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OZET

MIKRO/NANO SELULOZ URETIMINDE ENZIMATIK ON MUAMELENIN
ETKIiSi

Recai ARSLAN
Diizce Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisti, Orman Endiistri Mithendisligi Anabilim Dali
Yiksek Lisans Tezi
Danigman: Yrd. Dog. Dr. Ayhan TOZLUOGLU
Ocak 2017, 111 sayfa

Mikrofibril (MFC) ve nanofibril (NFC) selulozun endistriyel uygulamalari bir siiredir
kullanilmaktadir, ancak Uretim asamalarinin gelistirmesine ve aymi zamanda yiksek
kalitede Urlnler elde edilmesine ihtiya¢c vardir. Bu ¢alismanin amaci, 6n muamele
asamalarinda kullanilan enzimlerin (Pulpzyme HC 2500 ve Celluclast 1.5 L)
incelenmesiyle mikrofibril ve nanofibril selillozun liretim verimliligini ve kalitesini
artirmaktir. MFC ve NFC kirmizi sakiz agacindan (Eucalyptus camaldulensis) elde edilen
kraft hamuru ile iiretilmistir. Enzimatik hidroliz, mekanik kesme ve yiiksek basingh
homojenizasyon islemi ile birlestirilmistir. Uretilen NFC ve MFC’ler HPLC, FTIR, TGA
ve ¥C-NMR ile karakterize edilmistir. Morfolojik ve viskoelastik dzellikleri sirastyla
SEM ve reometre ile incelenmistir. Celluclast 1.5 L enziminin kullanilmasi, amorf
seliilozda seg¢ici hidrolize neden olmus ve yliksek en boy orania sahip nano dlcekli
seliloz gozlenmistir. 35 + 12 nm genisligine sahip olduk¢a homojen bir NFC bu
caligmada iiretilmistir. MFC ve NFC iiretilmesi i¢in kullanilan asamalar agartilmis kraft
hamurunun seliiloz kristalinitesini diisiirmiis ve FTIR sonuglar1 incelendiginde, toplam
kristalin indeks (TCI) ve yanal diizenlilik indeks (LOI) degerlerinin diistiigli gozlenmistir.
Diisiik kristallik 3 C-NMR (46.2 ppm) tarafindan da belirlenmis olup bu sonu¢ amorf
bolgedeki Cs pikleriyle desteklenmistir. Ayrica MFC ve NFC yapilari, daha diisiik termal
bozunmaya neden olan kisa boyutlu yapilar olarak gozlenmistir. Sonug olarak, mevcut 6n
muameleler sonucunda elde edilen MFC ve NFC yapilarinin fizikokimyasal 6zellikleri
gelistirilmistir.

Anahtar sézcukler: MFC, NFC, Enzimler, Homojenizasyon, Eucalyptus

vii



ABSTRACT

EFFECTS OF ENZYMATIC PRETREATMENT ON MICRO/NANO
CELLULOSE PRODUCTION

Recai ARSLAN
Duzce University
Graduate School of Natural and Applied Sciences, Departmant of Forest Product
Engineering
Master of Science Thesis
Supervisor: Asist. Prof. Ayhan TOZLUOGLU
January 2017, 111 pages

Industrial applications of microfibrillated (MFC) and nanofibrillated cellulose (NFC)
have been in use for some time; however, there is a need to improve the production steps
and at the same time to obtain better quality products. The aim of this study was to
improve the production efficiency and quality of MFC and NFC by examining the
enzymes (Pulpzyme HC 2500 and Celluclast 1.5 L) employed in pretreatment sequences.
NFC and MFC were generated kraft pulp, produced from red gum tree plant (Eucalyptus
camaldulensis). Enzymatic hydrolysis was combined with mechanical shearing and high-
pressure homogenization. The generated NFC and MFC were characterized by HPLC,
FTIR, TGA and 3C-NMR. Morphological and viscoelastic properties were investigated
with SEM and Rheometer, respectively. Results indicated that using Celluclast 1.5 L
caused selective hydrolysis in amorphous cellulose and produced high aspect ratio
nanoscale cellulose elements. A fairly homogeneous NFC with a width of 35 + 12 nm
was produced in this study. Employed treatments to produce MFC and NFC decreased
the cellulose crystallinity of bleached kraft pulp and lower total crystalline index (TCI)
and lateral order index (LOI) values were observed for MFC and NFC in FTIR
examinations. Lower crystallinities were also defined by *C-NMR (46.2 ppm), which
was substantiated with Ce peaks in the amorphous domain. Obtained MFC and NFC
revealed shorter fiber dimensions with less ordered cellulose structure causing lower
thermal degradation. Consequently, the methods examined in this study produced MFC
and NFC with improved physicochemical and structural properties.
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1. INTRODUCTION

The complex structure of lignocellulosic biomass is the main obstacle for fractionation
because cellulose, hemicellulose and lignin are hindered by many physicochemical,
structural and compositional factors. One of the main components that resists the
separation process is lignin. Lignin acts as a protective barrier and obstacle to cell
permeability and microbial attacks, resulting in insignificant cell destruction.
Consequently, lignin removal is necessary in order to enhance biomass digestibility, while
hemicellulose and cellulose are unwillingly exposed to solubilization. In addition to
lignin, the accessibility of cellulose is obstructed by hemicellulose, which can be easily
hydrolyzed by diluted acid, alkali, or enzymes under mild conditions. However, this does
not affect the synthesis of nanocellulose [1].

Cellulose is one of the most abundant, renewable and biodegradable natural polymers
present in biomaterials. Recently, degrading cellulose to nano size has gained importance,
and raw biomaterial has been processed by varying methods for that purpose. When
biomaterial is converted to nano size, it gains impressive mechanical properties and
excellent reinforcing capabilities in addition to exhibiting low weight and low thermal
expansion. With these improved properties, they become useful for application in the
production of a variety of materials such as functional films, texturing agents, templates,
etc. Nano-sized cellulose consists of cellulose nanocrystal-whiskers (NCC), micro
fibrillated cellulose (MFC), nanofibrillated cellulose (NFC) and bacterial nanocellulose
(BNC) [2].

In biomaterial structure, cellulose polymers consist of D-glucose subunits linked together

by -1,4 glycosidic bonds. In addition, they have intra- and inter-molecular bonds,
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resulting in microfibrils packed side by side and generation of microfibril bundles. Packed
cellulose is insoluble in water, as the hydroxyl group chains are bonded to each other.
Therefore, the crystalline domain is another challenge for hydrolysis in nanocellulose
production [3]. In order to improve the performance of nanocellulose production, the
supramolecular structure of cellulose must be disrupted and some crystalline parts
converted into amorphous phases.

There are different approaches to the conversion of cellulose to nano size, including
homogenization, micro fluidization, micro grinding, cryocrushing, acid hydrolysis and
TEMPO (2,2,6,6,-tetramethylpiperidine-1-oxyl) oxidation, or their combinations [4].
Acid hydrolysis is a process related to the breakage of -1,4 glycosidic bonds in cellulose.
It is well known that acid hydrolysis, which requires less energy consumption, is the most
effective process for producing nanocellulose. On the other hand, the main disadvantage
of this methods is poor yield. If hydrolysis is performed in the presence of mineral acid
(50-72% HS0a4), cellulose esterification occurs between H2SO4 and the hydroxyl groups,
resulting in “cellulose sulfate” with a negatively charged cellulose surface. It should be
noted that this method is neither environmentally friendly nor economical. The other way
to produce nanocellulose with a high yield is by mechanical treatment. However, such an
approach requires a great deal of energy [5].

In order to overcome the disadvantages of these methods, mechanical, chemical and
enzymatic pretreatments can be applied in order to disintegrate and swell the fibers. A
mild enzymatic pretreatment increases fiber swelling. In addition, when compared with
acid treatment, enzymatic hydrolysis may be advantageous from the environmental point
of view. Therefore, a biological-based hydrolyzing agent, cellulase (composed of a
multicomponent enzyme system) allows restrictive and selective hydrolysis of specified
components in the cellulosic fibers. This process involves multistep catalyzed reactions
in which a solid crystal of cellulose is initially disordered at the solid-liquid interface via
the synergistic actions of endoglucanases and exoglucanases/cellobiohydrolases.
Generally, endoglucanases act to cleave the internal bonds (e.g., noncovalent interaction)
present in the amorphous structure of cellulose. Furthermore,
exoglucanases/cellobiohydrolases further attack the terminal glycosidic bonds from the
ends of the exposed cellulose chains which are generated by the endoglucanases.
Subsequently, the short cellulose chains created from the initial reactions are
accompanied by further hydrolysis, where the beta-1,4 glycosidic linkage of cellulose is

broken down by cellobiases/beta-glucosidases into a nanocellulose or even a glucose
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product [6].

The aim of this study was to produce MFC and NFC from Eucalyptus kraft pulp. The
hypothesis was to break down the cellulose and hemicellulose effectively by using
alternative enzymes of Celluclast 1.5 L and Pulpzyme HC 2500, both of which have not

been sufficiently studied or reported in the literature to date.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Materials

For this study, freshly cut logs of a 16-year-old river red gum tree (Eucalyptus
camaldulensis) brought from Tarsus, Turkey, was used as raw material. The bark and
cambium were carefully removed and the logs were reduced to chips suitable for the
subsequent kraft pulping operations. The chips were air-dried and screened to establish a
uniform size throughout pulping.

The enzymes employed to break down the cellulose and hemicellulose structures,
respectively, were Celluclast 1.5 L, a cellulase that hydrolyzes 1,4-beta-D-glucosidic
linkages in cellulose and other beta-D-glucans (Novozymes, Bagsvaerd, Denmark) and
Pulpzyme HC 2500 (xylanase endo-1,4-) (Novozymes, Bagsvaerd, Denmark).

2.2. Methods

2.2.1. Pulping and Bleaching

Kraft pulp was produced using 500 g of chips (0.d.). The cook was made in a 10 L rotating
digester (Uniterm Rotary Digester, Uniterm Lab.) at 150 °C for 150 min after reaching
the maximum temperature in 30 min. The calculated H-factor was 410. The cook was
achieved at 18% active alkali and 28% sulphidity charges, and the liquor-to-wood ratio
(L/kg) was 5:1. The produced pulp was disintegrated and washed with hot tap water, and
then screened using a flat laboratory screen (Somerville Flat Screen, Techlab Systems)
with a slot width of 0.15 mm (Tappi T275). The pulp yield (screened/unscreened) and
rejects were determined according to Tappi T210 via gravimetric measurements in the
laboratory environment.

The pulp was bleached using Elemental Chlorine Free (ECF) processes (ODEP: oxygen-
chlorine dioxide-alkaline-peroxide). Oxygen (O) bleaching was conducted in a digester
using 2% NaOH (as Na»0-o0.d. pulp) and 0.5% MgSOs (as carbohydrate stabilizer-o.d.
pulp) at a pressure of 6 kgf cm (90 °C for 60 min). The consistency was 10%. The
chlorine dioxide (D) bleaching was performed in a plastic bag placed in a water bath (GFL
1023 Water Bath, GFL Lab.) (60 °C for 60 min) and each pulp (10 g, 0.d.) was treated
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with 100 mL CIO2 (1%) consisting of 3 mL H2SO4 (98%) solution. The alkaline extraction
(E) was also performed in a water bath at 60 °C for 60 min and each pulp (10 g, 0.d.) was
treated with 100 mL NaOH solution (2%). The hydrogen peroxide bleaching (P) was
conducted at 10% pulp consistency using 4% H20, 0.5% Na.SiOz (as hydrogen peroxide
stabilizer), 0.1% MgSO4 and 1.5% NaOH (o.d. pulp). The process was carried out at 105
°C for 120 min in a digester. After each bleaching operation, the pulps were washed with
water, squeezed and crumbled.

The kappa number (Tappi T236) and viscosity (SCAN cm 15-62) of the pulps were then
determined.

2.2.2. Gel Preparation

The cell wall delamination of the bleached pulp was accomplished in four stages:
mechanical refining, enzymatic pretreatments, second mechanical refining, and
homogenizing. The bleached kraft pulp (H1) was first mechanically refined (2% w/w)
(H1IM) for 10 min using a Waring blender (NuBlend Commercial Blender, Waring
Commercial) to reach 30 °SR [7]. The power input was 1.9 A at 115 V. The process was
paused for 5 min to allow the material to cool down to approximately room temperature.
The freeness of the pulp was measured using a Schopper Riegler device (SR/P Schopper
Riegler, Thwing-Albert Instrument Company) (ISO Standard method 5267-1).

Refined materials (50 g o0.d. pulp) were enzymatically hydrolyzed using Pulpzyme HC
2500 (0, 25, 100 and 250 AXU/g-H1ME1, HIME2, HIME3 and HIME4) and Celluclast
1.5L(0,2,5and 10 EGU/g-HIMES5, HIME6, HIME7 and HIMES) at 2% solid loading
in 2.5 L of phosphate buffer at pH 7.0. The phosphate buffer used in the enzymatic
pretreatments was prepared from 11 mM KH2PO4 and 9 mM Na;HPO4, The enzyme
reactions were accomplished in an incubator (Incubator ES-20, Biosan Lab.) at 50 °C for
2 h. The materials were mixed manually every 30 min. At the end of the pretreatment, the
materials were washed with deionized water and put into boiling water for 30 min to stop
the enzymatic activity. Then the pulp materials were again washed with deionized water.
The enzymatically treated materials were refined again using a Waring blender [7]<, to
reach 90 °SR (HIMEM1, HIMEM2, HIMEM3, HIMEM4, HIMEM5, H1MEMS,
H1IMEMY7 and HLMEMBS). To prevent a bacterial growth in the material, 0.4 uL/mL of a
microbicide (5-chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one) was added to the slurry.

In the production stage of MFC, the material was passed through a high-pressure fluidizer
(2% wiw) (Microfluidizer M-110Y, Microfluidics Corp.), and then one time through a Z-
shaped chamber with a diameter of 200 pum (14000 psi) (HIMEMm1, HIMEMm2,
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H1IMEMm3, HIMEMm4, HIMEMm5, HIMEMm6, HIMEMm?7 and H1IMEmS8). For
the production of NFC, the material was also passed through a high-pressure fluidizer
(2% wi/w) and once through a Z-shaped chamber with a diameter of 200 um (14000 psi),
and then it was passed five times through a chamber with a diameter of 100 um (24000
psi) (HLMEMnl, HIMEMn2, H1IMEMn3, H1IMEMn4, H1IMEMn5, H1MEMDNnS,
H1MEMN7 and HLMENS).

2.2.3. Analytical Methods

2.2.3.1. HPLC (High-performance liquid chromatography) Analysis

The sugar and the lignin contents of the samples were determined by Laboratory
Analytical Procedures (LAP) from the National Renewable Energy Laboratory (NREL).
The sugar contents were analyzed using the HPLC (Agilent 1200 System, Agilent Tech.)
equipped with a Shodex SP0810 column (mobile phase: HPLC grade water-0.2 pum
filtered and degassed; injection volume: 20 pL; flow rate: 0.6 ml/min; column
temperature: 80 °C) and a refractive index detector. The acid-insoluble and acid-soluble
lignin were determined, respectively, by weighing and by the adsorption at 320 nm
against a deionized water blank.

The reduction in lignin was calculated based on the initial dry weight of the lignin in the
chip/bleached kraft pulp (LU) and the dry weight of the lignin in the remaining solids
after the pulping, bleaching, refining, enzymatic hydrolysis and homogenizing treatments
(LP). The percentage of lignin reduction was calculated with the following equation:

LU-LP 100

The percentage of lignin reduction=

The solubilization of xylan and glucan during the treatments was also calculated in the
same manner.
Furthermore, the percentage of solids recovered was calculated on an oven-dry basis as

follows:

The percentage of solids recovered= % x100

where W1 is the dry weight of the whole biomass before treatment (g), and W2 is the dry
weight of the treated material (g).

2.2.3.2. FTIR (Fourier transform infrared) Spectroscopy

The IR spectra were taken via an attenuated total reflectance (ATR)-FTIR device
(Shimadzu IR Prestige-21, Shimadzu Corp.). Sample suspensions of 0.5 ml were prepared

in a concentration of 2% (w/w). The samples were gently dropped in a diamond
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attachment using an automatic pipette (0.1-1 ml). In order to elucidate molecular vibration
signals in the range of 4000-600 cm%, 20 scans with a resolution of 4 cm™ were taken.
2.2.3.3. 13C CP/MAS NMR (Cross Polarization Magic Angle Spinning Nuclear Magnetic
Resonance) Spectroscopy

The solid state 3C CP/MAS NMR spectra of the samples were recorded using an Advance
11 300-MHz NMR instrument (Bruker Corp.). The operating frequency was fixed at
75.385 MHz. A double air-bearing probe and a zirconium oxide rotor (4 mm) were used
in the analysis. The MAS rate was 8500 Hz. A CP pulse was ramped at a contact pulse of
100 ps with the rotation of 4 ps proton at 90° pulse (294.8 °K). The delay between
repetitions was 2.5 s.

2.2.3.4. Rheological Measurements

In order to determine the rheological properties of the samples, a RST-CPS Rheometer
(Brookfield Corp.) was used. The measurements were made at the 37.5 mm diameter
cone-plate and the 25 mm diameter parallel plate. The gap was fixed at 1. mm. Before the
measurements, the shearing was applied to the materials at 20,000 rpm for 2 min (IKA
T18 homogenizer, IKA Lab.) to disrupt any flocculated aggregates and the samples were
then allowed to rest for 3 min.

2.2.3.5. SEM (Scanning Electron Microscopy)

The morphological properties of the samples were analyzed by taking SEM (FEI Quanta
FEG 250, FEI Corp.) images. The samples were first dried at 105 °C overnight, and then
coated up to 5 nm with a gold-palladium composite. Pictures were taken for all samples
at 1-15 kV using a field emission gun equipped with a compacted secondary electron
detector. Scales were selected as 100 pum for fiber materials and 1 and 100 pm for MFC
and NFC. In addition, SEM analyses were carried out for MFC or NFC films.

2.2.3.6. Thermal Analysis

The thermal properties of the materials were examined using thermogravimetric analysis
(TGA). For the TGA, a Shimadzu DTG 60 (Shimadzu Corp.) equipped with a thermal
analysis data station was utilized. The material samples were first dried at room
temperature overnight. Approximately 5 mg of the material was placed in a platinum pan
and heated from room temperature to 650 °C at a rate of 20 °C/min. Measurements were
carried out under nitrogen flow (75 mL min™). The mass of the material was recorded as

a function of the temperature.



3. RESULTS AND DISCUSSIONS

3.1. Yield, Kappa And Viscosity Analysis

The kraft pulping of the eucalyptus resulted in 45.6% (0.d. chip) screened yield. The reject
was very small (0.03% o.d. pulp). The kappa number and viscosity were 18.4 and 10.2
cP, respectively. Similar results for the same wood material and pulping conditions can
be found in the literatiire [8]. It was noted that the kappa number and viscosity values
decreased as expected after each bleaching stage, while the lignin was removed from the
structure. The kappa number of the bleached pulp decreased up to 83.6%. The oxygen
bleaching stage (O) decreased the kappa number to 10.4 and a decrease of viscosity was
also observed. A significant decrease in viscosity and kappa was observed when chlorine
dioxide was used in the bleaching stage. This finding could be explained by
polysaccharide degradation [9]. The NaOH (E) used in the bleaching stage extracted some
lignin and low molecular weight materials and consequently, diminished the total yield.
On the other hand, E stage bleaching increased the viscosity of the pulp slightly (5.60 cP),
as observed earlier by Islam [10]. This could be due to the removal of some low molecular
weight materials from the structure. Moreover, the last stage peroxide bleaching (P)
decreased the kappa and viscosity of the pulp.

3.2. Chemical Properties

3.2.1. HPLC Analysis

The HPLC analyses showed that the total carbohydrate of E. camaldulensis was 49.3%
(0.d. chip). Glucan, the major cell wall component, made up 40.0% (0.d. chip), and xylan,
the major hemicellulose constituent, was 8.67% (0.d. chip). Mannan, arabinan and
galactan accounted for only 0.62% (0.d. chip). The total lignin (acid insoluble/soluble)
content was observed to be 28.3% (0.d. chip). The results of this study were comparable
with the findings of Moussaouiti [11].

The lignin, glucan and xylan solubilizations of the bleached pulp were 97.7%, 31.2% and
31.6% (o.d. chip), respectively. The glucan content of unbleached/bleached kraft pulps
was proportionally increased due to the delignification. The kraft pulp had 15.3% xylan,
but bleaching resulted in a slight decrease in the xylan content which could be due to the
mutual removal of lignin and xylan from the structure.

Mechanical refining of the bleached kraft pulp diminished the glucan (1.80% o.d.
bleached pulp) and xylan (0.20% o.d. bleached pulp) content of the pulp. Similar results
were observed earlier by Chen [12].

Pulpzyme HC 2500 was found to be highly effective on xylan degradation and an increase
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in enzyme concentration resulted in higher degradation. As expected, this enzyme had a
lesser effect on glucan degradation. The optimum concentration of enzyme applications
was determined according to the ratio of amount of removed glucan to xylan. The high
hemicellulose content in the structure diminishes the cell wall cohesion, which makes cell
wall delamination easier and also prevents blocking in the homogenizer [13].
Consequently, the material with the highest amount of xylan was collected after the
H1ME3 processes and was selected as the optimum for further analysis.

Celluclast 1.5 L, the other enzyme used in this study, has cellulase in addition to the
hemicellulase activity of B-xylosidase [14]. Results showed that treating materials with
this enzyme significantly degraded the glucan by up to 21.1% (o.d. bleached pulp). In
contrast, the xylan degradation was minor (up to 1.51% o.d. bleached pulp). An increase
in enzyme concentrations removed more glucan and xylan from the structure, and the
optimum enzyme application was determined to be HIMES.

The enzyme (Pulpzyme HC 2500 and Celluclast 1.5 L) treated samples were then
mechanically refined and results showed almost no xylan or glucan degradation for these
samples. However, the use of both materials in the processes to obtain MFC and NFC had
a slight effect on the removal of xylan and glucan from the structure [15].

3.2.2. FTIR Analysis

The O-H, C-H and C-O interactions were investigated for each pretreatment using FTIR.
Peaks were broadly observed at 3330 cm™ and matched the free OH groups on the
cellulose molecules corresponding to intra- and intermolecular H-bonds [16], [17].
Results showed that pretreatments changed the transmittance value. This could be
explained by the glucose disintegration, especially in the glucose surface area, resulting
in fewer hydrogen bonds [17]. In this study, O-H in-plane bending and O-H bending
vibrations were additionally observed at 1336 cm™ and 1202 cm™, respectively [18].
There was no significant difference in vibrations for the untreated/treated materials.

The crystallinity in the structure for untreated/treated materials was analyzed (CH:
asymmetric vibrations at around 2900 cm™) [16] and results indicated that the
pretreatments applied in this study gave minor shifts to higher wave numbers.

The most intense peaks were observed between 1200 and 1000 cm™ and presented C-O-
C vibrations in the lignocellulosic structure [17]. In this study, peaks observed at 1162
cm™ were related to C-O-C symmetric stretching vibrations that elucidated the ether
linkages from the pyronose ring. The C-O asymmetric and symmetric stretching

vibrations were observed at 1053 cm™ and 1035 cm, respectively. In addition, C-O-C
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stretching at the B-(1,4) glycosidic linkages were observed at around 890 cm™. Results
indicated that there were no considerable shifts in these peaks.

The structural differences between bleached kraft pulp (H1) and MFC and NFC produced
using this pulp were examined. The alteration in transmittance peaks observed at 3330
cm™ matched the free OH groups of cellulose molecules. Results showed that the
homogenization in the production of MFC and NFC diminished the surface area and H-
bond numbers [17].

The molecular interactions of bleached kraft pulp, MFC and NFC produced in this study
were investigated by FTIR. In the spectra, the slightly broad O-H stretching peaks
observed at 3330 cm™ matched to the free OH groups of the cellulose molecules
corresponding to intra and intermolecular H-bonds. O-H in-plane bending vibration was
additionally observed at 1336 cm™.

3.2.3. 83C-NMR Analysis

The chemical structure of the pretreated materials was additionally analyzed by CP/MAS
13C-NMR. Some minor chemical shifts were observed and could be attributed to the
packing effect of the supramolecular structures stemming from different chemical
reactions and physical processing [19].

This study focused on the Cs peaks, which were observed in crystalline and non-
crystalline forms as doubled-collateral peaks. The former (left) peak displayed a
crystalline character, whereas the latter (right) showed an amorphous character [13]. The
Ca chemical shifts for cellulose may differ depending on the origin of the material, applied
pretreatments and **C-NMR conditions [20].

The literature mentions that C4 peaks have been observed for cotton linters [21] at 89 ppm
and for amorphous cellulose [22] at 102 ppm. In this study, Cs peaks were observed at
about 73 and 67 ppm, showing both crystalline and amorphous regions, respectively. The
pretreatments applied in this study caused minor shifts in Cs peaks, especially in the
amorphous side. These minor shifts could be explained by alterations of crystalline and
amorphous structure. This is supported by the FTIR findings of CH asymmetric and
symmetric vibrations at about 2900 cm™.

In this study, Ce peaks were observed at around 48 ppm and showed no significant shifts
between materials. The sharpest and most intense peaks were observed at 62 -55 ppm.
These peaks were related to C,, Cz and Cs positions.

When the spectra of 3C-NMR for bleached kraft pulp (H1) and MFC and NFC produced

using this pulp were examined, results showed minor similarities, especially in the
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amorphous region of Ca.

3.3. Rheological Properties

When the viscosity graphs of the materials were examined, results showed an increase in
shear rate diminished the viscosity for all materials. The materials tested in this study
showed shear thinning behavior [23] and could be considered as pseudoplastic materials.
Raw cellulose (H1) exhibited the highest viscosity. Both mechanical refining (H1M) and
subsequent enzymatic pretreatments (HLME3, HLMES) decreased the viscosity. When
enzymatically pretreated samples were considered, a significant decrease was observed
with Celluclast 1.5 L (HLIMES8) compared to Pulpzyme HC 2500 (HIME3). An additional
decrease in viscosity was observed when both materials were further mechanically refined
(HIMEM3 and HIMEMS).

When the viscosity of MFC (HMEMm3 and HIMEMmS8) and NFC (HMEMn3 and
H1MEMN8) materials were examined, a significant decrease in viscosity for the MFC
and NFC materials is obvious. The decrease could be due to significant modifications in
material structure resulting from the pretreatments (mechanical refining and enzymatic)
and homogenization processes (MFC and NFC) and also might have occurred depending
on floc size and size distribution as well as on inter- and intra-molecular bonds (colloidal
and wander walls) between fibers [22].

When the MFC and NFC materials were compared, the NFC materials exhibited higher
viscosity (HLMEMn3, HIMEMN8). This finding could be explained by the increase in
the Einstein coefficient: higher length to diameter ratio [24], which might have increased
the specific surface area and, moreover, increased the reactive surface of the cellulose,
resulting in higher agglomeration. Similar results were observed by Missoum [25].

The viscoelastic properties of the MFC and NFC materials treated with Celluclast 1.5 L
enzyme were also tested. Fig. 3c illustrates the storage and loss modulus of the MFC
(HIMEMmS8) and NFC (HLMEMN8) materials as a function of frequency. It can be seen
that the values of ‘G’ for NFC were much higher than for MFC. It could be concluded
that NFC manifested gel-like behavior at low frequency [26]. At high frequency, both
materials revealed the same behavior. Higher and lower ‘G’ values have also been
investigated in the literature [26]. Consequently, different homogenization progress
affected the loss and the storage modulus value. Increase in the cycle and dimension of
the chamber caused more gel-like behavior due to the inherently entangled network
structure of the fibers, which were slightly uncoiled from each other and resulted in lower
floc sizes [13].
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3.4. Morphological (Structural) Properties

Mechanical refining swelled the fibers and created damaged zones in the cellulose as well
as increased the aspect ratio. These treatments were believed to enhance enzymatic
activity [13] and thus, were expected to cause easier homogenizing.

The SEM images of the enzymatically treated (HIME3 and H1MES8) and then
mechanically refined (HIMEM3 and HIMEMBS) pulps showed that material pretreated
with Celluclast 1.5 L resulted in better internal and external fibrillation as well as higher
aspect ratio compared to Pulpzyme HC 2500-treated material. Second refining, as
expected, improved the pulp fibrillation and better external fibrillation was observed with
the pulp treated with Celluclast 1.5 L.

Trials to produce MFC from refined pulp (without enzymatic pretreatment) in the
homogenizer caused blockage in the constriction chambers and produced a large fraction
of intact fibers, resulting in unsuccessful MFC/NFC production. This indicated that
applying only mechanical shearing caused less fiber swelling and damaged fibrillar
structure. In addition this process requires excessive energy and is not feasible for
producing well-defined nanoscale cellulose elements. Strong acid hydrolysis is an
aggressive process and yields low aspect ratio cellulose elements [13]. Consequently, less
aggressive enzymatic hydrolysis (Celluclast 1.5 L and Pulpzyme HC 2500) was applied
in this study. Results showed that treating pulp with Celluclast 1.5 L resulted in selective
hydrolysis in amorphous cellulose, and thus caused the mechanical disintegration of
fibers into high aspect ratio nanoscale cellulose elements.

According to the HPLC results in this study, the highest xylose-containing pulp, HLMES3,
was selected as the optimum application for Pulpzyme HC 2500 pretreatment, and thus
resulted in easier MFC and NFC production. High hemicellulose content decreases the
cell wall cohesion and makes cell wall delamination easier [13]. On the other hand, high
hemicellulose content alone is not enough to prevent clogging in the homogenizer
chamber. Using Celluclast 1.5 L was expected to improve delamination and thus diminish
blockage in the chamber [13].

When enzymatically hydrolyzed pulps were mechanically refined, improved efficiency
of homogenization and intense cell wall delamination were observed. The one-time pass
of the material through the 200 um chamber (14000 psi) was surely enough to produce
MFC. This could be due to the better fiber swelling.

The SEM images of MFC and NFC are given at two different scales which 100 um and
1 pm. Images taken at the 100 um scale showed some micron-wide fibers for MFC
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materials while images taken at 1 um displayed some nanofibrils. When the NFC
materials were examined, none of the fibers had the width of a micron. Therefore, fairly
homogeneous NFC was produced. Cellulosic nanofibers in this study had a rod-like
structure with an average length of 3820 £ 170 nm and a width of 35 + 12 nm. NFC was
generated with the average aspect ratio of 115 = 35 nm. Moon [27] produced NFC with
almost similar method to this study having a diameter of 4 to 10 nm and length of several
micrometers with the aspect ratio (>100).

Zimmermann [28] obtained nanofibrils from mechanically pretreated sulfite pulp after
passing material from the microfluidizer. The width of the nanofibrils was less than 100
nm and they had a high length ratio. On the other hand, super-grinding produced
nanofibrils having a width of 20-90 nm [29]. It was concluded that fibers can be degraded
to nanoscale by exposing them to shearing stresses in the longitudinal fiber axis. It seems
that microfluidizers and super-grinders have a similar effect and nanofibrils of a similar
size were produced with microfluidizers in this study.

In the case of using sulfite pulp, when the fibers were mechanically and enzymatically
pretreated, Ankerfors [30] obtained nanofibrils with a width of 10-20 nm using
microfludizers. The lower size could be due to the pulp type having a higher
hemicellulose content, as compared to the kraft pulp utilized in this study.

3.5. Thermal Analysis

3.5.1. DSC Analysis

Thermograms showed that materials exposed to the pretreatments had nearly similar
degradation patterns (except for HIMEMS). Two considerable endothermic peaks were
observed in this study. The first occurred around 50-100 °C, and these could be attributed
to the loss of water in the materials. When the enzymatic pretreatments were compared,
the material treated with Celluclast 1.5 L resulted in more degradation. Pretreatments for
the material HLMEMBS caused a significant degradation in the structure and the observed
peak around 50-100 °C was not obvious for this specific material. This finding could be
due to the mechanical refining and enzymatic pretreatment which caused the smaller
material size and larger surface area, resulting in more water adsorption [17].

The second peaks were observed at around 350-380 °C, indicating decomposition of the
cellulose. The degradation temperature was associated with higher thermal stability, and
this behavior could be attributed to the high degree of material crystallinity [17].
Mechanical refining and enzymatic pretreatments lowered the degradation temperature
(359, 358, 356, 355 °C) for materials H1, HLM, HLME3 and H1MES, respectively. This
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finding could be due to the deformation of glysocidic bonds which influence the
crystalline/amorphous ratio in the structure [31]. The effect of Celluclast 1.5 L was highly
significant and it decreased the degradation temperature. This may be due to a decrease
in the degree of polymerization and molecular weight of the material.

When the thermograms of the MFC and NFC materials were examined, the first
endothermic peaks at 50-100 °C were obvious for the raw material (H1) and MFC
(HIMEMmS3) obtained after Pulpzyme HC 2500 pretreatment. Degradation temperatures
occurred at around 350-380 °C and were apparently different for the MFC and NFC
materials. When Celuclast 1.5 L was used for pretreatment, the MFC and NFC materials
(HIMEMmS8 and HLMEMNA8) resulted in a more amorphous structure. Thus, the NFC
materials displayed higher viscosity values, as supported by the rheological investigations
conducted in this study.

3.5.2. TGA Analysis

In the thermogravimetric analysis, three temperature ranges were monitored. The weight
loss observed in the first range (25-150 °C) could be due to the removal of humidity and
some low molecular weight compounds from the structure [32]. The weight loss in the
second range (150-375 °C) may chiefly be due to the cellulose, hemicellulose and lignin
decomposition and in the third range (375-650 °C), some solid residuals and lignin may
have been removed from the structure [33].

Results indicated that up to 150 °C, there was no significant weight loss among the
materials. As can be seen, the onset decomposition temperature for raw cellulose (H1)
was 272 °C. Refined material (H1IM) had almost no alteration in decomposition
temperature compared to raw cellulose (H1). Materials treated with Celluclast 1.5 L had
a lower decomposition temperature compared to those treated with Pulpzyme HC 2500.
The refining of enzymatically treated materials (HLMEM3 and HLMEMBS) resulted in
much lower decomposition temperatures. On the other hand, pretreated materials had
more mass at a higher temperature (650 °C). This could be due to the higher amount of
undegradable structures in pretreated materials. The nanocellulose showed the lowest
thermal stability. The decomposition temperature of the material HLMEMnN8 was 218 °C.
The lower decomposition temperature could be attributed to the lower crystallinity, as
verified by the NMR and DSC findings, and the more porous structure, as supported by
SEM, that occurred during the pretreatments [34].
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4. CONCLUSION AND OUTLOOK

In this study, MFC and NFC were successfully produced using Celluclast 1.5 L and
Pulpzyme HC 2500 enzymes. Applying Celluclast 1.5 L significantly decreased the
viscosity, and the NFC produced in this study manifested gel-like behavior at low
frequency. Utilizing Celluclast 1.5 L as a pretreatment agent in NFC production resulted
in selective hydrolysis in the amorphous cellulose and caused the formation of high aspect
ratio nanoscale cellulose elements. Materials pretreated with Celluclast 1.5 L had a lower
decomposition temperature, which was ascribed to the lower crystallinity of the materials,
as verified by 3 C-NMR and DSC findings.
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1. GIRIS

Nanoteknoloji uygulamalar iiretime olan pozitif etkisi nedeniyle internetin icadindan
sonra en bliyiik bulus ve ikinci sanayi devrimi olarak kabul edilmektedir. Uygulama
alanindaki genisleme nanoteknoloji konusundaki arastirmalarin ve elde edilen bilginin
gelecek yiizyilda global ekonomik biiyiime ve gelismede 6nemli bir rol iistlenecegini
gostermektedir. Gelismis lilkeler nanoteknoloji alanindaki arastirmalar: etkin bir sekilde
desteklemektedirler. Ulkemizde ise konu ile ilgili arastirmalarm smirli alanlarda
gerceklestirildigi bilinmektedir. Bu baglamda konu ile ilgili arastirmaci gruplarinin tesvik
edilmesi ve yenilige acik nanoteknoloji konusundaki projelere destek verilmesi,
arastirmalar neticesinde patent iiretme olasiliginin yiiksek oldugu yeni yaklasimlarin
desteklenmesi 6nem arz etmektedir. Konu kapsaminda ileri teknoloji iiretiminin

iilkemizde de gerceklestirilmesinin 6nem arz ettigi gdozden kagirilmamalidir.

Ulkemizde hali hazirda nanoteknoloji alanindaki calismalar medikal ve tekstil alanlarinda
devam etmekte olup, konu ile ilgili aragtirmalar {iniversiteler ve kurumlar baglaminda
stirdiirilmektedir. Orman tirtinleri alaninda nanoteknoloji arastirmalart yapan kurum
ve/veya firma sayisi ise yok denecek kadar azdir. Buna karsilik yaygin uygulama alanina
sahip olan ve bol miktarda ve sureklilik arz eden biyokitleden nanoseliloz Gretimi

konusunda tlilkemizde heniiz herhangi bir ¢calisma bulunmamaktadir.

Bu tez ¢alismasinin amaci mekanik ve enzimatik 6én muamelelerin nanoseliiloz tretimine
etkisinin belirlenmesidir. Bu amacla, Pulpzyme HC ve Celluclast 1.5 L enzimlerinin
nanoseliiloz iiretimindeki etkisi kimyasal, reolojik ve morfolojik 6zellikleri bakimindan
incelenmis olup, bu enzimlerle iiretilen nanoseliilozlarin 6zellikle kagit ve kompozit film

Urlnlerinin kalitesini artiracagi diisiiniilmektedir.

1.1. NANOTEKNOLOJi

Yunanca “nannos” kelimesinden gelen ve “ciice” anlami tasiyan nano, bir fiziksel
biiyiikliigiin bir milyarda biri olarak tanimlanmakta ve genellikle metre ile birlikte
kullanilmaktadir. Nanometre, 5 ila 10 atomun ardi1 ardina dizilmesinden olusan, metrenin
1 milyarda biri 6lgiisiindeki uzunlugu temsil etmektedir. Insan sag telinin ¢apinin yaklasik
50 bin, DNA molekiiliiniin ise 2,5 nanometre oldugu diisiiniildiigiinde, oldukg¢a kiigiik bir
Olcekten bahsedilmektedir [35].
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Nanoteknoloji ise en az bir boyutu nanometre 6l¢eginde olan materyal ve aletlerin
tasarimi, sentezi, karakterize edilmesi ve uygulanmasiyla ilgili miihendislik ve bilim dali
seklinde tanimlanir. Nanometre 6l¢ekli yapilarin analizi, nanometre boyutunda yapilarin
fiziksel ozelliklerinin anlagilmasi, nanometre 6lgekli yapilarin imalati, nano hassasiyetli
cihazlarin gelistirilmesi, uygun yontemler bulunarak nanoskopik ve makroskopik dinya
arasindaki bagin kurulmasi, nano 6lgekli cihazlarin gelistirilmesi nanoteknolojinin baslica

amaglari arasinda yer almaktadir [35].

Malzemelerin nano boyutta makrodiinyadan farkli davranmalar1 nanoteknolojiyi ilging
kilan bir unsur haline doniistiirmektedir. Kiilce seklindeki altin baska maddelerle
reaksiyona girmek istemezken, nano boyuttaki altinda bu durumun tam tersi
gozlemlenmektedir. Kuantum etkileri yiiziinden maddeler, nano boyutta farkli 6zellikler
gostermektedir. Bu 06zellik yiiziinden, bilim adamlari malzemelerin nano boyuttaki

hallerini aragtirip, sorunlara ¢6ziim bulmaya ¢alismaktadirlar [36].

Nanoteknolojinin alan1 olduk¢a genistir ve genislemektedir. Giiniimiizde fizik, kimya,
biyoloji, bilgisayar, malzeme bilimi, elektronik gibi alanlarda kullaniminin yaninda, tip
alaninda da oldukca carpici gelismelere imkan saglamaya baslamistir. Bunun yaninda,
her yeni teknolojide oldugu gibi, nanomalzemelerin de saglik ve ¢evre lizerindeki etkileri
merak edilmektedir. Bu teknolojiyle iiretilebilecek bircok mikroskobik aygitlar belki de
damarlarimizda dolasacak ve birer uzman gibi tedavi saglayacaklardir. Nano boyuta sahip
yapilarin fiziksel 6zelliklerinin anlasilmasi ile yeni bir nanoskopik diinya ile bir koprii
kurulabilecektir. Nanomateryallerin {iretimi ile birlikte ¢ok daha dayanikli ulagim araglari
ve kirlenmeyen, paslanmayan esyalar; hatta kendi kendini temizleyen giysiler
iiretilebilecektir. Gelecekte en biiyiik sorunlardan biri olacak olan kullanilabilir su
kaynaklar1 da, bu teknoloji ile kendisini yenileyebilecektir. Belki de yakin bir tarihte insan
viicudunda ¢alisabilecek biyolojik ve farmokolojik bilgisayarlar bu sekilde
uretilebilecektir. Nanoteknolojinin kullandigimiz aletler, bilgisayarlar, yapilar, elbiseler
ve materyalleri degistirecek ve yeni triinler, piyasalar ve yasam tarzini glindeme
getirecegi yapilan bircok calisma ile desteklenmekte olup devlet ya da devlet
biiyiikliigiindeki isletmeler nanoteknolojiyi mutlaka bir adim ileriye gotiirecek atilimlar

icerisinde olmak zorundadirlar [36].

Nanomateryallerin elde edilmesinde 2 ydntem bulunmaktadir. Asagidan yukariya
(bottom-up) ve yukaridan asagiya (top-down) olarak adlandirilan bu iki yaklasim su
sekilde Ozetlenebilir. Bottom-up; asagidan yukariya yaklasim (kiigiikten-biiylige)
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molekiiler nanoteknolojiyi belirtir ve organik veya inorganik yapilari, maddenin en temel
birimi olan atomlardan baslayarak atom atom, molekiil molekiil insa edilmesi yontemini
ifade eder. Bu metot kimyasal sentez veya tam kontrollii mineral gelisime dayali kimya
ve fizik tiirevli teknolojileri kullanir. Top-down ise; yukaridan asagiya yaklagimi
(blyukten-kiigiige), makineler, asitler ve benzeri mekanik ve kimyasal yontemler
kullanilarak nano yapilarin fabrikasyonu ve imal edilmesi yontemlerini ifade eder.
Makroskopik materyallerin nano boyuta doniistimiinde kullanilan mekaniksel (6giitme),
kimyasal (kismi asit veya baz hidrolizi), enzimatik (seliiloz, hemiseliiloz, pektin ve lignini
hidrolize eden enzim muameleleri) ve fiziksel (iyon sac¢ilimi ve yiksek gulgcli lazerleri
kullanan teknikler) metotlar1 kapsar. Teknolojinin bugiinkii seviyesi sebebi ile yapilan
caligmalarin birgogu yukaridan asagiya (Top-down) klasmaninda degerlendirimektedir
[37].

Nanolifler insan sag telinden birka¢ bin kez daha kii¢iikk (<100 nm) yapilar olmakla
birlikte yalnizca elektron mikroskobu altinda tespit edilebilirler. Benzersiz ozelliklere
sahip olup, bu yapilar1 ¢ogu kez geleneksel fizik kurallariyla tanimlamak imkansizdir.
Nanolifler genis bir yiizey alanma sahip olmakla birlikte 1 m?si 0.1-1 gram agirliginda
gelmektedir. Nanolifler ¢ogunlukla polimer soliisyonlarinin (PVA ve PLA gibi sentetik
polimerler veya bunlarin karisimlar1 ve seliiloz, citosan, keratin, nisasta veya bunlarin
karigimlarin1 kapsayan islenmis hammaddeler) elektro ¢ekim metodunu kapsayan
bottom-up teknolojisiyle elde edilmektedir. Nanoliflerin elde edilmesinde top-down
iretim teknikleri de kullanilabilmektedir. Bu durumda biyokiitle igerisindeki dogal lifler
termal, kimyasal veya biyoliflendirme gibi biyoteknolojik yontemler kullanilarak nano

boyuta par¢alanmaktadir [37].

1.2. SELULOZ KAYNAKLI NANOLIF URETIMi

1.2.1. Hiicre Ceperi Bilesenleri

Seliiloz, hemiseliiloz ve lignin bitki hiicre duvarinin ii¢ temel bilesenini olusturur.
Seliilozlu maddeler genel temel bir yapiya sahip olsalar da kimyasal bilesim ve fiziksel
yapida degisme goriilebilir. Genel olarak bu maddeler %30-60 sellloz, %210-30
hemiseliloz ve %10-20 ligninden olusur. Lignin, seliilozun biyolojik ve kimyasal
etkilerden korumasini saglayarak seliilozun esneklik ve dayanikliligina sebep olmaktadir.

Ote yandan hemiseliiloz ise, lignini seliiloza baglamaktadir [38].
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1.2.1.1. Hemiseliloz

Hiicre ¢eperinde seliilozla yakin bir birliktelik i¢erisindedir. Bes dogal seker, heksozlar
(6 karbonlu sekerler), glukoz, mannoz, galaktoz ve pentozlar (5 karbonlu sekerler), ksiloz
ve arabinoz, hemiseliilozlarin ana bilesenleridir. Baz1 hemiseliilozlar, ilave olarak tronik
asitleri icerirler ve molekiil zincirleri, seliiloza gére ¢ok daha kisadir, yan gruplar1 vardir
ve dallanmustir. Yaprakli agaclar igne yaprakli agaglardan daha fazla hemiseliiloz igerirler

ve seker bilesimleri farklidir [39].
1.2.1.2. Lignin

Lignin odunda hiicre zarinin bir kismi1 ve orta lamelde olusan sert tabakali madde olarak
tanimlanan kismi temsil eder. Fenolik metoksil, hidroksil ve diger gruplari iceren
kompleks aromatik yapida amorf maddedir. Lignin, seliilozdan sonra odunun baglica
bilesenidir. Karbonhidrat olmayan aromatik tabiatta bir maddedir. Odunun kuru
maddesinin %20-30'unu olusturur. Ligninin yapisi bilinmemekle beraber odunun diger
bilesenleri ayrildiktan sonra lignin, hidroksil ve metoksil gruplarini igeren polimer bir
madde olarak kalmaktadir. Son arastirmalara gore ligninin yapi taslariin koniferil alkol,
sinapil alkol ve kumaril alkol ve bunlardan tirevlenen ¢ boyutlu polimer maddeler
oldugu sanilmaktadir. Bulunduklar1 yere gore cesitli ligninlerin var olabilecegi
soylenmekte ve genellikle lignin adi altinda odunun %72'lik stilfiirik asitte ¢oziinmeyen
boliimii alinmaktadir. Ligninin elementer analizinde yaklasik olarak %61-65 karbon, %5-
6 hidrojen ve kalanmi oksijen olarak bulunmaktadir. Her ne kadar seliiloz ve lignin
seliilozlu maddelerin asil bilesenlerinden de olsalar bunlarin kimyasal 6zellikleri oldukca
farklidir. Lignin karmasik bir yapiya sahip, polisakkarit olmayan, hidroksil ve metoksil
gruplarini iceren polimer bir maddedir. Ligninin kimyasal yapisinin karmasik olmasi bu
maddeden yararlanmay1 zorlastirir. Daha ¢ok yakit olarak kullanilir. Yalniz kiigiik bir

kismindan yapistirict olarak, kaplama tiretiminde yararlanilir [40].
1.2.1.3. Seluloz

Seliiloz da nisasta gibi (CsH1005)x genel formiline sahip bir polisakkarittir. En ¢ok
bulunan iskelet polisakkaritlerden olup bitkilerin hiicre ¢eperlerinin temel bilesenidir. Saf
seliiloz mikroskop altinda ipliksi bilesim ve polarize 1sikta ¢ift kirilma gosterir. Suda
hicbir sekilde ¢oziinmez, fakat derisik siilfat asidinde c¢oziinerek amiloid denilen
hidroseliiloza doniisiir ki parsdmen kagidi bundan yapilir. Siilfat asidinde %72, kloriir

asidinde %40 ve fosfat asidinde %85 ¢ozunir. Bu ¢céziinmeler hidrolizden ileri gelir. En
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iyi sekilde amonyakli bakir hidroksit Cu(NH3)s(OH)2 (Schweizer belirteci) ¢ozeltisinde
¢cozlndr. Asitlerin seyreltik ¢ozeltilerinde seliiloz kolay hidrolizlenir. %72 cinko klortr
ve sulu alkali hidroksitler seliilozu sisirirler ve baz1 molekiilleri ¢oziindiiriirler. Seliiloz
derisik anorganik asitlerde hidrolizlenmekte ve boylece sellobioz disakkariti Uzerinden
son Uriin glukoza doniisiirler. Seliilloz D-glukopiranoz birimlerinin -1,4 baglanmasi ile
meydana gelmistir. B-glukopiranoz baglari, o-glukopiranoz baglarina gore daha
dayaniklidir ve molekuliindeki —O— kopriileri nébetlese zincirin iist ve alt taraflarinda
bulunurlar. Selillozun %18 NaOH c¢ozeltisi ile muamelesinde bir kismi ¢dziiniir. Bu
alkalide ¢oziinmeyen kismina a-seliiloz, ¢ozeltiye gecen kismin asetik asit ilavesi ile
¢oken kismina B-seliiloz, asetik asit ile de ¢okmeyip ¢ozeltide kalan kismina da y-seliiloz
denilmektedir. Seliiloz, yosunlardan agaclara kadar biitiin bitki hiicrelerinin ana yapisal
elemanini olugturan ve yeryiiziinde en ¢ok bulunan organik bilesiktir. Yaklasik olarak her
y1l 100 trilyon kg seliiloz olugsmaktadir. Seliiloz bitkilerde karbondioksit ve suyun
fotosentez yolu ile oksijen ve karbonhidratlara doniismesi ile olusur. Bazi bakteri, mantar,
yosunlar, tek hiicreli bitkiler ve hayvanlar tarafindan da sentezlenebilir. Pamuk ve orman
Urtlinleri seliiloz bakimindan en zengin olan maddelere 6rnek olarak gosterilebilir. Seliiloz
bunun yaninda bitki ve agaclarda hiicre ¢eperlerinin ve baklagil tohumlarinin, meyvelerin
dis kabuklarinin biiyiikk kismini olusturur. En basit karbonhidrat birimlerinden olan
glukoz, seliilozun 6nemli ara Grdnlerinden biridir. Glukoz CeH120¢ formiline sahip 6
karbonlu aldohekzoslardandir. Birbirini izleyen glukoz molekiilleri 1. ve 4. karbonlarinin
glukozid bagi ile baglanmasi sonucu selilloz molekiiliinii olustururlar. Her bir seliiloz
molekiiliiniin molekiiler agirligi 300000 ile 500000 arasinda degisir. Kapali formiilii
(CeH100s)n'dir [39].

1.3. NANOSELULOZ

Nanoseliiloz mikro fibrillestirilmis selilloz (MFC), nanokristalin seliiloz (NCC) ve
bakteriyel nanoseliiloz (BNC) olmak iizere ii¢ farkl tipte iiretilmekte ve bu tirlinler farkli
boyutlarda olup, farkli 6zellikleri ve farkli liretim metotlarini kapsamaktadirlar (Cizelge

1.1).

BNC Gluconacetobacter (Acetobacter xylinum) tirl aerobik bir bakteri tirinden elde
edilmektedir. BNC diger iki nanoseliiloz tiirtinden farkli olarak "biyoteknolojik build-up"
yontemleriyle elde edilmektedir. MFC ve NCC ise mikrofibriler materyalleri ayirmak ve

izole etmek icin dogal liflerin delaminasyonuyla elde edilmektedirler. Lifler ise odun ve
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odun bazli hammaddelerde birbirlerine siki bir sekilde baglanmakta ve bu yapiyi

dagitmak ancak iki sekilde miimkiin olabilmektedir.

1. Kuvvetli asidik kosullarda hidroliz

2. Homojenizator (fluidizer) yardimiyla mekanik parcalama

Cizelge 1.1. Nanoseliloz tirleri [2]

Nanoseltloz tiri

Literatiirde karsilasilan

diger isimleri

Elde edilen kaynak

Formasyon ve ortalama

boyutlarn

Mikro fibrillestirilmis
seltiloz (MFC)

Mikro fibrillestirilmis seltloz,
seliiloz nanofibrilleri, nano

fibrillestirilmis seliiloz,

Odun, seker pancari,

patates, kenevir ve

Kimyasal veya enzimatik
muamele 6ncesi ve/veya
sonrasinda odun hamurunun

mekanik bir etki sonucu

Nanokristalin seliiloz

nanofibriler seliiloz ve keten delaminasyonu (pargalanmasi)
mikrofibriller Cap:5-60 nm

Uzunluk:birkag um
Sellloz nanokristalleri, Odun, pamuk, Seltlozun asit hidrolizi

kristalitler, sellloz

nanokristalitleri (whisker) ve

kenevir, keten, bugday

sap1, dut kabugu, hasir

Cap: 5-70 nm
Uzunluk: 100-250 nm (bitkisel

(NCC) d ) selliloz)
cubuk benzeri seliiloz ve bakteri veya yosun ] )
. . ] 100 nm-birka¢ um (ve bakteri
mikrokristalleri bazli seliiloz
veya yosun bazli seliiloz)
Bakteriyel Bakteriyel selliloz, mikrobiyal | Diigiik molekiiler Bakteriyel sentez

nanoseliiloz (BNC)

seluloz ve biyoseluloz

seker ve alkoller

Cap: 20-100 nm

Birinci islem kuvvetli asidik kosullar altinda ger¢eklesmekte olup, asit 6zellikle liflerin
kristal olmayan bolgelerine etki etmekte ve boylece selliloz zincirinin polimerizasyon
derecesi (DP) disiiriilmektedir. Asit hidrolizinde daha ¢ok hidroklorik asit (HCI)
kullanilmakta ve iiretilen iiriin mikrokristalin seliiloz (MCC) olarak isimlendirilmektedir.
Hidroliz isleminde ayrica siilfiirik asitte (H2SO4) kullanilabilmekte olup, kullanilan bu
asit seliiloz tizerinde sulfat ester gruplarinin olusmasina neden olmakta bu ise liflerin
ayrimini ve stabilizasyonu kolaylastirici bir rol oynamaktadir [41], [42]. Asit hidrolizini
takiben materyal sonikasyon olarak isimlendirilen ses dalgalarinin etkisine maruz
kaldiginda yap1 pargalanmakta, lifler biribirinden ayrilmakta ve elde edilen iiriin seliiloz
kristalitleri, seliloz nanokristalitleri veya nanokristalin seliloz (NCC) olarak
isimlendirilmektedir. Elde edilen bu {iriin kristalin olmayan alanlarin degradasyonu

nedeniyle yiiksek kristallik derecesine sahip olup, nispeten diisiik en boy oranina sahiptir

[42], [43]. Diisiik en boy orani sivi ortamlarda kiral nematik fazlarin hazirlanmasinda
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yararli olmakta [43], [44] ancak nispeten mekanik ozellikler bakimindan zayif jellerin

olusumuna sebebiyet vermektedir.

Ikinci islemde ise lifler yiiksek basingli homojenizatorler yardimiyla birbirinden
ayrilmakta olup, elde edilen firiin mikro fibrillestirilmis selilloz (MFC), nano
fibrillestirilmis seliiloz (NFC) veya basit¢e nanoseliiloz olarak isimlendirilmektedir [45],
[46]. Elde edilen iiriin kristalin olmayan amorf bélgelerin 6nemli bir kisminin
bozunmadan kalmasi sebebiyle NCC'a nazaran daha diisiik DP derecesine sahiptir. Bunun
disinda yiiksek DP ve en boy oranina sahip MFC'lar liflerin daha yiliksek oranda baglanti
oOlusturabiliyor olmasi sebebiyle daha giiclii jellerin iiretimine imkan vermektedir. Bu

yontemle Uretilen driinlerdeki en blyuk sorun ise yiksek enerji tuketimidir.

1.3.1. MFC Uretimi

Son yillarda yiiriitiilen ¢alismalar MFC'nin iiretim yontemlerinden daha g¢ok {iretilen
materyalin uygulama alanlar1 iizerinde yogunlasmistir. Ancak {iretim yontemleri tizerinde
yapilan bir¢ok calismada ise kullanilan 6n muamele yontemlerinin enerji tiiketimini ciddi
bir sekilde diislirdiigii belirlenmis olup [47] (<1 MWh/t), karboksimetilasyon [48],
mekanik/enzimatik muamele [49], [30] TEMPO oksidasyonu (2,2,6,6-tetrametil 1-1-
piperidinyloxy) [50], [51], 2,3-epoksipropil trimetilamonyumklorit katyonizasyonu
(EPTMAC) [52] ve persiilfat oksidasyonunun yaninda oksidatif/gecis metal iyonlarinin
kombinasyonu [53], [54] gibi 6n muamele yontemlerinin MFC uretiminde olumlu
sonuglar verdigi ortaya konmustur. Homojenizatér kullanilarak MFC {iretiminde
yiriitiilen ¢aligmalarda ise yiiksek basingli homojenizator [46], [55], [56], mikrofluidizers
[49], [13], [57], stper Ogiticii/rafinér  tipi  sistemler  [58], [59],
dovme+siirtme+homojenlestirme kombinasyonlart [60], [61], high shear/cryocrushing
konfigurasyonlar [62], [63], ball mill sistemleri [64], [65], sikistirict mikserler [66] ve
ultrasonifikasyon [67] sistemleri son yillarda yiiriitiilen birgok ¢alismada denenmistir.
Gilinlimiizde en ¢ok kullanilan homojenizatorler ise yliksek basingli homojenizatorler ve
mikrofluidizerlar olarak dikkat cekmektedir [68]. Uretimde yiiksek enerji tiiketiminden
kaynakli maliyetleri diistirmenin yolu homojenlestirme islemini Oncesinde veya

sonrasinda bir kistm muamele islemleriyle kombine etmekten gegmektedir [69].

MEFC iiretiminde kullanilan en 6nemli seliiloz kaynag: stiphesiz odun materyalidir. Bunun
disinda misir, bugday, piring, sorgum, arpa, seker kamisi, ananas, muz ve patates gibi

odun dis1 bitkilerin 6zellikle yan iirlinleri dogal lif kaynagi olarak kullanilabilmektedir.
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Odun dis1 bitkiler oduna nazaran daha az lignin igerdiklerinden dolay1 agartma islemine
gerek kalmaksizin MFC iiretimi i¢in kullanilabilirler [68]. Ote yandan bu hammaddelerin
primer ¢eperinde yer alan seltiloz mikrofibrilleri odunun sekonder ¢eperinde yer alan
mikrofibrillere nazaran daha az siki1 baglanti olugturmakta dolayistyla MFC iiretimi igin
daha az enerji gereksinimi ortaya ¢ikarmaktadirlar [70]. Bunun disinda bu hammadde
kaynaklarinin yan iiriinleri yakacak olarak degerlendirilmekte ya da diisiik degerli hayvan
yiyecegi olarak kullanilmaktadir. Dolayisiyla bu hammadde kaynaklarinin MFC
iiretiminde degerlendirilmesi ¢evresel agidan da ayrica bir 6nem tasimaktadir. Simdiye
kadar yapilan birgok caligmada MFC iiretiminde soya kabugu ve bugday sap1 [71], seker
kamug1 [70], [24], [72], patates [73], sar1 salgam kokii [74], bagasse (klspe) [75], sisal
[76], kaktis [77], armut suyu [78], muz atiklar1 [79], havug [80] ve bambu [81] gibi odun
disi hammadde kaynaklarmin ve bunlarin  yan dirlinlerinin  degerlendirildigi

gozlemlenmistir.

Lignoseliillozik materyallerden MFC {iretiminde asil amag¢ yapida var olan lignini
uzaklagtirmaktir. Ancak elde edilen son materyal uygulanan {iretim yontemine ve
hammadde kaynagina bagli olarak bir kisim atik hemiseliilozlar1 da yapisinda ihtiva
etmektedir [82]. Elde edilen son iirlinde hemiseliilozlarin olmasi igerdikleri karboksilik
gruplar dolayisiyla liflere negatif yiik katmakta ve bu durumda lifler arasinda olusan itme
etkisiyle liflerin kiimelenmesini 6nlemektedir. Dolayisiyla hemiseliiloz iceren MFC'ler
ek bir dispersiyon islemi gerektirmekte, aksi halde sivi ortamda birbirinden ayrilmamis

MFC lifleri kalitesi diisiik son iiriiniin elde edilmesine sebebiyet vermektedir [83].

1.3.2. Hiicre Ceperinin Delaminasyonu

Lignoselulozik materyallerden elde edilen hamur lifleri kullanilan hamur iretim ve
agartma metoduna bagli olarak yapilarinda var olan karboksilik gruplarin ve siilfonik asit
gruplarinin etkisiyle negatif yiikle yiiklenmis durumdadirlar. Liflerde ozmatik sismeye
(liflerdeki OH gruplarinin H20O'ya baglanmasi) ek olarak yapilarinda var olan elektriksel
negatif ylikler arasindaki itme etkisi sonucunda ekstra bir sisme etkisi s6z konusu
olmaktadir. Odun liflerinin hiicre ¢eperi tabakalardan olugsmustur ve lifler sistiginde
tabakalar birbirinden ayrilmaktadir. Sisme orani lif ¢eperi icerisindeki elektriksel yiikiin
biiytlikliigiine ve ceper yapist icerisindeki baglanti kuvvetlerine baglidir. Scallan ve
Tigerstrom [84] basit bir metotla elektriksel yiikiin lifi nasil sisirdigini formiiliize

etmislerdir.
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Psisme Sigme oranini (N/m?), n¢ negatif yiiklerin molekiil agirligimi (mol/g) ve V ise hiicre

¢eperinin s1vi hacmini (m®/g) ifade etmektedir.

Bazi1 durumlarda ise lif ¢eperi polielektrolit bir jel olarak tanimlanabilir ve diisiik pH'ta
jelin elektrolit konsantrasyonunun artmasi, elektrostatik titresimi ve lifin sismesini
azaltmaktadir. Bu durumda pozitif yiiklii iyonlar lifin sismesi iizerinde oldukca etkili
olmaktadirlar. Negatif yiikli life +1 (monovalent) yiikli bir iyon (6rnegin sodyum)
geldiginde sisme maksimumdur, +2 (divalent) yiiklii bir iyon (6rnegin kalsiyum)
geldiginde sisme daha azdir, +3 (trivalent) yiiklii bir iyon (6rnegin aluminyum) geldiginde
ise sisme en azdir. Katyonik polimerler de molekiiler agirliklar hiicre ¢eperine girecek
kadar kiigiikse liflerin sismesini azaltmaktadirlar. Ote yandan lignin igeren odun
hamurlarin sismesi ligninin ti¢c boyutlu yapisi ve hiicre ¢eperini birarada tutmasi
dolayisiyla daha diisiiktiir. Hamur iiretim islemlerinde uygulanan pisirme ve agartma
metotlar1 hamur verimini azaltirken lignini yapidan uzaklastirmakta ve boylelikle hiicre
ceperinin sertligini azaltmakta; ayrica ortamdaki elektriksel yiiklii gruplarin sayisini
artirarak hiicre ¢eperinin elektriksel yiik yogunlugunu artirmaktadirlar. Artan elektriksel
ylik yogunlugu ise liflerin sismesini artirici rol oynamaktadir [85]. Hamur veriminin belli
bir degerin altina diismesi ise liflerin sismesini azaltmaktadir. Swerin ve Wagberg [85]

yaptiklar1 ¢aligsmalarda belli bir verimde maksimum sisme oldugu gézlemlemislerdir.

Bahsedilen tiim bu bilgiler dogrultusunda daha giiclii bir life nazaran, sismis zayif bir
liften MFC iiretiminin daha kolay oldugu goriilmektedir. Yani yiiksek oranda elektriksel
yik iceren liften MFC iiretmek daha kolaydir. MFC iiretiminde dovme etkisiyle
(homojenizatdr) lif ceperinin delaminasyonunun saglanmasi bu noktada O6nem arz
etmektedir. Lignoseliilozik materyallerin yapisinda var olan hemiseliilozlarin dévme
etkisini artirdig1 ve buna bagli olarak MFC iiretimindeki ilk ¢aligsmalarin siilfit hamurlari
uzerinde yogunlastig1 belirtilmektedir [13]. Karboksimetilasyon yontemiyle elde edilen
hamur lifleri ise yapilarinda daha fazla miktarda karboksil gruplar1 icermekte ve bu
yapilar hamurun déviilmesini kolaylastirmakta ve boylelikle liflerin elektriksel yiik
yogunluklarini artirmaktadirlar. Walecka [86] yaptigi ¢alismada elektrilsel yiik miktarinin
artmasinin liflerin sismesini artirdigini ve liflerin dévme sonucu daha kolay fibrillendigini

ortaya koymustur.
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Lignine ek olarak hiicre ceperi icerisindeki seliilozun fibriler yapisi da lifin sismesini
azaltabilmektedir. Dovme etkisiyle fibriler yap1 zarar gormekte, fakat lif c¢eperi
icerisindeki yapt tam olarak dagitilamadigindan otlirii lifin  sigsmesi c¢ok fazla
olmamaktadir [87]. Bu yapinin tamamen dagilmasi ise kimyasal veya enzimatik bir

etkiyle mimkin olabilmektedir.

1.3.3. Nanoseliilozun Boyutlar1 ve Kristallinitesi

MFC Uretiminde elde edilen son materyal kullanilan seliilozik hammadde kaynagina bagli
olarak (uzunluk, mikrofibril acisi, kalinti hemiseliiloz ve lignin miktar1 gibi) farkl
ozellikler gostermektedir. Farkli iiretim metotlarina bagli olarak elde edilen MFC'ler
benzer morfolojik 0Ozellikler gostermekle birlikte cap ve uzunluk gibi boyutsal
ozelliklerinde farkliliklar gozlemlenmektedir. Cizelge 1.2'de odun hammaddesi
kullanildiginda mekanik (homojenlestirme)+6n muamele islemleri sonrasinda elde edilen

son MFC {iriiniiniin ¢ap degerleri verilmistir.

Cizelge 1.2 genel olarak incelendiginde 6n muamele yontemlerinin nanoseliiloz boyutlari
iizerinde etkin oldugu gozlemlenmektedir. Fibrillenme sonras1 daha genis MFC liflerinin
santrifiij yoluyla elimine edilmesine bagli olarak bu denli diisiik ¢cap degerlerinin (3-5 nm

gibi) elde edilebildigi diistiniilmektedir.

Odun dis1 lignoseliilozik kaynaklardan elde edilen MFC'ler oduna nazaran daha ytiksek
ya da daha diisiik boyutlara sahip olabilmektedirler. Hammadde olarak bugday sapi
kullanildiginda MFC ¢ap1 10-80 nm iken, soya kabugundan elde edilen MFC'lerde ise ¢ap
degeri 20-120 nm olarak tespit edilmistir. Ote yandan sisal nanoseliilozu 20-65 nm [88],
[89], havug nanoseliilozu 3-36 nm [80], seker kamis1 nanoseliilozu 30-100 nm [72], [90]
ve Luffa cylindrical nanoseliilozu ise 40-70 nm [91] cap degerleri vermistir.

MFC iiretiminde elde olunan son triindeki kalintt hemiseliiloz ve lignin miktar1 da
morfolojik 6zellikleri etkilemekte olup, lignin iceren MFC'lerde yapilan dl¢timlerde ¢ap
degerinin kullanilan selillozik hammadde kaynagia bagli olarak daha genis oldugu
gozlemlenmistir [92], [93]. Ote yandan hemiseliilozlar seliiloz nanofibrilleri arasindaki
baglantiy1 engellediginden MFC {iretiminde daha kii¢iik boyutlarda nanoseliiloz elde
edilmesine sebebiyet vermektedirler [71], [83], [94], [95].

Farkli kaynaklardan elde edilen nanoseliilozun ultra yapist (morfolojik yap1) Gegirimli
Elektron Mikroskobu (TEM-Transmission Electron Microscope), SEM (Taramali
Elektron Mikroskopu), Atomik kuvvet mikroskobu (AFM- Atomik Force Mikroskopu),
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Genis ag1l1 x-1g1nlar1 sagilimi (WAXS- Wide-angle x-ray scattering), kiigiik agil1 x-1s1nlar1
kirmimi (small incidence angle x ray diffraction) veya CP (cross polarization)/MAS
(magic angle spinning) Ndukleer magnetik rezonans (NMR-Nuclear Magnetic
Spectroscopy) gibi cihazlarla belirlenmektedir. Belirtilen tim bu cihazlarla kuru haldeki

nanoselllozun morfolojisi incelenmektedir [96].

Gorintl analizleri ile birlikte uygulanan mikroskobik teknikler nanoseliilozlardaki lif
genisligini 0lgmede problem olusturmamakta; ancak lifler arasindaki karisiklik ve
bireysel nanoliflerin bitis (ug) noktalar1 tam olarak tespit edilemediginden nonolif
uzunluklarimi belirlemede birtakim zorluklar yasanmaktadir [97]. Elde edilen ¢alismalar
neticesinde nanoseliiloz suspansiyonunun seliloz nanofibrilleri ve nanofibril demetlerini
icermesine bagl olarak homojen olmayabilecegi tespit edilmistir [98]. Kuru haldeki
nanoselilozun morfolojik Ozelliklerinin tespit edilmesine ek olarak enzimatik ©n
muameleye tabi tutulmus nanolifler siispansiyon halinde cryo-TEM cihazina verilmis ve
nanoliflerin boyut ve boyutsal dagilimi boylece belirlenmistir [47]. Yuruttlen son
calismalarda AFM ile yapilan 6l¢iimlerde oksidatif 6n muamele ile ultrasonifikasyon
muamelesinin kombinasyonuyla elde edilen seliiloz mikrofibrillerinin yanal boyutlarinin

1 nm'nin altinda ve kalinliginin 0.4 nm oldugu belirlenmistir [99].

Cizelge 1.2. Farkli tiretim metotlari sonrasinda elde edilen MFC'lerde ¢ap degerleri.

Mekanik muamele On muamele Cap (nm)
Homojenizator - 20-40 [100], [101]
Ogiitiicii - 15-50 [102], [103]

Blender - 15-20 [104]

TEMPO oksidasyonu 3-5[105]

- 10-30 [106]

Microfluidizer Karboksimetilasyon 10-15[90]

Enzimatik 20-30[30]

Nanoseliilozlarin genislikleri SEM ve TEM'e ek olarak Isveg'teki Innventia AB tarafindan
gelistirilen CP/MAS NMR cihaziyla da belirlenebilmekte olup daha ince nanoliflerin
Olclilmesinde daha uygun sonuglar ortaya koymaktadir. Yiiriitiilen bir ¢alismada NMR
olctimleri neticesinde nanoseliilozun lif genisligi 5-15 nm ve yiik yogunlugu yaklasik 0.5
meq/g olarak tespit edilmistir [49]. Diger bir c¢alismada ise TEMPO oksidasyonu
sonrasinda elde edilen nanoseliilozlarda lif genislikleri 3-5 nm ve yiik yogunlugu 1.5

meq/g olarak gozlemlenmistir [107]. Bahsedilen tiim bu bilgiler nanolif boyutlari
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tizerinde rol oynayan tiim faktorlerin tam olarak bilinmesinin zor olduguna isaret etmekte
olup, kullanilan seliillozik hammadde kaynagi yaninda iiretim yOntemleri arasindaki

degisimler dahi morfolojik 6zellikleri dogrudan etkilemektedir.

1.3.4. Nanoseliilozun Yapisal Karakterizasyonu
1.3.4.1. Viskozite (Reolojik) Ozellikleri

MFC'nin sulu siispansiyonlar1 son derece karisik bir network olusturmakta ve yapay bir
jel gibi davranis gostermektedirler [49], [13]. Uretim sirasinda siispansiyonun daha fazla
saylida homojenizatorden gecirilmesinin viskoziteyi biiylik Ol¢lide artirdigi tespit
edilmistir [13]. MFC'nin reolojik 6zellikleri stispansiyon veya emilsiyonlarda (yiyecek,
boya, kozmetik ve ila¢ sanayinde) kalinlastiric1 veya stabilizator olarak kullanimina

imkan saglamaktadir [108], [109].

Ote yandan MFC'nin dinamik reolojik dzellikleri detayli olarak incelenmis ve %0.125-
5.9 nanoseliiloz konsantrasyonu araliklarinda elastik modiilii (storage modulus, E') ve
kayip-viskoz modiiliin (loss modulus, E") agisal frekanstan bagimsiz oldugu tespit
edilmistir. %3 konsantrasyondaki nanokristalitler (102 Pa) [110] ile karsilastirildiginda
nanosellloz (104 Pa) [13] daha yiiksek elastik modiilii vermistir. Konsantrasyonun
%0.125'ten %5.9'a artmasi durumunda ise elastik modiilin 10° kat seklinde artis

gosterdigi tespit edilmistir [13].

Nanoseliiloz jelleri oldukca yiiksek incelme (shear thining) 6zelligine sahip olup, bu
ozellikleri nedeniyle kaplama iiretimi uygulamalarinda fazlaca tercih edilmektedirler
[13].

1.3.4.2. Polimerizasyon Derecesi ve Mekanik Ozellikleri

Seliilozun polimerizasyon derecesi ile nanoliflerin en boy orani arasinda dogrudan iliski
olup, daha uzun liflerin daha yiiksek DP derecesine sahip oldugu tespit edilmistir. MFC
iretimi sirasinda materyalin homojenizatdrden gegirilerek par¢alanmaya tabi tutulmasi
DP degerini %30-50 diisiirmektedir [13], [28]. Ote yandan DP degeri iiretilen MFC'nin
¢ekme direncini de etkilemekte olup, yiiksek DP degerinin yiiksek ¢ekme direnci
gosterdigi gozlemlenmistir [13].

Kristalin selilozun ¢ekme direnci aluminyuma benzer olarak 500 MPa olarak tespit
edilmistir. Ote yandan kristalin seliilozun sertlik degeri (140-220 GPa) plastik tretiminde

diren¢ oOzelliklerini artirict materyaller olarak kullanilan cam lifi ve kevlar ile
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karsilastirilabilir seviyededir. Nanoseliilozdan elde edilen filmlerin yiiksek direng¢ (>200
MPa), yiiksek sertlik (yaklasik 20 GPa) ve yiiksek gerilme (%12) 6zellikleri gosterdigi
tespit edilmistir. Diren¢/agirlik oranin ise paslanmaz c¢eligin 8 kati oldugu yapilan

caligmalarda gozlemlenmistir [111].
1.3.4.3. Koruyucu Ozellikleri

Yapilan ¢alismalar neticesinde nanoseliilozlarin nispeten yiiksek kristallik derecesine
sahip olmas1 [97] ve ayrica yapilarinda lifler arasi baglantinin oldukg¢a fazla olmasi
sebebiyle bu materyallerin koruyucu (bariyer) materyal olarak kullanilabilecegi [94],
[106], [112] ve kristal bolgelerin dzellikle gaz sizdirmaz bir yapi saglayabilecegi tespit
edilmistir. Oksijen gegirgenliginin de oldukga diisiik oldugu belirlenmis olup, 23 °C'de,
%0 rutubette 5 pm kalinligindaki nanoseliiloz filmlerinin oksijen gecirgenligi 0.0006 cm®
um/m? giin kPa olarak tespit edilmistir [94]. Diger bir ¢alismada ise poliaktid (PLA)
filmlerine nanoseliiloz eklendigi durumlarda oksijen gegirgenliginin 700 kattan daha fazla
diisiis gosterdigi belirtilmistir [106]. Uretilen filmlerin oksijen gegirgenligi iizerinde
nanoseliiloz film yogunlugu ve porozitesinin etkisi ise son yapilan caligsmalarda
belirlenmeye calisilmistir [113]. Oksijen gegirgenligi iizerinde yiiriitillen diger bazi
calismalarda ise bahsedilen bu ¢alismalara ¢eliskili olarak nanoseliiloz filmlerinin
porozitesinin yiiksek oldugu tespit edilmekle birlikte, Aulin [106] kristalin seliilozun
yogunluguna yakin yogunlukta (1.63 g/cm®) [114] nanoselilloz filmleri Gzerinde

yaptiklari caligmalarda porozitenin sifira yakin oldugunu ortaya koymuslardir [94].

Seliiloz nanopartikiillerinin yiizey islevselliklerinin degistirilmesi tiretilen nanoseliiloz
filmlerinin  gecirgenligini etkileyebilmektedir. Oyleki, negatif yukli seliiloz
nanokristalitlerinden olusturulan filmlerin negatif iyonlarin film igerisine gecirgenligini
azalttig1, pozitif yiiklii iyonlarin membran igerisinde kalmasini sagladigi, notr iyonlarla

ise hemen hemen etkilesmedigi belirtilmigtir [115].
1.3.4.4. Nanoseliilozun Kuru Formdaki Ozellikleri

MFC'ler sulu soliisyon halinde iiretilir ve depolanirlar. Cilinkii kurutma sirasinda suyun
uzaklasmasina bagli olarak lifler {izerinde geri doniisiilmez degisiklikler olusmakta
(hornifikasyon) [116] ve lifler topaklanmaktadirlar. Kurutma sirasinda komsu lifler
arasindaki OH™ gruplar1 arasinda hidrojen bagi olugsmakta ve bu durumda tekrar 1slatilsa
bile lifler lizerinde geri doniisiilmez degisiklikler olusmaktadir [106], [117]. Liflerin

bahsedilen bu durumdaki 6zelliklerinden farkli kuru formlarda NFC iiretiminde (aerojel,
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film ve toz NFC Uretimi gibi) yararlanilmaktadir.

MFC jellerinden dondurarak kurutma teknigi ile su uzaklastirildiginda esnek, sekil
verilebilir ve oldukga goézenekli (250-389 m?/g) bir aerojel elde edilmektedir [118].
Uretilen bu oldukca yiiksek gozenekli aerojeller ise filtrasyon, Kataliz, ila¢ tasiyict

sistemler ve siv1 paketleme tiriinlerinde kullanilmaktadirlar [119], [120].

Ote yandan sulandirilmis MFC siispansiyonundan spray kurutma teknigiyle toz halinde
MFC uretilebilmektedir [121], [122]. MFC'nin kuru halindeki 6zellikleri filtrasyon [123],
[124], dokum [125], [126] veya spin kaplama [102] yoluyla tretilen MFC filmlerinde
etkili olmaktadir. Elde edilen bu filmler ise ¢ogu kez nanofiber kagit veya nanokagit
olarak ifade edilmektedir [124], [125], [126]. MFC liflerinin ¢apina baglh olarak tiretilen
filmler farkli transparan (saydam) 6zellik gostermektedirler (%90) [127], [128].

1.3.4.5. Iyonik Ozellikleri

MFC'lerin spesifik elektriksel yik 0Ozellikleri 6nem arz etmekte olup, bu 6zellikleri
nanoliflerin hem polielektrolit ve katki maddeleri gibi diger yiiklii partikiillerle olan
etkilesimlerini hem de sisme 6zelliklerini de etkilemektedir. Nanoseliilozlarin iyonik
ozellikleri dikkate alindiginda liflerin anyonik 6zellik gosterdigi ve bunun yapilarinda var
olan hemiselulozlardan kaynaklandig: belirtilmektedir. Ksilan igerisinde yer alan 4-O-
metil glukoiironik asit ve pektin icersinde yer alan galactoiironik asitler yapilarinda
karboksil gruplar1 icermekte ve bu gruplar lifin negatif yiikle yiiklenmesine sebep
olmaktadirlar [129], [130]. Ayrica, lignoseliillozik yapi igerisinde yar alan lignin
molekdlleri de icerdikleri fenolik ve az miktardaki karboksilik gruplar dolayisiyla lifin
negatif yiikle yiiklenmesine katki saglamaktadirlar. Ote yandan ekstratif maddelerden

biri olan yag ve regine asitleri de yapilarinda karboksil gruplarini ihtiva etmektedir.

Kraft yontemiyle hamur {iretimi sonrasinda bir kisim polisakkarit, lignin ve ekstraktifin
yapidan uzaklastirilmasi nedeniyle elde edilen liflerin karboksil igerigi pisirme Oncesi
odunun igerdigi karboksil icerigine nazaran daha diisiiktiir ancak bahsedilen pisirme
metodu lignin tlizerinde yeni karboksil gruplarinin olugmasina neden olmaktadir. Ayrica
kraft pigirme islemi sonrasi ksilan igerisinde var olan 4-O-metil glukotironik asit gruplari
hexendronik asit (HexA) gruplarina doniismekte [131] ve bu yapilar agartilmamis kraft
hamur liflerine ilk anyonik 6zelliklerini katmaktadir [132]. Delignifikasyon, agartma ve
yikama islemleri ise kraft hamurundan kalinti lignin, ekstraktif ve hexeniironik

asit gruplarinin uzaklagsmasina sebebiyet vermekte dolayisiyla bu islemler lifin yiik
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miktarini distiriicti etki gostermektedirler [132]. Bununla birlikte peroksit agartma islemi
pektinin demetilasyonuna sebebiyet vermekte ve bu durum lifler Gizerinde yeni anyonik
gruplarin olugmasina neden olarak lifin yiik yogunlugunu artirabilmektedir [133].
Peroksitin ayni zamanda ligninin oksidasyonuna neden olarak lifin elektriksel yiik

yogunlugunu artirici etki gosterdigi belirtilmistir [134].

Karboksilik gruplarinin pKa (hidrojen iyonlarini kabul etme yeteneginin bir dlgiisii olan
asidik iyonlagsma sabitesinin negatif logaritmasi olarak tanimlanan ve bir asit veya bazin
nispi giiciinii gosteren deger) degeri 3-5.5 [135] arasinda olmakla birlikte nanoseliiloz
iceren film veya jellerde bu degerin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir [136]. Seltilozik
partikiiller anyonik 6zellikleri, kii¢iik boyutlar1 ve yiliksek en boy oranlari1 dolayisiyla
polielektrolitiktirler ve polielektrolit bir jel gibi hareket ederler [137].

Direng ozelliklerini artirmak amaciyla anyonik 6zellik gosteren nanoseliilozlarin kagit
iretiminde kullanilmasi durumunda ise bu materyallerin kagit liflerine tutunmasini
kolaylagtirmak amaciyla katyonik nisasta (CS) ve katyonik poliakrilamid (C-PAM)
kullanilabilmektedir [138], [139]. Sulu siispansiyon icerisinde anyonik yiiklerin olmasi
durumunda CS ve C-PAM yiiksek adsorbsiyon ve kiimelenme egilimi gosterirler.
CPAM'ler sentetik makromolekiillerdir ve dallanmis veya lineer formda bulunabilirler.
Katyonik monomerlerin kopolimerizasyonuyla ve/veya ilk poliakrilamid zincirinin
modifikasyonuyla katyonize olmuslardir. CPAM'lerin molar kiitlesi 10°-107 g/mol olup,
hidrodinamik ¢aplart1 280-800 nm arasinda degisebilmektedir [140]. CS ise kagit
tiretiminde kuru direng artirict kimyasal olarak uzun siiredir kullanilmaktadir [139]. CS
direng Ozelliklerini artirmanin yaninda nanoseliilozlarin liflere tutunmasini saglamak
amaciyla da kullanilabilmekte boylelikle lifler arast baglantt miktar1 da
artirllabilmektedir. CS oldukca dallanmis molekiiler bir yapiya sahip olmakla birlikte
yapisinda amiloz ve amilopektin gruplarini icermektedir. CS'larm molar kiitlesi 10°-10°

g/mol olup [141], hidrodinamik ¢aplar1 100-200 nm [142] arasinda degisebilmektedir.
1.3.5. MFC’nin Kullamim Alanlari

1.3.5.1. Kagit Uretimi

Kagat tireticileri artan hammadde ve liretim maliyetleri diistirmek ve daha yiiksek direng
ozelliklerine sahip, son kullanim yerine uygun kagitlar liretebilmek amaciyla, yiiriitiilen
yenilik¢i c¢aligmalar1 yakindan takip etmektedirler. Son yillarda kagit iiretiminde

nanoteknolojik caligmalara 6nem verilmis olup, nanoseliilolarin liflere katilmasiyla veya
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dogrudan nanoseliiloz kullanilarak elde edilen kagit ozellikleri tespit edilmeye

calisilmaktadir.

Kuru haldeki bir kagitta bireysel lif, lifler arasindaki baglantiya nazaran daha direnclidir.
Yani tek bir lifi koparmak zorken, iki lifi birbirinden ayirmak daha kolaydir. Yas haldeki
bir kagitta ise bu durum belli bir noktaya kadar gecerli olup, liflerin sismesine bagli olarak
lifler aras1 baglantinin da giderek zayifladigi belirtilmektedir. MFC kiiciik boyutta olmasi
ve genis yiizey alanina sahip olmasi dolayistyla kagit tiretiminde kullanildiginda lifler
aras1 baglantinin artirilmasina destek olmaktadir [143]. Ote yandan anyonik karakterdeki
MFC'ler CS ve C-PAM gibi katyonik maddelerle desteklendiginde liflere tutunmalari
daha kolay olmakta ve bdylelikle lifler arasi baglanti sayis1 artirilarak daha direngli
kagitlarin tiretimi miimkiin olabilmektedir. Kagit iiretiminde MFC kullaniminin kagidin
fiziksel [144], [145] ve mekanik direng 6zelliklerini [46], [59], [111], [146], [68] olumlu
yonde etkiledigi belirtilmektedir. Henriksson [124] nanofibrillenmis seliilozlardan
oldukea yogun (1-1.2 g/cm®) nanokagitlarin iiretilebildigini ortaya koymuslardir. Ayrica
elde edilen kagitlarin oldukca yiiksek mekanik o6zellikler gosterdigini ve elastikiyet
modulliniin 10-14 GPa ve ¢ekme direncinin 130-214 MPa arasinda degisim gosterdigini
belirtmislerdir. Elde edilen bu degerlerin geleneksel yontemlerle elde edilen kagitlara

nazaran 2-5 kat daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

MFC 'nin kagit tiretiminde kullanilmas1 durumunda bahsedilen bu kiiciik ve genis ylizey
alanina sahip yapilar ile lifler arasinda hidrojen baglari olusturularak lifler aras1 baglanti
saglanmakta ve bdylece kagidin su tutma 6zelligi artirilmaktadir. Ote yandan siizme
islemi sirasinda olusabilecek hava kabarciklarina nanoseliilozlar liflere nazaran daha
kolay yapisabilmekte bdylece dranaja karsi daha direngli bir yap1 olusturmaktadirlar
[147].

Bununla birlikte seliilozik liflerin sertligi (roughness) lifler arasindaki direkt baglantiy1
olumsuz yonde etkilemektedir. Lifler arasinda hidrojen bagi olabilmesi i¢in gerekli
mesafe 0.27-0.3 nm iken, fibrillesmemis lif yiizeyleri arasi mesafe onlarca nanometreyi
bulabilmektedir [148]. Dolayisiyla lifler arasi baglantiy1 saglayabilmek amaciyla liflerin
dovme etkisiyle fibrillenmesi gerekmektedir. Boylesine bir etkiyle lif ylzeyinden
nanofibriler demetlerin yayildig1 gozlemlenmektedir. Yeterli uzunluktaki nanofifler lifler
aras1 bosluklar1 doldurarak hidrojen bagi sayisini artirmakta ve daha direncli bir kagit

uretimine imkan tanimaktadirlar.

1.3.5.2. Kompozit Uretimi
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Nanoseliilozlar kuru haldeki kompozitlerin viskozite ve mekanik 6zelliklerini artirmak
amaciyla akrilik veya diger lateks gibi suda ¢oziilebilir polimer soliisyonlarina farkl
oranlarda karistirtlarak kullanilabilirler. Yapilan c¢alismalar neticesinde kompozit
tiretiminde nanoseliiloz kullaniminin mekanik 6zellikleri artirmanin [149], [150], [151]

yaninda biyobozunurlugu da hizlandirdig: belirlenmistir [152].
1.3.5.3. Yiyecek

Nanoseliilozlar diisiik kalorili tiriinler olarak hali hazirda kullanilan birgok karbonhidrat
urlini yerine ezme, sos, gofret, puding, cips vs. gibi yiyeceklerin Uretiminde
kullanilabilirler. Nanoseliiloz jelleri reolojik 6zellikleri nedeniyle son yillarda bu sektor

icinde oldukga sik bir sekilde kullanilmaya baslanmistir [112].
1.3.5.4. Hijyen ve Emici Urinler

Nanoselllozlar bu sektor icinde stiper emici polimerlerle birlikte su emici ozellikleri
dolayisiyla kullanilmaktadirlar. Nanoseliilozlar inkontinans pedlerinin Uretiminde,
yetiskin bezleri, 1slak mendil, tek kullanimlik havlu, tek kullanimlik terlik ve ayakkabi,
cerrahi Onliik, maske, bone, cerrahi ortii ve kapak, sedye ortiisii, yaka alt1 kege, hali ve

drenaj sistemleri gibi bir¢ok alanda kullanim alani bulabilmektedir [112].
1.3.5.5. Tip, Kozmetik ve Ecza Sanayi

Dondurarak kurutulmus nanoseliiloazlardan elde edilen aerojeller oldukc¢a gozenekli
yapiya sahip olmalar1 dolayisiyla bebek bezi, pansuman bezi ve hijyenik bez iiretiminde
kullanilmaktadirlar. Bundan bagska 16kosit tutucu kan transfiizyon filtresi tretiminde,
fotoreaktif zararli maddeleri uzaklastirici materyal olarak, kirilan kemiklerin yeniden ve
daha saglam yapilanmasinda ve bagirsak enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan
tabletlerin dis kismindaki kapsiillerin tiretiminde kullanilmaktadirlar. Elastik soguk
yapilandirilmis  jeller ise  biyomedikal ve  biyoteknoloji  uygulamalarinda
degerlendirilmektedirler. Eczacilikta ise toz haline getirilmis nanoseliilolazlar yardimei
materyal olarak kullanilirlar. Kozmetik sanayinde ise nanoseliilozlardan sag, kirpik, kas
ve tirnak boyalarinin tiretiminde faydalanilmaktadir [153]. Ayrica BNC'lar yiiksek
hidrasyon derecesine sahip olduklari i¢in (%99 su) nemlendirme maskesi ve nemlendirici
kremlerin Gretiminde kullanilabilmektedirler. BNC'lar nano-implant tretiminde, bandaj,

doku, hidrojel ve diger bazi materyallerin tiretiminde de kullanilabilirler [154].
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1.3.5.6. Kopiik Uretimi

Nanoseliilozlar aerojel veya kopiik eldesinde kullanilabilirler. Nanoseliilloz bazh
kopiiklerin polistren bazli kopiiklerin yerine ambalajlama sahasinda degerlendirilmesiyle
ilgili olarak caligmalarin siirdiigii gozlenmektedir. Zimmerman [28] nisasta esash
koplklere dondurarak kurutma yontemiyle nanosellloz ilave edildiginde elde edilen
kopiiklerin daha yiiksek diren¢ 6zelliklerine sahip oldugunu ortaya koymusladir. Nisasta
esaslt kopiiklerde odun bazli hamur lifleri yerine nanoliflerin kullanimi kopiik
icerisindeki ince hicreleri desteklemekte ve boylelikle daha kuvvetli malzemelerin
iiretilmesi miimkiin olabilmektedir. Bunun disinda farkli dondurarak kurutma ve siiper
kritik CO2 kurutma teknikleri kullanilarak sadece nanoseliiloz igeren aerojellerin tiretimi
de mumkiin olabilmektedir [155], [156]. Ote yandan selilloz nanokristalitlerinin de
aerojel iiretiminde kullanildiginda ve yiiksek yiizey alani (>600 m?/g) ve kurutma
sirasinda daha diigiik daralma (%6.5) gosterdikleri belirtilmistir [112]. Dondurarak
kurutma teknigiyle farkli konsantrasyonlarda nanoseliiloz eklenerek elde edilen
aerojellerin yogunluk ve yiizey 6zellikleri incelenemis ve tiretilen aerojeller florlanmig
silan ile kaplanarak polar olmayan sivi/yaglara kars1 1slanabilirlik 6zellikleri artirilmaya
calisilmistir [157]. Ayrica glukonobakter tiirlerinden elde edilen nanoseliilozlarin aerojel
iiretiminde kullanilmas1 durumunda daha gozenekli (>%98 hava) kopiiklerin elde edildigi
belirtilmis olup, elde edilen bu materyallerin farkli kullanim ama¢hi membran veya

nanokagit tiretiminde degerlendirilebilecegi ortaya konmustur [158].
1.3.5.7. Diger Uygulama Alanlar

Farkli ¢oziiciilerde seliilozun aktif sekilde ¢éziinmesinde ve tiitiin filtrelerinin iiretiminde
nanoseliilozlar kullanilabilmektedir. Ayrica selilloz nanokristalleri kuartzinki ile
karsilagtirildiginda piezoelektrik 6zellik gosterir ve fotonik Ozelliklere sahiptir.
Dolayisiyla pillerin, siiper kapasitorlerin, biyoplastiklerin, elektroniklerin kullaniminda
ve bunlarin yaninda kompozitlerdeki yapisal malzemelerin, filmlerin veya kaplamalarin
kullaniminda da nanoselilloz bulunabilir. Bundan baska, tasiyict materyallerin
guclendirilmesinde, membranli hoparlérlerin iretiminde, yiiksek akiskanli membranlarin
tiretiminde, esnek elektronik ekranlarin liretiminde, bilgisayar elemanlarinin tiretiminde,
hafif viicut zirhlarinin ve balistik camlarinin iiretimlerinde de nanoseliilozlarin
kullanildig1  belirtilmistir  [159]. Ote yandan olduk¢a yakin zamanda yapilan
calismalarda nanosellloz kristalin ad:1 verilen ve agaglarda bulunan maddenin vicuttaki

serbest radikallerin etkisini yok ettigi ve yashilhigi geciktirmek i¢in kullanilabilecegi
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belirtilmektedir [160]. Karbon nano-pargaciklariyla bu maddeyi kimyasal olarak
baglayarak elde edilen yeni madde, serbest radikalleri nétralize eden bir elektrik
stiplirgesi gibi hareket etmektedir. Ayrica nanoseliilozun toksik olmadigi, dayanikli, suda
coziilebilir ve agaclardan elde edilmesi sayesinde yenilenebilir olduguna isaret

edilmektedir [105].
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. HAMMADDE TEMIiNi

Calisma kapsaminda hizli gelisen okaliptus tirlerinden biri olan Eucalyptus
camaldulensis (kirmizi okaliptiis) odunu ana hammadde kaynagi olarak kullanilmustir. E.
camaldulensis Mersin-Tarsus Orman Isletme Miidiirliigii Karabucak Isletme Sefligi'nde
bulunan deneme alanindan temin edilmistir (Rakim: 5 metre, agac¢ yasi:16). Alinan
tomruklar 6nce 3.5 cm kalinhigindaki disklere ayrilmis ve kabuklari elle soyulduktan
sonra Ornekler Dlzce Universitesi Orman Fakiiltesi Orman Endiistri Miihendisligi
Boliimii 6rnek hazirlama laboratuvarinda 15-20 mm uzunlugunda, 1.5-2 mm kalinliginda
ve 20-25 mm genisliginde olacak sekilde bigak yardimiyla yongalanmistir. Yongalar hava
kurusu hale getirildikten sonra rutubet miktarlar1 belirlenerek her bir pisirme islemi igin

500 g (firin kurusu) olacak sekilde yonga numuneleri paketlenmistir.

2.2. LIF URETIiMi VE AGARTMA

Bu amag¢ dogrultusunda E. camaldulensis odun yongalarindan kraft metoduyla lif
tretimleri gereklestirilmistir. Lif iiretimleri 15 L kapasiteli, elektrikle 1sitilan, 25 kgf/cm?
basinca dayanikli ve otomatik kontrol tablosu ile sicakligi termostatli olarak kontrol
edilebilen laboratuvar tipi déner kazanda yapilmustir. Uretim literatiirde E. camaldulensis
icin optimum olarak tespit edilen [8]aktif alkali oranmi %18, siilfidite oran1 %28,
maksimum sicaklik 150 °C, maksimum sicakliga ¢ikis siiresi 30 dak., maksimum
sicaklikta pisirme siiresi 150 dak. ve ¢dzelti/yonga oran1 5/1 olarak almmustir. Islem
sonrasinda elde edilen materyal, 150 mesh’lik elek {izerinde bol su ile siyah ¢ozelti
uzaklasincaya kadar yikanmis ve laboratuvar tipi disintegratdrde 10 dak. siireyle acilip,
yarik agikligi 0.15 mm olan sarsintili vakum eleginde elenerek (TAPPI T 275 sp-02)
liflenmeyen kisimlar ayrilmig ve elenme sonrasi verim ve atik oranlar1 (TAPPIT 210 cm-

03) tespit edilmistir.

Elde edilen lifler ECF (elementel chlorine free-klorsuz) agartma islemlerinden biri olan,
ODEP (oksijen-klordioksit-alkali-peroksit) agartma islemine tabi tutulmustur. Oksijen
delignifikasyonu %10 hamur yogunlugu, %2 NaOH (firin kurusu hamur), %0.5 MgSO4
(firin kurusu hamur) ve 6 kgf cm™ O2 basincinda 15 L’lik reaktdr igerisinde 90 °C’de 60

dak. siiresince gergeklestirilmistir. Klor dioksit agartmasinda ise (D) 10 g hamur (firin

34



kurusu) 100 mL %1 CIO2 ve 3 mL H2SO4 (%98) solliisyonuyla su banyosunda 60 °C’de
60 dak. muamele edilmistir. Alkali ekstraksiyonu (E) kademesinde lifler 100 mL %2
NaOH ile 15 L’lik reaktor igerisinde 60 °C’de 60 dak. muamele edilmistir. Peroksit
agartma kademesi (P) ise %10 hamur yogunlugu, %4 H20; (firin kurusu hamur), %1.5
NaOH (firin kurusu hamur), %0.5 silika (firin kurusu hamur), %0.1 MgSO4 (firin kurusu
hamur) kullanilarak 15 L’lik reaktor igerisinde 105 °C’de 120 dk. siiresince
gerceklestirilmistir. Agartma islemi tamamlandiktan sonra lifler 100 mL saf su ile 60
°C’de 60 dak. siiresince yikanmis ve sonrasinda distile su ile yikama iglemine devam

edilmistir.

Agartma islemi Oncesi ve sonrasinda liflerin viskozite (SCAN-CM 15-62) ve kappa
numaralart (TAPPI T 236 om-99) tespit edilerek agartma isleminin lignin ve polisakkarit
yapisi iizerindeki etkisi belirlenmistir. Viskozite Ol¢limlerinde 9 g tam kuru hamur
tartilarak 400 ml'lik behere konulmus, iizerine 9 g sodyum klorit (NaClO2) (%100°’liik),
3 g sodyum asetat, 6 g asetik asit, 200 ml destile su, 1 damla formik asit ilave edilerek
iyice Karistirilmigtir. Karisim oda sicakliginda 16-18 saat bekletilmis, siirenin bitiminde
watman 4 nolu kagit tizerinde siiziilerek saf su ile iyice yikanmistir. Daha sonra agartilmis
hamurun rutubeti belirlenerek viskozite 6l¢iimiine gegilmistir. Vizkozite 6l¢limiinde tam
kuru 0.1 g hamur alinmis, iizerine 10 mL saf su,10 ml bakir etilen diamin eklenerek
vizkozite oOlgiimleri gerceklestirilmistir. Viskozite ol¢iimlerinde Diizce Universitesi
Merkez Laboratuarinda bulunan Fungilab Expert-1 Viskozimetre cihazi kullanilmistir

(Spindle: L1, Tork: 15-40 N/m?2, Dénme Hizi: 200 rpm, Sicaklik: 21.5 °C).

Agartilmis kraft hamur lifleri H1 olarak kodlandirilmis ve bu liflerin morfolojik ve
yapisal (SEM), viskoelastik (Reometre) ve kimyasal (HPLC, NMR ve FTIR) o6zellikleri

belirlenmistir.

2.3 MFC ve NFC URETIiMi

2.3.1. Mekanik Liflendirme

Agartilmis kraft hamur lifleri Waring Blender [161] ile mekanik olarak liflendirilmistir.

Liflendirme islemi %2 (w/w) hamur konsantrasyonunda 10 dakikada gerceklestirilmistir.

Mekanik liflendirme sonrasinda elde edilen lifler H1M olarak kodlandirilmis ve bu
liflerin morfolojik ve yapisal (SEM), viskoelastik (Reometre) ve kimyasal (HPLC, NMR
ve FTIR) ozellikleri belirlenmistir.
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2.3.2. Enzimatik Muamele

Mekanik liflendirme sonrasinda elde edilen lifler seliillaz ve hemiseliilaz enzimleriyle
muamele edilmistir. Bu baglamda her bir enzim uygulamas1 50 g (firin kurusu) lif 2.5 L
fosfat tamponunda (%2 w/w konsantrasyonda) 50 °C’de 2 saat (ph 7) siireyle sicak su
banyosunda muamele edilmistir. Fosfat tamponu 11 mM KH2PO4 ve 9 mM Na;HPO4
kullanilarak hazirlanmistir. Hemiseltilaz Pulpzyme HC enzimi 0, 25, 100 ve 250 AXU/g
ve seliilaz Celluclast 1.5 L enzimi 0, 2, 5, 10 EGU/g ve konsantrasyonlarinda hazirlanarak
%2 w/w konsantrasyondaki lifler ile muamele edilmistir. Muamele siiresince her 30
dakikada bir ornekler karistirilmis ve islem sonunda ornekler saf suyla yikanmistir.
Enzimatik muameleyi sonlandirmak i¢in 6rnekler 80 °C’de 30 dak. sicak su banyosunda

muamele edilmistir. Siire sonunda hamurlar saf suyla tekrar tekrar yikanmistir.

4 Farkli konsantrasyonlarda gergeklestirilen enzim muamelesine bagli olarak hemiseliilaz
enzim muamelesine tabi tutulan numuneler HIME1, HIME2, HIME3 ve H1ME4
olarak ve seliilaz enzim muamelesine tabi tutulan numuneler ise HIMES, H1IMES,
H1ME7 ve HLMES olarak kodlandirilmistir. HIME1 ve HIMES5 numuneleri ise her iki
enzim tdrd icin 0 AXU/g veya 0 EGU/g'1 ifade etmekte olup, bu numuneler aslinda HIM

(enzimatik muameleye maruz kalmamis) ile aynidir.

Herbir enzim muamelesi sonrasinda liflerin morfolojik ve yapisal (SEM), viskoelastik

(Reometre) ve kimyasal (HPLC, NMR ve FTIR) 6zellikleri belirlenmistir.

2.3.3. Mekanik Liflendirme

Enzim muamelesi gormiis lifler daha Once belirtilen sartlar altinda Waring Blender

yardimiyla mekanik olarak ikinci kez tekrar liflendirilmistir.

2. liflendirme sonrasinda elde edilen lifler HIMEM1, H1IMEM2, H1MEMS,
H1IMEM4, HIMEM5, HIMEMG6, HIMEMY7 ve HIMEMS olarak kodlandirilmis ve
elde edilen liflerin morfolojik ve yapisal (SEM), viskoelastik (Reometre) ve kimyasal

(HPLC, NMR ve FTIR cihazlariyla) 6zellikleri belirlenmistir.

2.3.4. Homojenlestirme (Fluidizing-Jellestirme)

2. mekanik uygulama sonrasinda elde edilen liflerin mikro ve nano boyuta indirgenmesi
islemleri Microfluidics M-110 Y marka yiiksek basin¢li homojenizator kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu baglamda MFC {iretimi i¢in %2 w/w konsantrasyonundaki lifler

1 kere 200 um capindaki odaciktan yiiksek basing altinda (14000 psi) gegirilmistir. NFC
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uretimi icin ise lifler 1 kere 200 um ¢apindaki odaciktan (14000 psi) sonra 5 kere 100 pum
capindaki odaciktan yiiksek basing altinda (24000 psi) gecirilmistir.

Islem sonrasinda elde edilen MFC numuneleri HIMEMm1, HIMEMm2, HIMEMm3,
HIMEMm4, HIMEMm5, HIMEMm6, HIMEMm7 ve HIMEMmMS olarak ve NFC
numuneleri ise HIMEMnl, HIMEMn2, HIMEMn3, HIMEMn4, H1MEMN5,
HIMEMN6, HIMEMN7 ve HIMEMNS olarak kodlandirilmis ve agartilmis kraft hamur
liflerinden (H1) elde edilen tum MFC ve NFC numunelerinin morfolojik ve yapisal
(SEM), viskoelastik (Reometre) ve kimyasal (HPLC, NMR ve FTIR cihazlariyla)

ozellikleri belirlenmistir.

H1

Mekanik
Liflendirme

Enzimatik

Mekanik
Liflendirme Muamele

HIMEMm1
HIMEMn1
HIMEMm2
HIMEMn2
HIMEMm3
HIMEMn3
HlMEl\-[n4
Hl MEMn5
]-[l MEMn6
HIMEMm?7
HIMEMn7
HIMEMmS
HIMEMnS

Homojenlestirme
H1MEMm4
Hu\-u:Mms
HlMIl\lm6

Sekil 2.1. Calismada gergeklestirilen is paketi

2.4. UYGULANAN ANALITIK OLCUMLER

2.4.1. HPLC (Yiiksek performansh Sivi Kromatografisi)

HPLC analizlerinde lifler tam kuru hale getirilip Wiley tipi degirmende 6giitilmiis ve
laboratuvar tipi sarsak elekte elenip 60-80 mesh’lik elek tizerinde kalan kisimlarin rutubet
miktarlar1 (Tappi T 264) belirlenerek drnekler hidroliz islemine tabi tutulmustur. Hidroliz
islemi NREL yontemine (Laboratory Analytical Procedures (LAP) from the National
Renewable Energy Laboratory) gore uygulanmistir. HPLC analizleri Agilent 1200
sistemi ve bu sisteme bagli RID (refractive index detector) detektor ile
gergeklestirilmistir. Enjeksiyon hacmi 20 pL, mobil faz olarak ultra saf su ve akis hizi

dakikada 0.6 mL olacak sekilde belirlenmistir. Sekerlerin (sellobioz, glukoz, mannoz,
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ksiloz, galaktoz ve arabinoz) kromatografik ayrilmasi islemi igin SHODEX SP0810
kolonu kullanilmis ve kolon sicakligi 80 °C olarak gerceklestirilmistir. Ayrica hidroliz
sonrasi asitte ¢oziinmeyen lignin igerikleri tartimla, asitte ¢oziinen lignin igerigi ise 320

nm dalga boyunda saf suya kars1 UV spektrofotometrede belirlenmistir.

2.4.2. Reometre

Tiim asamalarda elde edilen iirtinlerin reolojik davranislarini anlamak i¢in kayma hizi-
kayma gerilimi, kayma hizi-viskozite ve frekans-elastik, viskoz modul olgtimleri 25°C
sicaklikta gergeklestirilmistir. Reoloji deneylerinde 6rnekler Ultraturrax'da 15.000 rpm'de
5 dk. dnce iyice karistirilip homojen halde kalmasi saglanmistir. Deneylerde kiitlece %2
derisimde ornekler kullanilmistir. Kayma hizi-kayma gerilimi ve kayma hizi-viskozite
gibi akig deneyleri cone-plate (37.5 mm) geometrisine sahip Brookfield RST-CPS
Rheometer cihazi ile gergeklestirilirken, elastik modiil ve viskoz modil deneyleri ise
paralel plate geometrisine sahip Termo-Haake RS600 reometre cihaz1 ile
gerceklestirilmistir. Akis deneyleri ile Orneklerin mekanik liflendirmeler, enzimatik
muamele ve homojenizasyon islemleri sonrasindaki akis oOzelliklerinin degisimleri

incelenmis ve modiil deneyleri ile 6rneklerin jel yapilarina frekansin etkisi arastirilmistir.

2.4.3. SEM (Taramah Elektron Mikroskopu)

Calismada FEI Quanta FEG250 marka SEM cihazi kullanilarak numunelerin morfolojik
ve yapisal karakterizasyonlar1 belirlenmistir. SEM goriintiileri sonucunda nanoseliiloz
molekiillerinin boyutlari, topaklanmasi, kristalize ve amorf yapisi ile ylizeyinde meydana
gelen fiziksel degismeler incelenmistir. Bu kapsamda daha 6nce belirtilen tiim asamalarda
%2 konsantrasyonlardaki drnekler (lif, MFC ve NFC) 105°C’de 24 saat kurutulduktan
sonra yalitkan haldeki bu numuneler iletken hale getirilerek kaplama islemi
gergeklestirilmistir. Bu islem i¢in numuneler sputter cihazinin kafesine yerlestirilmis ve
uygun potansiyelde olusan plazma ortaminda yaklasik 5 nm kalinlikta gold-paladyum ile
kaplanmistir. Kaplanan numune mikroskoba yerlestirilerek stage icinde belli bir
yiikseklikte 151k kaynagi ile etkilestirilmistir. Isik kaynagi olarak alan emisyonlu tabanca
(FEG) kullanilmigtir. Ornege 1-15 kV arasinda hizlandirma potansiyeline sahip bir voltaj
uygulanmis ve dedektdr olarakta secondary (ikincil) elektron dedektorii kullanilarak
goriintiiler alinarak yorumlanmistir. Bu baglamda liflerde 1 mikron, MFC ve NFC

orneklerinde ise 1 mikron ve 100 mikron skalasinda goriintiiler alinmistir.
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2.4.4. FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy)

Calismada ATR(Attenuated total reflectance)-FTIR analizleri, Shimadzu marka, IR-
Prestige 21 model IR cihazi ile 4 cm™ ¢oziiniirliigiinde ve 20 tarama sonucunda elde
edildi. Bu amagla, ZnSe kristalinde belli bir basingla sikistirilan numunelerin 600-4000
cm araliginda bulunan bolgedeki karakteristik molekiiler absorpsiyon pikleri belirlendi.
Bu belirlenen bélge seliloz, hemiseliiloz ve ligninin kimyasal karakterizasyonu icin
olduk¢a aydinlatici bilgiler vermektedir. Bu kapsamda daha 0Once belirtilen tim

asamalarda %?2 konsantrasyonlardaki ornekler ile ¢alisilmistir.

2.4.5. NMR (Nuclear Magnetic Spectroscopy)

Calismada Bruker AVANCE 111 marka NMR cihazi kullanilarak numunelerin **C-NMR
spektrumu alinmistir. Bu kapsamda daha oOnce belirtilen tiim asamalardaki %2
konsantrasyonlarda bulunan 6rnekler (lif, MFC ve NFC) 105 °C’de 24 saat kurutulduktan
sonra, havanda toz haline getirilmistir. Ardindan cihazin uygun bélmesine yerlestirilmis
olup, analizlerde, NMR cihaz1 300 MHz ve 7 Tesla degerinde iken, manyetik alana
uygulanan bir spesifik agida dondiirme ydntemi olan MAS yontemi (8500 Hz) ve 3C
¢ekirdegine ait manyetik rezonans sinyalinin ¢apraz polarizasyon yontemi olan Cross

Polarization kullanilarak 6rneklere ait spektrumlarin alinmasi saglanmistir.

2.4.6. DTG (Differencial Thermogravimetry) ve DSC (Differencial Scanning
Calorimetry)

Calismada Shimadzu DTG60H ve Shimadzu DSC60 marka TGA ve DSC cihazlar
kullanilarak iiretilen Orneklerin termal Ozellikleri belirlenmeye ¢alisiimigtir. DSC
analizleri icin aluminyum pan‘a 9-10 mg 6rnek alinmis ve 50 mL/dk N2 akis1 ve 10 °C/dak
1sitma hizinda, 20°C - 500 °C aras1 sicaklik uygulanmistir. Bu analizler sonucunda

orneklerin bozunma sicakliklar1 belirlenmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. VERIM, KAPPA VE ViSKOZITE ANALIZLERIi

Kraft hamur lifi ve her bir agartma kademesi sonrasinda elde edilen hamurlarin verim,
kappa ve viskozite degerleri Cizelge 3.1°de verilmistir. Kraft hamurunun elenmis verimi
45.6% (o.d yonga)’dir. Elek artigi ise ¢ok kiigiik olup 0.03% (o.d hamur)’tiir.
Agartilmamis kraft hamurunun kappa numarasi 18.4, viskozite degeri ise 10.2 cP olarak
tespit edilmistir. Bazi odun materyalleri ve hamur kosullar1 icin benzer sonuglar
literatiirde bulunmaktadir [8]. Her bir agartma kademesinde yapidan lignin uzaklastigi
icin kappa numarasi1 ve viskozite degerinin diistiigii gozlemlenmistir. Agatilmig hamurun
kappa numarasinda 83.6% diisiis oldugu belirlenmistir. Oksijen agartma asamasinda (O)
kappa numarast 10.4’e diiserken, viskozite degerinde ise ¢ok kiiciik bir degisim
gozlenmistir. Bu degisim oksijen agartma asamasinin seliiloz {izerinde etkili oldugunu
goOstermektedir. Klordioksit agartma asamasinda (D) ise kappa ve viskozite degerlerinde
onemli diisiislerin oldugu belirlenmistir. Klordioksit agartma kademesinde kappa ve
viskozite degerlerinde meydana gelen 6nemli diisiislerin polisakkarit degradasyonu
neticesinde meydana geldigi literatiir caligmalariyla da desteklenmektedir [9]. NaOH
kullanilarak yapilan agartma asamasinda (E), bazi lignin ve diigiik molekiil agirlikli
maddelerin ekstrakte oldugu ve sonug olarak toplam verimin diistiigli gozlemlenmistir.
Diger yandan, alkali ekstraksiyon asamasinda hamurun viskozitesinde (5.60 cP) bir
miktar artis gdzlemlenirken, bu sonug literatiirle de desteklenmektedir [10]. Viskozitede
meydana gelen bu artis diisiilk molekiil agirlikli maddelerin yapidan uzaklasmasindan
kaynaklanmaktadir. Ancak, peroksit asamasinda (P) kappa ve viskozite degerlerinin

tekrar distiigii belirlenmistir.

Cizelge 3.1. Kraft hamurunun herbir agartma asamasindan sonraki verim, kappa ve

viskozite degerleri

Agartma asamas1 Toplam Verim, %  Kappa  Viskozite, cP
Kraft 45.7 £ 0.46 18.4+0.15 10.2+0.38
Kraft-O 44.8 £0.17 10.4+0.00 9.50+0.26
Kraft-O-D 44.7+£0.22 416 +0.00 5.15+0.21
Kraft-O-D-E 41.9+0.34 3.59+£0.09 5.60+0.10
Kraft-O-D-E-P 415+ 0.26 3.02+0.01 5.40+0.10
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3.2. KIMYASAL OZELLIKLER

3.2.1. HPLC Analizleri

Pisirme ve agartma islemleri sirasinda E. camaldulensis odun yongalarinda, agartilmamis
ve agartilmig kraft hamurlarinin kimyasal bilesiminde % uzaklasan maddeler Cizelge
3.2’de gosterilmistir. HPLC analizlerinde E. camaldulensis’in toplam karbonhidratinin
49.3% (o.d yonga) oldugu goriilmiistiir. Karbonhidrat bilesimine bakildiginda,
hemiselulozlarda en buyik oran 40.0% (o.d. yonga) ile glukoza aitken, ksiloz ise 8.67%
(o.d. yonga)dir. Mannoz, arabinoz ve galaktoz ise toplamda 0.62% (0.d. yonga)
oranindadir. Toplam lignin icerigi (asitte ¢Ozlinen lignintasitte ¢éziinmeyen lignin
iceriginin) 28.3% (o0.d. yonga) oldugu goézlemlenmistir. Calismanin bu sonuglari, Dutt ve

Tyagi [162] ve Moussaouiti [11]’in bulgulari ile karsilastirilabilir.

Cizelge 3.2. E. Camaldulensis odun yongasi ile hamur tiretimi ve agartma islemlerinden

sonra elde edilen hamurlarin kimyasal bilesenleri

Kimyasal Bilesenler (%)

Yonga Kraft Kraft (ODEP) H1
Glukoz 40.0+£ 153 61.8+2.04 66.3 +0.90
Ksiloz 8.67+0.19 15.3+0.65 143+ 0.85
Galaktoz 0.18+0.14 - -
Mannoz+Arabinoz 0.44+0.20 0.33+0.00 0.67 £ 0.00

Asitte Cozunmeyen Lignin (AIL) 27.6+0.99 1.98+0.54 0.40 +£0.09
Asitte C6zUnen Lignin (ASL) 0.74+£0.01 1.05+0.02 116 +0.41

% uzaklasan madde (o.d. yonga)

Toplam madde - 54.4 58.5
Glukoz - 29.5 31.2
Ksiloz - 19.5 31.6
Toplam lignin - 95.1 97.7

Agartilmis hamurun lignin, glukoz ve ksiloz ¢oziiniirliikleri sirasiyla 97.7%, 31.2% ve
31.6% (o.d. yonga)’dir. Agartilmamis kraft hamurlarinin glukoz igerigi, agartma islemleri
sirasinda meydana gelen delignifikasyon nedeniyle oransal olarak artmistir. Kraft hamuru
15.3% ksiloz oranma sahiptir, fakat agartma sonucunda yapidan ksiloz ve lignin

uzaklagmasi nedeniyle ksiloz igeriginde kii¢iik bir diislis gbzlemlenmistir.
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Sekil 3.1. Tam kuru yonga agirligina oranla Kraft pisirme islemi sonrasi ¢oziinen

karbonhidrat ve lignin oranlari.

Her 6n muamele isleminden sonra glukoz ve ksiloz icerigi ile % uzaklasan madde Cizelge
3.3 ve 3.4 te gosterilmistir. Agartilmis kraft hamuruna yapilan mekanik liflendirme islemi
sonrasinda hamurun glukoz (1.80% o.d. agartilmis hamur) ve ksiloz (0.20% agartilmis
hamur) igerigi azalmistir. Chen [12]’nin yaptig1 6nceki ¢alismalarda da benzer sonuglar

gbozlemlenmistir.

Cizelge 3.3’te Pulpzyme HC 2500 enziminin ksiloz degredasyonu {izerinde etkili oldugu
bulunmus ve enzim konsantrasyonunun artmasiyla degredasyonun yiikseldigi
gozlemlenmistir. Bu enzim glukoz degredasyonu Uzerinde daha az etkiye sahiptir.
Optimum Pulpzyme HC enzim konsantrasyonun belirlenmesi noktasinda muamele
islemleri sonrasinda hammaddelerin yapisinda kalan ksiloz/glukoz degeri baz alinmis
olup, bu degerin maksimum oldugu nokta optimum olarak kabul edilmistir (Ksilozun
daha fazla yapida kaldig1, glukozun ise daha fazla yapidan uzaklastigi nokta maksimum
degeri vermektedir). Zira, literatiir calismalar1 incelendiginde yiiksek hemiseliiloz
icerigine sahip liflerde hemiseliilozun seliilloz nanofibrilleri arasindaki baglantiy1
engelleyerek homojenlestirme isleminin verimliligini artirdig1 [163], Ote yandan seliiloz
uzerindeki etkisi daha fazla olan muamelenin hicre ¢eperi delaminasyonunu artirarak
homojenlestirme isleminde kullanilan odaciklarda tikanma problemini minimize ettigi
belirtilmistir [13]. Bu deger HIM (HIM=HIMEI1) i¢in 0.22 ve HIME2, HIME3 ve
HIME4 i¢in swrasiyla 0.21, 0.22 ve 0.21 olarak tespit edilmistir. HPLC verileri
incelendiginde, en yiiksek ksiloz miktarina sahip olan HIME3 (100 AXU/g) uygulamasi
optimum Pulpzyme HC enzim konsantrasyonu olarak tespit etmistir. Ote yandan HIME2,
HIME3 ve HIME4 kendi aralarinda incelendiginde HIME4 uygulamasi diger ikisine

nazaran yapidan daha fazla ksiloz uzaklastirmistir (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3. Hemiseliilaz Pulpzyme HC enzim muamelesi sonrasinda hammaddelerin

kimyasal bilesenlerinde meydana gelen degisim.

Kimyasal Bilesenler (%) Yonga Kraft Kraft-ODEP (H1)  HIM=H1ME1l H1ME2 H1IME3 H1ME4 H1IMEM3 HIMEMmM3  HIMEMn3
Glukoz 40.0+153 61.8+2.04 66.3 +0.90 65.7 +0.07 65.0+022 66.8+091 658+091 66.3+056 66.3+0.05 659+0.01
Ksiloz 8.67+0.19 153+0.65 14.3+0.85 145+0.24 13.9+012 144+004 139%011 14.0+0.10 13.9+0.19 13.8+0.82
Tam kuru, g Yonga Kraft  Kraft-ODEP (H1) H1M=H1ME1 H1IME2 H1IME3 H1ME4 H1IMEM3 H1IMEMm3 H1MEMn3
Toplam Hammadde 500.0 228.0 207.5 204.0 202.5 195.0 195.0 1935 1935 1935
Glukoz 200.0 140.9 137.6 134.0 131.6 130.3 128.3 128.3 128.3 127.5
Ksiloz 434 349 29.7 29.6 28.1 281 271 27.1 26.9 26.7
Toplam lignin 141.7 6.90 3.20
Hammadede kalan ksiloz/glukoz orani
0.22 0.21 0.22 0.21

% Coziinen Kraft Kraft-ODEP (H1) HIM=H1IME1 HIME2 HIME3 H1IME4 HIMEM3 HIMEMm3 HIMEMN3
Tam kuru yongaya

Hammadde 54.4 58.5 59.2 59.5 61.0 61.0 61.3 61.3 61.3
oranla

Glukoz 295 312 33.0 342 349 35.8 359 35.9 36.2
Tam kuru yongaya }

Ksiloz 19.5 31.6 31.8 35.1 35.2 375 375 38.0 38.4
oranla

Toplam lignin 95.1 97.7

Glukoz 2.56 4.32 5.32 6.73 6.75 6.75 731
Tam kuru agartilmis life .

Ksiloz 0.31 5.14 5.37 8.65 8.70 9.36 10.0
(Kraft-ODEP) oranla

Toplam lignin

Literatiir calismalar1 incelendiginde Celluclast 1.5 L enziminin seliilaz aktivitesi disinda
B-glukosidazlarca saglanan hemiseliilaz aktivitesine de sahip oldugu gozlemlenmis olup
[14], [164], ¢alisma kapsaminda artan Celluclast 1.5 L enzim konsantrasyonlarinda
agartilmis kraft hamuruna (kraft ODEP) oranla (H1), HIME6, HIME7 ve HIMES i¢in
sirasiyla %9.47, 14.7 ve 21.1 oranlarinda glukoz ve %0.74, 1.23 ve 1.51 oranlarinda
ksilozun serbest hale gectigi tespit edilmistir. Optimum Celluclast 1.5 L enzim
konsantrasyonun belirlenmesi noktasinda yine muamele islemleri sonrasinda
hammaddelerin yapisinda kalan ksiloz/glukoz degeri baz alinmis olup bu deger HIM
(HIM=HIMES5) i¢in 0.22 ve HIME6, HIME7 ve HIMES i¢in sirastyla 0.24, 0.25 ve 0.27
olarak tespit edilmistir. HPLC verileri incelendiginde, en yiiksek ksiloz miktarina sahip
olan HIMES (10 EGU/g) uygulamasi1 optimum Celluclast 1.5 L enzim konsantrasyonu

olarak tespit edilmistir.

Cizelge 3.3-34 ve Sekil 3.2 birlikte incelendiginde mekanik muameleler ve
homojenlestirme islemleri sonrasinda elde edilen hammaddelerde glukoz ve ksiloz
degerlerinin ¢ok fazla etkilenmedigi goriilmektedir. MFC ve NFC firetimi sonrasinda

gergeklestirilen HPLC analizlerinde yapida kimyasal olarak ¢ok fazla degisimin olmadigi
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yapilan literatiir ¢alismalariyla da desteklenmektedir [15], [165].

Cizelge 3.4. Selilaz Celluclast 1.5 L enzim muamelesi sonrasi hammaddelerin kimyasal

bilesenlerinde meydana gelen degisim.

Kraft Kraft-ODEP H1)

Kimyasal Bilesenler (%) Yonga H1M= HIMES H1ME6 HIME? H1MES HIMEM8  HIMEMm8  HIMEMn8
61.8 +2.04
Glukoz 40.0+ 1.53 66.3 + 0.90 65.7 +0.07 64.7 £0.15 63.3+0.22 62.0 +0.04 62.4+0.01 62.3 +0.55 61.7 £0.74
) 15.3+0.65
Ksiloz 8.67+0.19 14.3+0.85 145+0.24 153+066 158+012 16.7+0.02 16.8+0.18 16.8+0.10 16.6+0.22
Tam kuru, g Yonga Kraft Kraft-ODEP (H1) H1IM=H1ME5 H1IME6 H1IME7 H1IMES8 H1IMEMS8 HIMEMm8 HIMEMN8
Toplam Hammadde 500.0 228.0 207.5 204.0 192.5 185.5 175.0 1735 1725 172.0
Glukoz 200.0 140.9 137.6 134.0 1245 117.4 108.5 108.3 107.5 106.1
Ksiloz 434 349 29.7 29.6 295 29.3 29.2 291 29.0 28.6
Toplam lignin 1417 6.90 3.20 - - - - -
Hammadede kalan ksiloz/glukoz orani 0.22 0.24 0.25 0.27 -
% Cozlnen Kraft Kraft-ODEP (H1) H1IM=H1ME5 H1IME6 H1IME7 H1IMES8 H1IMEMS8 HIMEMmS8 HIMEMN8
Tam kuru yongaya
Hammadde 54.4 58.5 59.2 615 62.9 65.0 65.3 655 65.6
oranla
Glukoz 29.5 31.2 33.0 37.7 41.3 45.8 45.9 46.3 46.9
Tam kuru yongaya .
Ksiloz 19.5 316 318 321 324 326 328 331 34.1
oranla
Toplam lignin 95.1 97.7 - - = - -
Glukoz 2.56 9.47 14.7 211 213 219 22.9
Tam kuru agartilmis life :
Ksiloz 0.31 0.74 1.23 1.51 177 2.33 3,78
(Kraft-ODEP) oranla
Toplam lignin - - - - -
—8—glukoz —#—ksiloz —8—glukoz —#—ksiloz
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Sekil 3.2. Tam kuru yonga agirligina oranla mekanik, enzimatik ve homojenlestirme

islemleri sonrast hammaddelerde ¢6ziinen karbonhidrat oranlari.

3.2.2. FTIR Analizleri

Orneklerin FTIR analizlerini arastirmak igin yapilan arastirmada asagidaki 3 detay
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iizerinde durulmustur:

e On muameleler (1.mekanik liflendirme, optimum enzimatik muameleler, 2.
mekanik liflendirme) arasindaki farklar,
e Farkli enzim ve enzim konsantrasyonlar1 arasindaki farklar,

e Agartilmig kraft hamur lifi ile MFC ve NFC {iriinleri arasindaki farklar.

3.2.2.1. On Muameleler (1.mekanik liflendirme, optimum enzimatik muameleler, 2.

mekanik liflendirme) Sonucunda Elde Edilen Uriinlerin FTIR Analizleri

On muamelelerin, FTIR spektroskopisindeki davranislarin1 gérmek igin, agartilmis kraft
hamur lifleri (H1), 1. mekanik liflendirme sonucu elde edilen Griin (H1M), enzimatik
muameleler sonucu elde edilen drinler (HIME3 ve HIMES8) ve 2. mekanik
liflendirmeden ¢ikan firiinlerin (HIMEM3, HIMEMS), temel O-H gerilimleri, C-H
gerilimleri, C-O-C gerilimleri ve diger gerilimleri ayrintili olarak Sekil 3.3’te

incelenmistir.
H1 i
HIM $
HIME3 Q
<)
H1MES s
— :
HIMEM3

H1IMEMS

Gegirgenlik (%)

Y02 JE— Y Y S ——

B0 A A A A A A
- Y(C4-0-Cs)

3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000
Dalga Boyu (cm-')

Sekil 3.3. On muameleler sonucu elde edilen riinlerin FTIR analizleri

Sekil 3.3 incelendiginde, 3330 cm™’de gdzlenen genis pikler seliilozun molekiil ici ve
molekdiller arasi hidrojen baglarindan kaynaklanan serbest O-H gruplarina aittir [166],
[167], [16], [17], [168], [169], [170], [171].On uamele islemleri sonucu gecirgenlik
degerlerinin degistigi gdzlenmistir. Bu degisim, glukozun parcalanmasi ve glukozun

yiizey alaninda daha az hidrojen bag1 yapmasiyla agiklanabilir [17].
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O-H diizlem i¢i egilme titresimine ait pik 1336 cm™’de [171], O-H egilme titresimine ait
pik 1202 cm™? de gozlemlenmistir [18], [166]. Mekanik ve enzim uygulamalarmin
sonucunda, genel anlamda piklerin gegirgenlik siddetlerinde bir miktar azalma
gozlenmistir. Bunun sebebi olarak, etkilesimler sonucunda liflerin fiziksel yapilari
degismis, yiizey alanlarinin boyutlar1 da azalmistir. Dolayisiyla liflerin monomeri olan
glukoz birimlerinin yiizey alanlarinin boyutlar1 kiigiilmiis ve daha fazla hidrojen bagi
yapabilecek bir yiizey alanina sahip olmustur [172]. Etkilesimler sonucunda, O-H
gerilmelerinde kimyasal reaksiyonlardan kaynakli olarak, dalga sayilarinda onemli
oranda kayma gozlenmemistir.

Kristallik oranini olusturan ve seliilozdaki énemli piklerden biri olan CH2 asimetrik
gerilme titresimi agartilmis kraft hamuru (H1) i¢in 2986 cm™’de gdzlenmis [166], [16],
[169], [170] ve 6n muamele uygulamalarinda yiiksek dalga boylarinda kiigiik kaymalar
oldugu tespit edilmistir.

Sekil 3.3 incelendiginde, 2900 cm™’de birinci mekanik liflendirme sonrasinda kayma
g0zlenmez iken, 6zellikle Celuclast 1.5 L enzimatik muamele etkisinden sonra ise kayma
gozlenmistir. 2. mekanik liflendirme sonrasinda, 6zellikle Celluclast 1.5 L enzimli yap1
olan HIMEMS’de 6nemli oranda kayma olmustur. Ortaya ¢ikan bu durum numunelerde
kristallik oraninin degistigini gostermektedir [167], [16].

Kromotogram incelendiginde, en siddetli pikler 1200 ve 1000 cm™*de arasinda gdzlenmis
olup bunlar lignoseliilozik yapidaki C-O-C titresimleridir [17]. 1162 cm™’de gdzlenen
pikler C-O-C simetrik gerilme titresimlerine ait olup bu pikler piranoz halkalarindaki eter
baglariyla agiklanir. C-O asimetrik ve simetrik gerilme titresimleri sirastyla 1053 ve 1035
cm’de gozlemlenmistir. Sonuglar incelendiginde ise pu piklerde dikkate deger
kaymalarin olmadig1 goriilmektedir.

3.2.2.2. Enzimatik Muameleler Sonucunda Elde Edilen Uriinlerin FTIR Analizleri

Enzimatik muameleler sonucu elde edilen driinler olan HIME1-4 ve HIMES5-8’in, temel
O-H (Hidroksil gerilimleri), C-H gerilimleri ve diger gerilimlerinin pikleri ayrintili olarak

incelenmis olup Sekil 3.4 ve Sekil 3.5’de verilmistir.
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Sekil 3.4. Farkli konsantrasyonlarda Pulpzyme HC enzim uygulanmasi sonucu elde

edilen Urtnlerin FTIR analizleri

Gegirgenlik (%)

3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000
Dalga Boyu (cm™)

Sekil 3.5. Farkli konsantrasyonlarda Celluclast 1.5 L enzim uygulanmasi sonucu elde

edilen Urinlerin FTIR analizleri

Enzimatik muameleler sonucunda 3330 cm™’deki O-H gerilme titresimlerinde, 1336 cm”
L deki O-H diizlem igi egilme titresiminde ve 1202 cm™ O-H egilme titresimine ait
piklerde bir kayma gdzlenmez iken gegirgenlik sidetlerinde ise molekiil i¢i ve molekiiller

arast hidrojen baglarinin etkilesmesi sonucunda liflerin fiziksel yapilar1 degismis, yiizey
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alanlarinin boyutlar1 da azalmistir. Dolayisiyla liflerin monomeri olan glukoz birimlerinin
ylizey alanlarinin boyutlar1 kii¢lilmiis ve daha fazla hidrojen bag:1 yapabilecek bir ylizey

alanina sahip olmustur [172].

CH: asimetrik gerilme titresimlerinde, 6zellikle HIME3’te bir kayma gozlenirken, 8§90
cm™deki C-H gerilmesinde énemli bir kayma gozlenmemistir. Celluclast 1.5 L enzim
uygulamasi sonrasinda 6zellikle CH2 asimetrik gerilme titresimlerinde minimal olarak,
daha yiiksek dalga boyuna kayma ve pik siddetinde degisimler gozlenmistir. Bu durum
da kristal/amorf yapisinin degisime ugradigini destekler niteliktedir [167], [16].

Celluclast 1.5 enziminin, Grtnlerle etkilestirilmesi sonucunda 1162 cm™’de gozlenen
piklerden olan glikozidik bagdaki C-O-C simetrik gerilme titresiminin gegirgenlik
degerinde ve 1035 cm™’deki C-O simetrik gerilme titresiminde degisim gergeklesmistir.
Bu durum Celluclast 1.5 enziminin kimyasal etkilesim sonrasinda glikozidik bagi

etkiledigini gostermektedir.
3.2.2.3. Agartilmis Kraft Hamur Lifi, MFC ve NFC Urunlerinin FTIR Analzileri

Agartilmis kraft hamur lifi (H1), HIMEMm3, HIMEMmS, HIMEMn3, HIMEMn§
urunlerinin temel O-H (Hidroksil gerilimleri), C-H gerilimleri ve diger gerilimlerinin

pikleri ayrintili olarak incelenmis ve Sekil 3.6’da verilmistir

H1IMEMm3

H1MEMmS

H1IMEMn3

HIMEMnS8

Gegirgenlik (%)

.
Q
Q
S
S
=

3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000
Dalga Boyu (cm-)

Sekil 3.6. Agartilmis kraft hamur lifi (H1), HIMEMm3, HIMEMmS§, HIMEMn3,
H1MEMNS drinlerinin FTIR analizleri
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Agartilmis kraft hamur lifi (H1) ile MFC (HIMEMmS8) ve NFC (HIMEMnS)
numunelerinin 3330 cm™’deki serbest O-H gruplarina ait etkilesimler incelendiginde, pik
gecirgenlik siddetlerinde azalmaya istinaden benzer etkiler burada da mevcuttur.
Homojenizasyon islemleri sonucu iiretilen MFC ve NFC’lerin hidrojen bagi sayilarinda

azalma oldugu goriilmiistiir.

Agartilmis kraft hamur lifi ile MFC ve NFC yapilarimin, CH2 asimetrik gerilme
titresimleri incelendiginde, gerilimlerde kiiciik kaymalar gozlenmektedir. Agartilmis
kraft hamur lifi 2986 cm™’de gozlenirken, fiziksel etkilesimler sonucunda olusan NFC ve
MFC'lerde bu pikin daha yiiksek dalga boylarina kaydigi goézlenmektedir. Bu pik
kristalite i¢in 6nemli bir pik oldugu icin bu pikin degisimi kristalitede bir degisim
oldugunu gostermektedir [171]. Bu durumla birlikte pik gegirgenlik siddetlerinde de
azalma s6z konusudur. Sonugcta, liflerin fiziksel yapilar1 degismis, yiizey alanlarinin
boyutlar1 da azalmistir. Hidroksil gruplar1 ve hidrojen baglari tarafindan sarilan ve
seliilozun temel monomerini olusturan glukoz birimerinin ylizey alanlarinin boyutlari

kiiciilmiis ve hidrojen bag1 yapabilecek yiizey alaninin azaldigi gozlenmistir [17].

Sekil 3.6 incelendiginde, homojenizasyon islemleri sonucunda 1162 cm™’de gbzlenen
piklerden olan glikozidik bagdaki C-O-C simetrik gerilme titresimi ve 1035 cm™’deki C-
O simetrik gerilme titresimlerinin gegirgenlik degerlerinde kimyasal kaymalar

gbozlemlenmistir.

3.2.3. 3C-NMR Analizleri

13C CP/MAS NMR spektrumlari seliilozun kimyasal yapisinin aydinlatmak icin oldukca
etkili bir molekiiler absorpsiyon yontemidir. Seliilozun *C-NMR sonuglar1, 40-100 ppm
arasinda kalan bolgede gerceklesmis olup, elde edilen grafikler asagidaki arastirmalar ile

incelenmistir.

Kraft hamur liflerinden tiretilen 6rneklerin *C CP/MAS NMR analizlerini arastirmak i¢in

yapilan arastirmada agagidaki 3 detay iizerinde durulmustur:

e On muameleler (1.mekanik liflendirme, optimum enzimatik muameleler, 2.
mekanik liflendirme) arasindaki farklar,
e Farkli enzim ve enzim konsantrasyonlari arasindaki farklar,
e Agartilmis kraft hamur lifi ile MFC ve NFC {iriinleri arasindaki farklar.
3.2.3.1 On Muameleler (1.mekanik liflendirme, optimum enzimatik muameleler, 2.
mekanik liflendirme) Sonucunda Elde Edilen Uriinlerin 2*C CP/MAS NMR Analizleri
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Agartilmis kraft hamurunun 1. mekanik liflendirme, optimum enzim muamelesi ve 2.
Mekanik liflendirme islemleri sonrasinda elde elde edilen Uriinler, CP/MAS *C-NMR
grafigi Sekil 3.7’de verilmistir.

— H1
— H1M Amorf C alani
H1IME3
——— H1MES8
——— H1IMEM3
—— H1IMEM8&

A
Y

»
»|
T

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
92 20 88 86 84 82 80 78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42

Kimyasal kayma (ppm)

Sekil 3.7. On muameleler sonucunda elde edilen driinlerin *C-NMR sonuglar1

On muamele islemlerinin kimyasal yapisimi gosteren Sekil 3.7 incelendiginde,
supramolekiiler yapilardan kaynakli farklt kimyasal reaksiyonlar ve fiziksel

etkilesimlerin etkisinden dolay1 bazi kii¢iik kimyasal kaymalar gézlenmistir [19], [173].

Calismada 6zellikle C4 pikleri lizerinde durulmustur ve bu pikler spekturumlarda kristalin
ve kristalin olmayan formlarda birbirini tamamlayan yan yana iki piktir. Ik goriintiilenen
pik (solda) kristalin karakterde, sonrasinda goriintiilenen pik (sagda) amorf karakterdedir
[13]. Selilozun C4 kimyasal kaymalari; hammadde kaynagi, uygulanan 6n muameleler
ve BC-NMR kosullarina bagh olarak degisebilmektedir [20].

Literatiirde; pamuk elyafi i¢cin 89 ppm’de ve amorf seliiloz i¢in 102 ppm’de Ca pikleri
gorilmektedir [22]. Calismada ise C4 pikleri kristalin ve amorf bolgeler igin sirasiyla 73
ve 67 ppm’de gozlenmistir [174], [175]. Calismadaki 6n muamele uygulamalari, 6zellikle
amorf bolge tarafindaki Cs piklerinde kiiclik kaymalara sebep olmustur. Bu minimal
kaymalar kristal ve amorf yapidaki degisiklikler ile agiklanabilir. Bu agiklama 2900 cm’

1 deki asimetrik ve simetrik C-H titresimleriyle de desteklenmektedir.

C1ve Cg pikleri sirastyla 90 ve 48 ppm’de gozlenmis olup, 6n muamele islemleri sonucu
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elde edilen materyaller arasinda onemli kaymalar goriilmemektedir. Keskin ve cok
siddetli pikler ise 62-55 ppm’de gozlenmis olup bu pikler glukozdaki Cz, C3 ve Cs
pozisyonlart ile ilgilidir [21].

3.2.3.2. Enzimatik Muameleler Sonucunda Elde Edilen Urtinlerin 3C CP/MAS NMR

Analizleri

Bu boélimde Pulpzyme HC ve Celluclast 1.5 L enzimlerinin, optimum konsantrasyon
uygulamalarindaki numunelere ait CP/MAS ¥*C-NMR spektrumlari karsilastirilmis ve
Sekil 3.8’de verilmistir.
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Sekil 3.8. Enzim aktivasyonu ile elde edilen driinlerin 3C-NMR sonuglar1

Spektrumlar incelendiginde Pulpzyme HC enziminin etkilestirilmesi ile olusan
numunenin NMR spektrumundaki pik siddetlerinin daha ytiksek oldugu ve kristallik ile
ilgili olan C4 pikinin ve amorflukla ilgili yanindaki bdlgenin pik siddetlerinin arttigi
g0zlenmistir. Bu durumda kristallik oranininda degisim oldugu soylenebilir.

3.2.3.3. Agartilmis Kraft Hamur Lifi, MFC ve NFC Urinlerinin ¥*C CP/MAS NMR

Analizleri

Agartilmis kraft hamur lifi, MFC ve NFC iiriinlerinin CP/MAS *C-NMR spektrumlari
Sekil 3.9'da verilmistir.
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Sekil 3.9. Agartilmis kraft hamur lifi, MFC ve NFC” lerin *C-NMR spektrumlari

Agartilmis kraft hamur lifi (H1) ve bu hamurdan tiretilen MFC ve NFC materyallerinin
spektrumlari incelendiginde, 6zellikle C4’lin bulundugu amorf bdlgede benzer 6zellikler
gosterdikleri gorilmektedir. Hemiseliilaz enziminin seliiloz tizerinde daha etkin oldugu,
kristallik ve amorflugu veren Cs pikinin siddetini arttirdig1 gozlenirken, homojenizasyon
isleminin ise Celluclast 1.5 L enzimi ile muamele edilen numunelerde daha belirgin

pikleri verdigi gozlenmistir.

3.3. REOLOJIK OZELLIKLER

Orneklerin reolojik &zelliklerini arastirmak igin yapilan arastirmada asagidaki 3 detay

tizerinde durulmustur:

e On muameleler (1.mekanik liflendirme, optimum enzimatik muameleler, 2.
mekanik liflendirme) arasindaki farklar,
e Farkli enzim ve enzim konsantrasyonlar arasindaki farklar,
e Agartilmis kraft hamur lifi ile MFC ve NFC {iriinleri arasindaki farklar.
3.3.1 On Muameleler (1.mekanik liflendirme, optimum enzimatik muameleler, 2.

mekanik liflendirme) Sonucunda Elde Edilen Urtinlerin Reolojisi

On muameleler sonucu elde edilen triinlerden H1, HIM, HIME3, HIMES8, HIMEM3 ve
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H1MEMS {iriinlerinin kayma gerilimi ve kayma hizlar1 grafigi gecirilmis ve Sekil 3.10°da

verilmistir.
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Sekil 3.10. On muameleler sonucu elde edilen Griinlerin kayma gerilimi-kayma hizi

degerleri

Sekil 3.10 incelendiginde, kayma hiz1 ile numunelerin bireysel degerleri artis gosterirken
numunelerin kendi aralarindaki karsilagtirmalarda ise muamele asamasinin artmasiyla
baslangig degerlerinde azalma gosterdigi goriinmektedir. On muameleler sonucu elde
edilen Uriinlerin kayma gerilimi degerlerine gére H1, kimyasal yapisindan dolay1 yiiksek
bir (kayma gerilimi) oranma sahip iken 1. mekanik liflendirme sonucu elde edilen

HI1M’nin kayma gerilimi incelendiginde bu degerin diistligii gézlenmektedir.

Pulpzyme HC enzimi ile elde edilen HIME3 ve HIMEMS3 iriinlerinin degerleri
incelendiginde, kayma gerilimi degerlerinin diger iriinler ile paralellik gostererek
distiigli gozlenmekte iken bu diisme miktar1 Celluclast 1.5 L enzimi ile hazirlanan
HIMES ve HIMEMS’in kayma gerilimi degerlerinde daha yiiksek olmugstur. Celluclast

1.5 L enzimi numunelerin geriliminin daha fazla diismesine sebep olmustur.

On muameleler sonucu elde edilen iiriinlerin davranislar1 incelendiginde, tiim drnekler,
farkli bolgelerde ortak bir reaksiyon gostererek kayma incelmesi davranisi
gostermektedirler. Kayma geriliminin kayma hizinda kars1 bu tip davraniglarina, kayma
incelmesi davranisi denir. Orneklerimiz kayma incelmesi davranisi icerisindedir [22],

[176], [177].
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Elde edilen iiriinlerin kayma hizi- vizkozite iligkilerini gormek amaciyla degerler grafige

gecirilmis ve Sekil 3.11'de verilmistir.
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Sekil 3.11. On muameleler sonucu elde edilen Grtinlerin vizkozite-kayma hiz1 grafikleri

Sekil 3.11 incelendiginde, kayma hiz1 arttikga viskozitenin diistiigii goriilmektedir.
Numuneler kayma incelmesi davranisi [23] gostermek ile birlikte, vizkozite davranislari
da incelendiginde, psedoplastik malzeme sinifinda yer almaktadir. Agartilmis kraft hamur
lifi (H1) ytiksek viskozite degerine sahiptir. Birinci mekanik liflendirme (HIM) ve
sonrasindaki enzimatik 6n muameleler (HIME3 ve HIMES) viskoziteyi diisiirmiistiir.
Enzimatik 6n muamele ornekleri incelendiginde, Celluclast 1.5 L enzim muamelesinin
(H1IMES) Pulpzyme HC enzim muamelesine (H1IME3) gore viskoziteyi 6nemli 6lcude
distirdiigli goriilmiistiir. Ayrica enzimatik muamelelerden sonra yapilan ikinci mekanik

liflendirme islemi (HIMEM3 ve HIMEMS) de viskoziteyi diistirmiistiir.

3.3.2. Enzimatik Muameleler Sonucunda Elde Edilen Uriinlerin Reolojisi

Enzim konsantrasyonlarinin etkisini daha ayrintili bir sekilde gozlemlemek igin
Pulpzyme HC ve Celluclast 1.5 L enzimlerinin kayma hizi-kayma gerilimi ve kayma hizi
viskozite degerleri tabloya gecirilmis Sekil 3.12, Sekil 3.13, Sekil 3.14 ve Sekil 3.15°de

verilmistir.

54



. | o HIME1
10° 3+ = HIME2
i » HIME3 .
* HIME4 K
h Da
w© *
& ‘{"’o ub
E 2 o Py
] 0" T ps
r *® ey
w » o D'
-2 R S R "o
= 104 i i ; Ll
1 | | N i |
- *
m "s?
[ =
*
10° 4
10° 10' 10° 10° 10* 10° 10°
KAYMA HIZI (1/s)

Sekil 3.12. Pulpzyme HC enzimi ile etkilesen numunelerin kayma hizi-kayma gerilimi
grafigi (HIM=HIMELI).

Sekil 3.12 incelendiginde, kayma gerilimi degerlerinin farkli enzim konsantrasyonlarinda
farkli degerler verdigi gozlenirken, Pulpzyme HC enzim konsantrasyonunun artmast ile

numunelerin kayma gerilimi degerlerinin diistiigii gozlenmektedir.

Pulpzyme HC enziminin vizkozite’lerinin kayma hizina kars1 olusturduklar grafik ise

Sekil 3.13’te verilmistir.
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Sekil 3.13. Pulpzyme HC enzimi ile etkilesen numunelerin viskozite-kayma hizi grafigi
(HIM=H1MEL).
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Grafikte goriildiigii gibi Pulpzyme HC enziminin farkli konsantrasyon degerleri ile

muamele edilen orneklerin viskozite degerleri, artan kayma hizi ile dogrusal olarak

azalmaktadir.

Celluclast 1.5 L enzimi ile etkilesen numunelerin kayma hizi-kayma gerilimi grafigi.

Sekil 3.14’de verilmistir.
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Sekil 3.14. Celluclast 1.5 L enzimi ile etkilesen numunelerin kayma gerilimi-kayma hizi

grafigi (HIM=HIMES).

Sekil 3.14°de goriildiigu tizere, Celluclast 1.5 L enzimi ile farkli konsantrasyonlarda

muamele edilen numunelerin kayma gerilimleri kayma hizi ile artis gostermektedir. Bu

artis Pulpzyme HC enzimi ile karsilastirildiginda daha orantili bir artis olarak

gbzlemlenmekte olup Pulpzyme HC’deki kadar degerler arasinda fark yoktur.

Tim

numunelerde, kayma incelmesi (shear thinning) davranisi [23], numunelere uygulanan

enzimatik muamele ile birlikte de devam etmektedir.

Celluclast 1.5 L enziminin numunelerdeki viskozitesini gormek adina, vizkozite-kayma

hiz1 grafige gegcirilmistir.
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Sekil 3.15. Celluclast 1.5 L enzimi ile etkilesen numunelerin viskozite-kayma hizi

grafigi (HIM=HIMEY).

Sekil 3.15 grafiginde enzim konsantrasyonu artisi ile viskozitede meydana gelen degisim
verilmistir. Buna gore, Celluclast 1.5 L enziminin aktivitesinin (konsantrasyonunun)
artirtlmas ile vizkozite degerinin 6nemli 6l¢iide azaldig1 gézlenmistir. En yiiksek enzim
aktivitesine sahip olan iriiniin en diisik kayma gerilimi ve viskozite degeri verdigi

gorulmektedir.

Ayrica, Pulpzyme HC ve Celluclast 1.5 L enzimlerinin optimum aktiviteye sahip
konsantrasyonlart ile (HIME3 ve HIMES8) muamele edilen numunelere ait kayma
gerilimi-kayma hiz1 ve vizkozite-kayma hizi grafikleri Sekil 3.16 ve Sekil 3.17°de

verilmistir.
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Sekil 3.16. HIME3 ve HIME8 numunelerinin kayma gerilimi- kayma hiz1 grafigi

Sekil 3.16 incelendiginde, diisiik kayma hizlarinda Celluclast 1.5 L enzimi ile muamele
edilen HIMES’in daha diisiik gerilim degerine sahip oldugu gozlenirken, yliksek kayma
hizlarinda ise Pulpzyme HC enzimi ile muamele edilen HIME3’iin daha diisiik gerilim

degerine sahip oldugii gézlenmistir.
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Sekil 3.17. HIME3 ve HIMES8 numunelerini viskozite-kayma hizi grafikleri

Sekil 3.17 incelendiginde Celluclast 1.5 L enziminin, Pulpzyme HC enzimine gore daha

diistik bir viskozite oranina sahip bir iirliin meydana getirdigi goriillmektedir.
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3.3.3. Agartilmis Kraft Hamur Lifi, MFC ve NFC Urunlerinin Reolojik

Ozelliklerinin Arastirilmasi

Homojenizasyon islemi ile elde edilen numunelerin kayma gerilimi- kayma hizi grafikleri

Sekil 3.18’de verilmistir.
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Sekil 3.18. H1, HLIMEMm3, HIMEMm8, HIMEMn3 ve HLIMEMnN8 numunelerine ait
kayma gerilimi-kayma hiz1 grafigi

MFC (HIMEMm3 ve HIMEMmS) ile NFC’lerin (HIMEMn3 ve HIMEMnS) kayma

gerilimi degerleri incelendiginde agartilmis kraft hamur lifine (H1) goére gerilim

degerlerinin oldukea diistiigii gdzlemlenmistir (102-10° kayma hizinda). Kendi aralarinda

ise MFC'nin NFC'ye gore daha diisiik bir kayma gerilimi oranina sahip oldugu

gbézlemlenmistir.

Viskozite iligkilerini gézlemlemek amaciyla viskozite kayma hizi oranlart Sekil 3.19°da

grafige aktarilmigtir.
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Sekil 3.19. H1, HIMEMm3, HIMEMmS8, HIMEMn3 ve HIMEMN8 numunelerine ait

viskozite-kayma hizi iligkisi

Sekil 3.19 incelendiginde, MFC (HLIMEMm3 ve HIMEMmS8) ve NFC (HIMEMnN3 ve
H1MEMnN8) materyallerinde viskozite degerinin agartilmis kraft hamur lifine (H1) gore
onemli oOlglde distiigii gozlenmektedir. Viskozitede meydana gelen bu diisiis, 6n
muameleler (mekanik liflendirme ve enzimatik muamele) ve homojenizasyon islemleri
sonrasinda materyal yapisinda meydana gelen 6nemli modifikasyonlar nedeniyledir ve
ayrica lifler arasinda molekiil i¢i ve molekiiller arasi baglanmayla topaklanan lif

boyutunun dagilimina gore degisir [22].

MFC ve NFC materyalleri karsilagtirildiginda, NFC materyallerinin daha ytiksek
viskozite degerlerine sahip oldugu goriilmektedir. Bu bulgu Einsteinin: yuksek
topaklanmayla sonuglanan, spesifik yiizey alaninin arttirilmasi dahilinde seliilozun yiizey
reaktifliginin artmasi olan higher lenght to diameter ratio [149] katsayisinin artisiyla

aciklanabilir. Benzer sonuglar Missoum [25] tarafindan gézlenmistir.

Yukaridaki davranislarla birlikte numunlerin viskoz ve elsatik 6zelliklerini incelemek
amaciyla dinamik viskozite dlglimleri yapilarak Storage modulus (G”) ve Loss modulus
(G”)'ler1 belirlenmeye c¢alisilmistir. Burada G’>>G’’ ise numune elastik davranis,
G’<<G”’ 1se numune viskoz davranis gosterecektir. Bu amacla, baz1 6rneklerin frekans —

storage ve loss modulus degerleri grafige aktarilmistir (Sekil 3.20 ve Sekil 3.21).
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Sekil 3.20. Agartilmis Kraft hamur liflerinden farkli 6n mumale islemleri sonrasinda

elde edilen numunelere ait elastik ve viskoz modil-frekans grafigi
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Sekil 3.21. Agartilmig Kraft hamur liflerinden elde edilen MFC ve NFC numunelerine

ait elastik ve viskoz modil-frekans grafigi

Numunelerde, muamelelerle ile birlikte genel olarak kayma gerilimlerinde azalma
gozlemlenirken, her bir numune ayr1 olarak incelendiginde ise kayma hizi ile ylizey
gerilimi belirli bir degere kadar artis géstermis olup bu noktadan sonra sabit kalmaktadir.
Bu davranislar literatiir ile uyumludur [178], [179]. Orneklerin viskozite degerleri de
literatiirle paralellik gostermekte olup artan kayma hizina karsin azalma gostermistir [13],
[180], [181]. Bu ortaya ¢ikan degerler incelendiginde, MFC ve NFC numuneleri kayma
incelmesi turiinden visko-elastik davranis gdstermis ve psedoplastik malzemeler ile uyum
icerisinde oldugu belirlenmistir. Ayrica psedoplastik yapi, degisken islemler sonucunda
bozulmaya ugramamistir. Seliiloz silispansiyonlarinin reolojik davranislari etkileyen

temel unsurlar, topaklanma, liflerin konumu ve siispansiyonlarin yogunlugudur. Bu
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parametreleri etkileyen unsurlar da, mekanik kuvvetler ve wanderwalls ile elektrostatik
c¢ift katmanli yiizey gerilimleri olan, kolloidal kuvvetlerdir. Wanderwalls kuvvetleri,
molekiiliin ylizeyindeki gecici indiiklenmis ya da siirekli dipollerin olusmasi sonucunda,
yuzey molekillerinin birbirlerini cekmesidir. Elektrostatik cift katmanlar (Electrostatic
double layers) ise yiklii ylizey veya su ortaminin etrafinda toplanan iyonlarin, birbirini
itmesi sonucu olusur. Kayma hiz1 degerinin artmasiyla, mekanik kuvvetler ve kolloidal

kuvvetlerin etkilesimleri azalir ve vizkozite degerleri diiser [180].

Seliiloz lifleri ayrica 3 boyutlu sistem denilen, amorf ile kristal yapilarin bir arada
bulundugu bir kafes aginda bulunur. Yumru ve sarmal haldeki bu sistem, topaklanmig
olarak bulunan liflere uygulanan gerilimin etkisiyle, lifler hemen asimir ya da ikiye
boliinerek yavas yavas agilir. Bu durum sonucunda topaklanma bozulur. Bu sistemlerde
kayma gerilimi, belli bir degere kadar hizla artarken, viskozite de azalir [176]. Yapilan
calismada agartilmis kraft hamur lifleri diisiik kayma hizlarinda yiiksek viskozite
degerlerine sahip iken jel tipi davramis oOzelligi gostermistir. Dolayisiyla ylksek
vikoziteye sahiptir. Ancak uygulanan gerilimin etkisiyle liflerin direnci azalmis ve
viskozite degerleri diismiistiir. Mekanik islem, enzimatik muamele ve homojenizasyon
islemleri ile 6rneklerin boyutlar: kii¢iiltiilmiis ve buna bagh olarak yiiksek frekanslarda

jel olusumu devam etmistir.

Ayrica ¢alisma kapsaminda enzimatik muameleler sonucunda, viskozitede elde edilen
veriler, enzimatik muameleler sonrasi elde edilen DSC verilerini destekler niteliktedir.
Buna gore, odun liflerinin, artan enzim konsantrasyonlari ile genel anlamda bozunma
sicakliklar1 diismiis, en ¢ok diisme de Celluclast 1.5 L enzimi ile etkilesen numunelerde
gbzlenmistir. Ayn1 zamanda Celluclast 1,5 L ile etkilesen numunelerin reolojik 6zellikleri
incelendiginde, yiizey gerilimlerinde diger Urlinlere gore daha yiiksek oranda azalma
gozlenmistir. Bu durum sonucunda da enzimler ile bozunma sicakliklart arasinda dogru

orantil bir iligki oldugunu gosterir.

3.4 MORFOLOJIK OZELLIKLER

Sekil 3.22'de agartilmis kraft hamuru (H1) ve ayn1 hamurun mekanik liflendirme sonrasi
(HIM) SEM goriintiisii verilmistir. Literatiirde homojenlestirme islemi Oncesinde
uygulanabilecek bir mekanik 6n muamele isleminin seliiloz I yapisinda hasarli bolgeler

olusturdugu ve hiicre ¢eperini sisirerek homojenlestirme isleminin etkinligini artirdigi

62



belirtilmis olup [13], 100 um skalasinda alinan 6l¢iimlerde mekanik liflendirme sonrasi
liflerde sagaklanmalarin meydana geldigi gériilmektedir. Ote yandan mekanik liflendirme
islemi lif hiicre ¢eperi igerisindeki zayif noktalarin miktarini kontrol edilebilir seviyede
tutarak bir sonraki enzimatik muamele isleminin etkinligini artirmakta, bu ise daha

sonrasinda homojenlestirme islemini kolaylastirmaktadir.

Sekil 3.22. a) H1 ve b) HIM (H1IM= H1ME1= HIME5) SEM gériintileri

Sekil 3.23 ve 3.24'de agartilmis kraft hamurunun (H1) 1. mekanik liflendirme islemi
sonrasinda farkli konsantrasyonlarda Pulpzyme HC (H1ME2, HIME3 ve H1IMEA4) ve
Celluclast 1.5 L (HIME6, HIME7 ve H1MES8) enzim muameleleri sonrasi SEM
goriintiileri 100 um skalasinda verilmistir. Literatiir ¢aligmalar1 incelendiginde nano
boyutta seliilloz I elde etmede homojenlestirme isleminin tek basina yeterli olmadigi
belirtilmektedir. Homojenlestirme islemi dncesinde uygulanabilecek bir mekanik 6n
muamele ise tek basina yeterli olmamamakla beraber bdylesine bir etkiyle fibriler yap1
zarar gormekte, fakat lif geperi icerisindeki yap1 tam olarak dagitilamadigindan 6turd lifin
sismesi ¢ok fazla olmamaktadir [87]. Bu yapinin tamamen dagilmasi ise kimyasal veya
enzimatik bir etkiyle mumkun olabilmektedir. Homojenlestirme Oncesinde
uygulanabilecek bir kuvvetli asit hidrolizi isleminin ise nano boyutta seliiloz I elde etmede
etkin oldugu ancak, lifler iizerindeki yogun etkisi nedeniyle diisiik en boy oranina (aspect
ratio) sahip seliloz | eldesine imkan tanidigi belirtilmektedir [13]. Ancak bu g¢alisma
kapsaminda kullanilan 6zellikle seliilaz (Celluclast 1.5 L) enziminin kristalin olmayan
seliilozun seg¢ici hidrolizine imkan tanimasi sebebiyle homojenlestirme islemi sonrasinda

yiiksek en boy oranina sahip nano boyutta seliiloz I elde edilebilecegi tespit edilmistir.

HPLC analizleri sonrasinda optimum Pulpzyme HC enzim muamelesi olarak HIME3
muamelesi tespit edilmis ve yiiksek hemiseliiloz igeriginin liflerin hiicre c¢eperi

kohezyonunu diisiirdiigii ve hiicre ¢eperi delaminasyonunu kolaylastirdig1 belirtilmistir
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[163], [13]. Eldeki bu bilgi SEM analizleri ile birlikte degerlendirildiginde (Sekil 3.23)
HIME3'in diger ikisine nazaran homojenlestirme isleminin etkinligini daha fazla

artirdig1 ve boylece daha kolay MFC ve NFC eldesine imkan tanidig1 gézlemlenmistir.

Sekil 3.23. a) HIMEZ2, b) HIMES3, c) HIME4 SEM gdrntuleri

Ote yandan HPLC analizleri sonrasinda optimum Celluclast 1.5 L enzim muamelesi
olarak HIMES muamelesi tespit edilmistir. Literatiir ¢alismalari incelendiginde yiiksek
hemiseliiloz igeriginin tek basina homojenlestirme isleminde homojenizatdrdeki
odaciklarin tikanmasini engellemeye yeterli olmayacagi, ancak seliillaz enziminin hiicre
ceperi delaminasyonunu artirmasiyla odaciklardaki tikanmanin daha etkin bir sekilde
onlenebilecegi belirtilmektedir [13]. Bu ¢alisma kapsaminda da artan Celluclast 1.5 L
enzim konsantrasyonu lifler lizerinde oldukg¢a etkili olmus ve bunun neticesinde 6zellikle
HIMES8 muamelesi ve bunu takip eden 2. mekanik liflendirme islemi sonrasinda
homojenizatordeki odaciklarda tikanma s6z konusu olmamistir. Sekil 3.24 incelendiginde
HIMES muamelesi sonrasi liflerde hiicre ¢eperi delaminasyonunun diger ikisine nazaran

daha fazla oldugu goriilmektedir.

Sekil 3.24. a) HIMESG, b) HIME7, ¢) HIME8 SEM gdruntuleri

Sekill 3.25'de enzimatik muamele islemlerini takiben uygulanan 2. mekanik liflendirme
islemi sonrasinda elde edilen SEM goriintiileri 100 pm skalasinda verilmistir. Bu
kademede liflere uygulanan 2. mekanik liflendirme islemi hiicre g¢eperini sisirerek
homojenlestirme isleminin etkinligini artirmis ve sonrasinda uygulanan homojenlestirme
isleminde homojenizatérdeki odaciklarda tikanma s6z konusu olmamistir. Bu asamada

Ozellikle Celluclast 1.5 L enzim muamelelerini takip eden 2. mekanik liflendirme islemi
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sonrasinda liflerdeki hiicre ¢eperi delaminasyonu oldukca yogun gézlemlenmis ve MFC
dretimi i¢in %2 w/w konsantrasyonundaki liflerin yalnizca 1 kere 200 pm ¢apindaki

odaciktan yiiksek basing altinda (14000 psi) gegirilmesi uygun goriilmiistiir.

Sekil 3.25. 8) HIMEM1=H1MEMS5, b) HIMEM2, ¢) HIMEMS3, d) HIMEM4, €)
H1MEMS, f) HIMEM7, g) HIMEMS SEM goriintileri

Sekil 3.26'da 100 um ve 1 um skalasinda farkli 6n muamele islemleri sonrasinda elde
edilen MFC'lere ait SEM gorintileri verilmistir. 100 um skalasinda genis yelpazede
alinan goriintiilerde mikron genisligindeki liflerin giderek parcalandigi ve 1 pum
skalasinda daha yakindan alinan goriintiilerde ise yer yer nanofibrillerin yer aldigi
goriilmektedir. On muamele islemlerinde artan enzim konsantrasyonuna bagli olarak
artan hiicre c¢eperi delaminasyonu her iki enzim tiirii icinde sekillerde net bir sekilde

g6zlemlenmektedir.
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Sekil 3.26. a) HIMEMm1=H1MEMmS5, b) HIMEMm?2, ¢) HIMEMm3, d)
HIMEMm4, e) HIMEMm®, f) HIMEMm7, g) HIMEMmS8 100 pm ve 1 pm

skalasinda alinan SEM goriintiileri
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Sekil 3.27'de 100 um ve 1 pm skalasinda farkli 6n muamele islemleri sonrasinda elde
edilen NFC'lere ait SEM goriintiileri verilmistir. Homojenlestirme isleminde 1 kere 200
um capindaki odaciktan (14000 psi) gecirildikten sonra 5 kere 100 pum ¢apindaki
odaciktan yiiksek basing altinda (24000 psi) gecirilen liflerden elde edilen NFC
orneklerinin SEM goriintiileri 100 um skalasinda incelendiklerinde olduk¢a homojen bir
iretimin gerceklestigi gozlemlenmekte olup, mikron seviyesinde geniglige sahip higbir
lif tespit edilmemistir. Bu ¢alisma kapsaminda agartilmis kraft hamur liflerinden 6n
muamele ve homojenlestirme iglemleri sonrasinda 20-50 nm arasinda degisen genisliklere
sahip nanofibrillerin elde edildigi gozlemlenmistir. Uretilen nanofibrillerin ortalama
uzunluklar1 3820 = 170 nm, ortalama genislikleri 35 + 12 nm’dir. NFC’un ortalama en

boy orani ise 115 £ 35 nm’dir.

Zimmermann [57] yapmis olduklari ¢alismada hemiseliilozca zengin siilfit hamurunu
once mekanik 6n muamele islemine tabi tutmus ve sonrasinda elde edilen lifleri
mikrofluidizerdan gecirerek 100 nm altinda genislige ve yiiksek en boy oranina sahip
nanofibrillerin elde edilebildigini ortaya koymuslardir. Taniguchi ve Okamura [29] da
stiper 6giitme (super-grinding) metoduyla odun hamurundan 20-90 nm genisliginde
nanofibrillerin elde edilebildigini ortaya koymuslar ve lif boyuna ekseni kayma
gerilmelerine maruz kaldiginda liflerin nano boyuta indirgenebilecegini belirtmislerdir.
Literatiir ¢alismalar1  incelendiginde homojenlestirme islemlerinde  kullanilan
mikrofluidizerlarin da benzer bir etkiyle yiliksek basing altinda lifler1 nano boyuta
indirgedigi goriilmektedir [28]. Lif boyuna eksenine uygulanan kayma gerilmeleri
(kullanilan homojenizator tipi, 1500 bar iizerinde uygulanan basing ve 75-200 pm
arasinda degisen Y veya Z morfolojisi), slire ve odaciklardan gecis sayis1 gibi faktorler
elde edilecek son iriiniin boyutlar1 {izerinde oldukga etkilidir. Ankerfors [30] da slfit
hamurunu mekanik ve enzimatik 6n muamele islemleri sonrasinda mikrofluidizerdan
gecirmis ve 10-20 nm genigliginde nanofibrillerin elde edilebildigini ortaya koymuslardir.
Herrick [46] da odun hamurundan homojenizasyon islemi sonrasinda 25-100 nm
genisliginde nanofibrillerin elde edilebildigini ortaya koymuslardir. Leitner [90] ise seker
kamigindan kimyasal yontemle elde ettikleri hamur liflerini mekanik 6n muamele sonrasi
APV Gaulin laboratuar tipi homojenizatdrden 300 bar basing altinda 10-15 kez gegirerek

30-100 nm genisliginde nanofibrillerin elde edilebildigini ortaya koymuslardir.
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Sekil 3.27. a) HLIMEMn1=H1MEMNS5, b) HIMEMn2, ¢) HIMEMn3, d) HIMEMn4, e)
HIMEMn6, f) HIMEMn7, g) HIMEMnS8 100 um ve 1 pm skalasinda alinan SEM

goruntaleri
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3.5. TERMAL OZELLIiKLER

3.5.1. DSC Analizleri

Orneklerin DSC analizlerini arastirmak igin yapilan arastirmada asagidaki 3 detay

iizerinde durulmustur:

e On muameleler (1.mekanik liflendirme, optimum enzimatik muameleler, 2.
mekanik liflendirme) arasindaki farklar,
e Farkli enzim ve enzim konsantrasyonlar arasindaki farklar,
e Agartilmis kraft hamur lifi ile MFC ve NFC {iriinleri arasindaki farklar.
3.5.1.1 On Muameleler (1.mekanik liflendirme, optimum enzimatik muameleler, 2.
mekanik liflendirme) Sonucunda Elde Edilen Uriinlerin DSC Analizleri

On muameleler sonucu elde edilen érneklerin DSC grafikleri Sekil 3.28°de verilmistir.

H1

HIM

HIME3
HIMES

HIMEM3

P HI}IE}IS/\//’_\
100 200 300 300
Sicaklik [°C]

Sekil 3.28. On muameleler sonucunda elde edilen uriinlerin DSC grafikleri.

Sekil 3.28’de verilen grafikteki numunelerin bozunma sicakliklarinin sayisal degerleri,

ayrintili olarak Cizelge 3.5’te verilmistir.

Cizelge 3.5. On muameleler sonucunda elde edilen numunelerin bozunma degerleri
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Bozunma sicakligi (°C) Is1 (J/)

H1 359.16 188.32
H1M 358.64 130.40
H1IME3 356.29 108.41
H1MES 355.48 87.56
H1IMEMS3 360.15 187.06
H1IMEMS8 362.67 19.94

On muameleler sonucu elde edilen iiriinlerin DSC grafikleri incelendiginde, Celluclast
1.5 L enzimiyle muamele edilen HIMEMS Urini hari¢ neredeyse biitiin érnekler benzer
degredasyon 6zelligi gostermistir. Calisma kapsaminda 6rneklerin DSC analizlerinde iki
endotermik pik iizerinde durulmustur. {lk olarak 50 °C'den baslayarak 100 °C’ye kadar
devam eden ve serbest haldeki suyun uzaklasan miktarin1 veren endotermik pik
gozlenmektedir. Bu pikin alanlarinda degisimler s6z konusudur. Bu degisim,
molekiillerin, islemler sonucunda yiizey alanlarinin degismesi ve hidrojen bagi yapabilme
kapasitesinin degisiminden kaynaklanmaktadir [182], [183]. Enzimatik muameleler
sonucu elde edilen materyaller karsilastirildiginda, Celluclast 1.5 L enzimiyle muamele
edilen materyalin (HIMEMS8) 50-100 °C arasinda daha fazla degrade oldugu

golzenmistir.

Cizelge 3.5’te verilen degerler incelendiginde, grafiklerde 350-380 °C arasinda genis
endotermik bir pik gozlenmektedir. Selilozun bozulmasini gosteren bu pik [184], [185],
[183], [186], [182] materyallerin DSC analizlerini incelerken tizerinde durdugumuz ikinci
piktir. Buradaki bozunma sicaklig, termal kararliligin yiliksek olmasiyla iliskilidir ve bu

sicaklik materyallerin kristallik derecesine gore degisir [17].

Elde edilen orneklerin sicaklik ile bozunmasi ve entalpi degisimleri incelenmis olup

sonuglar literatr ile uyumlu bigimdedir [184], [185].

Cizelge 3.5te verilen degerler incelendiginde, agartilmis kraft hamur lifine uygulanan
mekanik ve enzimatik 6n muamele islemleri sonrasinda bozunma sicakliklarinin diistiigii
gorilmistir. H1, HIM, HIME3 ve HIMES8 materyalleri i¢cin bozunma sicakliklari
strastyla 359, 358, 356, 355 °C’dir. Bu diisiis glikozidik baglarin deformasyonundan
dolayr yapidaki kristallik/amorfluk oranmin degismesinden kaynaklanmaktadir [31].
Seliilozun yapisindaki glikozidik bagin bozulmasi ile birlikte glukoz monomerlerindeki

hidroksil baglarindan birinin, kendine en yakin komsu glukoz monomerindeki 1. C ile
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yeni bir halka yapimi sonucu olusan leavoglukoz, depolimerizasyona yol agar, bu olusum
sonucu hidrojen bag1 azalmasi sonucunda da kristallik/amorfluk oran1 degisirek bozunma
sicakligini etkiler. Celluclast 1.5 L enzimi 6nemli bir etki gostererek bozunma sicakligini
diistirmiistiir. Bu sonug, materyalin molekiil agirliginin ve polimerizasyon derecesinin

diismesinden kaynaklanmaktadir.
3.5.1.2 Enzimatik Muameleler Sonucunda Elde Edilen Uriinlerin DSC Analizleri

Pulpzyme HC ve Celluclast 1.5 L enzim konsantrasyonlarinin numunelerin DSC
analzileri lizerindeki etkisini gébrmek amaciyla elde edilen sonuclar grafige gecirilmis ve

Sekil 3.29 ve Sekil 3.30°da verilmistir.

100 200 300 300
Scaklik [°C]

Sekil 3.29. Pulpzyme HC enzim muamelesi sonucunda elde edilen trrtinlerin DSC
grafikleri (HIM=H1MEL).

1Zelge o.o. umunelere uygulanan farkli konsantrasyonlardaki Pulpzyme €nzimm

izelge 3.6. N 1 ygul farkli k yonlardaki Pulpzyme HC enzi

muameleleri sonucunda numunelerin bozunma sicakliklari

Bozunma sicakligi (°C) Is1 (J/g)
H1IME1 361.22 228.78
H1IME2 357.14 118.9
H1IME3 356.29 119.22
H1ME4 345.03 56.3

Sonuglar incelendiginde, enzim konsantrasyonunun artmast ile 350-380 °C'lerde
gbzlenen bozunma sicakliginda diisme gozlenmektedir. Pulpzyme HC enzimi,

hemiselllozdaki glukoz birimlerine aktifligi (konsantrasyon orani) ile dogru orantili
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olarak etki yaparak, bozunma sicakligini disiirmiistir. Bunun nedeni de glukoz

birimlerinin etkilenmesi sonucunda, polimer yapidaki kristalik oraninin diismesi olabilir.

Ayrica enzim aktivasyonunun artmasi ile, 50-100 °C arasindaki bolgedeki su kaybini
veren pikin alaninda genisleme s6z konusudur. Bu durum, ylizey alanmin degisimi

sonucu seliiloz molekiillerinin, hidrojen bagi yapma kapasitesinin artmasi ile ilgilidir.

HIMES

100 200 300 300
Scaklik [°C]

Sekil 3.30. Celluclast 1.5 L enzim muamelesi sonucunda elde edilen Grtinlerin DSC
grafikleri.
Cizelge 3.7. Numunelere uygulanan farkli konsantrasyonlardaki Celluclast 1.5 L enzim

muameleleri sonucunda numunelerin bozunma sicakliklar

Erime noktas1 (°C) Is1 (J/Q)
H1IME5 360.02 274.02
H1ME®6 353.61 134.43
H1ME7 336.99 247.21
H1MES8 355.48 164.75

Sekil 3.30 incelendiginde, enzim konsantrasyonunun artmasi ile, 350-380 °C'lerde
gozlenen genis endotermik pikin daha diisiik sicakliklarda bozunma gerceklestirdigi ve
bu bozunmanin HIME?7 nolu iirlinde daha yiiksek oldugu gozlenmektedir. Celluclast 1.5
L enzimi seliilozdaki, glukoz birimlerine, aktifligi ile dogru orantili bir etki yaparak
kristallik oranin1 degistirmistir. 50-100 °C arasindaki bolgedeki su kaybini veren pikin
alaninda daralma s6z konusudur. Bu durum da ylizey alan1 ve hidrojen bagi kapasitesi ile

ilgilidir.
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3.5.1.3. Agartilmis Kraft Hamur Lifi, MFC ve NFC Uriinlerinin DSC Analizleri

H1

IMEMm3

HIMEMmS

HIMEMn3
HIMEMnS

100 200 300 300
Scaklik [°C]

Sekil 3.31. Agartilmis kraft hamur lifi, MFC ve NFC iirtinlerinin DSC grafikleri.

Sekil 3.31 incelendiginde, 50-100 °C arasindaki ilk endotermik pik, agartilmis kraft
hamuru (H1) ve Pulpzyme HC 6n muamelesinden sonra elde edilen MFC materyalinde
(HIMEMm3) agik¢a goriilmektedir. Bozunma sicakligi 359 °C olan agartilmis kraft
hamur lifi (H1), 6n muameleler ve homojenizasyon islemi i¢in hemiseliilaz enzimi ile
MFC elde etmek amaciyla uygulanan iglem olan, 200 pm’lik hiicreden gecirildikten
sonra, bozunma sicakliginda diisme gozlenmistir. Ardindan NFC Uretmek igin uygulanan

islem sonrasinda ise kristal oran1 diiserek bozunma sicakliginda yilikselme gostermistir.

Seliilozun bozulmasimi veren 350-380 °C’lerde, MFC ve NFC materyallerinin
degredasyon sicakliklarinda farkliliklar gdzlenmistir. On muamele ajan1 olarak kullanilan
Celluclast 1.5 L enzimi sonucu elde edilen MFC (HIMEMmS8) ve NFC (HLMEMNS)
materyallerinin daha amorf bir yapida olduklar1 gézlenmistir. NFC materyalleri daha
yiiksek viskozite degerleri gdstermis olup, calismada yapilan reolojik analizler bu sonucu

desteklemektedir.

3.5.2. TGA Analizleri

Orneklerin TGA analizlerini arastirmak igin yapilan arastirmada asagidaki 3 detay

izerinde durulmustur:

e On muameleler (1.mekanik liflendirme, optimum enzimatik muameleler, 2.

mekanik liflendirme) arasindaki farklar,
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e Farkli enzim ve enzim konsantrasyonlar arasindaki farklar,

e Agartilmig kraft hamur lifi ile MFC ve NFC {iriinleri arasindaki farklar.
3.5.2.1 On Muameleler (1.mekanik liflendirme, optimumenzimatik muameleler, 2.
mekanik liflendirme) Sonucunda Elde Edilen Urtinlerin TGA Analizleri

On muameleler sonucu elde edilen Uriinlerin TGA grafikleri Sekil 3.32°de verilmistir.

Kiitle Kayb [ %]

100 200 300 400 500 600
Sicakhk [°C]

Sekil 3.32. On muameleler sonucunda elde edilen Grtinlerin TGA grafikleri.

Sekil 3.32 incelendiginde, sicaklikla kiitle kayiplarmin arttifi gozlenmektedir.
Baslangictaki bozunma sicakliklar1 H1 i¢in 272 °C iken mekanik liflendirme sonucu elde
edilen HIM materyalinde neredeyse hic¢ degisiklik olmamustir. Celluclast 1.5 L enzimi ile
muamele edilen 6rnekler, Pulpzyme HC enzimi ile muamele edilen drneklere gore daha
diisiik bozunma sicakligr gdstermistir. Enzim muamelelerinin ardindan yapilan ikinci
mekanik liflendirme islemi sonrasinda elde edilen HIMEM3 ve HIMEMS8 materyalleri

daha diisiik bozunma sicaklig1 gostermistir.
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Sekil 3.33. On muameleler sonucu elde edilen iiriinlerin bozunma miktari

Sekil 3.33’te verilen sicaklik zamanlarindaki kiitle kayiplari incelendiginde ise ilk bdlge
olan 25-150 °C araliginda %3-6 oraninda su ve diisiik molekiil agirlikli yapilarin
uzaklastigi [182], [32], ikinci bolge olan 150-375 °C araliginda %40-80 oraninda seliiloz,
hemiseluiloz ve ligninin yapidan uzaklastig1 [185] tciinct bolge olan 375-650 °C arasinda
ise % 10-50 arasinda lignin ve diger biiyilk kati kalintilardan kaynakli karbon
molekiillerinin yapidan uzaklastigi gozlenmistir [33]. Lignin ve kati kalintilarin
uzaklastig1 375-650 C arasindaki bolgede HIMEMS3 en yiiksek bozunma miktarina sahip

iken ikinci bolgede en diisiik bozunma miktarina sahip olmustur.
3.5.2.2. Enzimatik Muameleler Sonucunda Elde Edilen Uriinlerin TGA Analizleri

Agartilmig kraft hamur liflerinden Pulpzyme HC enziminin farkli konsantrasyonlardaki
uygulamalari sonucu elde edilen numunelerin TGA analizlerini ve bozunma miktarlarini

gosteren grafikler Sekil 3.34 ve Sekil 3.35°te verilmistir.
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Sekil 3.34. Pulpzyme HC enzim muamelesi sonucunda elde edilen trinlerin TGA
grafikleri (HIM=H1MEL).
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Sekil 3.35. Pulpzyme HC enzim muamelesi sonucunda elde edilen uriinlerin bozunma

miktari

Pulpzyme HC enzim muamelesi sonucu elde edilen Uriinlerin TGA grafikleri
incelendiginde en diisiik bozunma sicakligt HIME3 (265 °C) orneginde gozlenmistir
(Sekil 3.34). Sekil 3.35’deki kiitle kayiplari incelendiginde ise ilk bolge olan 25-150 °C
araliginda %3-6 oraninda su ve diisiikk molekiil agirlikli yapilarin uzaklagtigi [182] ikinci
bélge olan 150-375 °C araliginda %60-80 oraninda seliiloz, hemiseliilloz ve ligninin

yapidan uzaklastigi, i¢tincl bolge olan 375-650 °C arasinda ise %15-25 arasinda lignin

76



ve diger biiyiik kati kalintilardan kaynakli karbon molekiillerinin yapidan uzaklastig
gozlenmistir [33]. Lignin ve kat1 kalintilarin uzaklastig1 375-650 C arasindaki bélgede
H1ME4 en yiiksek bozunma miktarina sahip iken ikinci bolgede en diisiik bozunma

miktarina sahip olmustur.

Agartilmis kraft hamur liflerinden Celluclast 1.5 L enziminin farkli konsantrasyonlardaki
uygulamalari sonucu elde edilen numunelerin TGA analizlerini ve bozunma miktarlarini

gosteren grafikler Sekil 3.36 ve Sekil 3.37°de verilmistir.

Kiitle Kaybi [ %]

100 200 300 400 500 600
Sicakhk [*C]

Sekil 3.36. Celluclast 1.5 L enzim muamelesi sonucunda elde edilen trtinlerin TGA
grafikleri (HIM=H1MED5).

Celluclast 1.5 L enzim muamelesi sonucu elde edilen urunlerin TGA grafikleri
incelendiginde en diisiik bozunma sicakligt HIMEG6 (251 °C) 6rneginde gozlenmistir
(Sekil 3.36). Sekil 3.37°de goriildiigii lizere, lignin ve kat1 kalintilarin uzaklastigi 375-650
'C arasindaki bolgede HIMES en yiiksek bozunma miktarina sahip olmustur.
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Sekil 3.37. Celluclastl.5 L enzim muamelesi sonucunda elde edilen Grtinlerin bozunma

miktari

On muamelelerde kullanilan Pulpzyme HC ve Celluclast 1.5 L enzimleri kendi aralarinda
karsilagtirildiginda ise, Celluclast 1.5 L enziminin seliiloz iizerinde daha etkin oldugu

goriiliirken, materyallerin bozunma sicakliklarini daha fazla diistirdiigii gozlenmistir.
3.5.2.3. Agartilmis Kraft Hamur Lifi, MFC ve NFC Uriinlerinin TGA Analizleri

Agartilmis kraft hamur lifi ve optimum enzim muamelesi sonucu elde edilen MFC ile

NFC orneklerinin TGA grafikleri Sekil 3.38’de verilmistir.
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Sekil 3.38. Agartilmis kraft hamur lifi ve MFC ile NFC trtnlerinin TGA grafikleri
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Sekil 3.38 incelendiginde, 25 °C’den 150 °C’ye kadar olan bolgede MFC 6rneklerinde
NFC orneklerine gore daha diistik sicakliklarda su ve diisiik molekiil agirlikli yapilarin
uzaklastigi gozlenmektedir. Seliiloz, hemiseliiloz ve lignin degredasyonunu gosteren
bélgede (150-375 °C) ise ilk bozunma Celluclast 1.5 L enzim muamelesi sonucu elde
edilen HIMEMnS (218 °C) 6rnegine aittir. Agartilmis kraft hamur lifi, MFC ve NFC
kiyaslandiginda homojenizasyon islemi ile yap1 parcalandik¢a bozunma orani diismekte
ve buna bagli olarak yapidaki seliilloz oran1 da azalmaktadir. Nanoseliiloz diistik termal
kararlilik gostermistir. Diisiik bozunma sicakligl, 5n muameleler sirasinda kristalinitenin
diismesinden kaynaklanmaktadir ve bu sonu¢ SEM goriintiilerindeki daha gézenekli yapi

ile NMR ve DSC bulgulariyla da desteklenmektedir [34].
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Sekil 3.39. Agartilmis kraft hamur lifi ve MFC ile NFC {iriinlerinin bozunma miktari

Sekil 3.39 incelendiginde ise, Pulpzyme HC enzim muamelesini takiben yapilan
homojenizasyon islemi sonucu elde edilen HIMEMm3 numunesi 1. ve 3. bdlgede en

yiiksek bozunma miktar1 gosterirken 2. bolgede en diisiik bozunma miktar1 gostermistir.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢aligmada Pulpzyme HC ve Celluclast 1.5 L enzimlerinin kullanilmasiyla basarili bir
sekilde MFC ve NFC iiretimi gergeklestirilmis olup elde edilen numunelerin Kimyasal,

reolojik ve morfolojik 6zellikleri incelenmistir.

Her bir agartma kademesinde yapidan lignin uzaklastig icin kappa numarasi ve viskozite
degerinin diistiigli gdzlemlenmistir. Agartma asamalar1 kraft hamurunun kappa
numarasinda 83.6%, viskozitesinde ise 47.1% diislise neden olmustur. Oksijen agartma
asamasinin seliiloz tizerinde etkili oldugu gozlenirken, 6zellikle klordioksit agartma
asamasinda ise meydana gelen polisakkarit degredasyonundan dolay1 kappa ve viskozite
degerlerinin 6nemli dl¢ilide diistiigli gozlenmistir. Alkali ekstraksiyonu ise diisiik molekiil
agirlikli maddeleri yapidan uzaklastirdigi icin viskozitede bir miktar artisa sebep
olmustur. Agartma asamalarinda yapidan lignin uzaklagmasi homojenizasyon islemleri
stirasinda kullanilan odaciklarda tikanma problemini azaltmaktadir. MFC ve NFC iiretimi
icin yapilan 6n denemelerde, lignin bulunan yapilarin odaciklarda tikanmaya sebep
oldugu gézlenmistir. Bu sonuca istinaden, MFC ve NFC {iretimleri i¢in gergeklestirilen
agartma asamalarinin etkinligi homojenizasyon sirasinda yasanabilecek tikanma

problemlerini azaltacag: diistiniilmektedir.

HPLC sonuglari, Pulpzyme HC enziminin ksiloz degredasyonu iizerinde etkili oldugunu
ancak glukoz degredasyonu iizerinde ise daha az etkili oldugunu gostermistir. Celluclast
1.5 L enziminin ise seliilaz aktivitesi disinda hemiseliilaz aktivitesine de sahip oldugu
goriilmiistiir. Agartilmis kraft hamuruna yapilan enzim muamelelerinden sonra optimum
enzim konsantrasyonunu belirlemek igin ksiloz/glukoz degerinin maksimum oldugu
(ksilozun daha fazla yapida kalip, glukozun daha fazla yapidan uzaklastigi) nokta baz
almmigtir. Yiiksek hemiseliiloz igerigi seliilloz nanofibrilleri arasindaki baglantiy1
engelleyerek homojenlestirme isleminin verimliligini artirmaktadir. Buna gore farkli
enzim tiirleri ve konsantrasyonlar1 denenerek daha iyi MFC ve NFC f{iretimleri

gergeklestirilebilir.

Mekanik ve enzimatik muameleyi takiben hemen ardindan yapilan homojenlestirme
islemleri, numunelerin fiziksel yapilarim1 degistirerek glukoz birimlerinin ylizey
alanlarinin kii¢iilmesine ve daha fazla hidrojen bagi1 yapabilecek bir yiizey alanina sahip

olmasina neden olmustur. Kristallik oran1 ve H- bagi sayisinin degismesine bagl olarak
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numunelerin  gecirgenlik degerlerinde minimal kaymalar g6zlenmistir. FTIR
kromotogramlardaki en siddetli piklerin ise piranoz halkalarindaki eter baglariyla
aciklanan lignoseliilozik yapidaki C-O-C simetrik gerilme titresimlerine ait oldugu
belirlenmistir. On muamele uygulamalarmnin kristal ve amorf yapiya olan etkisini, NMR
sonuglarindaki Cs4 pikinde meydana gelen kigik kaymalar da destekler niteliktedir.
Glikozidik baglarda meydana gelen deformasyondan dolay1 yapidaki kristallik/amorfluk
oraninin degigmesi aynt zamanda bozunma sicakliklarinda da diisiise sebep olmustur.
DSC sonuglarinda, 6n muamele asamalarinin artmasiyla degredasyon sicakliklarinin
diistiigii goriilmekte olup, bu sonu¢ polimer yapidaki karistallik oraninin diismesiyle
aciklanabilir. NFC {iretiminde 6n muamele ajani olarak kullanilan Celluclast 1.5 L
enzimi, amorf seliilozda segici hidrolize ve nanoselulozda ylksek en boy oraninin
olusmasina sebep olmustur. Celluclast 1.5 L enzimi ile muamele edilen 6rnekler daha
diisiik bozunma sicakliklarina sahip olup, bu materyallerin kristalinitesinin diismesinden
kaynaklanmaktadir. Ayrica elde edilen bu sonu¢ DSC ve NMR bulgulariyla da
desteklenmektedir.

Reoloji analizlerinde, 6n muamele asamalarindan sonra genel anlamda numunelerin
viskozite degerlerinin diistiigii gézlenmistir. Elde edilen ornekler farkli bolgelerde ortak
bir reaksiyon gostererek kayma incelmesi davranisi gostermislerdir. Pulpzyme HC ve
Celluclast 1.5 L enzimlerinin aktivasyon oranlarinin artmasiyla numunelerin gerilim
degerlerinin arttig1 gozlenirken, viskozite degerlerinin ise distigii gozlenmistir.
Agartilmis kraft hamur lifine gore, homojenizasyon islemleri sonucu elde edilen MFC ve
NFC numunelerinde viskozite degerlerinin 6nemli 6l¢iide diistiigli belirlenmistir. MFC
ve NFC materyalleri karsilastirildiginda ise NFC materyallerinin daha yiiksek viskozite
degerlerine sahip oldugu goriilmiistir. MFC ve NFC numuneleri kayma incelmesi
tlrinden visko-elastik davranis gostermis ve psedoplastik malzemeler ile uyum icerisinde
oldugu belirlenmistir. Siispansiyon yogunlugu topaklanma ve liflerin konumu seliiloz
slispansiyonlarinin reolojik davranislarini etkileyen temel unsurlar olup, bu parametreleri
kolloidal ve mekanik kuvvetler etkilemektedir. Enzimatik muameleler sonucu elde edilen
viskozite verilerini, DSC verileri de destekler niteliktedir. Buna gore, odun liflerinin,
artan enzim konsantrasyonlar1 ile genel anlamda bozunma sicakliklar1 diismiis, en ¢ok
diisme de Celluclast 1.5 L enzimi ile etkilesen numunelerde gézlenmistir. Celluclast 1.5
L enzim uygulamas1 viskoziteyi 6nemli 6l¢lide diisiirerek 6rneklerin diisiik frekansta jel

benzeri bir davranis géstermesini saglamistir. Ayn1 zamanda Celluclast 1.5 L enzimi ile
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etkilesen numunelerin reolojik 6zellikleri incelendiginde, yiizey gerilimlerinde diger
iirlinlere gore daha yiiksek oranda azalma gdzlenmistir. Bu durum enzimler ile bozunma

sicakliklar arasinda dogru orantili bir iliski oldugunu gdsterir.

SEM goriintiilerinde, 6n muamele asamalarinin artmasiyla liflerde sacaklanmalarin
meydana geldigi ve bunun ise homojenlestirme islemine kolaylik sagladig1 goriilmiistiir.
Tek bir 6n muamele asamasinin homojenizasyon iizerinde yeterince etkin olamayacagi
tespit edilmis olup, enzimatik 6n muamelenin homojenlestirme isleminin verimliligini
artirdigr gozlemlenmistir. Ayrica kullanilan homojenizator tipi, uygulanan basing,
slispansiyon yogunlugu, siire ve odaciklardan gecis sayist da MFC ve NFC iiretim
verimliligini etkilemektedir. Zira, liretim asamasina ge¢cmeden Once yaptigimiz On
denemeler de bunu desteklemektedir. Yapilan denemelerde 2% seliilloz konsantrasyonu
belirlenmis olup, bu konsantrasyon literatiir calismalariyla da uyum igerisindedir. Ayrica
seliloz stispansiyonunun odaciklardan gegis sayisi belirlenirken, 200 ve 100 pm
capindaki odaciklardan gegis sayilarinda farkli kombinasyonlar denenmis olup elde
edilen tiriinlerin SEM goriintiileri incelenerek MFC ve NFC iiretimleri i¢in optimum gegis
sayilar1 belirlenmistir. NFC iiretimi i¢in belirledigimiz ge¢is sayisi (200 um capindaki
odaciktan (14000 psi) 1 kere, 100 um ¢apindaki odaciktan (24000 psi) 5 kere) SEM
goriintiilerinde gozlenen olduk¢a homojen lif dagiliminin bir sonucudur ve mikron
seviyesinde genislige sahip higbir lif tespit edilmemistir. Homojenlestirme islemi
sirasinda odaciklardan gegis sayisinin gereginden fazla yapilmasinin da odaciklarda
tikanmaya sebep oldugu yapilan denemelerde goriilmiistiir. HPLC analizleri sonrasinda
belirlenen optimum enzim konsantrasyonlart SEM goruntulerini destekler nitelikte olup,
belirlenen optimum numunelerdeki lif boyutlarinin daha homojen oldugu gézlenmistir.
Uretilen nanofibrillerin ortalama uzunluklar1 3820 = 170 nm, ortalama genislikleri 35 +

12 nm’dir. NFC’nin ortalama en boy orani ise 115 + 35 nm’dir.

Ulkemizde nanoseliiloz iiretim teknolojileri iizerine yapilan calismalar olduk¢a az
olmasina karsin uygulama alani oldukca genistir. Nanoseliiloz iiretim teknolojilerinin
gelistirilerek 6zellikle kagit ve kompozif film sektoriinde 6nemli katkilar saglayacagi
diisiiniilmektedir. Gelismis tlkelerin hiikiimetlerince desteklenen nanoteknolojik yeni
yaklagimlarin lilkemizde de acilen baslatilmasi ve bu konuda yapilacak yeni aragtirmalara
destek verilmesi onem arz etmektedir. Orman endiistrisi alaninda yapilacak olan
nanoteknolojik aragtirmalar ise hem literatiire hem de bu alanda hizmet veren sanayicilere

biliyiik destek saglayacak olup, bu teknoloji ile iiretilen iistiin Ozelliklere sahip yeni
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modifiye drtnler Glke ekonomisini de olumlu yonde etkileyecektir.
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