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Figure A. CNF production process via enzymatic hydrolysis

Purpose: The purpose of this study is to investigate the changes in the chemical, morphological, thermal and
rheological properties of nanocellulose (CNF) obtained after different enzymatic pretreatments applied to
soda-NaBH4 bleached pulp fibers of wheat straw and homogenization process as shown in Figure A.

Theory and Methods: Soda-NaBHs method was used for pulping of wheat straws and then bleaching process
were carried out. Fiber production was carried out in the reactor and chlorite bleaching process was applied
to the soda-NaBHa4 pulp fibers obtained after the pulping stage. Viscosity and kappa numbers of the fibers
were determined before and after the bleaching process. Chemical analyzes (HPLC) of the fibers were also
carried out before and after the bleaching process. Afterwards, the fibers obtained by using Pulpzyme HC
2500 and Celluclast 1.5 L commercial enzymes were pretreated. The processes of reducing the fibers obtained
after enzymatic treatment to micro and nano size were carried out using a high pressure homogenizer.
Chemical (HPLC, FTIR, *C-CP/MAS NMR), morphological (SEM), thermal (TGA, DSC) and rheological
properties of all were determined.

Results: HPLC analyzes recorded after enzymatic pretreatment showed that Pulpzyme HC 2500 enzyme was
very effective on xylose and Celluclast 1.5 L enzyme was very effective on glucose and more carbohydrates
were removed from the structure with increasing enzyme concentrations. In FTIR analysis, a slight decrease
in the permeability intensities of the peaks was observed in general, depending on the change in the physical
structure of the fibers and the decrease in the surface area dimensions. '3C-NMR analyzes revealed that the
crystal/amorphous structure changed. Rheology analyzes revealed that as a result of the applied treatments,
the tension between the fibers decreased, the viscosity values decreased, and therefore the samples showed
shear thinning behavior. On the other hand, SEM images revealed that the fibers were homogeneously (fully)
reduced to nano size as a result of the homogenization. Thermal analyzes revealed that the decomposition
temperature of the samples obtained decreased due to the decrease in the crystalline ratio in the polymer
structure as a result of the glucose units being affected.

Conclusion: In this study, Pulpzyme HC 2500 and Celluclast 1.5 L commercial enzymes used in CNF
production and showed comparable results with traditionally used enzymes. It has been observed that higher
quality CMF/CNF products can be produced, especially with the use of Celluclast 1.5 L enzyme.
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Kok, sap, saman, yaprak ve kabuk vb. gibi lignoseliilozik hammadde kaynaklarindan elde edilebilen nanoseliiloz,
kullanim potansiyeli ile orman iiriinleri alaninda 6nemli bir malzemedir. Tarimsal faaliyetler sonucu ortaya ¢ikar
ve sahip oldugu fiziksel, kimyasal ve morfolojik 6zellikleri ile kullanildig1 nihai triinlere olumlu etkiler saglar.
Literatiirde nanoseliiloz {iretim yontemi olarak siklikla kullanilan alkali veya asidik iiretim ydntemine nazaran
enzimatik hidroliz yontemi daha az aragtirilmistir. Genel olarak, enzimatik hidroliz yoluyla nanoseliiloz iiretim
stirecleri ile seliiloz nanofibriller (CNF) iiretilirken, enzimatik olmayan iglemler ile kristal nanoseliilozlar (CNC)
tiretilmektedir. Bu ¢alismada ilk kez bugday sapindan elde edilen soda-NaBH4 agartilmis kagit hamuru liflerine iki
farkli enzimatik 6n muamele (hemiseliilaz Pulpzyme HC 2500 ve seliilaz Celluclast 1.5 L ticari enzimleri) ve
ardindan gergeklestirilen homojenizasyon iglemi ile CNF elde edilmis, homojenizasyon islemi sonrasi elde edilen
CNF’ nin kimyasal, morfolojik, termal ve reolojik 6zelliklerindeki degisimler incelenmistir. Enzimatik 6n muamele
islemleri sonrasinda gergeklestirilen HPLC analizleri; artan enzim konsantrasyonlarinda yapidan daha fazla
miktarda karbonhidratin uzaklastirildigini ve yiiksek basing altinda gergeklestirilen homojenizasyon sonrasinda
alinan SEM goriintiileri liflerin CNF iiretiminde homojen bir sekilde nano boyuta indirgendigini (ortalama 20-50
nm lif ¢cap1) ortaya koymustur.
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Nanocellulose is an important material in the field of forest products with its application potential which can be
obtained from lignocellulosic raw materials such as roots, stems, straw, leaves and bark. It emerges as a result of
agricultural activities and gives positive effects on the final products obtained due to its physical, chemical, and
morphological properties. Compared to the alkaline or acidic production method, which is frequently used as a
nanocellulose production method in the literature, the enzymatic hydrolysis method has been less studied. In
general, cellulose nanofibrils (CNF) are produced by nanocellulose production processes via enzymatic hydrolysis,
while crystalline nanocelluloses (CNC) are produced by non-enzymatic processes. In this study, CNF was obtained
by two different enzymatic pretreatments (hemicellulase Pulpzyme HC 2500 and cellulase Celluclast 1.5 L
commercial enzymes) followed by homogenization on soda-NaBH4 bleached pulp fibers obtained from wheat
straw for the first time and the changes in chemical, morphological, thermal, and rheological properties the CNF
obtained after the homogenization process were investigated. HPLC analyses performed after enzymatic
pretreatment showed that more carbohydrates were removed from the structure at increasing enzyme
concentrations, and SEM images taken after homogenization under high pressure showed that the fibers were
homogeneously reduced to nano size (average fiber diameter of 20-50 nm) in CNF production.
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1. Giris (Introduction)

Son yillarda tiim diinyada deger kazanan ve {izerine ¢aligmalarin hizla
arttig1 konulardan biri olan yenilik¢i malzemelerin gelistirilmesine
yonelik arasgtirma ve gelistirme faaliyetleri, ekonomiye katkilari ile
biiyiik 6nem tasimaktadir. I¢lerinde Tiirkiye nin de bulundugu birgok
ilke, Ar-Ge’ye eskisinden ¢ok daha fazla deger vermekte ve
politikalarin1  Ar-Ge {izerine kurmaktadir [1]. Giiniimiizde ise
aragtirmacilar geleneksel hammadde kaynaklarindan uzaklasarak
gelecegin ihtiyaglarina cevap verebilecek oOzellikte yenilikgi
nanomalzemelerin gelistirilmesine odaklanmustir. Insanoglu son
yillarda nano boyutlarda imalatlara yonelme suretiyle nanoteknoloji
ile tanmismis ve Ozellikle endistriyel anlamda g¢evreye duyarli ve
biyobozunur olma oOzelliklerinden dolayr nanoseliiloz dogal
polimerine biyiik ilgi gostermektedir. [2]. Kagidi ve yapt
malzemelerini gii¢lendirmek igin gereken Ozellikler ve nitelikler
tamamen dogal, bereketli ve kolayca yenilenebilen doganin en yaygin
yapisal molekiilii olan selilozun nano boyutlu yap: taslarinda
bulunmaktadir [3]. Ulkemizde tarimsal atiklarmn degerlendirilmesi
ve/veya katma degerli {iriinlere doniistiiriilmesi konusunda yapilan
caligmalarin bilyiik boliimiinde laboratuvar ortaminda ¢esitli tarimsal
atiklardan endiistriyel degeri bulunan biyomalzemeler iretilmistir.
Tarmmsal atiklarin nanoseliiloz itiretiminde kullanilmasinin baglica
sebepleri; kolay ulasilabilir olmasi, miktar agisindan fazla olmasi,
diistik maliyetli ve ¢evre dostu olmasidir. Bunun yaninda yiiksek
seliiloz, diisiik lignin igerigine sahip olmasi ve lignini uzaklastirmak
amaciyla daha az kimyasala gereksinim duyulmasi da nanoseliiloz
iretimindeki en dnemli avantajlardan biridir [4].

Nanoseliiloz tarimsal faaliyetler sonucu ortaya ¢ikan kok, sap, saman,
yaprak ve kabuk vb. gibi lignoseliilozik hammadde kaynaklarindan
elde edilebilen ve fiziksel, kimyasal ve morfolojik ozellikleri
dolayistyla elde edilen son firiinlere olumlu etkiler kazandiran ve
orman iiriinleri alaninda bu potansiyeli ile biiylik dnem arz eden bir
materyaldir. Nanoseliiloz, glukoz monomer birimlerinden seliiloz
polimerleri insa etmek suretiyle ya da seliilloz mikro ve nanoliflerinin
ve nanokristallerinin agiga ¢ikmasi i¢in bitki hiicresi duvarlan ve
liflerini kiran metotlarla {retilebilir. Nanoseliiloz, liflendirilmis
nanoselilloz (CNF), kristal nanoselilloz (CNC) ve bakteriyel
nanoseliiloz (BNC) olmak iizere {i¢ farkli tiirde bulunmaktadir [5]. Bu
nanoseliiloz tiirleri icerisinde yiliksek/en boy oranina ve uygun fiziksel
ozelliklere sahip olan CNF iirlinii, malzeme {iretiminde yogun bir
sekilde kullanilmaktadir [6]. Bilinen nanoseliiloz iiretim prosesleri
arasinda CNC {iretimi i¢in asit hidrolizi ve CNF iiretimi i¢in yiiksek
basingli homojenizasyon yer almakla birlikte, yeni prosesler de
gelistirilmektedir. Bilim insanlari, genis bir bitki ve biyolojik
malzeme yelpazesinden faydalanarak uzun ve ince yapidaki CNF ve
daha kisa ve daha ¢ok ¢ubuk seklinde olan CNC yapilarini ¢ikartmak
icin mekanik, kimyasal ve enzimatik metotlar gelistirmistir [3]. CNF
tiretiminde, kullanilan hammadde, hemiseliiloz ve lignin icerigi ile
birlikte uygulanan kimyasal, enzim ve mekanik islemlerin, elde edilen
nanoseliilozun  fiziksel oOzellikleri iizerinde Onemli etkileri
bulunmaktadir. Farkli iiretim metotlarina bagli olarak elde edilen
iriinler, benzer morfolojik 6zellikler gosterirken ¢ap ve uzunluk gibi
boyutsal Ozellikler acisindan farkliliklar gostermektedirler [6].
Yiiksek polimerizasyon derecesi (DP) ve en boy oranina sahip
CNF'ler liflerin daha yiiksek oranda baglanti olusturabiliyor olmasi
sebebiyle daha giiclii malzemelerin iiretimine imkan vermektedir.
Yiiksek basingli homojenizasyon yontemiyle iiretilen tirlinlerdeki en
biiyilk sorun yiiksek enerji tiiketimidir. Uretimde yiiksek enerji
tiiketiminden kaynakli maliyetleri diisiirmenin yolu, homojenlestirme
islemi oncesinde veya sonrasinda bir kisim 6n muamele iglemlerinin
uygulanmasindan ge¢mektedir. Bu nedenle enzimatik ydntemlerle
liretimi  gelistirme ve yatirim yapma gerekliligi dogmustur.
Nanoseliilozun enzimatik hidroliz yoluyla iiretim yontemi literatiirde

genellikle alkali veya asidik iiretim yontemlerine nazaran daha az yer
almaktadir. Genel olarak, enzimatik hidroliz yoluyla nanoseliiloz
tiretim siiregleri ile CNF fiiretilirken, enzimatik olmayan iglemler ile
CNC iiretilmektedir [5]. CNC'ler daha fazla hidrolize amorf bolgelere
sahip olmalar1 ve boylarmm daha kisa olmasi nedeniyle genellikle
diger nanoseliiloz tiirlerinden daha yiiksek kristalinite indeksine (Crl)
sahiptirler. CNF’ler ise bazi amorf bolgelere sahip daha uzun bir
yapmin mevcudiyeti nedeniyle daha fazla esneklik sunarken, bu
6zellik bu tip nanoseliilozlarin daha biiyiik bir mekanik dirence sahip
olmasint saglamaktadir [5].

Daha 6nce arastirma grubumuzca [7] odun materyalinden (6kaliptus)
kraft ve kraft-NaBH4 modifikasyonlar: ile elde edilen hamur lifleri
tizerinde hemiseliilaz Pulpzyme HC 2500 ve seliilaz Celluclast 1.5 L
ticari enzimleri ile ¢alisilmis olup bu ¢aligmada ise ilk kez bugday
sapindan elde edilen soda-NaBH4 agartilmis kagit hamuru liflerine
uygulanan iki farkli enzimatik 6n muamele ve bu 6n muameleler
sonrasinda gergeklestirilen homojenizasyon isleminin ardindan elde
edilen nanoseliilozun (CNF) kimyasal, morfolojik, termal ve reolojik
Ozelliklerindeki degisimler incelenmistir.

2. Deneysel Metot (Experimental Method)

2.1. Malzemeler ve Hazirlama Teknikleri
(Materials and Preparation Techniques)

Caligma kapsaminda ana hammadde kaynagi olarak Kiitahya ilinden
temin edilen bugday saplart kullanilmigtir. Temin edilen bugday
saplar1 Diizce Universitesi Orman Fakiiltesi Ornek Hazirlama
Laboratuvarlari'na getirilip i¢inde bulunan cesitli yabanci otlar
ayiklanarak 3-5 cm uzunlugunda boyutlandirilmistir. Bugday saplari,
hava kurusu hale getirildikten sonra rutubet miktarlari belirlenerek her
bir pisirme islemi igin 500 g (firn kurusu) olacak sekilde
paketlenmistir. Seliilloz (lif) {iretimi ve enzimatik muamele
islemlerinde kullanilan sodyum hidroksit (NaOH), sodyum bor hidriir
(NaBHa4), sodyum klorit (NaClOz), sodyum asetat (C2H3NaQ»), asetik
asit (CH3;COOH), formik asit (CH,0;), mono potasyum fosfat
(KH2PO4) ve disodyum fosfat (NazHPOs) kimyasallar1 Sigma-
Aldrich firmasindan temin edilmistir. Selilloz ve hemiseliiloz
yapilarini pargalamak igin kullanilan seliilaz (endo-B-1,4-glucanase)
ve hemiseliilaz (endoxylanases) enzimleri Novozymes A.S.
(Bagsvaerd, Danimarka) firmasindan temin edilmistir.

2.1.1. Agartilmis soda-NaBH+ hamur lifi iiretimi
(Production of bleached soda-NaBH, pulp fiber)

Bugday saplarindan soda-NaBHs metoduyla hamur iiretimi ve
sonrasinda agartma islemi gergeklestirilmistir. Bu kapsamda aktif
alkali oran1 (% Na2O cinsinden) %14, NaBHa4 oran1 %0,5, maksimum
sicaklik 140°C, maksimum sicakliga ¢ikis siiresi 40 min. maksimum
sicaklikta pigirme siiresi 40 min. ve ¢ozelti/yonga orani 6/1 olacak
sekilde reaksiyon kazaninda (Uniterm Rotary Digester, Uniterm Lab.)
lif Gretimi gergeklestirilmis ve esmer hamur EH olarak Tablo 1’de
kodlanmustir. Tslemler sonrasinda elde edilen malzeme 150 mesh’lik
elek iizerinde bol su ile siyah renkli ¢6zelti uzaklasincaya kadar
yikanarak laboratuvar tipi disintegratérde 10 min. siireyle acilip, yarik
aciklig1 0,15 mm olan sarsintili vakum eleginde elenerek (TAPPI T
275 sp-02) liflenmeyen kisimlar1 ayrilmis ve elenme sonrasi verim ve
atik oranlart (TAPPI T 210 cm-03) tespit edilmistir. Pigirme
asamasindan sonra elde edilen soda-NaBHs hamur liflerine (%5
konsantrasyonda) klorit agartma iglemi (NaClO2 oran1 %15, sodyum
asetat %3, asetik asit %7, formik asit %0,5) uygulanmistir. Bu
baglamda lifler 16 h. siiresince 25°C’de agartma islemine tabi
tutulmus ve agartilmig hamur AH olarak Tablo 1’de kodlanmustir.
Agartma islemi Oncesi ve sonrasinda liflerin viskozite (SCAN-CM
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Tablo 1. Lif tiirleri ve kodlamalar1 (Fiber types and codifications.)

Lif Tiirii Uygulanan Enzim Tiiri

Homojenizasyon Konsantrasyon  Kod

Agartilmamis Hamur

(Esmer Hamur) ) ) ) EH
Agartilmig Hamur - - - AH
Agartilmig Hamur Hemiseliilaz Pulpzyme HC - 25 AXU/g AH1
Agartilmig Hamur Hemiseliilaz Pulpzyme HC - 100 AXU/g AH2
Agartilmig Hamur Hemiseliilaz Pulpzyme HC - 250 AXU/g AH3
Agartilmig Hamur Celluclast 1.5 L - 2 EGU/g AH4
Agartilmig Hamur Celluclast 1.5 L - 5SEGU/g AH5
Agartilmig Hamur Celluclast 1.5 L - 10 EGU/g AH6
Agartilmig Hamur Hemiseliilaz Pulpzyme HC J2rx42)?lo Ogmué}?gf(?o%si))si) 25 AXU/g AHEn1
Agartilmis Hamur Celluclast 1.5 L 2x200 pm (14000 psi) 5 gy AHEn4

+4x100 pm (24000 psi)

15-62) ve kappa numaralart1 (TAPPI T 236 om-99) tespit edilerek
agartma isleminin lignin ve polisakkarit yapisi iizerindeki etkisi
belirlenmistir. Agartma islemi 6ncesi ve sonrasinda liflerin ayrica
kimyasal analizleri yiiksek performanshh sivi kromatografisi ile
(HPLC) gerceklestirilmistir.

2.1.2. Agartilmis soda-NaBH4 hamur lifine uygulanan enzimatik
muamele islemi
(Enzymatic treatment of bleached soda-NaBH4 pulp fiber)

Bu kademede ksiloz iizerinde aktif etkisi oldugu bilinen hemiseliilaz
Pulpzyme HC 2500 ve seliiloz iizerinde aktif degrade etkisi oldugu
bilinen seliilaz Celluclast 1.5 L ticari enzimleri kullanilmistir. Her bir
enzim uygulamast i¢in 50 g (firin kurusu) lif 2,5 L fosfat tamponunda
(%2 w/w derisiminde) 50°C’de 2 h. (pH=7) siireyle sicak su
banyosunda muamele edilmistir. Fosfat tamponu 11 mM KH2PO4 ve
9 mM Na;HPOs kullamlarak hazirlanmmstir. Hemiseliilaz Pulpzyme
HC enzimi 25, 100 ve 250 AXU/g ve seliilaz Celluclast 1.5 L enzimi
2, 5, 10 EGU/g ve derigimlerinde hazirlanarak %2 w/w derisimdeki
lifler ile muamele edilmistir. Muamele siiresince her 30 dakikada bir
ornekler karigtirilmig ve islem sonunda 6rnekler saf suyla yikanmigtir.
Enzimatik muameleyi sonlandirmak igin 6rnekler 80°C’de 30 min.
sicak su banyosunda muamele edilmigtir. Siire sonunda hamurlar saf
suyla tekrar tekrar yikanmistir. Elde edilen lifler AHE1, AHE2,
AHE3, AHE4, AHES5 ve AHES6 olarak Tablo 1’de kodlanmustir.

2.1.3. Homojenizasyon iglemi (Homogenization process)

Enzimatik muamele sonrasinda elde edilen liflerin mikro ve nano
boyuta indirgenmesi islemleri Microfluidics M-110 Y marka yiiksek
basinglt homojenizator kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu kapsamda
%2 w/w derisimdeki lifler 2 kere 200 pm ¢apindaki odaciktan (14000
psi) sonra 4 kere 100 pm ¢apindaki odaciktan yiiksek basing altinda
(24000 psi) gecirilerek nanoselilloz itiretimleri gergeklestirilmistir.
Agartilmms hamur (AH) ve enzimatik mualeme islemi sonrasinda
optimum olarak secilen 6rnekler (AHE1 ve AHE4) homojenizasyon
islemi sonrasinda AHn, AHEnl ve AHEn4 olarak Tablo 1’de
vurgulanmigtir.

2.2. Malzemelerin Karakterizasyonu (Characterization of Materials)
2.2.1. Analitik metotlar (Analytical methods)

Caligma kapsaminda elde edilen tiim 6rneklerin kimyasal, morfolojik,
termal ve reolojik 6zellikleri belirlenmistir.

2.2.1.1. Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) analizleri
(HPLC analyses)

Caligma kapsaminda elde edilen tiim ornekler Ulusal Yenilenebilir
Enerji Laboratuvar1 (NREL) tarafindan belirlenen Laboratuvar
Analitik Prosediirleri’'nde (LAP) belirtilen yonteme gore hidroliz
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islemine tabi tutulmustur [8]. HPLC analizleri kirilma indisi
dedektorii (RID) bagl cihazda (Agilent 1200) 20 pL enjeksiyon
hacmi, mobil faz olarak ultra saf su ve 0,6 mL/min. akis hizinda
SHODEX SP 0810 kolonda 80°C’de gerceklestirilmistir. Ayrica
hidroliz sonras1 asitte ¢Oziinmeyen lignin igerigi tartimla, asitte
¢oziinen lignin icerigi ise 320 nm dalga boyunda saf suya kars1 UV
spektrofotometresinde (Agilent) belirlenmis olup her ikisinin toplam1
toplam lignin olarak ¢aligma kapsaminda sunulmustur.

2.2.1.2. Fourier doniigtimlii kizilotesi (FTIR) spektroskopisi
analizleri (FTIR analyses)

FTIR spektroskopisi (Shimadzu, IR-Prestige 21) analizinde
kiitlece %2 derisimde 0,5 mL 6rnek alinmis ve ZnSe kristalinin
tizerine damlatilmigtir. Karakteristik molekiiler absorpsiyon
pikleri 4 cm™! ¢oziniirliigiinde ve 20 tarama sonucunda 600-
4000 cm! dalga sayis1 aralifinda bulunan bélgede
belirlenmigtir.

2.2.1.3. BC-CP/MAS NMR analizleri (*C-CP/MAS NMR analyses)

Bruker AVANCE III marka niikleer manyetik rezonans (NMR)
spektrometresi cihazi kullanilarak numunelerin '*C-NMR spektrumu
almmistir. Bu kapsamda daha oOnce belirtilen tiim asamalarda
kullanilan kiitlece %2 derisimde bulunan 6rnekler (lif, CMF ve CNF)
105°C’de 24 h. kurutulduktan sonra, havanda toz haline getirilmistir.
Ardindan cihazin uygun bolmesine yerlestirilmis olup, analizlerde,
NMR cihazi 300 MHz ve 7 Tesla degerinde iken, manyetik alana
uygulanan bir spesifik a¢ida dondiirme yontemi olan MAS yontemi
(8500 Hz) ve '3C ¢ekirdegine ait manyetik rezonans sinyalinin ¢apraz
polarizasyon yontemi olan Cross Polarization kullanilarak 6rneklere
ait spektrumlarin alinmasi saglanmustir.

2.2.1.4. Morfolojik analizler (SEM) (Morphological analyses — SEM)

Morfolojik analizler taramali elektron mikroskobu (SEM) (Quanta
FEG250, FEI) kullanilarak yapilmistir. Bu kapsamda %2 derisimdeki
ornekler 105°C’de 24 h kurutulduktan sonra sputter cihazinin kafesine
yerlestirilerek, plazma ortaminda yaklagik 5 nm kalinlikta Au-Pd ile
kaplanarak iletken hale getirilmistir. Olgiimler sirasinda 1-15 kV
voltaj uygulanmistir ve FEG tabancasindan ¢ikan 1g1k ile
etkilestirilerek ikincil elektron dedektorii yardimiyla 1 p ve 100 p
skalasinda goriintiiler alinmigtir.

2.2.1.5. Termal analizler (TGA ve DSC)
(Thermal analyses — TGA and DSC)

Caligmada Shimadzu DTG60H ve Shimadzu DSC60 marka
termogravimetrik analiz (TGA) ve diferansiyel taramali kalorimetre
(DSC) cihazlar1 ile orneklerin 1s1l &zellikleri ve 1s1l bozunma
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sicakliklar1 belirlenmistir. 5-10 mg (firin kurusu) arasinda alinan
ornekler TGA cihazindaki platin potanin icine yerlestirilmistir.
Analizler azot atmosferinde 10°C/min. 1sitma hiziyla oda sicakligi ile
700°C sicaklik araliginda gergeklestirilmigtir. DSC analizleri igin
aluminyum potaya 9-10 mg 6rnek alinmig ve 50 mL/min. N2 akisi ve
10°C/min. 1sitma hizinda, 20°C-500°C sicaklik araliginda ol¢timler
alinmistir. DSC verilerine bakildiginda iki tane endotermik pik elde
edilmistir. Bunlardan ilk pik 100-200°C bandindaki pik Ti olarak,
diger 200-350°C bandinda olan pik ise T2 olarak adlandirilmigtir. Tq
pikinin alan1 AHi, T2 pikinin alam ise AH:> olarak hesaplanmustir.

2.2.1.6. Reolojik analizler (Rheological analyses)

Orneklerin  enzimatik muamele ve homojenizasyon islemleri
sonrasindaki akig Ozelliklerinin degisimleri akis deneyleri (kayma
hizi-kayma gerilimi, kayma hizi-viskozite 6lgiimleri) ile viskoelastik
ozellikleri ise salmim deneyleri (frekans-elastik&viskoz modiilii
Olgiimleri) ile 25°C sicaklikta incelenmistir. Reolojik dl¢timler oncesi
ornekler ultraturrax'ta 15000 rpm karistirma hizinda 5 min. 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
gerceklestirilirken, salinim testi frekans taramasi paralel plaka (35,0
mm) geometrisine sahip Termo-Haake RS600 model reometre cihazi
ile lineer viskoelastik bolgede gerceklestirilmistir. Salinim testlerinde
lineer viskoelastik bolgeyi belirlemek amaci ile Oncelikle sabit
frekansta (1 Hz) kayma gerilimi taramas1 yapilmustir.

Reolojik Olglimlerin saglikli gergeklesebilmesi igin belirli bir
minimum tork degerine ulasilmasi gerekmektedir. Bunun yaninda her
reometrenin ve kullanilan 6l¢iim geometrisinin belirli dl¢tim limitleri
vardir. Bu nedenle segilen gerilim degerlerinin algilanabilir
deformasyona yol agacak yeterli biiyliklilkte olmasi1 gerekmektedir.
Diger taraftan malzemelerin viskoelastik 6zelliklerinin secilen gerilim
degerine bagli olmayan davranig gosterdigi lineer viskoelastik
bolgede kalacak kadar da diisiik olmasi gereklidir. Ozellikle
uygulanan yiiksek frekans degerlerinde ve disiik viskoziteli
orneklerde Olgiimler sirasinda gergeklesen ve limitleri olan
eylemsizlik (inertia) diizeltmesinde bu sartlar problemlere neden
olabilir ve yeterli veri toplanamamasina yol acabilir. Bu nedenle
frekans taramasi 6l¢limlerinde her bir 6rnegin dogasina bagh olarak
farkli frekans araliklari i¢inde giivenilir veri toplanabilmigtir [9].

3. Sonuglar ve Tartismalar (Results and Discussion)

3.1. Verim, Kappa ve Viskozite Analizleri
(Yield, Kappa and Viscosity Analyses)

Agartma Oncesi ve sonrasi elde edilen hamur liflerinin verim, kappa
ve viskozite degerleri Tablo 2’de verilmistir. Tablo 2’deki degerler
incelendiginde, agartma isleminin hamurun kappa ve viskozitesini
O6nemli Olgiide diislirdiigii gozlemlenmistir. Kappa degeri agartma
islemleri sonrasinda agartma dncesine gore %76,6 diisiis gostermistir.
Viskozite ise agartma islemi sonrasinda %10,7 oraninda azalma
gOstermigtir. Agartma kademesinde viskozitede meydana gelen
diistisler polisakkarit degradasyonuna atfedilebilir [10].

Tablo 2. Agartilmamis ve agartilmis hamurda elde edilen toplam
verim, kappa ve viskozite degerleri

(Total yield, kappa and viscosity values obtained in unbleached and bleached
pulp.)

Toplam K Viskozite
Verim appa (cP)
Agartilmamig Hamur
(EH) 46,0 22,0 798
Agartilmig Hamur (AH) 81,6 5,14 713

3.2. Kimyasal Analizler (Chemical Analyses)
3.2.1. HPLC analizleri (HPLC analyses)

Calisma kapsaminda firetilen tiim 6rneklerin HPLC analiz sonuglart
Tablo 3 ve Tablo 4’te verilmistir. Tablo 3’te goriildiigii tizere bugday
saplar1 %40,7 glukoz, %17,7 ksiloz ve %23,3 toplam lignin igerigine
sahip olmakla birlikte elde edilen veriler literatiir ile karsilastirilabilir
niteliktedir [11-14]. Pisirme ve agartma islemleri sonrasinda ligninin
yapidan Onemli oOlgiide uzaklasmasimna bagli olarak karbonhidrat
iceriginin oransal olarak artis gosterdigi goriilmektedir. Agartma
islemi sonrasinda ligninin (tam kuru bugday sapinda var olan lignin
miktarina oranla) %90,4’#, glukozun (tam kuru bugday sapinda var
olan glukoz miktarina oranla) %36,3’1i ve ksilozun (tam kuru bugday
sapinda var olan ksiloz miktarina oranla) %56,7’si serbest hale
geemistir.

Pulpzyme HC 2500 enziminin ksiloz tizerinde ve Celluclast 1.5 L
enziminin ise glukoz {izerinde oldukg¢a etkin oldugu ve artan enzim
derisimlerinde  yapidan daha fazla miktarda karbonhidrat
uzaklastirlldigr goriilmektedir. Optimum Pulpzyme HC 2500 ve
Celluclast 1.5 L enzim derisimlerinin 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 ¢alismalar1 incelendiginde yiiksek
hemiseliiloz igerigine sahip liflerde hemiseliilozun seliiloz
nanofibrilleri arasindaki baglantiy1 engelleyerek homojenlestirme
isleminin verimliligini artirdig1 [15], 6te yandan seliiloz tizerindeki
etkisi daha fazla olan muamelenin hiicre ¢eperi delaminasyonunu
artirarak homojenlestirme igleminde kullanilan odaciklarda tikanma
problemini minimize ettigi belirtilmigtir [16]. Bu baglamda AH ig¢in
0,30 olan bu deger, AHE1 (25 AXU/g) ve AHE4 (2 EGU/g) i¢in
sirastyla 0,20 ve 0,35 olarak tespit edilmis ve optimum enzim
muamelesi belirlenmistir (Tablo 3).

Artan Pulpzyme HC 2500 enzim derisimlerinde AH’a oranla, AHE1,
AHE2 ve AHE3 i¢in sirasiyla %17,0, 17,8 ve 18,4 oranlarinda glukoz
ve % 42,6, 46,4 ve 46,8 oranlarinda ksiloz serbest hale gecerken, artan
Celluclast 1.5 L enzim derisimlerinde AH’a oranla, AHE4, AHES ve
AHE®G icin sirastyla %25,7, 31,8 ve 38,3 oranlarinda glukoz ve %12,1,
25,0 ve 34,4 oranlarinda ksilozun serbest hale gectigi tespit edilmistir.
Homojenlestirme islemi sonrasi elde edilen nanoseliiloz {irinlerinde
(AHn, AHEnl ve AHEn4) glukoz, ksiloz ve toplam lignin
miktarlarinda % ve kiitlesel degisimlerin diisiik miktarlarda oldugu
goriilmektedir. Bu, homojenlestirme isleminin mekanik bir muamele
olmasi ve odaciklardan ge¢is sayisina gore kimyasal yapida 6nemli
bir degisimin olmamasindan kaynaklanmaktadir.

3.2.2. FTIR analizleri (FTIR analyses)

Agartilmig soda-NaBH4 hamuruna uygulanan enzimatik muamele ve
sonrasinda gergeklestirilen homojenlestirme iglemleri sonrasi elde
edilen numunelere ait spektrumlar Sekil 1°de ve elde edilen titresimler
ise Tablo 5’te incelenmistir.

Sekil 1 incelendiginde, 3330 cm'’de goriilen yayvan pik
polisakkaritlerdeki hidroksil grubunun (-OH) gerilme titresimi igin
karakteristik olup, selilloz molekiiliinde molekiil i¢ci ve molekiiller
arast hidrojen baglarindan kaynakli titresimleri igermektedir [17, 18].
2900 cm’deki pik ise polisakkaritlerdeki hidrokarbon bilesenlerin
asimetrik metilen (-CH»-) gerilme titresimine karsilik gelmektedir
[18-20]. Uygulanan enzimatik muamele ve homojenlestirme
islemlerinin her iki bolgede de minimal degisimlere neden oldugu
Tablo 4’te goriilmektedir. 1650-1750 cm™’de aldehit, ester ve
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Tablo 3. Tiim asamalar sonrasinda elde edilen tiriinlerin glukoz, ksiloz ve toplam lignin miktarlar1 (%)

(% changes in glucose, xylose and total lignin amounts of the products obtained after all stages)

Kimyasal Bilesenler (%) Glukoz Ksiloz Toplam Lignin
Sap 40,7 £0,35 17,7 + 2,69 23,3+0,12
EH 67,3 £ 0,00 20,4+ 0,14 8,26 + 0,33
AH 69,1 £0,50 20,4 + 0,88 5,94+ 0,03
AHEI 68,5+2,13 14,0 £0,30 5,45+0,06
AHE2 68,1 £0,00 13,1 £0,21 4,64 £0,27
AHE3 68,0 = 0,00 13,1 £0,14 4,54 £0,39
AHE4 60,7 + 0,42 21,2+028 2,92 + 0,24
AHES 61,9+0,57 20,1 £0,12 3,47+0,05
AHE6 62,1 £0,57 19,5 +0,29 3,07 £0,02
AHn 74,8 £0,76 22,2+0,72 5,79 £0,04
AHEnl1 74,0 £ 0,00 16,0 + 0,00 5,05+0,41
AHEn4 69,1 = 0,00 21,6 £ 0,07 2,69+ 0,14

Tablo 4. Tiim asamalar sonrasinda elde edilen iiriinlerin glukoz, ksiloz ve toplam lignin miktarlarinda meydana gelen
degi$imler (Mass changes in the glucose, xylose and total lignin amounts of the products obtained after all stages)

Tam Kuru (g)

Toplam Hammadde

Glukoz

Ksiloz

Toplam Lignin Hammaddede Kalan

Ksiloz/Glukoz Orani
Sap 500,0 203,5 88,5 116,5 -
EH 230,0 154,8 46,9 19,0 -
AH 187,7 129,7 38,3 11,1 0,30
AHE1 157,1 107,6 22,0 8,80 0,20
AHE2 156,5 106,6 20,5 8,66 0,19
AHE3 155,6 105,8 20,4 8,03 0,19
AHE4 158,8 96,4 33,7 5,76 0,35
AHES 142,8 88,4 28,7 5,11 0,32
AHEG6 128,8 80,0 25,1 3,89 0,31
AHn 144,6 108,2 32,1 8,37 -
AHEnl1 121,0 89,6 19.4 6,05 -
AHEn4 122,3 84,5 26,4 5,38 -

karboksil gruplarina ait C=O titresimleri [21-23] goriilmemistir.
Seliilozda adsorbe edilen su molekiillerinin titregsimi (—OH egilme) ise
1600-1650 cm"de goriilmektedir [18, 19, 24, 25]. 1420-1430 cm™’de
gobzlenen pik seliilozun kristal yapisi ilgili olup, 6. karbondaki —CH>
simetrik egilme titresimini, 890-900 cm™’de gozlenen pik ise
selillozun amorf yapisim temsil etmektedir. 1100-1160 cm™’de
goriilen pik Ci—O—C4 molekiiller aras1 B-glikozidik bagi, 1030-1050
cm’de goriilen pik ise Ci-O-Cs piranoz halkasindaki eter bagi ile
iliskilendirilmektedir [17, 19, 26].

3.2.3. BC-CP/MAS NMR analizleri (*C-CP/MAS NMR analyses)

Agartilmig soda-NaBH4 hamuruna uygulanan enzimatik muamele ve
sonrasinda gergeklestirilen homojenlestirme islemleri sonrasi elde
edilen numuneler igin kat1 hal 3C-CP/MAS NMR spektrumlari Sekil
2’de verilmigtir.  Seliiloz allomorflarindan bagimsiz olarak
angidroglukoz birimlerindeki farkli karbon atomlarindan gelen
sinyaller, NMR spektrumunda izotropik '*C kimyasal kaymalarinda
goriilmektedir (Sekil 2). Selilloz molekiiliiniin Ci karbonuna ait
kimyasal kayma degeri 100-106 ppm arasinda [30], C4 karbonuna ait
kimyasal kayma degeri 82-90 ppm arasinda [31], C2, C3 ve Cs
karbonlarina ait kimyasal kayma degerleri 70-78 ppm arasinda [17],
Cs karbonuna ait kimyasal kayma degeri ise 60-68 ppm arasinda [31]
goriilmektedir. C4 ve Cs karbonlarma ait spektrumlarda birinci keskin
pik selilloz molekiiliindeki kristal bolgeyi (diizenli fibril yiizeyi),
ikinci yayvan pik ise amorf bolgeyi (daginik fibril yilizeyi) temsil
etmektedir [32]. Enzimatik muamele ve homojenlestirme On
islemlerinin seliiloz molekiillerinin kimyasal yapisini cok fazla
deforme etmedigi i¢in, genel anlamda anhidroglukoz birimlerindeki
karbon atomlarina ait kimyasal kayma degerlerinin degismedigi

2060

goriilmektedir. FTIR spektrumunda B-glikozidik baglart gésteren
titresim seviyelerinde ¢ok fazla degisim goriilmemesi de bu yorumu
destekler niteliktedir. C4 ve Ce¢ bolgelerinde pik siddeti ve pik
alanlarinda goriilen minimal degisimler ise 6n islemlerin yapidaki
kristallik/amorfluk oranini etkilemesi ile agiklanabilir.

3.2.4. Morfolojik analizler (SEM) (Morphological analyses — SEM)

Agartilmig soda-NaBHs4 hamuru (AH, Sekil 3a) ile optimum
Pulpzyme HC 2500 (25 AXU/g) ve Celluclast 1.5 L (2 EGU/g) enzim
uygulamalar1 sonucu elde edilen tiriinler (AHE1, Sekil 3b ve AHE4,
Sekil 3c) 100 pm skalasinda, enzimatik 6n muamele edilmeksizin
homojenlestirme islemine tabi tutulan iiriin (AHn, Sekil 3d) ile
enzimatik 6n muamele iglemleri sonrasinda homojenlestirme iglemine
tabi tutulan {iriinlerin (AHEn1, Sekil 3e ve AHEn4, Sekil 3f) ise 1 pm
skalasindaki SEM goriintiileri Sekil 3’te verilmistir.

Optimum enzimler karsilagtirildiginda, Celluclast 1.5 L enzim
uygulamasinin Pulpzyme HC 2500 enzim uygulamasina gore liflerde
hiicre ¢eperi delaminasyonunu daha fazla artirdigi goriilmektedir.
Pulpzyme HC 2500 enzim uygulamasi gergeklestirilen 6rneklerin lif
boylar1 4-6 um araliginda gozlemlenirken Celluclast 1.5 L enzim
uygulamasi sonucunda lif boylarinin ortalama 10-12 pm araliginda
seyrettigi gozlemlenmistir. Homojenlestirme iglemi sonrasi drneklere
ait SEM goriintiileri incelendiginde olduk¢a homojen bir {iretimin
gerceklestigi aciga cikarilmis olup, mikron seviyesinde genislige
sahip higbir lif tespit edilmemistir. Bu ¢aligma kapsaminda agartilmis
hamur liflerinden enzimatik muamele ve homojenlestirme iglemleri
sonrasinda  20-50 nm arasinda degisen genisliklere sahip
nanofibrillerin elde edildigi sonucuna varilmstir.
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Sekil 1. Agartilmis soda-NaBH4 hamur liflerinden optimum enzim uygulanmasi ve CNF {iretimleri sonucu elde edilen iiriinlerin FTIR
spektrumlart
(FTIR spectrums of the products obtained as a result of optimum enzyme application and CNF production from bleached soda-NaBH4 pulp fibers)
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Sekil 2. Tiim asamalar sonunda elde edilen numunelerin *C-CP/MAS NMR spektrumlart
(**C-CP/MAS NMR spectrums of the samples obtained at the end of all stages)
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Tablo 5. FTIR analizinde 6rneklerde gozlenen titresimler (Vibrations of the samples observed from FTIR analyses)

Madde/Titresim(cm™) OH CH OH CH, CH Ci1-0-C4 Ci-0-Cs OH
AH 3334 2896 1647 1427 1160;1104 1050;1031 896
AHE1 3332 2898 1635 1427 1159;1103 1051;1031 896
AHE4 3335 2897 1649 1427 1159;1103 1049;1030 896
AHn 3333 2897 1647 1427 1160;1104 1050;1031 896
AHEn1 3332 2896 1649 1427 1159;1103 1051;1030 896
AHEn4 3334 2896 1648 1427 1159;1103 1050;1030 896

Sekil 3. Agartilmis soda-NaBH4 hamur liflerinden optimum enzim uygulanmasi ve CNF iiretimleri sonucu elde edilen numunelerin
SEM analizleri a) AH, b) AHE1, c) AHE4, d) AHn, e) AHEn1, f) AHEn4
(SEM analysis of samples obtained as a result of optimum enzyme application and CNF production from bleached soda-NaBH4 pulp fibers)

Literatiirde rapor edilen c¢alismalar incelendiginde yiiksek
hemiselilloz igeriginin tek basmma homojenlestirme isleminde
homojenizatdrdeki odaciklarin tikanmasii engellemeye yeterli
olmayacagi, ancak seliilaz enziminin hiicre ¢eperi delaminasyonunu
artirmastyla odaciklardaki tikanmanin daha etkin bir sekilde
Onlenebilecegi belirtilmektedir [16]. Zimmermann vd. [33] yapmus
olduklar1 ¢aligmada hemiselillozca zengin siilfit hamurunu Once
mekanik 6n muamele iglemine tabi tutmus ve sonrasinda elde edilen
lifleri mikrofluidizerdan gegirerek 100 nm altinda genislige ve yiiksek
en/boy oranmna sahip nanofibrillerin elde edilebildigini ortaya
koymuslardir. Taniguchi ve Okamura [34] yaptiklar1 bir ¢alismada
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siiper Ogiitme (super-grinding) metoduyla odun hamurundan 20-90
nm genigliginde nanofibrillerin elde edilebildigini ortaya koymuslar
ve lif boyuna ekseni kayma gerilmelerine maruz kaldiginda liflerin
nano boyuta indirgenebilecegini belirtmiglerdir. Bunun yaninda
homojenlestirme islemlerinde kullanilan mikrofluidizerlarin da
benzer bir etkiyle yiiksek basing altinda lifleri nano boyuta indirgedigi
goriilmektedir [35]. Lif boyuna eksenine uygulanan kayma
gerilmeleri (kullanllan homojenizator tipi, 1500 bar {izerinde
uygulanan basimng ve 75-200 um arasinda degisen Y veya Z
morfolojisi), siire ve odaciklardan gegis sayisi gibi faktorler elde
edilecek son {iriinlin boyutlar: tizerinde oldukga etkilidir. Ankerfors
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vd. [36] de siilfit hamurunu mekanik ve enzimatik 6n muamele
iglemleri sonrasinda mikrofluidizerdan gegirmis ve 10-20 nm
genisliginde nanofibrillerin elde edilebildigini ortaya koymuslardir.

3.2.5. Termal analizler (Thermal analyses)

3.2.5.1. Diferansiyel taramal kalorimetre - DSC
(Differential scanning calorimetry - DSC)

Tiim 6rneklerin DSC analizleri sonrasinda elde edilen DSC egrileri
Sekil 4’te, T1 ve T2 sayisal degerleri ise ayrintili olarak Tablo 6’da
verilmigtir. Elde edilen 6rneklerin DSC termogramlari incelendiginde
151l davraniglarinin literatiir ile uyumlu oldugu gériilmektedir [37]. 20-
100°C arasinda goriilen endotermik pikler yapidaki su kaybini temsil
etmektedir [7]. 100-200°C arasindaki T1 endotermik piki, seliilozdaki
amorf bdlgelerin bozunmasmi temsil etmektedir. 200-350°C
arasindaki T2 endotermik piki ise glikozidik baglarin kirilmasini ve
seliilozun depolimerizasyonuna karsilik gelen selilloz bozunmasini
temsil etmektedir. Tablo 6’da verilen degerler incelendiginde,
agartilmis hamur lifinin (AH) Ti ve T2 sicakliklar sirasiyla 152,4 ve
269,5°C’dir.  Pulpzyme HC enzim muamelesinin hemiseliiloz
yapilarindaki glukoz birimlerine dogrudan etki ederek hidrojen bag:
sayisini, polimerizasyon derecesini ve kristallik/amorfluk oranini
degistirerek T1 ve T2 sicakliklarini diisiirdiigi goriilmektedir.
Celluclast 1.5 L enzim muamelesinin ise kristallik oranin1 ve termal
kararliligy artirarak AH 6rnegine gore Ti ve Tz sicakligim yiikselttigi
goriilmektedir. CNF {iiretmek i¢in uygulanan homojenizasyon islemi
ise T sicakliginda az da olsa diigiise sebep olmugtur [38, 39].

3.2.5.2. Termogravimetrik Analiz - TGA
(Thermogravimetric Analyses - TGA)

Tiim 6rneklerin TGA analizleri sonucu elde edilen grafikleri Sekil
5’te verilmigtir. TGA egrilerine bakildiginda ii¢ termal olay
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goriilmektedir. Tk olarak 25-150°C araliginda baz1 diisiik molekiil
agirlikli bilesikler ve seliiloza adsorbe olan su molekiillerinden
kaynakli kiitle kaybi goriilmektedir. Ikinci olarak 250-400°C
araliginda selilozun termal degredasyonu ile kiitle kayb1
olugsmaktadir. Bu sirada yapida bulunan hemiselilloz ve lignin
molekiillerinin bozunmas ile de kiitle kayb1 olusmaktadir. Ugiincii
olarak 400°C’den sonra yogun 1s1 sebebiyle CO ve CO: termal
ayrigmasi meydana gelir [40, 7]. Agartilmug hamur (AH) ve enzim
uygulamasi sonucu elde edilen 6rneklerin (AHE1 ve AHE4), CNF
orneklerine (AHn, AHEnl ve AHEn4) gore daha yiiksek termal
kararlilik gosterdigi goriilmektedir. Bu CNF 6rneklerinin daha yiiksek
ylizey alanina ve daha diisiik kristallik oranina sahip olmasi ile
iliskilendirilebilir [41].

Tablo 6. Tiim 6rneklerin DSC analizleri sonras1 T1 ve T2
sicakliklari. (T ve T temperatures of all samples after DSC analysis.)

Omek Ti1(°C) AHi(mJ/mg) T.(°C) AH:z (mJ/mg)
AH 1524 719 269,5 0,80

AHE1 121,5 99,3 2144 329

AHE4 181,0 92,0 319,5 5,90

AHn 151,1 327 - .

AHEnl 1204 32,7 2279 4,03

AHEn4 178,3 57,6 - -

3.2.6. Reolojik analizler (Rheological analyses)

Nanoseliiloz siispansiyonlarin reolojik 6zellikleri nanoseliilozun olasi
uygulama alanimi belirlemede oldukga yararh bilgiler saglar. Bunun
yani sira nanoselillozun 6zelliklerine saklanma kosullart ya da

0 20 40 60 80 100 120 140
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180 200 220 240 260 280 300 320 340 360
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Sekil 4. Tiim 6rneklerin DSC analizleri (DSC analyses of all samples)
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Sekil 5. Tiim 6rneklerin TGA analizleri (TGA analyses of all samples.)

uygulanacak daha ileri islemlerin etkisini agiga ¢ikarmada reolojik
analizler dnemlidir. Nanoseliiloz slispansiyonlar1 genis yiizey alanlar
ve ylizey yiikleri sayesinde su tutma kapasiteleri yiiksek olmasinin
yaninda diislik hacim kesirlerinde dahi yiiksek fiberler arasi
etkilesimlerden dolay1r yiiksek viskoziteye sahiptirler. Fakat
nanoseliiloz siispansiyonlar1 kayma incelmesi ve tiksotropik davranis
sergilediklerinde dolayr bazi uygulamalarda avantaja sahiptirler.
Ornegin, bir yiizeyi kaplama uygulamast sirasinda malzemenin kayma
kuvveti altinda viskozitesinin diismesi proses edilebilirligi arttiracak
ve kayma kuvveti kaldirildiginda tekrar yeniden viskoz bir tabaka
olusturma imkani saglayabilecektir. Boylece malzemenin yiizeye
homojen dagitilmasi avantaj saglar. Bu 6zelliklerinden dolay1 reolojik
ozellikleri kontrol etmede katki maddesi olarak nanoseliiloza
bagvurulur [42].

Bir siispansiyonunun reolojik davranislari, dagilmig taneciklerin
tanecik boyutuna, geometrisine, yiizey yiikiine ve dispersiyonun
mikro yapisina oldukca baghdir. Agartilmis soda-NaBH4 hamuruna
uygulanan enzimatik muamele ve sonrasinda gergeklestirilen
homojenlestirme islemleri sonrasi elde edilen numunelere ait kayma
hizi-viskozite grafigi Sekil 6’da verilmistir. Kayma hizindaki artis ile
tiim 6rneklerin viskozitesi azalmis olup, malzemeler kayma incelmesi
davranigi gostermistir [43]. Kayma incelmesi davranisi, dagilmig
fiberler arasindaki giiclii hidrojen veya iyonik bagi gibi ikincil
etkilesimlerin artan kayma hizi etkisi ile kirilmasindan
kaynaklanmaktadir. Agartilmig soda-NaBH4 hamuruna uygulanan
enzimatik muamele islemleri sonrasinda viskozite degerlerinin
diistiigli goriilmektedir. Homojenlestirme iglemi sonrasi elde edilen
CNF siispansiyonlarinda ise viskozitenin daha da azaldig
gozlemlenmektedir. Homojenlestirme islemleri sonrasinda fibril
boyutlarinda meydana gelen kisalma ile fiberler arasindaki dolagiklik
ve topaklanma azalmakta ve yiiksek spesifik ylizey alanina sahip
nanoseliiloz slispansiyonu ortaya ¢ikmaktadir. Bu, agartilmis soda-
NaBH4 hamuruna oranla nanoseliiloz siispansiyonlarmin daha diisiik
viskoziteye sahip olmasini agiklar niteliktedir. Furtado vd. tarafinda
rapor edilen bir ¢aligmada [44], piiskiirterek kurutulmug okaliptiisten
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cesitli homojenizasyon yontemleri ile elde edilen nanofibrillenmis
seliiloz siispansiyonlarinda artan kayma hizi ile gériiniir viskozitede
azalmalar gézlenmis ve bu kayma incelmesi davranisi yiiksek kayma
hizlarinda siispansiyonda dagilan fiberlerin kayma hiz1 yoniinde
yonlenmesine ve bunun viskozitede azalmaya yol agmasina
atfedilmistir.

Elastiklik (G") ve viskoz modiil (G") siispansiyonlarda viskoelastik
ozellikleri belirleyen 6nemli parametrelerdendir [16]. Viskoelastik
katilarda G' > G" olarak gozlenirken; viskoelastik sivilarda G" > G'
olarak karsimiza cikar. Hazirlanan siispansiyonlarin viskoelastik
ozelliklerini belirlemek igin gerceklestirilen salinim testleri iki
asamada gergeklestirilmistir. Birinci agamada her bir 6rnegin lineer
viskoelastik davranis sergiledigi kayma gerilimi degerleri tespiti i¢in
sabit frekansta (1Hz) kayma gerilimi taramasi yapilmustir. ikinci
asamada ise Orneklerin belirlenen lineer viskoelastik bolgede kalacagi
sabit gerilim degerlerinde frekans taramasi yapilmistir. Orneklerin
frekans ile G' ve G" degerlerindeki degisim Sekil 7°de goriilmektedir.

Tim oOrneklerin incelenen frekans aralifinda G' degerlerinin G"
degerlerinden oldukga yiiksek oldugu anlagilmaktadir. Bu da tim
orneklerin elastik baskin karaktere sahip, tipik jel benzeri bir yapiya
sahip oldugunu gostermektedir. Az da olsa G' ve G" degerlerinde artan
frekans ile artiglar gézlenmesi nispeten kararli bir ag olusumunun
korunmasina atfedilebilir. Enzimatik muamele islemleri ile elde
edilen orneklerin elastiklik modiillerinde belirgin artiglarin goriildiigi
anlagilmaktadir. Enzimatik muamele ile ortalama daha uzun lif
uzunluguna sahip 6rnek daha yiiksek mekanik 6zellikler sergilemistir.
Bu davranista baskin faktor, daha uzun lifler arasindaki dolasikligin
daha yiiksek olmasina atfedilebilir. SEM analizi ile agiga ¢ikarilan
homojenizasyon ile lif genisliklerinde ve uzunluklarinda belirgin
azalmalar dolasiklik olasiigim azalttigindan modiil degerlerinde
diisiis ya da jel sertliginde azalma ile sonuglanmigtir. Literatiirde de
homojenizasyon  sonucu elde edilen nanofiber  seliiloz
siispansiyonlarinin mekanik karakteristiklerinde benzer azalmalar
oldugu rapor edilmektedir [44].



Viskozite (Pa.s)

Sertkaya ve ark. / Journal of the Faculty of Engineering and Architecture of Gazi University 38:4 (2023) 2055-2067

G & G” (Pa)

108

107

10

10

10!

10 100 10! 10? 103 10% 10° 106

Kayma Hiz1 (1/s)

107

Sekil 6. Tiim 6rneklerin kayma hizi-viskozite grafigi (Shear rate-viscosity graph of all samples.)
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Sekil 7. Tiim 6rneklerin frekans-G' ve G" grafigi (Frequency- G' and G" graph of all samples)
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4. Sonuclar (Conclusions)

Bu ¢alismada bugday sapindan yararlanilarak elde edilen agartilmig
soda-NaBH4 hamuru seliillaz (Celluclast 1.5 L) ve hemiseliilaz
(Pulpzyme HC 2500) enzimleri ile ayri ayr1 muamele edilmistir.
Gergeklestirilen HPLC analizleri ile kullamlmas1 gereken optimum
enzim derigimleri belirlenmigtir. Agartilmig soda-NaBH4 hamuru ile
enzimatik muamele islemi sonrasinda optimum olarak segilen
ornekler homojenizatérden gegirilerek nanoseliilozlar elde edilmistir.
Agartilmig soda-NaBH4 hamuru ile optimum enzimatik muamele
sonucu elde edilen Ornekler ve nanoseliiloz 6rneklerinde liflerin
yapisal (HPLC, FTIR ve NMR), morfolojik (SEM), termal (DSC ve
TGA) ve reolojik (reometre) Ozellikleri belirlenmigtir. CNF
iretiminde enzimatik én muamele islemleri sonrasinda kaydedilen
HPLC analizleri, Pulpzyme HC 2500 enziminin ksiloz iizerinde ve
Celluclast 1.5 L enziminin ise glukoz {izerinde oldukg¢a etkin
oldugunu ve artan enzim derisimlerinde yapidan daha fazla miktarda
karbonhidratin uzaklastirildigini ortaya koymustur. Enzimatik on
muamele islemleri sonrasinda kaydedilen FTIR analizlerinde liflerin
fiziksel yapilarmin degismesine ve yiizey alan boyutlarmin da
azalmasina bagli olarak genel anlamda piklerin gegcirgenlik
siddetlerinde ve kimyasal kayma degerlerinde kiigiik degisimler
gozlemlenmistir. Enzimatik 6n muamele ve homojenizasyon
kademeleri sonrasinda kaydedilen '*C-NMR analizleri C4’lin ve
Ce’nin yanindaki piklerin alaninda kiigiik degisimlerin gozlenmesine
bagli olarak kristal/amorf yapinin degistigini ortaya koymustur.
Enzimatik ©on muamele islemleri ile birlikte hiicre c¢eperi
delaminasyonu  artarak  morfolojik  Ozelliklerin  degistigi
goriilmektedir. Elde edilen SEM goriintiileri enzimatik muamelede
Celluclast 1.5 L enziminin Pulpzyme HC 2500 enzimine nazaran ¢ok
daha fazla etkili oldugunu ortaya koymustur. Ote yandan
homojenizasyon isleminden sonra elde edilen SEM goriintiileri lifsel
yapinin tamamen degistigini ve yiiksek basing altinda gergeklestirilen
homojenizasyon neticesinde liflerin CNF {iretiminde homojen bir
sekilde nano boyuta indirgendigini (ortalama 20-50 nm lif ¢ap1) ortaya
koymustur. CNF {iretiminde enzimatik 6n muamele islemleri
sonrasinda kaydedilen termal analizler, glukoz birimlerinin
etkilenmesi sonucunda, polimer yapidaki kristalinite oraninda
meydana gelen degisiklikler neticesinde bozunma sicakliklarinda
degisimlere yol agmustir. Ozellikle Celluclast 1.5 L enzim muamelesi
sonrasi elde edilen numunede agartilmis soda NaBH4 hamur lifine
gore termal Kkararliligin arttigi sonucuna varilmistir. Reolojik
analizlerde ise, uygulanan islemler ile birlikte lifler arasindaki gerilim
azalarak, vizkozite degerlerinin diistiigii ve bu nedenle numunelerin
kayma incelmesi davranis1 gosterdigi acgiga ¢ikarilmstir. Enzim ile
muamele sonucu orneklerin elastiklik ozelliklerinde yiikselmeler
gozlenmistir.

Bu c¢alismada CNF {iretiminde kullanilan Pulpzyme HC 2500 ve
Celluclast 1.5 L ticari enzimleri geleneksel olarak kullanilan
enzimlerle karsilagtirilabilir sonuglar ortaya koymustur. Caligma
sonucunda elde edilen CNF’nin morfolojik, viskoelastik, termal ve
kimyasal ozellikleri daha iistiin olmakla birlikte 6zellikle Celluclast
1.5 L enzim kullamimiyla daha yiiksek kalitede CNF tiretilebildigi
gozlemlenmistir. Bu baglamda enzimatik On muamele ve
homojenizasyon iglemleri sonrasi elde edilen CNF’nin morfolojik,
viskoelastik, termal ve kimyasal Ozelliklerinin, CNF’nin kullanim
alanmt olan kagit, kozmetik, saglik, gida ve tekstil gibi sektorler
tarafindan {retilebilecek nihai {riinler {izerinde belirleyici bir
parametre olacagi diistiniilmektedir.
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