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Annotatsioon

Biolagunevate jddatmete, sh reoveesette anaeroobse stabiliseerimise uuri-
misega on Tallinna Tehnikaiilikoolis tegeldud 1990ndate teisest poolest
alates. On vaadeldud niiteks erinevate eeltootlusmeetodite (ultraheli,
osoon, temperatuur jne) mdju substraadi anaeroobsele lagundamisele.
Seni on keskendutud peamiselt anaeroobse protsessi fiitisikalisele moju-
tamisele, kuid nimetatud protsessi on vdimalik hoopis paremini juhtida,
tundes lagundamisprotsessi ldbiviivaid mikroorganisme, soodustades voi
takistades nende kasvu ning mdjutades seelidbi nende poolt ldbiviidava-
te reaktsioonide toimumist. Selle protsessi pohjalik tundmine on oluline
ka seetdttu, et reoveesete on iiks potentsiaalsetest biogaasi substraatidest.
Kéesoleva t66 eesmaérgiks oli uurida termilise eeltodtluse moju biogaasi
tootlikkusele sette anaeroobsel lagundamisel, jélgides orgaaniliste {ihen-
dite metabolismi; samuti identifitseerida reoveesette anaeroobset lagun-
damist 14bi viivaid mikroorganisme ning uurida sette eeltodtluse moju
kooslusele, kasutades 16S rDNA jérjestusi koos elektroforeesiga denatu-
reeriva geeli gradiendis (DGGE).

Mcrksonad: anaeroobne kdcdritamine, biogaas, DGGE, metanogeenid,

reoveesete.

Sissejuhatus

Reovee puhastamise tagajirjel tekkiv reoveesete, mida Eestis koguneb
ligikaudu 20 000 tonni (kuivaine jirgi) aastas, on olnud iiks enim priigi-
latesse ladestatavaid biolagunevaid jadatmeid (Reoveesette...). Jadtmesea-
duse § 35 jargi on tootlemata jadtmete priigilasse ladestamine keelatud.
Jadtmete to6tlemiseks loetakse nende mehaanilist, termilist, keemilist
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vOi bioloogilist mdjutamist, kaasa arvatud sortimist ja pakendamist, mis
muudab jididtmete omadusi. To6tlemise eesmérgiks on vdhendada nen-
de kogust voi ohtlikkust, hdlbustada nende kéitlemist voi korvaldamist,
tohustada nende taaskasutamist. Aastaid moodustas Eestis priigilasse la-
destatud settest suurima osa Kohtla-Jérve linna reoveepuhastis tekkinud
sete, mis kuni 2007. a suunati Kohtla-Jarve poolkoksimégedele (joonis
1). Sellest alates hakati seal reoveesetet kditlema kompostimise teel (Reo-
veesette...). Anaeroobne stabiliseerimine (kddritamine) on Eestis seni
vihe kasutust leidnud vdimalus biolagunevate jadtmete, sh reoveesette
tootlemiseks; headeks ndideteks seni vaid AS-1 Tallinna Vesi Paljassaare
ja Narva linna reoveepuhastusjaamad ning sealdgal to6tav Joori biogaa-
sijaam Saaremaal. Mitmed projektid ja arendustddd selles suunas on aga
kdimas.

Reoveesette kditlemine
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Joonis 1. Reoveesette kditlemine Eestis.
Figure 1. Treatment of residual sludge in Estonia.

Termilise eeltootluse moju reoveesette anaeroobsele lagundamisele
Uheks anaeroobse lagundamise efektiivsuse tdstmise meetodiks on reo-
veesette eeltootlus enne anaeroobset lagundamist. Eeltootlus kiirendab
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hiidroliitisi kui protsessi limiteerivat etappi, mille tulemusena suureneb
substraadi kittesaadavus anaeroobsetele bakteritele. Erinevate eelkiitlus-
meetoditena on kasutatud osoonimist, desintegreerimist, eelkditlust ult-
raheliga, termofiilset eelkiitlust jms. Lébiviidud katsete tulemusena on
selgunud, et kdige efektiivsem ja 6konoomsem on anaeroobne termofiilne
kiitlus — meetod, mille puhul kasutatakse &dra rakuliisaadi stimuleeriv toi-
me toorsettele (Blonskaja jt 2002).

Selle meetodi siinoniilimideks on ka eelhapustamine (pre-acidification) ja
isekddritamine (self-digestion). Termilise eeltootluse kdigus antakse eelis
anaeroobse kédritamise atsidogeensele astmele ja piiratakse metanogee-
nide kasvu. Uleminekul mesofiilselt temperatuurireziimilt termofiilsele
enamik mesofiilseid bakterikonsortsiume hukkub, millele jargneb nende
liiisumine. Korgemal temperatuuril on iihtlasi kahjulik toime patogee-
nidele. Patogeenid eralduvad reoveest mudahelveste koostises, kusjuu-
res nad jddvad eluvdimelisteks kuni sette hiigieniseerimiseni (Molder jt
2000).

Katsemetoodika

Kasutati AS Tallinna Vesi Paljassaare reoveepuhastusjaama toorsetet
(segu primaarmudast (kuivainesisaldus 5,2%) ja aktitvmudast (kuivaine-
sisaldus 0,5%) suhtes 3:1), mida enne anaeroobset kéaritamist t6odeldi
temperatuuridel kuni 95 °C (Michelis 2003, 2009; Menert jt 2008). Mada-
latemperatuurilise eelt6otluse kdigus toimub mikrofloora mittetdielik ha-
vinemine: suur osa bakteritest kiill hdvib, kuid paljud ensiitimid sdilitavad
oma biokataliitisivdime, mille tdttu algab hukkunud bakterite liitisumine.
Viimane muudab substraadi lagunemisprotsessidele kittesaadavamaks
(Borja 2005; Mets 2007). Eeltootlus kdrgematel temperatuuridel (iile 100
°C) vajab markimisvddrses koguses lisaenergiat, pealegi voivad tekkida
anaeroobsele lagundamisele raskemini alluvad vaheproduktid, nt mela-
noidiinid.
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Tabel 1. Katseplaan ja proovide ettevalmistus.
Table 1. Plan of experiments and preparation of samples.

Katsepudeli nr. Temperatuur Nivoo Suhe Nivoo
1 +70 -1 1:1:8 -1
2 +70 -1 1:4,5:4,5 0
3 +70 -1 1:8:1 1
4 +85 0 1:1:8 -1
5 +85 0 1:4,5:4,5 0
6 +85 0 1:8:1 1
7 +95 1 1:1:8 -1
8 +95 1 1:4,5:4,5 0
9 +95 1 1:8:1 1

Eeltootluse tingimuste optimeerimiseks kasutati tdisfaktoriaalset katse-
plaani. Kahte néitajat, eeltootluse temperatuuri ja segu iiksikute kom-
ponentide (inokulum, to6deldud sete, toorsete) suhet, varieeriti kolmel
nivool (tabel 1). Katsetes jdlgiti erinevate rasvhapete kui metaanfermen-
tatsiooni metaboolse raja oluliste vaheiihendite teket olenevalt t66tlus-
temperatuurist, segu koostisest ja ajast. Globaalse optimumi (sthifunkt-
siooni) leidmiseks kasutati kolme véljundit (ingl k response factors):
kumulatiivne biogaasi tootlikkus, kumulatiivne orgaaniliste hapete toot-
likkus, propionaadi ja atsetaadi suhe.

Sette eelkiitluse optimaalsed tingimused

Tasakaalustatud anaeroobse protsessi korral on lenduvate rasvhape-
te tootmine vastavuses nende tarbimisega, seega need ithendid ei kuh-
ju (joonis 2). Protsessi tasakaalu voivad rikkuda mitmesugused héired,
nditeks orgaaniline vdi hiidrauliline tilekoormus, toksiinide olemasolu ja
temperatuurimuutused. See omakorda pdhjustab mikrobioloogilist stres-
si, mille tulemusena langeb pH ja hiiritud on kogu reaktori t66. Seega
voOib tiksikute lenduvate rasvhapete (44dik-, propioon-, voi- ja palderjan-
hape) kontsentratsioone pidada headeks reaktori t66d iseloomustavateks
parameetriteks vedelfaasis. Leiti, et sette optimaalseteks eelkditluse tin-
gimusteks on eeltdotluse temperatuur +70 °C ja komponentide inokulum,
toodeldud sete ja toorsete suhe 1:8:1 (joonis 3). Just 70 °C eeltdotlus oli
erinevate segude korral kdige suurema potentsiaaliga. Segu 1:1:8 andis
koige halvema tulemuse 85 °C eeltostlusega, segu 1:4,5:4,5 andis erine-
vatel temperatuuridel sarnase tulemuse (Menert jt 2005).
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Inokulum : té66deldud sete (70C°) : toorsete, 1:1:8
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Joonis 2. Lenduvate rasvhapete teke perioodilises katses, substraadiks termiliselt
eeltoodeldud reovee sete — tasakaalustatud kasv.

Figure 2. Generation of volatile fatty acids in batch experiment, using thermally
pretreated sludge as substrate — balanced growth.

Jargnevalt uuriti erinevate eeltéotlustemperatuuride moju, kusjuures vaid
osa substraadist oli toddeldud — inokulumi, t66deldud toorsette ja toorset-
te suhteks valiti 1:1:8. Selline segu andis eelnevates katseseeriates kdige
vastakamaid tulemusi, samas on see majanduslikult 6konoomseim, sest
viheneb eeltodtluseks vajalik energiakulu. Selgus, et ka osaline termili-
ne eeltootlus (10% substraadi kogusest) voib suurendada biogaasi toot-
likkust kuni 20%. Kuigi reoainete drastuselt ja biogaasi tootlikkuselt oli
parim +85 °C eeltdotlusega segu, siis metaani erisaagis oli kdrgeim just
+70 °C eeltootlusega segu kidritamisel (0,44 m3 CH4/kg #rastatud KHT).
Uheski segus ei toimunud anaeroobsest lagundamist inhibeerivat hapete
akumuleerumist (joonis 4). Metaan hakkas tekkima hiippeliselt 15. pieval
atsetoklastilise metanogeneesi teel, mida niitas tugev korrelatsioon &a-
dikhappe vihenemise ja metaani produktsiooni vahel. Enne seda toimus
metaani tootmine vesinikust ja sipelghappest hiidrogenotroofse metano-
geneesi teel. See metanogenees toimub véga kiiresti, kuna sipleghapet
kindlaks teha ei dnnestunud. Kolmekiimnendaks-neljakiimnendaks pae-
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vaks oli tekkinud 90% kogu metaanist, mis néitab anaeroobse kiitlemise
tehniliselt otstarbekat toimumise aega (Mets, 2007).

global optimisation with desirability function
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Joonis 3. Sette termilise eelkiitluse tingimuste optimeerimine.
Figure 3. Optimization conditions for thermal pre-treatment of sludge.

Inokulum : té6deldud sete (85°C) : toorsete 1:1:8
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Joonis 4. Orgaaniliste thendite sisalduse muutused segus 1:1:8 (inokulum : to6deldud
sete (+85 °C) : toorsete) mesofiilsel anaeroobsel lagundamisel.

Figure 4. Changes in the content of organic compunds in the mixture of 1:1:8 (inocu-
lum : treated sludge (+85 ©C) : raw sludge) during mesophilic anaerobic digestion.
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Mikroorganismide identifitseerimine elektroforeesiga denatureeriva
geeli gradiendis

Substraadi lagundamist anaeroobsetes tingimustes teostavad bakterid ja
arhed, kes oma kasvukeskkonna tdttu on ranged anaeroobid. Selle tottu
on nende kultiveerimine keeruline ja aegandudev t66. Lisaks on anae-
roobne kddritamine protsess, kus iihe komponendi lagundamiseks on vaja
erinevaid anaeroobsete mikroorganismide rithmi — iga jargmise rithma
toimimine sdltub eelmise t66st. Mdned anaeroobsel lagundamisel osa-
levad organismid pole vdimelised kasvama tahkestatud keskkonnas, kui-
gi sellel voib olla sama koostis, mis vedelal valiksootmel. Seetdttu on
potentsiaalsete CH, ja H, tootvate mikroobikoosluste iseloomustamiseks
sobivad eelkdige molekulaarsed meetodid, mis voimaldavad uurida otse
keskkonnast eraldatud bakterikoosluste DNA-d. Uheks selliseks meeto-
diks on PCR-DGGE-meetod, mida kasutati ka antud t66s. Meetodi nimi
on tuletatud kahest meetodist: PCR ehk poliimeraasi ahelreaktsioon (ingl
k Polymerase Chain Reaction) ning DGGE ehk elektroforees denaturee-
riva geeli gradiendis (ingl k Denaturating Gradient Gel Electrophoresis).

Amplifitseerimisreaktsioonist (PCR) saadud produktid eraldati, kasutades
elektroforeesi denatureeriva geeli gradiendis (DGGE). Analiiiisiti proove,
mis olid voetud katsereaktorist, milles uuriti termilise eelt6otluse moju
AS-i Tallinna Vesi Paljassaare reoveepuhasti reoveesette hiidroliiiisi kii-
rusele (vt joonis 4). Proovid voeti katse kdivitamisel. Uuriti eeltootlusi
temperatuuridel +70 °C, +85 °C ja +95 °C inokulumi, t6ddeldud sette
ja toorsette suhtega 1:1:8. Mérkimisvairseid erinevusi mikroorganismide
koosluste diinaamikas tédheldada ei dnnestunud, sest PCR amplifikatsioo-
niga ei ole voimalik eristada elusaid ja surnud rakke (joonis 5).

Eraldatud bakteritest olid arvukaimalt esindatud hdimkonna Chlorofie-
xi esindajad. Madratud jérjestustele 1ahimaks liigiks oli Levilinea sacc-
harolytica. Levilinea saccharolytica isoleeriti puhaskultuurina algselt
suhkrut tootleva tehase reoveepuhastussiisteemi mesofiilsest reaktorist
mudagraanulite pinnalt reoveest, milles leidus palju sahharoosi ning ker-
gesti lenduvaid rasvhappeid (Yamada jt 2006). Teise grupi moodustasid
bakterid, mille 1dhimaks liigiks oli Petrimonas sulfuriphila. P. sulfurip-
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Eubacteria Archea

Joonis 5. Reoveesettest eraldatud anaeroobsete bakterite ja arhede DNA frag-
mendid geelil.
Figure 5. DNA fragments of anaerobic bacteria and archae isolated from residual
sludge on the gel.

hila on gram-negatiivne mesofiilne mitteliikuv anaeroob. Teisele grupi-
le ldhedaseks liigiks oli ka Proteiniphilum acetatigenes, mis puhaskul-
tuurina isoleeriti dlletddstuse reovett todtlevast anaeroobsest reaktorist.
Kolmandale bakterite grupile olid ldhimateks tiitipliikideks Owenweek-
sia hongkongensi ja Alkaliflexus imshenetskii. Seevastu selgus eraldatud
arhede fiilogeneetilisest analiiiisist, et koik méadratud arhed osutusid ar-
hede perekonna Methanosarcina esindajate tiivedeks, olles kdige ldhe-
dasemad liikidele Methanosarcina mazei ning Methanosarcina barkeri.
Methanosarcinad on metaboolselt mitmekiilgsed metanogeenid, kes on
metanogeneesi substraadina voimelised kasutama H,/CO,, atsetaati ja
metiililamiine. Methanosarcinasid on isoleeritud erinevatest keskkonda-
dest, sealhulgas néiteks priigiméigedelt, reoveepuhastitest, merepdhjast ja
paljude imetajate (sealhulgas ka inimese) magudest.
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Jireldused

Methanosarcinade leidumine Tallinna reoveepuhastusjaama settes on
ootuspdrane, sest kirjanduse pohjal on neid isoleeritud erinevatest kesk-
kondadest, sealhulgas ka reoveepuhastitest. Methanosarcinadel on ainu-
laadne vOime toota metaani kolme eri metaboolset rada kasutades. Me-
thanosarcinade leidumine AS-i Tallinna Vesi Paljassaare reoveepuhasti
settes viitab selle heale kasutusvdimalusele kooskééritamise komponen-
dina voi uue kiiriti inokulumina. Orgaaniliste jddtmete ja energiataimede
anaeroobset kddritamist on maailmas palju uuritud, kuid Eesti jaoks on
see suhteliselt uus teema. Seetdttu on hdadavajalikud kohalikke tingimusi,
substraatide omadusi ja nende eeltootlust arvestavad uuringud. Kriitilisi-
mateks kiisimusteks anaeroobse protsessi puhul on seadme kiivitamine
ning muutused gaasiproduktsioonis ja protsessi efektiivsuses, tulenevalt
sisendi kvaliteedi muutustest. Seetdttu on oluline iseloomustada nii kaa-
riti kdivitamiseks vajalikku inokulumi kui ka pidevalt jdlgida kééritis
spontaanselt kujunevat mikroobikooslust. Biogaasi tootmist ei tohiks aga
vaadelda kui iiksnes energia tootmise vahendit, vaid ka kui {iht parimat
vOimalust biolagunevate jddtmete kiitlemiseks ja kasvuhoonegaaside
emissiooni vihendamiseks.
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FERMENTATION OF BIODEGRADABLE WASTE FOR PRO-
DUCTION OF RENEWABLE ENERGY SOURCES

Anne Menert, Merje Michelis, Ergo Rikmann,
Viktoria Blonskaja, Mihkel Kaljurand, Tiit Kallaste

The efficiency of fermentation of biowaste (yield of biogas, etc) depends
on a number of process parameters (kind of substrate, loading rate, hyd-
raulic retention time, etc) of which the hydrolysis rate of organic material
has the precedence. Pretreatment of material can be applied for increa-
sing it, resulting in converting the substrate more accessible to anaerobic
microorganisms. Generation of volatile fatty acids (VFAs) was studied
during anaerobic digestion of thermally pre-treated (+70 °C to +95 °C)
sludge. By experimental results the global optimum for mixture con-
tent and pre-treatment temperature (on the basis of gas production, to-
tal amount of acids and ratio of propionate and acetate) was the mixture
inoculum: pre-treated sludge: raw sludge in the ratio of 1:1:8 and pre-
treatment temperature +70 °C. It was found that even partial thermal pre-
treatment (10% of raw sludge) increased the production of biogas up to
20%. Considering products of metabolism during anaerobic digestion the
acetoclastic metanogenesis dominated. Culture independent technique
— denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) was used in order to
determine the impact of different pretreatment methods on the microbial
community structure. Most of the bacteria identified were representatives
of the phyla Chloroflexi and Bacteroidetes; all the identified archae were
shown to represent the genus Methanosarcina — anaerobic methanogens,
the main biogas producers occurring in landfills, WWTPs, in sea sedi-
ments and mammal guts. These archaea are able to produce methane by
all three known methanogenic pathways — the hydrogenothrophic, acetoc-
lastic and methylotrophic pathway.
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