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1. Uvod

Fosfor predstavlja jedan od elemenata klju¢ne vaznosti za sav Zivot na Zemlji. Jos je u dalekoj
Zemljinoj proslosti sluzio kao kemijska okosnica prvim spojevima, a danas je prijeko potreban za
rast i razvoj svega Sto je zivo. Takoder je kljucan element gnojiva koji doprinosi odrzavanju visokih
prinosa usjeva, te ujedno nema zamjene u ¢itavom lancu proizvodnje hrane (Cordell i sur., 2011).
Medutim, on je neobnovljivi element koji je k tome (u obliku fosfatne rude kao izvora)
neravnomjerno raspodijeljen po zemlji, a njegova potrosnja raste iz dana u dan. Najveci problem
ipak predstavlja koli¢ina fosfora koja se, iz istih fosfatnih ruda, antropogenim aktivnostima
ispustila u hidrosferu uzrokujuc¢i mnoge slucajeve eutrofikacije. Eutrofikacija indirektno dovodi do
troSenja dostupnog kisika a time i pojave ,mrtvih zona" na Zemlji, koje ekosustavu nanose
permanentnu Stetu. Kontrola koli¢ine fosfora u hidrosferi igra klju¢an element u rjeSavanju ovog

globalnog problema.

Danas postoje dva glavna pristupa uklanjanja fosfora iz otpadnih voda: kemijski i bioloski.
Biolosko uklanjanje fosfora, tocnije EBPR (eng. Enhanced biological phospohorus removal)
proces, predmet je izdasnih studija u zadnjih par desetljeca, buduc¢i da omogucuje efikasno
uklanjanje fosfora iz voda bez uporabe kemikalija. Buduci da se EBPR zasniva na aktivnosti i
medudjelovanju mikroorganizama sposobnih za skladistenje viska fosfata iz vode (Filipe i sur.,
2001; Marques i sur., 2017), mnogo je istrazivanja zadnjih desetlje¢a provedeno s ciljem boljeg
razumijevanja mikrobioloSkog i biokemijskog modela istih, no potrebno ih je jos. Najnovije studije
poljuljale su dosad utvrdene mikrobioloSke dogme procesa, te ih je potrebno nanovo ispitati.
Tocnije, dugo se godina vjerovalo kako su bakterije roda Accumulibacter najzastupljenije i
najvaznije od svih PAO (fosfor akumuliraju¢i organizmi) za proces, dok nije utvrdeno nekoliko
sluajeva prevladavanja roda T7etrasphaera koji, k tome, ne posjeduje ni metabolizam
tradicionalnih PAO. Buduéi da se uspjeSnost EBPR procesa temelji upravo na predvidanju
ponasanja PAO, te osiguravanju optimalnih uvjeta za njihov rast i razvoj, od otkria roda
Tetrasphaera do danas provedena su mnoga istraZivanja koja evaluiraju njenu ulogu u procesu.
Bitan ¢imbenik ovdje igra razumijevanje njenog metabolizma, koji ipak jo$ uvijek nije dovoljno

istrazeno te mnogim znanstvenicima stvara nedoumice.

Cilj ovog rada jest prouciti potencijal metabolizma roda 7etrasphaerai donijeti odredene zakljucke
koje mogu pomoci pri optimizaciji EBPR procesa za Sto bolje rezultate uklanjanja fosfora kao i

objasniti potencijal mulja EBPR-a kao alternativhog izvora fosfora.



2. Teorijski dio
2.1. Pristupi uklanjanju fosfora

Kao sto je ve¢ spomenuto, eutrofikacija predstavlja globalni problem koji je posljedica ljudske
interferencije u prirodne cikluse pojedinih elemenata na Zemlji. NaruSavanje homeostaze
oligotrofnih vodenih sustava, u kojem potom dolazi do masovnog razmnozavanja cijanobakterija
i eukariotskih algi, dogada se kontinuiranim onecis¢enjem nutrijentima poput dusika i fosfora u
koncentracijama koje umnogome premasuju potrebne. Cvjetanje toksi¢nih fitoplanktonskih
organizama, koji svojim masovnim razmnozavanjem povecano troSe kisik te mogu biti uzrok
masovnom trovanju riba, ptica pa ¢ak i ljudi, danas privlace sve vecu paznju znanstvenika Sirom
svijeta. Bududi da su vedina cijanobakterija diazotrofi, odnosno potrebu za dusikom zadovoljavaju
fiksirajuéi atmosferski dusik, upravo se fosfor smatra kriticnim i limitiraju¢im faktorom ovog
procesa Cije se koncentracije moraju kontrolirati. PoZeljno je — a u mnogim zemljama i obvezatno
— da postrojenja za prociS¢avanje voda uklone fosfor iz otpadnih voda prije no Sto se one ispuste
u okoli$ (Seviour i sur., 2003; Bashan i de-Bashan, 2004).

Danas postoje dva glavna pristupa uklanjanju fosfora iz otpadnih voda. To su kemijski te bioloski

nacin.

Kemijsko talozZenje fosfora najstariji je i joS uvijek najrasireniji nacin njegovog uklanjanja iz voda.
Najkoristenije kemikalije za provedbu precipitacije predstavljaju spojevi Zeljeza, aluminija te
kalcija, dok se rjede koristi i magnezij. Pritom razlikujemo pred-precipitaciju, gdje se kemikalije
doziraju u sirovu otpadnu vodu ili prilikom primarnog taloZenja; koprecipitaciju, odnosno doziranje
kemikalija tijekom sekundarne i tercijarne obrade vode; te post-precipitaciju, u kojoj se kemikalije
dodaju prije ili tijekom konacne klarifikacije (Yeoman i sur., 1988). Fosfor se u gotovo svim
slucajevima talozi u obliku netopljivih fosfata. Najucinkovitijima su se pokazali oksidi Zeljeza i
kalcija te sitnozrnati aktivirani aluminijev oksid. Ti su materijali unutar sat vremena uspjeli ukloniti
viSe od 99% fosfata iz efluenta. Snaznim adsorbentom za ortofosfate i kondenzirane fosfate
pokazao se aluminijev hidroksid. On ih taloZi gotovo trenutacno. Medutim, uspjesnost talozenja
aluminijevim spojevima uvelike ovisi 0 organskoj tvari prisutnoj u vodi. Ona, uz naglasak na
taninsku kiselinu, inhibira proces talozenja, pri ¢emu je inhibicija jata povecanjem koli¢ine
organske tvari. Precipitacija kalcijem poprilicno je ucestala metoda uklanjanja fosfora, buduci da
je jeftinija i jednostavnija za koriStenje. Fosfor se iz vode uklanja dodatkom kalcita Sto rezultira
formacijom hidroksiapatita. IskoriStenje procesa ove metode varira od 75 do 85%, a predlozena
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je i kao predtretman za biolosko uklanjanje fosfora (Bashan i de-Bashan, 2004). Iako izrazito
visoke efikasnosti, kemijsko talozenje ima i negativne strane. Osim viSih operativnih troSkova
(zbog utroska kemikalija), problem predstavlja i povecanje proizvodnje visSka mulja, koji je, iako
je stabilan, teze zbrinuti. Konacno, u vecini je slucajeva fosfor uklonjen ovim putem nemoguce

obnoviti i reciklirati.

S druge strane, biolosko uklanjanje fosfora intenzivno je istrazivano podrudje zadnjih desetljeca,
buduci da predstavlja zeleniju i jeftiniju alternativu. Priroda procesa ne zahtjeva znatan (ako i
ikakav) utrosak kemikalija, a viSak mulja obogaéen fosforom dobiven na kraju procesa smatra se
vrijednom, odrzivom i ekonomicnijom alternativom izvora fosfora (Stockholm-Bjerregard i sur.,
2017). Medutim, potroSnja energije dosta je znacajna uslijed potrebe za konstantnom aeracijom
aerobnog tanka (vise u idu¢em poglavlju). Takoder, iako je efikasnost procesa relativno visoka
(>90%), i dalje je kemijskim putem moguée ukloniti vise fosfora no bioloskim. To je jedan od
razloga zasto se danas, u vedini slucajeva, za optimalne rezultate, ova dva procesa kombiniraju
(Zheng i sur., 2014).

Za maksimalno iskoriStenje bioloSkog procesa uklanjanja fosfora, buduc¢i da se provodi
djelovanjem mikroorganizama, potrebno je temeljito poznavanje njihovog mikrobioloskog i
biokemijskog profila te njima optimalnih uvjeta kako bi se Sto uspjesnije predvidjelo njihovo

ponasanje i iskoristio maksimalni kapacitet uklanjanja.

2.2. EBPR

Prema nekim radovima, do razvitka EBPR tehnologije doSlo je sluCajnim otkricem,
dizajniranjem postrojenja koje bi bilo ucinkovitije u uklanjaju dusika od dotad postojecih
konfiguracija, i to jo$ prije kakvih 60-ak godina. Nakon tog se otkrica mnogo razli¢itih full-scale
postrojenja dizajniralo i gradilo, no svi su oni bili temeljeni na svojedobnim empirijskim
spoznajama s vrlo malo, ako i uopce, znanja o mikrobiologiji procesa koja je zapravo kljuc uspjeha
(Seviour i sur., 2003; Nielsen i sur., 2010). Medutim, fundamentalni modeli za proces postavljeni
jos 70-tih godina i dan su danas temelj za isti. Oni su nastali spoznajom da se kombinacijom
anaerobnog i aerobnog tanka pri obradi voda favorizira rast bakterija sposobnih za akumulaciju
fosfora u obliku polifosfatnih granula (Comeau i sur., 1986). Te su bakterije danas poznate kao

PAO - fosfor akumulirajuci organizmi.



Temelj za uklanjanje fosfora iz voda proizlazi iz cirkulacije aktivhog mulja obogacenog PAO,
odnosno periodicke izmjene izmedu striktno anaerobne faze (niti kisik niti nitrati su prisutni) u
kojoj je voda bogata na izvorima ugljika te aerobne ili anoksi¢ne faze inkubacije, gdje je voda
siromasna ugljikovim spojevima. U sustini, u aerobnoj se fazi konzumiraju razliciti izvori ugljika
(oni dostupni u influentu) te se, za potrebe metabolizma, u vodu ispustaju ortofosfati (PO4>). U
sljedecoj je fazi fosfor potreban za rast i razvoj mikroorganizama, pri ¢emu ih PAO , konzumiraju®
u puno veéim koli¢inama od potrebnih, a koje takoder premasuju koli¢inu ispustenih ortofosfata
u anaerobnoj fazi procesa. Takav slijed dogadaja otpadnu vodu ostavlja siromasnom na fosforu,

a u slucaju i potpunog uspjeha EBPR procesa, potpuno bez fosfora (Bashian i de-Bashian, 2004).

Naravno, proces je puno kompleksniji od onoga Sto se na prvu ¢ini. Godine i godine su uloZzene u
ekstenzivna istrazivanja biokemije i mikrobiologije procesa jednom kad se shvatilo da je
funkcionalnost postrojenja uvjetovana strukturom i funkcijom prisutnih mikrobnih zajednica
(Nielsen i sur., 2010), s naglaskom na dokucivanje faktora koji ¢e stimulirati najveci rast i razvoj

PAO kao favoriziranih organizama.

2.2.1. Biokemija i mikrobiologija procesa: metabolizam PAO

Prije svega, bitno je shvatiti da kvaliteta i sastav ulazne otpadne uvelike utjecu na strukturu i
mikrobnu zajednicu aktivhog mulja. Tocnije, dostupni izvori ugljika, kao i sadrzaj ukupnog dusika
i fosfora u influentu, uvjetuju koli¢inu biomase koja se uopée moze namnoziti, kao i zastupljenost
i raznolikost pojedinih organizama. Od velike je vaznosti da u otpadnoj vodi bude odgovarajuca
koli¢ina fosfora, jer bi okolis siromasan na fosforu najvjerojatnije uspostavio mikrobnu zajednicu
s jako malo do nikakve sposobnosti za uklanjanje fosfora (Bashian i de-Bashian, 2004; Nielsen i

sur., 2010). Kao sto je ve¢ spomenuto, kljuc su posti¢i dominaciju upravo PAO.

PAO su primarno karakterizirani sposobnos¢u da u anaerobnim uvjetima iz vode ,izuzmu"
organske tvari te ih skladiste u obliku polihidroksialkanoata (PHA). Za to im je, naravno, potrebna
energija. Energiju pribavljaju dvama nacinima — koristenjem zaliha glikogena te hidrolizom
unutarstanicnih polifosfata, koji se onda u obliku ortofosfata ispustaju u vodenu otopinu (iako se
u vecini literature hidroliza polifosfata spominje kao glavni izvor energije, sustinski su oba bitna,
buduci da glikogen, osim Sto opskrbljuje energijom, predstavlja i izvor reduciraju¢e snage kojom
se odrzava redoks ravnoteza PAQO). Organizmi s pohranjenim PHA sposobni su ih koristiti za



razmnozavanje i rast u anaerobnim uvjetima (Sto predstavlja idu¢u fazu procesa) u odsutnosti
ikakvih egzogenih izvora ugljika ili energije, Sto im daje kompetetivnu prednost pred ostalim
organizmima. Za razlaganje PHA i koriStenje istog u energetske svrhe potreban im je kisik
(eventualno neki drugi elektron akceptor), koji se iz istog razloga sustavno trosi i tank je potrebno
kontinuirano aerirati (Mino i sur., 1998; Filipe i sur., 2001; Nielsen i sur., 2010; Zheng i sur.,
2014).

Mnoga su istrazivanja provedena s ciljem saznanja koji su to izvori ugljika najpogodniji za PAO.
Vise je studija naglasilo kako najbolje ,uspijevaju" konzumirajuéi hlapljive odnosno kratkolancane
masne kiseline (u nastavku teksta VFA, eng. volatile fatty acids), od ¢ega su najbitniji acetat i
propionat. Cak Stovide, pokazalo se kako je dostupnost VFA neizostavna za odrzavanje EBPR
procesa, i kako je klju¢ aktivacije istog njihova prisutnost. Takoder, generalni zakljucak vise
razlicitih studija bio jest kako PAO najbrze i najbolje asimiliraju upravo VFA, a ta brza asimilacija
u anaerobnim uvjetima osigurava im kompetativhu prednost nad drugim mikroorganizmima
aktivnog mulja (Filipe i sur., 2001; Seviour i sur., 2003; Zheng i sur., 2014). Naravno, otpadna
voda ne sadrzi samo ove spojeve — sastoji se od makromolekula, koje zahtijevaju hidrolizu prije
tvari, gdje spadaju VFA (kao i aminokiseline, glukoza, glicerol, kratki polipeptidi i oligosaharidi).
Iako su VFA najpozeljniji izvor ugljika, postoje rezultati koji upucuju kako su PAO anaerobno
konzumirali puno Siri spektar organskih supstanci, kao Sto su karboksilne kiseline, Seceri te
aminokiseline, i to uz visoku efikasnost procesa (Seviour i sur., 2003; Nielsen i sur, 2010).
Medutim, kako PAO osigurati dostatnu koli¢inu VFA u otpadnim vodama, ukoliko ona nije prirodno

u njoj prisutna (Sto ne mora uvijek biti slucaj)?

Dugo se smatralo kako je jedna odredena vrsta PAO najviSe odgovorna za procese uklanjanja
fosfora u EBPR postrojenjima, a to je Candidatus Accumulibacter. Ona je, u nedavnoj proslosti,
smatrana organizmom koji posjeduje fenotip ocekivan za fosfor akumulirajuéi organizam — sto
ukljucuje i koriStenje acetata i propionata (te, u manjoj mjeri, nekih aminokiselina) kao primarnih
supstrata te njihovo skladiStenje u obliku PHA. Shodno tome, najveéi broj istrazivanja bila su
upravo lab-scale tipa gdje se u bioreaktorima koristila umjetna tj. sinteticka otpadna voda bogata
na VFA, u kojem bi se ispitivala djelovanja ponajviSe Ca. Accumulibacter. Medutim, u full-scale
postrojenjima s pravim otpadnim vodama, stvari su poprilicno drugacije. Takoder, mnoge su Ciste
kulture iz EBPR procesa izolirane kako bi se ispitivale njihove karakteristike, ali ni jedna Cista
kultura nije posjedovala sve potrebne koje bi aktivni mulj EBPR-a trebao posjedovati. Novija su
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otkri¢a pokazala kako zapravo svaki aktivni mulj s visokom efikasnoS¢u uklanjanja fosfora sadrzi
barem tri dominantne vrste PAO, od kojih su sve morfoloski razlucive. Cak se pretpostavlja kako
PAO uopce ne mogu rasti kao Ciste kulture jer su za njihov opstanak potrebne medusobne
interakcije razliCitih vrsta, kao Sto je ve¢ slucaj u mnogim poznatim mikrobioloskim sustavima
(Mino i sur, 1998; Seviour i sur., 2003; Bashian i de-Bashian, 2004; Nielsen i sur., 2010; Zheng i
sur., 2014).

U trenutku kad su se pocela raditi opseznija istrazivanja mikrobne zajednice odredenih full-scale
postrojenja i s pravim otpadnim vodama, uoceno je kako je najzastupljeniji organizam zapravo
Tetraspharea sp. koji je Cinio ¢ak i do 30% ukupne biomase EBPR aktivhog mulja, te je razlicitog
metabolizma od klasi¢nih PAO (Nguyen i sur., 2010). Ubrzo su se mnoga istrazivanja usmijerila

ka promatranju tog roda kako bi se ispitao njihov doprinos EBPR-u.

2.3. Tetraspahera
2.3.1. Tetrasphaera kroz povijest

Tetrasphaera je prvi puta uspjesno izolirana od strane japanskih znanstvenika jos 1996., a
nazvana je T1-X7. Tada se joS mislilo kako se radi o vrsti roda Micrococcus (Kataoka i sur., 1996).
Cetiri godine kasnije, australijski su stru¢njaci uspijeli izolirati dva gram-pozitivna koka iz biomase
aktivnog mulja. Usporedivanjem biokemijskih analiza i mapa gena, ustvrdili su kako ta dva izolata,
zajedno s T1-X7, zapravo pripadaju novom (neispitanom) rodu, te je za isti predloZzeno ime
Tetrasphaera. Soj T1-X7 je sukladno tome nazvan T7etrasphaera japonica, dok je australijski soj
nazvan Tetrasphaera australiensis (Maszenan i sur., 2000). To je istrazivanje ujedno i prvo koje
opisuje sposobnost T7etrasphaera za akumulaciju fosfora, te njihovu morfolosku i biokemijsku
fizionomiju (Maszenan i sur., 2000). Dvije godine nakon toga identificiran je joS jedan soj nazvan
Tetrasphaera elongata. U narednim godinama istraZivanja su se ili otkrivali novi sojevi roda, ili

reklasificirale vrste koje su prvotno bile pogresno kategorizirane.

Rod Tetrasphaera pripada porodici Intrasporangiaceae, odjelika Actinobacteria. Danas
razlikujemo osam vrsta roda 7etrasphaera: T. japonica, T. australiensis, T. elongata, T. remsis,
T. jenkinsij, T. duodecadis, T. veronensiste T. vanvenil. Medutim, 7. remsisi T. duodecadis nikad
nisu izolirana iz aktivnog mulja postrojenja za obradu otpadnih voda, stoga su jako rijetko dio

istrazivanja EBPR procesa.



Takoder, danas se zna da se pojedine vrste razlikuju i morfoloski, i u stopama rasta, metabolizmu
te izdasnosti u aktivnom mulju postrojenja. Shodno tome, razvrstane su u 3 svojevrsne grane:
grana I obuhvaca 7. elongatui T. duodecedis; u granu II svrstane su 7. jenkinsij, T. australiensis
i 7. veronensis, dok grani III pripadaju 7etrasphaera koje nisu uzgojene u kulturi. Ostale vrste
nisu uspjesno svrstane ni u kakve klastere ili grane (Kristiansen i sur., 2013; Marques i sur.,
2017).

2.3.2. Metabolizam roda Tetrasphaera

Kao sto je ve¢ spomenuto, otkriveno je kako T7etrasphaera ima drugaciji metabolizam od
klasi¢cnog predstavnika PAO, Ca. Accumulibacter. Zajednicke su im karakteristike mogucnost
izuzimanja fosfata iz vode kao i njihovo skladiStenje u obliku unutarstani¢nih polifosfata, te
asimilacija odredenog spektra organskih supstanci u anaerobnim uvjetima. Medutim,
Tetrasphaera PAO nemaju mogucnost skladistenja asimiliranih supstanci u obliku PHA, te im isti
kasnije iz tog razloga ni ne sluze kao izvor energije za izuzimanje fosfata i tvorbu polifosfata.
Jedina vrsta kod koje je pronaden enzim PHA sintaza jest 7. japonica te neki nitasti sojevi, Sto
tek daje mogucnost upotrebe PHA (Sto obuhvaca i sintezu i njihovu oksidaciju s ciljem dobivanja
energije) (Ngyuen i sur., 2010; Rey i sur., 2016; Marques i sur., 2017). Prirodno pitanje koje se
ovdje postavlja jest, od kuda rodu 7etrasphaera onda glavnina energije potrebne za skladistenje
polifosfata? Pa, postoji joS jedna karakteristika u kojoj se ovaj rod bitno razlikuje od Ca.
Accumulibacter, a to je njihova sposobnost fermentacije. Takoder, za odredene se vrste ovog
roda smatra i kako imaju sposobnost denitrifikacije. Time se ujedno da pretpostaviti da su i
preferabilni izvori ugljika, kao i oni koje su uopce u mogucnosti asimilirati, za ovaj rod nesto

raznovrsniji, pa krenimo redom.

2.3.2.1. Izvori ugljika

Mnogim je istraZivanjima glede roda Tetrasphaera primarni fokus bio upravo koje su organske
tvari najpogodnije kako bi one Sto uspjesnije odradile svoju zadacu u EBPR-u. Ono Sto iznenaduje
jest Cinjenica da se i dalje mnogi znanstvenici ne mogu sloziti za koje tvari i na koji nacin ove

bakterije uopée imaju sposobnost metaboliziranja.



Primjerice, Kong i sur. (2005) priopCili su kako T7etrasphaera uopée ne mogu koristiti VFA —
specificnije, acetat i propionat — kao izvore ugljika u anaerobnim uvjetima, Sto ¢ini jos jednu
razliku od metabolizma klasicnih PAO. Medutim, Nguyen i sur. (2010) su par godina kasnije
izvijestili kako je acetat ipak, iako u dosta manjoj koli¢ini od Ca. Accumulibacter, kozumiran.
Kasnija istrazivanja dala su u konacnici malo jasniju sliku: naime, neke vrste roda Tetrasphaera
(npr. 7. elongata) uistinu mogu koristiti acetat i propionat kao izvore ugljika, iako za njih nisu
nimalo kompetativne (poglavito kad se u aktivnom mulju nalazi i Accumulibacter). U
(laboratorijskim) istrazivanjima u kojima je acetat bio jedini izvor ugljika, stopa rasta Tetrasphaera
bila je poprilicno niska, buduci da im nedostaju odredeni enzimi za provodenje glioksilatnog

ciklusa! (Nguyen i sur., 2010; Kristiansen i sur., 2013; Nguyen i sur., 2016; Marques i sur., 2017).

Favorizirani su izvori ugljika za ovaj rod odredene aminokiseline. Mnoga su istrazivanja potvrdila
kako Tetrasphaera uspjesno koristi glutamat, aspartat, a neki i glicin, od kojih je on ipak
energetski najmanje povoljan (Kristiansen i sur., 2013; Nguyen i sur., 2016; Rey i sur., 2016;
Marques i sur., 2017). Rey i sur. (2016) po prvi su puta u svom istrazivanju uspjesno obogatili
aktivni mulj s Tetrasphaera sp. koriste¢i glutamat kao jedini izvor ugljika. U istrazivanju Marques
i sur. (2017) kao jedini izvor ugljika koristen je hidrolizat kazeina, pri ¢emu se aktivnim muljem
obogacéenim s Ca. Accumulibacter i Tetrasphaera sp. uspijela postici efikanost EBPR-a od preko
99%, pri Cemu je Tetrasphaera bila primarno zasluzna za uklanjanje fosfora. Buduéi da oko 30%
KPK otpadnih voda domacinstava ¢ine upravo aminokiseline i bjelancevine, Tetraspharea PAQO bi

mogli znatno doprinijeti uklanjanju fosfora u EBPR procesima.

Osim aminokiselina, viSestruko je dokazano kako 7etrasphaera kao izvor ugljika u anaerobnim
uvjetima koristi i glukozu, i to u dosta velikim mjerama (Kristiansen i sur., 2013; Marques i sur.,
2017; Herbst i sur., 2019). Iako se u dosta znanstvenih radova navodi kako su sposobni
~metabolizirati Secere™, Tetrasphaera PAO ipak ne mogu koristiti, primjerice, manozu i galaktozu

(Nguyen i sur., 2010).

Takoder je izviesteno kako, koristeci laktat kao jedini izvor u ugljika za biomasu aktivnog mulja,
dolazi do velikog povecanja postotka 7etraspharea PAO u odnosnu ostale organizme. Laktat,
medutim, nije toliko pozZeljna komponenta otpadnih voda buduéi da, u njegovu izobilju,

performanse EBPR procesa opadaju (Rubio-Rincon i sur., 2019).

1 Glioksilatni ciklus omoguéuje stanicama koristenje spojeva s dva ugljikova atoma (kao $to je acetat) kako bi
zadovoljili stanicne potrebe za ugljikom kada jednostavni Seceri kao Sto su glukoza ili fruktoza nisu dostupni.
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2.3.2.2. Sposobnost fermentacije

Shodno cinjenici da rodu kao izvori ugljika sluze, izmedu ostalog, glukoza i neke aminokiseline,
fermentabilna sposobnost Tetrasphaera sp. je neupitna. Upravo fermentacija spomenutih
supstrata, po nekolicini znanstvenika, predstavlja alternativni izvor energije za ove organizme
koji, prisjetimo se, ne mogu stvarati PHA Cija razgradnja, u aerobnim uvjetima, klasi¢nim PAO
osigurava energiju za skladistenje polifosfata (Kristiansen i sur., 2013; Marques i sur., 2017). K
tome, njihova sposobnost fermentacije moZe bitno doprinijeti ukupnoj mikrobnoj zajednici
aktivnog mulja EBPR-a. Krajnji i nusproizvodi fermentabilnog metabolizma 7etrasphaera
ukljucuju alanin, sukcinat i, najvaznije, VFA, a ponajvisSe acetat. Acetat se smatra krajnjim
produktom fermentacije aminokiselina u svrhu energetske bilance procesa. Glutamat, na primjer,
moze biti razlozen kao jedini izvor ugljika ili kroz metabolicki put koji izravno generira acetat, ili
kroz put koji ukljucuje formiranje piruvata koji je potom konvertiran u acetat (Marques i sur.,
2017). Time ostatku PAO pruza dodatne iskoristive izvore ugljika, pogotovo Ca. Accumulibacter,
Sto predstavlja veliku prednost ukoliko otpadna voda prirodno ne sadrzi znatne koli¢ine VFA. Jos
su davno Mino i sur. (1998) naglasili kako prefermentacija primarnog mulja znatno pridonosi
uspjesnosti EBPR procesa povecavajuci koli¢inu VFA. Pritom navode da ukoliko se otpadna voda
zadrzava u kanalizacijskim cijevima dovoljno dugo da bi se odvila fermentacija, znatan ¢e se dio
organske materije konvertirati u VFA, poglavito acetat, najvazniji izvor ugljika za tada klasi¢ni
PAO, Accumulibacter. Kako dugotrajno odstajanje vode u kanalizacijskim cijevima nije uvijek
moguce, dobro je znati da se isti ucinak za dobrobit mikrobne zajednice EBPR-a postize
produljenjem vremena zadrZavanja organizama u bioreaktoru (Nguyen i sur., 2010). Iako
odredeni (stariji) radovi spominju kako prevelika koli¢ina organske materije u vodi moze imati
inhibiraju¢i ucinak na mikroorganizme, vjerojatno uslijed proliferacije obicnih heterotrofnih
bakterija koje rastu mnogo brze od PAO, ova se nedavna otkri¢a suprotstavljaju toj Cinjenici.
Mogucénost da vece koncetracije organske materije povoljno djeluju na mehanizam EBPR-a kroz
fermentabilni metabolizam roda 7etrasphaera svakako moze voditi ka novim, ekonomicnijim

strategijama za optimizaciju procesa (Zheng i sur., 2014; Marques i sur., 2017).



2.3.2.3. Metabolizam glikogena

Vec¢ je spomenuto kako je, izuzev 7. japonicai odredenih nitastih sojeva, op¢eprihvaéeno kako
rod Tetrasphaera nije u mogucnosti skladistiti PHA anaerobno kako bi im u iducoj fazi oni sluzili
kao izvor energije za apsorpciju fosfata iz vode. Mnogo je paznje posveceno istrazivanju koje tvari
ovim vrstama zapravo igraju ulogu PHA za potrebe uklanjanja fosfata, a glikogen se, uz primjerice
aminokiseline, ¢esto smatra jednom od najbitnijih tvari za pohranu energije (Liu i sur., 2019).
Medutim, viSebrojne studije o metabolizmu glikogena roda Tetrasphaeraiznose razlicite rezultate.
Iako se kod klasi¢nih PAO glikogen anaerobno konzumira pruzajuci, kao Sto je ve¢ spomenuto,
reducirajuéu snagu kao i dodatan izvor energije za asimilaciju organskih tvari, odredena
istrazivanja pokazuju kako je kod Tetrasphaera taj proces obrnut. Primjerice, Kristiansen i sur.
(2013) predlazu kako se glikogen u anaerobnim uvjetima sintetizira kako bi u aerobnoj fazi bio
iskoriSten u svrhu suplementacije energije potrebne za asimilaciju ortofosfata i sintezu
unutarstanicnih polifosfata, buduci da nisu sposobni formirati PHA. S druge strane, Marques i sur.
(2017) dosli su do zakljucka kako Tetrasphaera, za anaerobno odrzavanje, preferira koristiti
upravo glikogen kao primarni izvor energije, umjesto degradacije unutarstani¢nog polifosfata i,
shodno tome, ispustanja ortofosfata u influent u prvoj fazi procesa, Sto znaci da se on u
anaerobnim uvjetima trosi, a aerobnim obnavlja. Takoder navode da se glikogen moze obnavljati
razlicitim metabolickim putevima iz glukoneogeneze, ovisno o supstratima (aminokiseline) - kao
na primjer putem ciklusa limunske kiseline ukoliko je supstrat glutamat. Kao razlog ovako
suprotnim rezultatima ujedno navode mogucnost utjecaja vrste izvora ugljika kao faktora koji
odreduje hoce li proces tedi u smjeru sinteze glikogena ili glikogenolize. Naime, Kristiansen i sur.
(2013) kao primarni izvor ugljika u bioreaktoru koristili su glukozu, koja moZze biti pohranjena u
obliku glikogena uz hidrolizu unutarstanic¢nih polifosfata; dok su Marques i sur. (2017) koristili
hidrolat kazeina, odnosno kazaminokiseline, supstrat koji iziskuje energetski razlicit metabolicki

put.

Medutim, Fernando i sur. (2019) objavili su skroz suprotne rezultate u kojima, koristeéi
spektroskopsku analizu Ciste kulture 7. elongata, nisu u stanicama uopce identificirali glikogen.
Time su pretpostavili da postoji mogucnost kako se 7etrasphaera za anaerobno odrzavanije sluZi
energijom dobavljenom hidrolizom polifosfata uz onu generiranu fermentacijom glukoze i
aminokiselina. Kako su sposobni i skladistiti (nus)proizvode fermentacije, nadodali su da se njima
i sluze za obnavljanje unutarstanicnih polifosfata u sljedecoj fazi (Fernando i sur., 2019).
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2.3.2.4. Sposobnost denitrifikacije

Vec je poznato kako odreden dio PAO posjeduje moguénost denitrifikacije (sjetimo se da je

EBPR fenomen slucajno otkriven u postrojenju inicijalno konfiguriranom za uklanjanje dusika).
IzvijeSteno je i kako su mikroorganizmi kultivirani u prisustvu nitrata i dusika postigli vece
iskorisStenje uklanjanja fosfora u anoksi¢nim uvjetima nego Sto bi to bilo u aerobnim. Ti rezultati
zasigurno podupiru hipotezu da se PAO u EBPR sustavima dijele na dvije velike grupe; 1)
denitrificirajué¢ih PAO koji su sposobni kao krajnje akceptore elektrona koristiti i kisik i nitrate te
2) PAO koiji su sposobni koristiti samo kisik, znaci ne-denitrificiraju¢ih (Bashan i de-Bashan, 2004).
Za rod Tetrasphaera vise je puta naglaseno kako posjeduje potencijal za metabolizam
deitrifikacije.
Medutim, bitno je napomenuti kako EBPR procesi znatno doprinose emisiji N>O, stakleni¢kog plina
koji je pretekao i ugljicni monoksid po razaraju¢em ucinku ozona. Inace, potpuna denitrifikacija
se odvija u Cetiri koraka te je jedan od obvezatnih intermedijera u procesu i N>O. Ukoliko do dode
do disbalansa denitrifikacije, moguce je da taj plin akumulira, a kasnije i emitira u okoliS. Znatno
ispustanje N.O je, Cak StoviSe, zapazeno u EBPR postrojenjima koja su sadrzavala denitrificirajuce
PAO (dPAO) te dentrificirajuce glukoza akumulirajuc¢e organizme (dGAQO), a poglavito ukoliko su
PHA koristeni kao elektron donori tijekom procesa denitrifikacije. Buduci da Tetrasphaera nema
sposobnost akumulacije PHA, vec¢ skladisti glikogen i aminokiseline, njihova konzumacija mogla
bi voditi ka drugacijem obrascu formacije N>O nego kod ostalih klasi¢nih dPAO (Marques i sur.,
2018).

Kristiansen i sur. (2013) proveli su istraZivanje koje je ukljuCivalo 4 izolata: 7. australiensis, T.
elongata, T. japonica te T. jenkinsii, od kojih su sva 4 posjedovala potencijal za iskoristavanje
nitrata i/ili nitrita kao krajnjih akceptora elektrona u anaerobnoj respiraciji ili denitrifikaciji.
Medutim, setovi gena koji inate omogucuju potpunu denitrifikaciju u ovim izolatima ipak nisu
pronadeni. Ujedno su i naveli kako 7. japonica ima sposobnost redukacije nitrata u amonijak.

(Kristiansen i sur., 2013).

Ipak, Marques i sur. (2018) proveli su istrazivanje Ciji rezultati pokazuju kako se u aktivnom mulju
obogacenom Tetrasphaera kulturom s aminokiselinama kao izvorima ugljika uistinu akumulira
manje N2O u usporedbi s muljem koji sadrzava dPAO i dGAO. Ujedno, 7etrasphaera PAO u ovom
su procesu bili zasluzni za viSe od 80% provedene denitrifikacije. To je testiranje, medutim, bilo
provedeno kroz ciklus aerobnih, potom anoksicnih i na kraju aerobnih uvjeta; gdje je
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Tetrasphaera sp., iako dobro denitrificirala, veoma slabo anoksi¢no uklanjala fosfor iz vode. To
navodi na sugestiju kako joj asimilirani izvori ugljika pruzaju dovoljno energije ili za anoksi¢nu
denitrifikaciju, ili aerobno uklanjanje fosfora, ali ne i oboje istovremeno. Doduse, u kombinaciji s
Ca. Accumulibacter, kojima bi fermentacijom aminokiselina 7etrasphaera organizmi osiguravali
dovoljno VFA, ovaj proces postize uistinu zadovoljavajuéu koli¢inu uklonjenog dusika i fosfora

istovremeno (Marques i sur., 2018).

2.3.3. Inkonzistencija rezultata i kako ih interpretirati

Kao sto je vidljivo iz predstavljenih istrazivanja, mnogi rezultati stvaraju nedoumice glede
metabolizma Tetrasphaera sp. i njezine egzaktnije funkcije u bioloskim sustavima za uklanjanje
fosfora. Osim cCinjenice da su sve bakterije podlozne djelovanju razlicitih abiotickih faktora koji
djeluju na ispitivani medij, poput pH, temperature, saliniteta ili prisustva makronutrijenata (koji
posljedino mogu izazvati aktivatorski/inhibirajuci ucinak), nekolicina je jos razloga zbog kojih je
moglo doéi do tako suprotnih interpretacija (Nielsen i sur., 2010). Na pocetku, velik se broj
razli¢itih molekularnih tehnika koristi pri identifikaciji i kvantifikaciji organizama u odredenom
mediju — primjerice flourescencijska /n situ hibridizacija (FISH; identifikacija) koja moze biti u
kombinaciji s mikroautoradiografijom (MAR; kvantifikacija), odredene spektroskopske tehnike...
ponekad neke metode traze specificne supstrate, Cime izvori ugljika postaju pristraniji
eksperimentalnoj metodi nhego samim potrebama mikroorganizama (nesuglasice, primjerice, oko
acetata kao izvora ugljika). Liu i sur. (2019) takoder iznose kako rezultati tzv. amplicon
sequencing-a, odnosno svojevrsne oligonukleotidne dijagnostike, dizajnirane i koristene za
specificnu identifikaciju roda Tetrasphaera, u literaturi Cesto nisu dosljedni te kako pokri¢e tehnike
znatno varira. Tako postoji i mogucnost da su se odredena molekularna ispitivanja dizajnirana
specificno za jednu vrstu (npr. 7. elongata) pogresno koristila pri analizi drugih vrsta (npr. 7.
Jjaponica), sto je u konacnici dovelo do poteskoca pri interpretaciji rezultata. Pouzdane i validirane
metode i alati svakako su temelj uspjesnih istraZivanja, medutim bioraznolikost roda Tetrasphaera
kao takvog mora se takoder uzeti u obzir. 7. elongata je, primjerice, identificirana kao
najzastupljenija vrsta u nekim full-scale postrojenjima za obradu voda (Danska), ujedno i s
najbrzom stopom rasta. Kao takva, Cesto je izolirana i proucavana kao reprezentativna vrsta, no
njih postoji jos pet (prisutnih u EBPR-u). Nguyen i sur. (2010) navode kako sve vrste Tetrasphaera

u full-scale EBPR postrojenjima jo$ uvijek nisu dovoljno dobro opisane: on je, naime, radio
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filogenetsku analizu kultura izoliranih iz full-scale postrojenja, koje su pokazivale mnogo veéu
raznolikost od one koja se do tada mogla nadi u literaturi. Znaci, rod 7etrasphaera iznimno se
odlikuje morfoloskom i metabolickom raznolikoséu medu vrstama (sjetimo se i da postoje 3 grane
roda temeljene upravo na tim razli¢itostima). To znadi da i preferirani izvori ugljika za svaki od
izolata, kako bi postigli odgovarajuci omjer ispustanja i asimilacije fosfora, dosta variraju, Sto
posljedi¢no opet otezava interpretaciju rezultata. K tome, buduéi da imaju puno raznolikiji spektar
supstrata koje mogu koristiti i metabolickih puteva kojima mogu generirati energiju, pripadnici
roda Tetrasphaera (u usporedbi s primjerice Ca. Accumulibacter) takoder imaju i puno vise
alternativa za prezivjeti u dinami¢nom okruzenju kao Sto je EBPR. Na primjer, prisjetimo se kako
Fernando i sur. (2019) uopce nisu identificirali unutarstanicni glikogen u Cistoj kulturi 7. elongata.
To nikako ne znadi da im glikogen inace uopce ne sluzi kao rezervna tvar, ve¢ su mozda pripadnici
vrste jednostavno koristili druge, za taj slucaj povoljnije izvore energije i sinteza glikogena stanici

uopce nije bila potrebna (Liu i sur., 2019).

Svojevrsno slaganje rezultata u metabolickim putevima pojedine vrste roda 7etrasphaera medu
znanstvenicima generalno ipak postoji te su njihova obiljezja, u usporedbi s Accumulibacter,

opisana u Tablici 1.

Tablica 1. Pregled metabolickih znacajki znacajnih vrsta roda 7etrasphaera

dD0 » 4 Jci - cl c e f2/0 - 210 Jdlc - 2ro

Glikoliza Da Da Da Da Da / /
Glukoneogeneza Da Da Da Da Da / /
Sinteza glikogena Da Da Da Da Da / /

Glikogenoliza Da Da Da Da Da / /
Krebsov ciklus Da Da Da Da Da / /
Glioksilatni ciklus Da Ne Ne Ne Ne / /
Sinteza PHA Da Ne Da Ne Da/Ne? Da Da
Polifosfatni
metabolizam Da Da Da Da Da Da Da
Asimilacija acetata Da Da Da Da Da / /
Asimilacija
glukoze Ne Da Da Da Da / /
Asimilacija
Glu/Asp Ne Da Da Da Da / /

(McKenzie i sur., 2006; Nguyen i sur., 2010; Kristiansen i sur., 2013; Liu i sur., 2019); / - nisu
pronadeni podaci

2 McKenzie i sur. (2006) navode kako T. jenkinsii posjeduju moguénost za sintezu PHA, dok Kristiansen i sur. (2013)
navode suprotno
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2.3.4. Pregled potencijala Tetrasphaera sp. u EBPR-u

Tetrasphaera sp. moze, kao sastavan dio mikrobne zajednice aktivnog mulja u EBPR
procesima, znatno doprinijeti njihovoj uspjesnosti. Bududi da vrste pokazuju visok stupanj
raznolikosti metabolickin puteva, mogucnost koristenja razli¢itih supstrata (glukoza,
aminokiseline, acetat...) i generiranja energije na razli¢ite nacine cine ih jednim od najrobusnijih
i najobilnijih organizama aktivhog mulja, koji se relativno jednostavno mogu prilagoditi uvjetima
u dinami¢nom okruZenju kao Sto je EBPR. Marques i sur. (2017) navode kako odredene izvore
ugljiika Tetrasphaera moze metabolizirati na nacin da ¢ak i u anaerobnoj fazi dode do uklanjanja
fosfora iz vode (za Sto bi se, kako oni zakljuCuju, koristila energija dobivena fermentacijom
glukoze i/ili aminokiselina). To je svakako od interesa buduéi da se time smanjuje koli¢ina fosfora
koja bi se trebala ukloniti aerobno, a posljedi¢no se smanjuje i potreba za aeracijom, c¢ime se
Stedi na energiji. Time je mogu¢e umnogome sniziti operativne troSkove samog procesa, kao i
indirektno smaniiti koli¢inu emisije CO,, koja je povezana s potrosnjom energije, u atmosferu.
Nadalje, fermentabilne sposobnosti ovog roda, kao Sto je ve¢ spomenuto, mogu biti od znatne
koristi ¢itavoj mikrobnoj zajednici. Ukoliko se Tetrasphaera sp. i Ca. Accumulibacter nalaze u istom
aktivnom mulju, ova dva mikroorganizma zauzimaju razlicite ekoloske nise uslijed ¢ega se moze
posti¢i mnogo veca efikasnost procesa od uobicajene (>99% u istrazivanju Marques i sur., 2017).
Naime, otpadne vode domacinstava najc¢esce sadrze oko 25-35% proteina i 15-25% polisaharida,
koje u anaerobnom tanku najvjerojatnije hidroliziraju hidrolizirajuce bakterije pri ¢emu kao krajnji
produkti nastaju aminokiseline i glukoza. Aminokiseline i glukozu fermentira 7etrasphaera, a
najcesci krajnji produkti mogu biti upravo acetati i ostale VFA, ¢ime se Ca. Accumulibacter (kao
i ostalim PAQO) pruzaju dodatni izvori ugljika i posljedi¢no povecava iskoristenje uklanjanja fosfora
iz vode. Shodno tome, sposobnost fermentacije je posebice od znacaja ukoliko otpadna voda
prirodno nije bogata na VFA. Denitrificirajua sposobnost Tetrasphaera takoder moze biti od
velikog znacaja za bioloSke sustave obrade otpadnih voda. Iako je u istrazivanju Marques i sur.
(2018) dokazano kako ¢e ovaj rod bakterija ili efikasno denitrificirati u anoksi¢nim uvjetima ili
uklanjati fosfor u aerobnim, ali ne oboje, ovu je karakteristiku dobro uzeti u obzir pri razvijanju i

optimizaciji postrojenja kojima je za cilj uspjesno uklanjanje i dusika i fosfora istovremeno.
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2.4. Obnova fosfora u procesu EBPR-a

Danas se preko 95% fosfora za potrebe CovjeCanstva, pri ¢emu glavnina otpada na
proizvodnju mineralnih gnojiva, dobiva iz fosfatnih ruda, koje su neobnovljiv izvor. Fosfatne rude
medutim, osim fosfora, sadrze i poveéi udio kadmija i radioaktivnog urana. Ujedno se tek malen
postotak iskoristenog fosfora obnavlja i ponovno koristi u, primjerice, agrikulturi — dok ostatak
zavrSava zakopan u deponijima ili kao dio metalnih precipitata ili razli¢itih biomasa, gdje se nalazi
s razli¢itim toksi¢nim otpadnim (i netopljivim) produktima Sto onemogucuje njegovu reciklaciju i
nanovu uporabu. (Bashan i de-Bashan, 2004; Cordell i sur., 2011). Stoga se u zadnje vrijeme
potie sve vedi broj inicijativa usmjerenih prema pronalasku i iskoriStavanju alternativnih izvora
fosfora, u Sto spada i njegova reciklacija. Upravo je aktivni mulj tercijarne obrade otpadnih voda

(u nasem slucaju, EBPR) jedan od razmatranih alternativnih izvora fosfora.

Bududi da proces uklanja (za sada) 90-95% ukupnog fosfora iz otpadnih voda (ovisno naravno o
procesnim parametrima), aktivni mulj izrazito je bogat na fosforu, koji se nalazi unutar
mikroorganizama mulja. Sam aktivni mulj kao sirovina (za primjerice mineralna gnojiva) moze se
koristiti iskljuCivo ukoliko isti prode odredene predtretmane (izjednaCavanje, prosijavanije,
zgusnjavanje...) te stabilizaciju. Razlog tome su razliiti patogeni i toksi¢ne tvari koje bi mulj
mogao sadrzavati, no na to uvelike utjeCe sastav otpadne vode. Ali, postoje i specifi¢ni postupci
izdvajanja fosfora iz mulja. Fosfor se iz mulja moZe dobiti na dva glavna nacina: izdvajanjem
fosfora iz organizama mulja (PAO), s tim da mulj prethodno mora biti osusen i dehidriran, ili
izdvajanjem iz pepela mulja. Hidrotermalna obrada aktivhog mulja EBPR-a mogla bi biti od koristi,
buduci da tada dolazi do lize stanica mulja te oksidacije biogenih polifosfata, ¢ime se pospjesuje
njegovo izdvajanje. Spaljivanjem mulja, osim Sto dolazi do potpunog unistavanja svih necistoca i
patogena, sav se fosfor prevodi u topljivi, anorganski oblik, te se potom moze izdvojiti iz pepela
mulja (Kovaci¢, 2020).

Razvijene su razliCite tehnologije izdvajanja fosfora iz mulja, koji se kao takav pokazuje
prosperitetnim alternativnim izvorom fosfora, k tome ekoloski prihvatljivim, jer se njegovom
reciklacijom zapravo zatvara ciklus kruZenja fosfora u prirodi. Ovakvi postupci obrade i
zbrinjavanja, doduse, zahtijevaju veliku investiciju u procesnu opremu i visoke operativne
troskove (viSestruko su skuplji obzirom na cijenu fosfora dobivenog iz fosfatne rude). Stoga su, s
financijskog aspekta, poprilicno neatraktivni. Ipak, na iskoriStavanje mulja treba gledati s aspekta

rjeSavanja globalnog ekoloskog problema, umjesto financijskog; a i njegovom oporabom prije
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konacnog zbrinjavanja mogli bi se umanijiti ukupni materijalni troskovi cjelokupnog procesa

rjeSavanja problematike mulja (Bani¢, 2017; Kovaci¢, 2020).

Postoje, medutim, i drugi nacini za oporavak fosfora prilikom izvodenja EBPR procesa. Oni su
trenutno i rasireniji od prethodno spomenutih, a radi se o izdvajanju fosfora u obliku struvita
(magnezijev amonijev fosfat; NHsMgPO4 6H;0) ili hidroksiapatita (Cas(POs);(OH)). Dodatak soli
ovih spojeva u vodenu fazu nakon zavrSetka anaerobne digestije kombinacija je EBPR-a i
kemijskog tretmana koja se uspjesno koristi zadnjih desetljeca (Cornel i Schaum, 2009; Zou i
Wang, 2016). Cak $tovide, Zou i Wang (2016) u svome radu naglasavaju kako oporavak fosfora
putem kristalizacije moze znacajno unaprijediti sam EBPR proces, odnosno povecati njegovu
efikasnost. U njihovom je slucaju ovakvom kombinacijom iz otpadne vode uklonjeno priblizno
90% fosfora, pri ¢emu se priblizno 60% obnovilo u obliku hidroksiapatita, koji gotovo izravno
moze parirati fosfatnoj rudi (Cornel i Schaum, 2009). Takvi rezultati upuéuju kako bi se
provedbom ovakvih procesa ne samo povecala efikasnost uklanjanja fosfora iz voda vec i pruzio

resurs koji moze olaksSati predstoje¢u fosfornu krizu.
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3. Zakljucak

Paradoks fosfora vec je odredeno vrijeme jedna od glavnih ekoloskih problematika danasnjice.
EBPR procesi mogu ponuditi rjeSenja koja idu u oba smjera. Osim Sto su Siroko prepoznati kao
kljucna strategija (k tome odrziva i ekonomicna) u prevenciji eutrofikacije i napredujucéa fronta
istrazivanja u procesima obrade voda, mulj dobiven kao nusprodukt ovih procesa predstavlija,

iako skup, vrijedan alternativni izvor fosfora.

Rod T7etrasphaera pokazao je mnostvo obiljezja koja mogu uvelike biti od koristi pri optimizaciji
EBPR procesa. Medutim, treba izbje¢i pogresku fokusiranja na samo jedan rod mikrobne zajednice
koji se u datom trenutku, iz zakljuaka provedenih istraZivanja, Cini najodgovornijim za proces
uklanjanja fosfora (kao Sto je primjerice bilo s Accumulibacter). Aktivni mulj EBPR-a izrazito je
kompleksan svojevrsni ekosistem i ukoliko se sva paznja skrene samo na istraZivanje i ispitivanje
jednog organizma unutar istog, mogudéi su brojni propusti. Vise je puta naglaseno da se rod
Tetrasphaera, osim Sto se pokazao najzatupljenijim mikroorganizmom aktivhog mulja EBPR-a,
odlikuje iznimnom morfoloSkom i metabolickom raznolikoS¢u. Iz istog je razloga potrebno provesti
viSe istrazivanja nad svakom vrstom (koja posjeduje znacajke bitne za EBPR) tog roda, umjesto
samo odabrati reprezentativni primjerak ( 7. elongata), Ciji se metabolizam i ponasanje u sustavu
EBPR-a moze razlikovati od ostalih vrsta. Isto tako, naglaseno je kako se mulj s visokom
efikasnoS¢u uklanjanja fosfora sastoji od najmanje tri dominantna roda, i zato je takoder bitno
promatrati medudjelovanje Tetrasphaera organizama s ostalim organizmima mulja i istraziti koja
mjesta u ekoloskoj nisi sustava oni zauzimaju. Razumijevanje njihove sinergije i uvjeta u kojima
dosezu svoj puni potencijal uklanjanja nutrijenata temelj su za povecéanje efikasnosti EBPR-a, kao
i oplenito tercijarne obrade otpadnih voda. Shodno tome, iako se generalni zakljucci mogu izvuci
iz istrazivanja provedenim nad sintetickim otpadnim vodama, za pravo razumijevanje svega
navedenog pozeljno je istrazivanja provoditi u pravim full-scale sustavima s pravim otpadnim
vodama, ili barem osigurati umjetan medij koji Sto je viSe moguce sli¢i onom pravom u smislu
kompleksnog kemijskog sastava. Takvi bi uvjeti u konacnici mogli ponuditi bolji uvid u ponasanje

organizama T7etrasphaerai razumijevanje u svestranost njihovog metabolizma.
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Izjava o.izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezuftat mojeg rada te da se u njegovoj

izradi nisam Koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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