Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology, 13(3): 611-619, 2025

DOI: https://doi.org/10.24925/turjaf.v13i3.611-619.7463

S
o

Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology

Available online, ISSN: 2148-127X | www.agrifoodscience.com | Turkish Science and Technology Publishing (TURSTEP)

Morphological, Thermal and Functional Properties of Horse Chestnut Starches
Produced by Alkaline and Ultrasound Assisted Methods

Zeynep Inatc1'?, Ali Cingoz'>”

Tokat Gaziosmanpasa Universitesi, Miihendislik ve Mimarlik Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Boliimii, 60250, Tokat, Tiirkiye.

“Corresponding author

ARTICLE INFO

ABSTRACT

Research Article

Received : 06.01.2025
Accepted : 16.01.2025

Keywords:

Amylose
Alkaline/ultrasonic methods
Extraction

Horse chestnut

Starch

Global climate change and a growing population are driving research into alternative starch sources.
The aim of this study was to produce starch from horse chestnut seeds by alkali and ultrasound
assisted methods and to determine the morphological, thermal and functional properties of the
produced starches. The ultrasound-assisted method increased the swelling power and water/oil
holding values of the starches and decreased the syneresis values. The samples showed gel formation
at a minimum starch content of 6% and 12%. The amylose contents of the starches produced by the
alkaline and ultrasonic methods were 25.41% and 29.86%, respectively. The highest temperatures of
thermal degradation of the starches were determined in the range 221-343°C. The ultrasonic method
increased the Amax Value of starch from 523,0 nm to 583 nm and decreased the specific rotation angle
from 59.90 to 21.75. Thermogravimetric data showed that 50% of the mass was lost in the range 302-
312°C for the alkaline method and 303-304°C for the ultrasonic assisted method. Ultrasonication
caused a partial change in the structure of starches with orthorhombic crystal structure. This study
comprehensively investigates alternative starch sources. The starches produced have the potential to
ortorombik be used in the production of gluten-free products and in products where a gel structure is
desired.
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Alkali ve Ultrasonik Destekli Yontemlerle Uretilen At Kestanesi Nisastalarinin
Morfolojik, Termal ve Fonksiyonel Ozellikleri
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Ekstraksiyon

Kiiresel iklim degisiklikleri ve artan niifus alternatif nisasta kaynaklarina yonelik arastirmalart
artirmaktadir. Bu ¢alismanin amaci, at kestanesi tohumlarindan alkali ve ultrason destekli yontemlerle
nisasta liretimi ger¢eklestirmek ve iiretilen nisastalarin morfolojik, termal ve fonksiyonel 6zelliklerini
belirlemektir. Ultrason destekli yontem nisastalarin sisme giicii ve su/yag tutma kapasite degerlerini
yiikseltmis, sineresis degerlerini ise diisiirmiistiir. Ornekler minimum %6 ve %12 nisasta oranlarina
sahipken jel olusumu gostermistir. Alkali ve ultrasonik yontemlerle iiretilen nisastalarin amiloz
icerikleri sirastyla %25,41 ve %29,86 dir. Nisastalarin termal bozunmasinin en yiiksek oldugu
sicakliklar 221-343°C araliginda tespit edilmistir. Ultrasonik yontem nisastanin Amax degerini 523,0
nm’den 583 nm’ye yiikseltmis ve spesifik donme agisii 59,90’dan 21,75’¢ diigiirmiistiir.
Termogravimetrik veriler kiitlenin %50’sinin alkali yontem i¢in 302-312°C ve ultrason destekli
yontem igin 303-304°C araliginda kayboldugunu géstermistir. Ultrasonikasyon, ortorombik kristal
yapiya sahip nigastalarin yapisinda kismi bir degisiklige neden olmustur. Caligmamiz alternatif nisasta
kaynaklar ile ilgili kapsamli bir ¢alismadir. Uretilen nisastalarin basta glutensiz iiriin {iretiminde ve
jel yapust istenen iirtinlerde kullanilma potansiyeli bulunmaktadir.
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Giris

Aesculus hippocastanum L., yaprak ve g¢igeklerinin
dekoratif 6zellikleri ile 16. ylizyilin sonlarindan giiniimiize
kadar park, bah¢e ve yol kenarlarinda siis agaci olarak
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ayni zamanda tohum
kabuklart ve cicekleri gelencksel ve tibbi tedavilerde
kullanilan degerli bir bitkidir (Dudek-Makuch &
Mattawska, 2011). Onemli bir nisasta (%30-40) ve yag
(%5,5-7,7) kaynagi olan at kestanesinin ana biyoaktif
bilesenleri, triterpen saponinler (escin), flavonoidler,
kumarinler ve proantosiyanidinler dahil olmak iizere 190
farkl1 bilesen olarak tanimlanmistir (Amiri ve ark., 2019;
Owczarek-Januszkiewicz ve ark., 2023).

Nigasta, o-1,4 baglar1 ile baglanmis a-D-glukoz
birimlerinden olusan diiz amiloz zincirleri ve a-1,6 baglari
ile baglanmig dallanmis amilopektin zincirlerinden olusan,
bitki dokularinda yari kristal graniiller halinde bulunan
kompleks bir karbonhidrattir (Lemos ve ark., 2015).
Nisasta, tahillarin, baklagillerin, yumrularin ve koklerin
ana bilesenidir (Lu ve ark., 2012). Gida maddelerinde
jelatinlestirici, dolgu maddesi, stabilizator, sorbent polimer
ve yapistirict olarak kullanilmaktadir (Vishal Banyal ve
ark., 2023). Yaygin olarak bugday, patates, manyok, piring
ve musir gibi endiistriyel iiriinlerden iiretilen nisastalar
farkli yapisal ve teknolojik kalite 6zelliklerine sahiptir.
Bitki tiirii, hasat zaman1 ve g¢evresel/iklimsel faktorlere
bagli olarak nisastalarin 6zelliklerinde degisimler meydana
geldigi bildirilmektedir (Vishal Banyal ve ark., 2023).
Nisasta Ttretiminde genellikle geleneksel yontemler
kullanilmaktadir. Zaman ve kimyasal tiikketimi agisindan
dezavantajlart olan geleneksel ekstraksiyon
uygulamalarinin popiilaritesi her gegen giin azalmaktadir.
Geleneksel optimizasyon yontemleri her seferinde bir
degiskeni degistirmektedir. Fakat bu durum analiz siiresini
ve reaktif tilketimini arttirmaktadir. Ayrica ekstraksiyon
parametrelerinin bir arada gdsterebilecegi potansiyel
sinerjik etkisinin tespiti zorlagsmaktadir. Ultrason destekli
ekstraksiyon,  bilesiklerin  yapisal ve  molekiiler
Ozelliklerini  korurken, bitkilerden hedeflenen Dbir
maddenin ekstrakte edilmesi ig¢in kullanilan modern
yontemlerden bir tanesidir. Bu yontem, solvent ve enerji
tiiketimini azaltmakta, ekstraksiyon siiresini kisaltmakta ve
prosesi basitlestirmektedir (Amiri ve ark., 2019).

Yapilan literatiir  taramalarinda at kestanesinden
antioksidan, glikoz ve lignin gibi katma degeri yiiksek iirtinlerin
iiretilmesine yonelik ¢alismalar tespit edilmistir (Cicek Ozkan
& Giiner, 2022; Gullon ve ark., 2020). Ayrica literatiirde alkali
yontem kullanilarak kestane ve at kestanesinden nisasta {iretimi
ve ultrasonik destekli yontemin nisasta partikiillerinin
ozellikleri  tizerindeki  etkisini  aragtiran  caligmalar
bulunmaktadir (Castafo ve ark., 2014; Correia ve Beirdo-da-
Costa, 2012; Lemos & ark., 2015; Rafiq ve ark., 2016; Shah ve
ark.,, 2016; Ahmad ve ark., 2020). Literatiirde at kestanesi
nisastasinin  fiziko-kimyasal ~ ozelliklerinin  belirlendigi
caligmalar mevcuttur. Fakat fonksiyonel (teknolojik)
ozelliklerinin, aflatoksin iceriginin ve morfolojik 6zelliklerinin
kapsamli olarak belirlendigi smnirli sayida calisma tespit
edilmistir. Bu ¢aligmada at kestanesinden iki farkli yontem
kullanilarak nigasta ekstraksiyonu gergeklestirilmis ve elde
edilen nisastalarin fonksiyonel (teknolojik), morfolojik ve
termal Ozellikleri belirlenmistir. Ayrica at kestanesinde ve
nigastasinda aflatoksin varligi aragtirilmustir.

Materyal ve Metot

Materyal

Nisasta eldesi igin at Kkestanesi (Aesculum
hippocastanum) kullanilmistir. At kestanesi Istanbul’daki
(Tiirkiye) park ve bahgelerden toplanmustir. Toplanan
tohumlar -18°C’de depolanmustir.

Nisasta Ekstraksiyonu

At kestanesi tohumlar1 kabugundan ayrilmis ve 3-4 mm
kalinliginda pargalar halinde dogranmistir. Dilimlenen
pargalar %0,5 potasyum metabisiilfit ve %1 sitrik asit
¢ozeltisinde 30 dakika bekletildikten sonra 70°C’de 12 saat
kurutulmustur (Singh ve ark., 2008). Alkali ve ultrason
destekli ekstraksiyon yontemlerinde segilen parametreler
literatiir  taramalar1 ve 0n denemeler sonucunda
belirlenmistir. Alkali yontemle nisasta ekstraksiyonunda
dilimlenmis ve kurutulmus 100 g at kestanesi 300 mL
%1’lik NaOH ¢ozeltisi igine ilave edilmis ve burada
+4°C’de 12 saat bekletilmistir. Siire sonunda karigim 5
dakika boyunca yiiksek hizli bir 6giitiiciide par¢alanmis, 60
mikronluk bir siizgegten gegirilmis ve siizgecin istii 2-3
kez distile su ile yikanmigtir. Elde edilen siiziintii 3000
rpm’de 15 dakika santrifiij (Boeco U-32R, Almanya)
edilmigtir. Santrifiij islemi dort kez tekrarlanmis ve her
tekrardan sonra distile su ile yikanmustir. Son santrifiij
isleminden sonra elde edilen siipernatant biiyiik bir cam
kaba alinmig, 40-50°C’de 24 saat boyunca etiivde
(Memmert 100-800, Almanya) kurutulmus ve ardindan
ogiitillerek kapali kaplarda saklanmistir (Rafiq ve ark.,
2015).  Ultrason  destekli yontem ile nisasta
ekstraksiyonunda ise 100 g at kestanesi 300 mL %0,68’lik
NaOH ¢o6zeltisi i¢ine ilave edilmis ve burada 37W ultrason
giicinde 2 saat ultrasonik su banyosunda (Elma,
E30H, Schmidbauer, Almanya) muamele edilmistir. Siire
sonunda alkali yontemle ayn1 islemler tekrarlanarak nisasta
iretimi gergeklestirilmistir.

Fonksiyonel Ozellikler

Orneklerin su ve yag tutma kapasitesi, sisme giicii ve
¢Oziiniirlik analizleri Wani ve ark., (2014) tarafindan
aciklanan yonteme gore, yigin yogunlugu analizleri Wani
ve ark., (2013) tarafindan agiklanan yoOnteme gore,
sediment hacmi ve bulaniklik analizleri Rafiq ve ark.,
(2015) tarafindan agiklanan yonteme gore yapilmistir. Isik
gecirgenligi ise Wani ve ark., (2013) tarafindan tanimlanan
yontem kullanilarak yapilmistir. Orneklerin  jellesme
ozellikleri Coffmann & Garcia (1977) tarafindan agiklanan
yonteme gore belirlenmistir.

Donma-Caziinme Stabilitesi

%6’k nisasta c¢ozeltisi 90°C’deki kaynar su
banyosunda 30  dakika  boyunca  ¢alkalanarak
bekletilmistir. Elde edilen jel 16 saat boyunca 4°C’de
depolanmig ve ardindan -18°C’de dondurulmustur. Bu
sicaklikta 24 saat kaldiktan sonra, 25°C’de 6 saat
¢ozdiirtilmiis ve ardindan -18°C’de 24 saat boyunca tekrar
dondurulmustur. Bu doéngii 5 kez tekrarlanmugtir. Her
¢ozdiirme isleminden sonra tiipler 10°C’de 20 dakika
boyunca 1000xg’de santrifiij edilmis ve ayrilan su miktari
tespit edilmistir (Hoover & Ratnayake, 2002).
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Sineresis

%6°lik nisasta ¢Ozeltisi su banyosunda 90°C’de 30
dakika boyunca calkalanarak bekletilmistir. Ardindan
sogutulan 6rnekler 4°C’de 0, 24, 48, 72, 96 ve 120 saat
bekletilmistir. Siire sonunda 3000*g’de 10 dakika santrifiij
edildikten sonra ayrilan su miktar1 % olarak hesaplanmigtir
(Wani ve ark., 2010).

Saponin Analizi

0,5 g nisasta 6rnegi iizerine 0,5 mL distile su eklenerek
15 dakika ¢alkalanmigtir. Siire sonunda yaklasik 0,25 cm
kopiik olusumu saponin varligim  gostermektedir
(Janarthanan ve ark., 2012).

Glikozit Analizi

1 g nisasta Ornegi iizerine 1,5 mL kloroform ve
%10’luk amonyak damla damla eklenmektedir. Pembe
renk olusumu  glikozit varligmi  gostermektedir
(Janarthanan ve ark., 2012).

Spesifik Rotasyon (a)

Spesifik ¢evirme agisi bir polarimetre (Atago, AP-100,
Japonya) kullanilarak 6l¢iilmiis ve Esitlik 1 kullanilarak
hesaplanmistir (Polavarapu, 2002).

a=ax100/ (L x C) 1)

o= belirli donme derecesi

a= gozlenen doniis acist

L= desimetre cinsinden tiip uzunlugu

C= 100 mL basina gram cinsinden konsantrasyon

Jmax Degeri, Mavi Deger ve Amiloz Icerigi

Nisastanin max absorpsiyon spektrumlart Nwokocha &
Williams (2011) tarafindan bildirilen ydnteme gore
Olciilmiistiir. Mavi degeri, Takeda ve ark. (1983) tarafindan
bildirilen yonteme gore 680 nm’de dl¢lilmiis ve Esitlik 2
kullanilarak hesaplanmistir.

Absggo x4 (2)
X mg.
Nisasta Konsantrasyonu (E)

Mavi deger =

Amiloz igeriginin tespitinde nisasta Ornegi 12 saat
boyunca %90 dimetil siilfoksit (DMSO) c¢ozeltisinde
¢Ozdiiriilmiis ve sicak izopropanol ile c¢oktiiriilerek
saflagtirilmistir (Stevenson ve ark., 2006).

Aflatoksin Analizi

Pietri ve ark. (2012) tarafindan bildirilen aflatoksin
yontemi modifiye edilerek kullanilmigtir. At kestanesi
tohumundan ve nisastadan 25 g alinarak 250 mL aseton/su
(70 + 30 v/v) karisimu ile 45 dakika boyunca g¢alkalamali
su banyosunda ekstrakte edilmistir. Karigim filtre
kagidindan siiziildiikten sonra, siiziintiiden 5 mL alinmig ve
distile su ile 50 mL’ye seyreltilmistir. Cozelti daha sonra
bir = immiinoafinite = kolonu = (Rhone  Diagnostic
Technologies) araciligiyla saflagtirilmistir. Eliiat azot akisi
altinda konsantre edilmis ve asetonitril su (25 + 75 v/v)
karigimi ile 2 mL’ye tamamlanarak vortex ile karigtirilmig
ve ardindan filtrelenmistir (Millex HV 0.45 um, Millipore).
Analiz  HPLC cihazinda (Perkin Elmer, ABD)
gerceklestirilmigtir.  Aflatoksinler Macharey Nagel CC
250/4.6 Nucleosil 100-5 C18 HD kolonunda 40°C’de su-

metanol-asetonitril (64 +23 + 13, v/v/v) mobil fazi (pompa
akis hizi: 1 mL/dak, enjeksiyon hacmi: 100 pL) ile
ayristirllmigtir. AFB1, AFB2, AFG1 ve AFG2’nin farkli
konsantrasyonlardaki (0.025 ve 6.0 ng/mL) alt
kalibrasyon cozeltisi enjekte edilmis ve bir kalibrasyon
egrisi olusturulmustur.

Nigastanin Graniil Yapist

%1’lik nigasta c¢ozeltileri 151k mikroskobu (Olympus,
Japonya) altinda goriintiilenmis ve graniil yapilarinin
fotograflari ¢ekilmistir (Canon 80D, Japonya).

FT-IR Analizi
FT-IR spektrumlari Jasco FT-IR 4700
spektrometresinde 400-4000 cm? araliginda

kaydedilmistir. Tiim spektrumlar Jasco Spectra Manager
Version 2 yazilimi (v 2.14.05) kullanilarak analiz
edilmigstir (Akbas, 2020).

Termogravimetrik Analiz (TGA)

At kestanesi nigastas1 ornekleri TA Instruments SDT
Q600 TG/DSC (ABD) tipi bir termogravimetrik analizor
ile analiz edilmistir. Nisasta Ornekleri agik allimina
krozeler kullanilarak 30 ila 900°C arasinda 1sitilmigtir. 10,0
mg Ornek miktarr, 10°C/dak 1sitma hizinda 100 mL/dak
sentetik hava akiginda kullanilmigtir (Wendlandt, 1986).

Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

At kestanesi nisastalarinin yapisal ve morfolojik
ozelliklerini SEM analizi JEOL JSM-7001F Schottky SEM
(Japonya) ile incelemistir. Goriintiiler x1000 boyutunda
kaydedilmistir.

Istatistiksel Analiz

SPSS istatistik programi (SPSS, Inc., Chicago, IL,
ABD) kullanilmis, sonuglarin varyans analizi (ANOVA)
yapilmig ve gruplar arasindaki farklar Duncan c¢oklu
karsilastirma testi ile %95 giiven araliginda istatistiksel
olarak degerlendirilmistir.

Bulgular ve Tartisma

iki farkli yontemle iiretilen at kestanesi nisastalarimin
fonksiyonel (teknolojik) Ozellikleri Cizelge 1°de
sunulmusgtur. At kestanesinin yapisinda bulunan glikozit ve
saponinler biiyiik oranda kabuk kisminda bulunmakta olup
tohumda bulunan glikozit ve saponinlerin nisastaya
gecmedigi tespit edilmistir. Nisasta ekstraksiyonunda
ultrason destekli yontemlerin kullanilmasi yag ve su tutma
kapasitesini ve sisme giiclinii artirmistir. Su  tutma
kapasitesi, viskoziteyi etkileyen Onemli bir isleme
parametresidir (Ahmad ve ark., 2020). Alkali yontemle
iretilen at kestanesi nisastasinin (A-HCS) su tutma
kapasitesi 234,60 g/g iken, ultrason destekli yontemle
iretilen at kestanesi nisastasinin (U-HCS) su tutma
kapasitesi 329 g@/g’a yiikselmistir. Nisasta molekiil
boyutundaki azalma su tutma kapasitesini artirmaktadir
(Ahmad ve ark., 2020). Ultrason destekli yontemde su
tutma kapasitesindeki artis, nisasta molekiillerinin artan
yiizey alanindan kaynaklanmaktadir. Kullanilan NaOH ve
ultrason destekli yontemin sinerjik etkisi ile amiopektinin
kristal yapis1 azalmakta veya kirilmaktadir. Bu durumda su
tutma kapasitesinde artisa neden olmaktadir.
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Cizelge 1. At kestanesi nisastalarinin fonksiyonel 6zellikleri

Table 1. Functional properties of horse chestnut starches

Parametreler Parameter A-HCS U-HCS
Yag tutma kapasitesi (g/g) 175,26+4,47° 189,054,232
Su tutma kapasitesi (g/g) 234,60+1,23° 329,00+13,422
Sisme Giicii (%) 273,87+3,23° 481,35+18,542
Cozuniirliik (%) 8,82+0,042 2,67+0,10°
Y1gin yogunlugu (g/mL) 0,48+0,032 0,51+0,012
Sediment hacmi (mL) 10,00+0,01° 17,33+2,312
Bulaniklik (%T) 6,24+2,922 0,72+0,19°
Spesifik ¢evirme agisi (o) 59,90 21,75
Mavi deger 0,182+0,001° 0,253+0,001?
Amiloz igerigi 25,41+0,18° 29,860,232
Amax (Nm) 523,0+1,0° 583,0+4,02
Aflatoksin (B1, B2, G1 ve G2) Tespit edilememistir Tespit edilememistir

a, b, c, ... harfleri ayn1 satirdaki 6rneklerin P<0.05 diizeyinde istatistiksel farkliliklarini géstermektedir.

Nigasta molekiillerinin boyutundaki ve polimerik
molekiillerin ag yapisindaki  degisiklikler nisasta
partikiillerinin hidrofobikligini etkilemektedir (Ahmad ve
ark., 2020). A-HCS ve U-HCS’nin yag tutma kapasiteleri
strastyla 175,26 ve 189,05 g/g olarak belirlenmistir. Yag
tutma kapasitesi, suyu iyi tutamayan sarmal amiloz
zincirlerinin hidrofobik i¢ yiizeyi ile iligkilidir (Kong ve
ark., 2014). Yapilan ¢alismalarda at kestanesi nisastasinin
su tutma kapasitesinin %85-94, yag tutma kapasitesinin ise
%62-65 arasinda oldugu bildirilmistir (Rafiq ve ark., 2016;
Wani ve ark., 2014). Ultrason destekli yontemle elde edilen
nisastalarin alkali ydnteme kiyasla daha yiiksek
viskoziteye, daha iyi termal stabiliteye, artan su tutma
kapasitesine sahip oldugu bildirilmistir (Ahmad ve ark.,
2020). A-HCS’nin sisme giici %273,87 ve U-HCS’nin
sigsme giicii %481,35°tir. Nisastanin sudaki sisme giicli ve
¢Oziinlirliglh amilopektinin  zincir dal uzunlugundaki
dagilim ve fosfor igerigindeki degisikliklerle ilgilidir.
Amilopektinin yapisindaki kisa zincirler, kisa ve zayif ¢ift
sarmallar olusturarak nisasta graniillerinin sigsme giictinii
arttirmaktadir  (Castafio ve ark.,, 2014). Ultrason
uygulamasi nisastalarda amiloz ve 6zellikle amilopektin
yapisinda kirilma yada kopmalara neden olmaktadir. Bu
durumda ortamdaki kisa zincirli yapilari arttirmaktadir.
Castafio ve ark. (2014) at Kkestanesi nisastasinin
¢ozinlirliigini %3,1 ve sisme giiciinii %65 olarak
bildirmislerdir. Nisastalarin y1gin yogunlugu 0,48 g/mL ve
0,51 g/mL olup, literatiir verileri olan 0,85 g/mL (Ahmad
ve ark.,, 2020) ve 0,86 g/mL (Wani ve ark.,, 2014)
degerlerinden daha diisiik tespit edilmistir.

Mililitrede 1 g madde igeren bir ¢6zeltinin spesifik
rotasyonu, uzun bir tiipte Ol¢iilen spesifik ¢evirme agisi
olarak tanimlanmaktadir. Her aktif maddenin karakteristik
bir spesifik ¢evirme agis1 bulunmaktadir (Hossain ve ark.,
2015). A-HCS’nin spesifik rotasyon (o) degeri 59,90 ve U-
HCS’nin 21,75 olarak tespit edilmistir. Mavi deger (BV),
iyot  komplekslerinin  olusumundaki farkliliklardan
yararlanarak amiloz igerigini hesaplamak i¢in kullanilan
yontemlerden birisidir (Stawski, 2008). Nisasta-iyot
absorpsiyon spektrumlari, maksimum absorpsiyon dalga
boyu (Amax)’nu gostermektedir. A-HCS’ nin mavi degeri,
Amax degeri ve amiloz igerigi sirasiyla 0,182, 25,41 ve 523,0
nm iken, U-HCS’ninki 0,253, 29,86 ve 583,0 nm’dir.
Amiloz icerigi arttik¢a, mavi deger ve Amax da artmaktadir
(Yu wve ark, 2012). Nisastanin degerinin

}Lmax

polimerizasyon derecesi ve amiloz ve amilopektinin
ortalama zincir uzunlugu ile iligkili oldugu bildirilmistir
(Hung ve ark., 2008). Ayrica A max’taki artis, sulu ¢ozeltide
iyot-amiloz kompleksi olusturmak iizere amilozun
bulunabilirliginde bir artis oldugunu gostermektedir
(Nwokocha & Williams, 2011).

At kestanesi nisastalarinin 151k gecirgenligi, donma-
¢oziinme kararlihigi ve sineresis degerleri Cizelge 2’de
verilmistir. Nisasta ¢ozeltilerinin depolanmasi sirasinda,
yapidan salinan amiloz ve amilopektin miktari, amiloz ve
amilopektinin molekiiler agirligi ve zincir uzunlugu ve
nisasta graniillerinin sigsme oOzellikleri gibi faktorler
bulaniklig: arttirmakta ve 151k gecirgenliginin azalmasina
neden olmaktadir (Rafiq ve ark., 2015; Wani ve ark.,
2014). Nisasta orneklerinin 151k gegirgenligi 120 saatlik
depolama siiresince incelenmis ve 48 saat sonunda daha
opak bir karigim elde edilmistir. Nisasta Orneklerinin
sediment hacmi A-HCS ve U-HCS igin sirasiyla 10,00 ve
17,33 mL olarak belirlenmistir. Ultrason uygulamas ile
nisasta molekiillerinin amorf yapisinin bozulmasi su tutma
kapasitesini yiikseltmekte ve bu durumda da sediment
hacminde artisa neden olmaktadir. Baslangic 151k
gecirgenligi (%T) degerleri alkali yontemle elde edilen
nisastalarda daha yiikksek bulunmustur.  Ultrason
uygulamasi ile nisastada meydana gelen mikro yapisal
degisiklikler ortamdaki karboksil gruplarmnin miktarinda
artisa neden olmaktadir. Olusan karboksil gruplari su
molekiilleri ile hidrojen bagi olusturmaktadir. Bu da
nisasta jelinin 151k gegirgenligini ve berrakligini
artirmaktadir (Singh ve ark., 2006). Opak jeller daha diigiik
%T vermektedirler (Rafiq ve ark., 2015). U-HCS’nin A-
HCS’ye kiyasla daha diisiik 151k gegirgenligi gostermesi
karboksil gruplarimin olusumundan kaynaklanmaktadir.
Cizelge 2°de gosterildigi gibi, nisastalarin sineresisi
depolama siiresiyle birlikte artmis ve 96 saatte en yiliksek
seviyeye ulagsmigtir.  Ultrason uygulamasit nisasta
molekiillerinin amiloz ve amilopektin birlesme bolgelerini
etkilemekte buda yapida ki suyun serbest aklmasina neden
olmaktadir (Perera & Hoover, 1999). Ultrason destekli
ekstraksiyon yonteminin sineresis degerlerinde diisiise
neden oldugu belirlenmistir. Depolama nedeniyle sineresis
yiizdesindeki artigin, sizan amiloz ve amilopektin zincirleri
arasindaki etkilesimden kaynaklandigi, bunun da birlesme
bolgelerinin geligmesine ve suyun serbest kalmasina yol
actig1 bildirilmektedir (Perera & Hoover, 1999). Jellesmis
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nisasta karisimlarinin donma-¢6ziinme stabilitesi A-HCS
icin %0-33,65 ve U-HCS icin %0,22-37,41 arasinda
belirlenmistir. Donma ¢oziinme islemi esnasinda yapidan
ayrilan su miktarindaki artis, nisasta molekiiler yapisindaki
degisim  ve  partikil  boyutundaki  azalmadan
kaynaklanmaktadir. Jellerden ayrilan su miktar1 depolama
stiresi ile artmustir. Alkali yontemle tretilen at kestanesi
nisastalarinin = minimum %6  konsantrasyonda  jel
olusturdugu, ultrason destekli yontemle iiretilen
nigastalarin ise minimum %312 konsantrasyonda jel
olusturdugu tespit edilmistir (Cizelge 3). Literatiirde at
kestanesi  nisastasinin = minimum  jel  olusturma
konsantrasyonuna iligkin veri bulunmamaktadir.

Aflatoksin icerigi

Cesitli tarimsal triinlerde bulunan mikotoksinler,
hasattan tiikketime kadar bazi kiif tiirleri tarafindan ¢evresel
kosullara bagli olarak {retilen ikincil metabolitlerdir.
Mikotoksinler arasinda aflatoksinler en toksik, tehlikeli ve
yaygin olanidir (Atasoy ve ark., 2017). Park ve bahge atig1
olarak sulama suyu ve yagmura maruz kalan at kestanesi
tohumlarinda kiiflenme ve bozulma gibi sorunlar ortaya
cikabilmektedir. At kestanesinden iretilen nisastalar
aflatoksin kontaminasyonu agisindan kontrol edilmistir.
Her iki yontemle iiretilen nisastalarda ve at kestanelerinde
B1, B2, G1 ve G2 tipi aflatoksinler tespit edilmemistir
(Cizelge 1). Nisasta ornekleri aflatoksin agisindan giivenli
bulunmustur.

Cizelge 2. At kestanesi nigastalarimin 151k gecirgenligi, donma-¢oziinme stabilitesi ve sineresis degerleri
Table 2. Light transmittance, freeze-thaw stability and syneresis values of horse chestnut starches

Parametreler Parameter | A-HCS U-HCS

Isik gecirgenligi (%)
Oh 37,31+6,80? 25,33+1,34°
24h 66,02+0,892 33,97+2,93°
48h 68,90+1,262 38,48+1,33°
72h 62,40+1,632 39,37+3,45°
96h 55,95+22 452 38,47+1,26°
120h 22,74 + 4,112 13,63+8,54°
Donma-¢odziinme stabilitesi (%)
0. ¢ozdiirme 0 thaw 0,00+0,00° 0,22+0,00?
1. ¢6zdiirme 1 thaw 0,18+0,01° 1,48+0,022
2. ¢ozdiirme 2 thaw 2,40+0,04° 5,85+0,072
3. ¢ozdiirme 3 thaw 10,31+0,07° 10,550,122
4. ¢ozdirme 4 thaw 33,65+0,18° 37,41+0,122
Sineresis (%)
Oh 76,6+0,8? 72,7+1,3°
24h 80,0+1,9? 74,242,3°
48h 82,7+1,22 73,5+1,8°
72h 84,7+0,7° 73,7+1,5°
96h 85,0+1,42 72,4+1,8°
120h 83,240,3? 66,7+0,4°

a, b, c, ... harfleri ayni satirdaki 6rneklerin P<0.05 diizeyinde istatistiksel farkliliklarini gostermektedir.

Cizelge 3. At kestanesi nigastalarinin minimum jel olusturma konsantrasyonlari

Table 3. Minimum gel forming concentration of horse chestnut starches

A-HCS U-HCS

Konsantrasyon (%) 1 2 3 1 2 3
l - - - -
2 - - - - - -
3 - - - - - -
4 - - - - - -
5 - - + - - -
6 + + + - - -
7 + + + - - -
8 + + + - - -
9 + + + - - -
10 + + + - - -
11 + + + - - -
12 + + + + + +
13 + + + + + +
14 + + + + + +
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Sekil 1. At kestanesi nigastalariin kirilma yiize

ylermnEM mikro gral

Figure 1. SEM micrographs of fracture surfaces of horse chestnut starches

Sekil 2. At kestanesi nisastalarinin 11k mikroskopu
goriintiileri

Figure 2. Polarised light microscope images of horse

chestnut starches

Taramali elektron mikroskobu (SEM)

Alkali ve ultrason destekli yoOntemlerle {iretilen
nisastalardaki degisiklikleri ve nigasta molekiillerinin sekil
ve gozeneklilik gibi morfolojik 6zelliklerini gozlemlemek
icin taramali elektron mikroskobu (Sekil 1) ve 1s1k
mikroskobu (Sekil 2) kullanilmistir. Isik mikroskobu ile
tespit edilen goriintiilere gdre ultrason uygulamasinin
nisasta bouyutunu kiiciilttiigli tespit edilmistir. SEM
goriintilleri  dikkate  alindiginda  olusan  nisasta
molekiillerinin poligonal yapida oldugu goriilmiistiir.
Alkali ve ultrason destekli yontemlerin kombinasyonu
nisasta molekiillerinin hiicre duvarlarim1 kirarak daha
kiiciik ve kiiresel pargalarin olugsmasia neden olmaktadir
(Zhu ve ark., 2016). Ultrason islemi nisasta molekiillerinin
yiizeylerinde asinmalara neden olmakta ve nisasta
sekillerini ~ degistirmektedir. =~ Mikrograflar,  nisasta
graniillerinin sekil ve boyut olarak diizensiz oldugunu ve
tek tip bir desene sahip olmadigini gostermektedir. Ayrica,
ultrason iglemi kiigiik kavitasyonlar nedeniyle nigasta
granillerinin amorf katmanlarim1 bozmaktadir. Bozulan
amorf katmanlar nisastanin jel yapisinin iginde
goriintilenmesine neden olmaktadir. SEM  sonuglari
Ahmad ve ark. (2020) tarafindan yapilan g¢alisma ile
benzerlik gostermektedir.

1 1 1

Wavenumber [em-1]

Sekil 3. At kestanesi nisastalariin IR spektrumlari
Figure 3. IR spectrum of horse chestnut starches

FT-IR analizi

FT-IR spektroskopisi, nisasta graniilleri igindeki yar1
kristal ve amorf alanlarda meydana gelen degisiklikleri
karakterize ederek nisastanin kristalligini belirlemek igin
de kullanmilmaktadir (Ahmad ve ark., 2020). Alkali ve
ultrasonik destekli yontemlerle iiretilen nisastalarm IR
spektrumlarinda 4000 ve 400 cm™* arasinda meydana gelen
degisimler Sekil 3’te gosterilmektedir. A-HCS ve U-HCS
IR spektrumlar1 3271 em™’de -OH bozunmasina atfedilen
giiclii absorpsiyon bantlar1 gostermektedir (Ahmad ve ark.,
2017). IR spektrumlarinin genisligi, molekiiller arasi ve
molekiil  i¢ci  hidrojen  olusumunun  derecesini
gostermektedir. Alkalizasyon ve ultrason islemleri -OH
gruplarinin serbest kalmasma yol actig1 bildirilmektedir
(Chun ve ark., 2015). Rodriguez-Garcia ve ark. (2021)
nigastanin ortorombik ve hekzagonal kristal yapilara sahip,
nanokristallerden olustugunu gostermistir. Ortorombik
kristal yapi kristal kafes yapilarindan biridir. Bu sistemde
a, b ve ¢ eksenleri farkli boylarda, bunlar arasindaki agilar
da 90%¢ esittir (Cabrera-Ramirez ve ark., 2021). Nisasta
molekiillerindeki O-H germe bantlar1 A-HCS’de daha
yiiksek bir dalga boyuna kaymistir. Diger karakteristik
bantlar susuz glikoz halkasindaki C-O bagi, C-O-H ve C-
O-C gruplan ile iliskili 1148, 1077 ve 992 cm™ dalga
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boylarinda ve -CH; grubu ile iliskili 2923 ve 2926 cm™
dalga sayisindaki bantlarda gézlenmistir. 1739 cm™ deki
bant esterlesmis nisastadaki ester bagi ile iliskilidir ve bu
bant U-HCS’de azalmaktadir. 1643 cm™’deki karakteristik
bant, nisastadaki bagli sudan kaynaklanmaktadir ve nisasta
boyutunun kiigiiltiilmesinden sonra bant yogunlugunda
onemli bir degisiklik gostermemektedir (Ahmad ve ark.,
2020). Alkali yontemle iiretilen nisastalarda 1148 ile 992
cm? arasindaki ve ultrason destekli yontemle iiretilen
nisastalarda 1337 ile 993 cm™ arasindaki bantlarin
yogunlugu, nisastanin pargalanmast ve kristalinitenin
azalmast nedeniyle azalmigtir. U-HCS’de pargalanma
seviyesi daha yiiksek rapor edilmistir (Van Soest ve ark.,
1995). Ozellikle, nisastalardaki C-O bagi ile iliskili 1019
cm?’deki C-O-C bandi spektrumlarda gozlenmemistir
(Jiugao ve ark., 2005). 859 cm’deki karakteristik bantlar
orneklerdeki B-glikozidik baglarin  varligina isaret
etmektedir. Nisasta molekiiliiniin yapisindaki seker
fraksiyonlarmin baglarindaki titresimler, 480-950 cm™?
araligindaki bantlarin  yogunlugundaki degisikliklerle
tespit edilmektedir (Wojcik ve ark., 2023).

Cizelge 4. Termogravimetrik (TGA) analiz sonuglari
Table 4. Thermogravimetric (TGA) analysis results

Termogravimetrik analiz (TGA)

At kestanesi nisastas1 Orneklerinin termogravimetrik
analiz (TGA) egrileri Sekil 4°te termogravimetresi ise Cizelge
4°de gosterilmektedir. Dehidrasyon agamasi olarak bilinen ilk
asama (25-132°C) da her iki nisasta da stabilite gostermistir.
Ikinci asamada, A-HCS nisastalar1 243-343°C’de hizh agirhk
kayb1 gosterirken, U-HCS nigastalar1 221-326°C’de hizli
agirlik kaybi gostermistir. Bu asamadaki kayiplar organik
maddenin (amiloz ve amilopektin) bozunmasina karsilik
gelmektedir (Boukhelkhal & Moulai-Mostefa, 2017). Agirlik
kaybimn ti¢tincli agamast A-HCS i¢in 343°C’yi U-HCS iginse
326°C’yi asan sicakliklarda nihai kalintilarin (kiil) olusumu
gerceklesmektedir. Bu  sonuglar  homopolisakkaritin
ozelliklerini ortaya koymaktadir. 900°C igleminin sonunda,
A-HCS’nin toplam kiitlesinin %85,82’si ve U-HCS’nin
%84,23’11 kayboldugu belirlenmistir. Kiitlenin %350’sinin
kayboldugu sicaklik (%T50) degeri A-HCS ve U-HCS i¢in
sirastyla 302-312°C ve 303-304°C araliginda tespit edilmistir.
Ultrason uygulamasi 6rneklerin TS50 degerinde azalmaya
neden olmaktadir.

Ornek Asama Am (%) AT (°C)
1st 8,49+0,12 25-132
Stabilite - 132-243
A-HCS 2nd 67,42+0,16 243-343
3rd 24,01+0,08 350-900
T50% 302-312
1st 8,47+0,03 25-132
Stabilite - 132-221
U-HCS 2nd 65,50+0,21 221-326
3rd 25,80+0,16 350-900
T50% 303-304
Am: kiitle kayb1 (%), AT: sicaklik araligi (°C), T50%: Kiitlenin %50'sinin kayboldugu sicaklik
120
—_A HCS U-HCS
100 (_'-_H“‘H...
‘\_____-___
80
;’;:‘
- 60
g
=
40
20
0
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Temperature (°C)

Sekil 4. At kestanesi nisastalarinin TGA kurveleri
Figure 4. TGA curves of horse chestnut starches
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Sonuc¢

Bu calisma, at kestanesi tohumlarindan katma degeri
yliksek bir bilesen olan nisastanin iki farkli yontemle
iretimini ve iretilen nisastalarm morfolojik, termal ve
fonksiyonel ozelliklerinin belirlenmesini kapsamaktadir.
Nisasta {iretimi i¢in alkali ve ultrason destekli olmak tizere
iki farkli yontem kullanilmistir. Ultrason destekli yontem,
nisastalarin su ve yag tutma kapasitesini artirmakta, sisme
giiclinii yiikseltmekte ve sineresisi azaltmaktadir. Alkali
ekstraksiyona kiyasla ultrason destekli ekstraksiyonda
nisastalarin donma-¢6ziilme stabilitesinde daha fazla su
kaybettigi ve nisastalarin minimum jel olusturma
konsantrasyonunun arttig1 tespit edilmistir. Ultrasonik
yontem nigastanin Amax degerini 523,0 nm’den 583 nm’ye
yiikseltmis ve spesifik dénme agisimi 59,90’dan 21,75’
diistirmiistiir. Termogravimetrik veriler kiitlenin %50°’sinin
303-304°C  araliginda  kayboldugunu  géstermistir.
Ultrasonikasyon, ortorombik kristal yapiya sahip
nisastalarin yapisinda kismi bir degisiklige neden
olmustur. Bu c¢alisma, alternatif nisasta kaynaklarina
iliskin kapsamli bir karsilagtirmali ¢aligmadir. Bu
calismadan elde edilen bilgilerin arastirmacilara yol
gbsterebilecegine inanilmaktadir. Uretilen nisastalarin
endistriyel uygulama potansiyeli igin glutensiz kek
tiretiminde, jellesme istenen pudding, muhallebi gibi
tirtinlerde uygulanabilirligi arastirilabilir. Ayrica atik bir
hammaddeden katma degeri yiiksek iiriin {iretilerek {iilke
ekonomisine katkida bulunulacaktir.
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