AL TALLINNA TEHNIKAULIKOOL
|"I"| TALLINN UNIVERSITY OF TECHNOLOQGY

Diiselkuitusega saastunud pinnase
bioremediatsioonil osalevad peamised
mikroorganismid

Magistritoo toostusokoloogia erialal

Toomas Luhse

Juhendaja: MSc Sander Kutti



Autorideklaratsioon

Deklareerin, et kdesolev magistritdd, mis on minu iseseisva t06 tulemus, on esitatud
Tallinna Tehnikaiilikooli magistrikraadi taotlemiseks ja et selle alusel ei ole varem

taotletud akadeemilist kraadi.

Koik t66 koostamisel kasutatud teiste autorite t60d, olulised seisukohad,

kirjandusallikatest ja mujalt parinevad andmed on viidatud.

Kuupéev AllKiri



Sisukord

Kasutatud maisted ja [TGhendid .........coociiiiiiiiiiiii e 4
SISSEJUNALUS ...ttt sttt et et e s s et e et e e ne e beenbesneenreeneenee e 6
1 Kirjanduslik Glevaade ..........cccciiiiiiiiiic e 7
1.1 BIOremMEdIAISIO0N .......eviviitiiiisiietie ettt b e nreas 7
1.1.1 BioaugmentatSIO0ON .........cueiveeieiiesieeiteseeseeieseeste e e e sreesreeae e sre e e sraesreeneens 14
1.1.2 BIOStIMUIALSTOON .....c.vieiiiiieiiieie ettt sre e 17
1.1.3 LoodusliK hajumine ...........coveiiiie e 18
1.1.4 KOMPOSTIMINE ..veiieiiieie ettt te e e st e e e e nreenee s 20

1.2 Bioremediatsiooni mojutavad faktorid............ccceoiiiiiiiiiiiiic 22
O R =10 o L= LT | PR 22
1.2.2 INTISKUS ..ttt bbbttt 23
123 HAPNIK .o e 23

L2 A PH oo bbb 24
1.2.5 TOHAINE....cuiiiiiiiieieie ettt 24
1.2.6 SOOISUS.....eveiieeniesiie ittt ettt et e s e ae et e st e sbeeneeereenreenee s 25
1.2.7 Biokattesaadavus ja pindaktiivsed @iNed ...........cccuvvriniiniininnenene e 26
1.2.8 MULILA TP +vvveeeirie ettt e e nn e 27
1.2.9 Alternatiivsed elektroni aktseptorid............coccvveririniiinieeiee e 27
1.2.10 SUSTIVESINIKE THUP ... veeuveeveeeieesiie ettt 28
1.2.11 RedoKSPOteNtSIaal ..........c.ccveiuiiieiicie et 28
1.2.12 Orgaaniling @INE........c.ooeiiiiiiiiiiseee e 29

L2 L3 VAIQUS ...ttt ettt e e re e ra e 29

1.3 Diiselkiituse biolagunemiSe ProtSess ........ccoviviiieiiiiiiiiieiiiieiie e 30
1.3.1 Bakterid biodegradatSiOons ..........ccccveeerierienereniseeesee e 35
1.3.2 Seened biodegradatSiooNis .........c.coveiueiieieerie e 37

2 Materjal ja MetOOUIKA. ........c.ciieiiiicciece e 39
2.1 KatSe GIESENILUS .....vvvvieeiiiiiie ettt e e e e e e e e e e e e s nnnaeee s 39
2.2 Keemiliste parameetrite MAATAMINE ..........ooviieiiiierieniese e 39
2.3 Kasutatud s6otmeplaadid...........cceiiiiiiiiiiiiiii 39
2.4 Seente ja bakterite identifitSEErMINE .........cooiiiiiiei e 40
2.5 VAIIMISTEST ...ttt sttt e s nne e e 42

S TUIBMUSED ... ettt sre s 43

3.1 Keemiliste parameetrite MAATAMINE ..........c.eevverveerierriienee e 43



3.2 Seente ja bakterite identifitSEErIMINe ........cccovviieiicie e 46

3.3 VAIIMISTEST ...ttt s s ne e an 47
N 1 (=] [ PSPPSR 49
KCOKKUVOLE ..vvvvieiiiieee e e ettt s e et e e et e e e et e e e e e sate e e e e snna e e e e annbeeeeesnrnneeeanns 52
SUMMIATY ..ttt e h e e s bt e e e bt e e e b bt e e bt e e e bt e e e nbb e e e bn e e e bneennnee s 54
TANUSONAU. .....eeeiiiiiee et e e et e e e e et e e e e e e bt e e e e e sabeeeessbeeeeesabbeeeeesnbeneeeaans 56
I 1 PR 62
LIS 2 1ttt e e ar e nr e nnes 63
- T RSP 67



Kasutatud moisted ja liihendid

Aeroobne hingamine — on bioloogiline protsess, mille kaigus redutseeritakse
orgaanilised iihendid ja seejdrel oksiideeritakse need reguleeritud viisil, toimub iiksnes

hapniku juuresolekul.

Anaeroobne hingamine — hapnikuvaba gaasivahetus on vaba hapnikuta (anaeroobses)
keskkonnas selleks kohastunud organismide energiasaamisviis.

Alifaatsed siisivesinikud — on orgaaniline tihend, mis ei sisalda benseenitsiiklit ehk
benseenituuma. Nende hulka kuuluvad atsiiklilised ehk avatud ahelaga iihendid ja
alitsiiklilised iihendid ehk tihendid, mille struktuuris on moni suletud ahel, kuid mitte

benseenitsiikkel.

Aktinomiitseedid — bakterite hulka kuuluvad organismid. Sarnaselt mikroseentega

moodustub keha hiiiifidest.

Biotransformatsioon ehk biokonversioon — on keemilise tihendi koostise muutmine

organismide voi nendest saadud ensiitimide abil.

Difusioon — aine vd&i energia lilekandumine korge kontsentratsiooniga piirkonnast

madala kontsentratsiooniga piirkonda.
Dispersioon — iihe aine ja pihustatus teises, nditeks jaotus .

Eksogeensed mikroorganismid — Mikroorganismid, mis eksisteerivad mingi organismi

vOi bioloogilise siisteemi pinnal.

Eukariioodid ehk piristuumsed organismid — organismid, kelle rakus esineb

membraaniga timbritsetud tuum.

Fiitoremediatsioon — on kombinatsioon kahest sdnast fiito, mis tdhendab taime ja

remediatsioon, mis tdhendab tervendamist.

Heterotroofsed organismid — saavad oma elutegevuseks vajaliku siisiniku

orgaanilisest ainest.



Inokulaat — Varem bioloogilisele siisteemile vodraste mikroorganismide kogu.
Kemotaktiline afiinsus — vastuvotlikus teatud keemilistele tihenditele.

Kiirimine — bioloogias suhkrute ja moningate ldmmastikuiihendite lagunemine

osavotuta.
Ligniin — looduslik fenoolne poliimeer, leidub peamiselt puitunud taimeosades.

NAPL ehk non-aqueous phase liquids — mittevesifaasis vedelik on vedel saasteaine

lahus, mis ei lahustu voi segune veega nagu 0li, bensiin ja petrooleum produktid.

Patogeen — on mikroorganism, harvem ka mingi keemiline aine, mis kutsub taim- voi

loomorganismis esile haigusi.

Petrooleum siisivesinik — Petrooleum siisivesinikud on esmaseks komponentideks 0dlis,

bensiinis, diislikiituses ja erinevates lahustes.

Pindaktiivne aine (PAA) — on keemiline aine, millel on vdime vihendada vee ja teiste

vedelike voi tahkiste pindpinevust, suurendades iihtlasi nende margumist.

Polismikroorganismide  konsortsium —  keskkonnas  varem  kohastunud

mikroorganismide kogum.

Retentsioon — kinni hoidma mingeid iihendeid.



Sissejuhatus

Koikjal maailmas on nafta ja naftaproduktide kasutamine kiitusena viga populaarne, see
on lahutamatu osa tdnapdeva maailma funktsioneerimiseks. Kuid selle laia levikuga
kaasneb ka markimisvadrne reostus. Naftasiisivesinike saastest on saanud globaalne

probleem, seda leidub kdigis maailma otstes.

Eestis on reostuse pdhjusteks ka ajalooline pérand. Eesti on olnud mitmete sddade
lahinguvili, mis on toonud endaga kaasa suurel méiiral reostust, levinum neist on
naftasaadused. Pinnas kui ka pohjavesi on mitmes Eesti paigas reostunud mahajietud
sOjavédeobjektide ja mahutite tottu. Eesti Noukogude Sotsialistlikus Vabariigis oli
peaaegu 800 punktis 1565 armeeobjekti iildpindalaga 87146 ha, millest 1997 aasta
seisuga oli pinnast 4335 ha (761 427 tonni) reostunud naftaproduktidega[1]. Saastunud
alade tervendamine on viga kulukas ja tdomahukas ning selle pirandi tervendamine

kestab tidnapéevani.

Naftaproduktidega saastunud pinnast kui ka pohjavett on vodimalik tervendada
bioremediatsiooni abil. Bioremediatsiooni kéigus eemaldatakse saasteaine ténu
mikroorganismide ja taimede ainevahetuslikele protsessidele. Bioremediatsioon on odav
ja lihtne alternatiiv praegustele téomahukatele tehnoloogiatele, kuid sellega kaasnevad

ka omad piirangud.

Magistrito0s antakse ililevaade bioremediatsioonist tehnoloogiatest, neid mdjutatavatest
faktoritest kui ka naftaproduktide lagunemisest. Uurimuse eesmérk oli vorrelda nelja
remediatsiooni tehnikat- bioaugmentatsiooni, biostimulatsiooni, loodusliku hajumist ja
kompostimist, et hinnata diiselkiituse lagunemise efektiivsust ning identifitseerida neis
osalevad peamised mikroorganismid. Samuti oli uurimuse eesmaérgiks vorrelda nelja
erineva bioremediatsioonitehnika puhul kohastunud mikroorganismide perekondade
sarnasusi ja erinevusi ning proovida leida voimalikke seene- ja bakteriperekondasid,

millega parendada bioremediatsiooni protsessi.



1 Kirjanduslik iilevaade

1.1 Bioremediatsioon

Mo66dunud sajandil on iilemaailmne reostus tohutult kasvanud. ToOOstuse areng,
rahvastiku kasv, linnastumine ja hoolimatus kemikaalide keskkonda heitmisel, kdik see
on pdhjustanud kaasaegse reostustaseme. Paljud téostusharud on olnud reostuse leviku
otsesteks pdhjustajateks, sealhulgas eeskitt nafta- ja gaasitoostus[2]. Uks tdsine mulla
saastamise poOhjuseid on seotud petrooleumsiisivesinike leviku ja populaarsusega.
Petrooleumsiisivesinike satub keskkonda sihipdrasel nafta toGtlemisel vOi tootmisel,

transpordil ja kemikaalide kasutamisel ning onnetusjuhtumite kaigus[3].

Saasteainetega kokku puutunud pinnast ja pohjavett on vdimalik puhastada kolmel
erineval viisil: flilisikaliselt, keemilist voi bioloogilist. Pesemine, tahkestamine,
termiline desorptsioon ning lenduvate ithendite ekstraheerimine kuuluvad fiilisikaliste
protsesside hulka. Keemiliste protsesside korral seotakse saasteine pinnases keemiliselt,
muutes saasteaine viahemliikuvamaks. Pdletamine on fiilisikalise ja keemilise protsessi
kombinatsioon. Intensiivsed fiiiisikalised ja keemilised tehnoloogiad on peamiselt kiire
toimega, kuid neid on keeruline rakendada ning vajavad rohkelt ressursse ja on kallid.
Laiaulatuslike seal hulgas bioloogilisi tehnoloogiaid karakteriseerib vdhesem otsene

sekkumine ning aegandudvam toime[4].

Orgaanilise ja anorgaanilise saasteainete eemaldamine reostunud aladelt v3ib olla viga
kulukas. Arvestades reostuse olemust ja ulatust ning selle koristamise kulukust,
otsitakse kogu maailmas alternatiivseid, kuid siiski efektiivseid meetodeid reostunud

alade puhastamiseks. Uks tehnoloogiline lahendus on bioremediatsioon[5].

Bioremediatsioon on kombinatsioon kahest sOnast- bio, lithend bioloogilisest ja
remediatsioon, mis tdhendab tervendamist. Bioremediatsioon tdhendab, et kasutatakse
bioloogilisi organisme lahendamaks keskkonna probleeme nagu saastunud pinnas vai

pinnavee/ pdhjavee saastatus[6].



Vaatamata sellele, et mikroorganisme on kasutatud reostunud alade puhastamiseks
vihemalt sajand, peetakse bioremediatsiooni uueks keskkonnasdbralikuks
tehnoloogiaks. Bioremediatsiooni ja biodegradatsiooni ehk bioloogilist lagunemist ei
tohiks teineteisega segamini ajada. Biodegradatsioon vdib olla iiks osa
bioremediatsiooni protsessist. Ainult moned saasteained on biodegradeeruvad ja osad
mikroorganismid on vdimelised lagundama ainult murdosa saasteainetest. Seetdttu on
vajalik uurida erinevate mikroorganismide biolagundamispotensiaali. Paljud tihendid,
mis on kahjulikud ja ohtlikud, on véimalik bioremediatsiooni kédigus biotransformeerida
kahjututeks tihenditeks. See vilistab saastunud materjali puhastamise ja transportimise
vajaduse tulevikus. Selle asemel, et saasteaineid teisaldada/ {ile viia lihest keskkonnast
(nditkes:pinnasest vette vOi Ohku) teise, on vOimalik saasteainete tidielik

korvaldamine[7].

Saasteainete eemaldamine toimib tdnu mikroorganismide ja taimede mitmekesistele
metaboolsetele voimetele. Bioremediatsioon on populaarsust koguv ja arenev meetod
keskkonnast saasteainete lagundamiseks ja eemaldamiseks, eriti naftatdostuse toodete
seas. Mikroorganismidel on votmeroll mullas olevate keerukate saasteainete

biotransformatsiooni protsessis[8].

Keskkonnas olevad mikrobioloogilised kooslused on vidga mitmekesised, erinedes
suuresti isegi védga liihikestel vahemaadel. Paljud keskkonnategurid mdjutavad
mikroorganismide kasvu ja ellujddmist, sealhulgas vee, hapniku, anorgaaniliste ja
orgaaniliste toitainete olemasolu. Mikrobioloogilise kogukonna koosseisu mdjutavad ka
kiskjad, viirused ja kliima varieerumine. Keskmiselt on mulla {ihes grammis 5x10°
bakterirakku ning mitmekesisuse selles riilhmas on tohutu[49]. Tuginedes DNA
uuringutele on geneetiliselt erinevate mikroorganismide arv viljakas pinnases
hinnanguliselt vidhemalt 10 000 mikroorganismi {ihe grammi pinnase kohta. Arvestades
seda tohutut mitmekesisust vOiks eeldada, et mis tahes keskkonnas peaks eksisteerima
vihemalt lagundamise potentsiaal enamikele inimtegevusest tekkinud iihenditele.
Hoolimata sellest mitmekesisusest on siiski moningaid iihendeid, mis on jéitkuvalt
torksad lagunema konkreetsel alal. Mikroorganismide poolt teadaolevalt lagundatavate

ithendite mittelagunemine voOib viidata, et konkreetsel alal lagundava voimega



mikroorganisme (vOi geene) ei esine vOi tingimused alal ei soodusta nende
mikroorganismide kasvu. Nendes olukordades on vdimalik soodustada torksate tihendite
lagundamist stimuleerides pinnases olevaid esialgseid mikroorganisme voi kasutusele
votta uus mikroobne inokulaat. Vajalike meetodite rakendamiseks on vaja pdhjalikku
arusaamist mikroobide 6koloogiast saastunud keskkonnas[9]. Biomass ja selle aktiivsus

Kipuvad sligavuse suurenemisel vihenema[10].

Arvestades, et enamik siinteetilisi ithendeid on védga sarnased looduslikult esinevate
vastetega, saab neist enamikke ka mikroorganismide abil biolagundada. Moned
ksenobiootilised (inimtekkelised) iithendid aga omavad molekulaarstruktuure, mis ei ole
kergesti dra tuntavad olemasolevate lagundavate ensiitimide poolt. Sellised {ihendid ei
biodegradeeruvad ja metaboliseeruvad puudulikult, mistttu ksenobiootilised tihendid
keskkonnas akumuleeruvad. Kuid tddemus, et moned loomulikult esinevad
halogeenitud iihendid on olemas ja on ka mikrobioloogiliselt valmistatud tdhendab, et
mikroobidel on voime selliseid ksenobiootikume transformeerida[2]. Biodegradatsiooni

jaagid on tavaliselt ohutud, néditeks siisinikdioksiid, vesi ja rakkude biomass[7].

Bioremediatsiooni on sageli voimalik 1dbi viia saastunud alal, tehnoloogia rakendamine
ei pohjusta suuri héireid tavapirasele tegevusele saastunud alal ning sageli vélistab
potentsiaalse ohu, mis saastunud materjali transpordiga vOib inimese tervisele ja
keskkonnale tekkida. Saastunud materjali koristamisel voib bioremediatsioon osutuda
odavamaks tehnoloogiaks vorreldes teiste voimalike lahendustega. Bioremediatsiooni
tehnoloogial on kaks peamist puudust. Uks on see, et vaid vihesed bakterid ja seened on
voimelised lagundama laia saasteiihendite spektrit. Siiani ei ole teada organismi, mis
oleks piisavalt omnivoorne, et hivitada suures osas looduslikult esinevaid kemikaale.
Seda probleemi on vodimalik viltida uute mikroobiliikide avastamise kui ka
mikroorganismide stinkroniseeritud kasutamisel, millega tdiendatakse
tiksteise/teineteise bioaktiivsust. Teiseks bioremediatsiooni puuduseks on see, et selle
toimimine ja moju avaldumine vGtab palju aega. Sellise puuduse moju vahendamiseks

on erinevaid lahendusi[7].



Voimalikud lahendused voivad olla[7]:

e Geneetiline manipulatsioon, mille abil on vdimalik saada tdiustatud voi uusi
tiivesid bioremediatsiooni aktiivsuse suurendamiseks

e Preparaatide lisamine, mis voimendaksid kindlaid bioremediatsiooni radasid

e Siinkroonselt on voimalik kasutada iihte voi mitut mikroorganismi, mis otseselt
voi kaudselt suurendaks bioremediatsiooni bioaktiivsust.

e Koige lihtsam on suurendata bioremediatsiooni ldbi viivate organismide

populatsiooni.

Bioremediatsioon on limiteeritud ainult nendele iihenditele, mis on biolagunevad. Kd&iki
ithendeid ei ole voimalik kiiresti ja tdielikult lagundada ning on voimalik, et
biolagunemise jadgid vdivad olla piisivamad voi miirgisemad kui algsed iihendid.
Bioloogilised protsessid on sageli véga spetsiifilised. Edukaks saasteainete
bioremediatsiooniks on vajalik metaboolselt vdimekate mikroobide populatsiooni,
sobivaid kasvutingimusi keskkonnas, sobivat toitainete taset ja sobiva ehitusega

saasteaineid[7].

Bioremediatsiooni kasutusele votmiseks, tuleb kdigepealt selgitada, kas pinnases olev
saasteaine on biodegradeeruv, ega td0 tekita meediumile kahjulikke korvalmojusid ning
kas bioremediatsioon on alternatiivsetest lahendustest majanduslikult kasulikum.
Reostuskolle iiritatakse kaardistada ja voetakse pinnaseproove. Tervendamist on
mottekas alustada alles siis, kui saasteainete sissevool on takistatud. Mida saasteallikaga
peale hakata, soltub sihist, kapitalist ning sotsiaalsetest ja keskkonnapiirangutest.
Tehnoloogia selektsiooni mdjutab ka see, millise saasteainega on tegemist, kui puhtaks

on pinnast vajalik teha ning kui kiiresti see peab toimuma[4].

Vaid vidhestel juhtudel, kui saastatud alal on piisavalt vajalike materjale saab
bioremediatsioon toimuda inimese sekkumiseta. Seda protsessi nimetatakse
iseeneslikuks bioremediatsiooniks. Sagedamini nduab bioremediatsioon kunstlike
stisteemide konstrueerimist, mis stimuleeriks mikroobe vajalike materjalidega- protsessi

nimetatakse konstrueeritud hioremediatsiooniks. Konstrueeritud bioremediatsioon
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tugineb soovil kiirendada biolagunemise reaktsiooni, soodustades organismide kasvu ja
optimeerides keskkonda, kus organismid peavad teostama tervendamisprotsesse[29].

Pinnase bioremediatsiooni voib laias laastus jagada in situ ja ex situ strateegiateks. In
situ bioremediatsioon viitab saastunud pinnase bioloogilisele to6tlemisele ilma pinnast
vélja kaevamata. Ex situ meetodid viiakse 1dbi eelnevalt ettevalmistatud platsil voi
reaktoris. Ex situ meetodite rakendamisel pooratakse voi segatakse pinnast pidevalt, et

suurendada aereeritust ja lisada sinna toitaineid[11].

In situ bioremediatsiooni rakendatakse saaste eemaldamiseks saastunud alal ja
pohjavees kohapeal. In situ meetodi puhul sdéstetakse transpordikuludelt ja kasutatakse
keemiliste saasteainete eemaldamiseks kahjutuid mikroorganisme. Efektiivselt
tootavatel mikroorganismidel peaks olema tildjuhul kemotaktiline afiinsus lagundatava
saasteaine suhtes, mis tdhendab, et mikroorganismid aktiivselt iiritaksid kasvada
suurema saasteaine kontsentratsiooni suunas. Selline omadus suurendab eelkodige kdrge
kontsentratsiooniga varasemalt hédiringuteta punktreostuste puhastamise tdendosust.
Samuti on meetod eelistatud, kuna see pdohjustab vdhem hdireid saastunud alal. See
omaks palju tdhtsust kohtades kus véikseim investeering ja saaste on soositud (niiteks
tehased) voi kohtades mis on saastunud ohtlike saasteainetega (niiteks keemiliste voi
radioaktiivsete materjalidega) ehk teisisonu punktreostusallikate puhul.. Teine eelis in
situ meetodi puhul on, et bioremediatsioon on teostatav siinkroonselt pinnases ja
pohjavees. Kuid in situ bioremediatsioonil on modningaid puudusi, meetod on
aegandudvam vorreldes teiste tervendavate meetoditega ning on mojutatav erinevate
kontrollimatute keskkonnategurite poolt, mis avaldavad mdju mikroobide tegevusele,

samuti bioremediatsiooni edendavad lisandid voivad tekitada tdiendavaid probleeme[7].
Lisandite kasutamisel tuleb arvesse votta mitmete voimalike probleemide tekkimist[39]:

e Mikroobne ummistus viitab mitte ettendhtud mikroorganismide {ilemaérasele
biomassi kasvule, pdhjustades torustikes ummistusi ja vdhendades lisandite
jaotumist efektiivselt.

e Seiskumine viitab bioremediatsioonile suunatud {ihendite mitte téieliku

degradatsioonile tiitar iihendite degradatsiooni akumuleerumise tottu.
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Bioremediatsioon vodib seiskuda vesiniku kontsentratsiooni ebakorrektsel
reguleerimisel, mikroobi populatsiooni limitatsioonide tdttu

e Veelademete iilevoolavus- Kdorge rdhk lisandite puuraugus voib pohjustada
pohjaveekihi purunemist ning see vOib soodustada lisandite voolamist
ebaiihtlasel viisil

e Viskoossete ja vees mittelahustuvate ainete lisamine, bioloogilise aktiivsuse
tagajarjel tekkinud gaasiummistus ja ekstensiivse biomassi kasv madala
vooluhulgaga pdhjaveekihtides voOib vdhendada veejuhtivust. Veejuhtivuse
vihenemine vOib pdhjustada saastunud pdhjavee voolamist iimber
remediatsiooni tsooni, see mdjutab saasteaine voimet luua kontakti orgaanilise
substraadiga ja samuti mojutab ka voimet efektiivselt jaotada lahustuvat
orgaanilist ainet.

e Lisandite suuremahuline lisamine v3ib pdhjustada saasteainete olulist nihkumist
ja lahjenemist.

e Orgaaniliste hapete tekkimine ja pH langemine pohjavees liigse orgaanilise

suisiniku kasutamise tottu.

Bioremediatsiooni edukuse midrab saasteaine sort, nimelt kas saasteaine pakub
mikroorganismidele vajalike toitaineid ja energiat, et tervendamist 1dbi viia. Kuid
soodsate  saasteainete puudumisel vOib  polismikroorganismide  bioaktiivsust
kompenseerida stimuleerimise kaudu. Teine vdhem eelistatud vOimalus on kasutada

geneetiliselt muundatud mikroorganisme[7].

Voimaluse korral tuleks eelistada kohapealset tervendamist (in situ), saasteaine
pinnasest vilja pesta voi, kui saasteaine on degradeeruv, soodustada bioremediatsiooni.
Juhul kui saastunud ala on mingiks otstarbeks kasutusel voi tahetakse kasutusele votta,
siis peab saastunud pinnase vilja kaevama ja kditlemas kas samal territooriumil (on site)
vOi mujal (ex situ). Pinnase timberpaigutamine on viga tdomahukas ning alati tekib
probleem, kuhu saastunud pinnas viia. Ladestamist priigilasse (dig-and-dump) peetakse
keskkonnahoiu seisukoha poolest kehvaks lahenduseks, sest saastunud pinnas
transporditakse vaid lihest kohast teise ning saasteained jddvad eemaldamata. Eestis on

vOimalik saastunud pinnast viia Vaivara ohtlike jadtmete priigilasse. Saastunud ala
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avamine ja pinnase véljakaevamine vdib olla ohtlik- kergesti aurustuvad iihendid,
nditeks bensiin ohustavad inimesi ning sademevesi vo0ib saasteained véljakaevatud
pinnasest vilja pesta. Samuti vdivad saasteained laiali kanduda ka kaevamisel tekkiva
tolmuga. Orgaaniliste saasteainete puhul voib véljakaevamisel ja transportimisel olla ka

positiivne mdju, sest pinnase aereerimine ja segamine soodustab biodegradatsiooni[4].
In situ pinnase biotervendamise tehnoloogiad:

e Looduslik tervendamine toimub ilma inimese sekkumiseta, 1dbi looduslike
protsesside vidhenevad keskkonnas saasteaine toksilisus, hulk ning liikuvus.
Saasteained  transformeeruvad fiilisikaliste  (lahustamine, sadestumine,
adsorptsioon), keemiliste ja bioloogiliste protsesside toimel, millest tahtsaim on

enamasti biodegradatsioon[4].

e Fiitoremediatsiooni puhul kasutatakse taimede loomuliku vdimet absorbeerida,
koguda vdi metaboliseerida miirgiseid kemikaale ja saasteaineid mullast voi
veest, paigas kus taimed kasvavad. Kui taimed on saasteained imendanud ja
kogunud vdib nad édra koristada ja havitada[6].

e Bioaugmentatsiooni puhul lisatakse saastunud keskkonda spetsialiseeritud
mikoobikultuurid tditma konkreetseid tervendamise tilesandeid.
Bioaugmentasiooni kasutatakse sageli, et suurendada tdrksate saasteainete
lagunemist, mida kohalik mikroorganismide konsortsium isegi parimatel
tingimustel ei suuda lagunda[18]. Spetsialiseerunud populatsioon valitakse
selektiivsootmetel kultiveerimise teel (enrichment culturing) voi geneetilise
manipulatsiooni abil[22].

e Biostimulatsiooni kasutatakse kui loodusliku degradatsiooni ei esine voi kui
lagunemine on liiga aeglane. Keskkonda on vodimalik stimuleerida ndnda, et
reaktsiooni méddrad suurenevad. Biostimulatsiooni puhul lisatakse keskkonda
toitained nagu ldmmastik ja fosfor koos elektron akseptoritega nagu hapnik ning
substraate nagu metaan, fenool ja touleen[19].

e Bioventileerimise protsessi puhul Shutatakse pinnast in situ, et stimuleerida
mikroorganismide bioloogilist aktiivsust ja edendada bioremediatsiooni[21].

Hapniku lisatakse tavaliselt ohu sissepritsekaevudest, mis suruvad Ohku
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maapdue[20]. On leitud, et paljud saasteained biolagunevad hapniku

juuresolekul, eriti naftasiisivesinikud, mis esinevad kiitustes[21].

Ex situ pinnase bioremediatsiooni tehnoloogiad:

Kiinnikihis tervendamise (landfarming) puhul laotatakse vélja kaevatud
saastunud pinnas puhtale pinnasele ning perioodiliselt segatakse ja aereeritakse
seda materjali. Saasteained transformeeritakse ja immobiliseeritakse biootiliste
ning abiootiliste reaktsioonide abil[15].

Pinnase-vee segu tervendamise (bioslurry) puhul kaevatakse saastunud pinnas
ning pannakse see reaktorisse koos vee ja teiste lisanditega. Reaktoris segatakse
pidevalt pinnast, et lisatud mikroorganismid puutuksid saasteainega kokku.
Reaktoris ldbiviidav tervendamine on hidsti kontrollitav ning saasteaine
degradatsioon toimub Kiiresti[17].

Aunkompostmisel kaevatakse saastunud pinnas vilja, segatakse jaimedakoelise
tugiainega (saepuru, hakkpuit, puukoor vms), toitesoola- ja mikroobiallikaga
(laudasodnniku voi valmis kompostiga) ning kuhjatakse aunadesse. Tugiaine loob
kompostitavasse massi Shuvahesid ning tekitab hapnikurikka keskkonna. Aunas
touseb temperatuur 50-60 kraadini, mirksa korgemaks kui kiinnikihis
tervendamisel, ning see soodustab bioloogilisi protsesse. Aunasid tuleb
vahetevahel 1dbi segada. Aeroobses keskkonnas suureneb bakterite arv Kiiresti
ning nende toimel degradeeruvad saasteaine koostises oleva siisinikumolekulid
stisihappegaasiks ja veeks[4].

Bioaun tervendamise puhul aun kaetakse ning saasteainete lagunemine toimub
kontrollitavates tingimustes bakterite ja seente toimel. Meetodid tShustatakse

ohutamise ja toitesoolade lisamisega[4].

Bioremediatsiooni tulemuslikkuse hindamine on raske, sest puhtuse definitsioon ei ole

selge ning bioremediatsioonil ei ole iildtunnustatud 15pp punkti[7].

1.1.1 Bioaugmentatsioon

Alates 1970. aastatest on Oliga saastunud keskkondade alternatiivse remediatsiooni

meetodina kasutatud bioaugmentatsiooni ehk 6li lagundavate mikroorganismide lisamist
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saastunud alasse, et tidiendada poliseid mikroorganisme[36]. Bioaugmentatsioon on
spetsialiseerunud mikroorganismide kultuuri lisamine, mis on tavaliselt kasvanud
omaette tdpselt méératletud tingimustes, tditmaks konkreetseid tervendamise tilesandeid
antud keskkonnas. Bioaugmentatsioonil kasutatakse sageli, et suurendada torksate
saasteainete lagunemist, mille mineraliseerimisega ei saa pdlismikroorganismide
konsortsium isegi parimates tingimustes hakkama. Lisatud mikroorganismid tdiendavad
pOlismikroorganismide lagundamisvoimekust, mille tulemusel viaheneb
mikroorganismide kohanemisaeg saasteainega ning biolagunemine toimub Kiiremini,
samuti on vdhem ebasoovitavaid korvalsaadusi[18]. Bioaugmenatatsiooni on kasulik
rakendada ka siis kui siisivesinikke lagundavate mikroorganismide populatsioon on
lihtsalt madal. Meetod vihendab remediatsiooni seisufaasi ning suurendab tervenemise
kiirust.  Selle  meetodi tulemuslikkuseks  vilitingimustes peavad  kiilvatud
mikroorganismid suutma lagundada peamisi nafta komponente, sdilitama geneetilise
stabiilsuse ja elujou aja jooksul, jddma ellu voodras ja vaenulikus keskkonnas, tGhusalt
konkureerima kohalike mikroorganismidega ning efektiivselt lilkuma ldbi sette pooride

saasteaineni[36].

Erinevatel mikroobiliikidel on erinevad ensiimaatilised vdoimed ja eelistused Olide
lagundamiseks. Modned mikroorganismid lagundavad lineaarseid, hargnenud voi
tstiklilisi alkaane. Teised eelistavad mono- vdi poliituumseid aromaatsed tihendeid ja

osad lagundavad tihiselt nii alkaani ja aromaatseid ithendeid[36].
Edukas mikroobide sisseviimiseks on vaja mitmesuguseid tegureid[29]:

e populatsioon peab uues keskkonnas vastu pidama ja kasvama

e mikroorganismid peavad siilitama oma degradatsioonivdime uutes tingimustes

e mikroorganismid peavad saasteainetega kokku puutuma

e mikroobide vajalikuks kasvuks ja saasteaine degradatsiooniks peavad
populatsioonile kéttesaadavad olema elektronide doonorid/aktseptorid ja

vajalikud toitained.

Pédrast mikroorganismide lisamist saastunud alasse on eduka degradatsiooni

labiviimiseks vaja sisseviidud mikroorganismid mingi mehhanismi abil stimuleeritud
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alas laiali levitada, enne kui nad Kinnituvad tahke maatriksi kiilge. Raku transport
poorses keskkonnas soltub tahkest keskkonnast ja mikroobide rakkudest, eriti nende
suurusest. Katsed on nididanud, et kdige paremini soodustavad mikroobide transporti
poorses keskkonnas hédsti ldbilaskev materjal, viikse ioontugevusega pohjavesi ning
viikse 14bimddduga mikroobirakud ise. Kahjuks mikroorganismid, mis on tohusad
laboratooriumi tingimustes ei pruugi hakkama saada reaalses maailmas. Looduslikes
tingimustes on laboratoorsed tiived silmitsi ebasoodsate toite- ja fiilisikalis-keemiliste
tingimusega. Nad peavad voistlema juba looduses olevate poliskogukondadega ja
peavad taluma erinevate kiskjate ja viiruste riinnakuid. Lisaks on sageli ebakdla
voorliigi tavapérases Okoloogilistes tingimustes ja elupaigas kuhu nad asustatakse.
Samuti kui biostimulatsiooni ja bioaugmentatsiooni kasutatakse samaaegselt, siis
tihtipeale selgub, et lisatud toitained kasutatakse enamasti pdliskogukonna poolt ja nad

kasvavad sissetoodud liikidest tile[29].

Edukas pinnase augmentatsioon eeldab mitte iiksnes teadmisi saasteaine tiilibist ja
tasemest, vaid ka sobivatest mikroorganismitiivedest vdi nende konsortsiumist. Oige
kultuuri valimisel peaks arvestama jargmisi mikroorganismide funktsioone: kiire kasv,
lihtne kultiveerimine, korge saasteainete kontsentratsiooni taluvus ja voime jadda ellu
mitmesugustest keskkonna tingimustes. Eriti t0husateks on osutunud tihtipeale no.
pérandtiived, mida on eelnevalt juba mdone muu puhastusprotsessi ldbi viimiseks
modifitseeritud ning siis laboris ka peale projekti 10ppu séilitatud. Vaga tdhusaks on
osutunud ka need mikroorganismid, mis on vdimelised tootma pindaktiivseid aineid, et
muuta &rastatavad reoained holpsamini kéttesaadavaks teistele bakteritele ja

seentele[37].

Ténini on olnud vdhe veenvaid toendeid edukast mikroorganismide juurutamisest in situ
pohjaveekihtidesse. Eksogeenste mikroorganismi kultuuride ebatdhus levimine
maapdues ja laboris kasvatatud kultuuride vdhene ellujdamine vélitingimustes heidutab
bioaugmentatsiooni kasutamist. Bioaugmentatsioon voib saavutada tdhtsama rolli

bioremediatsioonis kui geneetiliselt muundatud organismide kasutamine on lubatud[29].
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1.1.2 Biostimulatsioon

Siisivesinike biolagunemisprotsesse pinnases piiravad paljud tegurid, sealhulgas
toitained, pH, temperatuur, niiskus, hapnik, pinnase omadused ja saasteainete
olemasolu[36]. Kui looduslikku degradatsioonivdimet ei esine voi kui lagunemine on
liiga aeglane, siis on keskkonda vdimalik manipuleerida, et biolagundumist
stimuleeritakse ja reaktsiooni miirad suurenevad. Uheks selliseks meetmeks on
biostimulatsioon. Biostimulatsiooni puhul varustatakse keskkonda, kus puhastusprotsess
1abi viiakse, toitainetega nagu ldmmastik ja fosfor, koos elektron aktseptoritega nagu
hapnik ning substraatidega nagu metaan, fenool ja tolueen. Keemiliste lisanditena
kasutatud substraadid fenool ja tolueen on tuntud miirkkemikaalid. Seega nende

kemikaalide kontsentratsioone tuleb biostimulatsioon ajal hoolikalt jalgida[19].

Tavaliselt kasutatakse vees lahustuvaid toitaineid, mille hulka kuuluvad mineraalsoolad
(nt KNO3, NaNO3, Ca (NO3) 2, NH4NO3, (NH4) 2S04, K2HPO4, (NH4) 2HPOA4,
MgNH4PO4,), veetustatud ammoniaak (NH3), uurea (NH2) 2CO ja paljud
kommertsiaalsed  anorgaanilised  véetisted. ~ Bioremediatsioonis  kasutatavate
anorgaaniliste limmastiksoolade efektiivsuses on mdningaid erimeelsusi. Uldiselt ei
olda veel iihtsel seisukohal, milline ldmmastikuallikas on eelistatavam- kas
ammoonium vO1 nitraat. Vees lahustuvad toitaineid lisatakse tavaliselt keskkonda
toitainete segu pihustamisega voi kuiv graanulite puistamisega. Selline 1dhenemine on
olnud tohus paljudel vilikatsetustel suurendades Gli biolagunemisprotsesse. Vorreldes
teist liiki toitainetega on vees lahustuvad toitained kergemini kéttesaadavamad ja
manipuleeritavamad. Seda tiilipi toitainete teine eelis orgaanilise véetise ees on see, et
anorgaaniliste  toitainete = kasutamine  korvaldab  vOimalikku  konkurentsi
stisinikuallikatele[ 14]. Kuid vees lahustuvatel toitainel on ka mitmeid puudusi. Esiteks
on tdendoline, et toitainete lisamisel merevette uhutakse toitained loodete ja lainete
tegevuse tOttu &dra ning anorgaaniliste toitainete lisamisel, eelkdige ammoniaagi

lisamisel tuleb olla ettevaatlik, et véltida toksilisi tasemeid[29].

Biostimulatsiooni peamine eelis on, et bioremediatsiooni viivad lidbi juba eelnevalt

keskkonnas eksisteerivad mikroorganismid, mis sobivad hédsti antud maapdue

keskkonda ja on pinnases ruumiliselt hédsti hajutatud. Kdige suuremaks probleemiks,
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arvestades kohaliku maapdue geoloogiat, on lisandite kohale toimetamine viisil, mis
vOimaldaks lisandid muuta maapdues olevatele mikroorganismidele kergesti
kattesaadavaks. Veekindel maapdue litoloogia (tihe savi vOoi muud peeneteraline
materjal) raskendab lisandite levimist kahjustatud alal. Toitainete iihtlast jaotumist
vihendavad 16hed maapdues, moodustades eelistatavaid radu, mida moodda toitained
voolavad. Toitainete lisamine vdib soodustada ka heterotroofsete mikroorganismide
kasvu, mis ei ole naftasiisivesinike lagundajad, tekitades nii olemasolevale
mikrofloorale konkurentsi[36]. Biostimulatsiooni meetodit on edukalt rakendatud mere
naftareostuse ja poliitsiikliliste aromaatsete siisivesikutega reostunud pinnase

tervendamiseks[29].
1.1.3 Looduslik hajumine

Alates 1990. aastatest on kasvanud huvi saastunud alade haldamise vastu loodusliku
tervenemise mehhanismidega, seda kiill eelkdige Ameerika Uhendriikides. Jirgnevatel
aastatel hakkasid ka teised riigid seda kontseptsiooni uurima. Tanapdeval on looduslik
lagunemine tunnustatud kui vdimalik saastunud ala tervendamise mehhanism nii

Ameerikas kui ka Euroopa riikides[34].

Uldiselt viivad loodusliku tervenemise protsessi libi erinevad fiiiisikalised, keemilised
v0i bioloogilised mehhanismid nagu lagunemine, dispersioon, lahjenemine, sorptsioon,
lendumine ja (bio)keemiline stabiliseerumine, mis toimivad inimese sekkumiseta.
Nende protsesside tulemusel viheneb saasteaine mass, toksilisus, liikuvus pinnases ja
pohjavees. Protsesside nimekirjast peetakse sageli biolagunemist peamiseks

mehhanismiks saasteainete vahenemisel[34].

Kuigi looduslikku hajumist voib kasutada mitmetes kohtades, kasutatakse seda harva
ainsa raviprotsessina, kuna mittekonstrueeritud biolagundamisprotsessid on véga
aeglased. Pikaajaline jarelevalve on hiddavajalik, sest ohtu ei tohi sattuda ei keskkond

ega inimesed[35].

Loodusliku hajumise protsessi liigitatakse tihti kahte gruppi: destruktiivseks voi
mittedestruktiivseks. Destruktiivse protsessi kédigus saasteaine hévitatakse, samas

mittedestruktiivse protsessi puhul vidhendatakse saasteaine kontsentratsiooni. Seda
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tervendamise tehnoloogiat moistetakse sageli valesti ning arvatakse, et see on mitte

millegi tegemine[17].

Looduslik tervenemine ei ole mitte millegi tegemine, sest see holmab endas[38]:

reoaine muutumise ja transpordi iseloomustamise selleks, et hinnata loodusliku
tervenemise protsessi iseloomu ja ulatust,

veendumist selles, et protsessi kulgedes vidheneb reoaine kogus, miirgisus ja
lilkuvus nii, et see ei kujutaks ohtu inimese tervisele ja vastaks
keskkonnanormidele

tegurite hindamist, mis avaldavad moju loodusliku tervenemise protsessi
pikaajalisele arengule

loodusliku tervenemise protsessi pikaajalist jélgimist, et olla kindel protsessi

kestvas efektiivsuses

Looduslik hajumise protsessiga vOib vidhendada saasteaine massi (biolagunemise

kéigus), vihendada saasteaine kontsentratsiooni (lahjenemis- voi dispersioonprotsessi

kdigus) voi siduda saasteaineid mullaosakestega, et viltida saasteaine liikuvust

(adsorptsioon)[17].

Lahjendamine/dispersioon: Saasteainete kontsentratsioon védheneb aja jooksul,
saasteained segunevad pinnase ja pohjaveega. See protsess ei hidvita
saasteaineid[17].

Adsorptsioon: Saasteainete liikuvust vdheneb siis kui saasteaine kinnitub mulla
osakestele. See takistab saasteainete litkumist alale, kus nad vdivad kujutada
endast ohtu inimese tervisele ja keskkonnale[17].

Biolagunemine: on protsess, kus looduslikult esinevad mikroorganismid
(parmid, seened voi bakterid) lagundavad saasteaineid voi vdhendavad ohtlike
ainete toksilisust. On kolm protsessi, mille abil mikroorganismid lagundavad

stisivesinikke: kddrimine, acroobne hingamine ja anaeroobne hingamine[17].

Looduslik hajumine on suhteliselt lihtne tehnoloogia vorreldes teiste remediatsiooni

tehnoloogiatega, kuid selle tulemuslikust on raske ennustada. Looduslik hajumine vajab

rohkem aega kui tavapdrased remediatsiooni meetodid, seda saab ldbi viia ilma voi
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véhese timbruskonna hiiringuta. Protsessi pikaajaline hindamine ja jalgimine mojutab

eelkdige loodusliku hajumise kulukust[17].

See remediatsioonitehnoloogia on sobiv ainult mondadele saasteainetele (nditeks
benseen, tolueen, etiiiilbenseen ja ksiileen- BTEX, hapnikurikkad siisivesinikud, madala
molekulmassiga alkoholid, ketoonid, estrid ja metiileenkloriidid). Samuti vdib
transformatsiooni kdigus saasteaine toksilisus ja litkuvus vastupidiselt eeldatule hoopis

suureneda[29].
1.1.4 Kompostimine

Kompostimise kidigus lisatakse mahuaineid ja orgaanilisi aineid, nagu koor, hake,
nisukliid, saepuru ja olme ning rohejddtmete segu. Need suurendavad Ohutust ja
mikroobide aktiivsust, seega saasteainete biolagunemise méddra. Toitainete ja
mikroorganismide augmenteerimine voib samuti kiirendada saasteainete biolagunemise
protsessi. Orgaanilisi saasteaineid, kaasa arvatud petrooleumsiisivesinikke on

kompostitud edukalt nii laboris kui ka valitingimustes[11].

Orgaaniliste ainete olemasolu toetab korge mikroobi populatsiooni arengut ja kdrgemat
temperatuuri kompostimisel. Kompostimine on protsess, mille puhul mikroorganismid
lagundavad orgaanilist saastet kdrgendatud temperatuuridel. Tiiipilised saasteainete
efektiivseks lagunemiseks vajalikud komposti temperatuurid on vahemikus 55-65 C.
Suurenenud temperatuurid tulenevad mikroorganismide poolt toodetud soojusest

orgaanilise saasteaine degradatsioonil[7].

Saastunud pinnase osakaal ei iileta harilikult 30% kogu kompostisegus. Saasteainete
kompostimisel on tarvilik jargida rangemaid ohutusnoudeid- leovesi tuleb varuda ning
see tervendada, ja juhul, kui protsessi kdigus voib eralduda lenduvaid iihendeid, siis
need transformeerida kahjutuks. Teatud puhkudel on kompostimine vajalik 1dbi viia

kinnistes ruumides[38].

Aeroobne kompostimine on orgaaniliste ainete degradatsiooni protsess, mis toimub
kindlatel tingimustel ning hapniku ja mikroorganismide kohalolekul. Protsessi jooksul

kasutavad  mikroorganismid  hapnikku  ja  orgaanilist  ainet.  Toimivast

20



kompostimisprotsessist eraldub tdhelepanuvaérselt soojust, siisihappegaasi ja veeauru.
Stisihappegaas ja veekaod moodustavad ligikaudu poole algse materjali kaalust, mille
tottu on komposti ruumala ja mass vidiksemad algsest materjalist. Orgaanilise aine
defitsiidi puhul on voimalik kompostisegule lisada olmejddtmeid ja reovee
puhastusseadmete muda kédrimisprotsessi algatamiseks ja soojuse tootmiseks.
Kéarimisel eralduvad gaasid kobestavad materjali ja garanteerivad parema ligipddsu

sellele. Kompostimine 14bib optimaalsetel tingimustel neli faasi[40]:

e Mesofiilne faas, kestab paar pédeva;
e Termofiilne faas, voib kesta paarist pdevast paari kuuni,
e Jahutusfaas;

e Kiipsemisfaas, kestab mitu kuud.

Erinevate faaside kdigus domineerivad erisugused mikroorganismid. Kiiresti lahustuvad
ja kergesti degradeeruvad iihendid lagundatakse esimeses faasis mesofiilsete bakterite
poolt. Kompostimaterjali temperatuur tduseb bakterite toodetud soojuse tottu kiiresti.
Termofiilsed mikroorganismid hakkavad domineerima alates 40°C. Paljud inim-ja
taimepatogeenid hakkavad hdvinema alates 55°C. Palju mikroorganismid hukkuvad ja
kompostikiirus viaheneb temperatuuridel {ile 65°C. Termofiilses faasis kiireneb valkude,
siisivesinike ja rasvade degradatsioon. Kui loetletud tihendid ehk energiaallikad saavad
otsa, hakkab komposti temperatuur langema, siis hakkavad taas domineerima
termofiilsed bakterid ja algab viimane faas ehk allesjddnud orgaanika degradatsioon

ning stabiilsemaks muutumine[40].
Peamiselt kasutakse kolme kompostimise viisi[6]:

e Aunkompostimine- Kompostist moodustatakse kuhjad ning aereeritakse
puhuritega voi vaakum pumpadega.

e Trummelkompostimine- Kompost asetatakse reaktorisse, kus seda segatakse ja
aereeritakse.

e Vaalkompostimine- Kompost paigutatakse pikkadesse, madalatesse ja kitsastesse
kuhjadesse ning segatakse perioodiliselt liikuvate seadmetega.
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Kompostimist on edukalt rakendatud petrooleumsiisivesinike (nt kiituse ja dli),
lahustite, klorofenooli, pestitsiidide, herbitsiidide, poliilaromaatsete siisivesinike ja

1ohkeainetega saastunud pinnase bioremediatsiooniks|[6].

Kompostimine on Eestis kdige populaarsem saastunud pinnase tervendamise
tehnoloogia. Kompostimise protsess on odav ning vdrreldes keemilise voi termilise
kiitlusega on tehnoloogia lihtsam. Vorreldes orgaaniliste jadtmete kompostimisega
saastunud pinnase kompostimisel votab lagunemine kauem aega, temperatuur ei touse

nii korgele ja vajalik on toitesoolade lisamine. Tervendamine kestab 1-2 aastat[4].

1.2 Bioremediatsiooni méjutavad faktorid

Bioremediatsiooni kdige olulisem pdhimdte on see, et mikroorganisme (peamiselt
baktereid ja seeni) saab kasutada ohtlike saasteainete hévitamiseks vOi muuta
saasteained vdhem kahjulikeks vormideks. Seega on saasteainete bioremediatsioon
mikroobse ainevahetusaktiivsuse rakendamine. Seetdttu saab bioremediatsiooni
rakendada ainult keskkonnas, mis on vdimeline sdilitama elu. Mikroorganismid
lagundavad saasteaineid iiksnes siis kui neile on saadavad erinevad iihendid, mis on
neile energiaallikaks ja toitaineks, et ehitada rohkem rakke. Mikroorganismide
metaboolseid omadused koos saasteainete fiilisikalis-keemiliste omadustega maaravad
kas saasteainete interaktsioon on vdimalik. Nende omavahelist seost mdjutab saastunud
ala keskkonnatingimused. Edukaks bioremediatsiooniks peab arvestama nende
piirangutega. Need piirangud hdlmavad mikroobide, keemiliste ja keskkonna omadusi
plaanitud alal[29]. Jargnevad peatiikid holmavad {ilevaadet bioremediatsiooni

mojutavates faktoritest.
1.2.1 Temperatuur

Nafta biodegradatsioon on temperatuurist otseselt mdjutatud, see mdjutab nafta fiiiisilist
olemust ja keemilist koostis, samuti mikroorganismide siisivesinike metabolismi ning
mikroobide koosseisu koosluses. Nafta optimaalne biodegradatsiooni temperatuur on
30-40 C. Biodegradatsiooni algus liikkkub madalatel temperatuuridel edasi. Lisaks,

madalatel temperatuuridel suureneb o6li viskoossus , toksiliste lithiahelaliste alkaanide
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lendumine védheneb ja lahustuvus vee suureneb. Siisivesikute biodegradatsiooni on
taheldatud isegi -1,1 C pinnases, kuid biodegradatsiooni méar viheneb margatavalt alla
15° C keskkonnas|[7].

Biolagunemise mair vdheneb ligi poole vorra peale iga 10° C temperatuuri langust.
Biolagunemisprotsesside tase on 0° C juures iildiselt ddrmiselt madal. Seevastu kdrgem
mulla temperatuur toob kaasa mikroobide ainevahetuse suurema aktiivsuse ja kiirema
biodegradatsiooni kuni umbes 65° C. Selle tulemusena biolagunemise kiirus voib
sesoonselt erineda, samuti vib mikroobide ainevahetuse tegevus ise suurendada mulla

temperatuuri[23].
1.2.2 Niiskus

Niiskus on noutav kdikide bioloogiliste protsessides labiviimiseks, see aitab
transportida toitaineid, toitu ja jddkaineid mikroorganismide sisse ja vélja. Ookeanites,
jarvedes ja teistes pinnaveekogudes ei kujuta see endast probleemi. Mullakeskkondades
peab mdoningane niiskus olemas olema, et degradatsioon iildse voimalik oleks. Liigne
vesi mullas voib protsessid muuta anaeroobseks. Optimaalne niiskuse tase oleneb

kliimast ja mulla tiitibist[28].

Naftasiisivesinike biolagundamiseks on optimaalne niiskusesisaldus mullas 50-80%.
Kuna mullatiitipide veesiduvus erineb oluliselt, on tdhtis, et uurimise all olev pinnase
veesiduvus maédrtakse eksperimentaalselt. Kui mulla veesiduvusvdoime on madal, on
kasulik lisada orgaanilist ainet nagu dled, hakkepuit ja riisikestad, et suurendada mullas

vee retentsiooni[7].
1.2.3 Hapnik

Aeroobne ja anaeroobne on kaks peamist metabolismi reziimi siisivesinike molekulide

biolagundus protsesside puhul[26].

Bakterid ja seened vajavad nafta saasteainete substraadi oksiidatsiooni raja
utiliseerimisel katabolismiks molekulaarset hapniku. Hapniku kéttesaadavus pinnases
soltub mikroobide hapniku tarbmise kiirusest, pinnase tiiiibist, pinnase niiskusest ja

lagundatavate substraatide olemasolust[7]. On tdheldatud, et siisivesiniku
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biolagunemine viheneb oluliselt kui hapniku gaasiline kontsentratsioon mullas langeb
alla 2-5%[13]. Et sdilitada mikroobide metaboolne tegevus, peab rakkude
hapnikuvarustuse maédr olema tasakaalus iildise tarbimisega. Nafta saasteainete
anaeroobset degradeerumist on tdheldatud, kuid selle lagunemiskiirus oli liiga aeglane

praktiliseks bioremediatsiooni siisteemiks[7].

Loomulikult viiakse hapnikku pinnase alumisse kihti difusiooni teel. Kui saastunud
pinnase fiilisikalised ja keemilised omaduste blokeerivad vo&i piiravad hapniku
difusiooni, siis hapnik tarbitakse kiiremini kui seda on voimalik asendada. Selle
tulemusel protsess muutub aeroobsest anaeroobseks metabolismiks ning biolagunemise
kiirus langeb. Mulla segamine vdi mahuainete lisamine mulda suurendab hapniku

kogust mullas ning selle tulemusel paraneb ka biodegradatsioon[26].
1.2.4 pH

PH-d mdjutavad organismide omavahelised keerukad seosed, saasteainete keemia ning
keskkonna fuitisikalised ja keemilised omadused[29]. Erinevalt enamikest
veedkosiisteemidest voib mulla pH olla viga varieeruv, ulatudes 2,5-st
kaevandusjdatmetes kuni 11,0-ni leeliselistes korbetes. Enamus heterotroofseid
baktereid ja seeni eelistavad peaaegu neutraalset pH-d. Seened on happelistele
tingimustele tolerantsemad. Pinnase pH &irmused avaldavad negatiivset moju
mikroobide populatsiooni vdimele lagundada siisivesinikke. Uldiselt eeldatakse, et
optimaalne pinnase pH nafta biolagunemisel on 6-8. Kui muld on liiga happeline (alla
6) voib pinnasele lisada lupja voi kaltsiumkarbonaati, et suurendada pH-d soovitud
vahemikku. Samas, kui pinnas on liiga leeliseline (iile 8), voib pH alandamiseks lisada

vaavlit, ammooniumsulfaati voi alumiiniumsulfaati[7].
1.2.5 Toitained

Toitainete olemasolu on suuresti seotud mikroorganismide vdimega kohaneda ja
kasvuks kasutada siisivesinikke. Ldmmastikku ja fosforit peetakse koige olulisemateks
toitaineteks, sest neid vajatakse siisiniku liitmiseks biomassi. Kirjanduses on

raporteeritud laias ulatuses optimaalset C:N ja C:P suhet. Parimat C:N ja C:P suhet
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reguleerib pinnase keerukas koostis koos erinevate muutujatega ja muud tegurid nagu

lammastiku varud ja miigarbakterite (ldmmastik-parandavate bakterite) olemasolu[7].

Stisiniku ja ldmmastiku vahekord muutub pinnases jdrsult, kui seda reostatakse
siisivesiniksaastega. Soovitatud optimaalne vahekord siisivesinike 0,1% kuni 10%
kontsentratsiooni puhul on 9:1. Bakterite kasvamine ja siisivesinike utiliseerimine
toimub aeglasemalt kui vahekord on suurem. Bakterite poolt ldbiviidud diiselkiituse
biodegradatsiooni kiirust vees vOib suurendada 10 korda 1dbi toiteelementide koguse
optimeerimise (424 mg/l lammastikku ja 178 mg/l fosforit). Samuti voib
naftaproduktidega reostunud pinnastes olla rikutud ka teiste elementide dige suhe- neis
viheneb fosfori ja kaaliumi sisaldus. Vabalt liikuvate lammastikusidujate viimine
segusse aitab reguleerida pinnaste limmastikureziimi. Uks mulla 6kosiisteemi
normaalset toimimisttagav votmeriihm on ldmmastikku siduvad mikroorganismid.
Fosfaatide sisaldumine mullas mdjutab ldmmastiku sidumise intensiivsust. Pinnase
reostumine nafta ja naftaproduktidega vdhendab fosfori liikuvate vormide sisaldust
pinnases ning see omakorda avaldab negatiivset toimet l&dmmastikku sidumisele
pinnases. Optimaalne siisiniku ja fosfori vahekord on 10:1. Fosfori allikana soovitatakse
tarvitada ammoonium-ja kaaliumfosfaati. Mineraalvéetiste toimetamine pinnasesse
tostab mulla koikide mikroorganismide populatsiooni ja  tdiustab nende

kasvutingimusi[27].
1.2.6 Soolsus

Biolagundamise méér langeb, kui mulla soolsus suureneb optimaalsest tasemest
korgemale. Naiteks katse rikastada vett mikroorganismidega, mille soolsus on iile 20%,
on osutunud ebaedukaks. Mulla korgele soolasisaldusele on erinevaid pohjuseid, néiteks
soolane reovesi voOi soolaste 0lide lekkimine. Moningatel juhtudel saastatud pinnas on
juba iseenesest korge soolsusega. Kuid kdige tavalisem pohjus mulla soolsuse
suurenemisel on suurte koguste véetise lisamise, mis koosneb peamiselt hésti
lahustuvast nitraadist vOi ammooniumsoolast (nagu ammooniumkloriid ja
ammooniumnitraat). Need vietised muudavad pinnase poorivee ioonikontsentratsiooni
pérast lahustumist, mille tulemusel viheneb biolagunemise kiirus ja ulatus. Mikroobide
tegevuseks mulla soolsuse taseme optimaalses vahemikus hoidmiseks on vajalik mulla
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soolsuse ja toitainete taseme hindamine algetapis, perioodiline toitainete lisamine,

ajastatud mootmine ja jalgimine[26].
1.2.7 Biokittesaadavus ja pindaktiivsed ained

Nafta on iseenesest keeruline segu mittelahustunud ja hiidrofoobsetest elementidest
nagu n-alkaanid, aromaatsed siisivesinikud, vaigud ja bituumen. Selliste {ihendite
biolagunemise piiravaks teguriks voOib olla  biokdttesaadavus[12]. Termin
"biokittesaadavus" viitab kemikaalide murdosale mullas, mida saavad elusorganismid
kasutada voi transformeerida[25]. Biokittesaadavust ja jérk-jargulist nafta saasteainete

lagundamist saab parandada, lisades kemikaale ja pindaktiivseid aineid[7].

Pindaaktiivsed ained muudavad saasteained mikroorganismidele  kergemini
degradeeruvaks, suurendades vees mitte- voi vihelahustuvate saasteainete lahustuvust
vOi vihendades pindpinevust. Pindaktiivsed ained aitavad kaasa solubilisatsiooni ja
mobilisatsiooni protsessidele. Solubilisatsiooni puhul kasvab NAPL kontsentratsioon
vees tdnu mitsellide jaotamisele, samuti viheneb pooride arv. Mobilisatsiooni protsessi
puhul vidhendatakse NAPL/ vesi pindpinevust méarkimisvaarselt, alandades

kapillaarjdudusid ning seejérel saab olid ekstraheerida eraldi faasina[24].

Pindaktiivsete ainete kasutamine on soositud, sest nende piisivus looduses on madal.
Tavaliselt peetakse ideaalseks pindaktiivsete ainete 1-2% lisamist pinnasesse. Kasutades
kriitilisest piirist suuremat mitselli kontsentratsiooni, ei puutu saasteaine lagundavate
mikroorganismidega kokku. Sellistel juhtudel on vaja pinnast lahjendada, et soodustada

lagundavate mikroorganismide ja saasteainete kontakti[7].

Paljud bakteritiived, mis on vdimelised lagundama voi transformeerima naftasaaduseid
toodavad pindaktiivseid aineid. Need on mitte toksilised, mitte ohtlikud, biolagunevad
ja keskkonnasobralikud tthendid[12].

Eraldi voib dra markida aineid, mida produtseeritakse seente ja bakterite poolt,
kasutades suhkruid, alkaane ja teisi bioloogiliselt degradeeruvaid jddtmeid. Paljud
mikroorganismid on vdimelised siinteesima bioloogilisi pindaktiivseid aineid (bio-

PAA). Gliikolopiide siinteesivad nditeks Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
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flurescens, Torulopsis bombicola, Arthrobacter, Torulopsis petrophilum ning
neutraalseid lipiide siinteesivad Nocardia erythropolis ja Corynebacterium salvonicum
SFC. Poliisahhariid-protein kompleksi siinteesib Corynebacterium hvdrocarboclastus.
Bioloogilistel pindaktiivsetel ainetel on mitmeid eelised vorreldes keemiliselt toodetud
pindaktiivsete ainete ees, biolagunevus, tildiselt madal toksilisus, looduslikust toorainest
produtseerimine,  aktsepteeritav  tootmisokonoomika, efektiivsus.  Aeroobsetes
tingimustes pindaktiivsed ained lagunevad kergesti, kuid anaeroobsetes tingimustes on
nende biolagunemine aeglasem. Seetdttu voib pindaktiivsete ainete rakendamine esile

kutsuda sekundaarset saastet[24].
1.2.8 Mulla tiiiip

Mulla omadused on eriti olulised edukaks siisivesinike lagundamiseks. Peamised
piiravad tegurid on pinnase tekstuur, ldbilaskvus, pH, vee mahtuvus, temperatuur,
toitained ja hapnikusisaldus. Mulla tekstuur mdjutab ldbilaskvust, vee sisaldust ja mulla
tihedust Mulla madal ldbilaskvus (nt savipinnas) takistab vee, toitainete ja hapniku
transporti ning jaotumist. Sellises pinnases bioremediatsiooni edendamiseks tuleb
pinnas segada tditematerjalidega (nt pohk, saepuru jne), sest bioremediatsiooni protsess
tugineb mikroobsele aktiivsusele ning mikroorganismid vajavad anorgaanilisi toitained,
vett, optimaalset temperatuuri ja pH-d, et toetada rakkude kasvu ja siilitada
biolagunemise protsess[25]. Uldiselt on liiv ja kruus kdige sobivam pinnase tiiiip
pinnase bioremediatsiooniks, savi ja korge orgaanilise sisuga pinnas, nagu turbane

pinnas, ei ole nii hésti bioremedeeruv[16].
1.2.9 Alternatiivsed elektroni aktseptorid

Molekulaarse hapniku puudumisel kasutavad anaeroobsed mikroorganismid teisel kujul
esinevat kombineeritud hapniku. Bakterid kasutavavad erinevaid iihendeid elektron
aktseptoritena, nditeks denitirifitseerivad bakterid kasutavad nitraati (NO3), nitritit
(NO2) voi dildimmastikoksiidi (N20), metalli vihendavad dissimilatoorsed bakterid
kasutavad mangaani voi raudoksiide (nt MnO2, Fe (OH) 3, vdi FeOO-) ja

metanogeensed bakterid kasutavad siisinikoksiidi (CO2). Situatsioonides kus hapnik
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jark-jargult védheneb kasutatakse elektron aktseptorid kéesoleva oksiidatsiooni

reaktsiooni redoks potentsiaali sobivuse jargi[29].
1.2.10 Siisivesinike tiiiip

Bioremediatsiooni projekti edukus sdltub peamiselt saastunud alal olevatest orgaaniliste
molekulide keemilisest struktuurist. Monede orgaaniliste iihendite struktuursed
omadused ei ole looduses tavapdrased, neid nimetatakse ksenobiootikuteks (nt H
asendused Cl, NO2, CN, ja SO3 riihmadega) Selliseid molekule on mikroorganismidel
raske metaboliseerida. Seega saasteained, mis sisaldavad selliseid asendusi oma
molekulides, kipuvad olema tdrksad mikroobsele degradatsioonile[29]. Erinevat liiki
siisivesiniku molekulid 14dbivad biodegradatsiooni 14bi erinevate oksiidatsiooni
protsesside. Seetdttu nende biolagunemise méérad ja protsessid varieeruvad sdltuvalt
molekulaarstruktuurist ja koostisosadest. Lisaks on tdestatud, et identsetel siisivesiniku
tihenditel voib olla erinev biolagunemise méér, soltuvalt teiste silisivesinike {ihendite
esinemisest segus[33]. Kergemad molekulid (niiteks tihe ja kahe tsiiklilised aromaatsed
ithendid) aurustuvad ja lagunevad {ildiselt kiiresti, kui raskemad molekulid (nagu
poliiaromaatsed siisivesinikud ja asfalteenid) on viga vastupidavad biodegradatsioonile
ja jddvad sageli pinnase segusse. See toob kaasa pikaajalise kahjuliku mdju
keskkonnale. Erinevate metaboolsete radadega alifaatsete ja madala molekulmassiga
siisivesinike lagundavate mikroorganismide samaaegne esinemine ei ole tavapérane.
Juhul kui saastunud ala on juba eelnevalt mitmeid kordi saastunud siisivesiniku tiitipi

saastega, siis on selliste mikroorganismide leidumine tdendolisem[26].
1.2.11 Redokspotentsiaal

Pinnase redokspotentsiaal on otseselt seotud gaasilise ja vedelal kujul esineva hapniku
kontsentratsiooniga. Hapniku kontsentratsioon on sdltuvus atmosfdiri gaasivahetusest ja
mikroorganismide ning taimejuurte hingamisest. Hingamine voib hapniku ammutada,
alandades redoksptentsiaali ja luues anaeroobsed tingimused nagu denitrifikatsioon,
sulfaatide vdhenemine ja kddrimine. Paljud mitmevalentsete metallkatioonide
redutseeritud vormid lahustuvad paremini kui nende oksiideeritud vormid. Hésti

aereeritud muldade redokspotensiaal on 0,8 kuni 0,4 V, mdddukal pinnasel 0,4 kuni 0,1
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V, vidhe aereeritud pinnasel 0,1 kuni -0,1 ja viga védhese aereeritusega pinnases -0,1
kuni 0,3 V. Redokspotensiaali on pinnases ja pdhjavees raske mddta ning

vélitingimustes seda laialdaselt ei kasutata[29].
1.2.12 Orgaaniline aine

Loodusliku orgaanilise aine esinemine voib mojutada pinnase veepidavust, pinnase
temperatuuri ja mikroorganismide voimet lagundada saasteaineid. Orgaaniline aine vdib
sorptsiooni  protsessides mojutada mikroorganismide toitainete kittesaadavust.
Biodegradatsioonile suunatud saasteained vdivad olla mulla osakese sorptsiooni tottu
resistentsed alternatiivsetele ensiimaatilistele riinnakutele. Seotud materjal muutub
rinnakutele kéttesaamatuks. Lisaks orgaanilise aine vOib aeglustada biolagunemise
loomulikku méadra konkurentsi suurenemise tottu, kuid pikemas perspektiivis voib see
suurendada infiltratsiooni, l4bilaskvust ja poorsust. Materjal lisamine vdib olla kasulik

madala niiskus siduvusega muldkeskkondades[28].
1.2.13 Valgus

Valgusel on suur mdju nafta degradatsiooni protsessis. Kuni viimaste aastateni hinnati
valguse mdju viikseks. Hiljutised uuringud néitavad, et see voib olla sama oluline kui
bioloogiline lagunemine, eriti troopilistes piirkondades. Valguse olemasolu mojutab
positiivselt vetikate siisivesinike degradatsiooni, kuid valgusel on vdime lagundada
nafta komponente otseselt fotokeemilisel viisil. Valguse fotokeemilised reaktsioonid
mojutavad peamiselt Olifraktsioonide fiiiisilisi omadusi. Niiteks on vdimalik muuta
emulsioon formatsiooni ja petrooleum fraktsioonide lahustuvust. Seda tehakse
olikomponentide ja teiste molekulide vahelise reaktsiooni esilekutsumisega, mis
muudab molekulid polaarsemaks ja vees paremini lahustuvaks, ndnda luues uued
tihendid teiste fiilisikaliste ja toksiliste omadustega. Toksilisust mojutab ka esialgse

stisivesinike kontsentratsiooni muutus[41].
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1.3 Diiselkiituse biolagunemise protsess

Petrooleumsiisivesinikke bioremediatsiooni peetakse rakendatavaks ravimeetodiks, see
on tohus, o©konoomne ja keskkonnasobralik tehnoloogia[30]. Diislikiitus on
petrooleumsiisivesinik saasteaine, mis on keeruline segu alkaanidest ja aromaatsetest
tihenditest, mida sageli lekib mahutitest ja torustikest voi avarii juhtumitel[31].
Diislikiitus koosneb ligikaudu 30% alkaanidest, 45% tsiiklilstest alkaanidest ja 24%
aromaatsetest iihenditest[42]. Diiselkiituse stisinike arv on 11 ja 25 vahemikus ning
destillerimine on 180-380° C vahemikus. Diiselkiitus sisaldab tavaliselt viikeses
koguses alkeene. Diisel kiitus koosneb peamiselt neljast siisivesiniku struktuur

Klassist[43]:

e N-alkaanid vdi n-parafiinid (lineaarsed kiillastunud stisivesinikud);
e Isoalkaanid vdi isoparafiinid (hargnenud kiillastunud siisivesinikud);
e Tsiikloalkaanid voi nafteenid (kiillastunud tsiiklilised alkaanid);

e Aromaatsed tihendid.

Diiselkiitus  sisaldab ~ 2000-4000  siisivesinikku, millest koiki ei  saa
gaasikromatograafiliselt tdielikult eraldada. Ainult n-alkaane ja modnda hargnenud

stisivesiniku saab idensifitseerida kui eraldi tihendina[43].

Petrooleumsiisivesinike biodegadatsioon on keeruline protsess, mis soltub antud
stisivesinike iseloomust ja kogusest. Siisivesinike lagunemist mojutavad paljud erinevad
faktorid, kuid peamiseks piiranguks on saasteainete kéttesaadavus mikroorganismidele.
Petrooleum siisivesiniku iihendid seovad end mulla osakestega ja neid on raske
eemaldada vo0i1 lagundada. Siisivesinikud eristuvad nende mikroobide riinnaku
vastuvotlikkuse poolest. Siisivesinikud saab jaotada degradatsioonile vastuvotlikkuse
jargi: lineaarsed alkaanid, hargnenud alkaanid, vdikesed aromaatsed iihend, tstiklilised
alkaanid. Modned tiihendid ei tarvitse {ildsegi laguneda nagu néiteks suure

molekulmassiga poliitsiiklilsed aromaatsedsiisivesinikud (PAH)[44].

Biolagunemine on protsess, kus mikroorganismid muudavad vdi mineraliseerivad

orgaanilised saasteained vihem kahjulikeks, mitte ohtlikeks aineteks 14bi metaboolsete
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vOi ensiimaatiliste protsesside, mis seejarel integreeritakse loomuliku biogeokeemilisse

tsiiklisse[25].

Mikroorganismide poolt lagundatakse siisivesinike 14bi kolme protsessi: kddrimise,
aeroobse ja anaeroobse lagunemise. Kédadrimise kdigus lagundatakse siisinik ensiiiimide
poolt vahendatud reaktsioonide abil, mis ei sisalda elektron transpordi ahelat. Kdarimise
puhul voivad orgaanilised ithendid toimida nii elektron doonorite kui aktseptoritena.
Aeroobse lagunemise puhul kasutavad mikroorganismid funktsioneerimiseks hapniku.
Aeroobse lagunemise puhul lagundatakse siisinik ensiitimide poolt vahendatud
reaktsioonide abil, kus hapnik osaleb vilise elektron aktseptorina. Anaeroobsetes
tingimustes lagundavad mikroorganismid keemilisi ithendeid ilma hapnikuta.
Anaeroobse lagundamise puhul lagundatakse siisiniks ensiiimide poolt vahendatud
reaktsioonide abil, kus nitaadid, sulfaadid, siisinikdioksiidid ja teised oksiideeritud

tihendid (vélja arvatud hapnik) toimivad elektron aktseptoritena[17].

Bioremediatsioon soltub mikroorganismide looduslikest bioloogilistest protsessidest,
millest iiks on ainevahetud ehk metabolism. Metabolism viitab kdikidele keemilistele
reaktsioonidele, mis toimuvad rakus voi organismis. Kdik elavad protsessida pdhinevad
keeruliste keemiliste reaktsioonide jadas. Metaboolsed protsessid jagunevad kaheks
tilibiks, anaboolseks, mis ehitab keerukad molekulaarstruktuure Ilihtsamatest
molekulidest ja kataboolseks, mis 16hub keerukad molekulid lihtsamateks. Kemikaale,

mis esinevad saastunud alal saab tervendada labi molema protsessi[6].

Anabolismi puhul kasutavad mikroorganismid kemikaale, et ehitada erinevaid raku
osasid. Mikroobirakud on moodustatud valkudes, suhkrutest ja nukleiinhapetest, mille
pohikemikaalidesks on siisinik ja ldmmastik. Mikroorganismid saavad siisiniku ja
lammastiku mullast, veest ja nende limber. Selleks, et toitainetest moodustada raku osad
vajavad mikroorganismid energiat. Katobolism vdimaldab mikroorganismidel saada
timbritseva keskkonna kemikaalidest energiat. Kuigi enamik mikroorganismid omavad
kokkupuudet valgusega ja keemiliste energia allikatega, siis enamik kasutavad energia
allikana kemikaale. Kui kemikaalid 1dhutakse, siis energia vabaneb ning

mikroorganismid kasutavad seda energiat raku funktsioonide tiitmiseks anabolismis[6].
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Kemikaalid saastunud alal saavad anabolismi ja katobolismi protsessi osaks. Néiteks
saavad mikroorganismid kasutada petrooleum siisivesinike raku ehituseks.
Mikroorganismidele on tdhtsad ka teised keemilised lihendid ja naatrium rithm.
Saastunud alal leidub ka teisi mikroorganismidele vajalikke {ihendeid nagu kroom,
kolbat ja raud[6].

Saasteainete lagunemise kiirus sageli sOltub saasteaine kontsentratsioonist ja
kataliisaatorite kogusest. Kataliisaatorite kogus esindab organismide arvu, mis on
voimelised saasteainet metaboliseerima ja rakude poolt toodetud ensiiiimide kogust. Iga
tegur, mis mojutab saasteaine kontsentratsiooni, mikroorganismide arvukust voi
ensiiiimide tegevust rakus voib suurendada voi vdhendada saasteaine degradatsiooni.
Degradatsiooni  kiirus ei ole ildiselt konstantne ja oleneb Saasteaine

kontsentratsioonist[6].

Enstiitimid vahendavad kd&iki metaboolseid reaktsioone. Paljud oksiigenaasi ensiilimid,
mis lagundavad aromaatseid siisivesinike omavad méarkimisvéarselt laia degradatsiooni
voimet, tdnu konkreetse anfiinsuse puudumise tottu. Niiteks tolueen dioksiligenaas on
voimeline lagundama iile 100 erineva iihendi, sealhulgas TCE, nitrobenseeni ja

klorobenseeni[29].

Ensiiimid on keerulised kerajas valgud, mis esinevad elus rakkudes ja kus nad
tegutsevad kataliisaatoritena ning holbustavad ainetes keemilisi muudatusi[32]. Nad
kiirendavad biokeemilisi reaktsioone ilma, et neid reaktsioonis tarbitaks. Neid leidub
koikjal looduses: vees, keskkonnas ja koigis elusorganismides. Ilma ensiitimideta poleks
elu voimalik. Ensiiimid kiirendavad keemilisi ja biokeemilisi reaktsioone ning seda
protsessi nimetakse kataliilisiks. Iga ensiiim sobib ja tegutseb ainult kindla ainega.
Ensiitimid on nagu viikese molekulaarsed masinad, mis kindlustavad, et molekulid
omavahel kokkupuutuksid ja reageeriksid. Ensiilime leidub looduslikult esinevates
mikroorganismides nagu bakterites, seentes ja parmides, mis voivad olla ka geneetiliselt

muundatud[6].

Mikroorganismid saavad toitaineid ja energiat raku protsessideks ning kasvuks labi

okstidatsiooni reduktsiooni reaktsiooni, mis kataliiiisitakse spetsiifilise ensiilimi poolt.
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Redoks (okstideerumine/ reduktsioon) reaktsioon sisaldab elektronide transporti iihelt

reagendilt teisele[6].

Nafta ja naftaproduktide loomuliku fraktsioneerumise etapp algab kohe pérast nende
pinnasesse sattumist ja transformeerub pikapeale. Nafta transformeerumisel pinnases on
vahet tehtud kolmel kodige tavapdrasemal etapil ja kolmel neile kohasel mikroobide

koosluse jargnevuse etapil[27]:

1) Alifaatsete siisivesinike fiilisikalis-keemiline ja osalt ka mikrobioloogiline
degradatsioon, mikroobikoosluse muutumine, mikroorganismide aktiveerumine
ja populatsiooni kasv.

2) Madalamolekulaarsete {ihendite mikrobioloogiline degradeerumine ja vaikainete
formeerumine.

3) Korgmolekulaarsete ainete (asfalteenide, vaikude, tsiikliliste siisivesinike)
transformeerumine ja mikroobikoosluse jargjarguline taastumine algsesse voi

sellele sarnasesse positsiooni.

Mikroorganismid suudavad siisivesinike lagundada ainult vees. Kdik siisivesinikud on
teataval médral vees lahustuvad ning sellepdrast on vdimalik nende degradatsioon
mikroobide poolt. Paljud bakterid (Bacillus, Pseudomonas, Mycobacteria,
aktinomiitseedid), seened (Trichoderma, Aspergillus, Cladosporium) ja parmid. on
suutelised lagundama siisivesinikke. Alkaanide biolagunemine vdotab aset nii
aeroobsetes kui ka anaeroobsetes konditsioonides. Kdikidel mikroorganismidel on selge
spekter stisivesinikke, mida nad on suutelised degradeerima. Kdige paremini
lagundatakse n- alkaanidest molekule vahemikus C10-C24, madalama ja korgema arvu
stisiniku molekulidega n-alkaane mikroobide ei degradeeri vai seda siis viga aeglaselt.
Kuni 20% mulla mikroobidest on suutelised lagundama siisivesinikke. Oksiigenaaside
(monoksiigenaasid ja dioksiigenaasid) kaudu toimub alfaatsete siisivesinike
lagundamise esimene etapp. Alkaan hiidrokulaasi kodeerivaid geene kasutatakse
markergeenina. Kiillastunud siisivesinikud on kergemini lagundatavad kui kiillastumata

stisivesinikud[27].
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Degradatsiooni kulgedes muudetakse alkaanid metiitilriihmasid riindavate oksiigeneesi
ensiilimide poolt alkoholiks. Alkohol oksiideeritakse edasi aldehiitidiks ja seejarel
rasvhapeteks. Edasine rasvhapete utiliseerimine toimub alifaatse jada f3-
okstidatsioonil[45].

Tsiikloalkaanid voi alitsiiklilised siisivesinikud on vdhem lagunevad kui alkaanid.
Biolagunevus viheneb ringsturuktuuride arvu suurenemisel. Alkdiilriihma asendanud
tstiklaalkaane on vorreldes asendamat siisivesinikega lihtsam lagundada. Oksiidatsiooni
toimel lagundatakse tsiikloalkaanid  tsiikliliseks  alkoholiks, mis edaspidi
dehiidrogeenitakse  ketooniks.  Tsiikloalkaanide  metabolismi  toodeteks  on
tsiikloketoonid ja tsiikloalkaan karboksiitilhapped[45].

Aromaatsed siisivesiniku molekulid omavad benseeni pdhjalist struktuuri. Vorreldes
teiste tsiikliliste ihenditega on aromaatsed iihendid stabiilsemad, sest nad jagavad lébi
pi sidemete delokaliseeritud elektrone. BTEX (bensee, touleen, etiililbenseen, ksiileen)
tthendid on vordlemisi mobiilsed ja vees hdsti segunevad. Aromaatse iihendi
biodegradatsioonil on kaks peamist sammu- tuuma aktiveerimine ja selle Idhustamine.
Aktiveerimine saavutatakse molekulaar hapniku {ihinemisel aromaatse tuumaga viies
aromaatse tuuma dihiidroksiiiilimiseni 14bi oksiligenaasi ensiilimi. Seente ja teiste
eukariiootidele iseloomulik monooksiigenaasid kataliitisivad hapniku iiksikuid
aatomeid, et luua epoksiivaigud, mis seejarel ldbivad hidratsiooni saades
transdihiidrodioolid. Dioksligenaasid kataliilisivad samaaegselt kahte hapniku aatomid,
et luua dihiidrodiool. Need dioksiigenaasi reaktsioonid toimuvad benseenis,
halgeneenitud benseenis, tolueenis, para-klorotolueenis, ksiileenis, bifeniiiilis,
naptheleenis, antratseenis jne. Need dihiidrodioolid oksiideeritakse edasi
katehhoolideks, mis on tuuma IGhustamise ldhteained. Katehoole saab oksiideerida, kas
labi orto ldohustamise rada, mis sisaldab kahe hiidroksiiiil riihma siisiniku aatomite
sidemete 10hustamist, et saada miikoonhape vOi meta IGhustamise rada, mis sisaldab
hiidroksiiiil riihma siisiniku ja sellega kiilgneva siisinik aatomite sidemete 10hustamist,
et saada 2-hiidroksiiiilmiikoon pool aldehiiiid. Need iihendid lagundatakse veel
orgaanilisteks hapeteks, mis seejarel utiliseeritakse mikroorganismide poolt nende raku

stinteesiks ja energia tootmiseks[45].
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Poliitsiikliliseid aromaatseid siisivesinike (PAH) voi poliituumseid siisivesinike
(PNA) toodetakse korgetel temperatuuridel toostusliku tegevuse tagajirjel nagu
nafta rafineerimine, kosi tootmine ja puidu kaitsevahendite tootmisel. See
ithendidte rithm, mis koosnevad kahest v0i enamast benseeniringist, sisaldab 16
prioriteetset saasteainet. Arvatakse, et moned neist {ihenditest on kantserogeenid.
PAH molekulaar raskuse ja ring struktuuride suurenemisel vdheneb nende
lahustuvus ja volatiilsus, kuid samal ajal suurendades adsorptsiooni mahtuvust.
PAH-de lagunemis mehhanism on sarnane monoaromaatsete {ihenditega. PAH-
de lagundamine seente poolt on keskkonnale oluline, sest moned tooted on

toksilised korgematele eluvormidele[45].

Asfalteenid ja vaigud on suure molekulmassiga iihendid, mis sisaldavad enda
struktuuris  ldmmastiku, véédvlit ja hapniku. Need {ihendid on torksad
biodegradatsioonile, kuna need on vidga raskesti lahustuvad ja koosnevad
funktsionaalsetest rithmadest, mis on kaitstud mikroobsete riinnakute eest ulatuslike

aromaatsete ring struktuuridega[45].
1.3.1 Bakterid biodegradatsioonis

Bakterid on vdimelised lagundama enamik nafta ithendeid. Lagundavad bakterid on
olemas nii vee kui ka mulla keskkonnas. Siisivesinike lagundamise kiirus soltub
ithendist, olemas olevatest bakteritest ja keskkonna tingimustest. Erinevaid
degradatsiooni etappe vdivad teostada erinevad bakterid. Lisaks bakteritele on teada ka
petrooleum degradatsiooni teostavaid seeni. Nad suudavad aidata bakterite lagundada
mondasid siisivesinike. Degradatsiooni mehhanism toimib {ildiselt polaarsemate
reaktsiooni gruppide tutvustamisel molekulile. Seda paremini reageeruvat gruppi
kasutatakse edasises siisinikuahela  degradatsioonis. Reaktsiooniraja  1dpuks

lagundatakse nafta téielikult siisinikdioksiidiks[41].

Evolutsiooni kédigus valitakse vilja bakterid, mis on vodimelised lagundama
susivesinikke. Taimed toodavad viiksemas kontsentratsioonis sisivesinike kuna need
omavad taimedele kindlaid funktsioone. Kaitse herbivooride eest on 1iiks néide.

Evolutsiooni kéigus on bakteritel arenenud erinevad mehhanismid, et lagundada neid
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molekule. Teada on palju bakterite lagundamise radu, millest paremini tuntud ja
arusaadavam on hapniku osalusega reaktsiooni rada. Orgaaniliste molekulide
lagundamiseks vajavad bakterid elektron aktseptoreid. Enamus reaktsiooni radades on

selleks hapnik, kuid selleks vib olla ka mingi teine molekul[41].

Kui degradatsiooni kulgemisel kasutatakse hapniku, nimetatakse seda aeroobseks,
vastasel juhul anaeroobseks. Anaeroobse lagunemise kulgemisel kasutatakse nitraadi,
sulfaadi voi raua molekule. Anaeroobselt lagundavad bakterid saab jagada kahte klassi —
ranged ja fakultatiivsed anaeroobid. Enamik neist on sulfaati vdhendavad bakterid.
Fakultatiivsetel anaeroobsetel bakteritel on vdimalik valida lagundamise rada, kas
hapnikuga voi ilma. Need on iildisel nitraati voi rauda kasutavad bakterid. Anaeroobsed
protsessid leiavad aset anaeroobses keskkonnas, nditeks sette kihtidas, siigavamates

mulla voi vee kihtides[41].

Aeroobsele lagunemisele on iseloomulik hapniku reaktsiooni jada kaasamine. Enamik
alifaatsete ja aromaatsete siisivesinike reaktsioone teostavad monotiksiigenaasid, mis
lisavad iihe hapniku siisivesinikule. Dioksiigenaasid on voimelised lisama iiks voi kaks

hapniku aatomit aromaatsele molekulile[41].

Hargnemata alkaanid lagunevad kergesti veekeskkonnas. See lagunemise toGtab
viikeste ja suuremate siisinikahelate puhul, kuid liihemad ahelda lagunevad kiiremini.
Bakterid muudavad alkaanid esmajarjekorras alkoholiks. Need alkoholid saab
kataliiisida aldehiitidideks voi karboksiiiilhapeteks. Monedel harvadel juhtudel on
alkohol sekundaarne produkt ja jargmises etapis toodetakse karboksiiiilhape asemel
ketooni. Karboksiililhapet saab [-oksiidatsiooni kaudu edasi lagundada, mis
produtseerib siisiniku ahela, milles on kaks siisiniku aatomit véahem kui algses molekulis

ja atsetiitilkoeniiiimi. Teine voimalus on omega okiidiatsioon[41].

Rohkem hargnenud alkaanid on bakteriaal degradatsioonile resistentsemad. Seda
seetottu, et siisiniku ahela kiilggrupp teeb degradatsiooni bakteritele voimatuks.
Selletottu hargnenud alkaane degradeeritakse teiste mehhanismide abil. Néaiteks omega
degradatsiooni, mille kédigus lisatakse kaks karboksiiiil hapet. Tehtud on palju uurimusi

metiitil gruppide lisamise mojust molekuli. Degradatsioon keerukamad mehhanismid,
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nditeks o-lagunemise asemel p-lagunemine takistab peamise siisinikahela

degradatsiooni, mille tulemuseks on aeglasem biolagunemine[41].

Tsiikloalkaanid on degradatsioonile resistentsemad kui alkaanid. Asendamata
tstikloalaanide esimene lagunemise samm on alkoholi vdi ketoon rithma lisamine. Seda
riihma voib kasutada teises etapis tuuma I6hustamiseks. Kui tsiikloalkaan on asendatud,
siis on degradatsioon kiirem ja tdendoline on happeliste riihma lisamine kiilgrithma

lahedale[41].

Aromaatsete iihendite lagunemise kiirus sdltub molekuli tuumade arvust. Aromaatsete
tihendite esinemine suuremal hulgal pohjustab suuremat resistentsust degradatsioonile.
Enamus aromaatsete lihentite degradatsiooni esimeses etapis sisestatakse diool rithm.
Teises etapis diool 16hustatakse ja moodustatakse karbostiiilhapete rithm. Oksiigenaasi
ja dehiidroksiligenaasi ensiilimid on kd&ige olulisemad bakteriaal ensiiimid, mida
kasutatakse poliiaromaatsete lagundamiseks. Seened kasutavad reaktsioonide
labiviimiseks lignoliitilisi ensiiime, mida seletatakse jargnevas peatiikis. Need
aromaatse molekuli reaktsioonid toimivad kataliiseeruva oksiidatsiooni abil, mille
tulemuseks on radiaalne reaktsioon. Viikesed aromatase siisivesinikud lagundatakse
nende osalise lahustuvuse tottu vees. Suuremad polilaromaatse ithendid lagundatakse

tahkes olekus, mistdttu on nende degradatsiooni kiirus madalam[41].
1.3.2 Seened biodegradatsioonis

Seentel on suur potentsiaal orgaaniliste ihendite lagundamiseks, nende kasvu reziimi
leviku ja taimede siimbiootse koosluse tottu. Kuid baktereid peetakse seentest
tdhtsamateks kolonisaatoriteks Oliga saastunud pinnasel. Seentel ja bakteritel voivad
olla mutualistlikud suhted. Seente hiilivide ja miikoriisa struktuurid toetavad bakterite
kasvu ja moned bakterid tdiustavad miitselli kasvu, ndnda parandades seente

kasvutingimusi[46].

Lisaks tuntud siisivesinike lagundavatele bakteritele on teisi organisme nagu seened,
vetikad ja taimed, mis on vdimelised lagundama siisivesinike. Nad kasutavad

stisivesinike lagundamiseks ensiiiime, niiteks tsiitokroom P450 peroksiidi ja
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dioksiigenaasi. Tdanu oma piisivale iseloomule on sageli PAH-d nende laguprotsesside
osaks[41].

Seene kasutavad vorreldes bakteritega teisi mehhanisme siisivesinike lagundamiseks,
seetottu nad voivad lagundada siisivesinike, mis jddvad tavaliselt kiiremini
lagundavatest bakteritest alles. See vdib olla kasulik viie tuumalise PAH lagundamisel,

mis on bakterite poolt halvasti degradeeruv[41].

Seened eritavad ligniini lagundamiseks rakuvilist oksiideerivat ensiitimi. Need
ensiitimid on voimelised tegema hapnikust reageeruva peroksiidi. Eriti histi lagundavad
ligniini valge mida seened ehk white rot seened. Ligniin on keeruline ebakorrapérane
molekul, mis sisaldab palju aromaatseid riihmi. Seente ligniini lagundamise voime teeb
neist ka voimaliku PAH lagundamise kandidaadiks. Ligniin peroksiidaas ja mangaan
peroksiidaasi ensiiimid on ndidanud vOimet lagundada mondasi ligniini mudel

tihendeid. Peroksiidaas osaleb PAH lagundamisel kioonideks[41].

Erinevalt bakteritele, seened ei lagunda siisivesinikud téielikult siisinikdioksiidiks,
parima tulemuse puhul konverteeriti ainult 19% siisivesinike. Selle asemel tekivad

degradatsiooni produktid, mis lahjenevad vees voi seovad mulla orgaanilise osaga[41].

Seente ja bakterite esinemine iihes kultuuris suurendab degradatsiooni kiirust vorreldes
nende eraldi kasutamisel. Naiteks bakterid, mis ei olnud voOimelised kasvama
benso(a)plireenil on seente olemasolu suutelised kasvama. Bakterite ja seente
degradatsiooni mehhanismid on maérkimisvadrselt erinevad, seente cis-trans

hiidroksiilatsioon ja bakterite cis-cis hiidroksiiltsioon[41].
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2 Materjal ja metoodika

2.1 Katse iilesehitus

Katse viidi 1ibi TTU Tartu KolledZi mullabioloogia laboratooriumis. Katses kasutati
nelja remediatsiooni tehnikat- bioaugmentatsiooni, biostimulatsiooni, loodusliku
hajumist ja kompostimist, et hinnata diiselkiituse degradatsiooni efektiivsust ning
madrata neis osalevad peamised mikroorganismid. Katsekehadeks vajalik muld oli
voetud Kolledzi territooriumilt. Katsekehade mass oli 10 kg. Katse kestis tédpselt 90
paeva. Koik katsekehad olid kogu selle aja 20 kraadi Celsiuse juures kliimakamobris.
Algne saastatus sai tehtud arvestades 10 g diislit 1 kg mulla kuivaine kohta. Kaasa
arvatud kompostiga segatud muld- see oli vahekorras saastunud muld (konts. ikka 10 g
diislit 1 kg mulla kohta) 1:0,5 komposti. Mis tdhendab, et mulda oli 10 kg-ses
katsekehas 6,6 kg ja komposti 3,4 kg. Bioaugmentatsioonis kasutati Tartu Ulikoolist
saadud tiive Pseudomonas fluorescence. Biostimulatsioonis kasutati N ja P véetise segu
kontsentratsioonis 0,5% katsekeha massi kohta ning see lisati katsekehale katse alguses.
Oli plaan ka lisada katse keskel aga kirjanduse andmetel ei ole mdtet 3 kuu jooksul mitu

korda stimuleerida, liiga lithike periood.

2.2 Keemiliste parameetrite miiramine

Iga kolmekiimne pédeva jirel voeti saastatud mullast proov, et saada teada saasteaine
keemiline kontsentratsioon. Proovi mass oli 10 grammi ja naftaproduktide analiiiis

toimus TU Chemicumis.

2.3 Kasutatud sootmeplaadid

Mikrobioloogia jaoks tehti sodtmeplaadid, millele pandi kasvama vastavalt kas bakterid
vdi seened. Samasid plaate kasutati ka KMU-de méiramiseks. Bakterite jaoks koostati
so0tmeplaadid, mille koostisosad on toodud tabelis 1. Bakterite sootmeplaatide
tegemiseks kasutati parmiekstrakti, peptooni, soola, agarat ja destilleeritud vett. Kdik

ained segati omavahel kokku ning pandi ahju 110°C juurde autoklaavima 30-60
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minutiks. Peale autoklaavimist jahutati soddet ning lisati eelnevalt kokku segatud
tsiikloheksimiidi ja alkoholi lahus, mis takistab seente elutegevust. Lahus lisati jahtunud
sootmele, et see ei kaotaks oma mdju. Jahtunud sd66de valati Petri tassidesse ning oodati

selle taielikku tahkestumist.

Tabel 1. Bakterite so6tmeplaadi koostisosad

059 parmiekstrakt
1,259 |peptoon

1,25g |sool

3,759 |agar

250 ml |destilleeritud vett
KOKKU 250 ml

Seente jaoks koostati sodtmeplaadid, mille koostisosad on toodud tabelis 2. Seente
sOotmeplaatide tegemiseks segati kokku agar, linnaseekstrakt, kloramfenikool ja
destilleeritud vesi. S66tme koostisosas olev kloramfenikool on aine, mis takistab
mikroobirakus valgusiinteesi ja pérsib seega bakterite elutegevust. Seejarel pandi s6ode
ahju 110°C juurde autoklaavima 30-60 minutiks v3i seniks kuni agar on lahustunud.
Peale autoklaavimist lasti so6tmel jahtuda ning valati Petri tassidesse ja oodati selle

taielikku tahkestumist.

Tabel 2. Seente s66tmeplaadi koostisosad

3,759 |agar

59 linnaseekstrakt

0,059 |kloramfenikool

250 ml |destilleeritud vett
KOKKU 250ml

2.4 Seente ja bakterite identifitseerimine

Identifitseerimiseks kasutati nelikimmend so6tmeplaati, kuhu oli kiilvatud
kakskiimmend bakteri- ja seeneliik. Silmajirgi otsustades olid mdnel plaadil ka muid
liikke, ning valituks osutusid need kakskiimmend seene ja bakteriliiki. Kdigile
neljakiimnele klaasiplaadile tilgutati 10 pl destilleeritud vett, kuhu pandi hésti natukene

uuritavat materjal. Klaasplaadid asetati tombekapi alla kuivama, seniks kuni veetilk on
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tdiesti aurustunud. Seejdrel toimus klaasplaatide kuumfikseerimine, mille kéigus
klaasplaat liigutati paar korda 14bi leegi. Sellekdigus denatureeruvad seene voi bakteri
valgud klaaspinnale kinni ning nii on neid kindlam ja lihtsam vérvida, et neid hiljem

identifitseerida.

Seente identifitseerimiseks vérviti seened bengaalpunasega, et neid hiljem oleks
mikroskoobi all ndha. Bengaalpunase saamiseks valmistati 5%-line virvilahus, mille
koostisosad on toodud tabelis 3. Seente varvimist korrati kolm korda, et varv kinnituks

korralikult. Peale igat vérvimist eemaldati iileliigne vérv destilleeritud veega.

Tabel 3. Bengaalipunase 5% virvilahus

bengaalipunane
0,01g |[(pulber)

0,1 ml |alkohol (90% piiritus)
1,9 ml |destilleeritud vesi
KOKKU 2 ml

Bakterite identifitseerimiseks kasutati Grami virvimist, mille vottis kasutusele teadlane
H.C.J Gram 1884-ndal aastal. Grami virvimismeetod pohineb bakteriraku seina
chitusel, mille jdrgi bakterid jagunevad kaheks— grampositiivsed ja
gramnegatiivseks[47]. Gram’i vérvimise esimeseks etapiks on bakterpreparaadi
varvimine kristallvioletiga. Edasi tododeldakse preparaati Lugoli lahusega, mille
iilesandeks on kinnistada kristallviolett grampositiivsete pakterite peptidogliitkaani
kihtidesse. Selle tulemusena moodustub grampositiivsete bakterite-kristallviolett-joodi
kompleks. Jargmises etapis toimub preparaadi vérvustamine, pestes seda etanooliga.
See etapp toob esile erinevad astmed Gram’i vérvimisel. Nimelt grampositiivsed
bakterid hoiavad kristallvioletti tina paljudele peptidogliikaani kihtidele kinni ja jddvad
violetseteks. Samas gramnegatiivsed bakterid muutuvad virvituks, kuna nendel on
peptidogliikaani kihte oluliselt vdhem. Nende bakterite esile toomiseks toimub
jarelvarvimine safraniiniga. Iga etapi vahel loputatakse preparaati destilleeritud veega.
Selle tulemusena viarvuvad grammnegatiivsed bakterid punasteks (roosadeks),
grammpositiivsed  jddvad violetseks. Kui preparaat on kuivanud toimub

mikroskopeerimine[48].
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2.5 Viltimistest

Neljakiimnele Petri tassile lisati erinevas mahus diiselkiitust, kiimnele 0,25 ml diislit,
kiimnele 0,5 ml diislit, kiimnele 0,75 ml diislit, kiimnele 1,0 ml diislit (tabel 4). Seejérel
lisati kahekiimnele Petri tassile bakterisoodet ning kahekiimnele seenesdddet. S66tmed

kiilvati erinevate mikroorganismi liikidega.

Tabel 4. Viltimistesti tilesehitus

Selektiivsodde (nii bakterite kui Lisatud diisli hulk
seente)

1% saastatus 25ml-s s66tmes 0,25 ml diislit

2% saastatus 25ml-s s66tmes 0,5 ml diislit

3% saastatus 25ml-s s66tmes 0,75 ml diislit
4% saastatus 25ml-s s66tmes 1,0 ml diislit
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3 Tulemused

Antud t66 koige esimeseks tulemuseks oli sootmeplaatidel olevate seente kolooniate
arvu leidmine erinevatel katsevariantidel (tabel 5). Seente keskmiseks kolooniate arvuks
saadi 407 £244 KMU-d.

Tabel 5. Seene kolooniate arv

Nr. katsevariant KMU
1. Augmentatsioon 196
2. Stimulatsioon 625
3. Looduslik hajumine 644
4. Kompostiga segamine 163

3.1 Keemiliste parameetrite masiramine

Uurimuse véltel voeti iga 30 pdeva jarel pinnase proov ning tehti keemiliste
parameetrite mddramine, et niha kuidas diiselkiitise kontsentratsioon muutub ajas (tabel
6, joonis 1). Katse alguses oli kdigi katsekehade saaste kontsentratsioon 10 mg/g. 30
pdeva mooddudes voeti uued proovid, katsekehade saasteaine kontsentratsiooni tase oli
keskmiselt langenud 10,6%. Bioaugmentatsiooni puhul oli saasteaine kontsentratsioon
langenud 10 mg/g-1t 9,36 mg/g-le ehk 6,4%. Biostimulatsiooni katsekehas oli saasteaine
kontsentratsioon langenud 8,23 mg/g-le ehk 17,7%, mis oli ka koige suurem
degradatsiooni maér peale 30 pdev moodumist (tabel 7). Looduslik hajumine andis
koige madalamad degradatsiooni tulemused, peale 30 pdeva mdéddumist oli saaste
kontsentratsioon langenud 9,67 mg/g-le ehk 3,3%. Kompostimise puhul langes

saasteaine kontsentratsioon 8,49 mg/g-le ehk 15,1%.

43



Tabel 6. Diiselkiituse kontsentratsiooni muutus pinnases katse perioodil

Kasutatud meetod Algkontsentratsioon 30 paeva 60 pdeva |90 pdeva

péarast parast parast
(katse 1opp)

1. Bioaugmentatsioon |10 mg/g KA 9,36 mg/g 8,13 mg/g 7,47 mglg
KA KA KA

2. Biostimulatsioon 10 mg/g KA 8,23 mg/g 7,37 mg/lg 16,71 mgl/g
KA KA KA

3. Looduslik hajumine |10 mg/g KA 9,67 mgl/g 9,25 mg/g 8,84 mgl/g
KA KA KA

4. Komposti segu 10 mg/g KA 8,49 mg/g 7,39 mg/g 16,89 mg/g
KA KA KA

Tabel 7. Degradatsiooni intensiivsuse muutmine katse viltel (protsentides)

Katse 30 pdeva 60 pdeva | 90 pdeva parast (katse
Kasutatud meetod alguses pérast parast 10pp)
Bioaugmentatsioon 0,0 6,4 13,1 8,1
Biostimulatsioon 0,0 17,7 10,4 9,0
Looduslik hajumine 0,0 3,3 4,3 4,4
Komposti segu 0,0 15,1 13,0 6,8

Katsealgusest 60 pédeva pdrast voeti katsekehadelt uued proovid, saasteaine tase oli

keskmiselt langenud 19,6%. Bioaugmentatsiooni meetodi puhul oli saasteaine
kontsentratsioon langenud 8,13 mg/g-le ehk alg kontsentratsiooniga vorreldes 18,7%.
Biostimulatsiooni meetodi puhul lagunes saasteaine kontsentratsioon 7,37 mg/g-le ehk
26,3%. Loodusliku hajumise meetodi puhul langes saasteaine kontsentratsioon 9,25
mg/g-le ehk 7,5%. Komposti segu meetodi puhul langes saasteaine kontsentratsioon

7,39 mg/g-le ehk 26,1%.

90 pideva moddudes oli katsekehade saasteaine kontsentratsioon langenud keskmiselt
25,2%. Bioaugmentatsiooni meetodi puhul oli saasteaine kontsentratsioon langenud

7,47 mg/g-le ehk 25,3% vorreldes algkontsentratsiooniga (joonis 2). Biostimulatsiooni
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meetodi puhul oli saasteaine kontsentratsioon langenud 6,71 mg/g-le ehk 32,9%, mis
iihtlasi on ka antud uurimuse korgeim degradatsiooni tulemus. Loodusliku hajumise
meetodi puhul oli saasteaine kontsentratsioon langenud 8,84 mg/g-le ehk 11,6%.

Komposti segu saastaine kontsentratsioon oli langenud 6,89 mg/g-le ehk 31,1%.

Diiselkiituse kontsentratsioon (mg/g) katse perioodil

10
9
8
7
6
Algkontsentratsioon 30 pdeva parast 60 pdeva parast 90 pdeva parast (katse
16pp)

=0=1, Augmentatsioon —©-2. Stimulatsioon =#=3. Looduslik hajumine ==e==4. Kompost

Joonis 1. Graafiline iilevaade diiselkiituse kontsentratsiooni muutusest pinnases

Degradatsiooni mééir protsentides

35 32,9
31,1
30
25,3
25
20
15
11,6

10

5

0

M Bioaugmentatsioon Biostimulatsioon M Looduslik hajumine B Kompost

Joonis 2. Ulevaade erinevate tehnoloogiate degradatsiooni méiradest antud uurimuses
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3.2 Seente ja bakterite identifitseerimine

Katsetes kasutatud s66tmeplaatidel identifitseeriti bakteri- ja seeneliigid (tabel 8, lisa 1,

lisa 2). Identifitseeritud mikroorganismidest kuulusid bakterid ja seened vastavatesse

rihmadesse:

Gram-positiivsed bakterid: Streptomyces, Arthrobacter, Rhodococcus, Bacillus
Nendest omakorda aktinomiitseedid on: Streptomyces ja Rhodococcus
Gram-negatiivsed bakterid: Arthrobacter (ainult noored rakud), Sphingomonas,
Pseudomonas

Hallitusseened:  Cladosporium,  Aspergillus,  Penicillium,  Fusarium,
Trichoderma, Mucor, Rhizopus

Piarmid: Candida ja Pichia

Tabel 8. Bioremediatsiooni katsetes esinenud mikroorganismid

Kasutatud meetod Mikroorganism |Identifitseeritud perekonnad
Seen Pichia, Aspergillu, Candida, Penicillium,
Cladosporium
Bioaugmentatsioon
Bakter Streptomyces, Rhodococcus, Arthrobacter,
Pseudomonas
Seen Aspergillus, Trichoderma, Penicillium,
o ) Candida, Rhizopus
Biostimulatsioon _
Bakter Pseudomonas, Sphingomonas, Streptomyces,
Bacillus
Seen Cladosporium, Aspergillus, Rhizopus,
Penicillium, Trichoderma
Looduslik hajumine X .
Bakter Sphingomonas, Bacillus, Pseudomonas,
Streptomyces, Arthrobacter
Seen Cladosporium, Aspergillus, Mucor,
) ) ) Trichoderma, Fusarium
Pinnase ja komposti -
segu Bakter Rhodococcus, Bacillus, Pseudomonas,
Streptomyces + {iks perekond mida ei suudetud
identifitseerida
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Esimene identifitseerimine sai tehtud kohe alguses Ecopro AS Kividli jadtmejaamast
saadud naftaproduktidega saastunud komposti proovidest (tabel 9). Sealt maérati kahe
erineva (algusfaas ja 1dppfaas) proovi seened ja bakterid. Ecopro AS-i komposti
muldades ja antud komposti segu mullas esinesid sarnased mikroorganismid. Kuid
labori tingimustes esines rohkem perekondi, mis tuleneb konkurentsi puudumisest ning
optimaalsemate tingimuste esinemisest. Vilitingimustes on palju inhibiteerivaid
tegureid, mis mojutab mikroorganismide arengut. Vilitingimustes puudusid
Cladosporium ja Fusarium seene perekonnad ning Rhodococcus bakteri perekond.
Kuigi antud uurimuse komposti segu katsekehas Candida ja Penicillium seene
perekonda ei esinenud, on need perekonnad laialt levinud ning esinesid mitmes teises

katsekehas.

Tabel 9. Kividli jddtmejaamast saadud proovid

Aspergillus, Candida, Penicillium, Mucor,
Seente perekonnad |-
Trichoderma
Algusfaas 5 .
Bakterite Bacillus, Streptomyces
perekonnad
Seente perekonnad |Aspergillus, Candida, Trichoderma
Loppfaas  Bakterite Pseudomonas, Bacillus, Streptomyces
perekonnad

3.3 Viltimistest

Viltimistesti tulemuseks oli, et koigil plaatidel oli 1 nadala jarel, 15°C
inkubatsioonitemperatuuri  juures tekkinud mikroorganismide kasv. Isegi 4%

saastatusega (vaga korge saastatuse tase) ei olnud tekkinud mingitki inhibeerivat efekti.

Sootmed kiilvati silmnéhtavalt erinevate mikroorganismi liikidega, kuid bakterite puhul
selgus, et moned olid samast perekonnast (tabel 10, lisa 3). Antud katses ei olnud

voimalik kasutada DNA médramismeetodit, et mikroorganisme médrata liigi tasemini.
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Tabel 10. Identifitseeritud mikroorganismid, mida véltimistestis kasutati

Bakterid Seened

Bl.1 Streptomyces S4.3 Mucor
B1.2 Rhodococcus S1.3 Candida
B4.5 Streptomyces S14 Penicillium
B2.3 Pseudomonas S3.2 Aspergillus
B2.1 Pseudomonas S4.5 Fusarium
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4. Arutelu

Koikides katsekehades hakkasid tervendamismeetodid t66le, kuid seda erineval mééral.
Katse periood oli liiga lilhike, et naftaslisivesinike tdielikult lagundada.
Biostimulatsiooni meetodi puhul lagundati iillatuslikult kdige rohkem saasteainet,
32,9% algkontsentratsioonist, samuti algas tervendamine selle meetodi puhul kdige
intensiivsemalt. Seetdttu vOib viita, et antud uurimuses tootas mikroorganismide
stimuleerimine toitainetega vdga hésti. Esimese 30 pédeva jooksul lagundati 17,7%
saasteaine kontsentratsioonist, jirgmisel perioodil lagundati 10,4% eelnevast perioodist
alles jaanud saasteainetest ja katseldopuks 9,0% vorreldes eelneva perioodiga. Voib
eeldada, et biostimulatsiooni intensiivne saasteaine lagundamine algas toitainete
kiillusest ja nende holpsast kittesaadavusest. Samuti vOib arvata, et lagundamise
intensiivsuse  langus  tuleneb  toitainete  Kkontsentratsiooni  langusest  ning
biokéttesaaduvuse vahenemisest. Kuid tdhtsamaks pohjuseks voib pidada, et katse
alguses lagundati kergemini lagundatavaid saasteaineid ja sellest tulenes ka korge
saasteaine kontsentratsiooni muutus katse alguses. Katse kulgedes vdhenes kergesti
lagunevate siisivesinike osakaal ning suurenes resistentsemate komponentide
osatdhtsus, millest tulenes ka degradatsiooni intensiivsuse médra langus. Samuti on
voimalik, et keerukamate siisivesinike lagundamisel vdisid tekkida toksilised vaheained,
mis pérssisid mikroorganismide tegevust. Lisaks oli tdhtis tuntud naftasiisivesinike
lagundavate bakterite ja seente olemasolu. Protsessis esinesid meie laiuskraadidele
tavapirased mikroorganismid ning {iihtegi ainulaadset organismi vdrreldes teiste
katsekehadega ei esinenud. Polismikroorganismid on histi kohanenud enda
keskkonnaga. Bakteriperekondadest leidus valmistatud katsekehades Pseudomonas,
Sphingomonas, Streptomyces, Bacillus. Seeneperekondadest laialt levinud mullas ja

ohus elutsevad seened, nagu Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, Candida, Rhizopus.

Komposti segu meetod oli antud uurimuses samuti viga edukas, algkontsentratsioonist
lagundati 31,1% saasteainet. Esimese 30 pdeva jooksul lagundati 15,1% saasteainet ning
intensiivne algus vdib tuleneda kompostis esinevate toitainete ja mikroorganismide
tottu. Jargneval perioodil degradatsiooni méédr langes, lagundati 13,0% saasteainet

eelneva perioodi kontsentratsioonist. Katse viimasel perioodil langes degradatsiooni
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intensiivsus veelgi, lagundati 6,8% saasteainet. Intensiivse degradatsiooni alguse ning
selle languse katse viltel pdhjustasid ilmselt samad faktorid, mis biostimulatsiooni
puhul. Komposti segu iiheks edu pohjuseks voib olla ka Mucor ja Fusarium seente
esinemine, mida teistes meetodites ei esinenud. Nende leidmine ei olnud ka iseenesest
iillatav, kuna tegemist on tiitipiliste kompostis elutsevate seeneperekondadega. Samas,
vOis just nende perekondade esinemine anda eelise just kompostimise meetodile
vorreldes mdne teise biotervendusmeetodi ees. Bakterite ja seente mutualistlik suhe
toetab saasteainete degradeerimist. Samuti esines antud meetodis bakter, mida ei

suudetud identifitseerida, voimalik et ka selle bakteri roll oli markimisvéérne.

Bioaugmenteeritud katsekeha edukus oli oodatust madalam, 90 pieva jooksul langes
saasteaine kontsentratsioon 25,3%. Esimese 30 pdeva jooksul kahanes saasteaine
kontsentratsioon ainult 6,4%, mis on siiski peaaegu kakskorda parem tulemus kui
loodusliku hajumise puhul. Madal esialgne degradatsioon vodib tuleneda toitainete
puudumisest ning mikroobikoosluse harjumatusest muutunud keskkonnaga, kuid
suurem spetsialiseerunud bakteri tlivi annab eelise loodusliku hajumise ees. Jargneval
perioodil lagundati 13,1% saasteainest, selleks hetkeks oli lisatud Pseudomonas
fluorescence bakteri tiivi harjunud keskkonnaga ning eeldatavasti lagundati enamus
kergesti lagundatavatest siisivesinikkudest. Katse viimasel perioodil langes
degradatsiooni intensiivsus 8,1%-le, mis vo0ib tuleneda kergesti kéttesaadavate
stisivesinike vdhenemisest ning loomuliku esinevate toitainete vdhenemise tottu.
Katsekehadele ainulaadselt esines bioaugmentatsioonis parm Pichia perekonnast.
Arvestades parmide kiiret elutsiiklit, vdis just Pichia esinemine pérssida
naftaproduktide lagundamiseks spetsiaalselt aretatud Pseudomonas fluorescence-i
elutegevust  konkureerides vabalt kittesaadavatele toitainetele.  Sellest ka

lagunemisprotsesside hiippelisus.

Loodusliku hajumise meetodi puhul lagundati oodatult kdige vihem saasteainet. 90
pédeva jooksul langes saasteaine kontsentratsioon 11,6%. Esimese 30 pdeva jooksul
lagundati  3,3%, jargneval perioodil 4,3% eelneva perioodi Saasteaine
kontsentratsioonist ja viimaseks perioodiks 4,4%. Loodusliku hajumise degradatsiooni

intensiivsus suurenes kogu katse viltel, kuid selle kiirus ja iildine lagundamise maér oli
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vorreldes teiste meetoditega mitu korda kehvem. Antud meetodi puhul ei stimuleeritud
seda kuidagi, kui teistel meetoditel oli eeliseks kas spetsiaalsed mikroorganismid voi

lisatud toitained. Meetodit on lihtne rakenda, kuid see vajab rohkem aega.

Bakterite ja seente peal viidi 1dbi 1-4% saasteaine kontsentratsioonidega valtimistest.
Viltimistesti tulemused nditasid, et koigil saasteainega plaatidel oli tekkinud
mikroorganismide kasv. Valitud mikroorganismid olid voimelised koloniseerima
koikide kontsentratsioonidega plaate, ei olnud tekkinud mingitki inhibeerivat efekti,

isegi saasteaine suurtes kontsentratsioonides (4% s60tme kogusest).

Petroolium siisivesinike téielikuks lagundamiseks on 90 pdeva liiga lilhike aeg, seda
isegi laboritingimustes. Looduslikes tingimustes vOtab nafta tédielik lagundamine palju
rohkem aega ja on mdjutatud paljudest erinevatest keskkonnafaktoritest. Paljusid
saasteaineid, mis on vdimelised laboris lagunema nddalate jooksul, on leitud looduses

veel parast mitut aastat [42]

51



Kokkuvote

Kéesoleva magistritoé eesmargiks oli uurida diiselkiitusega saastunud mulla
bioremediatsioonis esinevat mikroobikooslust. Uurimuses kisitleti diiselkiituse
degradatsiooniks nelja tehnoloogiat. Uuriti mikroorganisme ja degradatsiooni maarasid

bioaugmentatsioonis, biostimulatsioonis, naturaalses hajumises ja kompostimises.

Katsed viidi ldbi TTU Tartu Kolledzi mullabioloogia laboris. Analiiiisideks vajalik muld
koguti KolledZi territooriumilt ja seejarel saastati laboris diiselkiitusega. Katsekehad
kaalusid 10 kg ja olid saastatud 100 g diiselkiitusega. Komposti segu koosnes 6,6 kg
mullast ja 3,4 kg kompostist. Bioaugmentatsioonis kasutati Tartu Ulikoolist saadud tiive
Pseudomonas fluorescence. Biostimulatsioonis kasutati N ja P véetise segu
kontsentratsioonis 0,5% katsekeha massi kohta ning see lisati katsekehale katse alguses.
Katse kestis 90 pdeva ja koiki katsekehasid hoiti kliimakambris 20 kraadi Celsiuse

juures.

Téiustatud remediatsiooni meetodid olid edukamad diiselkiituse degradatsioonil kui
naturaalne hajumine. Biostimulatsiooni meetodi puhul lagundati katse 16puks 32,9%
algsest saastest, kompostisegus 31,1%, bioaugmentatsiooni puhul 25,3% ja naturaalse

hajumise meetodid korral 11,6% algsest saaste kontsentratsioonist.

Biostimulatsioon ja kompostimine olid efektiivsemad ilmselt lisatoitainete tottu ja
seetottu ka degradatsioon algas intensiivsemalt. Bioaugmentatsioonil oli eelis naturaalse
hajumise ees lisatud tiive tottu, mis oli voimelined siisivesikuid kiiresti lagundama, kuid
toitainete puudus ja konkurents kiiresti paljuneva Pichia perekonna parmiga vois
takistada  kunstlikult  sisseviidud organismil saavutamaks oma tédielikku

lagundamispotentsiaali.

Biostimulatsioonis identifitseeriti Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, Candida,
Rhizopus seene perekonnad ja Pseudomonas, Sphingomonas, Streptomyces, Bacillus
bakteri perekonnad. Kompostimisel identifitseeriti Cladosporium, Aspergillus, Mucor,
Trichoderma, Fusarium seene perekonnad ja Rhodococcus, Bacillus, Pseudomonas,

Streptomyces bakteri perekonnad, iihte bakteri perekonda ei suudetud tuvastada.
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Bioaugmentatsioonis identifitseeriti  Pichia, Aspergillu, Candida, Penicillium,
Cladosporium seene perekonnad ja Streptomyces, Rhodococcus, Arthrobacter,
Pseudomonas bakteri perekonnad. Naturaalse hajumise meetodi puhul identifitseeriti
Cladosporium, Aspergillus, Rhizopus, Penicillium, Trichoderma seene perekonnad ja
Sphingomonas, Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces, Arthrobacter bakteri
perekonnad. Need mikroorganismid on tavapdrased sellele laiuskraadile ja enamus

muldades esineb neid iisnagi rohkelt.

Seente ja bakterite mikroobikoosluse identifitseermisel leiti, et mullas esinenud
perekonnad on sarnased kirjanduses viljatoodule. Tulemused niitasid kahe bakteri
perekonna iilekaalu- Streptomyces ja Pseudomonas, koos kahe seene perekonnaga-
Aspergillus and Penicillium. Kuid Penicillium perekonda kompostimis meetodi puhul ei
tuvastatud. Kompostimissegus identifitseeriti kaks sellele katsele unikaalset seene
perekonda Mucor ja Fusarium, samuti leiti bioaugmentatsioonis unikaalne

seeneperekond- Pichia.

Bakterite ja seente peal viidi ldbi 1-4% saasteaine kontsentratsioonidega véltimistest.
Viltimistesti tulemused nditasid, et koigil saasteainega plaatidel oli tekkinud
mikroorganismide kasv. Valitud mikroorganismid olid vdimelised koloniseerima
koikide kontsentratsioonidega plaate, ei olnud tekkinud mingitki inhibeerivat efekti,

isegi saasteaine suurtes kontsentratsioonides (4% so6tme kogusest).

Petroolium siisivesinike tdielikuks lagundamiseks on 90 pdeva liiga lilhike aeg, seda
isegi laboritingimustes. Looduslikes tingimustes votab nafta tdielik lagundamine palju

rohkem aega ja on mojutatud paljudest erinevatest keskkonnafaktoritest.

Eestis on kompostimine levinum remediatsiooni tehnika, seda ka pohjusega.
Kompostimine on odav, suhteliselt lihtne ja efektiivne tehnoloogia. Stimulatsioonis
esinenud seene Rhizopus ja bakteri Sphingomonas lisamine komposti segule vdib
edendada kompostimise degradatsiooni. Samas, vajab nende perekondade
petrooleumsiisivesinike lagundamispotentsiaal kindlasti tdiendavaid uuringuid. Siiani ei
ole Eestis eelnevalt selliseid vurimusi 14bi viidud, sarnaselt on uuritud tehisméargaladel

esinevat miroobikooslust ainult.
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Summary

»Microorganisms involved in bioremediation of soils contaminated with diesel fuel

and their degradation potential*

The aim of this Master’s thesis was to examine the microorganisms involed in
bioremediation processes of soils contaminated with diesel. In this study we evaluated
four technologies for the degradation of diesel fuel. Microorganisms and their
degradation rates of diesel was examined in bioaugmentation, biostimulation, natural

attenuation and composting.

The tests were carried out at TTU Tartu College's soil biology laboratory. Soils
for the analyses were collected from College territory and then contaminated with diesel
fuel. Each testpile weighed 10 kg and was contaminated with 100 g of diesel fuel. The
compst mix consisted of 6,6 kg soil and 3,4 kg compost. For bioaugmentation
Pseudomonas fluorescence was used and for biostimulation N and P nutrient mix of
0,5% wi/w consentration was added. The test lasted precisely 90 days and all of the piles

were kept in a climate chamber at 20 degrees Celsius.

As excpected stimulated/enhanced methods were more succesful at degrading
diesel fuel contaminations than natural attenuation. In this study the biostimulation
method degraded 32,9%, composting mix 31,1%, bioaugmentation 25,3% and natural

attenuation 11,6% of initial contamination concentration.

Biostimulation and composting were more efective beacuse of extra nutriens and
therefore the degradation was more intense at the beginning. Bioaugmentation had an
advantage over natural attenuation because of the addition of specially cultivated
bacteria witch were able to degrade hydrocarbons more rapidly but whose growth might

bave been hindered due to lack of nutriens.

The fungal genera found in the biostimulation processes were Aspergillus,
Trichoderma, Penicillium, Candida, Rhizopus and Pseudomonas, Sphingomonas,
Streptomyces, Bacillus bacterial genera were identified in biostimulation. In compost

Cladosporium, Aspergillus, Mucor, Trichoderma, Fusarium genera of fungi and
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Rhodococcus, Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces and one unidentified genera of
bacteria were identified. In bioaugmentation Pichia, Aspergillu, Candida, Penicillium,
Cladosporium genera of fungi and Streptomyces, Rhodococcus, Arthrobacter,
Pseudomonas genera of bacteria was identified. In natural attenuation Cladosporium,
Aspergillus, Rhizopus, Penicillium, Trichoderma genera of fungi and Sphingomonas,
Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces, Arthrobacter genera of bacteria were found.
These microorganisms are commonly found at this latitude and are quite abundant in

most soils.

Identification of fungi and bacteria showed that microbial genera found in the
subjected soils were similar to those described in literature. Results showed two
predominant bacterial genera — Streptomyces and Pseudomonas, together with two
abundant genera of fungi — Aspergillus and Penicillium. However Penicillium was not
found in the composting mix. In the composting mix Mucor and Fusarium genera fungi
were unique for all the studied methods, also one unique genera was found in

bioaugmentation- Pichia.

An avoidance test was constucted for bacteria and fungi at diesel fuel
consentration of 1% to 4% w/w. Avoidance test results showed that diesel fuel had no
effect on the selected group of microbes, regardless of concentration of diesel
contamination. The selected microorganisms managed to form colonies on all of the

mentioned concentrations.

90 days is too short of a time to completly degrade petroleum hydrocarbons,
even in laboratory conditions. Needless to say, it would take much longer for the
petroleum to be fully degraded in natural conditions.
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Tanusonad

Magistritdd autor soovib tdnada oma juhendajat Sander Kuttit abivalmiduse ja hea

juhendamise eest.
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Lisa 1l

Seene- ja bakteriperekondade identifitseerimine slaidide kaupa.

Slaidid asuvad lisa 2.

Bakterid Seened
B1l.1 Streptomyces S1.1 Pichia
B1.2 Rhodococcus S1.2 Aspergillus
B1.3 Arthrobacter S1.3 Candida
B1.4 Pseudomonas Sl4 Penicillium
B1.5 Pseudomonas S15 Cladosporium
B2.1 Pseudomonas S2.1 Aspergillus
B2.2 Sphingomonas S2.2 Trichoderma
B2.3 Pseudomonas S2.3 Penicillium
B2.4 Streptomyces S2.4 Candida
B2.5 Bacillus S2.5 Rhizopus
B3.1 Sphingomonas S3.1 Cladosporium
B3.2 Bacillus S3.2 Aspergillus
B3.3 Pseudomonas S3.3 Rhizopus
B3.4 Streptomyces S3.4 Penicillium
B3.5 Arthrobacter S35 Trichoderma
B4.1 Identifitseerimatu S4.1 Cladosporium
B4.2 Rhodococcus S4.2 Aspergillus
B4.3 Bacillus S4.3 Mucor
B4.4 Pseudomonas S4.4 Trichoderma
B4.5 Streptomyces S4.5 Fusarium
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Lisa 3
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