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A b str a ct:  Alt h o u g h  hi g hl y  d esi r a bl e,  t h e n at u r e  of  w o o d-

c ell ul o s e  i n its n ati v e  st at e  h as  r e m ai n e d  di ffi c ult  t o c o m p r e -

h e n d.  C o nt r a r y  t o t h e t r a diti o n al a c c e pt a n c e  of  w o o d- c ell ul os e  

b ei n g  c r yst alli n e,  i n 2 01 6,  t h e a ut h o rs ’ r e s e a r c h  f o u n d t h at t h e 

c ell ul o s e  w as  n ot  c r y st alli n e.  H e r e,  a d diti o n al  e vi d e n c e  i s 

p r es e nt e d  t h at f u rt h e r s u p p o rts  t h e n o n- c r y st alli n e  m o d el.  

O n e  of  t h e k e y  pi e c es  of  e vi d e n c e  w a s  o bt ai n e d  b y  6 4 %  H 2 S O 4  

h y d r ol ysi s  of  t e nsi o n- a n d o p p osit e- as p e n  w o o d s  ( T W a n d  

O W,  r es p e cti v el y).  T h e  T W  ( G-l a y e r ri c h)  yi el d e d  si g nifi c a nt  

a m o u nt  of  C N C s  ( T W- C N C s, 2 0. 7 %),  t h e O W  yi el d e d  a  m u c h  

l o w e r a m o u nt  ( O W- C N C s, 5. 4 %).  Alt h o u g h  a  hi g h e r  yi el d  of  

T W- C N C s  w as  e x p e ct e d  d u e  t o t h e p r e s e n c e  c r yst alli n e  c el -

l ul os e i n t h e G-l a y e r,  t h e l o w e r yi el d  of  t h e O W- C N Cs  w a s  a  

s u r p ri s e  b e c a us e,  a ss u mi n g  a bs e n c e  of  G-l a y e r,  b as e d  o n  

t h e a ut h o rs ’ e a rli e r  fi n di n g s  n o  C N Cs  w e r e  e x p e ct e d  t o b e  

g e n e r at e d.  T o  e x pl ai n  t his a n o m al y,  a n at o mi c al  e x a mi n ati o n  

of  t h e w o o d s  usi n g  st ai n s  w as  c a r ri e d  o ut  w hi c h  s h o w e d  t h at 

s o m e O W  fi b e r s  als o  c o nt ai n e d  t h e c r yst alli n e  G-l a y e r  a n d  

t h e r ef o r e, p r o vi d e d  a n  e x pl a n ati o n  a s  t o w h y  t h e O W- C N C s  

w e r e  p r o d u c e d.  T h e  r es ult s  cl e a rl y  s h o w e d  t h at t h e a ci d  h y -

d r ol y si s  di d  n ot  d est r o y  t h e c r yst alli n e  c ell ul os e  a n d  t h e r e-

f o r e, i n t h e c as e  of  a  n o r m al  ( G-l a y e r f r e e) w o o d  w hi c h,  a s  

p r e vi o usl y  r e p o rt e d  h a d  n ot  g e n e r at e d  C N C s,  t h e c ell ul os e  

m ust  h a v e  b e e n  n o n- c r y st alli n e.  A n  a d diti o n al  i n di c ati o n of  

t h e w o o d ’s S 2  c ell ul os e  b ei n g  n ot  c r yst alli n e  w a s  t h e a bs e n c e  

of  t h e 9 3  c m − 1 R a m a n  b a n d  i n t h e l o w f r e q u e n c y s p e ct r u m  of  

t h e T W  S 2  l a y e r. F u rt h e r  e vi d e n c e  w as  o bt ai n e d  b y  c o m p a ri n g  

l o w f r e q u e n c y R a m a n  s p e ct r a  of  T W- C N Cs,  T W- h ol o p ul p,  a n d  

a s p e n- h ol o p ul p  a s  w ell  a s  t h e mi xt u r e- s a m pl e s  of  c r yst alli n e  
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c ell ul o s e  a n d  x yl a n  at  t h e c o n c e nt r ati o n  l e v els of  t h ei r 

o c c u r r e n c e  i n t h es e h ol o p ul p s.  O v e r all,  t h e s e fi n di n gs  p r o -

vi d e d  f u rt h e r s u p p o rt  t o t h e c o nt e nti o n  t h at t h e n ati v e  w o o d-

c ell ul o s e  i s n o n- c r y st alli n e.  

K e y w or d s:  c ell  w all;  C N C s;  G-l a y e r;  R a m a n  s p e ct r o s c o p y;  

X R D.  

1  I ntr o d u cti o n 

As  a  m at e ri al,  f r o m c o n st r u cti o n  t o p ul p  a n d  p a p e r,  w o o d  h a s  

b e e n  u s e d  f o r c e nt u ri e s.  It h a s  m a n y  u s ef ul  p r o p e rti e s  a n d  

i s r e n e w a bl e  a n d  c a p a bl e  of  c a r b o n  s e q u e st r ati o n.  T h e  l att e r 

i s o n e  of  t h e m o st  v al u a bl e  c h a r a ct e ri sti c s  t h at ti m b e r p r o -

vi d e s.  W o o d,  i n t h e n e v e r  d ri e d  st at e,  c o nt ai n s  w at e r  i n 

a d diti o n  t o c ell ul o s e,  li g ni n, a n d  h e mi c ell ul o s e s  –  t h e m ai n  

c o m p o n e nt s.  W at e r  h a s  u ni q u e  i nfl u e n c e  n ot  o nl y  o n  t h e 

p r o p e rti e s  of  g r e e n  w o o d  b ut  al s o  o n  t h e st r u ct u r e s  of  ot h e r  

w o o d  c o m p o n e nt s  ( C r e s s w ell et  al.  2 0 2 1;  P e nttil a  et  al.  2 0 2 0).  

N e v e rt h el e s s,  w at e r ’s  r ol e  i n li vi n g pl a nt  c ell  w all s  a n d  

h o w  it i nt e r a ct s wit h  c ell  w all  p ol y s a c c h a ri d e  c o m p o n e nt s  

r e m ai n s  n ot  w ell  u n d e r st o o d  ( P e nttil a et  al.  2 0 2 0).  M o r e o v e r,  

e v e n  b ef o r e  w at e r- c ell ul o s e  i nt e r a cti o n s c a n  b e  el u ci d at e d,  

t h e u n d e r st a n di n g  of  c ell ul o s e ’s  st r u ct u r e  r e m ai n s  c o m pli -

c at e d.  T r a diti o n all y,  w o o d  c ell ul o s e  h a s  b e e n  c o n si d e r e d  a s  a  

c r y st alli n e  m at e ri al  ( A n d e r s s o n et  al.  2 0 0 3;  F e r n a n d e s  et  al.  

2 0 1 1 ; L e p p a n e n  et  al.  2 0 0 9;  N e w m a n  et  al.  2 0 1 3)  a n d  it h a s  

b e e n  r e p o rt e d  t h at si m ul at e d  X R D  p att e r n s  b a s e d  o n  t h e 

c r y st allit e  si z e  of  c ell ul o s e  c a n  al o n e  e x pl ai n  t h e di ff r a cti o n  

p att e r n  of  c ell ul o s e  m at e ri al s  ( F e r n a n d e s et  al.  2 0 1 1;  F r e n c h  

a n d  Ci nt r o n  2 0 1 3 ; N a m  et  al.  2 0 1 6 ). R e c e nt  r e s e a r c h  h a s  

p oi nt e d  t o a  sit u ati o n  w h e r e  t h e e xi sti n g  m o d el  of  w o o d  

c ell ul o s e  a s  b ei n g  c r y st alli n e  i s n o  l o n g e r v ali d  a n d  i n st e a d, a  

n o n- c r y st alli n e  m o d el  i s li k el y ( A g a r w al et  al.  2 0 1 6,  2 0 1 8).  

T hi s  c o n cl u si o n  w a s  b a s e d  o n  t h e f oll o wi n g fi n di n g s:  ( a) 

w o o d- c ell ul o s e  i n t h e n e v e r- d ri e d  n ati v e  st at e  i s l at e r all y 

a g g r e g at e d  w h e r e  i nt e r n al c h ai n s  a r e  w at e r- a c c e s si bl e,  

( b) h y d r o x y m et h yl  g r o u p s  ( C H2 O H)  i n c ell ul o s e  e xi st  n ot  

o nl y  i n t h e t g c o nf o r m ati o n  b ut  al s o  i n t h e gt  r ot a m e r  f o r m, 

( c) i n n ati v e- st at e  fi b ril s,  l o w-f r e q u e n c y R a m a n  b a n d s  d u e  t o 

c ell ul o s e  c r y st al  d o m ai n s  a r e  a b s e nt,  i n di c ati n g t h e l a c k of  
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c r y st alli nit y,  ( d) f ail u r e of  t h e n o r m al  6 4 %  H 2 S O 4  h y d r ol y si s  

p r o c e d u r e  t o p r o d u c e  c ell ul o s e  n a n o c r y st al s  f r o m u nt r e at e d  

s oft w o o d,  a n d  ( e) d e ut e r at e d- C N C s  c o ul d  b e  g e n e r at e d  f r o m 

t h e h y d r ot h e r m all y  t r e at e d p o pl a r  i n di c ati n g t h at c ell ul o s e  

c h ai n s  w e r e  a c c e s si bl e  t o w at e r  a n d  t h e r e b y b e c a m e  p a rtl y  

c r y st alli n e  u p o n  t h e h y d r ot h e r m al  t r e at m e nt ( A g a r w al et  al.  

2 0 1 8 ). M o r e o v e r,  it w a s  r e p o rt e d  t h at wit h  hi g h e r  t r e at m e nt 

t e m p e r at u r e, m o r e  c r y st alli n e  c ell ul o s e  w a s  p r o d u c e d.  If 

w o o d- c ell ul o s e  w a s  al r e a d y  c r y st alli n e,  t h at c a n n ot  h a p p e n.  

I n t h e c o nt e xt  of  t h e p r e s e nt  w o r k,  t h e c r y st alli n e  c ell ul o s e  i s 

d e fi n e d  a s  a  st r u ct u r e  t h at h a s  a  c r y st al  l atti c e t h at e xt e n d s  i n 

all  di r e cti o n s  (t r a n sl ati o n al p e ri o di cit y)  a n d  t h e r ef o r e, h a v -

i n g l o n g- r a n g e p o siti o n al  o r d e r.  M o r e o v e r,  w at e r  a n d  m o st  

ot h e r  s m all  m ol e c ul e s  c a n n ot  g et  i nt o t h e c r y st alli n e  c ell u -

l o s e. A d diti o n all y,  t h e w o r k  of  s o m e  ot h e r  r e s e a r c h e r s  b a s e d  

o n  si x  p ri m a r y  g r a s s  a n d  A r a bi d o p si s  c ell  w all s  i s al s o  r el e -

v a nt  w h e r e  t h e y s h o w e d  t h at i n t h e i nt e ri o r of  pl a nt  p ri m a r y  

c ell  w all  mi c r o fi b ril s  c ell ul o s e  h a s  fi v e  di ff e r e nt  c o nf o r m a -

ti o n s a n d  t h at c ell ul o s e  1 3C  N M R  c h e mi c al  s hift s  di ff e r e d  

si g ni fi c a ntl y  f r o m t h e 1 3C  c h e mi c al  s hift s  of  t h e Iα  a n d  Iβ  

all o m o r p h s  ( W a n g et  al.  2 0 1 6).  A n d  t h e r ef o r e, i n t h e o pi ni o n  

of  t h e a ut h o r s,  s u c h  c ell  w all  c ell ul o s e  c a n n ot  b e  c r y st alli n e  

b e c a u s e,  wit hi n  t h e fi b ril,  t h e c ell ul o s e  c o nf o r m ati o n s  a n d  

t h e r e s ulti n g  H- b o n di n g  p att e r n s  b et w e e n  t h e c h ai n s  w o ul d  

b e  di ff e r e nt  (J a r vi s 2 0 1 8;  W a n g  et  al.  2 0 1 6).  T h e  e xi st e n c e  of  

t h e a b o v e- m e nti o n e d  di ff e r e nt  c ell ul o s e  c o nf o r m ati o n s  i n 

t h e p ri m a r y  w all  f u rt h e r s u p p o rt e d  t h e r e s ult s  of  a n  e a rli e r  

st u d y  w h e r e  t h e p ri m a r y  c ell  w all  mi c r o fi b ril s  of  c el e r y  

c oll e n c h y m a  c o nt ai n e d  e xt e n si v e  di s o r d e r  i n l at e r al p a c k -

i n g, c o nf o r m ati o n,  a n d  h y d r o g e n  b o n di n g  ( T h o m a s et  al.  

2 0 1 3 ). E v e n  t h o u g h t h e s e mi c r o fi b ril s  h a d  e xt e n si v e  di s o r d e r,  

t h ei r X R D  r e s e m bl e d  t h at of  c r y st alli n e  c ell ul o s e  ( T h o m a s 

et  al.  2 0 1 3).  T hi s  f u rt h e r s u p p o rt e d  t h e c o n cl u si o n  t h at n o n -

c r y st alli n e  c ell ul o s e  c a n  c o nt ri b ut e  i n t h e s a m e  X R D  r e gi o n  

a s  c r y st alli n e  c ell ul o s e.  T h e  u n d e r st a n di n g  of  w o o d- c ell ul o s e  

s u p r a m ol e c ul a r  st r u ct u r e  i s i m p o rt a nt t o n u m e r o u s  fi el d s.  

F o r  i n st a n c e, a r e a s  s u c h  a s  c ell ul o s e  bi o s y nt h e si s,  pl a nt  

g r o wt h  a n d  f u n cti o n, bi o r e fi n e r y,  c ell ul o s e  n a n o m at e ri al s,  

a n d  w o o d  s ci e n c e  a n d  t e c h n ol o g y, i n g e n e r al,  w o ul d  all  

b e n e fi t. 

Alt h o u g h  w o o d- c ell ul o s e  h a s  b e e n  st u di e d  i n sit u  a s  w ell  

a s  aft e r  b ei n g  i s ol at e d, t h e fi n di n g s  of  t h e i n v e sti g ati o n s a r e  

li mit e d b e c a u s e  t h e c ell ul o s e  s u p r a m ol e c ul a r  st r u ct u r e  

c h a n g e s  d e p e n di n g  u p o n  t h e c o n diti o n s  of  i s ol ati o n ( A g a r-

w al  et  al.  2 0 1 6 , 2 0 2 1 a;  At all a  et  al.  2 0 1 7 ; O n o  et  al.  2 0 2 2 ; 

R a m a n e n  et  al.  2 0 1 2;  S a n ni g r a hi  et  al.  2 0 0 8 ). T h at  i s n ot  

n e c e s s a ril y  t h e c a s e  wit h  s o m e  ot h e r  t y p e s of  c ell ul o s e s  ( e. g., 

t u ni ci n, al g al,  b a ct e ri al,  a n d  c ott o n)  b e c a u s e  t h e y a r e  m u c h  

m o r e  c r y st alli n e  (A g a r w al  et  al.  2 0 1 8).  I n t hi s c o nt e xt,  

i nt e r p r et ati o n of  d at a  f r o m v a ri o u s  a n al yti c al  m et h o d s  i s 

al s o  n ot  st r ai g htf o r w a r d  b e c a u s e,  a s  w a s  r e p o rt e d  r e c e ntl y,  

o r g a ni z e d  c ell ul o s e  st r u ct u r e s  a r e  c a p a bl e  of  m a ki n g  c o n -

t ri b uti o n s i n t h e s a m e  s p e ct r al/ di ff r a cti o n  r e gi o n s  a s  c r y s -

t alli n e c ell ul o s e  ( A g a r w al et  al.  2 0 2 1 a).  Y et  a n ot h e r  di ffi c ult y  

a ri s e s  f r o m t h e f a ct t h at alt h o u g h  t w o m ai n  p h a s e s  of  c el -

l ul o s e st r u ct u r e s,  n a m el y,  c r y st alli n e  a n d  a m o r p h o u s,  a r e  

wi d el y  r e c o g ni z e d,  d e fi ni n g  t h e i nt e r m e di at e st at e s  h a s  

p r o v e n  t o b e  q uit e  c h all e n gi n g.  I n t h e a b s e n c e  of  t h at, t e r m s 

s u c h  a s  p a r a c r y st alli n e,  n o n- c r y st alli n e,  s e mi- c r y st alli n e,  

o r d e r e d,  di s o r d e r e d,  o r g a ni z e d,  a n d  di s o r g a ni z e d  a r e  oft e n  

u s e d  ( A g a r w al et  al.  2 0 1 6;  L a r s s o n  et  al.  1 9 9 7;  P e nttil a  et  al.  

2 0 2 0 ; S a n ni g r a hi  et  al.  2 0 0 8).  

P u bli s h e d  lit e r at u r e p oi nt s  t o m a n y  st u di e s  w h e r e  t h e 

o bt ai n e d  r e s ult s  c a n  b e  b ett e r  i nt e r p r et e d b y  i n v o ki n g 

a  m o d el  t h at i s s e mi- c r y st alli n e  o r  n o n- c r y st alli n e.  F o r  

i n st a n c e, X- r a y  di ff r a ct o g r a m  c h a n g e s  u p o n  d r yi n g  a n d  

r e w etti n g  of  w o o d s  (Hill  et  al.  2 0 1 0 ; Z a bl e r  et  al.  2 0 1 0 ), 

r e p e at e d  d r yi n g  a n d  w etti n g  at  2 5  °C a n d  h y d r ot h e r m al  

t r e at m e nt s l e a d t o t h e i n c r e a s e i n t h e c r y st alli nit y  of  w o o d-

c ell ul o s e  ( A g a r w al et  al.  2 0 1 8;  T o b a  et  al.  2 0 1 3,  2 0 2 2),  e ff e ct s  

of  c y cli c  d r yi n g  a n d  m oi st e ni n g  o n  t h e m e c h a ni c al  a n d  

p h y si c al  p r o p e rti e s  of  w o o d  ( T o b a et  al.  2 0 2 2),  p r o d u cti o n  of  

C N C s  f r o m p ul p s  ( C h e n et  al.  2 0 1 5;  M o o n  et  al.  2 0 1 1;  P h a n -

t h o n g et  al.  2 0 1 8;  v a n  d e  V e n  a n d  S h ei k hi  2 0 1 6;  Z h u  et  al.  

2 0 2 1 ), a n d  hi g h e r  N M R- a n d  X R D- c r y st alli niti e s  of  c ell ul o s e  

m at e ri al s  i n t h e w et  st at e  c o m p a r e d  t o t h e v al u e s  i n t h e d r y  

st at e  ( A g a r w al et  al.  2 0 1 7,  2 0 2 1 b;  P a r k  et  al.  2 0 0 9).  I n d e e d, f o r 

w o o d- p ul p  d e ri v e d  c ell ul o s e  n a n o fi b ril s  ( C N F s), e xi st e n c e  

of  alt e r n at e  c r y st alli n e  a n d  a m o r p h o u s  r e gi o n s  i n c ell ul o s e  

h a s  b e e n  r e p o rt e d  b y  di r e ct  o b s e r v ati o n  u si n g  at o mi c  f o r c e 

mi c r o s c o p y  ( A F M) ( S pili o p o ul o s et  al.  2 0 2 1)  B e si d e s,  m a n y  

u n s ettl e d  q u e sti o n s/i nt e r p r e t ati o n s still  n e e d  t o b e  el u ci -

d at e d  b y  f u rt h e r r e s e a r c h.  F o r  e x a m pl e  –  w h y  i s t h e c r y s -

t alli nit y ( C rI) of  w o o d- p ul p  d e ri v e d  s ulf at e d  c ell ul o s e  

n a n o c r y st al s  ( S C N C s) n ot  si g ni fi c a ntl y  hi g h e r  t h a n t h at of  

t h e p ul p  (M o o n  et  al.  2 0 1 1 ) ? D o e s  t h e c o c r y st alli z ati o n  

p h e n o m e n o n  r e all y  e xi st  ( K o ntt u ri et  al.  2 0 1 6 ; K u ri b a y a s hi  

et  al.  2 0 1 6 ; L e b o u c h e r  et  al.  2 0 2 0 ; N a z h a d  a n d  P a s z n e r  

1 9 9 4 ; N e w m a n  2 0 0 4) ?  A n d  l a stl y, alt h o u g h  c ell ul o s e  i s bi o -

s y nt h e si z e d  i n t h e m ol e c ul a r  f o r m, it r e m ai n s  u n k n o w n  

h o w  it b e c o m e s  c r y st alli n e  i n t h e pl a nt  c ell  w all  ( G u e r ri e r o 

et  al.  2 0 1 0 ). I n t h e c a s e  of  c o c r y st alli z ati o n,  a ct u all y,  e vi -

d e n c e  t h at c o nt r a di ct s  t h e e xi st e n c e  of  t h e p h e n o m e n o n  

e xi st s  (S ait o  et  al.  2 0 0 7 ). T hi s  i s b e c a u s e  if t h e fi b ril s  i n 

t h e bl e a c h e d k r aft  p ul p, w hi c h  w a s u s e d i n t h e  T E M P O  

o xi d ati o n,  w e r e  c o c r y st all i z e d b y  t h e t h e r m o c h e mi c al 

t r e at m e nt, p o st  o xi d ati o n,  t h e c o c r y st alli z ati o n  (i n t h e 

c ell ul o s e  n a n o fi b ril s)  s h o ul d  h a v e  b e e n  d et e ct e d.  H o w e v e r,  

t h at w a s  n ot  t h e c a s e  a n d  o nl y  i n di vi d u all y s e p a r at e d  3  n m  

wi d e  p ul p  fi b ril s  w e r e  o bt ai n e d  (S ait o  et  al.  2 0 0 7 ). T hi s  

n e g at e d  t h e e xi st e n c e  of  c o c r y st alli z ati o n  i n t h e bl e a c h e d  

k r aft  p ul p.  
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E a rli e r  fi n di n g s  of  t h e a ut h o r s  i n di c at e d t h at at  t h e 

fi b rill a r  l e v el w o o d  c ell ul o s e  w a s  c o m p o s e d  of  n o n -

c r y st alli n e  a s s e m bl y  of  c ell ul o s e  c h ai n s  a n d  o n  t h at b a si s,  

a  n e w  m o d el  of  t h e c ell ul o s e  w a s  p r o p o s e d  ( A g a r w al et  al.  

2 0 1 6 , 2 0 1 8 ). I n t h e  p r e s e nt st u d y, t h e  a ut h o r s p r o vi d e  e vi -

d e n c e  t h at f u rt h e r s u p p o rt s  t h at fi n di n g.  O n e  of  t h e s e v e r al  

i n v e sti g ati o n s r e p o rt e d  h e r e  i s b a s e d  o n  t h e 6 4 %  H 2 S O 4  

h y d r ol y si s  of  T W  ( G-l a y e r ri c h  a n d  h e n c e,  c o nt ai n s  c r y s -

t alli n e c ell ul o s e)  ( M ull e r et  al.  2 0 0 6;  Y a m a m ot o  et  al.  2 0 1 0)  

a n d  O W  fi b e r s  f r o m a s p e n  w o o d  (P o p ul u s  t r e m ul oi d e s). 

F r o m  t h e e a rli e r  w o r k  (A g a r w al  et  al.  2 0 1 6 ), o n e  of  t h e 

q u e sti o n s  t h at n e e d e d  f u rt h e r st u d y  h a d  t o d o  wit h  t h e 

a bilit y  of  6 4 %  H 2 S O 4  t o d e st r o y  c r y st alli n e  c ell ul o s e.  T hi s  

w o ul d  b e  s p e ci fi c all y  a n s w e r e d  h e r e  b e c a u s e  i n t h e C N C  

p r o d u cti o n  p r o c e s s  a  c r y st alli n e- c ell ul o s e  c o nt ai ni n g  s a m -

pl e,  a s p e n  T W,  i s b ei n g  h y d r ol y z e d  b y  t h e a ci d.  T h e  ot h e r  

e x p e ri m e nt s  w e r e  d e si g n e d  s o  t h at a  c o m p a ri s o n  of  t h e 

R a m a n  s p e ct r a  of  a s p e n  w o o d  h ol o p ul p s  a n d  s a m pl e s  of  

mi xt u r e s  of  c r y st alli n e- c ell ul o s e  a n d  x yl a n  c a n  b e  c a r ri e d  

o ut.  T h e  l att e r w e r e  p r e p a r e d  wit h  k n o w n  a m o u nt s  of  

c ott o n  mi c r o c r y st alli n e  c ell ul o s e  ( M C C) a n d  x yl a n  s u c h  t h at 

t h ei r c o n c e nt r ati o n s  w e r e  si mil a r  t o w h at  e xi st e d  i n t h e 

w o o d  h ol o p ul p s  ( aft e r c o n si d e ri n g  r e si d u al  li g ni n a n d  n o n -

c ell ul o si c  p ol y s a c c h a ri d e s  a s  x yl a n).  I n t h e s e s p e ct r a,  

p a rti c ul a r  att e nti o n  w a s  p ai d  t o t h e p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  of  

t h e R a m a n  b a n d s  at  1 7 2  a n d  9 3  c m − 1, b ot h of w hi c h  a r e  

k n o w n  t o a ri s e  f r o m c r y st alli n e  c ell ul o s e  (A g a r w al  2 0 1 4;  

A g a r w al  et  al.  2 0 1 6,  2 0 1 8 ). 

2  M at eri al s  a n d  m et h o d s  

2. 1  C h e mi c al s  

N a O H  ( A R g r a d e)  a n d  s o di u m  c hl o rit e  (t e c h ni c al g r a d e)  w e r e  o bt ai n e d  

f r o m Si g m a – Al d ri c h  ( St. L o ui s,  M O)  o r  Alf a  A e s a r  ( T e w k s b u r y, M A).  

S ulf u ri c  a ci d  ( C e rtifi e d  A C S  pl u s,  9 6 %  a s s a y)  a n d  a c eti c  a ci d  gl a ci al  

w e r e  f r o m Fi s h e r  S ci e nti fi c  ( Pitt s b u r g, P A).  X yl a n  w a s  a c q ui r e d  f r o m 

Si g m a – Al d ri c h  ( St. L o ui s,  M O).  All  ot h e r  c h e mi c al s  a n d  r e a g e nt s,  u nl e s s  

st at e d  ot h e r wi s e,  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m Si g m a – Al d ri c h  ( St. L o ui s,  M O).  

2. 2  C ell ul o s e  a n d  ot h er  s a m pl e s  

C ott o n  M C C  ( mi c r o c r yst alli n e c ell ul o s e)  W h at m a n  C C 3 1  p o w d e r  w a s  

f r o m W h at m a n  I nt e r n ati o n al Lt d.  ( M ai d st o n e, U K).  A s p e n  w o o d  

(P.  t r e m ul oi d e s) a n d  r e a cti o n  a s p e n  w o o d  ( T W a n d  O W)  w e r e  a v ail a bl e  

at  F o r e st  P r o d u ct s  L a b o r at o r y,  M a di s o n  WI.  S oft w o o d  bl e a c h e d  k r aft  

p ul p  ( S W B K P) w a s  o bt ai n e d  f r o m N e w P a g e  C o r p o r ati o n,  Mi a mi s b u r g,  

O hi o.  A s p e n  h ol o p ul p  w a s  t h e s a m e  a s  u s e d  i n t h e e a rli e r  st u di e s  f r o m 

w h e r e  f u rt h e r d et ail s  c a n  b e  o bt ai n e d  ( A g a r w al et  al.  2 0 1 3,  2 0 1 6).  Si mi -

l a rl y, a s p e n  h ol o p ul p  w a s  o bt ai n e d  b y  u si n g  t h e st a n d a r d  m et h o ds  

d e s c ri b e d  e a rli e r  ( A g a r w al et  al.  2 0 1 3).  K r aft  p ul p  C N C s  w e r e  t h e s a m e  a s  

p r e vi o u sl y  a n al y z e d  ( A g a r w al et  al.  2 0 2 1 b).  A m o r p h o u s  c ell ul o s e  w a s  

p r e p a r e d  f r o m c ott o n  M C C  u si n g  t h e m et h o d  r e p o rt e d  p r e vi o u sl y  w h e r e  

t h e M C C  w a s  b all- mill e d  f o r 2  h  ( A g a r w al et  al.  2 0 1 0).  F o r  R a m a n  a n al y si s,  

mi xt u r e s  of  c ott o n  M C C  a n d  x yl a n  p o w d e r s  w e r e  p r e p a r e d.  I n t h e s e 

mi xt u r e s  M C C: x yl a n  wt.  r ati o s  v a ri e d  f r o m 9 0: 1 0  t o 1 0: 9 0.  

2. 3  H ol o p ul p s  a n d  C N C s  fr o m r e a cti o n  a n d  o p p o sit e  

w o o d s  

F r o m  a s p e n  b r a n c h  w o o d,  T W  a n d  O W  w o o d  r e gi o n s  w e r e  i s ol at e d b y  

s a wi n g  a n d  t h e s a m pl e s  w e r e  g r o u n d,  u si n g  a  Wil e y  mill,  t o 4 0  m e s h.  

Wil e y  milli n g  d o e s  n ot  c a u s e  a n y  c h a n g e  i n t h e c r y st alli nit y  of  w o o d  

(A g a r w al  et  al.  2 0 1 4).  T h e  m et h o d s,  d e s c ri b e d  b el o w,  w e r e  u s e d  t o p r e -

p a r e  h ol o p ul ps  a n d  C N C s  f r o m b ot h  T W  a n d  O W  w o o d s.  T h e  w o o d  

p o w d e r s  w e r e  e xt r a ct e d  wit h  a c et o n e/ w at e r  ( 9: 1) a n d  ai r  d ri e d.  Ai r-

d ri e d  mill e d  w o o d  ( 5 2. 5 g)  w a s  pl a c e d  i n a  5  L  r o u n d- b ott o m  fl a s k  wit h  1  L  

of  w at e r.  V a c u u m  w a s  p ull e d  a n d  r el e a s e d  s e v e r al  ti m e s t o e n s u r e  t h e 

w o o d  m e al  w a s  f ull y w ett e d.  A n ot h e r  0. 6  L  of  w at e r  w a s  a d d e d  t o ri n s e  

d o w n  t h e si d e s  of  t h e fl a s k.  M e c h a ni c al  sti r ri n g  w a s  st a rt e d,  a n d  t h e 

fl a s k  w a s  pl a c e d  i n a  7 0  °C  w at e r  b at h  f o r o n e- h alf  h o u r  t o e q uili b r at e  t o 

t h e b at h  t e m p e r at u r e. T o  p r o d u c e  h ol o p ul p  f r o m w o o d,  N a Cl O 2  a n d  

C H 3 C O O H  w e r e  a d d e d  p e ri o di c all y,  st a rti n g  wit h  2 0  g  of  N a Cl O 2  a n d  6  m L  

of  C H 3 C O O H  a n d  s u b s e q u e ntl y,  f o r t h e n e xt  2  h,  a d di n g  e q ui v al e nt  

a m o u nt s  of  t h e c h e mi c al s  h o u rl y.  T h e r e aft e r,  st a rti n g  at  t h e 3 r d  h o u r,  

t h e s e a m o u nt s  w e r e  r e d u c e d  t o 7. 5  g  of  N a Cl O 2  a n d  3  m L  of  C H 3 C O O H  

a n d  t h e a d diti o n s  w e r e  c o nti n u e d  f o r t h e n e xt  3  h.  Aft e r  t h e l a st h o u r  of  

t h e t r e at m e nt, t h e s ol uti o n  w a s  c o ol e d  o n  i c e f o r 3 0  mi n.  T h e  bl e a c h e d  

w o o d  m e al  ( h ol o p ul p) w a s  fi lt e r e d a n d  w a s h e d,  f r o z e n o v e r ni g ht,  a n d  

t h e n f r e e z e- d ri e d. 

F r e e z e- d ri e d  h ol o p ul p  ( 3 5 g)  w a s  pl a c e d  i n a  1  L  r o u n d- b ott o m  

fl a s k  e q ui p p e d  wit h  a  m e c h a ni c al  sti r r e r.  T h e  fl a s k  w a s  e v a c u at e d  a n d  

r e fi ll e d wit h  nit r o g e n  o n c e.  T h e  fl a s k  w a s  e v a c u at e d  a g ai n  a n d  2 8 0  m L  

of  6 4  wt %  H 2 S O 4  w a s  a d d e d  w hil e  mi xi n g  t h e h ol o p ul p.  T h e  fl a s k  w a s  

fi ll e d wit h  nit r o g e n  a n d  pl a c e d  i n a  4 5  °C  w at e r  b at h  f o r 1 2 0  mi n  wit h  

mi xi n g.  At  t h e e n d  of  t h e a ci d  t r e at m e nt, t h e h y d r ol y si s  r e a cti o n  w a s  

q u e n c h e d  b y  dil uti n g  it t o 2  L  wit h  w at e r.  T h e  s u s p e n si o n  c ol o r  w a s  

bl e a c h e d  b y  a d di n g  o n e  g r a m  of  N a Cl O 2  t o t h e a ci di c  C N C  s u s p e n si o n  

o v e r  o n e- h alf  h o u r.  T h e n,  a p p r o xi m at el y  1. 5  L  of  a  7. 5  wt %  N a O H  

s ol uti o n  w a s  u s e d  t o n e ut r ali z e  t h e s u s p e n si o n  t o p H  7.  T h e  s u s p e n si o n  

w a s  t o p p e d o ff  t o 4. 5  L  a n d  all o w e d  t o s ettl e  o v e r ni g ht.  Aft e r  d e c a nti n g  

a p p r o xi m at el y  3. 5  L  of  t h e cl e a r  li q ui d, t h e r e m ai ni n g  s u s p e n si o n  w a s  

c o n c e nt r at e d  b y  c e nt rif u g ati o n  at  5 0 0 0  G  f o r 1 5  mi n.  T h e  s oli d s  w e r e  

dil ut e d  a n d  pl a c e d  i n a  S p e ct r a- p o r  fi v e  m e m b r a n e  ( 1 2– 1 4  k D a  M W C O)  

a n d  di al y z e d  a g ai n st  DI  w at e r  f o r 1  w e e k  ( T W- C N C s) t o 1 0  d a y s  

( O W- C N C s). T h e  m ol e c ul a r  w ei g ht- c ut o ff  ( M W C O) of  t h e m e m b r a n e  

i m pli e d t h at t h e C N C s,  w hi c h  h a v e  a  m ol e c ul a r  wt.  si g ni fi c a ntl y  

> 9 0  k D a  w o ul d  n ot  at  all  di ff u s e  a c r o s s  t h e m e m b r a n e.  T h e  s u s p e n si o n  

w a s  c e nt rif u g e d  at  5 0 0 0  G  f o r 1 5  mi n.  T h e  c oll oi d al  C N C s  w e r e  d e c a nt e d  

a n d  c o n c e nt r at e d  o n  a  r ot o v a p.  A  s a m pl e  of  t h e c o n c e nt r at e d  s u s -

p e n si o n  w a s  f r o z e n a n d  f r e e z e- d ri e d. 

2. 4  A F M  i m a gi n g 

T h e  T W- a n d  O W- C N C s  w e r e  a n al y z e d  b y  A F M.  T h e  st a rti n g  C N C  st o c k  

( 1. 0 wt %)  w a s  dil ut e d  t o 0. 0 0 1  wt %  a n d  t h e n m a n u all y  t u m bl e d i n a n  

E rl e n m e y e r  fl a s k  t o p r o m ot e  p a rti cl e  di s p e r si o n.  U s e  of  a  m a g n eti c  

sti r r e r  w a s  a v oi d e d  t o mi ni mi z e  t h e p o s si bilit y  of  s a m pl e  c o nt a mi n ati o n.  

I n a d diti o n,  s o m e  of  t h e s a m pl e  ali q u ot s  w e r e  s o ni c at e d  f o r 1. 5  h  i n a  

w at e r  b at h  t o h el p  f u rt h e r di s p e r s e  a n y  a g gl o m e r at e s.  T h e n,  a  d r o p  of  
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t h e 0. 0 01  wt %  C N C  s us p e nsi o n  w a s  d e p osit e d  o n  a  f r e s hl y cl e a v e d  mi c a  

s u rf a c e  a n d  l eft t o ai r  d r y.  N e xt,  A F M  i m a g e s w e r e  o bt ai n e d  u si n g  t h e 

T T- A F M  ( A F M W o r ks h o p, Hilt o n  H e a d  I sl a n d, S C)  e q ui p p e d  wit h  t h e 1 5  µ m  

s c a n n e r.  T h e  a ut h o rs  c oll e ct e d  a  t ot al of  2 0  i m a g e s p e r  s a m pl e.  T h e  h alf  of  

t h e i m a g e s w e r e  m e a s u r e d  u si n g  a  s c a n  si z e  of  1 0  µ m  a n d  t h e ot h e r  h alf  

u si n g  a  s c a n  si z e  of  5  µ m.  T h e  s c a n ni n g  r at e  w as  al w a y s  0. 6  H z,  a n d  t h e 

i m a g e r es ol uti o n  w as  als o  k e pt  c o n st a nt  at  5 1 2  pi x el s  b y  5 1 2  pi x el s.  

C u st o m- w ritt e n  s c ri pt s  i n M at h e m ati c a  1 2. 1  ( W olf r a m R e s e a r c h,  

C h a m p ai g n,  I L) w e r e  u s e d  t o l e v el t h e r e s ulti n g  t o p o g r a p hi c al i m a g e s. 

Fi r st,  i m a g e l e v eli n g w a s  p e rf o r m e d  utili zi n g  a  c o m bi n ati o n  of  2 D  

p ol y n o mi al,  m e a n  v al u e  li n e-l e v eli n g, a n d  b a c k g r o u n d  e sti m ati o n  

f u n cti o n s t o a p p r o xi m at e  t h e b a c k g r o u n d  w hil e  mi ni mi zi n g  o v e r fi tti n g. 

N e xt,  i n di vi d u al p a rti cl e s  w e r e  i d e ntifi e d  u si n g  pi x el  c o n n e cti vit y  aft e r  

a p pl yi n g  l e v eli n g f u n cti o n s a n d  u si n g  bi n a r y  s e g m e nt ati o n.  I m a g e 

s e g m e nt ati o n  w a s  p e rf o r m e d  m a n u all y  b y  i nt e n sit y t h r e s h ol di n g t o 

s e p a r at e  t h e b a c k g r o u n d  f r o m t h e f o r e g r o u n d ( p a rti cl e s). O n c e  t h e 

p a rti cl e  i d e ntifi c ati o n  a n d  l a b eli n g w e r e  c o m pl et e,  st ati sti c al  a n al y si s  

w a s  p e rf o r m e d  t o o bt ai n  p a r a m et e r s  s u c h  a s  m a x  p a rti cl e  h ei g ht,  m e a n  

p a rti cl e  h ei g ht,  a n d  p a rti cl e  l e n gt h. 

2. 5  C o m p o siti o n al  a n al y si s  

V a ri o u s  t y p es of  a s p e n  w o o d s  ( T W a n d  O W)  a n d  a s p e n  h ol o p ul ps  ( T W-, 

O W-,  a n d  a s p e n- h ol o p ul p s),  S W B K P,  a n d  c ott o n  M C C  s a m pl es  w e r e  

a n al y z e d  f o r c h e mi c al  c o m p ositi o n.  T h e  a m o u nt  of  Kl a s o n  li g ni n a n d  

c a r b o h y d r at e s  ( gl u c a n, x yl a n,  m a n n a n,  a r a bi n a n,  a n d  g al a ct a n)  w e r e  

d et e r mi n e d  u si n g  p r e vi o u sl y  p u bli s h e d  m et h o ds  ( D a vi s 1 9 9 8;  T a p pi  t est 

m et h o d  1 9 8 3).  R e p r o d u ci bilit y  f o r Kl as o n  li g ni n w as  0. 4 %,  a n d  f o r t h e 

c a r b o h y d r at e  a n al y si s,  t h e st a n d a r d  d e vi ati o n  w as  < 1 %  of  a ss a y e d  s u g a r  

( D a vis 1 9 9 8).  

2. 6  A n at o mi c al  o b s er v ati o n s  of  w o o d s  

T r a n s v e r s e  s e cti o n s  ( 2 4 µ m  i n t hi c k n e s s) f r o m T W  a n d  O W  w e r e  c ut  

wit h  a  sli di n g  mi c r ot o m e,  c o u nt e r st ai n e d  wit h  1: 1  a q u e o u s  s af r a ni n  O  

a n d  Al ci a n  Bl u e,  d e st ai n e d  i n 7 0 %  et h a n ol,  t h e n m o u nt e d  i n a  1: 1  

s ol uti o n  of  gl y c e ri n  a n d  9 5 %  et h a n ol.  Sli d e s  w e r e  h e at e d  at  ∼ 1 2 0  °C f o r  

at  l e a st 3 – 5  mi n,  t h e n c o ol e d  a n d  l at e r o b s e r v e d  u si n g  b ri g ht fi el d  

t r a n s mitt e d li g ht mi c r o s c o p y.  B et w e e n  t h e d e st ai ni n g  a n d  h e ati n g,  

s o m e  l o s s of  s af r a ni n  st ai ni n g  i s e x p e ct e d.  A d diti o n all y,  o n e  2 4  µ m  

t r a n s v e r s e s e cti o n  w a s  al s o  st ai n e d  u si n g  a q u e o u s  s af r a ni n  O.  

2. 7  C o nf o c al  R a m a n  mi cr o s c o p y  

A  R a m a n  mi c r o p r o b e  s p e ct r o m et e r,  L a b R a m  H R  E v ol uti o n  ( H o ri b a 

J o bi n Y v o n,  E di s o n,  NJ,  U S A)  w a s  u s e d  i n t h e p r e s e nt  st u d y.  T hi s  s p e c -

t r o m et e r i s e q ui p p e d  wit h  a  c o nf o c al  mi c r o s c o p e  ( Ol y m p u s U- 5 R E- 2),  a  

pi e z o el e ct ri c  x,  y  st a g e,  t h r e e l a s e r s ( 5 3 2, 6 3 3,  7 8 5  n m)  a n d  a  C C D  d e -

t e ct o r. U si n g  a  6 3 3- n m  l a s e r, R a m a n  s p e ct r a  f r o m v a ri o u s  m o r p h ol o gi c al  

r e gi o n s  ( e. g., G-l a y e r  a n d  S 2 ) of  3 0  µ m  t hi c k X-s e cti o n s  of  T W  w e r e  

o bt ai n e d.  F o r  s a m pli n g  p u r p o s e s,  t h e T W  s e cti o n  w as  e xt r a ct e d  wit h  

et h a n ol: w at e r  ( 9: 1) a n d  d ri e d  u n d e r  a m bi e nt  c o n diti o n s.  S u b s e q u e ntl y,  

t h e s e cti o n  w as  m o u nt e d  o n  a  1. 2 7  c m  di a m et e r  S c ot c h ®  d o u bl e  sti c k  cl e a r  

d ot  ( 3 M St.  P a ul,  M N)  w h os e  o n e  si d e  w as  fi r st  att a c h e d  t o a  mi c r os c o p e  

gl a ss  sli d e.  Wit h  t h e 1 0 0×  o bj e cti v e,  t h e l at er al r es ol uti o n  w as  0. 8  µ m.  T o  

g et  b ett e r  si g n al-t o- n oi s e  r ati o,  1 0  s p e ct r a,  e a c h  of  1 5  s  d u r ati o n  w e r e  

a v e r a g e d  at  e a c h  s a m pl e d  l o c ati o n. I n t h e T W  s e cti o n,  m a n y  S 2  a n d  

G-l a y e rs,  a n d  wit hi n  e a c h  of  t h e m s e v e r al  l o c ati o ns, w e r e  s a m pl e d.  T h e  

s p e ct r a  r e p o rt e d  h e r e  a r e  t y pi c al of  t h e s e a n al y z e d  r e gi o n s.  

2. 8  F T- R a m a n  s p e ctr o s c o p y  a n d  c ell ul o s e  cr y st alli nit y  

c al c ul ati o n s  

S a m pl e s  w e r e  a n al y z e d,  i n t ri pli c at e, wit h  a  B r u k e r  M ulti R a m  s p e c -

t r o m et e r ( B r u k e r I n st r u m e nt s I n c. Bill e ri c a,  M A).  T h e  R a m a n  s y st e m  i s 

e q ui p p e d  wit h  a  1 0 6 4  n m  1 0 0 0  m W  c o nti n u o u s  w a v e  ( C W) di o d e  

p u m p e d  N d: Y A G  l a s e r. A p p r o xi m at el y  1 0 0  m g  d r y  p o w d e r  of  e a c h  

s a m pl e  w a s  p r e s s e d  i nt o a  p ell et  ( u si n g ∼ 2 7 6  ×  1 0 6  d y n/ c m 2  of  

c o m p r e s si v e  p r e s s u r e  f r o m a  h y d r a uli c  p r e s s)  a n d  t h r e e R a m a n  s p e ct r a  

w e r e  r e c o r d e d  f r o m di ff e r e nt  p ell et  l o c ati o ns u si n g  6 0 0  m W  l a s e r p o -

w e r.  T o  o bt ai n  g o o d  si g n al-t o- n oi s e  r ati o,  2 0 4 8  s c a n s  w e r e  a v e r a g e d.  

B r u k e r  O P U S  7. 2  s oft w a r e  w a s  u s e d  t o d et e r mi n e  p e a k  p o siti o ns  

a n d  p r o c e s s  t h e s p e ct r al  d at a.  T h e  p r o c e s si n g  of  s p e ct r a  i n v ol v e d 

b a c k g r o u n d  r e m o v al,  n o r m ali z ati o n  at  1 0 9 6  c m − 1, a n d  v a ri o u s  m at h e -

m ati c al  o p e r ati o n s.  B a c k g r o u n d  c o r r e cti o n  w a s  p e rf o r m e d  u si n g  t h e 

“ r u b b e r b a n d  o pti o n ”  i n O P U S  u si n g  6 4  b a s eli n e  p oi nt s.  F o r  pl otti n g  

p u r p o s e s,  t h e s p e ct r a  w e r e  c o n v e rt e d  t o A S CII  f o r m at w hi c h  t h e n 

all o w e d  t h e s p e ct r al  d at a  t o b e  e x p o rt e d  t o E x c el.  

C ell ul o s e  C rI  w a s  e sti m at e d  u si n g  p r e vi o u sl y  r e p o rt e d  R a m a n  

m et h o d s  –  3 8 0- R a m a n  a n d  9 3- R a m a n  (A g a r w al  et  al.  2 0 1 0,  2 0 1 6,  2 0 1 8).  

T h e  f oll o wi n g t w o e q u ati o n s  w e r e  u s e d  t o e sti m at e  t h e C rI s.  

( (
( I3 8 0  /I1 0 9 6  − 0 .0 2 8 6 )

)  +  2 .0 2 1 2 )0 .0 0 6 5  

C r I3 8 0 − R a m a n  =  ( 1)
0 .8 2 2 2  

(  I9 3  )  −  0 .0 1 8 2
I1 0 9 6  

C r I9 3 − R a m a n  =  ( 2)
0 .0 0 2 9  

w h e r e  i n t h e e q u ati o n s  I9 3 , I3 8 0 , a n d  I1 0 9 6  a r e,  r e s p e cti v el y,  b a n d  i n-

t e n siti e s at  9 3,  3 8 0,  a n d  1 0 9 6  c m − 1 i n t h e s p e ct r a  of  t h e c ell ul o s e-

c o nt ai ni n g  s a m pl e s.  

2. 9  X-r a y  di ff r a cti o n a n d  S e g al- W A X S  CrI  c al c ul ati o n  

Wi d e- a n gl e  X- r a y  di ff r a cti o n  ( X R D) p r o fi l e s w e r e  r e c o r d e d  i n t h e 

r e fl e cti o n  m o d e  o n  a  B r u k e r  D 8  Di s c o v e r  di ff r a ct o m et e r  wit h  m o n o -

c h r o m ati c  C u K α  (λ  =  1. 5 4 1 8  Å)  p oi nt  s o u r c e  a n d  a  V Å N T E C- 5 0 0  d et e ct o r  

at  t h e M at e ri al s  R e s e a r c h  S ci e n c e  a n d  E n gi n e e ri n g  C e nt e r,  U ni v e r sit y  

of  Wi s c o n si n,  M a di s o n.  T h e  X- r a y  di ff r a ct o m et e r  b e a m  a p e rt u r e  of  

0. 5  m m  w a s  u s e d.  I n all  c a s e s,  di ff r a ct o g r a m s  w e r e  o bt ai n e d  o n  t h e 

s a m pl e  p ell et s  aft e r  t h e a c q ui siti o n  of  t h e R a m a n  s p e ct r a.  B ot h  si d e s  of  

t h e p ell et  w e r e  s a m pl e d  a n d  t h e a v e r a g e  v al u e s  of  t h e S e g al- W A X S  C rI s  

a r e  r e p o rt e d.  T h e  C rI s  w e r e  c al c ul at e d  b y  m e a s u ri n g  ( 2 0 0) p e a k  i n-

t e n sit y, I2 0 0 , a n d  s u bt r a cti n g  t h e a m o r p h o u s  c o nt ri b uti o n,  Ia m , at  

a p p r o xi m at el y  2 θ  = 1 8 ° (E q u ati o n  ( 3)) ( S e g al et  al.  1 9 5 9).  

C r I =  1 0 0  * ( I2 0 0  −  Ia m  )/ I2 0 0  ( 3) 

3  R e s ult s  a n d  di s c u s si o n  

3. 1  Cr y st alli n e  n at ur e  of  G-l a y er  

Fi g u r e  1  s h o w s  o pti c al  mi c r o s c o pi c  i m a g e of  T W  c r o s s-

s e cti o n  s h o wi n g  fi b e r s  wit h  vi si bl e  g el ati n o u s  l a y e r s a n d  

v e s s el s  i n p a rt  wit h  t yl o s e s. F r o m  t hi s i m a g e, t h e p r e s e n c e  of  

G-l a y e r  c a n  b e  e a sil y  di s c e r n e d  w hi c h,  i n t h e fi b e r s,  o c c u r s  

i n li e u of  S 3 . T h e  G-l a y e r  p a rti all y  r e pl a c e s  t h e s e c o n d  l a y e r 
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Fi g ur e  1:  Tr a n s mitt e d  li g ht mi cr o gr a p h  of  a  tr a n s v er s e s e cti o n  of  P o p ul us  

tr e m ul oi d es st ai n e d  wit h  s afr a ni n  O,  s h o wi n g  fi b er s  wit h  c o n s pi c u o u s  

g el ati n o u s  l a y er s a n d  v e s s el s  i n p art  wit h  t yl o s e s. S c al e  b ar:  2 0 0  µ m.  

of  s e c o n d a r y  w all s  ( S2  l a y e r) ( M ell e r o wi c z et  al.  2 0 0 1).  I n 

Fi g u r e  1 , i n s e v e r al  pl a c e s,  t h e G-l a y e r  a p p e a r s  b r o k e n/  

s e p a r at e d  f r o m S 2  w hi c h  i s a n  a rtif a ct  of  d r yi n g/ s e cti o ni n g.  

V a ri o u s  c ell  w all  m o r p h ol o gi c al  r e gi o n s  –  G-l a y e r,  S 2  a n d  

c o m p o u n d  mi d dl e  l a m ell a ( C m L), w e r e  i n v e sti g at e d b y  

c o nf o c al  R a m a n  s p e ct r o s c o p y  ( s p ati al r e s ol uti o n  ∼ 0. 8  µ m)  

(A g a r w al  2 0 0 6).  T h e  t y pi c al G-l a y e r  s p e ct r u m,  i n t h e r e gi o n  

7 0 – 1 7 0 0  c m − 1, i s r e p o rt e d  i n Fi g u r e  2  al o n g  wit h  s p e ct r a  of  a  

n ei g h b o ri n g  S 2  r e gi o n  i n t h e c ell  w all  a n d  of  M C C  ( hi g hl y 

c r y st alli n e).  U p o n  c o m p a ri s o n  ( Fi g u r e 2),  it c a n  b e  n ot e d  t h at, 

i n t h e s p e ct r u m  of  S 2 , a  p e a k  of  c ell ul o s e  at  9 3  c m − 1 i s a b s e nt  

w hil e  t h e c o nt ri b uti o n  of  li g ni n at  1 6 0 0  c m − 1 i s p r e s e nt.  

B e c a u s e  t h e 9 3  c m − 1 f e at u r e i s a n  a s p e ct  of  c r y st alli n e  c el -

l ul o s e, t hi s s u g g e st e d  t h at S 2  c ell ul o s e  i s u nli k el y  t o b e  c r y s -

t alli n e. M o r e o v e r,  t h e s p e ct r a  of  G-l a y e r  a n d  M C C  ( S e g al C rI  

8 9. 7 %)  w e r e  v e r y  si mil a r  ( Fi g u r e 2)  a n d  b ot h  c o nt ai n e d  t h e 

p e a k  at  9 3  c m − 1, i n di c ati n g t h at t h e f o r m e r w a s  c o m p o s e d  of  

hi g hl y  c r y st alli n e  c ell ul o s e  ( A g a r w al et  al.  2 0 1 8).  P r e vi o u sl y,  

t h e c o nt ri b uti o n s  at  9 3,  1 7 2,  a n d  3 8 0  c m − 1 h a v e  b e e n  r e p o rt e d  

t o b e  d u e  t o c ell ul o s e  c r y st al s  ( A g a r w al et  al.  2 0 1 4,  2 0 1 8).  

A d diti o n all y,  it h a s  b e e n  r e p o rt e d  t h at t h e 9 3  c m − 1 b a n d,  

a s si g n e d  t o r ot ati o n  of  c ell ul o s e  m ol e c ul e  ( M a k a r e m et  al.  

2 0 1 9 ), i s c a p a bl e  of  di sti n g ui s hi n g  b et w e e n  t h e c r y st alli n e  

a n d  o r g a ni z e d  ( b ut n ot- c r y st alli n e)  p h a s e s  of  c ell ul o s e  

(A g a r w al  et  al.  2 0 1 8).  T hi s  l o w e n e r g y  b a n d  of  c r y st alli n e  

c ell ul o s e  h a s  al s o  b e e n  d et e ct e d  b y  a n ot h e r  t y p e of  s p e c -

t r o s c o p y, t e r a h e rt z s p e ct r o s c o p y  ( Vi ei r a a n d  P a s q ui ni  2 0 1 4;  

W a n g  et  al.  2 0 2 1),  w h e r e  l atti c e m o d e s  of  o r g a ni c  m ol e c ul e s  

a n d  p ol y m e r s  a r e  u s u all y  d et e ct e d  ( F u n a ki et  al.  2 0 1 7;  P a r r ott  

a n d  Z eitl e r  2 0 1 5).  9 3  c m − 1 w a v e n u m b e r  c o r r e s p o n d s  t o 

2. 8  T H z  a n d  i s d et e ct e d  i n t h at r e gi o n  i n t e r a h e rt z s p e ct r o s -

c o p y.  I n a n y  c a s e,  t h e a s p e ct  t h at G-l a y e r  i s c o m p o s e d  of  

al m o st  p u r e  c r y st alli n e  c ell ul o s e,  i s e xt e n si v el y  d o c u -

m e nt e d  ( D a d s w ell a n d  W a r d r o p  1 9 5 5;  M ull e r  et  al.  2 0 0 6;  

Pil at e  et  al.  2 0 0 4;  W a d a  et  al.  1 9 9 5).  T hi s  i s al s o  s u p p o rt e d  b y  

t h e s p e ct r a  i n  Fi g u r e 2 w h e r e t h e R a m a n  s p e ct r a of S 2 , 

G-l a y e r,  a n d  M C C  i n 7 0 – 1 7 0 0  c m − 1 r e gi o n  a r e  c o m p a r e d.  It 

n e e d s  t o b e  n ot e d  t h at i n t h e S 2  s p e ct r u m,  i n a d diti o n  t o t h e 

c o nt ri b uti o n s  of  c ell ul o s e,  c o nt ri b uti o n s  of  a s p e n  li g ni n a r e  

p r e s e nt  at  1 6 6 1,  1 5 9 5,  1 4 5 5,  1 3 3 1,  1 1 3 0,  1 0 3 7,  5 9 8,  5 3 1,  a n d  

3 6 9  c m − 1 w hi c h  w e r e  n ot  d et e ct e d  i n t h e s p e ct r a  of  t h e 

c ott o n  a n d  G-l a y e r  ( A g a r w al 2 0 0 6;  A g a r w al  et  al.  2 0 1 1).  I n 

t hi s s p e ct r u m  ( Fi g u r e 2),  t h e s y ri n g yl-li g ni n  c o nt ri b uti o n  at  

3 6 9  c m − 1 m a k e s  t h e 3 8 0  c m − 1 c ell ul o s e  p e a k  b r o a d e r  o n  t h e 

l o w f r e q u e n c y si d e  c o m p a r e d  t o t h e wi dt h s  of  t hi s p e a k  i n 

t h e G-l a y e r  a n d  M C C  s p e ct r a.  

3. 2  Pr o d u cti o n  of  C N C s  

T h e  yi el d s  of  t h e C N C s  o bt ai n e d  f r o m si mil a r  a m o u nt s  of  

T W- a n d  O W- h ol o p ul p s  a r e  li st e d i n T a bl e  1.  I n all  p r o b a -

bilit y,  T W- C N C s  ( yi el d 2 0. 7 %,  T a bl e  1 ) c a m e  f r o m t h e 

G-l a y e r  b e c a u s e  n o r m al  c ell  w all  c ell ul o s e  i n k n o w n  t o 

p r o d u c e  n o  C N C s  ( A g a r w al et  al.  2 0 1 6).  C o m p a r e d  t o t h e 

T W- h ol o p ul p,  t h e a m o u nt  of  C N C s  p r o d u c e d  b y  t h e 

O W- h ol o p ul p  ( 5. 4 %, T a bl e  1 ) w a s  7 4 %  l o w e r. M o r e o v e r,  

c h e mi c al  c o m p o siti o n  a n al y si s  (T a bl e  2 ) i n di c at e d t h at 

c o m p a r e d  t o t h e T W- h ol o p ul p  t h e a m o u nt  of  gl u c a n  i n t h e 

O W- h ol o p ul p  w a s  2 0 %  l o w e r. A c c o r di n gl y,  a c c o u nti n g  f o r 

t hi s di ff e r e n c e,  t h e yi el d  f r o m t h e o p p o sit e  w o o d  ( o r h ol -

o p ul p)  s h o ul d  h a v e  b e e n  1 6. 6 %,  i n st e a d of  5. 4 %  ( T a bl e 1).  

H o w e v e r,  t hi s a s s u m e s  n o  di ff e r e n c e  i n t h e c a p a bilit y  of  

t h e t w o t y p e s of  c ell  w all  c ell ul o s e s  t o p r o d u c e  C N C s.  

N e v e rt h el e s s,  c o n si d e ri n g  t h e f a ct t h at C N C s  c a n  o nl y  

b e  p r o d u c e d  f r o m c r y st alli n e  c ell ul o s e  ( a n d t h e r ef o r e, 

G-l a y e r)  b ut  n ot  f r o m t h e ot h e r  w o o d  c ell  w all s  a n d  t h at t h e 

O W- h ol o p ul p  ( o r O W)  i s n ot  s u p p o s e d  t o h a v e  a n y  G-l a y e r  

a c c o r di n g  t o t h e lit e r at u r e ( C o ut a n d et  al.  2 0 0 4;  G a o  et  al.  

2 0 2 1 ; M ell e r o wi c z  et  al.  2 0 0 8 ), p r o d u cti o n  of  t h e C N C s  f r o m 

O W- h ol o p ul p  w a s  n ot  e x p e ct e d.  T h e r ef o r e,  h o w  d o e s  o n e  

e x pl ai n  t h e g e n e r ati o n  of  t h e O W- C N C s ?  T o  a n s w e r  t hi s 

q u e sti o n,  a n  a n at o mi c al  a n al y si s  of  t h e T W  a n d  O W  w a s  

c a r ri e d  o ut  ( s e e b el o w).  T h e  i n v e sti g ati o n r e v e al e d  t h at 

G-l a y e r  e xi st e d  i n t h e O W,  al b eit  s p a ri n gl y,  a c c o u nti n g  f o r 

t h e l o w a m o u nt  of  C N C s  p r o d u cti o n  f r o m t hi s w o o d.  

T h e A F M  i m a g e s of  t h e T W- a n d O W- C N C s a r e s h o w n,  

r e s p e cti v el y,  i n Fi g u r e s  3 A  a n d  B.  T h e s e  C N C s  al o n g  wit h  

t h e S W B K P  C N C s  ( p ul p- C N C s) w e r e  a n al y z e d,  a n d  t h e d at a  

a r e  li st e d i n T a bl e  1.  B a s e d  o n  t h e m e a n  p a rti cl e  h ei g ht,  it 

a p p e a r s  t h at c o m p a r e d  t o t h e T W- C N C s  ( 4. 0 n m),  t h e 

O W- C N C s  ( 3. 1 n m)  w e r e  sli g htl y  s m all e r  i n h ei g ht/ wi dt h,  

b ut  b ot h  t y p e s h a d  h ei g ht s  t h at w e r e  si mil a r  t o t h e p ul p-

C N C s  (T a bl e  1).  I n A F M,  t h e h ei g ht  m e a s u r e m e nt s  a r e  

c o n si d e r e d  t o b e  q uit e  p r e ci s e  a n d  t h e r ef o r e, f o r C N C s,  

a s s u mi n g  a  s q u a r e  c r o s s- s e cti o n,  a r e  t a k e n a s  r e p r e s e nt a -

ti o n of  t h ei r wi dt h s.  
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D E G R U Y T E R 3 1 0  U. P.  A g ar w al  et  al.:  N ati v e  st at e  of  w o o d  c ell ul o s e  

Fi g ur e  2:  C o m p ari s o n  of  7 0 – 1 7 0 0 c m − 1 R a m a n  s p e ctr a  of  p ur e  G-l a y er  wit h  p ur e  S 2  a n d  M C C  ( hi g hl y cr y st alli n e  c ell ul o s e,  S e g al  CrI  =  8 9. 7 %;  A g ar w al  et  al.  

2 0 21 a ) (t h e i n s et s h o w s  t h e T W  r e gi o n s –  G-l a y er  a n d  S 2 , fr o m w hi c h  t h e s h o w n  s p e ctr a  w er e  o bt ai n e d).  T h e  a n n ot at e d  p e a k s  9 3,  1 7 2, 3 8 0,  1 0 9 5, 1 3 7 8, a n d  

1 4 6 0 c m − 1 ar e  d u e  t o cr y st alli n e  c ell ul o s e,  p e a k s  at  3 8 0,  1 0 9 5, 1 3 7 8, a n d  1 4 6 0 c m − 1 ar e  d u e  t o c ell ul o s e,  a n d  p e a k  1 6 0 0 c m − 1 i s d u e  t o li g ni n. 

T a bl e   : C N C s:  yi el d  a n d  a n al y si s  d at a.  

S a m pl e  Yi el d  

( %) 

M e a n  h ei g ht  

( n m) 

Cr y st alli nit y  ( %) 

S e g al- X R D;    - R a m a n; 

   - R a m a n 

T W- C N C s  

O W- C N C s  

P ul p- C N C s  

a  .
a .
b  .

 .  ±   .  

 .  ±   .  

 .  ±   .  

  . ;   . ;   .  

  . ;   . ;   .  
c  . ;   . c;   .

a B a s e d  o n  w o o d  h ol o p ul p.  b B a s e d  o n  s oft w o o d  bl e a c h e d  kr aft  p ul p.  cD at a  

fr o m A g ar w al  et  al.      b . 

T h e  C rI s  of  t h e t h r e e t y p e s of  C N C s  w e r e  o bt ai n e d  b y  

S e g al- X R D  a n d  R a m a n  m et h o d s  ( 9 3- a n d 3 8 0- R a m a n)  ( A g a r-

w al  et  al.  2 0 1 0,  2 0 1 8;  Li n g  et  al.  2 0 1 9;  Q u ei r o z  et  al.  2 0 2 1;  S e g al  

et  al.  1 9 5 9).  I n T a bl e  1,  alt h o u g h  f o r a  gi v e n  C N C  t h e v al u e  of  

a b s ol ut e  c r y st alli nit y  w a s  di ff e r e nt  b et w e e n  t h e m et h o d s,  

t h e y all  s h o w e d  t h e s a m e  t r e n d. T h e  hi g h  t o l o w C rI  o r d e r  

w a s  T W- >  O W- >  p ul p- C N C s  ( T a bl e 1)  i n di c ati n g t h at t h e 

G-l a y e r  d e ri v e d  C N C s  w e r e  m o r e  c r y st alli n e  c o m p a r e d  t o t h e 

T a bl e   : C h e mi c al  c o m p o siti o n  ( %). 

p ul p- C N C s.  A n d,  i r r e s p e cti v e of  t h e C rI  e sti m ati o n- m et h o d  

u s e d,  t hi s di ff e r e n c e  w a s  q uit e  si g ni fi c a nt  ( a b s ol ut e C rI  dif -

f e r e n c e b et w e e n  1 2  a n d  1 9 %,  T a bl e  1).  L o w e r  c r y st alli nit y  of  

t h e p ul p- C N C s  c a n  b e  e x pl ai n e d  b y  c o n si d e ri n g  t h at w o o d-

c ell ul o s e  b e c o m e s  p a rtl y  c r y st alli n e  o nl y  d u ri n g  t h e p ul pi n g  

p r o c e s s  (A g a r w al  et  al.  2 0 1 8 ), t h e r e b y p r o d u ci n g  l o w e r 

q u alit y  c r y st alli n e  r e gi o n s  i n p ul p s  w hi c h,  i n t u r n, l e a d s t o 

t h e C N C s  of  p o o r  q u alit y.  B et w e e n  t h e t w o w o o d  C N C s,  

T W- C N C s  h a d  hi g h e r  C rI  c o m p a r e d  t o O W- C N C s  ( m o r e s o  b y  

t h e R a m a n  m et h o d s  t h a n t h e S e g al  m et h o d,  T a bl e  1)  a n d  t hi s 

di ff e r e n c e  m a y  h a v e  o ri gi n at e d  f r o m t h e q u alit y  of  t h e 

G-l a y e r s.  C o m p a r e d  t o t h e O W  G-l a y e r,  t h e G-l a y e r  i n T W  i s 

t hi c k e r ( Fi g u r e 4)  a n d  m a y  h a v e  l e d t o t h e p r o d u cti o n  of  t h e 

b ett e r  C N C s.  

3. 3  A n at o mi c al  a n al y si s  

I m a g e s of  t h e st ai n e d  T W  a n d  O W  c r o s s- s e cti o n s  a r e  s h o w n,  

r e s p e cti v el y,  i n Fi g u r e s  4 A  a n d  B.  I n Fi g u r e  4 A,  fi b e r s  wit h  

S a m pl e  Kl a s o n  li g ni n Gl u c a n  X yl a n  M a n n a n  Ar a bi n a n  G al a ct a n  R ati o  gl u c a n: x yl a n e  

T W    .    .    .   .   .   .  N A a  

O W  

T W  h ol o p ul p  

O W  h ol o p ul p  

A s p e n  h ol o p ul p c  

S W B K P  

C ott o n  M C C d  

  .  

 .  

 .   

 .  

 .  

 .  

  .  

  .  

  .  

  .  

  .  

  .  

  .  

  .  

  .  

  .  

 .  

 .  

 .  

N D b  

 .  

 .  

 .  

N D  

 .  

 .  

 .  

 .  

 .  

N D  

 .  

N D  

 .  

N D  

N D  

N D  

N A  

  :   

  :   

  :   

  :   

  :  

a N ot  a p pli c a bl e.  b N ot  d et e ct e d.  cR ef er e n c e  A g ar w al  et  al.  (    ). d R ef er e n c e  A g ar w al  et  al.  (    ). e T h e  a m o u nt s  of  x yl a n,  m a n n a n,  ar a bi n a n,  g al a ct a n,  a n d  

Kl a s o n  li g ni n w er e  a d d e d  a n d  c o u nt e d  a s  x yl a n  ( s e e t e xt). 
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3 1 1  U. P.  A g ar w al  et  al.:  N ati v e  st at e  of  w o o d  c ell ul o s e  

Fi g ur e  3:  A F M  i m a g e s of  ( A) T W- C N C s  a n d  ( B) O W- C N C s.  S c al e  b ar s:  3. 3  µ m.  

Fi g ur e  4:  Tr a n s mitt e d  li g ht mi cr o gr a p h s  of  tr a n s v er s e s e cti o n s  of  a s p e n  

st ai n e d  wit h  al ci a n  bl u e  a n d  s afr a ni n  O.  ( A) T e n si o n  w o o d  ( T W) s h o wi n g  

c o n s pi c u o us  g el ati n o u s  l a y er s i n t h e gr e at  m aj orit y  of  t h e fi b er s,  a n d  pi n k-

st ai ni n g  c ell  c or n er s  a n d  c o m p o u n d  mi d dl e  l a m ell a e. ( B) O p p o sit e  w o o d  

( O W) s h o wi n g  a  fi b er  wit h  a  g el ati n o us  l a y er, a n d  l e s s pr o mi n e nt  pi n k-

st ai ni n g  of  c ell  c or n er s  a n d  c o m p o u n d  mi d dl e  l a m ell a e i n t h e fi b er s,  wit h  

v e s s el s  a n d  v e s s el- a dj a c e nt  c ell s  s h o wi n g  str o n g er  pi n k  st ai ni n g.  T h e  bl u e  

c o nt e nt s  of  r a y- a dj a c e nt fi b er s  ar e  n ot  g el ati n o u s  l a y er s. S c al e  b ar s:  

2 0 0  µ m.  

p r o mi n e nt,  t hi c k G-l a y e r s  ( cl e a rl y st ai ni n g  bl u e)  r e p r e s e nt  

w ell  o v e r  9 9 %  of  all  fi b e r s;  v e r y  f e w fi b e r s  wit h o ut  a  G-l a y e r  

o v e r  m a n y  s q u a r e  milli m et e r s  of  ti s s u e w e r e  o b s e r v e d.  R a y  

c ell  w all s,  v e s s el  el e m e nt  c ell  w all s,  l at e st-l at e w o o d c ell s,  

a n d  fi b e r  C m L  s h o w e d  f ai nt r e d  st ai ni n g,  c o n si st e nt  wit h  

li g nifi e d  ti s s u e w h e n  st ai n e d  wit h  s af r a ni n  O/ al ci a n  bl u e.  

T h e  t hi n, p r e s u m e d  S 1 l a y e r s of  t h e g el ati n o u s  fi b e r  c ell  

w all s  w e r e  t y pi c all y h y ali n e  –  n eit h e r  r e d  n o r  st r o n gl y  bl u e.  

V e s s el- a dj a c e nt  c ell s  s o m eti m e s  s h o w e d  s o m e  bl u e- st ai ni n g  

c ell  c o nt e nt s  n ot  c o n si st e nt  wit h  a  s e p a r at e d  G-l a y e r.  

O n  t h e ot h e r  h a n d,  s u r p ri si n gl y,  O W  fi b e r s  wit h  

G-l a y e r s  ( cl e a rl y st ai ni n g  bl u e)  w e r e  f o u n d alt h o u g h  

s p a r s el y  –  l e s s t h a n ∼ 1 0 %  of  o b s e r v e d  fi b e r s.  G-l a y e r s  w e r e  

t y pi c all y t hi n, a n d  t h e g el ati n o u s  fi b e r s  w e r e  di st ri b ut e d  

di ff u s el y  t h r o u g h o ut t h e g r o wt h  ri n g.  N o r m al  fi b e r  s e c -

o n d a r y  c ell  w all s  s h o w e d  f ai nt pi n ki s h  c a st  f r o m s af r a ni n  

st ai ni n g  a n d  t h e c ell  c o r n e r s  w e r e  h y ali n e  t o li g ht pi n k.  

V e s s el- a dj a c e nt  c ell s  s o m eti m e s  s h o w e d  s o m e  bl u e- st ai ni n g  

c ell  c o nt e nt s  w hi c h  w a s  n ot  c o n si st e nt  wit h  a  s e p a r at e d  

G-l a y e r.  

3. 4  R a m a n  s p e ctr a  

T h e  i nt e nt w a s  t o fi n d  o ut  h o w  t h e R a m a n  s p e ct r a  of  v a ri o u s  

h ol o p ul p s  ( T W-, O W-,  a n d  a s p e n  T a bl e  2)  c o m p a r e  wit h  e a c h  

ot h e r  a n d  al s o  wit h  a  s et  of  s a m pl e s  p r e p a r e d  b y  mi xi n g  

s p e ci fi c  a m o u nt s  of  c ott o n  M C C  ( W h at m a n C C 3 1,  hi g hl y  

c r y st alli n e  c ell ul o s e)  a n d  x yl a n.  T h e  r e s ult s  w o ul d  f u rt h e r 

h el p  a d d r e s s  t h e q u e sti o n  of  t h e p r e s e n c e  of  c r y st alli n e  

c ell ul o s e  i n n o r m al  c ell  w all s  of  w o o d y  ti s s u e. Ni n e  mi xt u r e  

s a m pl e s  of  t h e f oll o wi n g M C C: x yl a n  c o m p o siti o n al  r ati o s  

w e r e  m a d e  –  9 0: 1 0,  8 0: 2 0,  7 0: 3 0,  6 0: 4 0,  5 0: 5 0,  4 0: 6 0,  3 0: 7 0,  

2 0: 8 0,  a n d  1 0: 9 0.  T h e  p u r p o s e  w a s  t o n ot  o nl y  c o v e r  t h e r a n g e  

of  p o s si bl e  h e mi c ell ul o s e  a n d  Kl a s o n  li g ni n c o nt e nt s  i n t h e 



D E G R U Y T E R 3 1 2  U. P.  A g ar w al  et  al.:  N ati v e  st at e  of  w o o d  c ell ul o s e  

w o o d  h ol o p ul p  s a m pl e s  ( w hi c h i n t h e mi xt u r e s  i s r e p r e -

s e nt e d  b y  x yl a n,  T a bl e  2),  b ut  al s o  t o s e e  at  w h at  l o w c o n -

c e nt r ati o n  of  c ell ul o s e,  i n t h e mi xt u r e  s a m pl e s,  t h e 

c r y st alli n e- c ell ul o s e  p e a k s  at  9 3  a n d  1 7 2  c m − 1 c a n  n o  l o n g e r 

b e  d et e ct e d.  M o r e o v e r,  c o ul d  t h e s e t w o b a n d s  b e  d et e ct e d  i n 

t h e R a m a n  s p e ct r a  of  v a ri o u s  h ol o p ul p s  at  t h e gl u c a n: x yl a n  

c o n c e nt r ati o n s  li st e d i n T a bl e  2.  T o  si m plif y  t hi s, t o a  fi r st  

a p p r o xi m ati o n,  t h e h ol o p ul p s  a r e  a s s u m e d  t o b e  s ol el y  m a d e  

u p  of  c ell ul o s e  a n d  x yl a n  (i. e., t h e a m o u nt s  of  x yl a n,  m a n n a n,  

a r a bi n a n,  g al a ct a n,  a n d  Kl a s o n  li g ni n w e r e  a d d e d  a n d  

c o u nt e d  a s  x yl a n,  T a bl e  2).  T hi s  i s j u stifi a bl e  c o n si d e ri n g  t h e 

f a ct t h at, f o r m o st  of  t h e s a m pl e s,  x yl a n  i s t h e d o mi n a nt  

c o m p o n e nt  of  t h e n o n- gl u c a n  c o n stit u e nt s  a n d  m a n n a n  o c -

c u r s  i n m u c h  s m all e r  a m o u nt  ( T a bl e 2).  I n c a s e  t h e R a m a n  

b a n d s  c o ul d  b e  d et e ct e d  i n t h e mi xt u r e  ( h a vi n g si mil a r  

gl u c a n: x yl a n  c o m p o siti o n  a s  i n t h e h ol o p ul p)  b ut  n ot  i n t h e 

c o r r e s p o n di n g  h ol o p ul p,  t h e n it w o ul d  i m pl y t h at t h e c ell u -

l o s e i n t h e h ol o p ul p  w a s  n ot  a s  c r y st alli n e  a s  t h e M C C.  O n  t h e 

ot h e r  h a n d,  if t h e b a n d s  w e r e  t o b e  d et e ct e d  i n b ot h  t h e 

s a m pl e s  ( mi xt u r e a n d  t h e c o r r e s p o n di n g  h ol o p ul p),  it w o ul d  

i m pl y t h at t h e h ol o p ul p- c ell ul o s e  w a s  a s  c r y st alli n e  a s  t h e 

M C C.  

I n Fi g u r e  5 A,  l o w-f r e q u e n c y ( 7 0– 5 5 0  c m − 1 ) s p e ct r a  of  

t h e h ol o p ul p s  a r e  c o m p a r e d  wit h  t h e s p e ct r a  of  T W- C N C s  

a n d  S W B K P.  A m o n g  t h e h ol o p ul p s,  t h e s p e ct r al  p e a k s  at  9 3  

a n d  1 7 2  c m − 1 w e r e  d et e ct e d,  al b eit  a s  s h o ul d e r s,  f o r o nl y  

T W- h ol o p ul p.  M o r e o v e r,  i n t he s p e ct r a  of  t h e r e m ai ni n g  

h ol o p ul p s,  O W- h ol o p ul p ’s c o nt ri b uti o n  at 1 7 2  c m − 1 w a s  

h a r dl y  n oti c e a bl e  a n d  n ot  p e r c e pti bl e  at  all  at  9 3  c m − 1 

w h e r e a s  f o r t h e a s p e n  h ol o p ul p,  n o n e  of  t h e s e b a n d s  w e r e  

n oti c e a bl e  (Fi g u r e  5 A ). I n t h e c a s e  of  T W- h ol o p ul p,  t h e 

a p p e a r a n c e  of  t h e f e at u r e s c a n  b e  e x pl ai n e d  b y  t h e f a ct 

t h at it c o nt ai n e d  si g ni fi c a nt  a m o u nt  of  c r y st alli n e  c ell ul o s e  

( G-l a y e r). O n  t h e ot h e r  h a n d,  a  m u c h- r e d u c e d  a m o u nt  of  

t hi s l a y e r w a s  p r e s e nt  i n t h e O W- h ol o p ul p  a n d  t h e r ef o r e, 

t h e c o nt ri b uti o n  of  c r y st alli n e  c ell ul o s e  w a s  n ot  e vi d e nt.  

A b s e n c e  of  t h e t wi n f e at u r e s at  9 3  a n d  1 7 2  c m − 1 i n t h e 

s p e ct r a  of  a s p e n  h ol o p ul p  a r g u e s  f o r t h e a b s e n c e  of  a n y  

c r y st alli n e  c ell ul o s e  b e c a u s e  n ot  o nl y  G-l a y e r  w a s  a b s e nt,  

b ut  al s o  t h e c ell  w all  c ell ul o s e  w a s  n ot  c r y st alli n e,  a s  w a s  

p r e vi o u sl y  r e p o rt e d  ( A g a r w al et  al.  2 0 1 6,  2 0 1 8).  

C o n si d e ri n g  t h e s p e ct r a  of  t h e M C C: x yl a n  mi xt u r e s  

(Fi g u r e  5 B),  it i s cl e a r  t h at p e a k s  at  9 3  a n d  1 7 2  c m − 1 a r e  

d et e ct a bl e,  r e s p e cti v el y,  u p  t o t h e M C C: x yl a n  c o m p o siti o n al  

r ati o s  of  4 0: 6 0  a n d  6 0: 4 0.  T hi s  di ff e r e n c e  i n t h e d et e ct a bilit y  

of  t h e t w o b a n d s  h a s  t o d o  wit h  t h e f a ct t h at t h e b a n d  at  

1 7 2  c m − 1 i s m u c h  w e a k e r  c o m p a r e d  t o t h e 9 3  c m − 1 b a n d  

( Fi g u r e 5 A,  T W- C N C s  s p e ct r u m).  I n a n y  c a s e,  h a d  t h e c ell  w all  

c ell ul o s e  b e e n  hi g hl y  c r y st alli n e  i n n o r m al  c ell  w all s,  t h e 

h ol o p ul p  w h e r e  t h e gl u c a n: x yl a n  c o m p o siti o n al  r ati o  i s 7 1: 3 9  

(T a bl e  2),  b ot h  t h e b a n d s  s h o ul d  h a v e  b e e n  s e e n  ( Fi g u r e s 5 A  

a n d  B,  T a bl e  2).  T h at  n ot  b ei n g  t h e c a s e,  a s  d e m o n st r at e d  i n 

Fi g u r e  5 C,  t h e s p e ct r a  p r o vi d e  e vi d e n c e  i n s u p p o rt  f o r t h e 

c ell ul o s e  b ei n g  n ot  hi g hl y  c r y st alli n e.  

3. 5  X-r a y  di ff r a cti o n  

X R D s  of  t u ni ci n, a s p e n,  a m o r p h o u s  c ell ul o s e,  a n d  T W- C N C s  

a r e  s h o w n  i n Fi g u r e  6.  E x c e pt  f o r t h e C N C s  t h e i nf o r m ati o n i s 

t a k e n f r o m t h e a ut h o r s  p ri o r  i n v e sti g ati o n s ( A g a r w al et  al.  

2 0 1 3 , 2 0 1 7,  2 0 1 8,  2 0 2 1 a).  D u e  t o it s v e r y  hi g h  c r y st alli nit y,  

t u ni ci n s h o w e d  t h e s h a r p e st  a n d  m o st  r e s ol v e d  p e a k s.  A s  

e x p e ct e d,  c o m p a r e d  t o t u ni ci n’s  X R D  ( Fi g u r e 6 A),  t h e dif -

f r a ct o g r a m of  T W- C N C s  i s l e s s r e s ol v e d,  m o st  li k el y d u e  t o 

t h e s m all e r  si z e  of  it s c r y st al s  i n r el ati o n  t o t h at of  t u ni ci n’s.  

B ut  t h e di ff r a ct o g r a m  i s still  q uit e  st r o n g,  a s  w a s  e x p e ct e d  

b a s e d  o n  t h e R a m a n  s p e ct r u m  of  t h e G-l a y e r  ( Fi g u r e 2).  

H o w e v e r,  i m p o rt a nt t o n ot e  i n Fi g u r e  6 A  a r e  t h e si g ni fi c a ntl y  

w e a k e r  a n d  b r o a d e r  c h a r a ct e ri sti c s  of  t h e di ff r a cti o n  

p att e r n  of  w o o d  w h e r e  ( 1– 1 0)  a n d  ( 1 1 0) p e a k s  r e m ai n e d  

c o m pl et el y  u n r e s ol v e d  a n d  ( 2 0 0) p e a k  w a s  r at h e r  b r o a d.  If 

i n d e e d t h e w o o d- c ell ul o s e  w a s  c r y st alli n e,  a n  X R D  si mil a r  t o 

t h at of  T W- C N C s  w o ul d  h a v e  b e e n  o bt ai n e d,  w hi c h  w a s  

cl e a rl y  n ot  t h e c a s e.  M o r e o v e r,  b et w e e n  T W- C N C s  a n d  w o o d  

c ell ul o s e,  t h e fi b ril/ c r y st al  si z e  di ff e r e n c e  d o e s  n ot  e xi st  

b e c a u s e  b ot h  a r e  a p p r o xi m at el y  3  n m  wi d e  ( T a bl e 1)  ( A g a r-

w al  et  al.  2 0 2 1 b;  S ait o  et  al.  2 0 0 7).  A n d  t h e r ef o r e, alt h o u g h  t h e 

e ff e ct  of  c ell ul o s e  c r y st al  si z e  o n  X R D  h a s  b e e n  r e p o rt e d  i n 

t h e lit e r at u r e ( F r e n c h a n d  Ci nt r o n  2 0 1 3),  w h e n  c o m p a ri n g  

t h e t w o X R D s  ( Fi g u r e 6 A),  e ff e ct  of  fi b ril/ c r y st al- si z e  o n  t h e 

w o o d  X R D  d o e s  n ot  a p pl y.  H o w e v e r,  f u rt h e r c o n si d e ri n g  t h at 

i n c ell  w all s  ∼ 1 5  n m  wi d e  c ell ul o s e  mi c r o fi b ril  b u n dl e s  e xi st  

( A b e et  al.  2 0 0 7),  t h e i n c r e a s e d b u n dl e  si z e  c o m p a r e d  t o 3  n m  

wi d e  fi b ril s  i s li k el y t o p r o d u c e  n a r r o w e r  p e a k s  i n t h e X R D.  

T hi s  i s li k el y d u e  t o t h e i n c r e a s e d o r d e r  at  t h e i nt e rf a c e of  t h e 

c o m bi n e d  fi b ril s  w h e r e  t h e c ell ul o s e  c h ai n s  h a v e  l o w e r 

d ef o r m ati o n  fl e xi bilit y.  M o r e o v e r,  mi c r o fi b ril  s h a p e  ( N e w-

m a n  et  al.  2 0 1 3)  i s al s o  n ot  li k el y t o b e  a  f a ct o r b e c a u s e  u n d e r  

t hi s s c e n a ri o,  fi b ril s  a r e  still  c r y st alli n e  a n d  t h e r ef o r e, a  

9 3  c m − 1 p e a k  i n R a m a n  s p e ct r o s c o p y  s h o ul d  h a v e  b e e n  s e e n.  

C o n s e q u e ntl y,  m o st  li k el y, t h e wi dt h  of  t h e w o o d  X R D  o ri g -

i n at e s f r o m t h e f a ct t h at t h e c ell ul o s e  i s n ot  c r y st alli n e.  T h e  

di ff e r e n c e  b et w e e n  t h e X R D s  of  w o o d  a n d  a m o r p h o u s  c el -

l ul o s e i s s h o w n  i n Fi g u r e  6 B  a n d  cl e a rl y,  i n m a n y  r e gi o n s  of  

2 θ  t h e c o nt ri b uti o n s  o v e rl a p,  if n ot  si mil a r.  T h e r ef o r e,  i n 

t h e vi e w  of  t h e a ut h o r s,  a n  a g g r e g at e d  p h a s e  of  c ell ul o s e  i n 

w o o d  t h at i s n o n- c r y st alli n e  b ut  o r g a ni z e d/ ali g n e d  i n s o m e  

f a s hi o n, i s li k el y t o p r o d u c e  s u c h  a  di ff r a ct o g r a m.  T hi s  

h y p ot h e si s  i s s u p p o rt e d  b y  t h e f a ct t h at w at e r  i n d u c e d 

r e o r g a ni z ati o n  of  c ell ul o s e  gi v e s  ri s e  t o i n c r e a s e d c o nt ri -

b uti o n s  at  2 θ  p o siti o n s  w h e r e  c r y st alli n e  c ell ul o s e  al s o  
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3 1 3  U. P.  A g ar w al  et  al.:  N ati v e  st at e  of  w o o d  c ell ul o s e  

c o nt ri b ut e s  ( A g a r w al et  al.  2 0 1 7,  2 0 2 1 a).  D u e  t o t hi s o r g a ni -

z ati o n,  c o m p a r e d  t o a m o r p h o u s  c ell ul o s e,  t h e l o n g- r a n g e 

o r d e r  i n c r e a s e s a n d  a s  s e e n  i n Fi g u r e  6 B,  st r o n g e r  c o nt ri -

b uti o n s  a r e  li k el y t o b e  g e n e r at e d  i n 2 θ  r e gi o n s  1 4 – 1 7 ° a n d  

Fi g ur e  5:  R a m a n  s p e ctr a  of  s a m pl e s.  ( A) R a m a n  

s p e ctr a  of  t hr e e h ol o p ul p s,  S W B K P,  a n d  

T W- C N C s.  ( B) R a m a n  s p e ctr a  of  mi xt ur e s  of  

M C C: x yl a n  at  v ari o u s  c o m p o siti o n s.  ( C) C o m -

p ari s o n  of  t h e s p e ctr a  of  v ari o u s  h ol o p ul p s  

a n d  t h e a p pr o pri at e  M C C: x yl a n  mi xt ur e s  

( 7 0: 3 0, 8 0: 2 0,  a n d  9 0:1 0).  T h e  a n n ot at e d  p e a k s  

i n Fi g ur e  5 A – C  ar e,  r e s p e cti v el y, fr o m 

T W- C N C s,  M C C,  a n d  M C C: x yl a n  ( 9 0:1 0). 

2 1 – 2 4 °. A d diti o n all y,  b a s e d  o n  t o t h e cl a s si c  B r a g g  s c att e ri n g  

(E q u ati o n  ( 4)), i n a  n o n- c r y st alli n e  s oli d,  a s  t h e di st a n c e  

b et w e e n  m ol e c ul a r  s c att e ri n g  e ntiti e s  c h a n g e s  (d  i s v a ri a bl e  

a s  t h e i nt e r at o mi c di st a n c e  c h a n g e s  i n a  s a m pl e)  s c att e ri n g  
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3 1 4  U. P.  A g ar w al  et  al.:  N ati v e  st at e  of  w o o d  c ell ul o s e  

a n gl e  θ  a n d  t h e r ef o r e, t h e p o siti o n s  of  t h e i nt e n sit y c o nt ri -

b uti o n s  al s o  v a r y,  t h u s gi vi n g  ri s e  t o t h e b r o a d n e s s  of  t h e 

w o o d- c ell ul o s e  X R D  ( Fi g u r e 6 B).  A c c o r di n gl y,  t h e X R D  d at a  

a n al y si s  f u rt h e r s u p p o rt e d  t h e n o n- c r y st alli n e  n at u r e  of  

w o o d  c ell ul o s e.  

λ  =  2 d  si n  θ  ( 4) 

4  S u p p ort e d  m o d el  

Fi n di n g s  of  t hi s i n v e sti g ati o n s u p p o rt  t h e m o d el  of  w o o d-

c ell ul o s e  p r e vi o u sl y  p r o p o s e d  b y  t h e a ut h o r s  of  t hi s p a p e r  

(A g a r w al  et  al.  2 0 1 6,  2 0 1 8).  U n d e r  t h at m o d el,  a  c r o s s  

s e cti o n al  vi e w  of  w hi c h  i s d e pi ct e d  i n Fi g u r e  7,  w at e r  h a s  

a c c e s s  t o t h e i nt e ri o r c h ai n s  of  a  c ell ul o s e  fi b ril.  It i s f u rt h e r 

p r o p o s e d  t h at w at e r  pl a y s  a  st r u ct u ri n g  r ol e  wit hi n  t h e 

fi b ril  w h e r e u p o n  t h e a s s e m bl e d  st r u ct u r e  of  t h e fi b ril  

r e s e m bl e s  t h at of  c ell ul o s e  I, n e v e rt h el e s s,  t h e fi b ril  

r e m ai n s n o n- c r y st alli n e. T hi s i s li k el y,  c o n si d e ri n g t h at  

w at e r  m ol e c ul e s  t h at a r e  i n t h e p r o xi mit y  of  c ell ul o s e  

p a rti all y  l o o s e t h e t et r a h e d r al o r d e ri n g  ( a s i n b ul k  w at e r)  

a n d  c a n  p a rti ci p at e  i n t h e H- b o n d  n et w o r k  w hi c h  r e s ult s  i n 

t h e o r d e ri n g  of  t h e c ell ul o s e  ( P a ol a nt o ni et  al.  2 0 0 7).  T hi s  

n o n- c r y st alli n e  o pti o n  f o r t h e c ell ul o s e  w a s  r ei nf o r c e d  b y  t h e 

o bt ai n e d  s p e ct r o s c o pi c  a n d  di ff r a ct o m et ri c  d at a  ( e. g., b y  I R, 

R a m a n,  a n d  X R D)  w h e r e  it h a s  b e e n  d e m o n st r at e d  t h at 

c ell ul o s e ’s  n o n- c r y st alli n e  st at e  i s c a p a bl e  of  m a ki n g  

c o nt ri b uti o n s  i n t h e r e gi o n s  w h e r e  t h e c r y st alli n e  f o r m 

c o nt ri b ut e s  ( alt h o u g h t h e r e a r e  c e rt ai n  e x c e pti o n s,  e. g.,  

c o nt ri b uti o n s  at  9 3  a n d  1 7 2  c m − 1 p e a k s  i n R a m a n  s p e ct r o s -

c o p y)  ( A g a r w al et  al.  2 0 2 1 a).  P a rti c ul a rl y,  i n t h e c a s e  of  b all-

mill e d  M C C,  it w a s  o b s e r v e d  t h at w h e n  s u c h  c ell ul o s e  s a m -

pl e s  w e r e  w et  wit h  w at e r,  m o st  u n d e r w e nt  c o nf o r m ati o n al  

c h a n g e s  at  t h e m ol e c ul a r  l e v el a n d  t h e s e c h a n g e s  g a v e  ri s e  t o 

i n c r e a s e d c o nt ri b uti o n s  i n s p e ct r al  a n d  di ff r a cti o n  r e gi o n s  

t y pi c all y a s s o ci at e d  wit h  t h e c o nt ri b uti o n s  of  c ell ul o s e  I. 

I n d e e d, t h e w at e r-i n d u c e d  o r g a ni z ati o n  of  a m o r p h o u s  

Fi g ur e  6:  X R D s  of  s a m pl e s.  ( A) C o m p ari s o n  of  X R D s  of  a m or p h o u s  c ell ul o s e,  a s p e n  w o o d,  T W- C N C s,  a n d  t u ni ci n. ( B) R e s ult  of  s u btr a cti o n  of  t h e X R D s  

( a s p e n w o o d  –  a m or p h o us  c ell ul o s e).  I n ( A) p e a k s  m ar k e d  wit h  *  ar e  d u e  t o N a 2 S O 4  i m p urit y a n d  t h e a n n ot at e d  p e a k s  ar e  of  t u ni ci n. 
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3 1 5  U. P.  A g ar w al  et  al.:  N ati v e  st at e  of  w o o d  c ell ul o s e  

Fi g ur e  7:  Cr o s s- s e cti o n al  vi e w  of  t h e pr o p o s e d  n o n- cr y st alli n e  m o d el  of  

w o o d- c ell ul os e.  

c ell ul o s e  r e s ult e d  i n 7 8. 5 %  i n c r e a s e i n S e g al- c r y st alli nit y  

(A g a r w al  et  al.  2 0 2 1 a).  A  c r o s s- s e cti o n al  vi e w  of  t h e p r e vi -

o u sl y  r e p o rt e d  n o n- c r y st alli n e  m o d el  i s p o rt r a y e d  i n 

Fi g u r e  7.  

5  C o n cl u si o n s  

I n t hi s st u d y,  t o u n d e r st a n d  t h e n at u r e  of  w o o d  c ell ul o s e  i n 

n ati v e  st at e,  f u rt h e r r e s e a r c h  u si n g  t e n si o n a s p e n  w o o d  w a s  

c a r ri e d  o ut.  All  of  t h e o bt ai n e d  r e s ult s  s u p p o rt e d  t h e e a rli e r  

r e p o rt e d  fi n di n g  t h at w o o d  c ell ul o s e  i s n ot  c r y st alli n e.  

R a m a n  s p e ct r a  o bt ai n e d  f r o m di sti n ct  S 2  a n d  G-l a y e r  r e gi o n s  

of  T W  s u g g e st e d  t h at t h e s p e ct r u m  of  t h e f o r m e r l a c k e d a  

c r y st alli nit y- s p e ci fi c  b a n d  at  9 3  c m − 1 w hi c h  w a s  p r e s e nt  i n 

t h e G-l a y e r.  W h e n  t h e G-l a y e r  ri c h  T W  w a s  h y d r ol y z e d  b y  

6 4 %  H 2 S O 4 , C N C s  w e r e  o bt ai n e d  a n d  t h e r ef o r e, o b vi o u sl y,  

s u c h  a  t r e at m e nt di d  n ot  d e st r o y  t h e c r y st alli n e  c ell ul o s e.  O n  

t h e ot h e r  h a n d,  t h e yi el d  of  t h e C N C s  f r o m t h e o p p o sit e  w o o d  

w a s  v e r y  l o w d u e  t o t h e f a ct t h at s u c h  w o o d  c o nt ai n e d  v e r y  

littl e G-l a y e r.  T h e  a ci d  h y d r ol y si s  d at a  o bt ai n e d  h e r e  cl e a rl y  

s u p p o rt e d  t h e e a rli e r  fi n di n g  t h at w h e n  u nt r e at e d  s oft w o o d  

i s h y d r ol y z e d  b y  t h e 6 4 %  H 2 S O 4 , n o  C N C s  w e r e  p r o d u c e d.  

Ot h e r  a n al y si s  t h at c o n si st e d  of  c o m p a ri n g  t h e R a m a n  

s p e ct r a  of  v a ri o u s  w o o d- h ol o p ul p s  wit h  t h o s e of  t h e mi x -
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