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Bu ¢aligmada, sivi kiiltirde ekzopolisakkarit iiretimi i¢in yenilebilir bir mantar olan
Lepista nuda kullanilmistir. Baglangigc karbon ve azot kaynaklarinin L. nuda IT susu
tarafindan ekzopolisakkarit ve biyokiitle iiretimi tizerindeki etkileri aragtirilmistir. En
fazla ekzopolisakkarit tiretimi 50 g/L glukoz ve 5 g/L maya ekstrakt1 kullamildiginda elde
edilmigtir. Sonug¢ olarak, kiigiik olgekte optimize edilmis kosullar altinda 2,1 g/L
ekzopolisakkarit ve 12,3 g/L biyokiitle tiretimi saglanmistir. Bu ¢alisma, L. nuda'nin sivi
kiiltiirde ekzopolisakkarit tiretimini gosteren ilk galigmadir.
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In the present study, Lepista nuda, an edible mushroom, was used for the production of
exopolysaccharide in the submerged culture. The effects of initial medium carbon and
nitrogen sources on exopolysaccharide and mycelial biomass production by L. nuda IT
strain were investigated. The highest exopolysaccharide production was obtained when
culture parameters were used as initial medium 50 g/L glucose and 5 g/L yeast extract. As
a result, 2.12 g/L exopolysaccharide and 12.3 g/L biomass production in optimized
conditions at flask scales were achieved. This is the first study showing the production of
exopolysaccharide in liquid culture of Lepista nuda.
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Giris

Lepista nuda (Clitocybe nuda), Tricholomataceae
familyasina ait yenilebilir bir mantardir. Ulkemizde mavi
cincile veya mor mantar olarak bilinmektedir (Y1lmaz ve
Zencirci, 2016). L. Nuda’dan elde edilen ekstraktlarin
antioksidan, antimikrobiyal ve antikanser ozellikleri
sergiledigi bulunmustur (Degirmenci, 2017).

Yenilebilir ve tibbi mantarlar genellikle saman ve
odun gibi lignoseliiloz atiklar1 kullanarak iiretilmektedir
(van Kuijk ve ark., 2016; Nasehi ve ark., 2017). Bu
yontemin yam sira belirli bir sivi besiyerinde mantar
biyokiitlesi elde etmek i¢in hizli ve alternatif bir yontem
olarak sivi kiltirde kullanilmaktadir (Ozkan ve ark.,
2011; 2013; Geyikoglu ve ark., 2017). Sivi1 kiiltiirlerde
fungal biyokiitle ve ekzopolisakkarit tiretimi kiiltlr
kosullarindan (pH, sicaklik, calkalama), Ozellikle de
ortam bilesimden etkilenmektedir (Diamantopoulou ve
ark., 2012, 2014; Mahapatra ve Banerjee, 2013).

Son yillarda, mantar polisakkaritleri ¢ok cesitli
biyolojik aktivitelerinden dolayr yaygmn bir sekilde
arastirilmaktadir (Friedman, 2016; Zhang ve ark., 2017).
Basidiomycota’ya ait Ganoderma, Cordyceps, Lentinus,
Lentinula, Pleurotus, Agaricus, Cerrena, Corpinus,
Fomes, Trametes, Phellinus, Inonotus, Lepista,
Flammulina, Hericium, Boletus, Lactarius, Armillaria ve
Tricholoma cinslerine ait birgok tiir polisakkarit
tiretmektedir (Osinska-Jaroszuk ve ark., 2015; Friedman,
2016; Singdevsachan ve ark., 2016). Yenilebilir ve tibbi
mantarlardan elde edilen bu polisakkaritler antitiimor,
bagisiklik diizenleyici, antimikrobiyal, yaslanma karsiti,
yara onarimi, prebiyotik, antioksidan ve antidiyabetik
ozellikleri bakimmndan gida ve farmasétik uygulamalar
icin cazip ve umut verici olup en iyi bilinen biyoaktif
bilesenlerdendir (Singdevsachan ve ark., 2016; Meng ve
ark., 2016; Zhang ve ark., 2017).

Tricholomataceae familyasina ait 6zellikle Tricholoma
matsutake (Kim ve ark., 2010), Tricholoma mongolicum
(Wu ve ark., 2012) ve Armillaria mellea (Lung ve Huang,
2010) sivi kiltirde polisakkarit dretilebilmektedir.
Lepista sordida misellerinden elde edilen polisakkaritin
antioksidan ve yaslanma karsitt (Zhong ve ark., 2013),
ekstraktlarindan elde edilen polisakkaritin ise antikanser
(Miao ve ark., 2013) ozelliginde oldugu belirlenmistir.
Clitocybe alexandri ve Lepista inversa ekstraktlarindan
elde edilen polisakkaritlerin 6zellikle antioksidan 6zelligi
belirlenmistir (Vaz ve ark., 2010). Clitocybe maxima’dan
elde edilen ekzopolisakkaritin akciger kanserini azalttig
belirlenmistir (Hu wve ark., 2015). L. nuda’nin
sapkalarindan elde edilen polisakkaritlerin antioksidan
(Xu ve ark., 2015) ve antiviral (Li ve ark., 2009)
ozellikleri belirlenmistir.

Bu g¢alismada, L. nuda’min sivi  kiiltiirde
ekzopolisakkarit tretimi ilk kez gerceklestirilmis ve
cesitli karbon ve azot kaynaklarinin ekzopolisakkarit
iretimine etkisi aragtirtlmigtir.

Materyal ve metod

Mikroorganizma

L. nuda IT Atatirk Universitesi Biyoloji Boliimii
Kiiltiir Koleksiyonunda bulunmakta ve Prof. Dr. Ibrahim
Tiirkekul tarafindan laboratuvarimiza kazandirilmstir.

Stok kiiltiir, patates dekstroz agar (PDA) yatik agarda
4°C’de muhafaza edilmekte ve iki ayda bir
yenilenmektedir.

Inokulum Hazirlama

PDA iizerinde gelistirilen L. nuda, 7. giiniin sonunda 5
mm c¢apinda 3 disk alinarak 250 mL’lik erlende 50 mL
besiyeri (20 g/L glukoz, 2 g/L et peptonu, 2 g/L maya
ekstrakti, 0,46 g/L KH,POs 1 g/L K;HPO. 0,5 g/L
MgSO,4-7H20, pH 5,5) igeren ortama aktarilmigtir (Kim
ve ark., 2005; Chen ve ark., 2016). Bu ortamda 4 giin
28°C ve 150 rpm’de gelistirildikten sonra %4 oraninda
ekzopolisakkarit iiretim ortamina inokulum olarak
kullanilmistr.

Ekzopolisakkarit Uretim Ortami

Ekzopolisakkarit iiretimi, 50 mL besiyeri i¢eren 250
mL’lik erlenmayerler igerisinde gerceklestirilmistir.
Calismada ekzopolisakkarit iiretiminin gergeklestirilecegi
stvi besiyeri ortaminda 30 g/L karbon kaynagi, 5 g/L
kazein peptonu, 3 ¢g/L KH.PO4s ve 0,5 g/L MgSO,
kullanilmistir.  Fermantasyon ortamimin pH’st 5,57
ayarlanmig ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanmustir.
Besiyerleri sogutulduktan sonra erlenlere inokulum
aktarilmustir. Kiiltiirler, ¢alkalamali inkiibatorde 28°C ve
200 rpm’de 7 gilin inkiibasyona birakilmistir. Siire
sonunda ekzopolisakkarit ve biyokiitle miktarlart
belirlenmistir.

Uygun Karbon Kaynagi
Belirlenmesi

L. nuda’dan ekzopolisakkarit iretiminde en uygun
karbon kaynagini belirlemek i¢in ekzopolisakkarit {iretim
ortaminda 30 g/L karbon kaynaklari olacak sekilde glikoz,
gliserol, siikroz, fruktoz, laktoz ve maltoz kullanilmigtir.
En fazla ekzopolisakkarit tiretiminin belirlendigi karbon
kaynagi 20-70 g/L olacak sekilde en uygun karbon
konsantrasyonu belirlenmistir.

ve Konsantrasyonunun

Uygun  Azot
Belirlenmesi

L. nuda’dan ekzopolisakkarit iretiminde en uygun
azot kaynagini belirlemek igin {iretim ortaminda 5 g/L
azot kaynaklar1 olacak sekilde NHsNOz, (NH4)2SOs4,
NH.CI, tripton, kazein peptonu, iire ve maya ekstrakti tek
azot kaynag@i olarak  kullamlmistir. En fazla
ekzopolisakkarit liretiminin belirlendigi azot kaynag1 2-11
g/l olacak sekilde en uygun azot konsantrasyonu

Kaynagi ve  Konsantrasyonunun

belirlenmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda kiiltiir
ortamlarinda biyokiitle ve ekzopolisakkarit miktari
belirlenmistir.

Biyokiitle Ve Ekzopolisakkarit Olgiimii

Fermantasyon sonunda, besiyerleri 5.000 rpm'de 10
dakika santrifiij edilmistir. Sipernatant kismindaki
ekzopolisakkaritler, etanol (%95, 4°C) ¢okeltme yontemi
ile kazanilmis ve daha sonra bir kurutma firininda sabit
bir agirliga kadar kurutularak tartilmigtir (Kim ve ark.,
2005). Coktiiriilen fungal miseller 3 kez saf su ile
yikanmus ve 24 saat 60°C’de kurutularak biyokiitle
miktar1 belirlenmistir (Ozdal ve Kurbanoglu, 2018).
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Bulgular ve Tartisma

Ekzopolisakkarit Uretimi Uzerine Karbon Kaynaginin
Etkisi

Ekzopolisakkarit {iretimi tiizerine g¢esitli karbon
kaynaklarinin (glukoz, gliserol, siikroz, fruktoz, laktoz ve
maltoz) etkisi Sekil 1’de gosterilmistir. En yiiksek
ekzopolisakkarit tiretimi glukoz varliginda (1 g/L) elde
edilirken, en diisiik ekzopolisakkarit iiretimi ise gliserol
(0,12 g/L) kullanildiginda elde edilmigtir. En yiiksek
biyokiitle laktoz (11,4 g/L) varliginda belirlenirken en
diisiik biyokiitle ise gliserol kullanildiginda (6,1 g/L) elde
edilmistir.

Mikrobiyal ekzopolisakkarit iiretimi igin kullanilan
karbon kaynaginin ¢esidi ve konsantrasyonu tiirden tiire
farklilik gostermektedir. Genel olarak mikroorganizmalar
tarafindan ekzopolisakkarit iiretiminde baslangi¢ olarak
30-60 g/L seker konsantrasyonuna gerek duyulmaktadir
(Zheng ve ark., 2014; Sharma ve ark., 2015a; Altinay ve
ark., 2015). Bu nedenle ¢alismada 20-70 g/L glukoz
konsantrasyonun etkisi aragtirilmustir.

Karbon kaynagi olarak glukozun farkli
konsantrasyonlarinin kullanildig: fermantasyon
ortamlarinda, en yiiksek ekzopolisakkarit iiretimi 50 g/L
glukoz (1,5 g/L) varhiginda belirlenmistir. Biyokiitle artisi
50 g¢/L glukoz ortaminda en yiiksek diizeye ulasmis ve
daha yiiksek seker konsantrasyonlarinda biyokiitle artisi
gbzlenmemistir.

Sharma ve ark. (2015a), Cordyceps cicadae ile yaptigi
calismada, en fazla ekzopolisakkarit tiretiminin karbon
kaynagi olarak glukoz kullanildiginda elde edildigini ve
uretilen ekzopolisakkarit miktarmin 0,54 g/L oldugunu
bildirmiglerdir. Sharma ve ark. (2015b), Cordyceps
gracilis ile yaptig1 baska bir ¢aligmada karbon kaynagi
olarak glukoz kullanildiginda 0,464 g/L diizeyinde
ekzopolisakkarit tiretiminin gerceklestigini bulmuslardir.
Hsu ve ark. (2017), Ganoderma formosanum ile yaptig
calismada en fazla ekzopolisakkarit iiretimini glukoz
ortaminda gergeklestigini ve 0,830 g/ diizeyinde
oldugunu belirtmislerdir. Tricholoma matsutake ile
yapilan diger bir ¢alismada en yiiksek ekzopolisakkarit
iretimi glukoz kullanarak 2,23 g/L olarak elde edilmistir
(Kim ve ark., 2010).
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Sekil 1 Biyokiitle ve ekzopolisakkarit iiretimi iizerine
karbon kaynaklarinin etkisi
Figure 1 Effect of carbon sources on the biomass and
exopolysaccharide production

Ekzopolisakkarit Uretimi Uzerine Azot Kaynag: Etkisi

Fermantasyon da kullanilan azot kaynaginin ¢esidi ve
konsantrasyonu dogrudan ekzopolisakkarit iiretimini
etkilemektedir.  Ekzopolisakkarit  iretimi  {izerine
inorganik (NH4NOs, NH4CI, NH1S0O.) ve organik (kazein
peptonu, tripton, iire, maya ekstrakti) azot kaynaklarinin
etkisi Sekil 3°de gosterilmistir. Her bir azot kaynagi (5
g/L), kazein peptonu yerine Ttretim ortama ilave
edilmistir. En yiiksek ekzopolisakkarit iiretimi maya
ekstrakti kullanildiginda (2,1 g/L) elde edilirken, en diisiik
ekzopolisakkarit tiretimi (0,05-0,1 g/L) ise inorganik azot
kaynaklar1 kullanildiginda elde edilmistir. Organik azot
kaynaklart arasinda en diisiik ekzopolisakkarit {iretimi iire
(0,72 g/L) kullanildiginda elde edilmistir. Inorganik azot
kaynaklart varhiginda c¢ok az ekzopolisakkarit tiretimi
besiyerinin son pH’simin  ¢ok disik olmasindan
kaynaklanmaktadir. NH4sNO3, NHiCl ve NH4SO4 iceren
besiyerlerinin son pH’s1 sirasiyla 2.7, 2.5 ve 2.4 olarak
Olgiilmiistiir. Sarcodon aspratus (Joo ve ark., 2004),
Cordyceps jiangxiensis (Xiao ve ark., 2004) ve Bionectria
ochroleuca (Li ve ark., 2016) ile yapilan ekzopolisakkarit
tretimi ¢aligmalarinda da inorganik azot kaynaklar
kullanildiginda pH degerinin  diistiigii  belirtilmistir.
Ayrica bu ¢aligmalarda Sekil 3'te elde edilen sonuglara
benzer olarak organik azot kaynaklarinin, biyokiitle artisi
ve ekzopolisakkarit {iretimini kolaylastirmak igin
inorganik azot kaynaklarindan daha etkili oldugu da
belirlenmistir. Test edilen azot kaynaklari arasindan maya
ekstrakti, ekzopolisakkarit iiretiminde en iyi etkiyi
gostermistir. Bunun temel olarak maya ekstraktinin hiicre
biiylimesi ve ekzopolisakkarit tiretimi i¢in uygun azot
icerdigini ve ayrica hayati beslenme faktorleri olarak

kullanilabilen baz1  vitaminlere sahip olmasimdan
kaynaklandigi diigiiniilmektedir.
Cordyceps cicadae (Sharma ve ark., 2015a),

Ganoderma formosanum (Hsu ve ark., 2017), Incutis
tamaricis (Zheng ve ark., 2014), Bionectria ochroleuca
(Li ve ark., 2016), Armillaria mellea (Lung ve Huang,
2010) ve birgok Basidiomycota’ya (Osinska-Jaroszuk ve
ark., 2015) ait tiirin s1v1 kiiltiirde polisakkarit tiretiminde
organik azot kaynaklarinin inorganik azot kaynaklarindan
daha iyi oldugu bildirilmistir.
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Figure 2 Optimum glucose concentration on the biomass
and exopolysaccharide production
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Sekil 3 Biyokiitle ve ekzopolisakkarit iiretimi {izerine azot
kaynaklarmin etkisi
Figure 3 Effect of nitrogen sources on the biomass and
exopolysaccharide production

ekstraktinin  farklh
konsantrasyonlarinin kullanildig: fermantasyon
ortamlarinda, en yiiksek ekzopolisakkarit (2,1 g/L)
tiretimi 5 g/L oraninda kullanildiginda elde edilmistir. Bu
konsantrasyondan = daha  fazla  maya  ekstrakti
kullamldiginda biyokiitle miktarinin arttig; ancak
ekzopolisakkarit liretiminin azaldig1 belirlenmistir. Bunun
nedeni besiyerindeki C:N oraninin  degismesinden
kaynaklanmaktadir (Osinska-Jaroszuk ve ark., 2015;
Sharma ve ark., 2015b).

Lepista sp. (Maziero ve ark.,, 1999) ve Clitocybe

Azot kaynagi olarak maya

maxima’min (Hu ve ark, 2015) sivi Kkiiltirde
ekzopolisakkarit tirettikleri bilinmektedir. Bu ¢aligmada
ilk defa sivi  Kkiltirde L. nuda kullanilarak

ekzopolisakkarit tiretimi gergeklestirilmistir. L. nuda’dan
elde edilen ekzopolisakkaritin gida ve farmakolojik
alanlarda kullanilabilme 6zellikleri sonraki ¢aligmalarda
belirlenecektir.
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