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OZET

Atik Aktif Camuru Anaerobik Ciiriiten Mikrobiyal Topluluklarin Metabolik
Modellemesi

Sarsilmaz, Ebru
Yiiksek Lisans Tezi, Cevre ve Enerji Sistemleri Mithendisligi Anabilim Dal1

Danisman: Dr. Muhammed Erkan Karabekmez

Ekim 2024
Sanayilesme ve kentlesmenin hizla artmasi, kaynaklarin bilingsizce kullanilmasina ve ciddi atik
sorunlarina yol agmaktadir. Atiklarin yonetimi ve geri doniisiimii, giiniimiiz diinyasinda ¢evresel
siirdiiriilebilirlik agisindan kritik bir dneme sahiptir. Ozellikle atik su aritma tesislerinde olusan
atik aktif camur (AAC), ¢cevre miihendisligi ve biyoteknoloji alanlarinda ele alinmas1 gereken zorlu
bir sorundur. Anaerobik ¢iiriitme (AC) yontemi, bu atiklarin biyogaza doniistiiriilerek enerji geri
kazanimi1 saglayan etkili bir ¢6ziim sunmaktadir. AC siirecinin basarisi, bu siirecte rol oynayan
mikrobiyal topluluklarin kompozisyonu ve metabolik aktivitelerine baglidir. Firmicutes ve
Methanosarcina gibi mikroorganizmalar, organik maddelerin biyogaza doniistimiinde kritik bir rol

oynamaktadir.

Bu calismada, dinamik aki denge analizi (dFBA) yontemi kullanilarak mikrobiyal topluluklarin
metabolik aktiviteleri MATLAB ve COBRA ara¢ kutusu araciligiyla modellenmistir. dFBA,
mikrobiyal topluluklarin zaman i¢indeki metabolik degisimlerini incelemek i¢in giiclii bir aractir
ve bu siirecteki cevresel degisimlere nasil tepki verdiklerini simiile eder. Ozellikle Firmicutes ve
Methanosarcina'nin hiicre dis1 Sulfate, LAlanine, LArginine, LMethionine, Spermidine, meoh e,
so3 e, h2 e, so4 e, ac_e gibi metabolit konsantrasyonlar1 ve bu iki organizmanin biyokiitle
degisimi incelenmistir. Elde edilen sonuglar, Firmicutes ve Methanosarcinamin biyokiitle
biiyiimelerinin 10 adim boyunca arttigini ve metabolit konsantrasyonlarindaki degisimlerin

anaerobik ¢iiriitme siirecinin verimliligine 6nemli katki sagladigini géstermistir.



Bu ¢aligma, siirdiirtilebilir atik yonetimi stratejilerinin gelistirilmesine katki saglamakta ve biyogaz

iiretim sistemlerinin optimizasyonu i¢in 6nemli bir adim sunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Anaerobik c¢iiriitme, dinamik aki denge analizi (dFBA), mikrobiyal
topluluklar, Firmicutes, Methanosarcina, biyogaz iiretimi, MATLAB, COBRA arag kutusu, genome
Olgekli metabolik modeller (GEM), atik yonetimi



ABSTRACT

Metabolic Modeling of Microbial Communities Anaerobically Digesting Waste Activated
Sludge

Sarsilmaz, Ebru
Master’s Thesis, Department of Environmental and Energy Systems Engineering

Supervisor: Dr. Muhammed Erkan Karabekmez

Ekim 2024

The rapid increase in industrialization and urbanization has led to the unconscious use of resources
and serious waste problems. Waste management and recycling are critically important for
environmental sustainability in today’s world. Waste activated sludge (WAS), which is generated
in wastewater treatment plants, is a challenging issue that needs to be addressed in the fields of
environmental engineering and biotechnology. Anaerobic digestion (AD) provides an effective
solution by converting this waste into biogas, enabling energy recovery. The success of the AD
process depends on the composition and metabolic activities of the microbial communities
involved. Microorganisms such as Firmicutes and Methanosarcina play a crucial role in the

conversion of organic matter into biogas.

In this study, the metabolic activities of microbial communities were modeled using the dynamic
flux balance analysis (IFBA) method via MATLAB and the COBRA toolbox. dFBA is a powerful
tool to examine the metabolic changes of microbial communities over time and simulate how they
respond to environmental changes during this process. The extracellular concentrations of
metabolites such as sulfate, L-alanine, L-arginine, L-methionine, spermidine, meoh e, so3 e,
h2 e, so4 e, and ac_e, along with the biomass changes of Firmicutes and Methanosarcina, were
analyzed. The results revealed that the biomass growth of Firmicutes and Methanosarcina
increased at different time points, and changes in metabolite concentrations significantly

contributed to the efficiency of the anaerobic digestion process.

This study contributes to the development of sustainable waste management strategies and

represents an important step towards optimizing biogas production systems.
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1.GIRIS
Kiiresellesen diinyada sanayilesmenin ve kentlesmenin artmasiyla kaynaklar bilingsizce
kullanilmakta ve bunun sonucunda atiklar olugsmaktadir. Gittikge artarak ortaya g¢ikan bu atik

sorunu; toplumu ve her bir bireyi etkilemektedir. Bu olusan atiklarin yeniden islenmesi, iiretimi ve

kullanim1 yani geri doniisiimii gliniimiiz diinyasinda 6nemli yer tutar (Glnduzalp ve ark. 2016).

Cevre miihendisligi ve biyoteknoloji alanlarinda, atik yonetimi ve g¢evresel siirdiiriilebilirlik,
ozellikle kentsel ve endiistriyel faaliyetlerin yogun oldugu bélgelerde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Bu faaliyetlerin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan atik su aritma tesislerindeki atik aktif gamur (AAC),
yonetilmesi gereken zorlu bir ¢evresel sorundur (Alhraishawi ve ark. 2022). Hem ¢evresel hem de
ekonomik acidan siirdiiriilebilir ¢dzlimler gerektiren bu sorun, anaerobik ¢iiriitme (AC) yontemi

ile ele alinabilir (Rani R.U ve ark., 2012).

Anaerobik ¢iiriitme (AC), enerji tikketimini azaltabilir veya ¢evre igin bliylik 6nem tasiyan enerjiyi
iiretebilir. Son yillarda anaerobik ¢iiriitme teknolojileri, hayvan atiklari, kaynaktan ayrilmis evsel
atiklar, organik endiistriyel atiklar ve endiistriyel atik sular dahil olmak tizere bir¢cok baska atik
tiirlinden aritim ve enerji geri kazanimini1 vurgulamak icin genisletilmistir. Anaerobik ciirlitmenin
uygulanmasina olan ilginin artmasiyla, bu siirecin optimizasyonu giderek daha onemli hale

gelmektedir (Pakmaya, 2008).

Anaerobik ciiriitme siirecinin etkinligi, icerisinde yer alan mikrobiyal topluluklarin kompozisyonu
ve metabolik aktiviteleri ile dogrudan iligkilidir (Castellano-Hinojosa ve ark., 2018). Bu baglamda,
siirecin daha 1yi anlasilmasi ve optimize edilmesi, siirdiiriilebilir atik yonetimi stratejilerinin
gelistirilmesinde hayati rol oynar. Atik aktif ¢camurun anaerobik ciiriitiilmesi lizerine yapilan
onceki caligmalar, bu siirecin temel biyokimyasal mekanizmalarini ve mikrobiyal topluluklarin

roliinii detayl bir sekilde incelenmesine odaklanmistir (Narihiro ve ark. 2007).



Mikrobiyal topluluklar, ¢esitli mikroorganizmalarin bir arada yasadigi, etkilesim i¢inde bulundugu
ckosistemlerdir. Bu topluluklar, bakteriler, arkeler, mantarlar, algler ve viriisler gibi farkli tiirden
mikroorganizmalar1 igerebilir. Mikrobiyal topluluklar, dogal ortamlarda toprak, su, insan ve

hayvan bagirsaklarinda bulunabilirler (Konopka, 2009).

1.1. Mikrobiyal Topluluklarin Ozellikleri ve Uygulama Alanlar

1. Cesitlilik: Mikrobiyal topluluklar, genis bir tiir ¢esitliligi gosterir. Bu ¢esitlilik,
ekosistemlerin sagligi ve islevselligi i¢in kritik 6neme sahiptir.

2. Etkilesim: Mikrobiyal topluluklardaki organizmalar arasinda karmasik etkilesimler vardir.
Bu etkilesimler simbiyotik, yarigsmali veya antagonistik olabilir.

3. Ekolojik Rol: Mikrobiyal topluluklar, besin dongiisii, organik madde parg¢alanmasi, toprak
saglig1 ve verimliligi, su kalitesi ve hatta insan saglig1 gibi bircok ekolojik ve biyolojik
siirecte merkezi role sahiptir.

4. Dinamizm: Mikrobiyal topluluklar, ¢cevresel kosullara bagl olarak stirekli olarak degisir.

Bu dinamizm, ekosistemlerin ¢evresel streslere adaptasyon kapasitesini belirler.
Uygulama Alanlar:

1. Cevre Bilimi: Mikrobiyal topluluklarin analizi, su aritma, atik yonetimi ve kirlilik kontrolii
gibi cevresel siireglerin optimizasyonunda kullanilir.

2. Saghk Bilimleri: Insan mikrobiyotasinin anlasilmasi, hastaliklarin tan1 ve tedavisinde yeni
yontemlerin gelistirilmesine yardime1 olur.

3. Tarmm: Toprak mikrobiyal topluluklarmin sagligi, bitki biliylimesini ve hastaliklara
direncini etkileyebilir, dolayisiyla siirdiiriilebilir tarim uygulamalarinda 6nemli bir
faktordar.

4. Biyoteknoloji: Mikrobiyal topluluklardan elde edilen enzimler ve metabolitler, biyoyakit

iiretimi, ila¢ gelistirme ve endiistriyel biyoproseslerde kullanilabilir.



1.2. Mikrobiyal Topluluklarin Anaerobik Ciiriitme Siireclerindeki Rolleri

Anaerobik ¢iiriitme siirecinde mikrobiyal topluluklar, organik maddenin biyogaza doniisiminde
merkezi roller oynar. Bu siire¢ dort ana agsamada gerceklesir: hidroliz, asitogenezi, asetojenez ve
metanojenez. Her bir asama, farkli mikroorganizma gruplar tarafindan yonetilir ve bu gruplar

birbirleriyle metabolik olarak etkilesirler (Nguyen ve ark., 2018).

Hidrolizde, kompleks organik bilesikler daha kiiclik molekiillere parcalanir. Bu asamada cesitli
bakteriler tarafindan enzimatik aktivite gosterilir (Nguyen ve ark., 2018).

Asitogenezi, hidroliz sonucu olusan basit molekiillerin ugucu yag asitleri ve alkol gibi ara
tiriinlerine donistiiriilmesini igerir. Bu siirecte ¢esitli asit iiretici bakteriler rol alir (Nguyen ve ark.,
2018).

Asetojenezde, olusan ara triinler daha basit bilesenlere indirgenir, ki bu da metanojenez igin

gerekli ortami hazirlar (Nguyen ve ark., 2018).

Metanojenez, metan Ureten arkeler tarafindan gergeklestirilir ve anaerobik ciirlitmenin son

asamasidir. Bu asamada metan ve karbondioksit gibi gazlar {iretilir (Nguyen ve ark., 2018).

Mikrobiyal topluluklar, ¢evresel faktorlere ve isletme kosullarina duyarlidir. Bunlar arasinda
sicaklik, pH, organik yiik ve besin maddesi konsantrasyonu gibi parametreler bulunur. Bu
parametrelerin optimizasyonu, mikrobiyal aktiviteyi maksimize eder ve biyogaz iiretiminin

verimliligini artirir (Demirel ve ark., 2008).

1.3. Dinamik Metabolik Modelleme ve Onceki Calismalarda Bu Yéntemlerin Kullanim
Dinamik metabolik modelleme (DMM), mikrobiyal topluluklarin zaman igindeki metabolik
aktivitelerini ve bunlarin ¢evresel degisimlere nasil tepki verdiklerini anlamak i¢in kullanilir
(Zomorrodi ve ark, 2014). Bu yontemler, 6zellikle anaerobik ¢iiriitme siireglerini optimize etmek
icin degerlidir ¢linkii biyogaz iiretimini etkileyen anahtar metabolik yollar1 ve mikroorganizma
etkilesimlerini detayli olarak inceler (Vasilakou ve ark., 2016).

Onceki ¢alismalar, 16S rRNA gen sekanslama gibi yontemler kullanarak mikrobiyal topluluklarin
yapisal ve islevsel dinamiklerini ¢6ziimlemistir. Bu ¢alismalar, mikrobiyal topluluklarin ¢esitliligi
ve bollugunu belirlemek icin cesitli molekiiler teknikler kullanmig ve bu bilgileri anaerobik
ciiriitme performanstyla iliskilendirmistir. Ornegin, bir calisma, farkli mikrobiyal topluluklarin
fonksiyonel profillerini tahmin etmek icin Tax4Fun gibi araglar1 kullanarak, bu topluluklarin

biyogaz iiretimi tizerindeki etkisini degerlendirmistir (De Vrieze ve ark., 2018).
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Bu yontemlerin uygulanmasi, anaerobik ¢iiriitme siirecinin daha iyi anlasilmasina ve daha verimli
biyogaz iiretim sistemlerinin tasarlanmasina olanak tanir. Dinamik modelleme, siire¢ kontrolii ve
sistem tasariminda onemli bir ara¢ olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Bu araclar, cesitli operasyonel
parametrelerin siirece etkisini degerlendirir ve bu siireclerde yapilabilecek iyilestirmeler igin

bilimsel temelli Oneriler sunar.

Anaerobik ciiriitme siire¢clerinde mikrobiyal topluluklarin islevlerini anlamak, siirecin verimliligini
artirmada kritik dneme sahiptir. Shi ve arkadaslarinin ¢alismasi, atik aktif ¢camurun anaerobik
sindirimi sirasinda hidrokomiiriin mikrobiyal topluluklar tizerindeki etkisini vurgulayarak,

mikrobiyal metabolizmanin bu stiregteki dinamiklerini agiklamaktadir (Shi ve arkadaslari, 2021).

Bu calismada, anaerobik ciirlitme siirecindeki mikroorganizmalarin metabolik aktiviteleri ve
islevleri detayli bir sekilde analiz edilmis olmasina ragmen, mikrobiyal topluluklarin dinamik
yapist ve metabolik etkilesimleri tam olarak anlasilamamistir. Literatiirde, bu topluluklarin
kompozisyonunun ve ciirlitme performansina etkilerinin belirlenmesi lizerine yapilan cesitli
caligmalar bulunmaktadir. Ancak, mikrobiyal topluluklarin metabolik aktivitelerinin matematiksel
olarak modellenmesi ve bu modellerin dinamik analizlerle birlestirilmesi konusunda yapilan

arastirmalar sinirlidir. Firmicutes ve Methanosarcina gibi tiirler, anaerobik c¢lirlitme siirecinde

ozellikle dikkat ¢ekicidir.

Firmicutes, bakterilerin genis bir filumunu olusturur ve ¢esitli ortamlarda bulunabilirler, 6zellikle
insan ve hayvan bagirsaklarinda yaygindirlar. Bu grubun tiyeleri, genellikle gram-pozitif hiicre
duvar yapisina sahiptir ve cogu yuvarlak veya ¢ubuk seklindedir. Firmicutes, ¢esitli metabolik
stireclerde rol oynar ve bazi tiirleri, sindirimde yardimci olan fermantasyon yoluyla enerji
iretirken, digerleri patojen olabilir. Bu filum ayn1 zamanda cevresel biyoteknoloji ve endiistriyel
mikrobiyoloji uygulamalarinda 6nemli bir yere sahiptir, ¢linkii iiyeleri biyoyakit iiretimi ve atik su
aritimi1 gibi siireglerde kullanilabilir. Firmicutes’in insan saghigi {lizerindeki etkileri, 6zellikle
bagirsak mikrobiyotasinin dengesi ve obezite gibi metabolik hastaliklarla iligkileri lizerine yogun

bir sekilde arastiriimaktadir (Afzaal ve ark., 2022)

Bu c¢alismadaki kullanilan genom o&lgekli metabolik model (GEM), genellikle metagenomik
projelerde karsilasilan ve heniiz tam olarak tanimlanmamuis, kiiltiire alinamayan bir Firmicutes
tlriddr. Bu tiriin bir topluluk i¢inde kesfedildigini ve heniiz izole bir kiiltiir olarak elde

edilmedigini gosterir.



Genom olgekli metabolik modeller (GEM'ler), bir organizmanin tiim metabolik agini temsil eden
ve hiicre icinde gergeklesen biyokimyasal reaksiyonlari kapsayan hesaplama modelleridir. Bu
modeller, genom anotasyon verileri kullanilarak olusturulur ve metabolik siire¢clerde gorev alan
enzimleri kodlayan genleri tanimlar. GEM'ler, organizmalarin besinleri nasil isledigini, enerjiyi
nasil Uirettigini ve cesitli kosullarda metabolik akislarin nasil dagildigini incelemeye olanak tanir

(Wu ve ark., 2024).

Methanosarcina, metan treten (metanojen) arkelerin bir grubudur ve Euryarchaeota subesine aittir.
Bu cins, cesitli organik substratlari metan gazina doniistiirebilen tek hiicreli mikroorganizmalari
icerir. Methanosarcina tiirleri, ¢ogu metanojenin aksine, asetat, metanol ve metilaminler dahil
olmak tizere ¢esitli C1 bilesiklerini substrat olarak kullanabilirler. Bu 6zellik, onlar1 ekolojik
olarak ¢ok yonli ve metan donglsunde onemli aktorler yapar. Methanosarcina, oksijensiz
ortamlarda, ozellikle ¢amur, gdlet sedimanlar1 ve hayvanlarin sindirim sistemleri gibi anaerobik

ortamlarda bulunur (Wagner, 2020).

Bu ¢alismada kullanilan, Methanosarcina barkeri str. fusaro ise Methanosarcina’nin en iyi bilinen
bir tiirtidiir ve laboratuvar ortaminda en ¢ok incelenen metanojenlerden biridir. Metanojenler,
benzersiz enzimler ve kofaktorler iceren benzersiz bir metabolik yolla metan iireten
organizmalardir. Metanojenlerin tamamu litotroftur ve kendi enerjilerini yalnizca metanojenez
yoluyla {iretebilirler. Cogu metanojen karbondioksit ve hidrojen gazindan metan iiretebilir. Bazi
metanojenler karbon monoksit veya formik asit gibi diger 1 karbonlu bilesikleri kullanabilir ve
birkac1 da asetat ve metilaminleri kullanabilir. Metabolik yoldaki enzimler oksijene ¢ok duyarlidir.
Methanosarcina ailesindeki bakteriler yavas gelisirler ve fiziksel ve kimyasal kosullardaki ani
degisikliklere karsi hassastirlar, ancak cesitli substratlarda biiylime yetene§ine sahiptirler. Bu
metabolik ¢esitlilik onlar1 genetik analiz i¢in Ozellikle cazip bir hedef haline getirmektedir

(Wagner, 2020).

Mikroorganizma secimleri, "Genome-Centric Metatranscriptomics Analysis Reveals the Role of
Hydrochar in Anaerobic Digestion of Waste Activated Sludge" baslikli calismadan esinlenerek
yapilmis ve bu secimler, BiGG ve Microbiome Atlas veri tabanlarindan elde edilen kapsamli
bilgiler ile metodolojik olarak desteklenmistir. Bu yaklasim, secilen mikroorganizmalarin
metabolik potansiyellerinin daha derinlemesine anlasilmasin1 ve modelleme siire¢lerinde ytiksek

dogruluk saglanmasini amaglamaktadir.



BiGG, genis kapsamli bir metabolik modelleme veri tabanidir (Norsigian ve ark, 2019). BiGG

Model, genom 6lceginde metabolik ag yeniden yapilandirmalarinin bir bilgi tabanidir.

Bu veri tabani, 70'ten fazla yaymlanmis genom 6l¢eginde metabolik agi, BiGG ID'leri ad1 verilen
bir dizi yildizlastirilmig tanimlayiciyla tek bir veri tabanina entegre eder (Norsigian ve ark, 2019).
BiGG modellerindeki genler, NCBI genom agiklamalarina eslenir ve metabolitler bir¢ok harici

veri tabanina (KEGG, PubChem ve daha fazlasi) baglanir.

Microbiome Atlas, mikrobiyal topluluklarin genetik ¢esitliligini ve ekolojik dagilimini kapsayan

bir veri tabanidir (Microbiome Atlas).

Metabolik modelleme ¢alismalarinda, MATLAB ortaminda COBRA arag kutusu (Navid A, 2022)
kullanilarak dinamik aki denge analiz (dFBA) yontemlerine bagvurulmustur. Bu yontem,
mikrobiyal topluluklarin metabolik aktivitelerini ve zaman ic¢indeki de§isimlerini matematiksel
olarak modellemeyi miimkiin kilar, béylece anaerobik ciiriitme siirecindeki metabolik degisimler
ve etkilesimler daha detayli olarak incelenebilir. Bu entegrasyon, anaerobik ciirlitme siirecinin
daha derinlemesine anlasilmasin1 ve siirecin optimizasyonunu saglar, potansiyel iyilestirme

noktalarini belirler (Esvap ve ark., 2021).

Dinamik FBA (dFBA), mikrobiyal topluluklarin metabolik aktivitelerini ve zamanla nasil
degistiklerini anlamak i¢in kullanilan gii¢lii bir matematiksel modelleme yaklagimidir (Gomez ve
ark., 2014). Mikrobiyal topluluklar, ¢esitli mikroorganizmalarin karmasik etkilesimlerini igerir ve
bu topluluklarin metabolik davraniglarin1 anlamak, ekosistem sagligi ve biyoteknoloji

uygulamalari i¢in kritik 6neme sahiptir (Orth ve ark., 2010).

1.4. dFBA’nin Onemi

1. Zaman Bagimh Analiz: dFBA, metabolik faaliyetlerin zaman iginde simiile edilmesine
olanak tantyarak mikrobiyal topluluk dinamiklerinin kademeli veya ani olarak degisen kosullar
altinda modellenmesini miimkiin kilar. Zamana duyarli bu yaklasim, sabit kosullar1 varsayan
geleneksel FBA'ya kiyasla degerleri daha iyi yansitir (Karlsen ve ark., 2023). Bir ¢alismada,
dFBA kullanilarak E. coli'nin zaman i¢inde biiyiimesi ve besin maddelerini (glikoz ve ksiloz)

tilketmesi izlenmistir. (Gomez ve ark., 2014)



2. Cevresel ve Biyolojik Degiskenlik: Mikrobiyal topluluklar, besin kaynaklariin tilkenmesi,
atik birikimi ve diger ¢evresel degisikliklere siirekli tabidir.
Organizmalarin bu degisimlere nasil tepki verdigini simiile ederek bu degiskenleri yakalar ve
metabolik uyumlulugu hakkinda bilgi saglar (Karlsen ve ark., 2023). Bir ¢alismada dFBA
kullanilarak E. coli’nin tek Kkiltir ortaminda nasil biyidigi simile edilmistir.
Ornekte glikoz ve ksiloz gibi besin maddelerinin tiiketimi izlenmis. Bu model, farkl
simiilasyon yontemlerinin hizin1 ve dogrulugunu karsilastirarak dFBA’nin avantajlarini ortaya
koymaktadir (Gomez ve ark., 2014).

3. Ekosistem Etkilesimleri: dFBA, farkli mikrobiyal tiirler arasindaki etkilesimleri ve rekabeti
de hesaba katabilir. Bu, mikrobiyal topluluklarin yapisal ve islevsel organizasyonunu daha iyi

anlamamiza yardime1 olur (Karlsen ve ark., 2023).

Yapilan bir calismada, mikro alg ve maya’nin birlikte yasadigi bir ortamda, siirekli karigtirmali
tank reaktoriinde (CSTR) simiile edilmistir. Genom 6lgekli metabolik aglar kullanilarak her iki
tirtin metabolik faaliyetleri modellenmis ve dFBA'nin farkli organizmalarin birlikte var olma

dinamiklerini nasil ele aldig1 gosterilmistir (Gomez ve ark., 2014).

1.5. MATLAB ve COBRA Ara¢ Kutusu

MATLAB ve COBRA ara¢ kutusu kullanilarak yapilan dFBA simiilasyonlari, mikrobiyal
topluluklarin zaman i¢indeki metabolik degisimlerini anlamada ve bu bilgileri ¢evresel yonetim,
saglik ve biyoteknoloji gibi alanlarda uygulamada kritik rol oynar. Bu araglar, mikrobiyal
ekosistemlerin daha iyi anlagilmasini saglayarak, mikrobiyal biyoteknoloji ve ¢evre bilimindeki
yeniliklere katkida bulunur. MATLAB, Gelismis Matematiksel Islevler, Ara¢ kutusu Destegi,
Modelleme ve Simiilasyon, Grafik ve Gorsellestirme, Entegrasyon ve Otomasyon gibi bir¢ok

ozellige sahip bir programlama dilidir (Gomez ve ark., 2014).

1. Gelismis Matematiksel Islevler: MATLAB, lineer cebir, diferansiyel denklemler, istatistik ve
diger matematiksel islemler i¢in kapsamli bir arag seti sunar. Bu 6zellikler, metabolik aglarin
analizi ve simiilasyonu i¢in gerekli karmasik hesaplamalar1 kolaylastirir.

2. Arag kutusu Destegi: MATLAB, biyoinformatik ve sistem biyolojisi gibi alanlarda 6zellesmis
islevler sunan cesitli ara¢ kutularina sahiptir. Ornegin, COBRA ara¢ Kutusu, metabolik

modelleme ve analiz i¢in 6zellesmis bir arag setidir ve MATLAB ortaminda ¢alisir.



3. Modelleme ve Simiilasyon: MATLAB, modelleme ve simiilasyon i¢in gii¢lii araclar sunar.
Bu, metabolik ag§ modellerinin kurulmasi, simiilasyonu ve analizi i¢in idealdir.

4. Grafik ve Gorsellestirme: MATLAB, veri gorsellestirme ve grafik ¢izim konusunda oldukca
yeteneklidir. Metabolik modelleme sirasinda elde edilen verilerin gorsellestirilmesi, modelin
anlasilmasini ve sonuglarin sunulmasini kolaylastirir.

5. Entegrasyon ve Otomasyon: MATLAB, diger programlama dilleri ve yazilimlar ile kolayca
entegre edilebilir. Ayrica, tekrar eden islemleri otomatiklestirmek i¢in betikler ve fonksiyonlar

yazma imkani tanir.

COBRA ara¢ kutusu ise, hiicresel metabolizmanin matematiksel modellenmesi ve analizi ic¢in
kullanilan bir yazilim aracidir. MATLAB ortaminda ¢alisan bu ara¢ kutusu, genom olgekli
metabolik aglarin yapilandirilmasini, simiilasyonunu ve analizini kolaylastirir. COBRA
(Constraint-Based Reconstruction and Analysis) metodolojisine dayanan bu arag, ozellikle
dinamik FBA (dFBA), ve metabolik aglarin optimizasyonu gibi tekniklerle mikrobiyal
topluluklarin ve hiicresel metabolizmanin davraniglarini modellemeye olanak tanir. COBRA arag
kutusu biyoteknoloji, biyoinformatik ve sistem biyolojisi alanlarinda genis kullanim alanina
sahiptir ve metabolik siireclerin anlagilmasini, analizini ve optimizasyonunu saglamada dnemli bir

rol oynar (Heirendt ve ark., 2019).

Sonug olarak, kiiresellesen diinyada artan sanayilesme ve kentlesmenin bir yan {iriinii olarak ortaya
cikan atik yonetimi sorunu, ¢evresel siirdiiriilebilirlik ve ekonomik agidan biiyiik bir zorluk tegkil
etmektedir. Bu baglamda, atik aktif camur gibi zorlu atiklarin yonetimi hem ¢evresel yiiklerin
azaltilmas1 hem de enerji iiretimi agisindan biiylik 6nem tagimaktadir. Anaerobik ¢lirlitme, organik
atiklarin biyogaza doniistiiriilmesi yoluyla enerji geri kazanimina olanak saglayan siirdiiriilebilir
bir yontem olarak on plana ¢ikmaktadir. Bu siirecin etkinligi, mikrobiyal topluluklarin

kompozisyonu ve islevselligi ile dogrudan iligkilidir.

Mikrobiyal topluluklarin metabolik faaliyetlerinin daha iyi anlasilmasit ve optimize edilmesi,
anaerobik ¢iirlitme siireglerinin verimliligini artirmak igin kritik 6neme sahiptir. Dinamik
metabolik modelleme (dFBA) yontemleri, bu siirecleri detayli bir sekilde inceleyerek mikrobiyal

etkilesimleri ve biyogaz iiretimini etkileyen anahtar metabolik yollar1 anlamamiza yardimei olur.



Yapilan ¢aligmalar, anaerobik ¢iirlitme sirasinda mikroorganizmalarin zamana bagli olarak nasil
davrandigini ve gevresel kosullara nasil tepki verdigini matematiksel olarak modelleyerek siireg

kontrolii ve optimizasyonu i¢in dnemli bir ara¢ sunmaktadir.

Bu calismada, Firmicutes ve Methanosarcina gibi anaerobik ciirlitme siireclerinde rol oynayan
mikrobiyal tiirlerin dinamikleri ve metabolik aktiviteleri, literatiirde yer alan onceki aragtirmalar
1s181nda analiz edilmistir. Ozellikle, bu organizmalarn biyogaz iiretimine katkilar1 ve cevresel
faktorlere olan duyarliliklari {izerine yapilan degerlendirmeler, atik yonetiminde daha verimli
sistemlerin tasarlanmasina katki saglamaktadir. Metabolik modelleme c¢alismalarinda kullanilan
COBRA arag kutusu ve MATLAB gibi araglar, mikrobiyal topluluklarin davranislarini daha iyi
anlayarak stirdiriilebilir atik yonetimi ve enerji Uretimi alanlarinda yenilik¢i ¢oziimler

sunmaktadir.



2. YONTEM

2.1. Yazihm Kurulumu ve Araclarin Yapilandirilmasi

2.1.1. MATLAB
MATLAB bir programlama dili olup sayisal hesaplamalara yonelik yiiksek seviyeli bir gelistirme
ortamidir (Matlab, S., 2012). Bu ¢aligmada temel analiz platformu olarak MATLAB R2021b

kullantlmistir.

2.1.2. COBRA Ara¢ Kutusu
Bu calismada, metabolik aglarin yeniden yapilandirilmas: ve analizi ig¢in COBRA ara¢ kutusu
kullanilmistir (Navid A, 2022).

Genom o0lgegindeki biyokimyasal aglar1 kullanarak cesitli metabolik fenotipleri modellemek,
analiz etmek ve tahmin etmek i¢in yaygin olarak kullanilir. Arastirmada COBRA ara¢ kutusu,
ozellikle Firmicutes ve Methanosarcina’nin metabolik yollarmin ve reaksiyon aglarinin

modellenmesi ve analizi i¢in tercih edilmistir (Heirendt ve ark., 2019).

COBRA Ara¢ Kutusunun  kurulumu: COBRA  ara¢  kutusuna,  GitHub

(https://opencobra.github.io/cobratoolbox/stable/installation.html) tizerinden erisilebilir. Kurulum

islemi sirasinda asagidaki adimlar izlenmistir:

e GitHub’dan toolbox’1 indirmek i¢in terminalde asagidaki komut ¢alistirilmistir:

>> git clone https://github.com/opencobra/cobratoolbox.git cobratoolbox

>> cd cobratoolbox

e Indirme tamamlandiktan sonra, toolbox dizinine gegilmistir.

COBRA arag kutusunun ¢alisabilmesi i¢in gerekli bagimliliklar MATLAB ortaminda yiiklenmistir.
Bunun i¢in asagidaki MATLAB komutu ¢alistirilmistir:

>> initCobraToolbox ()
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e Bu komut, toolbox’in gerekli tiim paketlerini ve eklentilerini indirerek kurulum iglemini

tamamlar.

Bu calismada kullanilan dFBA modellerini ¢oziimlemek i¢in Gurobi optimizer secilmistir. Gurobi
solver’t MATLAB ile entegre edilmistir. Solver’in kurulumu ve MATLAB’a eklenmesi adimlar1

ise sOyledir:
e Gurobi’nin resmi sayfasindan Gurobi Optimizer indirilip kurulmustur.

« MATLAB ortaminda ise indirdigimiz solver’in kullanilabilmesi

icin gurobi_setup.m dosyasi ¢aligtirilmistir.

Test Edilmesi: Kurulumun basarili oldugunu dogrulamak i¢in COBRA ara¢ kutusu i¢indeki 6rnek

bir model {izerinde test yapilmaistir:

> changeCobraSolver('gurobi', 'all');

Bu adimlarin tamamlanmasiyla birlikte COBRA ara¢ kutusu ve Gurobi optimizer (11.0.0)

basariyla kurulmus ve dFBA analizlerinde kullanilmak iizere hazir hale getirilmistir.

2.2. Gurobi Optimizasyon Kurulumu ve Konfigiirasyonu

Bu tezde, metabolik aglarin optimizasyonu ve analizi i¢in Gurobi optimizer kullanilmigtir. Gurobi,
gelismis matematiksel programlama c¢ozlimleri saglayan giiclii bir optimizasyon motorudur.
MATLAB ve COBRA ara¢ kutusu ile tam biitiinlesmis sekilde calistigi, analiz ve simiilasyon
siireglerinde biiylik veri setlerinin etkili bir sekilde islenmesini ve karmasik hesaplamalarin hizla

yapilmasint miimkiin kildig1 i¢in kullanilmigtir.
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2.3. Model Olusturma ve Veri Kaynaklari
Metabolik modelleme caligsmalarinda iki farklt mikroorganizma modeli kullanilmistir: Firmicutes
ve Methanosarcina_bacteri. Bu organizmalar i¢in genomik modellemeler, sirastyla Microbiome

Atlas ve BiGG veri tabanlarindan alinmistir.

2.3.1. BiGG Veri Tabani:
BiGG, genis kapsamli bir metabolik modelleme veri tabanidir. BiIGG Models, genom 6lceginde

metabolik ag yeniden yapilandirmalarinin bir bilgi tabanidir (Norsigian ve ark, 2019).

Bu veri tabanindan, Methanosarcina barkeri str. Fusaro (iAF692) tiiriine ait metabolik yollar,

reaksiyonlar ve iligkili genetik bilgiler toplanmustir.

2.3.2. Microbiome Atlas: Microbiome Atlas, mikrobiyal topluluklarin genetik cesitliligini ve
ekolojik dagilimimi kapsayan bir veri tabanidir (Microbiome atlas, 2024). Firmicutes tiirliniin
firmicutes bacterium_CAG:83 (Msp_0477) susunun genetik yapisit ve metabolik 6zellikleri bu

veri tabanindan elde edilmistir.

Her iki model de ilgili veri tabanlarindan indirilen genom 6l¢ekli modeller kullanilarak MATLAB

ortaminda uygun formatlara doniistliriilmiis ve analizler i¢in hazir hale getirilmistir.

2.4. Dinamik FBA (dFBA): dFBA, mikroorganizmalarin biiyiime ve metabolizma hizlarini, besin
maddelerinin tiikenmesini ve atik iiriinlerin birikimini zamanla modellemesi igin kullanilmistir. Bu
yontem, 6zellikle biiylime ve metabolizma iizerine ¢evresel faktorlerin ve genetik degisikliklerin
etkilerini anlamak igin degerlidir. Ayrica dFBA, COBRA ara¢ kutusu igerisinde yer alan bir

fonksiyondur.
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2.5. dFBA Uygulamasi
2.5.1. Model Kurulumu: dFBA uygulamasi, metabolik modelin belirlenen baslangi¢ kosullarina
dayanarak baglamistir. Model, organizmanin reaksiyonlari ve bu reaksiyonlarda yer alan

metabolitlerle tanimlanmustir.

25.2. Zaman Admmlari: Bu c¢alisma kapsaminda, her bir zaman adiminda model
simiilasyonlarinin gergeklestirilmesi amaciyla MATLAB yaziliminda bir dongii kullanilmistir. 50
kez tekrarlan ve 10 zaman adimin1 boyunca devam eden bu simiilasyon sonucunda her stepte

verilen degerler alinir.

2.5.3. Cevresel ve Biyolojik Degisiklikler: Her bir zaman diliminde, besin maddelerinin
tilkenmesi, metabolit birikimi veya genetik degisiklikler gibi faktorler sebebiyle hiicre disi
Sulfate, LAlanine, LArginine, LMethionine, Spermidine, meoh_e, so3 e, h2_e, so4 e, ac_e
metabolit konsantrasyonlari, substratlar ve biyokiitle sonuclarinda degisimler gézlemlenmistir. Bu

degisimler ise modelin sonraki adimlarinin baslangi¢ kosullarini etkilemistir.

2.5.4. Sonuclarin Analizi: Elde edilen zaman serisi verileri, mikroorganizmanin metabolik
tepkilerinin ve adaptasyonlarmin detayli bir goriinlimiinii saglamistir. Bu veriler, mikrobiyal
biliyiime dinamikleri, metabolit iiretim hizlar1 ve ¢evresel degisikliklere biyolojik yanitlar hakkinda

bilgi verir.

2.6. Kullanilan Dinamik Aki Denge Analizi (AIFBA) Parametreleri
COBRA ara¢ kutusunda dFBA fonksiyonlar1 igin asagidaki parametreler tanimlanmistir (The

COBRA toolbox, 2024):

[concentrationMatrix, excRxnNames, timeVec, biomassVec] = dynamicFBA (model,

substrateRxns, initConcentrations, initBiomass, timeStep, nSteps)

2.6.1. Girdiler

Modeller, BiGG ve Microbiome atlas veri tabanlarindan elde edilmistir. SubstrateRxns, ortamda
bulunan substratlarin tiiketilmesini veya salinmasini saglayan degisim reaksiyonlarini igerir. Her
bir substrat i¢in baslangi¢ konsantrasyonlari InitConcentrations olarak belirlenir ve modelin
basinda organizmanin biyokiitlesini temsil eden InitBiomass degeri tanimlanir. TimeStep,
simiilasyonun ne kadar hassas bir zaman araliginda hesaplandigin

gosterirken, NSteps simiilasyonun ne kadar siirecegini belirler.
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2.6.2. Ciktilar

Simiilasyonun sonunda elde edilen sonuglar, belirli bir zaman dilimi boyunca hiicre dis1
metabolitlerin konsantrasyonlarini gosteren concentrationMatrix olarak kaydedilmistir. Bu
matriste, ortamda bulunan ve degisim reaksiyonlarina giren metabolitler yer almistir.
excRxnNames, Enzim Komisyonu (EC) metabolitleri i¢in tanimlanmis degisim tepkimelerini
igerir. Simiilasyonun hangi zaman noktalarinda gerceklestirildigini gésteren timeVec, simiilasyon
suresini izlemek i¢in kullanilmistir. Son olarak, organizmanin zaman i¢indeki biyokiitle artigini

gosteren biomassVec ile biyokiitle biiyiimesi gozlemlenmistir.

2.7. Baslangi¢c Degerlerinin Belirlenmesi
Bu calismada kullanilan dFBA simiilasyonlarinda her iki organizma i¢in de baslangic biyokiitle

degerleri 0,1 gDW ve dis metabolit konsantrasyonlar1 10 mM belirlenmistir.

2.7.1. Baslangi¢ Biyokiitle Degerleri

Her iki organizma i¢inde baslangi¢ biyokiitle degeri 0,1 gDW olarak belirlenmistir. Baslangig
biyokiitle degerinin 0,1 olarak belirlenmesi, ¢alismamdaki biyokiitle degerlerini daha net bir
sekilde gézlemlemeyi amaclamistir. Daha 6nceki yapilan ¢alismalarda diisiik bir baslangi¢ degeri
olan 0,01 kullanilmistir bu da biyokiitledeki artislarin daha yavas ve az belirgin oldugunu
gostermistir. Calismamda, 0,1 gibi bir baslangi¢ degeri tercih etmek, elde edilen sonuglarin daha

anlasilir ve ol¢iilebilir olmasini saglamistir.

2.7.2. Baslangi¢c Metabolit Konsantrasyonlari
Her bir metabolit i¢in modelde kullanilan baslangi¢ konsantrasyonlari, bu ¢aligmada onceki
caligmalardan E. coli modeli i¢in yapilan simiilasyonlarda baslangi¢c konsantrasyonu literatiirle

uyumlu bir sekilde 10 mM olarak kabul edilmistir (Hinton, 2015)

2.8. Substrat Reaksiyonlarinin Secimi

Bu tezde kullanilan substrat reaksiyonlar (substrateRxns), Shi ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada
sunulan metabolik yollarin gérsel analizlerinden yola ¢ikilarak belirlenmistir. iki farkli organizma
icin substrat girisleri, makalede yer alan metabolik yolu semalarindaki ortam giris noktalarinin

detayli incelenmesi sonucunda se¢ilmistir.
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2.8.1.Firmicutes icin belirlenen substrat reaksiyonlari
Firmicutes metabolik yolundan yola ¢ikarak, amino asitler ve diger 6nemli bilesiklerin alimini

temsil eden ‘Alanine’, Arginine’, ‘Methionine’, ‘Spermidine’, ve ‘Sulfate’ metabolitleri

belirlenmistir (Sekil 1.).
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Sekil 1. Firmicutes bakterisinin metabolizmasini ve amino asit biyosentezini temsil
etmektedir (Shi ve ark., 2021)
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2.8.2.Methanosarcina icin belirlenen substrat reaksiyonlari
Methanosarcina i¢in, aynt makalede (Shi ve ark., 2021) yer alan Methanosarcina’nin enerji
metabolizmasi ve karbon dongiisiine iliskin semalardan yola ¢ikarak, Methanol, Hidrojen, Acetate,

stlfit ve stilfat metabolitleri belirlenmistir (Sekil 2.).
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Sekil 2. Fermantatif bir bakteri olan Syntrophomonas (sol) ile metanojenik bir arke olan
Methanosarcina (sag) arasindaki madde gegislerini temsil ediyor. (Shi ve ark., 2021).
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2.9. Calismada Kullanilan dFBA Kodlari
Ilk asamada, her iki organizma igin hiicre dis1 metabolitler adia baslangic konsantrasyonlari
belirlenmistir. Bu konsantrasyonlar, metabolik modelde kullanilan substratlarin baglangic

degerlerini temsil etmekte olup, asagida belirtilmistir:

IC_Ex_Sulfate, IC_Ex LAlanine, IC_Ex LArginine, IC_Ex LMethionine, IC_Ex Spermidine, I
C_EX _meoh e, IC EX s03 e, IC_EX h2 e, IC_EX so4 e, IC_EX ac_e: Her bir metabolit i¢in

baslangi¢ konsantrasyonu 10 mM olarak tanimlanmastir.

Ikinci asamada, her iki organizma icin baslangi¢ biyokiitle degerleri belirlenmistir. Biyokiitle
biiyiimesinin net bir sekilde gézlemlenebilmesi amaciyla baslangi¢ biyokiitlesi 0,1 gDW olarak

belirlenmistir: Biomass fl: 0.1, Biomass m1: 0.1.
for t=1:50

Bu calismada, dinamik simiilasyonlarin her bir zaman adimi boyunca modelin davranigini
inceleyebilmek amaciyla, model 50 zaman adimlik dongii i¢inde analiz edilmistir. Her bir dongiide
degisken t, 1'den 50'ye kadar artan bir sekilde giincellenmis ve her adimda modelin ¢iktilart
kaydedilmistir. Bu islem 10 kez tekrarlanarak, simiilasyon sonuglarinin tutarliligi ve giivenilirligi
test edilmistir. YOntem kisminda belirtilen dFBA parametleri kullanilarak her bir metabolit i¢in

giincel degerler alinir.
Firmicutes icin dFBA Analizi:

Firmicutes tiirii i¢cin yapilan dFBA (dinamik metabolik akis analizi) simiilasyonunda, zaman
icerisindeki metabolit degisimleri ve biyokiitle artis1 hesaplanmistir. Bu simiilasyonda, Ex_Sulfate,
Ex LAlanine, Ex LArginine, Ex LMethionine, ve Ex Spermidine metabolitleri baslangi¢
konsantrasyonlari ile birlikte modele dahil edilmistir. Simiilasyon sirasinda her bir metabolitin
zaman igerisindeki tliketimi, belirlenen baglangic konsantrasyonlar1 ve hesaplanan degerler ile

asagidaki gibi belirlenmistir:

Ex Sulfate f1: IC_Ex Sulfate degerinden zaman icerisindeki degisim ¢ikarilarak hesaplanmigtir.

> Ex_Sulfate_f1 = max(0, IC_Ex_Sulfate - concentrationMatrix_f1(x,y));

Ex_LAlanine, Ex LArginine, Ex LMethionine, ve Ex Spermidine metabolitlerinin her biri i¢in

de ayn1 yontem kullanilarak tiiketim hesaplanmistur.
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Her bir metabolit i¢in bu hesaplamalar, dinamik metabolik modellemede simiilasyon boyunca
metabolitlerin nasil tiiketildigini gosterir. Biyokiitle artis1 ve metabolit tiiketimi arasindaki iliski

zamanla takip edilmistir.
Methanosarcina icin dFBA Anazili:

Methanosarcina tiirii i¢in yapilan dFBA simiilasyonunda ise EX_meoh_e, EX so3_e, EX_h2_e,
EX_sod4 e ve EX_ac_e metabolitleri modelde degerlendirilmistir. Bu metabolitlerin zaman

icerisindeki tiiketimi de benzer sekilde hesaplanmistir.

EX meoh e ml: IC EX meoh e degerinden zaman i¢indeki degisim ¢ikarilarak hesaplanmistir.

> EX_meoh_e _ml =max(0, IC_EX_meoh_e - concentrationMatrix ml(x.,y));

Diger her bir metabolit i¢in bu denklem kullanilarak baslangi¢ konsantrasyonlarindan hareketle

zaman i¢indeki degisimler hesaplanmistir.

2.10. Sonuglarin Analizi ve Yorumlanmasi

Yapilan dFBA simiilasyonlarinin analiz ve yorumlama asamalari, her iki organizmanin farkl
metabolik davraniglarini belirlemek i¢in kritik 6neme sahiptir. Firmicutes ve Methanosarcina
organizmalar1 i¢in yapilan simiilasyonlar ile, zaman igerisindeki metabolit tiiketimlerini ve

biyokiitle artislarini gozlemlenmistir.

Simiilasyonlar sirasinda kullanilan hiicre disi metabolitlerin (Ex_Sulfate, Ex_LAlanine,
Ex LArginine, Ex LMethionine, Ex Spermidine vb.) baslangi¢ konsantrasyonlari ile baslatilmig
ve 10 zaman adimi boyunca bu metabolitlerin tiiketimi hesaplanmistir. Ayni sekilde, biyokiitle

degisimide her zaman adiminda izlenmistir.

Bu dBFA simiilasyonu ile elde edilen veriler, iki organizmanin anaerobik sindirim siireglerindeki
roliinii daha iyi anlamamiz1 saglamig ve simiilasyonlar boyunca metabolik degisimlerin stirekli

olarak izlenmesi, organizmalarin ¢evresel kosullara uyum saglama kapasitelerini gostermistir.

Simiilasyon sonuglar1i MATLAB ortaminda diizenli araliklarla kaydedilmis ve her bir zaman
adiminda metabolit tiikketim profilleri, biyokiitle artis1 ve model performansi detayli olarak analiz

edilmisgtir.

18



3. SONUC

Bu calismada  kullanilan  dinamik aki  denge analizi  metabolik  modelleme
yaklagimiyla, Methanosarcina ve Firmicutes mikroorganizmalarin biyokiitle artislar1 ve metabolit

tiiketimi analiz edilmistir.

3.1.Methanosarcina ve Firmicutes’in Biyokiitle Artislar:
Methanosarcina ve Firmicutes organizmalarinin dinamik metabolik modelleme (dFBA) yontemi
ile biyokiitle artislar1 degerlendirilmis ve elde edilen sonuglar tablo (Tablol.) ve grafikle (Sekil

3.) gosterilmistir.

Tablo 1. Methanosarcina ve Firmicutes organizmalarinin 10 adim boyunca biyokiitle
degerlerindeki degisim

Adim Methanosarcina Firmicutes
1 0.1000 0.1000

2 0.1110 0.3133

3 0.1138 0.9817

4 0.1263 3.0759

5 0.1401 9.6376

6 0.1555 10.9878
7 0.1726 34.4276
8 0.1915 107.8706
9 0.2043 337.9866
10 0.2267 1059

- 1000

- 800

- 600

- 400

(AMQ3) appmyjoAig SaIndIulT]

-200

2 7 5 8 10
Adim
Sekil 3. Methanosarcina ve Firmicutes organizmalarinin biyokiitle artisinin 10 adimda degisim

grafigi
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Bu ¢alismada, Methanosarcina bakteri ve Firmicutes mikroorganizmalarinin biyokiitlesindeki

artigin nasil degistigi incelenmistir (Tablo 1.).

Grafikte goriildiigii gibi (Sekil 3.), Methanosarcina’nin biyokiitle artis1 zamanla kademeli ve daha
yavas bir seyir izlemektedir. Baslangicta 0,1000 olarak belirlenen biyokiitle degeri, son zaman
noktasinda 0,2267’ye kadar ¢ikmistir. Bu artis, metanojenik organizmalarin enerji iiretimi

bakimindan diisiik verimliligiyle iliskilendirilebilir (Gilmore, 2017).

Diger yandan, Firmicutes’in biyokiitle artisi olduk¢a hizli ve dikkat cekicidir. ilk adim
noktalarinda biyokiitle artig1 sinirli olmakla birlikte, 6zellikle 6. ve 10. adimlar arasinda belirgin
bir artis gozlemlenmistir. Baslangigta 0,1000 olan biyokiitle degeri, 10. adimda 1059,0’a
ulagmistir. Bu hizli artig, fermantatif metabolik yolaklar kullanarak enerji liretme kapasitesinin

yiiksekligiyle agiklanabilir. (Jouhten, 2008).
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3.2.Firmicutes

Ex LAlanine, Ex LArginine
Konsantrasyon Degisimi

ve Ex LMethionine Metabolitleri

Firmicutes organizmasinin hiicre dist1 LAlanine, LArginine ve LMethionine metabolitlerinin

konsantrasyon degisimi 10 adim boyunca gosterilmistir (Tablo 2.).

Tablo 2. Firmicutes organizmasinin Ex LAlanine, Ex LArginine ve Ex LMethionine

metabolitlerinin 10 adim boyunca konsantrasyon degisimleri.

Adim Ex_Lalanine Ex_Larginine Ex_Lmethionine

1 0.26 0.21 0.10

2 0.83 0.67 0.31

3 2.59 2.1 0.98

4 6.32 6.6 3.08

5 0 0.4 0.23

6 28.99 0 5.28

7 90.83 73.91 0

8 284.60 231.51 108.12

9 594.99 671.11 338.79

10 0 11 5.37

700
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—e— Ex_LArginine

600 | Ex_LMethionine
St s00f
E
S_ 400}
5 300
s
% 200
Z 100}

0 L —(—— e —
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Adim

Sekil 4. Firmicutes organizmasinin Ex LAlanine, Ex LArginine ve Ex_LMethionine
metabolitlerinin 10 adim boyunca konsantrasyon degisimlerini gosteren grafik.
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Firmicutes'in metabolik modelleme analizinde, hlicre disi metabolitlerin degisimlerine dair
Ex_LAlanine, EX_LArginine ve EX_LMethionine konsantrasyon degisiklikleri on zaman noktasi

boyunca izlenmistir (Sekil 4.).

Ik olarak, 1. adim noktasinda EX_LAlanine (0,26 mM), Ex_LArginine (0,21 mM) ve
Ex_LMethionine (0,10 mM) oldukc¢a diisiik konsantrasyonlar gostermistir. 2. adim noktasinda,
Ex_LAlanine (0,83 mM), Ex_LArginine (0,67 mM) ve Ex_LMethionine (0,31 mM) igin orta
seviyede bir artis gozlemlenmistir. 3. ve 4. adimlar arasinda, 6zellikle EX_L Alanine (2,59 mM'den
6,32 mM'ye) ve Ex_LArginine (2,1 mM'den 6,6 mM'ye) i¢in 6nemli bir konsantrasyon artisi
meydana gelmistir. Bu durum, baslangictaki metabolik aktivitenin hizlanmasina isaret etmektedir.
Bu surecte EX_LMethionine konsantrasyonundaki artis ise daha yavas olmustur (0,98 mM'den
3,08 mM'ye) (Sekil 4.).

5.adimda, Ex_LAlanine konsantrasyonu sifira (0 mM) diiserken, EX_LArginine (0,4 mM) ve
Ex_LMethionine (0,23 mM) diisiik seviyelerde kalmistir. Bu, alanin tiiketiminde bir degisiklik
veya ¢evresel faktorlerin etkisi olabilecegini gostermektedir. 6. adimda ise EX_LAlanine (28,99
mM) ve EX LMethionine (5,28 mM) i¢in ani bir artis gézlemlenmis, EX_LArginine

konsantrasyonu ise sifira diismiistiir (Sekil 4.).

En 6nemli zirveler, tiim metabolitler i¢in 9. adimda gozlemlenmistir: EX_L Alanine (594,99 mM),
Ex_LArginine (671,11 mM) ve Ex_LMethionine (338,79 mM). Bu, simiilasyon sirasinda elde
edilen en yiiksek konsantrasyon seviyeleridir ve biiyiikk bir metabolik birikim asamasini
gostermektedir. Bununla birlikte, 10. adimda gelindiginde, EX_LAlanine tekrar sifira (0 mM)
diismiis, EX_LArginine énemli 6l¢iide 11 mM'ye, EX_L.Methionine ise 5,37 mM'ye gerilemistir.
Bu diisiisler, muhtemelen metabolitlerin tiikketimi veya bozulmasi ile ilgili olabilir (Sekil 4.).

Ex_LAlanine ve EX_LArginine’in senkronize bir sekilde hareket ettigi, her ikisinin de hizli artislar
ve zirveler yasadigi, ardindan son zaman noktasina kadar keskin bir diisiis gosterdigi net bir sekilde

goriilmektedir. EX_LMethionine ise benzer bir egilim izlemekle birlikte, daha diisiik

konsantrasyonlarda seyretmistir (Sekil 4.).
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3.3.Firmicutes Ex Spermidine ve Ex_Sulfate Metabolitleri Konsantrasyon Degisimi
Firmicutes organizmasinin hiicre dis1 Spermidine ve Sulfate metabolitlerinin 10 zaman adimi

boyunca konsantrasyon degisimi gosterilmistir (Tablo 3.).

Tablo 3. Firmicutes organizmasinin EX_Spermidine ve EX_Sulfate metabolitlerinin 10 adim
boyunca konsantrasyon degisimleri.

Adim Ex_Spermidine Ex_Sulfate
1 0.0045 0.010
2 0.0141 0.008
3 0.0443 0.025
4 0.1387 0.077
5 0.0104 0.006
6 0.4953 0.276
7 1.5519 0.865
8 4.8625 2.711
9 2.8783 6.030
10 0.0000 0
6| —*— Ex_Spermidine
—e— Ex_Sulfate
—_ 5¢
£
2 o
g
1k
o —— * = = ———
0 2 4 6 8
Adim

Sekil 5. Firmicutes organizmasinin EX_Spermidine ve EX_Sulfate metabolitlerinin 10 adim
boyunca konsantrasyon degisimlerini gosteren grafik.
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1. adimda EX_Spermidine (0,0045 mM) ve Ex_Sulfate (0,010 mM) ¢ok diisiik seviyelerde
Olciilmiistiir. Bu metabolitlerin diisiik baslangic degerleri, organizmanin metabolik aktivitesinin ilk

asamalarinda oldugunu isaret etmektedir (Sekil 5.)

2. adimda hafif bir artis gbzlemlenmis ve EX_Spermidine 0,0141 mM, Ex_Sulfate ise 0,008 mM
seviyesine yiikselmistir. Ilk dort adim boyunca metabolitlerin artis1 oldukca yavas ger¢eklesmistir;
Ex_Spermidine i¢in 4. adimda 0,1387 mM, Ex_Sulfate i¢in 0,077 mM'lik degerler kaydedilmistir
(Sekil 5).

5. adimda Ex_Spermidine’de dnemli bir azalma gézlemlenmis ve konsantrasyon 0,0104 mM’ye
diismiistiir. EX_Sulfate icin ise ¢ok kiiciik bir azalma (0,006 mM) kaydedilmistir. Bu diisiisler,
metabolitlerin muhtemelen hiicre i¢inde hizl bir sekilde tiiketildigine isaret edebilir. Ancak 6. adim
noktasinda her iki metabolit i¢in de dramatik bir artis gézlenmistir: EX_Spermidine 0,4953 mM,

Ex_Sulfate ise 0,276 mM seviyelerine ulasmistir (Sekil 5.).

7.ve 8. adimlarda EX_Spermidine ve Ex_Sulfate konsantrasyonlar sirasiyla 1,5519 mM ve 4,8625
mM ile 0,865 mM ve 2,711 mM seviyelerine ulasarak zirve yapmustir. Bu artig, metabolit
birikiminin hizlandigini ve hiicresel metabolizmanin bu zaman diliminde daha aktif hale geldigini
gostermektedir. Ancak 9. adimda, EX_Spermidine konsantrasyonu 2,8783 mM’ye diiserken
Ex_Sulfate 6,030 mM’ye yiikselmistir. Son adim olan 10’da ise her iki metabolit konsantrasyonu

tamamen tilkenmis ve 0 mM seviyesine diismiistiir (Sekil 5).

Her iki metabolitin de dnce yavas bir artig gosterdigi, ardindan hizli birikim ve sonunda hizl

tilketim yasadig1 agikg¢a goriilmektedir (Sekil 5.).
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3.4.Methanosarcina EX h2 e (Hidrojen), EX ac e (Asetat) ve EX so3 e (siilfit)
Metabolitleri Konsantrasyon Degisimi

Methanosarcina organizmasmin hiicre dist h2_e (hidrojen), ac_e (asetat) ve so3 e (sulfit)

metabolitlerinin konsantrasyon degisimi 10 adim boyunca gosterilmistir (Tablo 4.).

Tablo 4. Methanosarcina organizmasinin EX_h2_e, EX_ac_e ve EX_so03_e metabolitlerinin 10
adim boyunca meydana gelen konsantrasyon degisimleri.

Adim EX h2 e EX ac e EX so3 e
1 1,1694 0,2441 0,00020518
2 0,3614 0,0570 0,000057678
3 1,3308 0,2778 0
4 1,4770 0,3083 0,00031598
5 1,6384 0,3420 0,00035050
6 1,6185 0,3796 0,00038903
7 0,2185 0,4213 0,00041381
8 0,1860 0,2103 0,00020836
9 0 0,4987 0,00051112
10 0,26511 0,5534 0,00056716
EX_h2 e
—e— EX ac e
1.50¢f EX_so3_e
‘EE 1.25}
E
S 1.00}
% 0.75
§ 0.50
g 0.25
0.00}
0 2 ) 6 8

Adim

Sekil 6. Methanosarcina organizmasinin EX_h2_e, EX_ac_e ve EX_so03_e metabolitlerinin 10
adim boyunca meydana gelen konsantrasyon degisimlerini gosteren grafik.
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1. adimda EX h2 e, diger iki metabolite gore en yiiksek konsantrasyona sahipti (1,1694 mM),
EX _ac_e (0,2441 mM) ve EX_so3 e (0,00020518 mM) ise oldukga diisiikk seviyelerdeydi. 2.
adimda EX_h2_e (0,3614 mM) ve EX_ac_e (0,0570 mM) diisiis gosterirken EX so3 e ise hafif
bir artig gosterdi (0,000057678 mM). 3. adimda, EX h2 e konsantrasyonu yeniden artarak 1,3308
mM seviyesine ulagsmistir. EX ac e ve EX so3 e ise kii¢lik oranlarda artmaya devam etmistir

(Sekil 6.)

4.ve 5. adimlarda EX h2 e konsantrasyonu zirve yaparak sirasiyla 1,4770 mM ve 1,6384 mM
seviyelerine ulagsmistir. Bu donemde EX ac e (0,3420 mM) ve EX_so3_e (0,00035050 mM)
yavas ama istikrarli bir artis géstermeye devam etmistir. 6. zaman adiminda, EX h2 eve EX ac e
benzer konsantrasyon seviyelerinde kalirken (1,6185 mM ve 0,3796 mM), EX so3 e hafif bir
artigla 0,00038903 mM seviyesine yiikselmistir (Sekil 6.).

7.ve 8. adimlarda, EX h2 e konsantrasyonu ani bir diigiis gostererek 0,2185 mM’ye kadar inmis,
ancak EX ac e ve EX so3 e konsantrasyonlar1 artig gostermeye devam etmistir. EX ac e, 8.
zaman adiminda 0,4213 mM seviyesine ulagsmistir. 9. adimda EX h2 e tamamen tiikkenmis ve
EX_ac_e 0,4987 mM ile en yiiksek seviyesine ulasmistir. EX so3 eise 0,00051112 mM ile kiigiik
ama sabit bir artig gostermistir (Sekil 6.).

10. adimda ise EX h2 e yeniden 0,26511 mM seviyesine ¢ikarken EX ac e (0,5534 mM) en
yliksek seviyeye ulagmis, EX so3 e ise hafif bir artigla 0,00056716 mM seviyesine yiikselmistir.
Grafik, EX h2 e metabolitinin dalgalanma gosterdigini, EX ac e'nin istikrarli bir artis trendi

sergiledigini ve EX so3 e'nin ¢ok diisiik seviyelerde kaldigini gostermektedir (Sekil 6.).
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3.5.Methanosarcina EX _meoh_e (Methanol) ve EX so4 e (Siilfat) Metabolitleri
Konsantrasyon Degisimi

Methanosarcina organizmasinin hiicre dist meoh ve so4 metabolitlerinin 10 adim da meydana
gelen konsantrasyon degisimi gosterilmistir (Tablo 5).

Tablo 5. Methanosarcina organizmasinin EX_meoh_e ve EX_so4_e 10 adim boyunca meydana
gelen konsantrasyon degisimleri.
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Sekil 7. Methanosarcina organizmasinin EX_meoh_e ve EX_so4_e 10 adim boyunca meydana
gelen konsantrasyon degisimlerini gosteren grafik.
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1.zaman noktasinda, EX_meoh_e 1,1694 mM ile yiiksek bir konsantrasyona sahiptir. Buna karsin
EX so4 e (siilfat) 0 mM seviyesinde 6l¢iilmiis, yani baglangicta siilfat varlig1 saptanamamaistir.

Zamanla EX meoh_e konsantrasyonu dalgal1 bir seyir izlemistir (Sekil 7.)

2. zaman noktasinda 0,3573 mM'ye dusmiis, ardindan 3. ve 4. zaman noktalarinda tekrar artarak
sirasiyla 1,3308 mM ve 1,4770 mM seviyelerine ulagmistir. 5. zaman noktasinda ise en yliksek
degere ulagsmis (1,6384 mM) ve sonrasinda 6. zaman noktasinda 1,6185 mM seviyesinde kalmistir

(Sekil 7.).

7. ve 8. zaman noktalarina gelindiginde, EX meoh_e konsantrasyonu ciddi bir diisiis gostermis ve
sirastyla 0,2185 mM ve 0,1901 mM seviyelerine inmistir. 9. zaman noktasinda EX meoh e
tamamen tiikenmis ve 0 mM olarak kaydedilmistir. Ancak 10. zaman noktasinda yeniden bir miktar

artig gostererek 0,26511 mM seviyesine ¢ikmustir (Sekil 7.).

EX_so4_e metabolitinin tiim zaman noktalarinda sabit bir sekilde 0 mM seviyesinde kalmasi, bu
metabolitin Methanosarcina organizmasinda kullanilmadigini veya tespit edilemeyecek kadar

diistik seviyelerde oldugunu gostermektedir (Sekil 7.).
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4. TARTISMA

Methanosarcina ve Firmicutes'in anaerobik sindirim siire¢lerindeki rolleri ve metabolik
modelleme sonuglari, bu iki organizmanin biyokiitle artislar1 ve metabolik aktiviteleri arasinda
belirgin farklar oldugunu gdstermektedir. Methanosarcina, yavas bir biyokiitle artis1 sergileyen bir
metanojen olarak dikkat cekmektedir (Carr, 2022). Metanojenler, diisiik enerji verimliligiyle metan
iiretimi yoluyla enerji kazanirlar. Bu durum, Methanosarcina'nin anaerobik sindirim siirecindeki
roliiniin daha yavas, ancak istikrarli bir sekilde gerceklestigini ortaya koymaktadir (Carr, 2022).
Ozellikle atik aktif camurun anaerobik sindirimi sirasinda karbon dongiisiine ve gaz iiretimine olan

katkis1 6nemli bir noktadir.

Buna karsilik, Firmicutes hizli biyokiitle artis1 sergileyen bir fermantatif organizma olarak 6n plana
cikmaktadir (Sekil 3.). Organik maddelerin fermantasyon yoluyla hizli bir sekilde ayristirilmasi,
Firmicutes'in biyokiitlesinin kisa slirede ciddi bir artis gostermesine neden olmaktadir. Bu
organizma, anaerobik sindirim sirasinda organik maddelerin hizl tiiketilmesi ve enerji liretiminin
verimli hale gelmesine katki saglamaktadir (Chen ve ark., 2016). Ozellikle organik madde

acisindan zengin ortamlarda baskin bir rol oynayabilecegi anlasilmaktadir.

Firmicutes ve Methanosarcinamin biyokiitle artiglar1 arasindaki bu farklar anaerobik sindirim
stireglerine olan katkilarinin farklt metabolik stratejilere dayandigini gostermektedir (Sekil 3.),
Methanosarcina yavas bilyiimesine ragmen siirece istikrarl bir katki sunarken, Firmicutes’in hizli
biliyimesi, mikrobiyal topluluk dinamiklerini etkileyerek organik maddelerin daha hizl

tilkketilmesini saglamaktadir (Valentin ve ark. 2023).

Ayrica, Firmicutes tarafindan kullanilan Ex LAlanine, Ex LArginine ve Ex LMethionine gibi
metabolitlerin konsantrasyon degisimleri, organizmanin amino asit metabolizmasindaki
dinamiklerini ortaya koymaktadir (Neis ve ark., 2015). Bu metabolitlerin zamanla gosterdigi
dalgalanmalar, 6zellikle 5. ve 9. zaman noktalarinda ani diisiis ve zirve yapmalari, metabolik agin
karmasik diizenlemelerini ve gevresel kosullara verdigi tepkileri gostermektedir (Sekil 4.).
Ozellikle amino asit metabolizmasindaki bu tiir dalgalanmalar, Firmicutes'in ¢evresel uyaranlara

nasil adapte oldugunu ve metabolik akislarini nasil optimize ettigini anlamak agisindan 6nemlidir.
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Firmicutes'in Ex_Spermidine ve Ex Sulfate metabolitleri iizerindeki dinamik degisimleri,
hiicresel biiyiime ve adaptasyon siireglerine dair ipuclar1 vermektedir. Ilk zaman noktalarindaki
diistik konsantrasyonlar, hiicresel metabolizmanin baslangi¢c asamasinda (Tablo 3.) daha diisiik bir
hizda calistigin1 gosterirken, ilerleyen zamanlardaki artiglar, hiicrelerin dis metabolitlerden
yararlanmaya basladigini1 ortaya koymaktadir (Sekil 5.). Ozellikle Ex_Spermidine'in zirve yaptig
noktalar, hiicre zar stabilizasyonu ve stres yanitlarinda bu metabolitin kritik rol oynadigini
diisiindiirmektedir (Kaiser, 2023). Ex_ Sulfate’in ise daha sabit bir artis gostermesi, siilfat
metabolizmasinin farkli biyosentetik yollarla iligkili olabilecegini gostermektedir (Lv ve ark.
2015), (Sekil 5).

Methanosarcinanin EX h2 e, EX ac e ve EX so3 e metabolitlerine yonelik tepkileri, bu
organizmanin anaerobik siirecte enerji liretiminde kullandig1 farkli substratlara olan bagimliligim
yansitmaktadir (FitzGerald ve ark., 2015). EX h2 e'nin (Hidrojen) baslangigtaki yiiksek
konsantrasyonu (Sekil 6.), Hidrojen, metanojenik arkeler igin temel elektron vericilerden biridir
(Szuhaj ve ark.,2023). Methanosarcina tiirleri, hidrojenotrofik metanogenez adi verilen bir siiregte
hidrojeni kullanarak karbondioksiti (CO2) indirger ve metan (CHa4) iiretir. Bu siireg, enerji liretimi

icin dnemlidir ve biyogaz tiretimi sirasinda etkili bir yoldur (Boone ve ark., 1993).

EX_ac_e (Asetat) metabolitinin ise daha istikrarli bir artis gostermesi, asetatin hiicresel enerji
iretiminde siirekli bir kaynak olarak kullanildi§ini ve metanogenezis siirecinin ilerleyen

asamalarinda 6nemli rol oynadigini ortaya koymaktadir (Wang ve ark., 2011).

Methanosarcina, hem hidrojenotrofik hem de asetotrofik metanogenez yapabilen ¢ok yonlii bir
metanojen tiiriidiir. Ortamda hidrojen bulunmadiginda, asetati kullanarak metan iiretir. Eger
hidrojen mevcutsa, hidrojen ve karbondioksiti kullanarak metan sentezler. Bu adaptasyon
yetenegi, Methanosarcina'nin farkli ekosistemlerde hayatta kalmasini saglar ve biyogaz tiretimi

gibi siireclerde onu 6nemli bir oyuncu yapar (Stams ve ark., 2009).

EX so3 e'nin (Silfit) ise diisiik seviyelerde kalmasi, bu sistemde ya ¢ok az ya da hig
kullanilmadigin1 gosterebilir. Methanosarcina, siilfat indirgeyen bakterilerle simbiyotik iliskiler
kurabilir. Bu bakteriler siilfat gibi kiikiirt bilesiklerini indirgerken, Methanosarcina onlarin {irettigi
hidrojen ve organik asitleri kullanarak metan iiretir. Ancak siilfit tipik olarak bu siilfat indirgeyen
streclerde yer almaz. Siilfitin Methanosarcina i¢in dogrudan metabolik bir rolii bulunmamaktadir.
(Stams ve ark., 2005).
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EX_meoh_e (Metanol) ve EX_so4 e (Siilfat) metabolitlerinin Methanosarcina tizerindeki etkileri
de dikkate degerdir. EX meoh e'nin baslangigtaki yiiksek konsantrasyonu (Sekil 7.), metanoliin
bu organizmanin enerji iiretiminde O6nemli bir substrat oldugunu gosterirken, zaman ic¢indeki
dalgalanmalar metanol kullaniminin hiicresel enerji gereksinimlerine gore degistigini ortaya

koymaktadir (Welander ve ark., 2005).

EX so4 e’nin ise tim zaman diliminde sabit kalmasi1 (Sekil 7.), siilfatin metanojenik yollar

tarafindan fazla kullanilmadigin teyit etmektedir (Lv ve ark. 2015).

Baslangi¢ metabolit konsantrasyonlar1 10 mM olarak belirlenmis olmasina ragmen, simiilasyon
sonuclar ilk adimda bu degerin altinda ¢ikmistir. Bunun olas1 sebeplerinden biri, organizmalarin
metabolik aktivitesinin simiilasyonun ilk adimlarinda metabolitleri hizla tiikketmesidir. Dinamik
Ak1 Denge Analizi (dFBA) simiilasyonlarinda, her zaman adiminda metabolitlerin tiikketimi ve
iiretimi gerceklestiginden, 6zellikle baslangigta hiicre dis1 metabolitlerin tiiketilmesi bu diisiisii
aciklamaktadir. Ayrica, modelin baslangi¢c kosullarindaki zaman adim1 hassasiyeti de metabolit
seviyelerinin, simiilasyonun ilk adiminda hemen belirgin bir artis veya azalis gdstermemesine yol
acmistir. Bu durum, organizmalarin g¢evresel degisimlere metabolik adaptasyonunu yansitarak
zamanla daha dengeli bir metabolik davranig sergileyeceklerini gostermektedir (Gomez ve ark.,

2014; Karlsen ve ark., 2023).

Bu bulgular, anaerobik sindirim siire¢lerinin mikrobiyal topluluklar agisindan ne kadar karmasik
ve dinamik oldugunu gostermekte ve bu siireglerde yer alan organizmalarin farkli metabolik

stratejilerle birbirlerini nasil tamamladigini anlamamiza yardimci olmaktadir (Lee ve ark., 2024).
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