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Oz: Bu galigmanin amaci, cam kavanozda glrgen talasi ile bugday kepegi karigimindan
hazirlanan yetistirme ortaminda yetistirilen Shiitake (Lentinula edodes Berk.) mantarinin bazi
morfolojik &zelliklerini ve antibakteriyel performansini belirlemektir. Calismamizda cam
kavanozlar icerisinde hazirlanan yetistirme ortamlarinda mantar Uretimi gerceklestirildi. Elde
edilen mantarlardan hazirlanan DMSO’ lu (%10) ekstraktin Enterococcus faecalis (ATCC 29212),
Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Bacillus subtilis
(ATCC 6633), Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus lzerine antibakteriyel aktiviteleri
spektrofotometrik broth mikrodilisyon yontemi kullanilarak arastiriidi. Buna goére, en disuk
aktivite B. subtilis (71.28 g/ml) bakterisi tGizerine iken, en yuksek aktivite P. aeruginosa (7.86 g/ml)
Uzerine bulundu. Sonug olarak, cam kavanozda yetistirilen Shiitake mantarinin diger yéntemlerle
uretilen mantar tiplerine morfolojik olarak yakin 6zellikler tasidigi ve patojen bakterilere karsi
antimikrobiyal etkinlige sahip oldugu belirlendi.

Anahtar kelimeler: Shiitake (Lentinula edodes), Antibakteriyel, Mikrodillisyon, Glirgen
talasi

Some Morphological Properties and Antibacterial Performance of Shiitake
(Lentinula edodes) Mushroom Grown in Glass Jar

Abstract: The objective of this study was to determine some morphological characters and
antibacterial performance of Shiitake (Lentinula edodes) mushroom grown in the growing medium
prepared from a mixture of hornbeam sawdust and wheat bran in the glass jar. In our work,
mushroom production was carried out in the growing media prepared in glass jars. Antibacterial
activities of the extract prepared in DMSO (10%) from the obtained mushrooms on Enterococcus
faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Klebsiella pneumoniae and Staphylococcus aureus were
investigated using spectrophotometric broth microdilution method. Accordingly, the highest
activity was found P. aeruginosa (7.86 mg/ml) while the lowest activity was on B. subtilis (71.28
g/ml). As a result, it was determined that Shiitake mushroom grown in glass jar has
morphologically close features to mushroom types grown by other methods and has antimicrobial
activity against pathogenic bacteria.
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Giris

Shiitake mantar (L. edodes (Berk.) Pegler 1976)
sistematik olarak Basidiomycetes sinifina ait, sapkal bir
mantar turdddr (Agaoglu ve ark. 1991). Shiitake
dinyanin en o6nemli UglncU Kkaltird yapilan yenen
mantar turaddr. Turkiye'de de diinya mantar Uretimine
benzer olarak Agaricus cinsi %86 orani ile birinci sirada,
%10 orani ile Pleurotus turleri ikinci ve %3 ile Lentinula
edodes tlrU Uglncl sirada yer almaktadir. Tirkiye'de
Pleurotus turleri ve L. edodes ile ilgili akademik
calismalar 1990'h vyillarda vyapilmaya baslanmis
olmasina ragmen, bu tdrlerin ticari yetistiriciligi 2010
yilindan sonra hiz kazanmistir (Eren ve Peksen, 2016).

Tarkiye'de kiltir mantari  Gretim  miktarinin
cinslere dagilmi incelendiginde Agaricus cinsi %86
orani ile birinci sirada, %10 orani ile Pleurotus turleri
ikinci ve %3 ile Lentinula edodes turl Gglncu sirada yer
almaktadir (Eren ve Peksen, 2016). Bu mantar, kiltire
alinabilen bir mantardir ve suni metotlar ile kultire alma
calismalari  Gzerine  giderek  cesitli  yontemler
gelistiriimektedir (Royse ve Sanchez, 2007). Shiitake
kultir calismalarinin bagladigi Glkeler olan Japonya ve
Cin diginda Kore, Rusya, Amerika ve italya gibi diger
ulkelerde de dogal olarak yetismektedir. Bu Ulkelerde
daha ¢ok lezzet yoniinden tercih edilse de tibbi 6nemi
giderek artmaktadir (Wasser and Weis, 1999; Manzi ve
ark, 2001).

Shiitake mantarinin ¢ok énemli biyolojik aktiviteye
sahip bilesenlerinin oldugu bir ¢ok c¢alisma ile
gOsterilmigtir. igerigindeki beta-glukan benzeri
polisakkarit, lentinan olarak bilinmekte, mantardan sulu
ekstraksiyon yontemiyle elde edilebilmektedir. Molekdil,
B-glukandan farkli olarak, -1,3 ve B-1,6- D glukan
seklindedir ve 3’lG sarmal yapidadir (Bohn ve BeMiller,
1995; Manzi and Pizzoferrato, 2000). Sahip oldugu
eritadenin proteini ise, 2,3-dihidroksi—4-(9- adenil-butirik)
asittir ve hipokolesteromik 6zelliginin kesfedilmesi ile
farmakoloji alaninda énemli bir yere sahiptir. Shiitake
mantari, icerdigi lentinan ve eritadenin bilesikleri
yaninda vitamin, D, B2, B12, yag asitleri ve 6nemli
mineraller ile bir ¢ok saglik problemlerini engelleme
ozelligine sahiptir. Metanol, etanol gibi farkli metotla elde
edilen ekstraktlarinin antitimor, antiviral, antioksidant,
antimikrobiyal ve afrodizyak etkileri ortaya c¢ikariimisg,
hatta insan sagligina olan faydasi nedeniyle uzun
yagsamin sirri olarak anilmigtir. (Hassegawa ve ark.
2005; Choive ark. 2006; Enman ve ark. 2007; Hearst ve
ark. 2009; Woldegiorgis ve ark. 2014). Ayrica mantarin
degredasyon yeteneginden faydalanilarak lakkaz,
peroksidaz gibi ekstraselliler enzimleri ekstrakte
edilmigtir. Bu yonu ile gevre kirliligine sebep olan atiklarin

parcalanmasinda ve diger sanayi Kkollarinda
kullanilabilece@i bilinmektedir(Moreira ve ark. 2000;
Nagai ve ark. 2002).

Bu gcalismada, cam kavanozda girgen talasi ile
bugday kepegi karigimindan hazirlanan yetistirme
ortaminda Shiitake (Lentinula edodes) mantari gelistirildi
ve bazi morfolojik Ozellikleri ile antibakteriyel
performansini belirlendi.

Materyal ve Metot

Saf kilturin elde edilmesi

Shiitake (L. edodes) mantari Agroma Mantar
Uretim Ciftligi'nden temin edilmistir. Laboratuvara
getirildikten sonra saf misel elde edilmesinde doku
kultirinden yararlaniimigtir. Mantarin spor izleri alinmis
ve sporlar MEA (Malt Ekstrakt Agar) iceren petrilere
ekilmistir. Kontaminasyonun olmadigi miseller saf kiltar
olarak kullaniimistir (Kibar ve Peksen, 2011).

Tohumluk misel Uretimi

Tohumluk misel (spawn) gelisimi icin, mese odun
yongalari kullaniimistir. Mese odun yongalarinin nemi
%70’e, pH’'s1 5’e ayarlandiktan sonra 250 mL’lik cam
kavanozlara doldurulmus ve kavanozlar 1,5 saat
boyunca 121°C'de sterilize edilmistir. Ardindan oda
sicakliginda sogutulan kavanozlara miseller agilanmistir.
Tohumluk misel Uretimi sirasinda inkiibasyon odasinin
sicakligi 22-26°C olarak ayarlanmistir. Yaklasik 1,5-2 ay
sonra kavanozlarda misel gelisimi tamamlanmis, bu
miseller mantar Uretim g¢alismasinda tohumluk misel
olarak kullanilimistir.

Mantar tretimi

Calismada Shiitake mantar Uretiminde %75
girgen talas, %25 bugday kepegi karisimindan
hazirlanan yetistirme ortami kullanilimistir  (kg/kg).
Karisim homojen olarak karistirilarak %65-70 nem
olacak sekilde islatiimistir. Yetistirme ortaminin pH’si
kalsiyum karbonat ilave edilerek 5.5-6.0'a ayarlanmistir.
Hazirlanan yetistirme ortamlari 1,5 kg olacak sekilde
kavanozlara doldurulmus ve otoklavda 1,5 saat boyunca
121 derecede steril edilmigtir. Sterilizasyondan sonra 20-
25°C’ye soguyan ortamlara 50 gr misel asilanmistir.
Asllamadan sonra kavanozlar 22-26°C’de 60-80 gin
boyunca karanlik ortamda inkibasyona birakiimistir.
Daha sonra yetistirme ortamlari kavanozlardan
cikarilmis ve primordium olusumu tesvik edilmistir.
Bunun igin, miselle sariimis kompostlar 0-4°C arasinda
24 saat boyunca soklanmigtir. $Soklama islemi
tamamlandiktan sonra; iklimlendirme Unitesi sicakhgi 16-
18°C’ye, nemi % 80-90’a ayarlanmig; ginde 2-4 saatlik
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havalandirma ve 4-8 saatlik 1sik (10 Iiks) ile mantar
olusumu tesvik edilmistir (Agaoglu ve ark. 1991; Boztok
ve Erkip, 2002; Philippoussis ve ark., 2007). Mantar
agirhdr 5 adet mantarin sapi ile birlestigi noktadan
kesilerek tartilip 5’e béliunmesiyle, sap uzunluklari, sap
kalinliklari, sapka genislikleri ve sapka kalinliklari ise
kumpas yardimiyla élgulip kaydedildi ve ortalamalari
alinarak hesaplandi.

Mantar ekstraksiyonu

Hasat edilen L. edodes mantarlari kiiguk pargalar
halinde dogranarak parcalara ayrilimis ve -80°C’'de
saklanmistir. Daha sonra dondurulup -50 °C’de vakum
altinda 72 saat boyunca (5 pHg) liyofilizatérde
kurutulmustur. Kurutulmus mantardan 100 gr alinarak 1
mllik c¢ozucude (%10 DMSO) 24 saat boyunca
calkalamali inkibatérde 25°C’de bekletilmistir. Stok
filtreden gegirilerek steril edilmistir (Barros ve ark. 2008,
Oyetayo ve ark. 2009).

Antibakteriyel aktivite tayini

Calismada kullanilan Enterococcus faecalis
(ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Bacillus
subtilis (ATCC 6633), Klebsiella pneumoniae ve
Staphylococcus aureus bakteri suslari Refik Saydam
Hifzissihha Merkezinden temin edilmistir.

Test 6ncesi tim suslar kati besiyerine (TSA- triptik
soya agar) ekim yapildiktan sonra, 37°C'de 18-24 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasinda 18-24
saatlik agar plagindaki tek dusmis kolonilerden
dogrudan serum fizyolojik ile McFarland 0.5 bulanikhk
ayarlanmigtir (McFarland, 1987). Yoéntemde steril 96
kuyucuklu mikroplaklara, bakteriler icin hazirlanan
Mueller Hinton Broth besiyerinden konulmustur. Daha
sonra, ilk kuyucuga konsantrasyonu hazirlanmis mantar
ekstrakti solisyonundan 50 pl olacak sekilde konularak
ilk on sira sonuna kadar cift kath dilisyonlar yapilmigstir.
Pozitif kontrol ve negatif kontroller son iki situna
hazirlanmistir. Son olarak mantar ekstrakti ve antibiyotik
bulunan kuyucuklara 5 ul bakteri eklenmis ve
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon éncesi (t0.saat)
ve inkibasyon sonrasinda (t24. saat) 600 nm’de
spektrofotometrik olgiimler alinmistir. Deneyler 3 kez
tekrar edilmis ve ortalama degerlerin ylzde inhibisyon
degerleri (=1-(ODtestt4-10/ODkontroli24-10)*100) hesaplan-
mistir. Elde edilen dogrusal edim gizgisi Gzerinden R? ve
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ardindan MIK (Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu)

hesabi yapilmistir (Patton ve ark. 2006, Erdogan ve ark.
2017).

Bulgular

Bu calismada, cam kavanozda girgen talasi ile
bugday kepedi karisimindan hazirlanan vyetistirme
ortaminda yetigtirilen Shiitake (Lentinula edodes)
mantarinin 15, 75, 85, 100 ve 120.glnlik fotograflari
gosterildi (Sekil 1). Toplanan mantarla-rin ortalama
mantar agirigi, 16.01 g, sap uzunlugu 28 mm, sap
kalinhgr 9.01 mm, sapka genigligi 85.03 mm, sapka
kalinligi 7.96 mm olarak él¢ildu (Tablo 1).

Tum mikroorganizmalar ampisilin pozitif kontrol
antibiyotigine kargi duyarli ¢ikmigtir (<12.5 pg/ml).
Yapilan calismaya goére, en yuksek antimikrobiyal
aktivite P. aeruginosa bakterisine karsi gézlenirken, en
dusuk aktivite B. subtilis bakterisine karsi olmustur.
Minimum inhibisyon konsantrasyon degerleri B. subtilis
icin 71.28 g/ml, K. pneumoniae icin 62.37 g/ml, E.
faecalis icin 35.6 g/ml, E. coli i¢cin 34.42 g/ml, S. aureus
icin 16.91 g/ml ve P. aeruginosa i¢in ise 7.86 g/ml olarak
belirlenmistir (Sekil 2).

Tartisma

Yapilan pek ¢ok calisma L. edodes
yetistiriciliginde kullanilan substratlarin mantar kalitesini
etkiledigini gostermistir. Kompost hammaddesi olarak
findik zurufu ve bugday kepeginin (1/3) kullanildid
calismada (Ozgelik ve Peksen, 2006; Ozgelik ve Peksen,
2007), mantar kalite 6zelliklerinin oldukga yiksek oldugu
bulunmustur. Ozgelik ve Peksen (2006)'in galismasi ile
bulgularimizi kargilastirdigimizda, mantar agirhig (69.0
>16.01 g), sap uzunlugu (60.24 > 28 mm), sap kalinhgi
(17.25>9.01 mm) ve sapka kalinligi (140.46 > 7.96 mm)
degerlerinin arastirmacilarin bulgularina gore dusuk
oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde, Hassan (2011)in
calismasina goére, zirai atiklar Gzerinde geligtirilen L.
edodes agirhdi 17.4 g, sap uzunlugu 50 mm, sap kalnhgi
10.7 mm ve sapka kalinhd1 100 mm olarak bulunmustur.
Ayrica, Erkip ve Boztok (2003)’'un calismasina gore,
talas ortamlarini sterilize ettikten sonra 0, 5, 10 ve 15 ml|
hidrojen peroksit uygulamanin yapildigi ortamda gelisen
L. edodes mantarinin sapka c¢apinin  maksimum
degerlerinin 90.9 mm, sap uzunlugunun ise 60.12 mm
oldugu saptanmistir.
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Sekil 1. Girgen talasi ve bugday kepegdi kompostu lizerinde biyilyen bir mantarin gelisim fotograflari

Tablo 1. Yapilan galismada elde edilen mantarlarin bazi morfolojik ézellikleri ve bunlarin diger ¢calismalarla
kiyaslanmasi.

Gurgen Findik Zirai atik Hidrojen-
talagitbugday  zurufu+bugday Uzerinde L. peroksitli talag
kepegi samani lizerinde edodes ortaminda L.
Gzerinde L. L. edodes (Ozgelik (Hassan, edodes (Erkip
edodes ve Peksen, 2006) 2011) ve Boztok,
2003)

Mantar agirhgi (g) 16.01 + 3.02 69.00 17.4 -

Sap uzunlugu (mm) 28 +2.98 60.24 50 60.00

Sap kalinhigi (mm) 9.01 +£3.89 17.25 10.7 -

Sapka genisligi (mm) 85.03 +6.89 - - 90.9

Sapka kalinhigi (mm) 796 +4.01 140.46 100.4 -
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Sekil 2. Spektrofotometrik broth mikrodilisyon yontemi kullanilarak, mantar ekstraktinin Enterococcus
faecalis(ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa(ATCC 27853), Bacillus
subtilis (ATCC 6633), Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus bakterileri Gzerine antibakteriyel

inhibisyon grafikleri ve Mik degerleri
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Makrofunguslarin  dogal antimikrobiyal ajan
olarak kullaniimasi, yeni antibiyotik ihtiyacinin hizla
arttigi bu yuzyilda oldukga 6nemlidir. Bu nedenle,
mantarlardan elde edilen 6zutler ile ilgili g¢alismalar
ginimizde giderek artmaktadir (Yang ve ark., 2002;
Rao ve ark. 2009). L. edodes ekstraktlarinin bazi P.
aeruginosa, Bacillus licheniformis, Bacillus subitilis,
Pseudomonas mevalonii, Klebsiella/Enterobacter sp.,
Sphingobacterium multivorum, Microbacterium sp.,
Stenotrophomonas, B. subtilis gibi bakterileri guclu bir
sekilde inhibe ettigi gbsterilmistir (Rao ve ark. 2009).
Ayrica, L. edodes kultur ekstraktinin, B. cereus, Listeria
innocula, L. monocytogenes, S. aureus gibi gida
patojenlerini disk diftizyon ydntemine gére 3-13 mm zon
araliginda inhibe ettigi gosterilirken, Gram negatif
bakteriler olan E. coli ve P. aureginosa suslarinin L.
edodes’e kargi direngli olduklari dikkat g¢ekmektedir.
(Ishikawa, 2001). Bagka bir calismada, superkritik
ekstraksiyon metoduna goére hazirlanan L. edodes
ornekleri ile B. ceresus, S. aureus, E. coli ve M. luteus
mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal disk diflizyon
testi yapilmistir. Buna gore, S. aureus ve C. albicans
suslarinin  L.edodes ekstraksiyonlarina (40°C/30MPa,
40°C/20MPa, 30°C/15-20-30MPa) karsi oldukga direncli
olduklari tespit edilmistir (Kitzberger ve ark. 2007).
Calismamizda ise direngli sus gorilmemekle birlikte,
mikroorganizmalarin 7.84 g/ml ve 71.28 g/ml araliinda
inhibe olduklari bulundu.

Yapilan bir calismada, L. edodes metanol
ekstraktinin S. typhimurium ve P. aeruginosa bakterile-
rine karst MIK degerlerinin 200 mg/ml oldugu
belirlenmistir(Karaca ve ark. 2017). Bu ¢alismada ise
mantar ekstraktinin P. aeruginosa bakterisi lizerine MiK
degeri 7.86 g/ml olarak belirlenmistir. Bagka bir
calismada, L. edodes metanolik ekstraktinin antimikro-
biyal etkileri bizim c¢alismamizla kiyaslandiginda
oldukga dustuk bulunmustur. Calismada, mantar
ekstraktinin MiK degerleri, S. aureus, B. subtilis , E. coli
ve K. pneumoniae i¢in 3 mg/ml iken, P. aeruginosa i¢in
4 mg/ml, C. albicans icin ise 1 mg/ml olarak tespit
edilmistir (Chowdhury ve ark. 2015). L. edodes sulu
ekstraktlarinin  S. aureus, E. faecium ve E. coli
bakterilerine kargi MiK degerlerinin sirasiyla 50 mg/ml,
>50 mg/ml ve >50 mg/ml oldugu belirlenmistir
(Hirasawa ve ark. 1999). Bu galisma ile kiyaslandiginda
ise S. aureus (16.91 g/ml), E. faecium (35.6 g/ml) ve E.
coli  (34.42 g/ml) bakterilerinin DMSO’lu mantar
ekstraktina kargl daha direngli olduklari tespit edilmigtir.
Rao ve ark (2009) L. edodes’in sulu ekstraktlarinin E.
coli 0157, MRSA S. aureus, B. subtilis, P.aeruginosa
gibi cevresel patojenlere karsi inhibisyon etkisinin

yuksek oldugunu belirtmisler, bu nedenle mantarin
mikrobiyal zararlilardan korunmak igin 6nemli bir
antimikrobiyal ajan oldugunu vurgulamiglardir.

Sonug¢ olarak, L. edodes ticari bir mantar
olmasinin yaninda, biyolojik arastirmalarda kullanila-
bilecek 6nemli bir mantar turadur. Bu nedenle, farkli
substratlar kullanarak ve yeni metodlarla biyolojik
aktivite ¢alismalari igin 6nemli bir dogal antimikrobiyal
ajan Ozelligine sahiptir. Ancak, daha fazla detayl
arastirmalara ihtiyag vardir.

Tesekkiirler

Bu calismada emegi gegen stajyer 6grencileri-
miz Fatma Nur Alkan, Media Kolakan, Sema Aydin ve
Havva Kirkik’a tesekkiir ederim.
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