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oz

Bu calismada alkali ve ultrason destekli yontemler kullanilarak at kestanesi (Aesculus hippocastanum 1.)
tohumlarindan nisasta ekstraksiyonu ve optimizasyonu amaglanmustir. Bu ama¢ dogrultusunda optimum
ckstraksiyon kogullari yant yiizey yontemi (D-optimal tasarimi) kullanilarak belitlenmis ve en yiiksek nisasta
veriminin belitlendigi noktalarda ekstraktlar elde edilmistir. Alkali yontem icin numune/¢oztict orant (1:1,
1:2, 1:3 w/v), ekstraksiyon siiresi (3-12 saat), NaOH orant (0.25-1 N) bagimsiz islem degiskenleri, ultrason
destekli yontem igin 37W ultrason glicti sabit olarak numune/¢oziict orant (1:1, 1:2, 1:3 w/v), ekstraksiyon
stiresi (30-120 dakika), NaOH orant (0.25-1 N) bagimsiz islem degiskenleri olarak secilmis ve uygulanmustur.
Optimum ekstraksiyon stiresi, NaOH orant ve numune/¢oziict orant alkali yontem icin sirastyla 12 saat, %1
ve 1:3 w:v; ultrason destekli yontem icin ise strastyla 2 saat, %0.68 ve 1:3 w:v olarak belitlenmigtir. Ultrason
destekli yontem nisastalarin kil iceriginde ve b* renk degerinde artisa neden olmustur. Ekstraksiyon stiresi
ve ¢Ozgen miktarinin artmast nisasta verimini arttirmistir.

Anahtar kelimeler: At kestanesi, D-Optimal, nisasta, optimizasyon

STARCH EXTRACTION FROM HORSE CHESTNUT (Aesculus hippocastanum
L.) SEEDS USING ULTRASONIC AND ALKALINE METHODS AND
OPTIMIZATION

ABSTRACT

The aim of this study was to extract and optimize starch from horse chestnut (Aesculus
hippocastanum L.) seeds using alkaline and ultrasound-assisted methods. Optimum extraction
conditions were determined using response surface methodology (D-optimal design) and extracts
were obtained at the points where the highest starch yield was determined. For the alkaline method,
sample/solvent ratio (1:1, 1:2, 1:3 w/v), extraction time (3-12 h), NaOH ratio (0.25-1 N) were
selected and applied as independent process variables, while for the ultrasound-assisted method, 37
W ultrasound power was selected and applied as a constant and sample/solvent ratio (1:1, 1:2, 1:3
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w/v), extraction time (30-120 min), NaOH ratio (0.25-1 N) as independent process variables. The
optimum extraction time, NaOH ratio, and sample/solvent ratio were determined to be 12 h, 1%,
and 1:3 w:v for the alkaline method, respectively, and 2 h, 0.68%, and 1:3 w:v for the ultrasonic-
assisted method, respectively. The ultrasonic-assisted method caused an increase in the ash content
and b* color value of the starches. Increasing the extraction time and the amount of solvent increased

the starch yield.

Keywords: Horse chestnut, D-Optimal, starch, optimization

GIRIS

Nisasta, a-1,4 glikozidik baglari ile baglanmis o-
D-glikoz monometlerinden olusan diz amiloz
zincitleri ve a-1,6 glikozidik baglart ile dallanmuig
amilopektin  zincitlerinden  olusan,  bitki
dokularinda yar kristal grantiller halinde bulunan
kompleks bir karbonhidrattir (Lemos vd., 2015).
Nisasta, tahillarin, baklagillerin, yumrularin ve
koklerin ana bilesenidir (Lu vd., 2012). Gida
maddelerinde  jellestirici, dolgu  maddesi,
stabilizator, sorbent polimer ve yapistirict olarak
kullandmaktadir (Vishal Banyal vd., 2023). Yaygin
olarak bugday, patates, manyok, pirin¢ ve musir
gibi endistriyel {riinlerden dretilen nigastalar
farkli yapisal ve teknolojik kalite 6zelliklerine
sahiptir. ~ Bitki  tird, hasat zamam ve
cevresel/iklimsel ~ faktorlere  bagl  olarak
nisastalarin  6zelliklerinde degisimler meydana
geldigi bildirilmektedir (Vishal Banyal vd., 2023).
2050 yilina kadar 10 milyart agmast beklenen
niifusla bitlikte, daha fazla gida ve enerji Giretme
ihtiyact ortaya ¢ikmaktadir. Bu da daha az fosil
yakit, daha dusiik gaz emisyonu ve sifir katt attk
icin planlama  yapimasim  gerektirmektedir
(Duque-Acevedo vd., 2020). Gelismis tlkeler
triinlerin yasam déngiisiinii uzatmakta ve atiklar
Uretim streclerine dahil ederek daha verimli bir
sistem olusturmaktadirlar (Molina-Moreno vd.,
2017).

Aesculus hippocastannm L., yaprak ve ciceklerinin
dekoratit 6zellikleri ile 16. ylzyilin sonlarindan
giniimiize kadar park, bahce ve bulvarlarda siis
agact olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Aynt zamanda tohum kabuklart ve cicekleri
geleneksel ve tibbi tedavilerde kullanilan degerli
bir bitkidir (Dudek-Makuch ve Mattawska, 2011).
Fakat ~ bu  degerli  bitkiden  yeterince
faydalanilamamakta ve her yil tonlarca
parcalanmis ve dokilmis meyvelerini bertaraf
etmek zorunda kalan belediyelerin bu imha
islemini  diizgin ~ bir  sekilde  yapmast

gerekmektedir (Gullon vd., 2020). Onemli bir
nisasta ve yag kaynagi olan at kestanesinin ana
biyoaktif bilesenleri, triterpen saponinler (escin),
flavonoidler, kumarinler ve proantosiyanidinler
dahil  olmak dzere 190 farkhi  bilesen
tammlanmustir  (Amiri vd., 2019; Owczarek-
Januszkiewicz vd., 2023). Anti-besinsel faktorler
olarak bilinen glikozit ve saponin varligi at
kestanesi tohumlarini glvensiz gida smufina
sokmaktadir  (FDA, 2023). At kestanesi
tohumlarindaki mevcut bu toksik faktdrlerin
ortadan kaldirilmasinda veya en aza indirilmesinde

islatma  ve  ultrason  destekli  yontemler
kullandmaktadir (Kaur vd., 2012).
Nisasta  Uretiminde  genellikle  geleneksel

yontemler tercih edilmektedir. Ancak zaman ve
kimyasal tiiketimi agisindan dezavantajlart olan

geleneksel ekstraksiyon uygulamalarinin
poptlaritesi her gecen giin azalmaktadir. Ayrica,
geleneksel yontemler ekstraksiyon

parametrelerinin  sinerjik etkilerinin g6z ardt
edilmesine neden olmaktadir. Ultrason destekli
ekstraksiyon, bilesiklerin yapisal ve molekiler
ozelliklerini korurken, bitkilerden hedeflenen bir
maddenin ekstrakte edilmesi icin kullanilan
modern yontemlerden bir tanesidir. Bu yontem
solvent ve enerji tiiketimini  azaltmakta,
ekstraksiyon siiresini kisaltmakta ve prosesi
basitlestirmektedir (Amiri vd., 2019).

Yapilan literatlir taramalarinda at kestanesinden
antioksidan, glikoz ve lignin gibi katma degeri
yiksek drtinlerin Gretilmesine yonelik ¢alismalar
tespit edilmistir (Gulléon vd., 2020). Ayrica
literatiirde alkali yontem kullanilarak kestane ve at
kestanesinden nisasta Uretimi ve ultrasonik
destekli yontemin nisasta partiktllerinin 6zellikleri
uzerindeki etkisini arastiran calismalar
bulunmaktadir (Castafio vd., 2014; Correia ve
Beirao-da-Costa, 2012; Lemos vd., 2015; Rafiq
vd., 2016; Shah vd., 2016; Ahmad vd., 2020).
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Literatirde at kestanesinden nisasta
ekstraksiyonunun ultrason destekli yontemle
optimize edildigi sturlt sayida calisma tespit
edilmistir. Ayrica D-optimal yontemin kullanildig
bir ¢alismaya da rastlanmamustir. Bu ¢alismada at
kestanesinden iki farkli yontem kullanilarak
nisasta  ekstraksiyonu  gerceklestirilmis  ve
ekstraksiyon islem sartlart D-optimal yOntemi
kullanilarak optimize edilmistit.

MATERYAL VE METOT

Materyal

Nisasta ekstraksiyonu i¢in kullanilan at kestaneleri
(Aesculum hippocastanum 1..) Istanbul'daki (Tiirkiye)
park ve bahgelerden toplanmis ve toplanan
tohumlar  kullanihncaya  kadar  -18°C’de
depolanmustir.  Kimyasal analizlerde kullanilan
tim kimyasallar analitik safliktadur.

Metot

Kimyasal Analizler

At kestanesinin nem ve kil icerigi sirastyla AACC
Standart Yontem No. 44-01.01 ve 08-01.01'e gbre
belitlenmistir  (AACC, 2004). Toplam nisasta
icerigi Megazyme (Megazyme Ireland Ltd., Co.)
K-TSTA kitleri kullandarak AACC yontemleri

76.13'e  gbte Dbelitlenmigtir. Azot  igetigini
belirlemek  icin  mikro-Kjeldahl  y6ntemi
kullantlmisttr -~ (AOAC,  2000). Ham  yag,

kurutulmus numunenin petrol eteri ekstraksiyonu
ile Ankom XT10 ekstraksiyon sisteminde
gravimetrik  olarak  belirflenmistir  (Ankom
Technology Inc., Macedon, NY) (Ankom, 2009).
Orneklerin rengi Minolta Chroma Meter (CR-300
Minolta Japan) ile Olgtilmustir. At kestanesi
tohumlarinin  kalnliklart  ve agichklart  tespit
edilmistir.

Deneysel Tasarm ve Yanst Yiizeyi Metodolojisi (YYM)
Nisasta Uretiminde optimum verim noktasint
belirlemek ve elde edilen verilerin regresyon ve
grafik analizlerini olusturmak amaciyla D-optimal
deneysel tasarimi kullandmistir (Design Expert
V.7 Stat-Ease Inc., Minneapolis). Calismada
secilen deneysel parametreler literatiir g6z 6niinde
bulundurularak belitflenmistir (Cortreia ve Beirdo-
da-Costa, 2010; Correia ve Beirdo-da-Costa, 2012;
Shah vd., 2016; Ahmad vd., 2020). At
kestanesinden alkali yontemle nisasta Uretiminde

kullanilan parametreler: Zaman (X1=3-12 saat),
NaOH konsantrasyonlar (X2=0.25, 0.50, 1.00%),
Numune/¢ozelti (w/v) orant (X3=1:1, 1:2, 1:3)
olarak secilmis, ultrason destekli yOntem
parametreleri ise: Zaman (X4=30-120 dk), NaOH
konsantrasyonlart  (X5=0.25, 0.50, 1.00%),
Numune/¢ozeltd (w/v) orant (X6=1:1, 1:2, 1:3)
olarak belitlenmistir. At kestanesinden nisasta
ekstraksiyonu, Cizelge 1'de gosterildigi  gibi
toplam 22 farkli kosul icin ylritilmistir. Analiz
%5 anlamlilik diizeyi ve %95 given diizeyi ile
gerceklestirilmistir.

Optimum kogullar, optimum deneysel kosullar
altinda  ekstraksiyonun iki kopya halinde
gerceklestirilmesiyle teyit edilmistir. Fischer’s testi
model esitligini elde etmek icin kullandmistir.
Student’s testi ise regresyon katsayiarinin
istatistiksel farkini tespit etmek icin kullanilmistir.
Elde edilen model denklemleri Esitlik 1 (alkali
yontem) ve Esitlik 2'de (ultrason destekli ybntem),
katsayilar ise Cizelge 3'de verilmistir.

Y = 22.07+(1.60%X;)+(0.76¥X2)-(6.59%Xz)+

(1.44*%X1X2)-(3.98*X1X3)-(0.80¥ X2 X33) 1)
Y = 21.60+(2.31*X1)+(1.99%¥X)-(5.37*X3)+
(0.63*X1X2)-(1.47*X1X5)-(0.18*¥XX35) 2
Nisasta  verimi  Esitlik 3 kullanilarak
hesaplanmustir.

Nisasta Verimi (%) =

Ekstraksiyon sonunda elde edilen toplam nisasta (g)

x 100
©)

Tohumdaki Toplam Nisasta (g)

Orneklerin Hazurlanmas

At kestanesi tohumlari kabugundan ayrilmis ve 3-
4 mm kahinliginda parcalar halinde dogranmustir.
Dilimlenen at kestaneleri yiizeysel oksidasyonu
engellemek ve renkteki kararmayr Onlemek
amaciyla %00.5 potasyum metabistlfit ve %1 sitrik
asit iceren c¢ozeltide 30 dakika bekletilmis ve
ardindan 70°C'de 12 saat hava akimli etiivde
(Memmert 100-800, Almanya) kurutulmustur
(Singh vd., 2008). Kurutma sonrasi Ornekler
dilimler halinde kullanilmistir.
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Cizelge 1. At kestanesinden nisasta ekstraksiyonunun deneysel tasarimi ve sonuglari
Table 1. Experimental design and results of starch extraction from horse chestnut

A-HSC U-HSC
Degiskenler Sonuglar Degiskenler Sonuglar
Variables Results Variables Results
Gergek Tahmin Edilen Gergek Tahmin Edilen
T N ST N
XX X GO v X % X TS ot vid

(%) (%) (%) (%)
1 7.39 0.63 1:1 13.83+0.14 14.71 30 0.25 1:2 20.33%0.11 18.81
2 7.90 1.00 1:1 14.421+0.12 15.99 8238  0.25 1:3  28.13%£0.23 25.66
3 3 1.00 1:3  23.12%0.18 23.21 68.38 1.00 1:3  27.24%0.18 28.12
4 11.30 0.25 1:1 14.54+0.21 13.10 30 0.57 1:3  23.45%0.14 22.99
5 7.08 0.25 1:1 12.80%0.08 13.72 30 1.00 1:2 22.01£0.09 22.55
6 12 0.25 1:2 22.52%0.32 20.17 75 0.61 1:3  28.52%0.13 26.89
7 12 1.00 1:3  38.13%0.28 37.24 30 1.00 1:1 17.65%£0.21 15.03
8 12 1.00 1:2 19.10£0.11 22.33 75 0.94 1:1  10.94£.018 14.93
9 3 0.66 1:1 11.94£0.16 13.91 68.38 1.00 1:3  27.74%£0.26 28.12
10 3 0.25 1:2 26.67£0.17 26.17 75 0.62 1:2 23.66%0.21 24.29
11 7.50 0.43 1:3 27.34%0.22 27.85 120 0.68 1:3  28.27£0.19 31.12
12 3 1.00 1:3  20.53%£0.23 23.21 8238 025 1:3  21.86%0.20 25.66
13 7.50 0.62 1:2 22.13%0.30 22.82 30 0.25 1:1 8.3810.08 13.01
14 7.90 1.00 1:1 17.9610.16 15.99 120 0.68 1:3  34.4710.33 31.12
15 3 0.25 1:2 23.01£0.13 26.17 120 0.25 1:2 21.30%0.17 24.77
16 5.25 1.00 1:2 26.11£0.08 22.53 118.59  0.60 1:2 33.00£0.26 27.57
17 3 0.66 1:1 16.55+0.12 13.91 120 1.00 1:1  15.85%0.11 15.34
18 12 0.25 1:3  28.6210.24 31.25 106.13  0.93 1:2 27.3410.18 29.18
19 7.50 0.25 1:2 23.82%0.36 23.17 75.00  0.44 1:1  14.88%0.00 12.72
20 3 0.25 1:3  25.98%0.11 22.96 120 0.25 1:1  11.19£0.09 10.79
21 12 0.59 1:1 14.58+0.13 15.27 30 0.25 1:2 18.34%0.15 18.81
22 12 1.00 1:3  39.24%0.27 37.24 30 0.25 1:1  15.93%0.16 13.01

Xi=Zaman (saat), X;=NaOH (%),

X3=Numune/Cozict

(g/mL), X4=Zaman (dakika), X;=NaOH (%),

Xs=Numune/Cozict (g/mL), A-HSC: Alkali yontemle tretilen at kestanesi nisastast, U-HSC: Ultrason destekli yontemle

Uretilen at kestanesi nisastast

Xi=Time (h), Xo=NaOH (%), X5=Sample/ Solvent (g/ mL), Xy=Time (min), Xs=NaOH (%), Xs=Sample/ Solvent (g/ mL), A-
HSC: Horse chestnut starch produced by alkaline method, U-HS C: Horse chestnut starch produced by ultrasound assisted method

Alkali Yintem ile Ekstraksiyon

Rafiq vd., (2015) tarafindan Onerilen yontem
modifiye edilerek kullamilmistir.  Ekstraksiyon
islemi deneme desenine gore dizayn edilmistir.
100 g kurutulmus ve dilimlenmis numuneler farkli
ornek/¢ozgen oranlarinda (1:1, 1:2, 1:3 w/v) ve
farkli NaOH oranlarinda (0.25, 0.50 ve %!1)
ayatlanmus bazik su ile karistirilmig ve +4°C'de
farklt stirelerde (3-6-12 saat) ckstrakte edilmistir.
Ekstraksiyon sonunda, karisim 5 dakika boyunca
yuksek hizlt bir égiticide (Lavion HC1500Y,

Italya) ogiitilmis ardindan 60 mikronluk bir
stizgecten gecirilmis ve stizgecin ustl 2-3 kez
distile su ile ytkanmustir. Elde edilen stiziintii 3000
rpm'de 15 dakika santrifiij (Boeco U-32R,
Almanya) edilmistir. Santriflij islemi dort kez
tekrarlanmis ve her tekrardan sonra distile su ile
yikanmistir. Son santrifiij isleminden sonra elde
edilen stpernatant buytk bir cam kaba alinmis,
50°C'de 24 saat boyunca hava akimli etivde
(Memmert 100-800, Almanya) kurutulmus ve
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ardindan ogiitiilerek
depolanmustir.

kapalt kaplarda

Ultrason Destekli Yontemle Ekstraksiyon

Rafiq vd., (2015) tarafindan Onerilen yontem
modifiye edilerek kullanilmistir.  Ekstraksiyon
islemi deneme desenine gbre dizayn edilmistir.
Dilimlenmis ve kurutulmus 100 g numune, farklt
ornek/¢ozgen oranlarinda (1:1, 1:2, 1:3) ve farkls
NaOH oranlarinda (0.25, 0.50 ve %!1) ayarlanmis
bazik su ile karistirilmis ve 40°C'de farkli stirelerde
(30-60-90  dk) ultrasonik su  banyosunda
(Elmasonic, E30H, Schmidbauer, Almanya) 37
W'da ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon sonunda
karigim  yiksek  hizli  ogiitiicide  (Lavion
HC1500Y, Ttalya) 5 dk boyunca 6gitilmiis, 60
mikronluk bir stizgecten gecirilmis ve stizgecin
Gsti 2-3 kez distile su ile ytkanmustir. Elde edilen
stztnti 3000 rpm'de 15 dakika santrifiij (Boeco
U-32R, Almanya) edilmistir. Santrifiij islemi dort
kez tekrarlanmis ve her tekrardan sonra distile su
ile ytkanmistir. Son santrifiyj isleminden sonra elde
edilen stipernatant biyik bir cam kaba alinmis,
50°C'de 24 saat boyunca hava akimli etlivde
(Memmert 100-800, Almanya) kurutulmus ve
ardindan 6gitilerek kapalt kaplarda depolanmugtir
(Rafiq vd., 2015).

Saponin Analizi

0.5 g nisasta Ornegi tzerine 0.5 mL distile su
eklenerek 15 dakika calkalanmistir. Stire sonunda
yaklastk 0.25 cm kopik olusumu gézlenen
Ornekler saponin potitif olarak isaretlenmistir.
(Janarthanan vd., 2012).

Glikozit Analizi

1 g nisasta Ornegi tizerine 1.5 ml kloroform ve
%10’luk amonyak damla damla eklenmis ve
pembe renk olusumu goézlenen 6rnekler glikozit

potitif olarak isaretlenmistir. (Janarthanan vd.,
2012).

Istatistiksel Analiz

SPSS istatistik programt (SPSS, Inc., Chicago, 1L,
ABD) kullanilmis, sonuglarin varyans analizi
(ANOVA) yapilmis ve gruplar arasindaki farklar
Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile %95 giiven
araliginda istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Park ve bahce atiklarindan toplanan ve nisasta
uretiminde kullanilan at kestanelerinin fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri belirlenmistir. At kestanesi
tohumlarinin ortalama tohum agitligt 16.01+2.09
g ve kalinligr 2.4470.25 cm olarak belirlenmistir.
At kestanesi tohumlarin sirastyla %78.78£0.16,
%1.92+0,03, %4.85+0.17, %2.06x0.17 ve
%30.21£0.46 kuru madde, kil, protein, yag ve
toplam nisasta icerigine sahip oldugu tespit
edilmistir. At kestanesi tohumlarinin %0.39-7.78
protein, %1.12-3.27 yag, %1.93-3.16 kil ve
%35.0-38.3  nisasta  icerdigi  bildirilmistir
(Cukanovi’c vd., 2011; Hassan vd., 2021; Rafiq
vd., 2015; Ratiq vd., 2021; Shah vd., 2010).
Kullanilan at kestanelerinin bilesimi nisasta orani
haricinde literatiirle benzerlik g6stermektedir.
Nisasta icerigi literatiire gbre daha disik
bulunmustur. At kestanelerinin toplanma zamani,
iklim kosullart ve ¢esit gibi faktdrler bu farkliliga
neden olmaktadir.

Istatistiksel Modelleme

Nisasta, alkali ve ultrasonik destekli ekstraksiyon
yontemleri kullanilarak 6n islemlerden gecirilmis
at  kestanelerinden  Uretilmistir.  Nisastanin
ekstraksiyon kosullarinin optimizasyonu igin ¢ok
degiskenli ylzey yanit metodolojisi (YYM) tercih
edilmistit. YYM'nin en 6nemli avantaji, deneysel
calisma sayisint azaltmast, enerji ve hammadde
tasarrufu saglamast ve zamani kisaltmasidir.
Proses parametreleri, at kestanesinden nisasta
Uretimini optimize etmek icin Cizelge 1'de verilen
deneysel tasarima gore degerlendirilmistir. Genel
belirleme katsayist (R?) alkali yontem icin 0.9232
ve ultrason destekli yontem igin 0.8609 olarak
bulunmustur (Cizelge 3). Deneysel sonugclart
guvenilir bir sekilde tahmin edebilen indirgenmis
model denklemleri Esitlik 4 (alkali yontem) ve
Esitlik 5'de (ultrason destekli yontem) verilmistir.

Y = 21.460+(0.951%X,)-(8.331%Xo) +
(0.858%X,X,)-(0.016¥X,;2)+(4.800%*X.2) ()

Y = 19.373+(0.061%X;)+(2.0425X) +
(0.037%X,X5)-(1.008%X12)+(0.645%X,2) ©)

Deneysel verilere ve yanit fonksiyonuna uyum
saglamak icin regresyon analizi yaptlmistir. Model
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denklemlerine (Esitlik 1 ve 2) dayanarak, NaOH
konsantrasyonuna, zamana ve numune/¢ozuct
oranlarina baglt olarak nisasta tretim verimliligini
gOstermek icin bir ylzey grafigi elde edilmistir
(Sekil 1). Nisasta verimi icin 2FI modelleri
ANOVA ile degetlendirilmistir (Cizelge 3).
Modeller F (16.04 ve 8.25) ve p degetlerine
(<0.0001 ve 0.0006) gore istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Ayrica, 0.0001'den kiictik p-
degerleri model  terimlerinin  anlamliligint
gostermektedir. Secilen parametrelerde en ylksek
etki numune/¢ozelti oraninda bulunmusg, bunu
zaman takip etmistir. NaOH oraninin istatistiksel
olarak anlamli bir etkisi tespit edilememisgtir.

ANOVA gergeklestirildikten sonra at kestanesi
tohumlarindan  nisasta  ekstraksiyonu  icin
optimum kosulu belirlemek tlizere sayisal
optimizasyon  yapilmistir.  Tum  kontrol
parametreleri igin (Sire, NaOH oram1 ve
ornek/¢ozgen orant) bir dizi aralik secilmistir.
Tahmin edilen modeller, kriterler secildiginde

arzu edilebilirlik fonksiyonu 1’e yakin degerler
vermektedir. Sayisal optimizasyonda elde edilen

tahmini parametreler Cizelge 2’de
gosterilmektedir. D-optimal  tasarim  yoluyla
tahmin edilen optimum kosullar alkali yéntem icin
12 saat ekstraksiyon stresi, %1 NaOH

konsantrasyonu ve 1:3 6rnek/¢oziict orant ile
ultrason destekli yontem i¢in 2 saat ekstraksiyon
stiresi, %0.68 NaOH konsantrasyonu ve 1:3
ornek/¢oziici  orant  olarak  olusturulmustur.
Cizelge 2’de verildigi gibi tahmin edilen modelin
dogrulugunu saglamak icin deneylerin tg¢ tekrart
yapilmistir. Dogruluk deneyi sonucunda A-HSC
icin nisasta verimi %38.41+0.18, U-HCS icinse
nisasta verimi %32.21+0.77 olarak tespit
edilmistit. Bu sonuclar modelden elde edilen
verilerle tutarhdir. Dolayisiyla bu calisma D-
optimal tasarimin at kestanesi tohumundan iki
farkli yontem kullanilarak nisasta ekstrakte etmek
icin en iyi kosullart degerlendirmede giivenilir,
basit ve kullanish bir yaklasim oldugunu
dogrulamaktadir.

Cizelge 2. Optimum kogulun dogrulama test sonucu
Table 2. 1 alidation test result of optimum condition

A-HSC U-HSC
Bagimsiz degiskenler Cevaplar Bagimsiz degiskenler Cevaplar
Independent variables Responses Independent variables Responses
Y, Nisasta Y, Nisasta
NO X1 Xz X3 Verimi (0/ 0) X4 X5 X6 Verimi (0/ o)
Starch yield (%) Starch yield (%)
Gergek Actual 1 12 1 1:3 38.63 120 0.68 1:3 33.12
2 12 1 1:3 38.18 120 0.68 1.3 31.24
3 12 1 1:3 38.42 120 0.68 1:3 32.28
Gergek ortalama 12 1 13 38414018 120 068 13 3221+0.77
Actual average
Tahmin  cdilen 12 1 13 37.24 120 0.68 13 3112
Predjeted

Xy=Zaman (saat), Xp,=NaOH (%), X3;=Numune/Cozici (g/mL), Xy=Zaman (dakika), X;=NaOH (%),
Xs=Numune/Cozict (g/mL), A-HSC: Alkali yontemle tretilen at kestanesi nisastast, U-HSC: Ultrason destekli yontemle
uretilen at kestanesi nigastast

Xi=Time (h), Xo=NaOH (%), Xs=Sample/ Solvent (g/ mL), X4=Time (min), Xs=NaOH (%), Xs=Sample/ Solvent (g/ mL), A-
HSC: Horse chestnut starch produced by alkaline method, U-HSC: Horse chestnut starch produced by ultrasound assisted method

Sekil 1'de nisasta veriminin yamt ylzey grafikleri
gosterilmektedir. Deneysel tasarim A (1:1), B (1:2)
ve C (1:3) numune/¢oziict oranlart ile kategorik
olarak yapidmistur. Optimizasyon sonuglarina
gore, en yiksek nisasta verimi alkali yontem icin
12 saat ekstraksiyon siresi, %1 NaOH

konsantrasyonu ve 1:3 6rnek/¢oziicti orant ile
ultrason destekli yontem icin 2 saat ekstraksiyon
stresi, %0.68 NaOH konsantrasyonu ve 1:3
ornek/¢ozict orant ile elde edilmigtir. Calismada
olusturulan tim modeller anlamli (P<0.05), uyum
eksikligi degerleri istatistiksel olarak anlamsiz
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bulunmustur (P>0.05). Olusturulan modellerin
deneysel verileri yitksek dogrulukla
aciklayabilmesi  i¢in  gereken en  O6nemli
kriterlerden biri de uyum eksikligi verilerinin
istatistiksel olarak anlamsiz bulunmasidir (Ttrker
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ve Isleroglu, 2023). Bu calismada, istatistiksel
olarak anlamsiz uyum eksikligi degerleri (P>0.05),
at kestanesi tohumlarinin nisastasi i¢cin olusturulan
modellerin basarisini géstermistir.
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Sekil 1. At kestanesi nisastast verimini tahmin etmek icin yanit yuzey grafikleri (A= 1:1 6rnek/¢oztict,
B=1:2 6rnek/¢oziict, C=1:3 6rnek/¢ozict)
Figure 1. Response surface plots for estimating horse chestnut starch yield (A=1:1 sample/ solvent, B=1:2
sample/ solvent, C=1:3 sample/ solvent)
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Model incelendiginde ekstraksiyon siiresinin ve
ornek/¢ozgen oraninin nigasta ekstraksiyonunda
istatistiki olarak 6nemli oldugu (P<0.05), NaOH
oraninin ise ekstraksiyon Uzerinde etkisinin
olmadigt tespit edilmistir. Yapilan literatir
taramasinda at kestanesinden alkali ve ultrasonik
yontemler kullanilarak nisasta tGretimi ile ilgili
calismalar tespit edilmistir. Rafiq vd. (2015)

yaptiklart  ¢alismada 025 N = NaOH
konsantrasyonunda 1:3 6rnek/¢ozelti oraninda 6
saat  ckstraksiyon  ile  nisasta  Uretimi

gerceklestirmislerdir. Ayrica alkali ekstraksiyonda
%0.01, 0.1, 0.25 NaOH ve 0.5 N NaOH
konsantrasyonlarinin ~ kullanilldign ~ caligmalar

sonikasyon glclniin  kullanildigi  bir ¢aligma
bulunmaktadir (Amiri vd., 2019). Ayrica Ahmad
vd. (2020), alkali ve ultrasonikasyon yontemlerini
kullanarak A. hippocastanum tohumlart da dahil
olmak TUzere alternatif kaynaklardan nigasta
uretmistit. Elde edilen nisasta verimi alkali
yontemle (0.5M NaOH, 60 dak., 10°C) %38.14,
ultrasonik destekli yéntemde (0.1M NaOH, 30
dak., 40 kHz) ise %34.47 olarak tespit edilmistir.
Yapilan calismalar nisasta tretim verimini %25.77
(Wani vd.,, 2014) olarak rapor etmektedir.
Calismamizda elde ettigimiz nisasta verimi
literatirden yiksek bulunmustur. Bu yiksekligin,
bolgesel ve iklimsel kosullar, hasat zamani ve

mevcuttur (Correia ve Beirdo-da-Costa, 2010; tiir/ cesit farkliliklarindan kaynaklandig
Correia ve Beirao-da-Costa, 2012; Shah vd., ongérillmektedir.
2016). At kestanesinden ultrasonik destekli yag
aside ckstraksiyonunda metanolde 100 W
Cizelge 3. Nisasta verimi i¢in varyans analizi
Table 3. Analysis of variance for starch yield
Kaynak Kareler Toplami  Serbestlik derecesi Ortalama Kare I Degeri p-degeri
Source Sum of Squares Degrees of freedom Mean Square F Value p-value
Y, Y> Y, Y2 Y1 Y2 Y Y2 Y Y,
Model 1077.99  925.25 9 9 119.78 102.81 16.04 8.25 < 0.0001 0.0006
Xi 67.56 55.90 1 1 67.56 5590 9.05 449 0.0109 0.0257
X 12.19 49.67 1 1 1219 49.67 1.63 3.99 0.2255 0.0690
X5 735.85 683.67 2 2 367.93 341.83 49.27 27.44 <0.0001 < 0.0001
X1 Xz 18.55 3.24 1 1 1855 324 248 0.26 0.1410 0.6194
X1 X3 113.25 51.94 2 2 56.62 2597 7.58 2.08 0.0074 0.1671
X2 X3 10.32 1.93 2 2 5.16 096 0.69 0.08 0.5199 0.9260
Residual 89.62 149.46 12 12 7.47 12.46
Lack of Fit  62.02 80.04 7 7 8.86 1143  1.61 0.82 0.3114 0.6075
Pure Error  27.60 69.43 5 552 13.89
Total 1167.61  1074.72 21 21
R? 0.92 0.86
Adjusted R2 0.87 0.79
Predicted RZ2  0.82 0.75
PRESS 748.87 548.03
C.V. (%) 13.51 16.16

Y1=Alkali yontemle uretilen at kestanesi nisastasi, Y2=Ultrason destekli yontemle tretilen at kestanesi nisastast,
X1=Zaman (saat), X2=NaOH (%), X3=Ornek/Céziicii (g/mL), PRESS: Tahmin edilen artik hata kareler toplami, C.V.

(%): Varyasyon katsayist

Y'1=Horse chestnut starch produced by alkaline method, Y2=Horse chestnut starch produced by nltrasound assisted method, X,=Time (b),
X>=NaOH (%), Xs=Sample/ Solvent (g/ mL), PRESS: Predicted residual error sum of squares, C.V". (%): Coefficient of variation
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Kimyasal Ozellikler

At kestanesinden alkali (A-HCS) ve ultrason
destekli (U-HCS) yontemlerle tiretilen nisastalarin
kimyasal ozellikleri Cizelge 4'te gosterilmistir.
Optimizasyon islemi sonunda en yiiksek verimin
elde edildigi noktada tiretilen nisastalarin kimyasal
bilesimleri tespit edilmigtir. A-HCS'nin kimyasal
bilesiminde protein, kil ve yag sirasiyla
%0.34%0.07, %0.37£0.05 ve %0.2£0.08 olarak
bulunmustur. U-HCS'nin kimyasal bilesiminde
protein, kil ve yag miktarlart sirasiyla
%0.3620.02, %0.56+0.01 ve %0.18£0.01 olarak
tespit edilmistir. Bunlar, izole edilen nisastanin saf
oldugunu ve izolasyon ydnteminin nisastanin
izolasyonunda  ve  saflastirlmasinda  etkili
oldugunu gostermektedir (Wani vd., 2014).
Benzer calismalarda at kestanesi nisastasinin
%0.20 kil (Castafio vd., 2014), %10.97 nem,
%0.31 protein, %0 yag ve %0.29 kiil (Rafiq vd.,
2015), %11.14 nem, %0.30 protein, %00.32 kiil,
%0 yag (Shah vd., 2016), %11.67 nem, %0.31

protein, %0.33 kil, %0 yag (Wani vd., 2014)
icerdigi Dbilditilmistir. A-HCS'nin nem icerigi
%06.30 ve U-HCS'nin nem igerigi %9.82 olarak
tespit edilmistir. Nem icerigi nisasta kalitesini ve
depolama stabilitesini belirlemektedir (Adedokun
ve Itiola, 2010). Ekstraksiyon yénteminin protein
ve yag icerigini degistirmedigi belitlenmistir.
Nisastalarin L* degerleri A-HCS ve U-HCS icin
strastyla 93.61 ve 87.79 olarak tespit edilmistir.
Ultrasonikasyon isleminin 6rneklerin  parlaklik
degerlerinde distise neden oldugu belirlenmistir.
Ultrasonikasyon islemi ile 6rneklerin a* ve b*
degerlerinde ise bir artis tespit edilmistir.
Ultrasonikasyon islemi ile uretilen nisastalarda
renk koyulagsmaktadir. Wani ve ark. (2014)
yaptiklari calismada at kestanesi nisastasinin L*, a*
ve b* degerlerini sirastyla 97.53-99.09, 0.9-0.56 ve
7.10-8.54 araliginda  oldugunu  bildirmisledir.
Calismamizda elde edilen renk degertleri literatiir
ile benzerlik gstermektedir.

Cizelge 4. At kestanesi nisastalarinin kimyasal 6zellikleri
Table 4. Chenical properties of horse chestnut starches

Pamametreler A-HCS U-HCS
Kuru madde (%) Dry matter (%) 93.70£0.152 90.18+0.08>
Kl (%) Ash () 0.37£0.05> 0.56£0.01=
Protein (%) Protein (%) 0.3440.072 0.3620.022
Yag (%) Fat (%) 0.12 £ 0.082 0.18 £ 0.01~
pH pH 9.9440.07> 10.4440.02»
Saponin Saponin ND ND
Glizozit Glycoside ND ND
L* 93.61 £ 0.81» 87.79+0.71b
a* -1.21£0.11» -2.55 £ 0.14b
b* 7.86 £ 0.24> 18.14 £ 0.702

a, b, c, ... harfleri ayni satirdaki 6rneklerin P<0.05 diizeyinde istatistiksel farkliliklarini géstermektedir ND: Tespit
edilemedi, A-HSC: Alkali yéntemle tretilen at kestanesi nisastast, U-HSC: Ultrason destekli yontemle tretilen at

kestanesi nisastast

The letters *a, b, ¢, ... indicate statistical differences at the P<0.05 level of the samples in the same line ND: Not detected. -
HSC: Horse chestnnt starch produced by alkaline method, U-HS C: Horse chestnut starch produced by unltrasound assisted method
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Alkali yontemle iretilen nigastalarin daha beyaz,
ultrason uygulamasi ile uretilen nisastalarin ise
sarimst bir renge sahip oldugu tespit edilmistir.
Nisasta Orneklerindeki artan 'b*  degetleri,
ultrason  islemi ile  nisastadan  ayrilan
monosakkaritlerin karamelizasyona ugramasindan
kaynaklanmaktadir (Maskan, 2001). At kestanesi,
otoyol kenarlarinda, park ve bahgelerde yaygin
olarak ekilen bir bitkidir. Ancak tohumlar
toksisitesi nedeniyle insan tiketimi i¢in uygun
degildir. Bu bitkinin toksisitesi saponinleri ve
glikozitlerinden kaynaklanmaktadir (Yi ve Lee,
2021). Her iki yontemle dretilen nisastalarda
saponin  ve  glikozitlerin  varlig1  tespit
edilememistir. Nisasta tiretiminin gerceklestirildigi
diger ¢alismalarda saponin ve glikozit varhiginin
arastirilmadigy tespit edilmigtir. Ekstraksiyonda
¢oziicti olarak NaOH kullanilmasi nedeniyle Grin
bazik pH'da elde edilmistir.

SONUC

Bu ¢alismada at kestanesi tohumlarindan alkali ve
ultrasonik destekli yontemlerle nisasta ckstrakte
edilmis ve en yiksek nisasta icerigini saglayan

optimum  proses  kosullart  yamit  yiizey
metodolojisi ile belirlenmistir. En iyi ekstraksiyon
petformansint  Ornek/¢ézgen  oraniin  ve

ekstraksiyon siiresinin yanitlart etkilemistir. Her
iki  yontemle tretilen nigastalarin  kimyasal
Ozellikleri tespit edilmistir. Ultrason destekli
yontem ile Uretilen nigastalarin sarilik degerinin ve
kil igeriginin alkali ydntemle elde edilen nisastaya
gore daha yiksek oldugu tespit edilmistir.
Calismamiz at kestanesi tohumlarindan katma
degeri yitksek nisasta Uretiminin iki farklt
yontemle iretilebilecegini ve optimum kosullart
gostermistir. Dogrulama test sonuglarina gore
alkali yontemde %38.41£0.18, ultrason destekli
yontemde ise %32.21£0.77 nisasta ekstraksiyon
verimi tespit edilmis olup alkali yontemin daha
etkili oldugu gorilmektedir. Alkali yontemle
tretilen at kestanesi nisastalari basta glutensiz
uriinler olmak tzere bazi model gidalarda
kullanilma potansiyeline sahiptir. Fakat gida
sistemlerinde  kullanilmadan 6nce  gidalarda
kullanimina izin verilen laktik ya da asetik asit gibi
asitlerle  nétralize  edilmelidir.  Ayrica  bu
calismadan elde edilen bilgilerin alternatif nisasta

kaynaklar1 ile ilgili gelecekteki arastirmalara yol
gOsterebilecegine inanilmaktadir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu arastirma makalesinde herhangi bir
kisi ve/veya kurum ile ¢ikar ¢atigmasi olmadigini
beyan etmektedir.

YAZARLARIN KATKISI

Ali Cingdz; projenin tasarlanmasi, metodoloiji,
bulgularin degerlendirilmesi ve makale yazimin
gerceklestirmistir. Zeynep Inatci; Metodoloji,
bulgularin  degerlendirilmesi ve  makalenin
duzenlenmesine katkida bulunmustur.
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