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Bu calismada Aydin ili ve gevresindeki ¢esitli sicak su kaynaklarindan izole edilerek
Adnan Menderes Universitesi Biyoloji Béliimii Kiiltiir Stok’larinda kayitli bulunan
201 adet termofilik bakteri izolatinin 43 tanesinin lipolitik aktivite agisindan pozitif
sonug verdigi ve bunlardan 22 tanesinin de lipaz aktivitesi gosterdigi belirlenmistir.
Secilen 22 izolat LB broth ortaminda gelistirilerek kantitatif lipaz aktiviteleri
belirlenmis ve HBB 134 19,925 U/mL ile en iyi aktivite gosteren izolat olarak
secilmistir. HBB 134 izolatinin 16S rRNA dizi analizi sonucu en yiiksek benzerlik
orani (% 99) Anoxybacillus flavithermus ile saptanmigtir. HBB 134 susu en iyi enzim
tiretimini karbon kaynagi olarak % 0,5’lik zeytin yag1, azot kaynagi olarak % 0,5’lik
pepton iceren enzim iiretim ortaminda pH 6,50’de ve 45°C’de gerceklestirmistir.
HBB 134 izolati optimum kosullarda gelistirildiginde enzim iretimi logaritmik
evrenin baslarinda baglamis ve ortasinda (12. saat) maksimuma ulagsmistir. Enzimin
biiyiikk oranda hiicre i¢inde oldugu saptanmistir. HBB 134 izolatindan elde edilen
lipaz sirasiyla amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz, hidrofobik etkilesim
kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisi yontemleri ile 7,4 kat saflagtirilmistir.
Enzimin molekiil agirligi SDS-PAGE yontemi ile yaklastk 64 kDa olarak
bulunmustur. Enzimin en yiiksek aktivitesini pH 9,00’da ve 50°C’de gosterdigi
belirlenmistir. Enzimin pH 6,00-11,00 arasinda genis bir pH aralifinda 24 saat
boyunca stabilitesini korudugu saptanmistir. Enzim 25, 40 ve 50°C’de 24 saat
sonunda aktivitesinin sirasiyla % 100, 92 ve 85’ini korumustur. Enzimin Km ve
Vmax degerleri sirasiyla 83,47 uM ve 500 U/mg olarak bulunmustur. Gliserol,
sorbitol ve mannitoliin enzimin sicaklik stabilitesini artirdigi saptanmistir. Enzim
aseton (% 10), etilasetat (% 10) ve dietileter (% 10, 50) karsisinda stabilitesini
korumustur. Enzim triptofan inhibitorii olan NBS ve serin inhibitorii olan PMSF
tarafindan inhibe edilmistir. Hg™?, Fe*®, Pb*2, AI*® ve Zn*? enzimi kuvvetle inhibe
ederken Li", Na*, K" ve NH," hafif bir aktivasyona yol agmistir. Enzim sodyum
deoksikolat, sodyum taurokolat, n-oktil-B-D-glukopiranozit ve CHAPS karsisinda
aktivite ve stabilitesinin en azindan % 60’dan fazlasin1 korumustur. Triton X-100 ise
% 1’lik konsantrasyonda enzim aktivitesini % 34 oraninda artirmistir. Lipazin genis
bir substrat spesifitesine sahip oldugu saptanmistir. En yiiksek enzim aktivitesi



gercek substratlardan Span 80, yapay substratlardan p-nitrofenil kaprilat
kullanildiginda elde edilmistir. HBB 134 lipazimnin trioleinin 3. pozisyonundaki ester
baglarin1 hidrolizleyerek 1,2-diolein ve oleik asit drlnlerinin agiga c¢iktigi
saptanmistir.
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