e t r e a t m e n t  me thod  s h o u l d  d e c r e a s e  t h e  d e g r e e  of c r y s -  

t a l l i n i t y .  H o w e v e r ,  o t h e r  a u t h o r s  ( 1 3 )  h a v e  s u g g e s t e d  

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

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

o n e ,  a n d  some r e s e a r c h e r s  h a v e  i n d i c a t e d  ( 1 0 , 1 4 )  t h a t  

c r y s t a l l i n i t y  i s  n o t  o f  m a j o r  i m p o r t a n c e .  A s i m i l a r  

c o n t r a d i c t i o n  c a n  b e  o b s e r v e d  when e v a l u a t i n g  t h e  r e l a -  

t i v e  i n f l u e n c e  o f  d e l i g n i f i c a t i o n  on enzyme d i g e s t i b i l i -  
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t y .  B a k e r  ( 1 5 )  a n d  S t o n e  e t  a l .  ( 1 1 )  r e p o r t e d  t h e  b e n e -  

f i c i a l  e f f e c t  o f  l i g n i n  r e m o v a l  on e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s  

o f  w o o d  p u l p s ,  w h e r e a s  Wong  e t  a l .  ( 1 6 ) .  G r e t h l e i n  a n d  

C o n v e r s e  ( 1 0 )  a n d  B r o w n e l l  a n d  S a d d l e r  ( 2 )  o b t a i n e d  

l i t t l e  o r  n o  i n c r e a s e  i n  d i g e s t i b i l i t y  a f t e r  e x t r a c t i o n  

o f  l i g n i n  f rom p r e t r e a t e d  wood s u b s t r a t e s .  

C h u m  e t  a l .  ( 7 )  c o n c l u d e d  f r o m  a s t u d y  o f  t h e  k i n e t i c s  

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

a n d  b l a c k  c o t t o n w o o d ,  t h a t  t h e  h i g h e r  t h e  r e s i d u a l  x y l a n  

i n  t h e s e  p u l p s ,  t h e  s m a l l e r  w a s  t h e  p r o p o r t i o n  o f  f a s t -  

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

g l u c a n  d i g e s t i b i l i t y .  A l s o ,  f o r  s a m p l e s  c o n t a i n i n g  - 1 3 %  

x y l a n ,  t h e  h i g h e r  t h e  r e s i d u a l  l i g n i n  c o n  t e n t ,  t h e  

s m a l l e r  w a s  t h e  d i g e s t i b i l i t y .  

In t h e  p r e s e n t  w o r k  w e  h a v e  t r i e d  t o  o b t a i n  a b e t t e r  

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

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

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

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

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

t h e  d e g r e e  of d e l i g n i f i c a t i o n ,  t o  t h e  r a t e  o f  h y d r o l y s i s  

EXPERIMENTAL 

w o o d  a n d  Wood F r a c t i o n s  

C o m m e r c i a l  n e v e r - d r i e d  c h i p s  o f  a s p e n  wood  ( A )  ( P o p u l u s  

t r e m u l o i d e s ) ,  o f  m o i s t u r e  c o n t e n t  (MC) 37.2 % ( w e t - w o o d  

--- 
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546 SCHWALD, BROWNELL AND SADDLER 

b a s i s ) ,  w e r e  u s e d  b o t h  d i r e c t l y  i n  t h e  s t e a m  p r e t r e a t -  

men t  and  as  a s o u r c e  o f  wood f r a c t i o n s .  

~w~~~~nn ~ g p e "  p g d  (LLA). C o m m e r c i a l  n e v e r - d r i e d  

c h i p s  were  r e d u c e d  i n  s i z e  t o  5-10 m m  x 1-2 m m  b y  

p a s s i n g  t h e m  t h r o u g h  a W i l e y  m i l l  w i t h  a v e r y  c o a r s e  

s c r e e n  ( o p e n i n g s  o f  1 c m  i n  d i a m e t e r ) .  T h e y  were  t h e n  

s u b s t a n t i a l l y  d e l i g n i f i e d  b y  3 t r e a t m e n t s  w i t h  s o d i u m  

c h l o r i t e .  E x c e p t  f o r  t h e  l a r g e r  s c a l e  of t r e a t m e n t  a n d  

l a r g e r  p a r t i c l e  s i z e ,  t h e  t r e a t m e n t  w a s  e s s e n t i a l l l y  a s  

d e s c r i b e d  b y  W i s e  e t  a l .  ( 1 7 ) .  A f t e r  e x t e n s i v e  w a s h i n g  

w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r  and  p a r t i a l  a i r - d r y i n g ,  t h e  MC o f  

t h e  r e s u l t i n g  LLA was 63.7 0 ( w e t  wood b a s i s ) .  

L o w - h e m i c e l l u l o s e  a s p n  p o g  ( L H A ) .  C o m m e r c i a l  a s p e n  

wood c h i p s ,  r e d u c e d  i n  s i z e  a s  f o r  L L A ,  w e r e  e x t r a c t e d  

----------------- -- 

u n d e r  n i t r o g e n  w i t h  a 2 4  0 p o t a s s i u m  h y d r o x i d e  s o l u t i o n  

e s s e n t i a l l y  as d e s c r i b e d  b y  Wise a n d  R a t l i f f  (la), 

e x c e p t  f o r  t h e  l a r g e r  s c a l e  a n d  much  l a r g e r  p a r t i c l e  

s i z e .  The s o l i d  r e s i d u e  o f  L X A  w a s  w a s h e d  w i t h  d i s t i l l e d  

w a t e r  u n t i l  t h e  w a s h i n g s  were  n e u t r a l .  A f t e r  p a r t i a l  

a i r - d r y i n g ,  t h e  M C  o f  t h e  r e s u l t i n g  L H A  w a s  59 .2  % 

( m o i s t u r e - c o n t a i n i n g  b a s i s ) .  

S t e a m  t r e a t m e n t  

S a m p l e s  ( e q u i v a l e n t  d r y  w e i g h t ,  6 0  g )  of  n e v e r - d r i e d  

a s p e n  wood c h i p e ,  LLA and  L H A ,  were l o a d e d  s e p a r a t e l y  i n  

-- --- 

a t h i n - w a l l e d  s t a i n l e s s - s t e e l  c a n i s t e r  w h i c h  w a s  t h e n  

l o w e r e d  t h r o u g h  a n  open  b a l l  v a l v e  i n t o  a 2-L s t a i n l e s s  

s t e e l  p r e s s u r e  v e s s e l  (21, w h i c h  h a d  b e e n  p r e h e a t e d  t o  
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2 4 0 ° C  w i t h  s a t u r a t e d  s t e a m .  T h e  b a l l  v a l v e  w a s  t h e n  

i m m e d i a t e l y  c l o s e d  a n d  t h e  s team i n l e t  v a l v e  w a s  o p e n e d .  

I n  5 8 ,  t h e  s team t e m p e r a t u r e  i n s i d e  t h e  v e s s e l  a n d  t h e  

c a n i s t e r  r e a c h e d  2 4 O o C ,  a n d  w a s  m a i n t a i n e d  c o n s t a n t  f o r  

t r e a t m e n t  t i m e s  f r o m  2 0  t o  1 8 0  8 .  T h e  s team i n l e t  v a l v e  

w a s  t h e n  c l o s e d  w i t h i n  2 s, a n d  t h e  p r e s s u r e  w a s  b l e d  

down t o  a t m o s p h e r i c  a t  a c o n t r o l l e d  r a t e ,  w i t h o u t  e x p l o -  

s i o n .  T h e  c a n i s t e r ,  w i t h  c o n t e n t s  a t  1 0 0 ° C ,  w a s  t h e n  

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

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

T h e  c o o l e d ,  s t e a m - t r e a t e d  c h i p s  were b r o k e n  u p  i n  a 

b l e n d e r  a n d  were w a s h e d  t w i c e  w i t h  d i s t i l l e d  wa te r ,  b o t h  

t i m e s  b y  s t i r r i n g  f o r  1 h o u r  a s  5 % s l u r r i e s ,  a n d  r e -  

c o v e r i n g  t h e  w a s h e d  s o l i d  b y  f i l t r a t i o n .  I n  some c a s e s ,  

s a m p l e s  o f  t h e  w a t e r - w a s h e d  p r o d u c t s  were a l s o  s i m i l a r l y  

w a s h e d  t w i c e  w i t h  0 . 4  % s o d i u m  h y d r o x i d e ,  a g a i n  b y  

s t i r r i n g  a s  5 % s l u r r i e s .  

A n a l y t i c a l  M e t h o d s  

T h e  a p p a r e n t  K l a s o n  l i g n i n  c o n t e n t s  o f  t h e  o r i g i n a l  

a s p e n  w o o d  ( A ) ,  t h e  L L A  a n d  L H A ,  a s  w e l l  a s  o f  t h e  

w a t e r - i n s o l u b l e  f r a c t i o n s  ( W I )  of  t h e  s t e a m - h e a t e d  ( S H )  

p r o d u c t s  - S H A - W I ,  S H L L A - W I  a n d  S H L H A - W I ,  w e r e  d e t e r -  

m i n e d  b y  T A P P I  s t a n d a r d  m e t h o d  T 2 2 2  0 s - 7 4  f o r  " a c i d -  

i n s o l u b l e "  l i g n i n .  

H P L C  was u s e d :  a )  f o r  c h a r a c t e r i z i n g  t h e  w a t e r - s o l u b l e  

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

w a t e r - i n s o l u b l e  f r a c t i o n s  ( b y  a n a l y z i n g  t h e  s u g a r s  i n  

t h e  K l a s o n  l i g n i n  f i l t r a t e s ) ,  a n d  c )  f o r  a n a l y z i n g  f o r  

t h e  s u g a r s  i n  e n z y m a t i c  h y d r o y s a t e s .  For t h e  w a t e r  

s o l u b l e s ,  a n d  f o r  t h e  K l a s o n  f i l t r a t e s ,  a n  HPX-87H 

c o l u m n  ( B i o - R a d  L a b s . ,  C A I  U.S.A.) w i t h  a g u a r d  c o l u m n  

(H-Ca t ion ,  Bio-Rad)  was o p e r a t e d  u n d e r  c o n d i t i o n s  s p e c i -  

f i e d  b y  S c h w a l d  a n d  S a d d l e r  ( 1 9 1 ,  a n d  b y  I r i c k  e t  a l .  

( 2 0 ) .  For t h e  e n z y m a t i c  h y d r o l y s a t e s ,  a n  HPX-87P c o l u m n  

( B i o - R a d )  w i t h  a g u a r d  c o l u m n  ( C a r b o  P I  B i o - R a d )  w a s  

u s e d  w i t h  w a t e r  a s  e l u e n t .  B e f o r e  i n j e c t i o n ,  s a m p l e s  

were  p a s s e d  t h r o u g h  a 0 . 4 5  p m  f i l t e r .  For a l l  H P L C  

a n a l y s e s  a V a r i a n  HPLC s y s t e m  (Mode l  5 0 0 0 ;  V a r i a n ,  N.J., 

U.S.A.) i n t e r f a c e d  w i t h  a V a r i a n  CDS 4 0 1  d a t a  s y s t e m  w a s  

employed .  A r e f r a c t i v e  i n d e x  de tec tor  (RI-3; V a r i a n )  a n d  

a s a m p l e  i n j e c t o r  ( M o d e l  7 1 2 6 1  R h e o d y n e ,  C A I  U.S.A.) 

f i t t e d  w i t h  a 2 0  p L  s a m p l e  l o o p  w e r e  u s e d .  

T h e  c r y s t a l l i n i t y  o f  t h e  c e l l u l o s e  i n  t h e  a s p e n  w o o d ,  

L L A  a n d  L H A b e f o r e  s t e a m  t r e a t m e n t ,  a n d  i n  t h e  w a t e r  i n -  

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

b y  X - r a y  d i f f r a c t i o n ,  u s i n g  a N o r e l c o  d i f f r a c t o m e t e r  

o p e r a t e d  a t  2 0  kV a n d  2 0  m A .  G r o u n d  e a m p l e s  w e r e  p r e s s e d  

a t  1 1  m e t r i c  t o n s  t o  f o r m  p e l l e t s .  T h e  c r y s t a l l i n i t y  

i n d i c e s  w e r e  c a l c u l a t e d  a c c o r d i n g  t o  S e g a l  e t  a l .  ( 2 1 ) ,  

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

f r a c t i o n s  o f  t h e  c e l l u l o s e .  
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STEAM TREATED ASPEN WOOD 

TABLE 1 

549 

C h e m i c a l  C o m p o s i t i o n  o f  A s p e n  Wood, " L o w - l i g n i n "  A s p e n  
Wood ( L L A )  a n d  " L o w - h e m i c e l l u l o ~ e "  A s p e n  Wood (LHA) 
b e f o r e  S t e a m  T r e a t m e n t  

Y i e l d  A n a l y s i s  (6 of o r i g i n a l  w o o d )  

wood 1 L i g n i n  X y l a n  C e l l u l o s e  
M a t e r i a l  ( %  o f  o r i g .  

a s p e n  wood 1 0 0  1 9 . 8  21.9 4 3 . 2  

LHA 7 8 . 2 b  1 7 . 3  11.6  4 2 . 0  
LLA 8 5 .  l a  2 . 1  22.5 4 4 . 9  

a )  w e i g h t  o f  s o l i d  r e s i d u e  o b t a i n e d  a f t e r  d e l i g n i f i -  

b )  w e i g h t  o f  s o l i d  r e s i d u e  o b t a i n e d  a f t e r  KOH 
c a t i o n o f  wood w i t h  s o d i u m  c h l o r i t e  

e x t r a c t i o n  o f  wood 

E n z y m a t i c  H y d r o l y s i s  

A l l  s u b s t r a t e s  were h y d r o l y s e d  w i t h  a n  e n z y m e  p repa ra -  

t i o n  f r o m  Trichodermxn h a r z i a n u m  E58,  a t  a n  e n z y m e  c o n -  

c e n t r a t i o n  o f  35 f i l t e r - p a p e r  u n i t s  per  g r a m  o f  o v e n - d r y  

s u b s t r a t e .  The  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n  w a s  2 % w/v i n  a 

0 . 0 5  M a c e t a t e  b u f f e r  a t  pH 4.8. T h e  f l a s k s  were s h a k e n  

a t  140  rpm i n  a n  i n c u b a t o r  a t  4 5 O C .  

RESULTS AND DISCUSSION 

The  y i e l d s  a n d  c h e m i c a l  c o m p o s i t i o n s  of t h e  " l o w - l i g n i n "  

a s p e n  w o o d  ( L L A )  a n d  " l o w - h e m i c e l l u l o s e "  a s p e n  w o o d  

( L H A ) ,  a r e  l i s t e d  i n  TABLE 1 ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  compo- 

s i t i o n  o f  t h e  o r i g i n a l  a s p e n  wood f r o m  w h i c h  t h e y  w e r e  

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

t r e a t i n g  wood m e a l ,  a n d  t o  a v o i d  t h e  i n t r o d u c t i o n  o f  a 
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TABLE 2 

SCHWALD, BROWNELL AND SADDLER 

Mass  B a l a n c e ,  a n d  C h e m i c a l  C o m p o s i t i o n  o f  Wa t e r - i n s o l u b -  
l e  F r a c t i o n  o f  S t e a m - h e a t e d  Aspen  Wood (SHA-WI), a f t e r  
S t e a m  T r e a t m e n t  a t  24OoC ( w i t h o u t  E x p l o s i o n )  

T r e a t -  R e c o v e r y a  ( %  O r i g .  wood ) A n a l y s i s  o f  S H A - W I  
men t ( %  o f  o r i g . w o o d )  
t ime T o t a l  ws S H A - W I  

( 8 )  S HA L i g n i n b  X y l a n  c e l l u l o s e  

20 99.7 23.9 75.8 17.4 9.2 43.5 
40 97.8 23.5 74.3 19.0 6.5 44.7 
80 93.2 23.3 69.9 20.2 2.1 43.7 

120 88.6 19.0 69.6 21.4 1.0 40.8 
180 82.5 11.0 71 .6 24.1 - 40.2 

a )  R e c o v e r y  o f  S H A  ( s t e a m  h e a t e d  a s p e n  w o o d )  c o n s i s t i n g  
o f  a WS ( w a t e r - s o l u b l e  f r a c t i o n )  a n d  a S H A - W I  ( w a t e r -  
i n s o l u b l e  f r a c t i o n )  

p s e u d o l i g n i n  
b )  A p p a r e n t  K l a s o n  l i g n i n ,  i . e .  K l a s o n  l i g n i n  p l u s  

new v a r i a b l e  ( p a r t i c l e  s i z e )  i n  t h e  s t e a m  p r e t r e a t m e n t ,  

c o m m e r c i a l  a s p e n  c h i p s  w h i c h  h a d  b e e n  b r o k e n  u p  a s  

d e s c r i b e d  a b o v e ,  were u s e d  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  LLA a n d  

LHA. L i g n i n  and  x y l a n  c o n t e n t s  were r e d u c e d  by  a b o u t  90 

% a n d  S O  %, r e s p e c t i v e l y  (TABLE l), w h i c h  r e s u l t e d  i n  

p r o d u c t s  o f  a p p r o x i m a t e l y  e q u a l  a c c e s s i b i l i t y .  

S t e a m  t r e a t m e n t  o f  t h e  a s p e n w o o d ,  LLA a n d  L H A  s u b s t r a t e s  

a t  240 O C  f o r  20-180 s g a v e  y i e l d s  o f  w a t e r - s o l u b l e  a n d  

w a t e r - i n s o l u b l e  f r a c t i o n s  l i s t e d  r e s p e c t i v e l y  i n  TABLES 

2, 3 a n d  4, t o g e t h e r  w i t h  t h e  a n a l y s i s  o f  t h e  w a t e r -  

i n s o l u b l e  f r a c t i o n s .  A l k a l i  e x t r a c t i o n  o f  t h e  SHA-WI 

r e m o v e d  t h e  a l k a l i - s o l u b l e  f r a c t i o n  o f  t h e  l i g n i n ,  a n d  
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STEAM TREATED ASPEN WOOD 

TABLE 3 

5 5 1  

Mass B a l a n c e ,  a n d  C h e m i c a l  C o m p o s i t i o n  of W a t e r - i n s o l u b -  
l e  F r a c t i o n  of  S t e a m - h e a t e d  " L o w - l i g n i n "  A s p e n  Wood 
(SHLLA-WI) ,  a f t e r  S t e a m  T r e a t m e n t  a t  2 4 0 ° C  ( w i t h o u t  
E x p l o s i o n )  

T r e a t -  R e c o v e r y a  ( %  o r i g .  LLA) A n a l y s i s  of SHLLA-WI 
m e n t  ( 0  of o r i g .  LLA) 

( s )  SHLLA L i g n i n b  X y l a n  C e l l u l o s e  
t i m e  T o t a l  WS SHLLA-WI - 

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

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

a )  R e c o v e r y  o f  SHLLA ( s t e a m  t r e a t e d  " l o w - l i g n i n "  a s p e n -  
w o o d )  c o n s i s t i n g  of a WS ( w a t e r - s o l u b l e  f r a c t i o n )  a n d  
a SHLLA-WI ( w a t e r - i n s o l u b l e  f r a c t i o n )  

p s e u d o l i g n i n  
b )  A p p a r e n t  K l a s o n  l i g n i n ,  i . e .  K l a s o n  l i g n i n  p l u s  

TABLE 4 

Mass B a l a n c e ,  a n d  C h e m i c a l  C o m p o s i t i o n  of W a t e r - i n s o l u b -  
l e  F r a c t i o n  o f  S t e a m - h e a t e d  " L o w - h e m i c e l l u l o s e "  A s p e n  
Wood (SHLHA-WI), a f t e r  S t e a m  T r e a t m e n t  a t  24OoC ( w i t h o u t  
E x p l o s i o n )  

T r e a t -  R e c o v e r y "  ( %  o r i g .  LHA) A n a l y s i s  o f  SHLHA-WI 
m e n t  ( 9  of o r i g .  LHA) 

( 8 )  SHLHA L i g n i n b  X y l a n  C e l l u l o s e  
t i m e  T o t a l  WS SHLHA-WI 

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

1 2 0  9 1 . 1  1 4 . 0  7 7 . 1  2 1 . 3  - 4 0 . 7  
1 0 0  0 9 . 2  12 .7  7 6 . 5  2 2 . 2  - 4 6 . 4  

a )  R e c o v e r y  of SHLHA ( s t e a m  h e a t e d  " l o w - h e m i c e l l u l o s e "  
a s p e n  w o o d )  c o n s i s t i n g  of a WS ( w a t e r - s o l u b l e  frac- 
t i o n )  a n d  a SHLHA-WI ( w a t e r - i n s o l u b l e  f r a c t i o n )  

b )  A p p a r e n t  K l a s o n  l i g n i n ,  i . e .  K l a s o n  l i g n i n  p l u s  
p s e u d o l i g n i n  
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5 52 SCHWALD, BROWNELL AND SADDLER 

T A B L E  5 

Recovery  and C h e m i c a l  C o m p o s i t i o n  of W a t e r - a n d - a l k a l i -  
i n s o l u b l e  F r a c t i o n  of  S t e a m - h e a t e d  Aspen Wood ( S H A - W I A ) ,  
a f t e r  S team T r e a t m e n t  a t  24OoC ( w i t h o u t  E x p l o s i o n )  

T r e a t m e n t  Recove ry  of A n a l y s i s  of S H A - W I  
t ime SHA-WIA ( %  of o r i g . w o o d )  

( 9 )  ( %  of  o r i g i n a l  wood) 
L i g n i n a  x y l a n  C e l l u l o s e  

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

1 2 0  4 6 . 2  1 . 6  0 . 5  4 1  - 6  
1 8 0  4 5 . 6  1 . 0  < 0 . 5  4 0 . 8  

a )  A p p a r e n t   lae eon l i g n i n ,  i . e .  K lason  l i g n i n  p l u s  
p s e u d o l i g n i n  

l e f t  t h e  a l k a l i - w a s h e d  r e s i d u e s  ( S H A - W I A )  w i t h  t h e  com- 

p o s i t i o n s  l i s t e d  i n  T A B L E  5. 

FIGURE l a )  shows t h a t  e n z y m a t i c  h y d r o l y z a b i l i t y  of t h e  

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

( w i t h o u t  e x p l o s i o n ) ,  i n c r e a s e d  w i t h  t h e  l e n g t h  of s t e a m  

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

l o g o u s  s t e a m - e x p l o s i o n  t r e a t m e n t s  ( 2 , 3 ) .  R e l a t i v e l y  h i g h  

g l u c o s e  y i e l d s  ( 8 5  % o f  t h e o r e t i c a l )  w e r e  o b t a i n e d  a f t e r  

a n  80-s s t e a m  t r e a t m e n t  and  w a t e r  e x t r a c t i o n ,  w h i c h  r e -  

moved a b o u t  9 0  % o f  t h e  x y l a n  p r e s e n t  i n  t h e  o r i g i n a l  

a s p e n  wood ( T A B L E  2 )  w i t h o u t  n o t i c e a b l e  d e c o m p o s i t i o n  of 

t h e  c e l l u l o s e .  L o n g e r  t r e a t m e n t s  ( 1 2 0  a n d  1 8 0  s ) ,  how- 

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

t h e  c e l l u l o s e ,  t h e r e b y  r e d u c i n g  t h e  p o t e n t i a l  amount  of 
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STEAM TREATED ASPEN WOOD 553 

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

s is .  I n  t h e  l a t e r  s t a g e s  o f  t h e  l o n g e r  t r e a t m e n t s ,  much 

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

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

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

s i t i o n  w a s  r e f l e c t e d  b o t h  i n  t h e  i n c r e a s e d  " a p p a r e n t  

K l a s o n  l i g n i n "  c o n t e n t  o f  t h e  SHA-WI a n d  i n  t h e  l o w  

r e c o v e r y  o f  x y l a n  i n  t h e  w a t e r - s o l u b l e  f r a c t i o n .  

T h e  l o n g e r  t r e a t m e n t s  ( 1 2 0  a n d  1 8 0  s )  s i g n i f i c a n t l y  

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

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

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

l o w  x y l a n  c o n t e n t  w a s  p o s s i b l e .  X y l a n  h y d r o l y s i s  a n d  

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

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

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

w h i c h  r e s t r i c t s  t h e  s w e l l i n g  o f  t h e  c e l l  w a l l s  ( l l ) ,  

p l a y s  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  of c e l l u l o s e  

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

a l t h o u g h  n o t  e v i d e n t  i n  t h e  d a t a  s h o w n  i n  TABLE 2 ,  i s  

r e f l e c t e d  i n  TABLE 5 a f t e r  a l k a l i  e x t r a c t i o n ,  i n  t h e  

d e c r e a s i n g  l i g n i n  c o n t e n t  r e m a i n i n g  w i t h  i n c r e a s i n g  

s t e a m i n g  t i m e .  R e m o v a l  o f  t h e  f r e e  a l k a l i - s o l u b l e  l i g n i n  

d i d  n o t  s i g n i f i c a n t l y  a l t e r  t h e  y i e l d s  o f  g l u c o s e  ob-  

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

a p p e a r  t o  r e d u c e  t h e  r a t e  o f  h y d r o l y s i s  (FIGURE l b ) .  I t  
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F I G U R E  1 :  Course  of r e a c t i o n  f o r  t h e  e n z y m a t i c  
h y d r o l y s i s  of a )  SHA-WI, and b )  SHA-WIA; 
g l u c o s e  y i e l d  f rom c e l l u l o s e ,  % of  t h e o r y ;  

2 4 0  - s t e a m  t e m p e r a t u r e  i n  OC 
20-180 - t r e a t m e n t  t i m e  i n  s 

8 )  
100 - 

lB01240 

- - - unlr. 

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 00 100 

TIME (h) TIME (h) 

F I G U R E  2 :  C o u r s e  of r e a c t i o n  f o r  t h e  e n z y m a t i c  hydro -  
l y s i s  of a )  SHLLA-WI and u n t r e a t e d  " low-  
l i g n i n "  a s p e n  wood, and b )  SHLHA-WI and 
u n t r e a t e d  " l o w - h e m i c e l l u l o a e "  a s p e n  wood; 
g l u c o s e  y i e l d  from c e l l u l o s e ,  % of  t h e o r y ;  

s t e a m i n g  c o n d i t i o n s  same a s  i n  F i g u r e  1 
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i s  n o t e w o r t h y  t h a t  t h e  i n c r e a s e  i n  c e l l u l o s e  a c c e s s i b i -  

l i t y ,  a f t e r  8 0  s o f  s t e a m i n g ,  w a s  a c c o m p a n i e d  b y  a 

s i g n i f i c a n t  f u r t h e r  r e d u c t i o n  i n  t h e  c o n t e n t  o f  r e s i d u a l  

a l k a l i - i n s o l u b l e  l i g n i n .  T h e  a l r e a d y  l o w  x y l a n  c o n t e n t  

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

TABLE 3 s h o w s  t h a t  s t e a m  t r e a t m e n t  o f  LLA r e s u l t e d  i n  a 

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

w h o l e  a s p e n w o o d .  A f t e r  o n l y  2 0  8 ,  8 0  % o f  t h e  x y l a n  w a s  

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

t i c  h y d r o l y s i s  ( F I G U R E  2 a )  t h e  g l u c o s e  y i e l d  r o s e  f r o m  

5 8  % to 9 3  % o f  t h e o r e t i c a l  ( i . e .  c l o s e  t o  t h e  h i g h e s t  

y i e l d  o f  95 % o b t a i n e d  a f t e r  4 0  8 ) .  On f u r t h e r  s t e a m i n g ,  

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

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

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

x y l a n  d e g r a d a t i o n ,  w a s  r o u g h l y  e q u a l  t o  t h a t  o b t a i n e d  

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

t e n t h  as  much t r u e  l i g n i n  w a s  p r e s e n t  d u r i n g  t h e  s team-  

i n g  o f  LLA. I t  i s  u n l i k e l y ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  t h e  r e l a -  

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

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

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

T e k e l y  a n d  V i g n o n  ( 2 2 )  t o  e x p l a i n  c h a n g e s  i n  t h e  1 3 C - N M R  

s p e c t r a  o f  P o p u l u s  t r e m u l a  wood d u r i n g  s t e a m i n g .  F u r t h e r  

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

c h e m i c a l l y  a t t a c h e d  t o  t h e  t r u e  K l a s o n  l i g n i n ,  w a s  ob-  
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SCHWALD, BROWNELL AND SADDLER 

t a i n e d  by e x h a u s t i v e  e x t r a c t i o n  o f  t h e  a p p a r e n t  K l a s o n  

l i g n i n  f r o m  S H A - W I ,  w i t h  b o i l i n g  w a t e r .  The t o t a l  w e i g h t  

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

t h e  s a m p l e  l o s t  w e i g h t .  

F I G U R E  2 s h o w s  t h a t  r e m o v a l  o f  5 0  % o f  t h e  x y l a n  f r o m  

a s p e n w o o d  ( i n  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  L H A ) ,  or 9 0  % o f  t h e  

l i g n i n  ( i n  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  L L A ) ,  r e s u l t e d  i n  s i m i l a r  

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

T A B L E S  3 a n d  4 s h o w  t h a t ,  a f t e r  t h e  s t e a m  t r e a t m e n t s ,  

c o r r e s p o n d i n g  w a t e r - w a s h e d  p r o d u c t s  f r o m  LHA a n d  L L A  had  

i d e n t i c a l  x y l a n  c o n t e n t s ,  w i t h i n  1 % ( o r i g i n a l  wood 

b a s i s ) ,  b u t  h a d  s u b s t a n t i a l  d i f f e r e n c e s  i n  l i g n i n  c o n -  

t e n t s .  D u r i n g  s t e a r n i n g ,  t h e  LHA w i t h  i t s  much h i g h e r  

l i g n i n  c o n t e n t  d e v e l o p e d  a c c e s s i b i l i t y  much more s l o w l y  

t h a n  d i d  t h e  LLA.  The h y d r o l y s i s  c u r v e s  f r o m  t h e  s t e a m e d  

a n d  washed  LHA r e s e m b l e d  more c l o s e l y  t h o s e  f r o m  s t e a m e d  

and  washed  a spenwood ,  e x c e p t  a f t e r  t h e  s h o r t e r  s t e a m i n g  

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

a c c o r d a n c e  w i t h  i t s  l o w e r  x y l a n  c o n t e n t .  

A s e c o n d  d i f f e r e n c e  was  t h a t  d u r i n g  t h e  s t e a m  t r e a t i n g  

o f  t h e  LHA n o  a c e t y l  g r o u p s  w e r e  p r e s e n t ,  a s  a c o n s e -  

q u e n c e  of t h e  a l k a l i  e x t r a c t i o n .  F o r m a t i o n  o f  a c e t i c  

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

n o t  p o s s i b l e .  W e  were  u n a b l e  t o  d e t e c t  a n y  a c e t i c  a c i d  

i n  t h e  w a t e r - s o l u b l e  f r a c t i o n s  e v e n  a f t e r  1 8 0  s o f  

s t e a m i n g .  I t  w a s  s h o w n ,  b y  H P L C ,  t o  b e  p r e s e n t  t o  u p  t o  
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TABLE 6 

557 

C r y s t a l l i n i t y  I n d e x  V a l u e s  o f  D i f f e r e n t  U n t r e a t e d  a n d  
S t e a m  P r e t r e a t e d  Wood P r e p a r a t i o n s  

T r e a t m e n t  C r y s t a l l i n i t y  i n d e x  i n  % 
t ime 

( S )  SHA-WI SHLLA-WI SHLHA-W I 

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

1 2 0  - 8 4 . 5  7 7 . 0  
1 8 0  8 0 . 2  8 3 . 8  7 7 . 1  

4 % o f  t h e  o r i g i n a l  w o o d  i n  s i m i l a r  f r a c t i o n s  f r o m  LLA. 

T h e  r a p i d  s o l u b i l i z a t i o n  o f  x y l a n  i n  t h e  L H A  t h e r e f o r e  

o c c u r r e d  w i t h o u t  t h i s  a c i d .  

T A B L E  6 s h o w s  t h a t  t h e  c r y s t a l l i n i t y  i n d e x  o f  a s p e n  w o o d  

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

t h e  p r e p a r a t i o n  o f  L L A ,  a n d  d u r i n g  r e m o v a l  o f  x y l a n  i n  

t h e  p r e p a r a t i o n  o f  LHA. A f t e r  s t e a m  t r e a t m e n t  f o r  o n l y  

2 0  s a t  2 4 O o C  t h e  c r y s t a l l i n i t y  i n d i c e s  o f  t h e  S H A - W I ,  

S H L L A - W I  a n d  t h e  S H L H A - W I  a l l  i n c r e a s e d  b y  1 5 - 2 0  %. 

p r o l o n g e d  s t e a m i n g  f o r  u p  t o  1 8 0  s r e s u l t e d  i n  o n l y  

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

CONCLUSIONS 

T h e  a c c e s s i b i l i t y  o f  c e l l u l o s i c  m a t e r i a l s  t o  c e l l u l a s e  

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

were s t e a m - t r e a t e d  w i t h  e x p l o s i o n  o r  w i t h o u t .  P r e p a r a -  
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t i o n  o f  L H A  s a m p l e s  f rom a s p e n  wood r e s u l t e d  i n  c o m p l e t e  

r e m o v a l  of  a c e t y l  g roups .  S team t r e a t m e n t  of LHA n e v e r -  

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

f r a c t i o n  e v e n  t h o u g h  n o  a c e t i c  a c i d  w a s  p r e s e n t  a s  a 

c a t a l y s t .  No c o r r e l a t i o n  was e v i d e n t  b e t w e e n  s a c c h a r i f i -  

c a t i o n  y i e l d s  and t h e  c r y s t a l l i n i t y  i n d i c e s  o f  S H A - W I ,  

SHLLA-W I and  S H L H A - W  I. 

When t h e  h e m i c e l l u l o s e  c o n t e n t  had been  r e d u c e d  t o  be low 

1 %, t h e  a l k a l i - i n s o l u b l e  l i g n i n  c o n t e n t  was s t i l l  more 

t h a n  f o u r  t i m e s  a s  g r e a t .  The  f u r t h e r  s u b s t a n t i a l  i n -  

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

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

r e m o v a l  of t h i s  l i g n i n .  A d d i t i o n a l  e v i d e n c e  was o b t a i n e d  

a f t e r  s e l e c t i v e  r e m o v a l  of l i g n i n  p r i o r  t o  s t e a m  t r e a t -  

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

a c c e s s i b l e  t o  e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s ,  e v e n  a f t e r  v e r y  

s h o r t  s t e a m  t r e a t m e n t  t i m e s ,  

A C K N O W L E D G E M E N T S  

P a r t  o f  t h i s  work  h a s  p r e v i o u s l y  b e e n  p r e s e n t e d  a t  t h e  

FEMS Symposium on " B i o c h e m i s t r y  a n d  G e n e t i c s  of C e l l u -  

l o s e  D e g r a d a t i o n " ,  I n s t i t u t  P a s t e u r ,  P a r i s ,  F r a n c e ,  

S e p t e m b e r  7 - 9 ,  1 9 8 7 .  One o f  t h e  a u t h o r s  (W.S.) g r a t e -  

f u l l y  a c k n o w l e d g e s  f u n d i n g  by t h e  "Fonds  z u r  F o e r d e r u n g  

d e r  w i s s e n s c h a f  t l i c h e n  For schung" ,  V i e n n a ,  A u s t r i a .  
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