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OZET

Biyolojik aritma giinlimiizde g¢evre kirliligini azaltmakta siklikla basvurulan bir yaklagimdir.
Endiistriyel atik sulardaki agir metallerin indirgenmesi gibi amagclarla biyoreaktorler
kullanilmaktadir. Bu tip c¢aligmalarda kullanilan biyoreaktorlerin performansi, igerigindeki
mikrobiyal toplulugun kompozisyonu, metabolizmalar1 ve birbirleriyle olan etkilesimleri ile
ilgilidir. Organizmalarin kimyasal, biyolojik ve molekiiler etkilesimlerini biitiinciil sekilde ele
almak ve yapilarn hakkinda fikir edinmek amaciyla genom Olgekli metabolik modeller
kurulmakta ve bunlar aracilifiyla bilgisayar ortaminda simiilasyonlar gerceklestirilebilmektedir.
Cok sayida farkli tiir igerebilen ¢evresel mikrobiyal topluluklarin davranislarinin uzun zaman ve
maliyet gerektiren deneysel ¢alismalarla belirlenmesi yerine, topluluk (yelerinin entegre
metabolik modelleri kurularak farkli kosullardaki etkilesimleri modellenebilmekte ve
biyoreaktorlerin optimum sekilde tasarlanmasi igin veri Uretilebilmesi saglanmaktadir. Bu
calisma biyorektor mikrobiyal topluluklarinda siklikla karsilagilan Geobacter sulfurreducens,
Methanosarcina barkeri, Shewanella oneidensis ve Pseudomonas aeruginosa turlerinin,
biitiinlesik metabolik modelinin kurulmast ve degisen ortam kosullarinin  biiylime
performanslarina etkisinin Dinamik Aki Denge Analizi (dFBA) metodu yardimiyla simiile
edilmesi Uzerinedir. Calismada her zaman noktasinda, organizmalar i¢in aki kisitlamalari,
belirledigimiz substrat konsantrasyonuna gore degismis ve bu degisiklikler biiyiime hizini
dolayisiyla hiicre konsantrasyonlarini etkilemistir. TUm tiirlerin hiicre konsantrasyonlar1 artig

gostermistir.

Anahtar kelimeler: Biyoreaktor, mikrobiyal topluluk, metabolik model, Aki Denge Analizi
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ABSTRACT

Biological treatment is a practical approach to reduce environmental pollution. Bioreactors are
used for purposes such as the reduction of heavy metals in wastewater. The microbial
metabolism and contact with each other used in such studies. Genome-scale metabolic models
are established in order to take a holistic view of the chemical, biological and molecular
interactions of organisms and to learn about their structures, and computer simulations can be

performed using these models.

Instead of determining the behavior of environmental microbial communities, which can contain
a large number of different species, with long and costly experimental studies, integrated
metabolic models of the community members can be constructed. Modeling their interactions in

different conditions can produce data for the optimum design of bioreactors.

This study is about the construction of an integrated metabolic model of Geobacter
sulfurreducens, Methanosarcina barkeri, Shewanella oneidensis and Pseudomonas aeruginosa
species, which are frequently encountered in bioreactor microbial communities, and simulation
of the effects of changing environmental conditions on growth performance with the help of

Dynamic Flux Balance Analysis (dFBA) method.

At each time point of the simulations, the flux constraints for organisms are changed according
to the substrate concentration we determined, and these changes affected the growth rate and

thus the cell concentrations. Cell concentrations of all species are increased.

Keywords: Bioreactor, microbial community, metabolic model, Flux Balance Analysis(FBA)






1.GIRIS

Organizmalarin organik kirleticileri par¢alamasi, doniistiirmesi veya iyilestirmesi islemine
biyoaritma denir. Cesitli  kirleticileri  parcalayabilen mikroorganizmalar biyoaritma

potansiyellerini kullanma amaci ile izole edilmistir (Paul, Pandey, Pandey ve Jain, 2005).

Mikrobiyal topluluklar iyi performans gosteren biyoreaktorler icin Kkirleticiler ve besin
maddelerinin mikrobiyal metabolizma yoluyla uzaklastirilmasi nedeniyle ¢ok onemlidir. Bir
atiksu aritim sisteminin devamliligi i¢in fiziksel, kimyasal, operasyonel faktorlerin yani sira
reaktoriin icerdigi mikrobiyal topluluklarin reaktérdeki yerlesimi ve zaman igindeki degisimi de
onemlidir. igme suyu ve endiistriyel atik su aritiminda yaygin olarak kullanilan membran
biyoreaktorlerin performansi, igerigindeki mikrobiyal toplulugun bilesimi ile yakindan ilgilidir
(Sahinkaya ve Dilek, 2007).

Karmagik mikroorganizma popiilasyonlarindaki bilesenleri tanimlamak i¢in gesitli morfolojik,
biyokimyasal ve genetik Ozellikler kullanilmigtir. 16S rRNA dizini bilinmeyen bakterilerin
tanimlanmasinda diinyada genis bir yelpazede uygulanan bir biyobelirleyicidir (Ludwig &
Schleifer, 1994).

Genomik alanindaki gesitli gelismeler sonucu mikroorganizmalar hakkinda detayli bilgilerin
saglanmasiyla birlikte organizmalarin metabolik modelleri kurulmustur (Schilling, Letscher, &
Palsson, 2000). Mikrobiyal topluluk Gyelerinin metabolik modelleri entegre edilerek, ortam
kosullarindaki degisikliklerin etkileri daha ayrintili olarak simiile edilebilir. Cevre
Biyoteknolojisi alaninda mikroorganizmalarin biitiinlesik metabolik modellemesine dncii olacak
caligmalar mevcuttur (Stolyar, 2007; Zhuang 2011; Koch 2011).

Bu tez baglaminda atiksu arittiminda kullanilan anaerobik membran biyoreaktorde (AnMBR)
ortam kosullar1 degistiginde hangi suslarin ortamda baskin olacagimi arastirmak {iizere,
biyoreaktérde mevcut Geobacter sulfurreducens, Methanosarcina barkeri, Shewanella
oneidensis, ve Pseudomonas aeruginosa tirlerinin, bitiinlesik metabolik modelinin kurulmasi ve

farkl1 ortam kompozisyonlarinda biiylime performanslarinin ortamda yarattigi farkliliklarin



dFBA (dinamik aki denge analizi) metodu yardimiyla simiile edilmesi amaglanmustir. Oldukca
uzun zaman ve maliyet gerektiren deneysel calismalarla ¢oklu organizmalarin davranislarini
belirlemek yerine, kurulacak metabolik model ile bu davranislarin tahmin edilmesi ve

biyoreaktorlerin optimum sekilde tasarlanmasi i¢in veri iiretilebilmesi hedeflenmistir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. MEMBRAN BiYOREAKTORLER

Anaerobik metabolizma surecini ve membran teknolojisini birlestiren (AnMBR), hem
arastirmalarda hem de sanayide kayda deger bir ilgi géormektedir. Anaerobik aritma ve MBR
teknolojisi total biyokiitle tutma, yiiksek atik kalitesi, diisik ¢amur iiretimi, ve enerji Uretimi

avantajlarina sahiptir (Lin vd., 2013).

Atiksu aritma sistemlerinin siirdiiriilmesi fizikokimyasal ve operasyonel parametreler ile reaktor
performanst arasindaki iligkilerin yani sira mikrobiyal topluluklarinin biyoreaktorler ve zaman
icindeki degiskenligi ile de baglantilidir. Etkili bir biyolojik aritma sistemi tasarlamak igin;
aritmada rol alan mikrobiyal gruplarin hangi mekanizmalarla aritimi gergeklestirdiginin

bilinmesi gerekmektedir (Ludwig & Schleifer, 1994).

Literatiirdeki ¢alismalarin ¢ogu, beklenen iyilestirme ozelliklerini saglayan mikrobiyal
popiilasyona  hangi  tiir = mikroorganizmalarin  hakim  oldugunu belirlemek igin
mikroorganizmalarin 16S rRNA analizi ile karakterizasyonu Uzerinedir (Sahinkaya ve Dilek
2007). TUm bakterilerde ortak genler bulunur ve bu genlerin baz dizilerinde tiirden tiire degisen
kisimlar bulunur. Ribozomlarin iiretilmesinden sorumlu 16S rRNA molekili tim canlilarda
bulunmaktadir. Bu 6zellik organizmalarin karsilastirilmasina, hatta ayni tiirdeki farklilasmalarin

tespitine imkan vermektedir.

Farkli bakteri tiirlerinin 16S rRNA sekans iraksakligindan, c¢esitliligin bir gostergesi olarak
faydalanilmaktadir. Kontamine olmus ekosistemlerin mikrobiyal gesitliliginin analizi, bu tiir
sistemlerin bilinmeyen ve kiiltiirlenmemis 6nemli ¢esitlilik igerdigini diisiindiirmektedir. 16S

rRNA karakterizasyonu taksonomik c¢esitliligi agiklamak i¢in basariyla kullanilmaktadir.



Calismadaki tiirlerden Geobacter sulfurreducens 16S rRNA sekansinin filogenetik analizi,
proteobakterilerin delta alt grubunda oldugunu belirlemistir. Bilinen en yakin akrabasi
Geobacter metalireducens dir (Caccavo et al.,, 1994) Methanosarcina barkeri mezofilik
metanojenik bir arkeadir (Woese, Kandler, & Wheelis, 1990). Shewanella cinsinin bir Gyesi
S.oneidensis Proteobacteria sinifinin Y alt sinifina aittir, tip susu MR-1 (= ATCC 700550 ) dir
(Venkateswaran vd., 1999). P.aeruginosa da proteobakterilerin Y alt sinifindadir (Anzai, Kim,
Park, Wakabayashi, & Oyaizu, 2000).

2.2. SISTEM BiYOLOJiSi VE MATEMATIKSEL MODELLEME

Biyoloji, indirgemeciden butinsel sistem temelli yaklasimlara yonelmektedir (Kauffman,
Prakash, & Edwards, 2003). Milenyum &ncesi biyolojik paradigma canlilarin yapi taslarinin ve
canlilarda meydana gelen olaylarin, pargalarin aydinlatilmasiyla agiklanabilecegi varsayimina
dayanmaktaydi. Ancak insan genomu projesinin tamamlanmasi ve buna paralel olarak kesfedilen
bir ¢ok gelisme biyolojik olaylarin kompleks sistemler halinde cereyan ettigini gdstermeye
baslamistir. Nihayetinde genlerin, proteinlerin veya metabolitlerin tek tek degil bir biitiin halinde
incelenmesi gerekliligi ile birlikte sistem biyolojisi alt disiplini dogmustur. Sistem biyolojisi
canlilarin genlerin, proteinlerin ve biyokimyasal tepkimelerin, etkilesen ve biitiinlesmis
kompleks bir yap1 olarak algilanarak incelenmesini amaglayan yeni ve ¢ok disiplinli bir bilim
dalidir (Kitano, 2002).

Metabolik aglar, organizmanin karbon ve enerji kaynaklarinin, elektron vericilerin ve
alicilarinin biyokdtle, enerji ve yan iiriinlere doniisiimiinii i¢eren sistemdir. Genomik dizileme
teknolojilerindeki gelismelerle birlikte metagenomik denilen ve birden fazla tiirin genetik
materyalinin topluca dizilenmesi ve tanimlanmasini saglayan ¢aligmalar miimkiin hale gelmistir.
Bu gelismeler neticesinde mikroorganizmalar hakkinda detayli bilgilerin saglanmasiyla birlikte
kimyasal, biyolojik ve molekiiler etkilesimler, biitiinciil sekilde ele alinmaya baslanmig ve

yapilart hakkinda fikir edinmek amaciyla matematiksel modellere aktarilmigtir.
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Sekil 1. E.coli’nin Metabolik Agi (Khodayari & Maranas, 2016)

Bir genom tam olarak dizilendiginde hiicre iginde yer alan reaksiyonlari temsil eden harita
olusturulabilir. Sekil 1 de e.coli nin metabolik haritas1 bulunmaktadir. Bu bilgi ile belirli bir
organizmanin metabolik sisteminin igerigine ulagilir (Schilling vd., 2000). Metabolik modeller
genomikteki bu gelismeler 1s181nda hiicre metabolizmasini karakterize etmek ve tahmin etmek
icin olusturulurlar. Giiniimiizde de matematiksel modellerin sistem modellerine doniistiirilmesi
ve bu modeller yardimiyla saglik, genetik, ¢evre, biyoteknoloji, tarim ve daha bircok alanda
buytk ilerlemeler kaydedilmesi amaglanmaktadir (Kasap vd., 2010).

Sistem biyolojisi perspektifinin neticesinde gelistirilen metabolik modeller &zellikle
biyoteknolojik tesislerde biyoreaktorlerin performansini optimize etmek igin hucre icindeki
metabolik  yolaklarin  optimizasyonunu  kolaylagtirmaktadir. ~ Metabolik — mihendislik
mikroorganizmalarin metabolik yolaklarinin manipiilasyonudur. Bunu rekombinant DNA
teknolojileri kullanarak, spesifik biyokimyasal reaksiyonlarin modifiye edilmesi veya hiicreye

eklenmesi yoluyla gergeklestirir. Bdylece istenen Ozelliklerin kazandirilmas: ile hicresel



ozelliklerin ve iiriin olusumunun gelistirilmesi saglanir (Stephanopoulos, Aristidou, & Nielsen,
1998). Sekil 2 de metabolik miihendislik sathalar1 goriilmektedir.
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Sekil 2. Biyoproses gelistirme i¢in sistem biyolojisinin uygulanmasi (Park, Lee & Kim, 2008)

[lk metabolik modeller daha basit sistemlere sahip prokaryotlarmn merkezi karbon
metabolizmalarin1 olusturan birka¢ yolagin modellenmesi ile gerceklestirilmistir. Sistem
biyolojisi yaklagimi ile zaman igerisinde bu yolaklara amino asit biyosentezi, lipid
metabolizmas1 vb. diger metabolik olaylarin yolaklarinin da eklemlenmesi ile hiicre i¢inde
gerceklesen biitiin biyokimyasal tepkime silsilelerini i¢ceren genom 0Olcekli metabolik modeller
ortaya ¢ikmaya baslamistir. Genom 0Olcekli metabolik modeller (GEMS), bir organizmanin
metabolik yeteneklerinin sistematik degerlendirmesine izin verir. Bu modeller, farkli gevresel
kosullar altinda ve genetik degisikliklere yanit olarak mikroorganizmalarim metabolik

davraniglarini analiz etmek ve tahmin etmek igin, daha gelismis organizmalardaki siiregleri



anlamak icin taslak olarak kullanilir. Yetisme kosullari kolay bir sekilde diizenlenebilen,
degistirilebilen, maliyeti yilksek olmayan, yeterince kigik, yasam dongiisii kisa, uygun
taksonomik basamakta yer alan, literatlirde hakkinda yeterince bilgi birikmis organizmalardan
secilirler. Model organizmalarla yapilan ¢aligmalarin sonuglart ile basta insan olmak {izere daha

kompleks organizmalarin daha iyi anlagilmasi amaglanir.

GEM'lerin manuel olarak kurulmasi, genom dizilenmesi, hedef organizmaya 6zgu bir dizi gen
protein reaksiyon (GPR) iliskisinin olusturulmasi, termodinamik temelinde reaksiyon geri
doniisiimiiniin tahmini ve enzim lokalizasyonu ve diger bir¢ok veri ve bilgi kaynaginin dikkate
alinmasi gereken zaman alici bir prosediirdiir (Gu, Kim, Kim, Kim, & Lee, 2019). Bu sorunu
¢ozmek icin, otomatik GEM rekonstriiksiyonu i¢in ¢esitli yazilim programlar1 gelistirilmistir.
Sekil.3 de manuel olarak kiirasyonu yapilan ve otomatik olusturulmus modellerin sayisi

organizmalarin siniflandirilmasina gére verilmistir.

Prokaryot Okaryot
Otomatik

5874 155
113 60
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Manuel Clusturulmu

115
Arke

Sekil 3. Organizmalara ve Kiirasyon Durumlarina gore Model Sayilari

GEM'lerin yiksek verimli Gretimini iceren i¢ c¢alisma, Path2Models (Bichel vd., 2013),
AGORA (Magnusdéttir vd., 2017) ve CarveMe (Machado, Andrejev, Tramontano, & Patil,
2018), 6000'den fazla GEM'nin yeniden ingasina imkan tanmmustir. CarveMe, yeniden
yapilandirilan bakteriyel GEM'lerin % 92 sine karsilik gelen 5587 bakteriyel GEM'i yeniden
yapilandirmak igin kullanilmustir. Path2-Modeller, ilk biyuk o6lcekli GEM imar projesi,
BioModels veri tabanindan erisilebilen 2606 organizma igin GEM'leri yeniden yapilandirmustir.

Path2Models yoluyla gelistirilen GEM’ler, bakteri, arkea ve Okaryotlar igin yeniden



yapilandirilan tim GEM'lerin sirasiyla yaklasik %20, %98 ve %89 unu kapsamaktadir. AGORA
modelleri, metabolik modellerin yeniden yapilandirilmasi, arastirilmasi, karsilastirilmasi ve
analizi igin kaynak olan gevrimici GEM rekonstriiksiyon platformlart ModelSEED (Devoid vd.,
2013) ve KBase (Arkin vd., 2016) kullanilarak yari otomatik bir sekilde hazirlanan insan
bagirsak mikrobiyotasinin 773 (yesinin  GEM'lerini icermektedir. 2019'dan itibaren 818
AGORA modeline VMH (Virtual Metabolic Human) veri tabanindan erisilebilmektedir.

Otomatik model gelistirme platformlarindaki gelismelere ragmen GEM'’lerde bosluklar
olabilmektedir ve manuel validasyonu hala gereklidir. Var olan modelleri gelistirme, farkli
suslar i¢cin model gelistirme c¢aligsmalar1 yapilmaktadir. Giiniimiizde bilimsel arastirmalarda en

sik kullanilan model organizmalar sunlardir:

E.coli ; Bir bakteri (prokaryot) olan E. coli en eski ve en yaygin model organizmadir. E.coli’nin
(iML1515)modeli 2251 reaksiyon, 1136 metabolit, 1053 gen/protein/enzim igerir.

S.Cerevisiae; En yaygin kullanilan tek hicreli okaryotik organizmadir. S.cerevisiae’ nin
(iIMM904) modeli 1577 reaksiyon, 1226 metabolit, 905 gen/protein/enzim igerir.

C.elegans (nematod), D.Melanogoster (sirke sinegi), D. Rerio(zebra baligi), M.Musculus (fare)

yaygin calisilan ¢ok hiicreli model organizmalardir.

H.sapiens’in Recon 3D modeli 5835 reaksiyon, 10600 metabolit, 2248 gen/protein/enzim
icermektedir. Insanlarda metabolik fonksiyonlarin entegre analizlerini saglamak, hastalikla
iligkili mutasyonlar islevsel olarak karakterize etmek ve belirli ilaglara maruz kalmanin neden

oldugu metabolik yanit imzalarini tanimlamak icin kullanilmaktadir.

Bazi organizmalar ise model organizma olarak kullanilmalarindan ziyade kendilerinin bazi
spesifik Ozelliklerinin arastirilmaya deger olmasindan otiirii genom 06lgekli metabolik model
rekonstriiksiyonlarina konu olmuglardir. Ekstrem kosullarda yasayabilen organizmalar, ticari
6neme sahip organizmalar ya da biyoaritmada rol alan (bu ¢alismanin konusu olan) organizmalar
bu sekildedir.

2.2.1 Metabolik Ag Analizleri

Metabolik aglarin analizi birbirine bagl reaksiyonlardan olusan karmasik metabolik ag1 organize

edilmis yollara ayirir. Analiz araglari temel olarak;



Metabolik Aki Analizi (Stephanopoulos vd.1998; Wiechert 2001),
Aki Denge Analizi (Kauffman vd.,2003; Price vd.,2004; Edwards vd,. 1999),
Metabolik Yol Analizi (Klamt vd., 2003; Schuster vd,1994; Schilling vd.,2000)

Problem formilasyonunda farkliliklar olsa da, bu araglar ayni sekilde gelistirilir. Tiim aki analiz
yontemlerinin temeli, her bir tepkimenin stokiyometrik katsayilarinin sayisal bir matris seklinde

gosterilmesidir. Bu calismada daha ¢ok Aki Denge Analizi lizerinde galigilmustir.

ANNOTATED
GENOME

@ Flv‘?\ HETABGLIC NETWDHK

Stoichiometric
Models (1986)

DNA SEQUENCE

CONSTRAINT Elemaniary Modes Flux Balance
BASED MODEL Analysls (1994) Analysis (1993)

Sekil 4. Metabolik Ag Analizi Asamalar1 (Succurro & Ebenhoh, 2018)

2.2.1.1. Aki1 Denge Analizi (FBA)

Aki Denge Analizinin temel varsayimi hiicrenin duragan halde dengede oldugudur; dolayisiyla
hicbir metabolitin miktarinin zaman igerisinde artmadig1 veya azalmadigi varsayilmaktadir. Ak
birim zamanda reaksiyondan gecen metabolit miktaridir. Aki denge analizi (FBA, Flux Balance
Analysis), biyiime hizi gibi objektif fonksiyonun (amag¢ fonksiyonu) optimizasyonu ile
kisitlamalarla metabolitlerin metabolik bir ag iizerinden akisini analiz etmeye yonelik olarak

matematikte yaygin olarak kullanilan lineer programlama tekniginden uyarlanmis bir



yaklagimdir. Genom 0lgekli metabolik modellerin analizinde en ¢ok kullanilan matematiksel
yaklagimlarin baginda gelir. Bu ag rekonstriiksiyonlari, bir organizmada bilinen tiim metabolik

reaksiyonlar1 ve enzimleri kodlayan genleri icerir.

Ag icerisinde faaliyet gdsteren reaksiyonlarin etrafina bir sistem siur gizilebilir. Akilar sisteme
giris ve ¢ikislari temsil eder. FBA, bu metabolik agda metabolitlerin akigini hesaplar, boylece bir
organizmanin bilylime hizim1 veya biyoteknolojik acidan 6nemli bir metabolit iiretim hizim
tahmin etmeyi miimkiin kilar (Varma & Palsson, 1994). Aki dengesi modelleri kullanilarak
gesitli organizmalar i¢in ¢evresel kosullar simiile edilerek veya belirli yollardan akilar1 kapatarak
belirli organizmalar igin teorik olarak mimkin olan fenotipler tanimlanmistir (Stolyar vd.,
2007).

%'—"'1—\'1*?1*51 a4 b
dr g4 "

b b = vy
88 e -1=-11 0100 ||
gr T tveh @Il 1001010 |[vlw
e Tl o1-1-10 0 ||b
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¥

Sekil 5. Metabolik sistem sinirlari i¢erisinde sitokiometrik matris olusturma (Kaufman,2003)

Aki dengesi analizi, mikroorganizmalardaki metabolik akislari farkli biiyiime kosullarinda
kisitlamalarla, her bir metabolik reaksiyon i¢in kinetik parametreler hakkinda bilgi olmadan
tahmin eder (Feist & Palsson, 2008). Akislar tipik olarak saat basina gram biyokdtle basina (kuru
agirlik) milimol ile 6lgeklendirilir ve biyokiitle genellikle saat basina gram (kuru agirlik) halinde

verilir. Metabolit degisim hiz1 bu matris ile akilarin ¢arpimina esittir.

— =SV (Es. 1)

S : Sitokiyometrik bir mxn matrisi

m : metabolit say1s1
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n : agda yer alan reaksiyonlarin sayisi
v : reaksiyonlardan gecen akilarin matrisi

X : metabolit konsantrasyonu

1. Biyolojik sistemlerde reaksiyon sayisi karakteristik olarak metabolit sayisindan fazla
oldugundan bu homojen lineer denklem sisteminin sonsuz ¢6ziimii bulunur. Bir hiicresel sistem
tizerindeki kisitlamalar hi¢bir zaman tam olarak bilinmediginden, kararli durum c¢oziimleri
mimkindir (Varma&Palsson, 1994). Kararli hal kosullar1 altinda metabolitlerin zamanla
konsantrasyonlarinin degismedigi kabul edilerek zamanin tiirevi sifir yapilir ve sonugta akiy1
hesaplamanin miimkiin oldugu bir lineer homojen denklem seti olusturulur, sonsuz ¢éziim uzay1

kapali bir muhtemel ¢6ziim konisine doniistiiriiliir:
Sxv=20

2. Her reaksiyona, reaksiyonlarin izin verilen maksimum (vj,) ve minimum (vy,) akilarini
tanimlayan {ist ve alt sinirlar da verilebilir. Bu sinirlar bir sistemin izin verilen aki dagilimlarinin
alanini, yani her metabolitin her reaksiyon tarafindan tiiketilme veya tiretilme hizlarini tanimlar.

Farkl1 kisitlamalar da eklenebilir.
Oyle Ki V<V <V

3. Bir sonraki adim, tizerinde ¢alisilan problemle ilgili olan biyolojik amag¢ bi¢iminde bir fenotipi
objektif fonksiyon olarak tanimlamaktir. Tipik objektif fonksiyonlar biiyiime hizinin (p)
maksimuma ¢ikarilmasi, ATP Uretiminin maksimize edilmesi veya minimize edilmesi, genel
akiglarin minimize edilmesi gibidir, ortaya ¢ikan aki dagilimi, modelleyicinin nesnel fonksiyonu

Oznel segimine baglhidir.

Genellikle, yeni bir hiicre veya organizma olusturmak igin gerekli oldugu bilinen tim
biyokimyasal onculleri 6zetleyen bir biyokitle reaksiyonu gibi belirli bir dogrusal metabolik
amag¢ tanimlanir. Bilylime hiz1 metabolik bilesiklerin niikleik asitler, proteinler ve lipitler gibi
biyokitle bilesenlerine doniistiiriilme hizidir.  Biyokdtle reaksiyonu deneysel 0dlcimlere
dayanmaktadir. Biyokutle uretimi, yapay bir “biyokiitle reaksiyonu” eklenmesiyle matematiksel

olarak temsil edilir.

Ornegin M.barkeri ‘nin biyiime tepkimesi (Feist vd., 2006) su sekildedir:
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0.5621 ala-L + 0.3237 arg-L + 0.2638 asn-L + 0.2638 asp-L + 0.1002 cys-L + 0.288 gIn-L +
0.288 glu-L + 0.6704 gly + 0.1037 his-L + 0.3179 ile-L + 0.493 leu-L + 0.3755 lys-L + 0.1682
met-L + 0.2027 phe-L + 0.2419 pro-L + 0.2361 ser-L + 0.2776 thr-L + 0.0622 trp-L + 0.1509
tyr-L + 0.4631 val-L + 0.0262 ptrc + 0.0047 hspmd + 0.0154 glycogen + 0.0001 accoa +
0.000006 coa + 0.0022 nad + 0.0001 nadh + 0.0001 nadp + 0.0004 nadph + 0.000003 succoa +
0.0331 datp + 0.0215 dctp + 0.0215 dgtp + 0.0331 dttp + 0.001 amp + 0.1379 ctp + 0.2222 gtp +
0.1489 utp + 0.0007 dpgpg + 0.0101 3hdpgpg + 0.0027 dpgpi + 0.0135 3hdpgpi + 0.0007 dpgpe
+ 0.0027 3hdpgpe + 0.0013 dpgps + 0.0115 3hdpgps + 0.0162 gdpgpi + 0.0206 com + 0.00004
f420-2 + 0.00003 f420-3 + 0.0004 f420-4 + 0.0003 f420-5 + 0.00001 f420-6 + 0.000001 f420-7
+ 0.0236 h4spt + 0.0047 adocblhbi + 0.002 f430 + 0.0005 cob + 0.0001 thf + 0.000005 f390a +
0.000005 f390g + (x +.1846 atp) + x h20 ----> (x - .002) adp + (X - .0025) h + x pi +.7990 ppi

Belirtilen optimizasyon problemine ¢6ziim bulma siirecine aki dengesi analizi (FBA) denir ve

dogrusal programlamaya dayanmaktadir.

2.2.1.2. Dinamik Aki Dengesi Analizi (dFBA)

Van Riel ve arkadaglari, aki dengesi analiz probleminin belirli zaman instantlarindaki metabolit
seviyelerinin degisim orani {izerindeki kisitlamalarla birlikte ¢oziildiigli degistirilmis bir FBA
yaklagimi olan Dinamik Aki Dengesi Analizi’ni 6nermislerdir (Van Riel, Giuseppin & Verrips,
2000).

Dinamik aki denge analizi (dFBA) kullanilarak zamana gbre baslangic kosullarindaki
degisiklikleri, metabolitlerin tiiketimi ve iiretimini, biyokiitle degisikliklerini simiile etmek ve
cevresel degisikliklere tepki olarak metabolizmay1r degistirmek miimkiindiir. Kinetik
parametreler ve o6zellikle sinirlayici metabolitlerin (glikoz ve oksijen gibi) alim oranlar1 gibi
bilgilere ihtiya¢ vardir. Tiirlerin bollugu ve metabolik durumlari, ortama tepki olarak

degismektedir.

Klasik FBA, dFBA ile mimkiin olan metabolit konsantrasyonlarin1 tahmin edemez. FBA
yalnizca metabolik aki dagilimini tanimlar ve akilarin dinamik 6zellikleri hakkinda bilgi sunmaz.
(Varma &Palsson, 1994b). Bu nedenle, akilarin degisim orami iizerindeki kisitlamalar agik¢a
probleme dahil edilmelidir. dFBA, aki kisitlamalarinin degisim oranini igerir. dFBA igin iki
farkli formiilasyon sunulmustur (Mahadevan, Edwards, & Doyle, 2002).

12



Statik Optimizasyon Yaklasimi (SOA): Bu yaklagim, similasyon suresinin birka¢ zaman

araligina boliinmesini ve her bir zaman araliginin baslangicinda anlik optimizasyon probleminin
klasik FBA ile ¢oziilmesini ve ardindan aralik boyunca entegrasyonu igerir. Optimizasyon
problemi, belirli bir zamanda aki dagilimini elde etmek igin simulasyon sirasinda tekrar tekrar

LP problemi kullanilarak ¢oziiliir.

Dinamik Optimizasyon Yaklasimi (DOA): Akilarin ve metabolit seviyelerinin zaman profillerini

elde etmek icin tlim ilgi siiresi boyunca optimizasyonu icerir. Dinamik optimizasyon problemi

dogrusal olmayan programlama (NLP) problemine doniistiiriilir ve NLP problemi bir kez

¢cozalur.
dz
—=Av-X Es. 2
o (Es. 2)
dX
— =X Es. 3
praialls (Es. 3)

L= w;.v; (Es. 4)

Burada z metabolit Kkonsantrasyonlarinin vektoridiir, X biyokutle konsantrasyonudur, v
biyokuitlenin gram (kuru agirlik, DW) basina metabolik akilarin vektoriidiir. A, metabolik agin
stokiyometrik matrisidir, i biiylime oOnciilerini sentezleyen reaksiyonlarin agirlikli toplami
olarak elde edilen biiyiime hizidir ve w; biyokitlenin gram basina gereken biiylime Onciilerinin

miktarlaridir.

2.3. MIKROBIiYAL KOMUNITE MODELLEME

Makroskobik olaylar mikroskobik etkilesimlerin ortaya ¢ikan gozlemlenebilir sonuglaridir.
Mikrobiyal ekosistemleri anlamak yasamin temel mekanizmalar1 hakkinda daha derin bilgiye
giden yolu agmak anlamina gelir (Succurro & Ebenhoh, 2018). Mikrobiyal komuniteler, toprak,
okyanus ve atmosferin dongulerini desteklerler, bitkileri, hayvanlar1 ve insanlari etkileyen
ekosistem fonksiyonlarini gergeklestirirler, bu nedenle ekosistem dinamiklerinin mekanik olarak
anlagilmas1 ihtiyact ortaya ¢ikmustir. Endustriyel biyoteknolojide de Onemli rol oynayan

mikrobiyal topluluklarin anlagilmasi, ongoriilmesi ve kontrol edilmesi, akilli atik aritimi ile
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cevre alanindan, bagirsakla alakali caligmalarla tipa kadar potansiyel uygulamalara imkan

tanimaktadir.

Yiiksek verimli siralama, proteomik ve metabolomik seviyelerde mikrobiyal komunitelerin
cesitliligini ayrint1 diizeyinde kataloglanmasina izin verse de bu karmasik, dinamik olarak
degisen topluluklarin islevlerini 6ngérme ve yoOnetme yetenegi sinirlidir. Sistemlerin
matematiksel modelleri, altta yatan fenomenleri yakalamak ve bu sistemlerin hareket ettigi farkli
Olgeklere ulagsmak icin 6nemlidir. Deneysel verileri ve modelleme yaklagimlarini entegre ederek
faydali amaglar gelistirmek igin kullanilabilecek temel kavrayislar sunan, test edilebilir prediktif
komunite modelleri olusturmak, mikrobiyal topluluk kompozisyonlar1 ile fonksiyonlari

iligkisinin aydinlatilmasina olanak saglayacaktir.

Iki mikrobiyal popiilasyon arasindaki etkilesim, bir popiilasyonun biliyiimesinin veya hayatta
kalmasinin diger popiilasyonun bolluguna bagimlilig1 olarak tanimlanabilir. Bu etkilesimler,
negatif veya pozitif olabilir, blyimenin inhibisyonu veya hizlanmasin1 gosterir. Negatif
etkilesimler, elektron verici ve alicilar, besinler, 151k veya fiziksel alan gibi kaynaklar i¢in
rekabetten veya dogrudan mikrop-mikrop etkilesimleri veya toksinlerin veya diger inhibitor

bilesiklerin salgilanmasi ile ortaya ¢ikabilir (Hibbing, Fuqua, Parsek, & Peterson, 2010).

Species composition Growth rates Competition
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Sekil 6. Mikrobiyal Topluluk Modelleme ile Yakalanabilecek Etkilesimler
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(Biggs & Papin, 2015)
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Mikrobiyal popllasyonlar arasinda pozitif etkilesimler, g¢esitli mekanizmalar yoluyla
gergeklesebilir. Bir populasyonun digerinin metabolitlerinden faydalandigi metabolik yan
urunlerin gapraz beslenmesi, pozitif etkilesimlerin 6nemli bir noktasidir (Sieber vd., 2012). Bu
aynt zamanda niifusun kaynaklar i¢in rekabet etme derecesini de azaltir (Kosaka vd, 2008).
Mutlak bolluk él¢timlerini topluluk seviyesine ylkseltmek dnemli bir hedeftir. Laboratuvarda
kiiltiirlenemeyen suslar da dahil olmak iizere mikrobiyal topluluklari siralamak yeni gelismelerin

yolunu agacaktir (Zhang, Wang, Ang, & Zhao, 2016).

Toplu Kompartmanh Bagms=iz

Sekil 7. Mikrobiyal Komiinite Modelleme Yaklasimlar1 (Succurro & Ebenhth, 2018)

Literatiirde komiinitelerin matematiksel modelleme ¢alismalar: farkli yaklasimlarla yapilmustir.

Béliimlendirme yaklasimi basit ve Kararli durumda topluluklarin incelenmesi, tasarimi ve

tahmini icin etkili bir yoldur. Modeller kompartmanlara boélinir ve her boélime 6zgi
reaksiyonlar, tasima reaksiyonlari ile ayrilir, hiicre dis1 bir bélme ile tiir bélmeleri arasinda
metabolit akisini saglamak i¢in bir metastokiometrik matris eklenir. Amag fonksiyonu topluluk

diizeyinde biiyiimedir, tiirlerin ayr1 ayr1 bireysel bolluklar1 6l¢eklendirilir.

Bagimsiz _modellemede, ama¢ fonksiyonu bireysel veya c¢ok dizeyli buyumedir, bireysel
bolluklar 6lgeklendirilmistir. Dinamik topluluklarin incelenmesi, tasarimi ve tahmini ve ¢evre ile

metabolik etkilesimleri icin idealdir.

Toplu modellemede iist organizma hedefi amag¢ fonksiyonudur, ayrismamis topluluk bollugu

Olceklendirilir, amac bireysel ¢ozime ihtiyag duymadan topluluk metabolik potansiyelinin

arastirilmasidir.
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Organizmalarin kisa vadede kendi aleyhlerine olan ancak ekosistemin lehine olan (dolayistyla
uzun vadede kendisinin de ¢ikarina olacak) sekilde komiinitenin ¢ikarlarin1 mi1 kollayacagi yoksa
her haltikarda kendi bireysel ¢ikarint m1 kollayacagi oldukga derin bir tartigmanin yansimasidir.

Farkli modelleme yaklagimlari iste bu farkli varsayimlara dayanmaktadir.

[k topluluk modellemesi, bdliimlendirme yaklasimi kullanarak Desulfovibrio vulgaris ve
Methanococcus maripaludis arasindaki karsilikli etkilesimi temsil eder (Stolyar vd., 2007).
Metan {iretim hizinin, siilfat indirgen bakteriler ve metanojenler arasindaki karsilikli
etkilesimlere baghiligini arastirmak iizere sadece merkezi metabolizma ile tiirler arasindaki
mutualizm  gOsterilmistir.  D.vulgaris tarafindan laktat kullanimiyla dretilen asetat

M.Maripaludis’in metan iiretimi igin substrat olmustur.

Komiinite Obijektifi (OptCom), topluluk dlzeyinde bir objektif fonksiyona izin veren
boliimlendirme yaklagiminin uzantisidir, karsilikli etkilesim, her tiir igin i¢ optimizasyon
kosullar1 gozetilerek, birbiriyle etkilesen tiirlerin de biyokiitlesini en iist diizeye ¢ikarmak i¢in
dis optimizasyon probleminin ayarlanmasiyla temsil edilebilir (Ref?). OptCom'un iki dizeyli
yapist vardir. OptCom, bireysel metabolik durumlar ile topluluk diizeyinde optimumluk
arasindaki alisverisleri kesfetmek ve agiklamak igin iyi bir aragtir, topluluk hedefini ve tiirler
arasi akiglar tizerindeki kisitlamalari dig sorunun temelini degistirerek, etkilesimlerin nedenlerini
arastirmak icin kullanilabilir. Stolyar’in ¢alismasi genisletilerek Methanosarchina barkeri dahil
edilmistir ve bu {i¢ organizmadan olusan modelle biyogaz iiretimi komiinite objektifi yontemi ile
incelenmistir ve alternatif substratlar (asetat ve hidrojen) varliginda anaerobik ciriitiiciide
literatiirdeki metan verimi degerlerini yakalayarak komiinite diizeyinde metabolik modellemenin

prediktif basaris1 gosterilmistir (Koch, Benndorf, Fronk, Reichl, & Klamt, 2016).

Bir diger calismada (¢ tur icin (Bacteroides thetaiotamicron, Eubacterium rectale ve
Methanobrevibacter smithii) bagirsak mikrobiyomunun konak metabolizmas: tizerindeki etkisini
arastirmak {izere komiinite modelleme kullanilmigtir. Calismada o ve [ problemi olarak
adlandirilan iki optimizasyon problemi tanimlanmistir ve diyet ve tiir bollugu bilindiginde kalin

bagirsakta metabolitlerin alinmasimnin ve salgilanmasiin tahmin edilebildigi gosterilmistir

(Shoaie vd., 2013).

Tiirler arasi dinamik-metabolik modelleme, ilk olarak Fe(lll) indirgeyen Geobacter ve
Rhodoferax tiirleri arasinda amonyum varliginda, karbon kaynagi rekabeti ile anoksik alt yiizey

ortamlarinda uranyum biyoremediasyonu tizerine gergeklestirilmistir (Zhuang vd., 2011).
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Zhuang ve arkadaslarinin DMMM (Dynamic Multispecies Metabolic Modelling) yaklasiminda
tlrlerin substrat alim oranlart Michaelis Menten kinetigi denklemiyle bulunur, tiirlerin spesifik
biliyiime oranlar1 belirlenir, her bir substratin her tiir tarafindan tiiketilme hizi hesaplanir.

Biiyiime oranlar ve hiicresel konsantrasyonlardan tiir bolluklar1 elde edilir.

COMETS (Mikrobiyal Ekosistemlerin Dinamiginin Uzamsal Hesaplanmasi) de ¢oklu
mikrobiyal turlerin zamansal dinamiklerini takip etmek i¢in dinamik bir FBA algoritmasidir,
daha once calisilmis bir E.coli ve ¢apraz beslenme ortagi S.enterica topluluguna ugunciu bir tur
olarak Methylobacterium extorquens eklenerek uygulanmustir, bu rakip tir orijinal koloninin

biiylimesine fayda m1 yoksa zarar mi verir sorusuna cevap aranmistir (Harcombe,2014).

Iki temel adim igerir, ilk adim hiicresel gelisimdir, kinetik-dFBA algoritmas1 kullanilarak
farkli mekansal konumlardaki biyokiitlenin artisi  olarak modelleme  yapilir. ikinci  adim,
ortamdaki hiicre dis1 besinler ve yan Uriinlerin diflizyonuna ve biokdtlenin genlesmesine iligkin

hesaplamalardan olusur.

Ortamin kutulara boliindiigi varsayilir ve her kutuda, her bir tir igin dFBA ¢6zulir ve
alim1 Michaelis-Menten denklemleriyle belirlenir.  Her  kutudaki metabolit seviyeleri, ayni
kutuda bulunan mikrobiyal biokitle tarafindan salgilanma veya alim nedeniyle veya komsu
kutulardan difiizyon nedeniyle degisebilir. Bu hesaplamalar, zamana gore degisir.. Difuizyon
denklemi, her bir kutuda biyokiitle ve besin maddelerinin giincellenmesini saglar. Takip eden
algoritma, tek tek tdrlerin hiicre igi metabolizmasinin bir fonksiyonu olarak ekosistem

dinamiklerini hesaplar.

Her kutudaki her tir icin bir FBA problemi c¢ozulir, her bir kutuda tim tarler
icin biyokiitle ve cevresel metabolitlerin bollugu asagidaki kurallara gore guncellenir. Tek bir

kutuda birden fazla tir mevcutsa, ortam ve mekan icin rekabet ederler.
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3. YONTEM

Bu komiinite metabolik modelleme ¢alismasi igin agir metal indirgeyen Geobacter
sulfurreducens, fakultatif anaerobik metal indirgeyici Shewanella oneidensis, metanojen
Methanosarcina barkeri, hetetrofik olarak denitrifikasyonda énemli rol oynayan Pseudomonas
aeruginosa tiirleri se¢ilmistir. Modeller BiGG Models (King vd., 2016) ve BioModels (Le
Noveére vd., 2006) dan indirilmistir. TUrleri ilgilendiren asetat, laktat, amonyak, Fe(lll), etanol,
glikoz, metanol temel metabolitler olarak belirlenmistir. MATLAB R2017b, COBRA araci
(Becker vd., 2007) ve Gurobi 3.0.1 versiyon ¢oziicii ile kullanilarak tiirlerin metabolik

modellemesi yapilmustir.

Tablo 1. Model Organizmalar ve Genom Olgekli Metabolik Modellerin Temel Ozellikleri

Model Metabolit Reaksiyon

Organizma ID Sayisi Sayisi Yayin
M. barkeri i1AF692 628 690 Feist vd., 2006
G. sulfurreducens iRM588 541 608 Mahadevan vd., 2006
S.oneidensis iISO783 713 870 Pinchuk vd., 2010
P. aeruginosa  iMO1056 819 1110 Oberhardt vd., 2008

Modellerde yer alan reaksiyonlarin hangilerinin modeller i¢in hayati 6nem tasidigin1 anlamak
tizere modellere analiz (Synthetic Lethality Analysis) yapilmistir. Tablo 2’de hayati olan ve
biyokiitleyi diisiiren reaksiyon sayilari verilmistir. Analiz kodlar1 Ek.2 de mevcuttur. Bunun
sonucunda hangi reaksiyonlarin model i¢in olmazsa olmaz oldugunu ve hangilerinin biyokutleyi

diistirdiigii hakkinda bilgi sahibi olunabilir.
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Tablo 2. Reaksiyonlarin Hayatilik Analizi

Moo Reaksiyon Hayati Reaksiyon Biokiitleyi Diigiiren
sayist Sayist Reaksiyon Sayisi
M.barkeri 690 305 37
G.sulfurreducens 608 168 8
P.aeruginosa 1110 227 84
S.oneidensis 870 198 60

Modeller reaksiyonlarin yanisira genleri ve organizmalarin yapitasi olan, bioykiitleyi olusturan
metabolitleri icermektedir. Biyokiitle bilesenleri aminoasitler, karbonhidratlar, lipitler, DNA ve
RNA yapisina katilan molekiiller, iyonlar, koenzim ve kofaktorler ile diger kii¢iik molekiillerdir.
G.sulfurreducens (Mahadevan ,2006), M.barkeri (Feist, 2006), P.aeruginosa (Oberhardt, 2008),
S.oneidensis (Pinchuk,2010) model makalelerinde bulunan biyokiitle bilesenleri Tablo 3’te

smiflandirilmistir.
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Tablo 3. Model Organizmalar ve Temel Biyokiitle Bilesenleri

Tirker ARMINOAZITLER = LA o—— IWOMILAR AR GAMNI ASITLER AN Do Kipiik Mokeioliller
DFukice MAD Asckat 4-fumi recini
.- DuGEikce MADH Sl DiPebaari b
g = Do MADF Gukonat Gl
E Trenaloz MADFH D.LLaktat 2 3Bk o
E c’: | s ool it DL Hamitn
= Soksirat
Pehad coniat
Glkojen  Fasttidiketanala MAD Putressin
L-flanin Frsbtidilglisera KADH Spermidin
- L-fuspartat 1.2 Diasilglisera WADP UDPglikoe
LHsgdn WADPH 5 Metiltetrahidroiolat
LALSsin Sdisinil Cal
] LFanilalanin FAD
- LFmiin el G
L-fusparmiin AMP
L-Gukamik Asit Eioenzim &
L-Treomin Glikajen deara Asetil Cal 250y Lkaral GATF UDF-M-sal| -Duglikozamin
L Aurjinin At DRk 5F E ] Eioerim A ok 2 ol aroat GCTF UDPglikoe
LSistein DuGEikoe 6F o MAD Hiok 2ok anoal (reCE1 | GGTF Putressin
E LiGknzmin e MADH Gliseral et 36 oTTF Spermidin
i Glisin oo MADF Oihaiokianoal (naCE0) CTF
E‘E L Histidin e MADFH Okl aroalt in-C1801] GTF
Litzabticin oo Sdisinil Cal vk UTF
LiLizin e AMP
L Mtiganin e 1,2 Diasil =n gliseral 2P
L Triptaphan Glikajen MAD catt TR
L Throin MADFH 5§ aCTF
Lvallin ADE e aGTF
. H p a®
EE MADH P, CTR
: is R
E a Y Asifen FaplsoC140]
w FadlzoC 15:0)
Fadfurhe 20-0150)
FaflsoC1T-1]
Mo s kabiFa|

3.1. GELISTIRILEN YAZILIMLAR

Kararli hal kosullar1 (metabolitlerin zamanla konsantrasyonlarinin degismedigi varsayimi) ve
organizmalarin konsantrasyonla dogrusal iligki kurduklar1 kabul edilerek MATLAB da tirlerin
matematiksel modellemesi igin kodlar olusturulmustur. Kodlarin igerigi Ek Dokiiman 1’de

mevcuttur.

Olusturulan bu yazilimda caligsmak istedigimiz tiirleri, tiirlerin iliskili oldugu ve olabilecegi bazi

Gerektiginde literatirdeki

metabolitleri igeren bir ortam temsil edilmeye c¢alisilmistir.

degerlerden faydalanilmustir.
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Simulasyonlar yapilirken her zaman adiminda klasik FBA (Aki Denge Analizi) uygulanir, her
dongll sonunda yeni ortam ve hiicre konsantrasyonlarina ulasilmistir ve bu degerler
glincellenerek bir sonraki zaman adiminda tekrar FBA yapilarak toplamda tiirlerin dinamik aki

analizleri gergeklestirilmis olur.

i014

Sekil 8. Caligmadaki Tiirlerin Modellemesi i¢in Genel Algoritma Semasi

Bilyiime hizinin miimkiin olmadigi, substrat konsantrasyonlarinin ‘0’ 1n altinda degerlere
diistiigi vb. gibi simiilasyonu durduran, gerg¢ek¢i olmayan durumlarda, kosullar gdzden
gecirilerek gerekli biyolojik olarak miimkiin ayarlamalar yapilir. Sekil 8 de temel adimlart
gorulen Dinamik Mikrobiyal Metabolik Modelleme Zhuang (2011) tarafindan belirlenen gergeve

etrafinda gelistirilmistir.
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3.2. VARSAYILAN BASLANGIC SUBSTRAT VE HUCRE KONSANTRASYONLARI

Zhuang (2011) ¢alismasinda ortamdaki asetat injeksiyon oranini 6nceki bir ¢alismayi baz alarak
3 mM olarak ayarlamistir (Anderson vd., 2003; Vrionis vd., 2005).

Onceki bir ¢alismada (Mouser ve digerleri, 2009) amonyum konsantrasyonlar1 5 ile 400 UM
arasinda oldugundan 150 mM olarak kabul edilmistir.

Fe(lI1) onceki bir caligma (Petrie vd., 2003) baz alinarak 10 mM olarak ayarlanmugtir. Laktat

konsantrasyonunun 5 ila 30 mM arasinda degistigi bildirildiginden (Yabusaki vd.,2010), laktat
20 mM, etanol, glikoz ve metanol degerleri de simiilasyon kolayligi icin 100 mM olarak

varsayilmistir. Tiirlerin hiicre konsantrasyonlar: 1 gDW/L olarak kabul edilmistir.

Bu metabolitlerin optimizasyon boyunca Uretim-tiikenme hizlar1 Esitlik 5 ile hesaplanmaktadir.

ds. N oL

=1

dSy/dt ; i substratinin degisme orani
X;; j tliriiniin bilylime miktar1
V{: j tiiriiniin i substrat: alim/iiretim miktar1

N : Tiir sayis1

Metabolitlerin son degerleri de baslangi¢c miktar1 ile degisim hiz1 toplanarak elde edilir.

Siyeni — Siba§lang1§ +ASi
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3.3. TURLER ICIN SUBSTRAT ALIM ORANLARININ HESAPLANMASI

Tirlerin  belirlenmis substratlar i¢in baslangic aki degerleri Michaelis Menten kinetigi

denklemiyle manuel olarak belirlenir.

ViC onstaint —Vi’max .iSi (Es. 6)
S, +K's
VoSNt ¢ metabolitinin akist
Vimax:  tiiriin maksimum alim miktari
K tardn i metaboliti icin doygunluk konsantrasyonu
S;: substrat miktari

Buyume kinetigi bilinmeyen organizmalar i¢in ag-kapa mantigi ile akilar belirlenmistir.

Akilarin smirlar1 Cobra aracindaki ‘changeRxnBounds’ komutu ile degistirilir. Ornegin burada
hiicre zarindan oksijen tasinim reaksiyon akisi igin alt ve st sinir kisitlar “0” olarak verilerek

ortamda oksijenin olmadigi anaerobik kosullar simiile edilmistir.

3.4. TURLERIN BUYUME HIZLARININ HESAPLANMASI

Tarlerin simulasyonlar sonucu elde edilen biyokiitle degisim oranlari asagidaki denklemler ile

hesaplanir;

dxj —

F_#]—Xj (E$. 3)

M .J tiirtiniin spesifik biiylime oran1

X; . ] tiliriiniin bilylime orani
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dXj/dt : j tiirliniin biiyiime h1z1, FBA ile belirlenen objektif fonksiyon degeridir.
X] yeni — ija$lang1(; + AXJ

Kosturmalar sonucu, biyokiitle degerleri bu esitlikle guincellenmektedir. Biyokiitle olusma hiz1

Cobra aracindaki ‘optimizeCbModel” komutu ile hesaplanmaktadir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. TURLERIN SUBSTRAT TUKETIM VE URETIiM MiKTARLARI

Baslangig aki degerleri Michealis Menten Kinetik Denklemi (Es. 6) ile hesaplanmigtir.

Asetat alimi: G. sulfurreducens te asetat aliminin {i¢ mekanizma ile ifade edilmesi nedeniyle ii¢

farkli Ksve V ey degeri vardir (Richter vd.; Esteve-Nunez vd., 2005);
Ksa=0.77 mM, K;,=0.167 mM, Kg=0.012 mM,

Vinax, 1= 2.7 mmol/gDW/hr, Va2 =2 mmol/gDW/hr, V3 = 13 mmol/gDW/hr

v Gs 13.3[Azetat ] Z[Aszetat] Z2.67[Azerat]
AC = [aszetat]+ 077  [deetat]l+ W167  [dserat]+0.01Z

VA< 13.3[3] 2[3] 2.67[3]

STaltor7 | [Eltolsr @ [Bl+o0iz 15.814 mmol/hr

Tiiketim oranlari (-) ile ifade edildiginden G.sulfurreducens asetat kullandig i¢in asetat akisi -
15.814 mM/hr dir.

Amonyak alimi: Kg=0.025 mM, V.= 0.468 mmol/gDW/hr,

s < 0468 [Amonyak]
— [Amonyeik]+0.025

G
VN4

0.458 [150
< [150]

V Gs
NH4 = T150]+0.025

=0.468 mmol/gDW/hr
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Fe(IID) alimi: Ks=1 mM, V5« = 568 mmol/gDw/hr

GGB [Fel s3]

Gs
Ve~ < [Fetln]+1

558 [10
 5eB[10]

Gs
Vi) < Tiolet

=9.98 mmol/gDw/hr

Diger tiirler i¢in asetat, amonyak ve Fe(III) alimlar1 ayn1 kabul edilmistir. Diger substratlar igin
aralik belirlenmistir. Her zaman noktasinda, organizmalar igin aki kisitlamalari, substrat
konsantrasyonuna gére degisir ve biiylime hizinda degisikliklere yol agar. Calisma 1 saniyelik 16
adimda gerceklesmistir, substratlarin simiilasyon siiresince degisimleri Tablo 4’ de

gosterilmistir.

Tablo 4. Ortamda Asetat 3 Mm iken Zamanla Substratlarin Tiirlere Gore Degisimi

Ortam Asetat Akisi (mM/gDWhr) Ortam NH4 Akisi (mM/gDWhr) Ortam  Etanol Aki(mM/gDWhr)
Asetat(mM)  GS MB PA ) NH4(mM) GS MB PA o) Etanol (mM) PA S0
15,352 0,312 -0,014 6,386 5,882 149,036 0,000 -0,468 -0,468 0,629 99,404 -0,008 -0,588
27,787 0,306 -0,069 5,710 5,882 148,757 0,000 -0,465 -0,465 0,629 98,769 -0,007 -0,585
40,458 0,338 0,125 5,071 5,882 148,508 0,000 0,464  -0,464 0,629 98,093 0,007 0,581
53,388 0,316 -0,181 4,469 5,882 148,296 0,000 -0,463 -0,463 0,629 97,357 -0,008 -0,577
66,663 0,289 -0,239 3,904 5,882 148,204 0,000 -0,398 -0,463 0,629 96,556 -0,008 -0,573
80,371 0,257 -0,299 3,385 5,882 148241 0,000 0,339 0,462 0,629 95,686 0,008 0,568
94,603 0,219 -0,361 2,916 5,882 148,416 0,000 -0,285 -0,463 0,629 94,742 -0,007 -0,563
109,423 0,172 -0,425 2,484 5,882 148,737 0,000 -0,236 -0,463 0,629 93,719 -0,007 -0,557
124,923 0,117 0,491 2,091 5,882 149,216 0,000 0,192 0,464 0,629 92,612 0,006 0,551
141,159 0,031 -0,561 1,737 5,882 149,866 0,000 -0,153 -0,466 0,629 91,413 -0,005 -0,545
158,465 0,000 -0,635 1,422 5,882 150,698 0,000 -0,119 -0,468 0,629 91,323 -0,004 -0,035
177,015 0,000 0,713 1,144 5,882 151,728 0,000 -0,089 0,470 0,629 91,225 0,004 0,035
196,937 0,000 -0,797 0,899 5,882 152,972 0,000 -0,063 -0,473 0,629 91,119 -0,003 -0,035
218,450 0,000 -0,886 0,685 5,882 154,447 0,000 -0,040 -0,477 0,629 91,004 -0,003 -0,035
241,790 0,000 -0,983 0,498 5,882 156,173 0,000 -0,021 -0,482 0,629 90,879 -0,002 -0,035
267,214 0,000 -1,088 0,334 5,882 158,173 0,000 -0,004 -0,487 0,629 90,743 -0,002 -0,035
Ortam Fe(l11)Akisi (mM/gDWhr) Ortam Laktat Aki (mM/gDWhr) Ortam Metanol Aki  Ortam  Glikoz Aki
Fe(ll1)(mM) GS MB PA SO Laktat(mM) GS PA SO Metanol (mM) MB Glikoz(mM) PA
9,296 -0,704 0,000 0,000 0,000 19,943 -1,179 2,146 0,000 90,000 -10,000 90,000 -10,000
8,478 -0,655 0,000 0,000 0,000 22,289  -1,390 2,146 0,000 80,563 -9,000 80,654 = -9,000
7,545 -0,597 0,000 0,000 0,000 24,894 -1,360 2,146 0,000 71,727 -8,056 71,984 -8,065
6,509 -0,531 0,000 0,000 0,000 27,771 -1,325 2,146 0,000 63,518 -7,173 63,875 -7,198
5,392 0,458 0,000 0,000 0,000 30,950  -1,282 2,146 0,000 55,948 6,352 56,332  -6,387
4,236 -0,380 0,000 0,000 0,000 34,463 -1,231 2,146 0,000 49,043 -5,595 49,357 -5,633
3,102 -0,298 0,000 0,000 0,000 38,346 -1,171 2,146 0,000 42,808 -4,904 42,945 -4,936
2,066 0,218 0,000 0,000 0,000 42,670 -1,102 2,146 0,000 37,227 4,281 37,100 = -4,295
1,204 -0,145 0,000 0,000 0,000 47,454 -1,021 2,146 0,000 32,272 -3,723 31,841 -3,710
0,578 -0,085 0,000 0,000 0,000 52,749 -0,929 2,146 0,000 27,902 -3,227 27,164 -3,184
0,203 0,041 0,000 0,000 0,000 58,605 = -0,827 2,146 0,000 24,072 -2,790 23,049  -2,716
0,039 -0,014 0,000 0,000 0,000 65,084 -0,716 2,146 0,000 20,733 -2,407 19,464 -2,305
0,000 -0,003 0,000 0,000 0,000 72,249 -0,598 2,146 0,000 17,834 -2,073 16,367 -1,946
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 80,171 = -0,478 2,146 0,000 15,327 1,783 13,712 -1,637
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 88,928 -0,363 2,146 0,000 13,164 -1,533 11,451 -1,371
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 98,572 -0,363 2,146 0,000 11,303 -1,316 9,536 -1,145

Tablo 4 de gorildiighi tizere ortamda asetat konsantrasyonu 3 mM oldugu durumda

G.sulfurreducens, nispeten daha biiyiik akilarla P.aeruginosa ve S.oneidensis ortama asetat
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vermiglerdir, M.barkeri ise ortamda astetatin artmasi ile artan akilarla almistir. G.sulfurreducens
in amonyum akist 0 iken P.aeruginosa ve M.barkeri amonyum tiiketmislerdir, S.oneidensis de
asetat ortama vermistir. Demir(l1l) i sadece G.sulfurreducens tiiketmistir, digerlerinin akilart 0
dir. Etanolu P.aeruginosa ve S.oneidensis tlketmektedir. G.sulfurreducens laktat tliketirken
P.aeruginosa ortama vermektedir. Glikoz sadece P.aeruginosa ve metanol sadece M.barkeri nin

modellerinde tanimlidir ve bu tiirler tarafindan tiiketilmislerdir.

Tablo 5. Ortamda Laktat Yokken Zamanla Substratlarin Tiirlere Gore Degisimi

Ortam Asetat Akis1 (mM/gDWhr) Ortam NH4 Akis1 (mM/gDW hr) Ortam Etanol Aki(mM/gDWhr)
Asetat(mM) GS MB PA SO NH4(mM) GS MB PA SO Etanol(mM) PA SO
15,255 0,000 -0,014 6,386 5,882 149,036 0,000 -0,468 -0,468 -0,028 99,844 -0,007 -0,148
27,679 0,000 -0,069 5721 5,882 148,031 0,000 -0,465 -0,465 -0,027 99,672 -0,007 -0,148
40,322 0,000 -0,125 5,094 5,882 146,985 0,000 -0,462 -0,462 -0,027 99,483 -0,007 -0,148
53,239 0,000 -0,181 4,507 5,882 145,896 0,000 -0,459 -0,459 -0,027 99,274 -0,007 -0,148
66,499 0,000 -0,240 3,959 5,882 144,813 0,000 -0,415 -0,455 -0,027 99,044 -0,007 -0,148
80,184 0,000 -0,299 3,452 5,882 143,755 0,000 -0,360 -0,452 -0,027 98,791 -0,007 -0,148
94,388 0,000 -0,361 2,985 5,882 142,720 0,000 -0,310 -0,449 -0,026 98,511 -0,007 -0,148
109,235 0,000 -0,425 2,570 5,882 141,705 0,000 -0,266 -0,445 -0,026 98,203 -0,006 -0,148
124,839 0,000 -0,492 2,196 5,882 140,709 0,000 -0,227 -0,442 -0,026 97,865 -0,006 -0,148
141,329 0,000 -0,562 1,861 5,882 139,729 0,000 -0,193 -0,439 -0,026 97,493 -0,005 -0,148
158,860 0,000 -0,636 1,563 5,882 138,764 0,000 -0,164 -0,436 -0,026 97,083 -0,004 -0,148
177,609 0,000 -0,715 1,303 5,882 137,811 0,000 -0,139 -0,433 -0,025 96,631 -0,003 -0,148
197,774 0,000 -0,799 1,076 5,882 136,867 0,000 -0,118 -0,430 -0,025 96,133 -0,003 -0,148
219,574 0,000 -0,890 0,881 5,882 135,929 0,000 -0,102 -0,427 -0,025 95,584 -0,003 -0,148
243,246 0,000 -0,988 0,714 5,882 134,993 0,000 -0,089 -0,424 -0,025 94,979 -0,002 -0,148
269,050 0,000 -1,095 0,572 5,882 134,055 0,000 -0,079 -0,421 -0,025 94,310 -0,002 -0,148
Ortam Fe(IlH)Akis1 (mM/gDWhr) Ortam Laktat Aki (mM/gDWhr) Ortam Metanol Aki  Ortam  Glikoz Aki
Fe(l11)(mM) GS MB PA SO Laktat(mM) GS PA SO  Metanol(mM) MB Glikoz(mM) PA
9,296 -0,704 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 90,000 -10,000 90,000 -10,000
8,478 -0,655 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 80,562 -9,000 80,570 -9,000
7,545 -0,597 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 71,725 -8,056 71,727 -8,057
6,509 -0,531 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 63,513 -7,173 63,484 -7,173
5,392 -0,458 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 55,940 -6,351 55,846 -6,348
4,236 -0,380 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 49,023 -5,594 48,815 -5,585
3,102 -0,298 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 42,767 -4,902 42,385 -4,881
2,066 -0,218 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 37,157 -4,277 36,547 -4,239
1,204 -0,145 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 32,168 -3,716 31,306 -3,655
0,578 -0,085 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 27,761 -3,217 26,658 -3,131
0,203 -0,041 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 23,893 -2,776 22,579 -2,666
0,039 -0,014 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 20,515 -2,389 19,033 -2,258
0,000 -0,003 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 17,579 -2,052 15,978 -1,903
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 15,036 -1,758 13,364 -1,598
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 12,841 -1,504 11,143 -1,336
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 10,952 -1,284 9,266 -1,114

Tablo 5 de ortamda laktatin mevcut olmadigi durumda akilar ve konsantrasyonlar vardir. Laktat

yokken G.sulfurreducens asetat iiretemedi, akist 0 dir. M.barkeri artan akilarla asetat aldi,

27



P.aeruginosa ve S.oneidensis verdi. G.sulfurreducens amonyum akist 0 iken diger tiirler tiiketti.
Etanol, glikoz ve metanol yine ilgili tiirler tarafindan tiiketildiler. Demir(IIl) yine sadece

G.sulfurreducens tarafindan tuketildi.

Tablo 6. Amonyum Yokken Zamanla Tirlere Gore Substratlarin Degisimi

Ortam Asetat Akis1 (mM/gDW hr) Ortam NH4 Akis1 (mM/gDWhr) Ortam Etanol Aki(mM/gDW hr)
Asetat(mM) GS MB PA SO NH4(mM) GS MB PA SO Etanol(mM) PA SO
15,536 0,000 -0,014 6,667 5,882 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 99,961 0,000 -0,039
27,967 0,000 -0,070 6,000 5,882 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 99,919 0,000 -0,039
40,423 0,000 -0,126 5,400 5,882 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 99,871 0,000 -0,039
53,036 0,000 -0,182 4,860 5,882 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 99,819 0,000 -0,039
65,937 0,000 -0,239 4,374 5,882 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 99,761 0,000 -0,039
79,259 0,000 -0,297 3,937 5,882 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 99,697 0,000 -0,039
93,141 0,000 -0,357 3,543 5,882 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 99,627 0,000 -0,039
107,726 0,000 -0,419 3,189 5,882 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 99,549 0,000 -0,039
123,166 0,000 -0,485 2,870 5,882 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 99,462 0,000 -0,039
139,617 0,000 -0,554 2,583 5,882 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 99,367 0,000 -0,039
157,249 0,000 -0,628 2,325 5,882 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 99,262 0,000 -0,039
176,243 0,000 -0,708 2,092 5,882 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 99,145 0,000 -0,039
196,791 0,000 -0,793 1,883 5,882 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 99,016 0,000 -0,039
219,104 0,000 -0,886 1,695 5,882 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 98,874 0,000 -0,039
243,407 0,000 -0,986 1,525 5,882 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 98,716 0,000 -0,039
269,948 0,000 -1,095 1373 5,882 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 98,542 0,000 -0,039
Ortam Fe(III)Akis1 (mM/gDWhr) Ortam Laktat Aki (mM/gDWhr) Ortam Metanol Ak Ortam Glikoz Ak
Fe(l11)(mM) GS MB PA SO Laktat(mM) GS PA SO Metanol(mM) MB Glikoz(mM) PA
9,296 -0,704 0,000 0,000 0,000 20,000 0,000 0,000 0,000 90,000 -10,000 90,000 -10,000
8,478 -0,655 0,000 0,000 0,000 20,000 0,000 0,000 0,000 80,805 -9,000 81,000 -9,000
7,545 -0,597 0,000 0,000 0,000 20,000 0,000 0,000 0,000 72,390 -8,080 72,900 -8,100
6,509 -0,531 0,000 0,000 0,000 20,000 0,000 0,000 0,000 64,721 -7,239 65,610 -7,290
5,392 -0,458 0,000 0,000 0,000 20,000 0,000 0,000 0,000 57,761 -6,472 59,049 -6,561
4,236 -0,380 0,000 0,000 0,000 20,000 0,000 0,000 0,000 51,465 -5,776 53,144 -5,905
3,102 -0,298 0,000 0,000 0,000 20,000 0,000 0,000 0,000 45,790 -5,147 47,830 -5,314
2,066 -0,218 0,000 0,000 0,000 20,000 0,000 0,000 0,000 40,687 -4,579 43,047 -4,783
1,204 -0,145 0,000 0,000 0,000 20,000 0,000 0,000 0,000 36,112 -4,069 38,742 -4,305
0,578 -0,085 0,000 0,000 0,000 20,000 0,000 0,000 0,000 32,018 -3,611 34,868 -3,874
0,203 -0,041 0,000 0,000 0,000 20,000 0,000 0,000 0,000 28,363 -3,202 31,381 -3,487
0,039 -0,014 0,000 0,000 0,000 20,000 0,000 0,000 0,000 25,105 -2,836 28,243 -3,138
0,000 -0,003 0,000 0,000 0,000 20,000 0,000 0,000 0,000 22,206 -2,511 25,419 -2,824
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 20,000 0,000 0,000 0,000 19,629 -2,221 22,877 -2,542
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 20,000 0,000 0,000 0,000 17,341 -1,963 20,589 -2,288
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 20,000 0,000 0,000 0,000 15,311 -1,734 18,530 -2,059

Tablo 6 da gorildigii gibi amonyumun olmadigi durumda asetat, demir, metanol, glikoz
yaklasik olarak diger durumlarla aym egilimdedirler. Higbir tiir laktat almadi veya vermedi.

P.aeruginosa etanol almay1 birakti.
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Sekil 9. Ortamdaki Asetat Miktar1 3 iken Diger Substratlarin Degisimi (mM)
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Sekil 10. Ortamdaki Laktat Miktar1 0 iken Diger Substratlarin Degisimi (mM)
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Sekil 11. Ortamdaki Amonyum Miktari 0 iken Diger Substratlarin Degisimi (mM)

Simulasyonlarda P.aeruginosa glikozun ve M.barkeri metanoliin % 90 i1, G.sulfurreducens
tim durumlarda elektron alicisi olan Fe(lll) nin tamamini tilketmistir. Ortamdaki asetat miktari
her ii¢ senaryoda da artmistir. Amonyum miktarinin ise laktat igeren ortamda ok hafif bir
sekilde arttigi, laktatsiz ortamda kiigiik miktarlarda azaldigi gézlenmistir. Ortamdaki etanol
miktarinda ise toplam simiilasyon siiresince Onemli bir degisiklik goézlenmemistir. Bu
simiilasyonlarmn her {iglinde de entegre modelin metanol ve glikoz tiikettigi ve ortamda bunlarin
konsantrasyonlarinin diistiigli gézlenmektedir. Metanol’lin biyoremediyasyon uygulamalarinda

ortama eklenmesi siklikla karsilagilan bir uygulamadir (Sahinkaya vd. 2011).
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4.2. TURLERIN BUYUME HIZLARI

Baglangicta varsayilan parametrelerle yapilan kosturmalarda biiyiime oranlar
G.sulfurreducens igin 0.456 h™*

M.barkeri icin 0.0268 h™*

P.aeruginosa icin 0.14 h*

S.oneidensis igin 1.05 h™  olarak bulunmustur.

Tablo 7 de goriildiigii gibi tiirlerin biiylime oranlarinda gozlenen degisikler su sekildedir;
M.barkeri nin 0.0268 olan varsayilan biyokitle orami yaklasik 2 katina ¢ikmig, metanolln
tilkenmesiyle 0.007 h™ gibi diisiik bir degere inmistir. Amonyum yoklugunda baslangic

biyokitlesinden diisiik degerlere gerilemistir.

G.sulfurreducens ve P.aeruginosa nin biyokiitleleri baslangi¢ degerlerinden dusiiktiir,

kosturmalarda azalmistir. Amonyum yokken P.aeruginosa nin biyokiitlesi 0 olmustur.

S.oneidensis in biyokiitlesi baslangica gére dismiistiir ve ti¢ durumda da aymidir, zamanla

degismemistir.
Tablo 7. Tiirlerin zamanla h™ cinsinden biiyiime oranlar1 degerleri
Ac=3 iken Blylume Hizi Lac=0iken Bliylime Hizi NH4=0iken Bliylime Hizi
GS MB PA SO GS MB PA SO GS MB PA SO

0,250 0,049 0,048 0,105 0,250 0,049 0,048 0,105 0,250 0,022 0,000 0,105

0,250 0,046 0,047 0,105 0,250 0,046 0,047 0,105 0,250 0,019 0,000 0,105

0,249 0,044 0,047 0,105 0,249 0,044 0,047 0,105 0,249 0,017 0,000 0,105

0,249 0,041 0,047 0,105 0,249 0,041 0,047 0,105 0,249 0,015 0,000 0,105

0,249 0,037 0,046 0,105 0,249 0,037 0,046 0,105 0,249 0,013 0,000 0,105

0,249 0,032 0,046 0,105 0,249 0,032 0,046 0,105 0,249 0,012 0,000 0,105
0,248 0,028 0,046 0,105 0,248 0,028 0,046 0,105 0,248 0,010 0,000 0,105
0,248 0,024 0,041 0,105 0,248 0,024 0,041 0,105 0,248 0,009 0,000 0,105

0,248 0,020 0,036 0,105 0,248 0,020 0,036 0,105 0,248 0,008 0,000 0,105

0,248 0,017 0,031 0,105 0,248 0,017 0,031 0,105 0,248 0,007 0,000 0,105

0,248 0,015 0,026 0,105 0,248 0,015 0,026 0,105 0,248 0,006 0,000 0,105

0,247 0,012 0,022 0,105 0,247 0,012 0,022 0,105 0,247 0,005 0,000 0,105

0,247 0,011 0,019 0,105 0,247 0,011 0,019 0,105 0,247 0,005 0,000 0,105

0,247 0,009 0,016 0,105 0,247 0,009 0,016 0,105 0,247 0,004 0,000 0,105

0,247 0,008 0,014 0,105 0,247 0,008 0,014 0,105 0,247 0,004 0,000 0,105

0,247 0,007 0,011 0,105 0,247 0,007 0,011 0,105 0,247 0,004 0,000 0,105
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P.aeruginosa NH, yokken biiyiime hizi 0 olmustur, hlicre konsantrasyonu degismemistir, diger
durumlarda glikoz ve asetat azalmasina bagl olarak biyokiitle oraninda diisiis gosteren grafige

sahip olmustur. Biyokiitlenin tiirler i¢in degisim grafigi Sekil 12 de gdsterilmistir.
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Sekil 12. Biiylime Oranlar1 Degisimi

4.3. TURLERIN HUCRE KONSANTRASYONLARI

Substratlarin simiilasyon siiresince degisimleri Tablo 8. de gosterilmistir. Sonugta her bir tur igin

1 g/L olan hiicre konsantrasyonlari artmigtir.

Tum tdrlerin hiicre konsantrasyonlari artis gdstermistir. G.sulfurreducens biiyiime oraninin diger
tirlerden biiyiik olmasi nedeniyle diger tlrlere gore daha yiksek hiicre konsantrasyonlarina
ulagmustir.  S.oneidensis in de ylksek hiicre konsantrasyonlar1 yiiksektir. M.barkeri ve

P.aeuginosa diisiik biyokiitlelerinden dolay1 hiicre konsantrasyonlarini ¢ok artiramamiglardir.
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Tablo 8. Tiirlerin hiicre konsantrasyonlarinin zamanla degisimi (gDW/L h-1)

Ac=3 iken Hlcre Konsantrasyonu Lac=0iken Hucre Konsantrasyonlari NH4=0iken Blylme Hizi

GS MB PA SO GS MB PA SO GS MB PA SO

1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

1,250 1,049 1,048 1,105 1,250 1,049 1,048 1,105 1,250 1,022 1,000 1,105

1,561 1,097 1,098 1,222 1,561 1,097 1,098 1,105 1,561 1,041 1,000 1,222

1,951 1,145 1,149 1,351 1,951 1,145 1,149 1,105 1,951 1,059 1,000 1,351

2,437 1,192 1,203 1,493 2,437 1,192 1,203 1,105 2,437 1,075 1,000 1,493

3,043 1,237 1,259 1,651 3,043 1,237 1,259 1,105 3,043 1,090 1,000 1,651

3,800 1,276 1,317 1,825 3,800 1,276 1,317 1,105 3,800 1,103 1,000 1,825

4,744 1,312 1,377 2,017 4,744 1,312 1,377 1,105 4,744 1,114 1,000 2,017

5,921 1,343 1,434 2,229 5,921 1,343 1,434 1,105 5,921 1,125 1,000 2,229

7,388 1,370 1,485 2,464 7,388 1,370 1,485 1,105 7,388 1,134 1,000 2,464

9,218 1,393 1,530 2,724 9,218 1,393 1,530 1,105 9,218 1,142 1,000 2,724

11,500 1,414 1,570 3,011 11,500 1,414 1,570 1,105 11,500 1,149 1,000 3,011

14,346 1,431 1,605 3,329 14,346 1,431 1,605 1,105 14,346 1,155 1,000 3,329

17,895 1,446 1,636 3,680 17,895 1,446 1,636 1,105 17,895 1,161 1,000 3,680

22,323 1,460 1,662 4,068 22,323 1,460 1,662 1,105 22,323 1,166 1,000 4,068

27,846 1,471 1,685 4,496 27,846 1,471 1,685 1,105 27,846 1,170 1,000 4,496

34,736 1,482 1,704 4,970 34,736 1,482 1,704 1,105 34,736 1,175 1,000 4,970

4.4. TUR BOLLUKLARI

Tiirler i¢in komiinitedeki bulunma oranlar1 hesaplamalar1 (Zhuang, 2011) su sekildedir;

G.sulfurreducens sayist
G.sulfurreducens; &34 Y

Tum tirlerin sayist

Asetatin ortama verildigi durumda komiinitenin;

34,736
34.736+1.482 +1.704+4.970

=0.813 % 81.3 U G.sulfurreducens tir, ortami domine eder.

. . M.barkeri sayist
M.barkeri ; 4

"Tim tiirlerin sayist

1.482
34.736+1.482 +1.704+4.970

=0.034 komuinitenin % 3.4 U M.barkeri dir.

P.aeruginosa sayist

P.aeruginosa; ————
Tum tirlerin sayist
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1.704
34.736+1.482 +1.704+4.970

= 0.04 komunitenin % 4 0 P.aeruginosa dir.

S.oneidensis sayist

S.oneidensis; —————
Tum tirlerin sayist

4.790
34.736+1.482 +1.704+4.970

=0.112 komiinitenin %11.2 si S.oneidensis tir.

Laktatin 0 ve amonyumun 0 oldugu durumlarda bolluklar1 sirastyla soyledir;

G.sulfurreducens % 89.2 ve % 83; M.barkeri % 3.7 ve % 2.8; P.aeruginosa % 4.3 ve % 2.4;
S.oneidensis %2.8 ve % 11.4.
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5.SONUC VE ONERILER

Mikroorganizmalarin aralarinda anaerobik ortamda belirledigimiz karbon ve enerji kaynagi
substratlarin varliginda bir sentrofi olup olmayacagini anlamak igin metabolik modelleri ile
simiilasyonlar yapilmistir. Kosturmalarin sonunda modellerin belirlenen aki degerlerini
ulasamadiklar1 gOriilmiistiir. G. sulfurreducens ve M.barkeri nin, S.oneidensis in laktat alarak
urettigi asetat1 tiiketecegi, Demir(IIl) i¢in yarisacaklart diisiiniilmiistiir fakat G. sulfurreducens
asetat almamistir. Amonyum konsantrasyonu ‘0’ iken laktat akis1 ‘0O’ olmus ve laktat akist ‘0’
iken de asetat tretmediginden ortamin laktat ve amonyum konsantrasyonu ‘0’ iken asetat akisi
da ‘0’ olmustur. lgilendigimiz substratlardan laktat1 azalan akilarla almasmin, biyokitlesinin

azalan miktarlarla artis gostermesinin nedeni Fe(III) nin tiikkenmesi olabilir.

Modellerin verdikleri ile beraber asetat birikmesi nedeniyle M.barkeri artan akilarla asetat
almigtir. Biyokitlesinin artmamasinin nedeni birincil karbon kaynagi metanoliin azalmasidir.
Tanimlanmasina ragmen Fe(Ill) kullanmamasinin nedeni elektron alicisi olarak H, veya format

kullanmasi olabilir.

Pseudomonas aeruginosa nin birincil karbon kaynagi glikoz oldugundan P.aeruginosa artan
biiyiime oranlarina sahipken sonraki adimlarda biyokitlenin diisiis gostermesi glikoz ve asetat
azalmasina bagl olarak geligsmistir. Amonyum tiiketmistir, 3mM ve daha fazla ortam asetat
konsantrasyonlarinda da asetat ve laktat salmustir, kii¢iik akilarla da olsa etanol tiiketmistir.
Laktat yokken NH, almis, NH, yokken laktat ve etanol akisi 0, bliyiime hiz1 0 olmustur, hiicre
konsantrasyonu degismemistir, diger durumlarda glikoz ve asetat azalmasimna bagli olarak

biokiitle oraninda diisiis gosteren grafige sahip olmustur.

S.oneidensis etanol almasina ragmen biyokitlesinin ve dolayisiyla hiicre konsantrasyonunun
degismemesi durumu s6z konusu olmustur. Bu durum da modelde hatalar mevcut oldugunun

diisiindiirmektedir.

Genel cercevede tekil modellerin gergekle uyumlu oldugu goriilmiistiir. M.barkeri metanol,
S.oneidensis etanolti P.aeruginosa glikozu birincil karbon kaynagi olarak tiketerek,
G.Sulfurreducens demir kullanarak gercekei egilimler gostermislerdir. Fakat aralarinda net bir

aligveris ¢gikarilamamistir.
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G.sulfurreducens in alaninda 6ncii ¢alismada kullanilmasi ve ¢evresel Onemi nedeni ile
modeldeki sorunlara ragmen modelin yeteneklerini gormek iizere kullanilmustir. Bu model
deneysel c¢alismalar ile revize edilebilir ve modeli kullanacak arastirmacilar modelin
yeteneklerini daha iyi kesfedebilmek i¢in organizmanin metabolizmasi iizerine c¢alisabilirler. G.
sulfurreducens biyoremediasyon yeteneginin yanisira mikrobiyal yakit hiicresi olmasi {izerine

caligmalar yapilmasi nedeniyle metabolik modelleme i¢in dikkate deger bir organizmadir

M.barkeri 6nemli bir metanojendir, sulfat indirgeyen bakterilerle etkilesimlerde bulunmaktadir.
M.barkeri nin modeli iyi tanimlanmis sorunsuz ¢alisan bir modeldir, atik aritimindan metan

tretiminin 6nemi bu modelin alandaki pek ¢ok ¢alismada kullanilmasina neden olmustur.

Pek cok ortamda bulunabilen P.aeruginosa aymi zamanda aromatik hidrokarbonlari
parcalayabilen H,O, yi detoksifiye edebilen 6nemli bir toprak bakterisidir. Metabolik modelleme

calismalari igin 6nemli bir organizma olacaktir.

S.oneidensis pek ¢ok substrat i¢in alim ve tlretim yetenege sahip bir organizmadir. Anaerobik
kosullar altinda, Mn (III), Mn (IV), Fe (III), Cr (VI) ve U (VI) gibi bir¢ok oksitlenmis metal
kullanabilir, kontamine olmus ortamlardaki davraniglari iizerine pek ¢ok calisma vardir ve
elektrik tiretimi yetenegi lizerine ¢alismalar yayginlasmaktadir. Kisit tabanli analiz yontemleri

icin genig ve 6onemli sonuglar verecek bir ¢aligma sahasi sunmaktadir.

Metabolik aglarin analizi sadece bilinenleri degil, susa 6zgli gézden kagmis sorunlar1 da ortaya
cikarir, yeni hedeflerin ve yollarin tanimlanmasina izin verir. Daha az c¢alisilmig
mikroorganizmalar s6z konusu oldugunda, herhangi bir genom-6l¢ekli metabolik modelin

deneysel validasyonu 6zellikle kritiktir.

Mikroorganizmalarin metabolik modellemesi ve kisit tabanli analizlerinde dinamik zamana ve
konuma bagli metabolik akilar1 tahmin edebilecek kinetik modellerin daha fazla takip edilmesi

gerekmektedir.

Ongoriicii diizeye ulasmak icin matematiksel modellerin deneysel veri toplama ve yontem
gelistirme ile biitiinlegen gelisim gostermesi gerekmektedir. Biyoloji ve yazilim bilgileri yiiksek

aragtirmacilara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Mikrobiyal konsorsiyumlar tek bir tiirden daha verimli ve gii¢lii olduklarindan, gelecekte biyo-

temelli stireclerin 6Gneminin artacak olmasi nedeniyle bu yaklagimlari ilerletmek 6nemlidir.
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EKLER

EK1
% Modellerin MATLAB’e tanimlanmasi,aki aralifinin daraltilmasi,temel metabolitler igin
alimlarin belirlenmesi
barkeri=readCbModel(‘barkeri.mat’);amm
for x=1:690
if barkeri.ub(x)>100
barkeri.ub(x)=100;
end
if barkeri.Ib(x)<-100
barkeri.lb(x)=-100;
end
end
barkeri=changeRxnBounds(barkeri,{'EX_ac_e'},[-0.0135],'");
barkeri=changeRxnBounds(barkeri,{'EX_nh4_e'},[-0.468],'l);

barkeri=changeRxnBounds(barkeri,{'EX_fe3 e'},[-9.98],'1");

geobacter=readCbModel(‘geobacter.xml’);
for x=1:608

if geobacter.ub(x)>100
geobacter.ub(x)=100;

end

if geobacter.Ib(x)<-100

geobacter.Ib(x)=-100;
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end

end

geobacter=changeRxnBounds(geobacter,{'EX lac__L(e)'},[-10],'1");
geobacter=changeRxnBounds(geobacter,{'EX_nh4(e)},[-0.468],1");
geobacter=changeRxnBounds(geobacter,{'EX_fe3(e)'},[-9.98],'1");
geobacter=changeRxnBounds(geobacter,{'EX_ac(e)},[-0.0135],'l");
aeruginosa=readCbModel('pseudomonas_aeruginosa.xml");

for x=1:870

if aeruginosa.ub(x)>100

aeruginosa.ub(x)=100;

end

if aeruginosa.lb(x)<-100

aeruginosa.lb(x)=-100;

end

end

aeruginosa=changeRxnBounds(aeruginosa,{'EX_02_e'},[0],'1);
aeruginosa=changeRxnBounds(aeruginosa,{'EX_lac_ L e'},[-10],'");
aeruginosa=changeRxnBounds(aeruginosa,{'EX_fe3 e},[-9.98],');
aeruginosa=changeRxnBounds(aeruginosa,{'EX_nh4_e'},[-0.468],'1");

aeruginosa=changeRxnBounds(aeruginosa,{'EX_ac_e'},[-0.035],'1");

oneidensis=readCbModel('Shewanella_oneidensis.xml');
for x=1:870

if oneidensis.ub(x)>100
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oneidensis.ub(x)=100;

end

if oneidensis.Ib(x)<-100

oneidensis.Ib(x)=-100;

end

end

oneidensis=changeRxnBounds(oneidensis,{'EX_02(e)'},[0],'1);
oneidensis=changeRxnBounds(oneidensis,{'EX_lac__L(e)},[-10],1);
oneidensis=changeRxnBounds(oneidensis,{'EX fe3(e)'},[-9.98],'1");
oneidensis=changeRxnBounds(oneidensis,{'EX ac(e)'},[-0.0135],'");
oneidensis=changeRxnBounds(oneidensis,{'EX_nh4(e)'},[-0.468],'1);
oneidensis=changeRxnBounds(oneidensis,{'EX_etoh(e)'},[-10],'");
%Baslangi¢ ortam konsantrasyonlarinin belirlenmesi

acetate(1,1)=3;

methanol(1,1)=100;

lactate(1,1)=20;

glucose(1,1)=100;

ethanol(1,1)=100;

ammonium(1,1)=150;

fe3(1,1)=10;

%Baslangi¢ hiicre konsantrasyonlarinin belirlenmesi
cellconcbarkeri(1,1)=1;

cellconcgeobacter(1,1)=1;

cellconcaeruginosa(l,1)=1;

cellconconeidensis(1,1)=1;
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%Alt sinir akilarin belirlenmesi

Ibac=-0.0135;

Ibmeoh=-10;

Iblac=-10;

Ibglc=-10;

Ibetoh=-10;

Ibnh4=-0.468;

Ibfe3=-9.98;

% Modellerin alt sinirlarinin belirlenen degerler olarak degistirilmesi
barkeri=changeRxnBounds(barkeri,{'EX_meoh_e'},Ibmeoh,'l');
barkeri=changeRxnBounds(barkeri,{'EX ac_e'},Ibac,'l");
geobacter=changeRxnBounds(geobacter,{'EX _ac(e)},Ibac,'l’);
geobacter=changeRxnBounds(geobacter,{'EX lac__L(e)}.Iblac,'l);
geobacter=changeRxnBounds(geobacter,{'EX_nh4(e)},Ibnh4,'l");
geobacter=changeRxnBounds(geobacter,{'EX_fe3(e)},1bfe3,'");
aeruginosa=changeRxnBounds(aeruginosa,{'EX_glc_e'},Ibglc,');
aeruginosa=changeRxnBounds(aeruginosa,{'EX_ac_e'},Ibac,'l');
aeruginosa=changeRxnBounds(aeruginosa,{'EX_etoh_e'},Ibetoh,'l");
oneidensis=changeRxnBounds(oneidensis,{'"EX_etoh(e)},Ibetoh,'");
oneidensis=changeRxnBounds(oneidensis,{'EX lac__D(e)} Iblac,'1);
oneidensis=changeRxnBounds(oneidensis,{'EX_ac(e)'},Iblac,'’);
changeCobraSolver (‘gurobi',all’);

% yeni ksisitlarlaoptimizasyon

for t=1:100

sInbarkeri=optimizeCbModel(barkeri);
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singeobacter=optimizeCbModel(geobacter);
slnaeruginosa=optimizeCbModel(aeruginosa);
slnoneidensis=optimizeCbModel(oneidensis);
%¢0ozlim 1 olursa dongiiniin kirilmasi

if isempty(sinbarkeri.obj)==1 break,end

if isempty(singeobacter.obj)==1 break,end

if isempty(sinaeruginosa.obj)==1 break,end

if isempty(slnoneidensis.obj)==1 break,end
growth(t,1)=sInbarkeri.obj;
growth(t,2)=sIngeobacter.obj/14.17;
growth(t,3)=slnaeruginosa.obj;
growth(t,4)=slnoneidensis.obj/17;

%metabolit konsantrayonlarinin giincellenmesi
methanol(t+1,1)=methanol(t,1)+cellconcbarkeri(t,1) *sInbarkeri.v(342);
methanol(t+1,2)=sInbarkeri.v(342);

if methanol(t+1,1)<O0;

methanol(t+1,1)=0;

end

acetate(t+1,1)=acetate(t,1)+cellconcgeobacter(t,1) *sIngeobacter.v(533)/14.17+cellconcbarkeri(t,
1)*sInbarkeri.v(251)...

+cellconcaeruginosa(t,1)*slnaeruginosa.v(95)+cellconconeidensis(t,1)*sInoneidensis.v(776)/17;
if acetate(t+1,1)<0 ;

acetate(t+1,1)=0;

end

acetate(t+1,2)=sIngeobacter.v(533)/14.17;
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acetate(t+1,3)=sInbarkeri.v(251);
acetate(t+1,4)=slnaeruginosa.v(95);
acetate(t+1,5)=sInoneidensis.v(776)/17;

lactate(t+1,1)=lactate(t,1)+cellconcgeobacter(t,1)*sIngeobacter.v(551)/14.17+cellconconeidensis
(t,1)*slnoneidensis.v(829)...

/17+cellconcaeruginosa(t,1)*slnaeruginosa.v(154);
if lactate(t+1,1)<0 ;

lactate(t+1,1)=0;

end

lactate(t+1,2)=sIngeobacter.v(551)/14.17,;
lactate(t+1,3)=sInoneidensis.v(829)/17;
lactate(t+1,4)=slnaeruginosa.v(154);

ethanol(t+1,1)=ethanol(t,1)+cellconcaeruginosa(t,1)*slnaeruginosa.v(124)+cellconconeidensis(t,
1)*sInoneidensis.v(802)/17;

ethanol(t+1,2)=slnaeruginosa.v(124);
ethanol(t+1,3)=sInoneidensis.v(802)/17;

if ethanol(t+1,1)<0 ;

ethanol(t+1,1)=0;

end
glucose(t+1,1)=glucose(t,1)+cellconcaeruginosa(t,1)*slnaeruginosa.v(135);
glucose(t+1,2)=slnaeruginosa.v(135);

if glucose(t+1,1)<0 ;

glucose(t+1,1)=0;

end
ammonium(t+1,1)=ammonium(t,1)+cellconcgeobacter(t,1)*sIngeobacter.v(528)/14.17+cellconc

barkeri(t,1)*sInbarkeri.v(357)...
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+cellconcaeruginosa(t,1)*slnaeruginosa.v(173)+cellconconeidensis(t,1)*sInoneidensis.v(839)/17

if ammonium(t+1,1)<0 ;
ammonium(t+1,1)=0;

end
ammonium(t+1,2)=sIngeobacter.v(528)/14.17;
ammonium(t+1,3)=sInbarkeri.v(357);
ammonium(t+1,4)=slnaeruginosa.v(173);
ammonium(t+1,5)=slnoneidensis.v(839)/17;

fe3(t+1,1)=fe3(t,1)+cellconcgeobacter(t,1)*sIngeobacter.v(532)/14.17+cellconcbarkeri(t,1)*sInb
arkeri.v(303)...

+cellconcaeruginosa(t,1)*slnaeruginosa.v(126)+cellconconeidensis(t,1)*sInoneidensis.v(804)/17

if fe3(t+1,1)<0;
fe3(t+1,1)=0;
end
fe3(t+1,2)=sIngeobacter.v(532)/14.17;
fe3(t+1,3)=sInbarkeri.v(303);
fe3(t+1,4)=slnaeruginosa.v(126);
fe3(t+1,5)=sInoneidensis.v(804)/17;
% hiicre konsantrasyonlariin giincellenmesi
cellconcbarkeri(t+1,1)=cellconcbarkeri(t,1)+sInbarkeri.obj*cellconcbarkeri(t,1);
cellconcgeobacter(t+1,1)=cellconcgeobacter(t,1)+cellconcgeobacter(t,1)*sIngeobacter.obj/14.17;
cellconcaeruginosa(t+1,1)=cellconcaeruginosa(t,1)+cellconcaeruginosa(t,1)*slnaeruginosa.obyj;

cellconconeidensis(t+1,1)=cellconconeidensis(t,1)+cellconconeidensis(t,1)*sInoneidensis.obj/17
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%metabolit konsantrasyonu ‘0’ dan kiigiik ¢ikarsa dongiiniin kirilmasi
if fe3(t,1)==0;
Ibfe3=0;
else
Ibfe3=Ibfe3*fe3(t+1,1)/fe3(t,1);
end
if methanol(t,1)==0;
Ibmeoh=0;
else
Ibmeoh=lbmeoh*methanol(t+1,1)/methanol(t,1);
end
if acetate(t,1)==0;
Ibac=0;
else
Ibac=Ibac*acetate(t+1,1)/acetate(t,1);

end

if lactate(t,1)==0;

Iblac=0;

else
Iblac=Iblac*lactate(t+1,1)/lactate(t,1);
end

if glucose(t,1)==0;

Ibglc=0;

else
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Ibglc=Ibglc*glucose(t+1,1)/glucose(t,1);
end
if ethanol(t,1)==0;
Ibetoh=0;
else
Ibetoh=Ilbetoh*ethanol(t+1,1)/ethanol(t,1);
end
if ammonium(t,1)==0;

Ibnh4=0;
else

Ibnh4=Ibnh4*ammonium(t+1,1)/ammonium(t,1);
end
% modellerin yeni alt sinir aki degerlerinin giincellenmesi
barkeri=changeRxnBounds(barkeri,{'EX_meoh_e'},Ibmeoh,'’);
barkeri=changeRxnBounds(barkeri,{'EX ac_e'},Ibac,'l");
barkeri=changeRxnBounds(barkeri,{'EX_nh4 e} lIbnh4,'1";
barkeri=changeRxnBounds(barkeri,{'EX_fe3_e'},Ibfe3,'");
geobacter=changeRxnBounds(geobacter,{'EX_ac(e)},1bac,'’);
geobacter=changeRxnBounds(geobacter,{'EX lac__L(e)}.Iblac,'l);
geobacter=changeRxnBounds(geobacter,{'EX_nh4(e)},Ibnh4,'l");
geobacter=changeRxnBounds(geobacter,{' EX_fe3(e)},1bfe3,'");
aeruginosa=changeRxnBounds(aeruginosa,{'EX_glc_e'},Ibglc,');
aeruginosa=changeRxnBounds(aeruginosa,{'EX_ac_e'},Ibac,'l");
aeruginosa=changeRxnBounds(aeruginosa,{'EX_etoh_e'},Ibetoh,'l");

aeruginosa=changeRxnBounds(aeruginosa,{'EX_nh4_e'},Ibnh4,'1");
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oneidensis=changeRxnBounds(oneidensis,{'EX_etoh(e)},Ibetoh,'l’);
oneidensis=changeRxnBounds(oneidensis,{'EX_lac__ D(e)},Iblac,'l);
oneidensis=changeRxnBounds(oneidensis,{'EX_ac(e)},Iblac,'l');
oneidensis=changeRxnBounds(oneidensis,{'EX_nh4(e)'},1bnh4,'1");
clear sInbarkeri

clear singeobacter

clear slnaeruginosa

clear slnoneidensis

end
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EK 2

barkeri=readCbModel('barkeri.mat');
for k=1:length(barkeri.lb)
delbark=barkeri;
delbark=changeRxnBounds(delbark,barkeri.rxns(k),[0],'');
delbark=changeRxnBounds(delbark,barkeri.rxns(k),[0],'u);
sIn1=optimizeCbModel(delbark);
if isempty(sinl.obj)==1
SL1(k,1)=0;
else
SL1(k,1)=sIn1.obj;

end

geobacter=readCbModel('sulfurreducens.xml’);
for k=1:length(geobacter.Ib)
delgeo=geobacter;
delgeo=changeRxnBounds(delgeo,geobacter.rxns(k),[0],'l);
delgeo=changeRxnBounds(delgeo,geobacter.rxns(k),[0],'u");
sIn2=optimizeCbModel(delgeo);

if isempty(sin2.obj)==1
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SL2(k,1)=0;
else
SL2(k,1)=sIn2.0bj;

end

aeruginosa=readCbModel(‘Pa.xml’);
for k=1:length(aeruginosa.lb)
delaeru=aeruginosa;
delaeru=changeRxnBounds(delaeru,aeruginosa.rxns(k),[0],'1);
delaeru=changeRxnBounds(delaeru,aeruginosa.rxns(k),[0],'u?);
sIn3=optimizeCbModel(delaeru);
if isempty(sin3.obj)==1
SL3(k,1)=0;
else
SL3(k,1)=sIn3.0bj;

end
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