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Sissejuhatus

Kalakasvatuse esmased ilmingud on leitavad Hiina hdimkondadest, millede korgaeg oli 1000
aastat eKr [1]. Tinapideval tegeletakse kalakasvatusega paljudes kohtades maailmas. Uha
suureneva rahvaarvu ja piiratud ressursside tdttu on inimesed sunnitud leidma lahendusi, kuidas
tootmisest vOimalikult védikeste kulutustega teenida voimalikult suurt tulu. Vee
korduvkasutusega kalakasvatussiisteem annab vdimaluse veeressurssi mdistlikult kasutada ja

ithtlasi majandada véiksemal territooriumil.

Vee korduvkasutusega kalakasvatussiisteemi olulisemaks osaks v3ib pidada biofiltrit. Biofilter
puhastab kalade viljaheidetest ja sddmata jaanud toidust reostunud vee ja vdimaldab seda uuesti
kasutada. Biofilter toimib nitrifitseerivate bakterite abil [2]. Bakterite poolt 1dbi viidud
nitrifikatsioon on kaheosaline protsess, milles toimub ammooniumi oksiidatsioon nitritiks ja
nitriti oksiideerimine nitraadiks [3]. Kalade jaoks on toksilised ammooniumlammastik,
nitritlimmastik ja nitraatlammastik. Biofiltri kdivitamine on pikk protsess, kuna nitrifitseerivad

kemotroofsed bakterid on aeglase kasvuga.
Kéesoleva bakalaureusetdo eesmirgiks on:

e uurida, kuidas nitritlimmastiku lisamine biofiltri k&ivitumisel mdjutab nitritit
oksiideerivate bakterite t66d;

e uurida, kas tekib erinevus biofiltri kaivitumisel, kui on kasutusel uued biokilekandjad
voi varasemalt kasutuses olnud kandjad. Hiipoteesina areneb varasemalt kasutatud
kandjatel kiiremini nitrifitseeriv biomass;

e sclgitada, kuidas vdib biofilter toimida erinevates stressitingimustes, mis on
kalakasvatusele omased,;

e iseloomustada kalafarmi biofiltrite kdivitumisprotsessi.

Moistmaks biofiltri toimimist ja kdivitumist, viidi esmajérgus labi katse laboritingimustes, kus
seati iiles kolm paralleelset biofiltrit jiljendavat katseseadeldist. T66 teises osas vaadeldakse

kalakasvanduse biofiltri kdivitustsiiklit ja erinevate tegurite mdju selle toole.

Teema on aktuaalne, kuna vee korduvkasutusega kalakasvatussiisteeme chitatakse aina juurde,
ja mida enam on teada nitrifitseeriva biokile tekkest biofiltris, seda efektiivsemalt saab
viimaseid t6dle panna. Antud bakalaureusetdd tulemusi saab kasutada kalakasvatuse biofiltrite

arendamisel.



1. Kirjanduse iilevaade

1.1. Vee korduvkasutusega kalakasvatuse siisteem

Viimastel aastakiimnetel on toimunud kiire noudluse kasv kalade ja nende kasvatamise suunal.
Vee korduvkasutusega kalakasvatuse siisteem (edaspidi kasutatud ka lLiihendit RAS, mis tuleb
ingliskeelsest viljendist recirculating aquaculture system) on vajalik, et leevendada kalapiitigi
moju kalavarudele meres. Selle eeliseks vorreldes muude kalakasvatussiisteemidega on, et kala
saab kasvatada noudlusele lahemas piirkonnas, kus maa ja vesi on kallid ressursid. Selleks, et
kalakasvatus oleks efektiivne, peab kalakasvatussiisteem to0tama ressursside mottes
kokkuhoidlikult ja lisaks olema ka majanduslikult kasulik ning keskkonnale ohutu. RAS
voimaldab kalade kasvatamise puhul vajaminevat vett uuesti kasutada nii, et vdheneb
vajamineva vee hulk ja ka siisteemist véljutatavate jadtmete kogus [4]. RAS-iga tootmine
toimub suhteliselt véikesel alal. Nditeks on voimalik saada umbes 45 tonni kala 5000 m?
suurusest hoonest. Sama palju suudab traditsiooniline kalatiik toota 80 000 m? alal. RAS
voimaldab olla ka paindlikuma saagikoristusajaga, muutes tootlikust ja kasumlikkust vastavalt

turu vajadustele [5].

RAS-i puudusteks vorreldes avatud tiikidega on see, et tegemist on kalli siisteemiga, mis
sisaldab veemahuteid, biofiltrit ja vajab ehitamist. Seejuures peab olema stabiilselt tagatud vee
pumpamine, aereerimine, kiite, valgustus ja kvalifitseeritud jirelevalve. Hoidmaks &ra kalade
suremust, peab olema suutlikus kiiresti reageerida. RAS-i viikesel ruumalal kasvavaid kalu
voivad méjutada haigused, parasiidid, saasteained, omavaheline konkurents, stress ja ilmnevad

hooajalised ebasobilikud kasvutingimused [5].

RAS suudab tdhusalt toctada nii mageveeliste, kui ka mereliste kalaliikide kasvatamise puhul.
Siisteem to6tab hésti siis, kui ta suudab puhastada vett kalade véljaheidetest ja seejuures hoida
vee kulu minimaalsena. Veepuhastus RAS-is toimub mitmes etapis, mida vdib jagada
bioloogiliseks ja mehaaniliseks filtreerimiseks [4]. Tahked osakesed eemaldatakse
mehhaanilise filtreerimise teel. Bioloogiline filtreerimine toimub biofiltris, kus vabanetakse
kaladele toksilistest iihenditest. RAS-is ringlevat vett degaseeritakse ja sageli kasutatakse vee

puhastamiseks osooni ja ultraviolettkiirgust (UV-d) [3].

Kaladele piisava hapniku tagamiseks, peab toimuma pidev vee aereerimine. Vahetuva vee hulk
on oluline, tagamaks kaladele hea kvaliteediga vesi. RAS on sageli kasutatud juhul, kui ei ole

voimalik tagada piisavat veevahetust, vabanemaks kaladele toksilistest véljaheidetest. Selleks,
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et RAS ei oleks liialt kulukas, tuleb leida vdimalikult soodsad ja efektiivsed silisteemi
komponendid. Tundlikumade kalaliikide kasvatamisel on vaja tdiendavaid funktsioone, mis

suudaksid eemaldada peeneid tahkeid osakesi ja lahustunud orgaanilist ainet [6].

1.2. Biofilter

Biofilter kujutab endast suurt mahutit, mis on tdidetud biokilekandjatega (joonis 1), andmaks
nitrifitseerivatele bakteritele voimalikult suurt kasvupindala. Sealsete bakterite kasvamiseks ja
protsesside korralikuks kéivitumiseks voib aecga minna iiks kuni kolm kuud. Biofiltri mahuti
voib-olla plastikust, metallist, puidust, betoonist, klaasist v0i mdnest muust mittetoksilisest
materjalist. Biofiltri suurus méédrab &ra, kui suures mahus kalu saab kasvatada. Biofiltriga
iihendatud kalakasvatustiigid vdivad olla erineva suuruse ja kujuga. Ummargustes ja ovaalsetes
tiikides on kergem panna vett tsirkuleerima nii, et tiik puhastuks kergemini. Kalakasvatustiigid
peavad olema ehitatud kaladele mittetoksilistest materjalidest ja neil peaks sees olema sile pind,
et kalad ei saaks marrastusi ning sellest omakorda infektsioone [5]. Biofiltrit voidakse kasutada

ka labivoolulises siisteemis vee kvaliteedi parandamiseks.

Joonis 1. Biokilekandjad (erakogu)

Pind, millel bakterid saavad kasvada, voib olla mistahes bakteritele voimalikult suurt kasvuala
tagav pind. Bakterite kasvatamiseks biofiltris on kasutatud ka selliseid materjale nagu austrite
kesti, kruusa, nailonvorku, plastikust pallikesi, lainelisest klaaskiust paneele ja kédsna. Praegusel

ajal on kasutusel enamjaolt plastikust silindrikujulised biokilekandjad [7].



Biofiltri tootamist saab muuta efektiivsemaks, kui muuta vee temperatuuri mone kraadi vorra.
Viiksema veekoguse kasutamine muudab protsessid kiiremini toimivamaks, kuna on kergem
temperatuuri mojutada ja saab lisada véiksemat kogust toitaineid, millega biofilter suudab
paremini toime tulla [2]. 3:1 kalatiigi pinna ja biofiltri suuruse suhe on tavaliselt piisav
tagamaks vee puhastamise biofiltriga. Biofiltri suuruse madramisel tuleb arvestada filtri pinna
suurusega, kalade kogusega ja veevoolu hulgaga, kuna antud tegurid modjutavad biofiltri
tooefektiivsust [7].

1.3. Nitrifikatsioon

Lammastik on asendamatu toitaine kdikidele elusorganismidele ja teda leidub néiteks valkudes
ja  nukleiinhapetes. Lammastik on kalade viljaheidete pohiline komponent.
Lammastikujddatmeid eritavad kalad ja neid sisaldavad ka surnud orgaanika nagu surevad
organismid, s66mata jadnud toit ja fekaalid. Limmastikuiihendite lagunemist RAS-is on viga
oluline jalgida, kuna ammooniumlammastik ja nitritlimmastik on kaladele toksilised.
Ammooniumldmmastikust vabanemine toimub biofiltris kaheosalise protsessina, mida
nimetatakse nitrifikatsiooniks. Esmalt toimub ammooniumi oksiidatsioon nitritiks
(nitritatsioon) ja seejdrel nitriti okstideerimine nitraadiks (valemid 1-2). Tavaliselt suudetakse
eraldada 5-10% lammastikust. Umbes 3% pdevasest kalade toidust jouab

ammooniumldmmastikuna vette [3].
NHs" + 1,5 O = 2H" + H20 + NO> (1)
NOz + 0,5 02= NO3" )

Ammooniumlammastiku (NHs"-N) m&ju kaladele on viike, kui pH on 7 ja temperatuur 20 °C.
Kui pH on 9, siis on NH4*-N letaalne enamikule kalaliikidele. Ammooniumldmmastikul on
selge mdju kalade kasvukiirusele. Soojavee kalad on NH4*-N suhtes sallivamad, kui kiilmavee

kalad, ning magevee kalad taluvad samuti rohkem kui merevee kalad [3].

Nitritlimmastiku (NO2-N) toksiline mdju seisneb vere hemoglobiini methemoglobiiniks
muutmises. Sisenedes vereringesse, oksiideerub nitrit rauaga hemoglobiinis ja tekib pruuni
vérvusega veri, mis ei suuda siduda hapnikku. [3]. Nitritlimmastiku mdju kaladele on liigiti
erinev. Naiteks vikerforelli (Oncorhynchus mykiss) fiisioloogilisele seisundile avaldab moju

juba madal nitritlimmastiku vaartus (0,01-0.2 mg/l NO2™- N). Vikerforellile surma pdhjustav
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vadrtus jaab 1 ja 3 mg/l NO2-N vahemikku [8]. Vereringesse sisenev nitritlimmastiku kogus
on soltuvuses kloriidide sisaldusega organismis. Kloriidide tase vdib vidhendada
nitritlimmastiku toksilisust. Kloriidide sisaldust suurendatakse tavalise soola (NaCl) voi
kaltsiumkloriidi (CaCl,) lisamisega. Vdhendamaks kalade stressi RAS-is, hoitakse sageli
kloriidide taset 200 mg/I juures [3].

Nitraatlimmastik (NOs™ -N) on nitrifikatsiooni 10pp-produkt ning on koige vihem toksiline
lammastikutihend. Selle kontsentratsiooni hoitakse stabiilsel tasemel RAS-is toimuva
ettendhtud véikese veevahetusega [3].

1.4. Keskkonnategurite méju nitrifikatsioonile

Biofiltri t66d mdjutavad paljud erinevad komponendid, milleks vdivad olla nditeks ohu
juurdepads, heljum, vahu fraktsioonid, toksilised {ihendid ja muu sarnane [9]. Otseselt
mojutavad nitrifikatsiooni vee aluselisus, pH (negatiivne logaritm lahuse vesinikioonide

kontsentratsioonist), hapnik, temperatuur, substraadi olemasolu, soolsus ja valgus.

Vee aluselisuse all mdistetakse vee tundlikkust hapestumisele. See kirjeldab puhverdusvoimet
happe lisamisel ehk vee suutlikust hoida pH iihes punktis ka vesinikioonide (H*-ioonide)
lisamisel. Kui aluselisus on null, siis pH alaneb iga kord, kui lisada H"-ioone. Kui aluselisus on
nullist suurem, siis pH alandamine ei ole proportsionaalne vesinikioonide lisamisega, kuid
aluselisus siiski vaheneb. Karbonaatsete iihendite, nagu siisihappe (H2CO3), vesinikkarbonaadi

(HCO3) ja karbonaadi (COs?"), vaheline tasakaal méirab ira vee aluselisuse (valem 3) [10].

H+ H+
C0%~ & HCO3 < H,CO04 (3)

Kdrgete pH véirtuste juures moodustub aluselisus karbonaadist. Keskmiste pH véartuste juures
moodustub aluselisus pohiliselt vesinikkarbonaadist. Madalate pH véartuste juures on
aluselisus moodustunud peamiselt siisihappest (joonis 2). Alati on lahuses moned
vesinikkarbonaadid ja karbonaadid, olenemata pH-st, ning vees on alati olemas vaba vesinikku,

mis omavahel reageerides tekitavad siisihappe. Enamik reoveest on tavaliselt pH vahemikus 5-

8 ja leelisus on moodustunud vesinikkarbonaadi iihenditest. Vesinikkarbonaat tuleb vette

orgaanilise aine lagunemise tulemusena ja siisihappegaasi lahustumisel vees [10].
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Joonis 2. Karbonaatsete iihendite jaotusdiagramm vees [11]

Aurumisega kaasneb vajadus lisada vett ja seejuures peab jilgima, et vee pH jadks stabiilseks,
ning vee lisamine ei tohiks avaldada mdju nitrifikatsioonile. Vihese aluselisuse puhul tuleb
lisada RAS-ile karbonaatset {ihendit, nditeks naatriumvesinikkarbonaati (NaHCOs3). Vihese
aluselisuse korral lendub siisihappegaas (COz2) ja mdju pH-le ning nitrifikatsioonile on suur.
Kerge aluselisus (10 mg/l CaCOs) annab RAS-ile stabiilsuse. CO2 lendumine on korgeim

madalaima aluselisuse korral, kuigi erinevused ei ole viaga suured [12].

Nitrifikatsiooniprotsess soltub pH-st ja saavutab optimumi pH vahemikus 8-9 (joonis 3). Kui
pH on vahemikus 6,45 kuni 8,95, toimub tiielik nitrifikatsioon. Kui pH on alla 6,45 voi iile
8,95, siis on nii ammooniumi kui ka nitritit oksiideerivate bakterite elutegevus parsitud.
Vesinikioonide vabanemine nitrifikatsiooniprotsessi kdigus pdhjustab pH langust. Seetdttu on

biokiles olev pH madalam, kui biokilet iimbritseva vee pH [10].
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Joonis 3. Nitrifikatsiooni kiiruse soltuvus pH-st [10]

Lammastikushappe ja ammoniaagi kontsentratsioonid inhibeerivad nitrifikatsiooniprotsessi.
Nii ammoniaak, lammastikushape, kui ka ammoonium, voivad olla nitritit oksiideerivatele
bakteritele toksilised. Ammoonium on toksilisem nitritit oksiideerivatele bakteritele, Kui

ammooniumit okstideerivatele bakteritele [10].

Jargnev skeem (joonis 4) koosneb neljast tsoonist. Tsoonis 1 pédrsib ammoniaak nii
ammooniumi kui ka nitritit oksiideerivaid baktereid. Tsoonis 2 parsib ammoniaak nitritit
oksiideerivaid baktereid. Kolmandas tsoonis nitrifikatsiooni parssimist ei toimu. Neljandas
tsoonis pérsib lammastikushape nitritit okstideerivaid baktereid. Jooned A, B ja C ei ole nii
ranged, nagu skeemil paistab. Lammastikhappe mdju nitrifitseerivatele bakteritele algab
kontsentratsioonidest 0,22-2,5 mg/l (joon A). Ammoniaak pérsib nitritit oksiideerivaid
baktereid alates 0,1-1,0 mg/l (joon B) ja ammoniaak péarsib ammooniumi oksiideerivaid
baktereid alates 10-150 mg/l (joon C) [10].

Ammoniaak ja ldmmastikushape voivad olla toksilised nitrifikatsiooniprotsessile, kuid ka
nitritlimmastiku korge kontsentratsioon, mis pérsib ammooniumit oksiideerivate bakterite
to0d. Nitrifitseerivatele bakteritele vdivad vdhem vdi rohkem ohtu kujutada erinevad toksilised
ithendid. Nendeks on niiteks raskmetallid, pestitsiidid, anorgaanilised tahked iithendid vdi
tugevad desinfitseerijad nagu kloor. Kui toksilisel ithendil on halb mdju nitrifitseerivatele
bakteritele, siis moju ei avaldu kohe, vaid paari nédala jooksul. Nitrifitseerivad bakterid ei ole

toksiliste tihendite suhtes rohkem tundlikud kui mistahes muud bakterid [10].
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Tsoon 4

Tsoon 2

Tsoon 3

Logaritm nitritlammastikust —#

Logaritm ammooniumiEmmastikust

Langev pH —_—

Joonis 4. Nitrifikatsiooni labiviivate bakterite inhibeerimine erinevate lammastikku sisaldavate

tthendite poolt [10]

Bakterid kasutavad substraati energia saamiseks. Ammooniumi oksiideerivad bakterid
kasutavad substraadina ammooniumlammastikku, ning nitritit okstideerivate bakterite jaoks on
substraadiks nitritlammastik. Lisaks on olulised muud bakterite elutegevuseks vajalikud ained,
nagu nditeks siisinikdioksiid, millest bakterid saavad kitte endale vajaliku siisiniku. Fosfaat on
teine oluline aine, mida nitrifitseerivad bakterid ellujaamiseks vajavad. Lisaks on veel kasvuks
vaja kasvuks mikroelemente, nagu kaltsium, moliibdeen, magneesium, vask ja raud. Nende
ainete olemasolu paneb aluse nitrifikatsiooni toimumisele ja nende kontsentratsioonid

mojutavad nitrifikatsiooni kiirust [10].

Nitrifikatsiooni mdjutab hapniku kontsentratsioon. Hapniku kiillus on vajalik, et protsess
toimiks hésti. Madal hapniku kontsentratsioon vdib inhibeerida nitrifikatsiooni. Nitrifitseerivad
kemotroofsed bakterid on madala hapniku kontsentratsiooni suhtes tundlikumad, Kkui
heterotroofsed bakterid. Ammooniumi oksiideerimise protsess vajab rohkem hapniku ja

takistab seetdttu nitriti oksiideerimise protsessi [10].

Keemilise reaktsiooni kiirus tduseb temperatuuri tdusuga (joonis 5). See kehtib ka
biokeemiliste reaktsioonide puhul nagu nitrifikatsiooniprotsess, milles bakterite rakud

kasutavad ensiiiime kataliisaatorina. Teisalt aga liiga korgetel temperatuuridel saavad ensiiimid
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kahjustada ja nitrifikatsiooni kiirus langeb jérsult. Biokeemilise protsessi toimumise kdigus
tousev temperatuur on tasakaalustatud langeva temperatuuriga, mis ldheb ensiilimide
Iohustamiseks. Nende summa annab optimaalse temperatuuri, mis on sobilik reaktsiooni
toimumiseks. Mikroorganisme, kelle jaoks on sobilik temperatuur 15-20 °C, nimetatakse
pstihrofiilideks, temperatuur 30-35 °C on sobilik mesofiilidele ja 50-55 °C termofiilidele.
Soodsaim temperatuur nitrifikatsiooni toimumiseks on vahemikus 35-40 °C. See tdhendab, et
biofiltris oleva vee temperatuur jaéb alati alla soodsaima temperatuuri. Vee temperatuur ei
mojuta nitrifikatsiooni, kui biofiltrisse sisenev ammooniumi kogus on stabiilselt sama.
Nitrifitseerivad bakterid on hoopis tundlikud jarsule temperatuuri muutusele. Kui temperatuur
touseb jérsult, siis bakterite aktiivususe tous on eeldatust madalam ja kui toimub jérsk
temperatuuri langus, siis bakterite elutegevus langeb oodatust kiiremini. Temperatuur mojutab
ammooniumit ja nitritit oksiideerivate bakterite kasvumddra erinevalt. Ammooniumit
oksiideerivate bakterite eclutegevus korgematel temperatuuridel on parem Kui nitritit

oksiideerivatel bakteritel [10].

3 l)T

r max|!

r max. 20

teoreetiline
/-

20

<€ praktiktiline

A\

0 10 20 30 40 C temp

Joonis 5. Nitrifikatsiooni kiiruse soltuvus temperatuurist [10]

On ka teada, et soolsus avaldab nitrifikatsioonile mdju. Bakterid suudavad kohastuda peaaegu
igas soolsuses, kui neile selleks piisavalt aega anda. Kui vee soolsus on >5 g/l , ei suuda bakterid
enam tegutseda. Samuti parsib liigne valgus bakterite kasvu ja voib soodustada vetikate kasvu
biokilekandjal [3].
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1.5. Mikrobioloogiline kooslus biofiltris

Biofilter on siisteem, mis viib 1dbi soovitud protsessi mikroorganismide abiga. Eri tiilipi
mikroorganismid saavad l4bi viia erinevaid protsesse biofiltris. Biofiltri projekteerimisel tuleb
luua just selline keskkond, et vastavat tiitipi mikroorganismid antud keskkonnas kasvaksid [9].
Nitrifikatsiooni 1dbi viivaid baktereid esineb laialdaselt mulla- ja veekeskkonnas. Seepérast on
neid véga lihtne saada biofiltrisse lihtsatest allikatest, nagu néiteks kalatiikides kasutatavast
veest. Veendumaks bakterite olemasolus ja nende toovalmiduses, jalgitakse biofiltrit parast
kédivitamist moned nddalad. Samal ajal toidetakse biofiltrit ammooniumldmmastikuga ja
jalgitakse, millal selle kontsentratsioon vihenema hakkab [7]. RAS-is toimuva biofiltratsiooni
kdigus muudetakse toksilised lammastiku tihendid ohutuks [13]. Erinevused bakteriaalsetes
kogukondades voivad olla saanud mdjutusi ka UV-ga ja osooniga vee desinfitseerimisest, kuid

suuremat rolli bakteriaalse koosluse kujunemises mingib biokilekandjate ehitus [14].

Uldiselt liigitatakse biofiltrites elutsevad aeroobsed bakterid kaheks. Heterotroofsed bakterid,
kes kasutavad lahustunud siisinikku d4ra omale toiduks, ja kemotroofsed bakterid, nagu niiteks
Nitrosomonos, kasutavad ammooniumi toiduna ja nende elutegevuse tulemusena tekib nitrit.
Teistlaadi kemotroofsed bakterid, nagu Nitrospira, kasutavad nitritit toidu allikana ja toodavad
nitraati elutegevuse tulemusena. Nitrosomonos ja Nitrospira kasvavad ja koloniseerivad
biofiltris seni, kuni neil on seal toitu [9]. Kessel et al. jargi on olulised ammooniumi ja nitriti
oksiidatsioonis bakterid, nagu Nitrosospira ja Nitrospira. Lisaks on avastatud, et ammooniumi
oksiideerimisel tegutseb ka bakter nimega Crenarchaea. Nitraadi kuhjumist siisteemis saab
ennetada pdevas mingi osa vee viljavahetamisega, kuid see on kulukas ja ebaefektiivne. Korge
nitraatlimmastiku sisaldus ei tohi olla ka loodusesse suunatavas vees, selle tottu tiritatakse leida

erinevaid lahendusi bakterite abil reovee puhastamiseks [13].

Kemotroofsete bakterite tiilibid on aeglase kasvuga. Kui vorrelda neid heterotroofsete
bakteritega, siis viimased kasvavad viis korda kiiremini ja tdrjuvad endale sobivates
elutingimustes vilja teist tiitipi bakterid [9]. Kuna enamik biofiltreid on moeldud selleks, et
eemaldada NH4*-N veest kemotroofsete bakterite kaasabil, siis on nende aeglane kasv
probleemiks. Seepédrast peaks biofilter olema vodimalikult puhas ja minimaalse
kontsentratsiooni kuivainega [3]. Kemotroofsete bakterite elutegevuse kiirenduseks on leitud
erinevaid vOimalusi. Niiteks on ilheks voOimaluseks biofiltri mahtu suurendada, et see

voimaldaks rohkemate eri tiitipi bakterite kasvu. Teiseks meetodiks on ldbivoolureaktori pikem
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teekond, et selle eri tsoonides saaksid kasvada erinevad bakterid [9]. Viimasega kaasneks aga

veestisteemi alla mineva pindala suurenemine, mis vihendaks RAS-i 6konoomusust.

Denitrifikatsioon toimub anaeroobsete bakterite poolt, kes kasutavad ara orgaanilise ja
anorgaanilise aine, et toota nitraadist Shulammastikku (N2). Laimmastikuringe olulisim osa on
anammoks bakterid, kes viivad ldbi anammoks (anaeroobse ammooniumi oksiidatsiooni)
portsessi, vastutavad 30%-50% merevee ldmmastikukaost. Kuna baktereid, kes viivad 1dbi
anammoksi ja osalevad ldammastikuringes, on leitud mere Okosiisteemist ja ka niiteks
reoveepuhastitest, siis esinevad nad ka RAS-is. Kessel et al. toob vilja, et biofilter voib
eemaldab karpkala basseinist efektiivselt ammooniumi, kombineerides nitrifikatsiooni,
denitrifikatsiooni ja anammoksi protsessi. Kdige olulisemad organismid nende protsesside
labiviimiseks on Nitrosomonas, Nitrococcus ja Nitrospira. Anammoks voib olla biofiltris

kasulik protsess, kuna toimub kaladele toksilise ammooniumi- ja nitritlimmastiku &rastus [13].

1.6. Biokile

Vesi RAS-is sisaldab baktereid ja algloomi, millest osa on seotud orgaanilise aine lagunemisega
vees ja teised vees leiduva ammooniumlammastiku, nitritlimmastiku ja nitraatlimmastiku
lagundamisega. Mikroorganisme voib leida vees vabalt holjumas ja ka biokilena. Biokile tekib
ennekdike tahkete osaksete olemasolul vee keskkonnas nende kokkupuutepinnale. Biokile
tekkimine on seotud mikroorganismide loodud kaitsemehhanismiga. Selline koondumine
voimaldab neil ennast kaitsta teiste mikroorganismide eest voi aitab hakkama saada vdahem

sobivate keskkonnatingimustega [4].

Biokilena elutsevad bakterid toimivad madalama efektiivsusega, kuna bakterid on koondunud
ja ained peavad libima biokilet jdudmaks alumiste bakteriteni. K3ik ained ei joua siigavamal
biokiles paiknevate bakteriteni. Néiteks hapnik suudab tungida 100-200 mm stigavusele, kuid
biokile voib olla isegi paksem [10].

1.7. RAS-is kasutatavad lisapuhastusmeetodid ja -seadmed

Veekeskkonna niitajatest on kalade tervise seisukohalt olulisemad temperatuur, pH, vees
lahustunud hapniku sisaldus, ammooniumldmmastiku sisaldus ja {ildist orgaanilise aine

sisaldust nditav biokeemiline hapnikutarve (BHT). Kui vesi pole puhas ja antud niitajad on
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korrast dra, voivad kalad haigestuda. Naiteks, Kui temperatuuride vahe on kiimme ja enam
kraadi, tdheldatakse karpkaladel tervisehiireid, eriti iileviimisel soojemast veest kiilmemasse.
Kaladele on eluks koige vajalikum vees lahustunud hapnik. Hapniku sisaldus avatud veekogus
muutub soltuvalt temperatuurist (kiilmemas vees lahustub rohkem hapnikku). Vee
hapnikureziim oleneb samuti vees leiduvast orgaanilise aine hulgast. Mida rohkem on
orgaanilist ainet, seda enam kulub hapnikku selle lagundamiseks ning seda vihem jddb
hapnikku vette [15]. Ammooniumldammastik on kaladele toksiline ja v3ib pohjustada neile
stressi juba 0,05 mg/l kontsentratsiooni juures. See toob kaasa kalade aeglasema kasvu ja

suurema vastuvotlikkuse haigustele [7].

Kalade patogeensete mikroorganismide raviks kasutatakse sageli antibiootikume. Siiski vaib
kaladel tekkida antibiootikumide resistentsus ja seepdrast kasutatakse kalade haigustega
voitlemiseks ka UV-d ja osooni [4]. Jargnevalt on vilja toodud erinevad lahendused, kuidas
puhastada RAS-is ringlevat vett patogeenidest ja voOimalikud antibiootikumide ning

veepuhastusseadmete mojud RAS-ile endale.

1.7.1. Ultraviolettkiirgus

Selleks, et ennetada haiguste teket, voib kasutada UV-filtrit. UV-d kasutavad
veepuhastusseadmed on viga efektiivsed ja ei avalda negatiivset moju kaladele. UV-filter
havitab kodik voimalikud vees leiduvad bakterid, viirused ja mikroorganismid [16]. UV-filter on
lihtsa toopShimottega. RAS-is ringlev vesi voolab 14bi korpuse, mille sees on UV-lamp (v&i

UV-lambid) ning ultraviolettkiirgus havitab haigusetekitajad.

1.7.2. Osoon

Teiseks patogeenidest vabanemise meetodiks on osooni kasutamine. Osoon ise on viga
miirgine ja selle kontsentratsiooni tuleb tingimata jilgida [16]. Osoon on selline ithend, mis
okslideerib  paljusid aineid ja kahjustab sellega elusorganisme, kaasa arvatud
nitrifitseerimisprotsessi labi viivaid baktereid. Biokile suudab nitrifitseerivaid baktereid
osooniga kokkupuutel viga hasti kaitsta. Biofiltri joudlusele ei avalda moju osooni kogus kuni

0,15 mg/l vees. Mdodukas osoneerimine avaldab positiivset mdju nitrifikatsiooni toimumisele.
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Osooni eraldav tliksus vdiks paikneda RAS-is enne biofiltreid just seetdttu, et nitrifikatsioon
toimuks efektiivsemalt ja sealjuures viheneks orgaaniliste tihendite kogus, mis siseneb

biofiltrisse. Kdige olulisem on jélgida, et osooni kontsentratsioon vees oleks <0.05 mg/I [17].

1.7.3. Formaldehiiiid ja peridadikhape

Selleks, et parandada vee kvaliteeti ja ravida kalade haigusi, on tavaliseks saanud keemiliste
lisandite ja antibiootikumide kasutamine kalade kasvatamisel. Kemikaale kasutatakse
hoidmaks kontrolli all kalade patogeene. Ektoparasiit (Ichthyophthirius multifiliis) on iiks koige
sagedasem RAS-is elutsev parasiit ja voib tekitada olulist kahju, kui tema ravimisega ei hakata
tegelema Oigeaegselt ja korrektselt. Antud ektoparasiidi kontrolli all hoidmiseks kasutatakse
koige sagedamini formaldehiiiidi. Formaldehiitid on RAS-is kasutamiseks hea, kuna selle
raviefektiivusus on korge ja samal ajal kahjustab see vihe kalu ning biofiltrit. Formaldehiiiidi
kasutamine biofiltrites on teisalt probleemiks, kuna selle liigne kasutamine avaldab mdju
keskkonnale ja lisaks on esile kerkinud todtajate ohutuse kiisimused. Formaldehiiiidi
kasutamisele on olemas alternatiive, kuid kdik RAS-id ei ole hidsti kohandatud UV-filtri voi
osooni kasutamiseks [18].

Perdaadikhape (PAA) on tugeva antimikroobse toimega ithend. PAA ja vesinikperosksiid
lagunevad kergelt hapniku ja veega, ning on vdimalik, et nad asendavad formaliini, mis
veesiisteemis mojutaks kalade patogeenide olemasolu. PAA-lI on suurem oksiideerimise
potentsaal kui nditeks klooril, hiipokloriidil ja vesinikperoksiidil, seetottu on PAA saanud palju
tahelepanu kasutamaks seda desinfitseerijana ka olmejadtmete reovee puhul. PAA-d
hapestatakse stabiilseks, et seda oleks vdimalik turustada. PAA-1 on vdga hea parastiitide

vastane toime ja sealjuures mdjub see ka laias temperatuurivahemikus [18].

1.8. Ettevaatusmeetmed RAS-i toimimiseks

Tegelikkuses on vaja RAS-i puhul olla valmis ka erijuhtumiteks, niiteks kui tekib
voolukatkestus ja veepump ei saa enam tootada. Iga kalakasvatuse siisteemiga seotud

mehaanilist komponenti peaks saama vajadusel Kiiresti asendada [16].

Niiteks voiks ettevaatlikkuse mottes olemas olla vee ringluse sdilitamiseks varupump ja
aereerimissiisteemi asendamiseks Ohukompressor. Hapniku ligipddsu saab mdjutada ka
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veevoolu kiiruse reguleerimisega [16]. Hapniku taset tuleb hoida kiillastumise piiri peal.
Lahustunud hapniku tase vihendab kalade kasvu ja tootlikkus jadb viiksemaks [5].

Tagamaks siisteemile kindlus ja puhtus, peab olema voimalik saasteainetest vabanemiseks vett
taielikult vélja vahetada [6]. Voolukatkestuse puhul pole kasu, kui tagavaraseadmed to6tavad
ainult elektri peal. Seepirast peaks olema vdimalik kasutada nditeks bensiini voi diiselkiituse
peal tootavat generaatorit. Mida enam on tagavarasiisteem automatiseeritud, seda kulukam see

on, kuid nii on kindlustaud veesiisteemi toimimine ka siis, kui inimesi laheduses pole [16].

1.9. RAS-I areng Eestis ja mujal maailmas

Praeguse Eesti aladel rajati esimesed kalatiigid munkade poolt kloostrite juurde juba 13.
sajandil [19]. Kaasaegsete kalakasvandustega neid tiike vorrelda ei saa ja selle aja jooksul on
toimunud tohutu areng. Praeguse seisuga on RAS Eestis juba mitmel pool kasutusel. P. Pakk
on oma raamatus loetlenud Eesti RAS-ides kasvatatavad kalaliigid. Naiteks on otstarbekas
pidada RAS-is, kus on voimalik kergesti muuta elutingimusi - vee temperatuuri, valgustatust ja

muud - ahvena sugukarja, angerjat, angersiga, siia noorkalu ja tuura [20].

Kalade hooajaviline paljundamine on uusim kunstliku paljundamise meetod, mida kasutatakse
eelkdige RAS-is ja sellistes kasvandustes, kus on voimalik vett jahutada. See meetod voimaldab
saada uusi polvkondi soovitud ajal ehk loodusliku kudemise ajast varem voi hiljem. Varem

kasutati selleks hormoonsiiste [20].

Kalakasvatus kasvab eri maailmaosades joudsasti, kuid pdhjamaades, nagu Taani, Faéri Saared,
Island, Rootsi ja Soome, on kalakasvatus piisinud enam-vdhem muutumatuna voi isegi
vihenenud. Osa sellest on pdhjustanud looduslikud tingimused, milleks on viljakutse pikkadel
madala temperatuuriga perioodidel intensiivselt toota. Ranged keskkonnanduded, piiratud
juurdepads mageveele, keskendumine jadtmete vdhendamisele heitvees ja kalade heaolu
tagamiseks esitatud nduded aeglustavad toostuse kasvu veelgi. RAS-il on suur potentsiaal
sealsele kasutamisele just selle keskkonnasobralikkuse tottu, kuid RAS-i miinusteks on suured
investeerimis- ja opereerimiskulud. Seda siisteemi on raske hallata ja kasumlikkus vdheneb ka

seetOttu, et seal kasvatatavad kalaliigid on piiratud [21].

Suuremahuliselt kasvatatakse pohjamaade RAS-ides Iohet (Salmo salar), vikerforelli

(Oncorhynchus mykiss) ja harilikku angerjat (Anguilla anguilla), samas on niiteks viikesed
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rajatised Arktika paalia (Salvelinus alpinus), koha (Stizostedion lucioperca) ja tuura (order
Acipenseriformes) kasvatamiseks [21].

Viimase 20-30 aasta jooksul on pohjamaades palju projekteeritud ja praktiseeritud maismaal
tootavate RAS-ide ehitamist. Taani on olnud tiks esimesi ritke, mis on projekteerinud RAS
tehnoloogiat ekspordiks. RAS on siiani veel mittetdielik siisteem ja selle arendamiseks tuleb
teha veel palju t66d, et selle abiga voiks kasvatada rohkem erinevaid kalaliike. Uuemad liigid,
mida on piilitud RAS-iga kasvatada, on niiteks harilik merikeel (Solea solea), ahven
(Percasustainable flavescens), harilik kammeljas (Scophthalmus maximus) ja siig (Coregonus
lavaretus) [21].

RAS-i juures voiks tulevikus tdhelepanu poorata jairgmistele punktidele:

1. Teha see energiasddstlikumaks. Palju elektrit kulub niditeks veepumpade t60s
hoidmiseks;

2. Vihendada veekasutust muutes veepuhastusprotsessi veelgi efektiivsemaks;

3. Rakendada kodige uuemaid veepuhastuse voimalusi, mis on keskkonnasdbralikumad,
nditeks vetikate rakendamine;

4. Vihendada soodakulu, et saaks olla nii majanduslikult kui ka keskkonna mdttes tulusam

tootmine [22].

RAS-i kasutuselevotmine Euroopas ei ole ldinud kergesti. Selle oluliseks pdhjustajaks on
korged kapitalikulud, mis RAS tehnoloogiaga esialgu kaasnevad. Lisaks pole piisavalt uuritud,
kuidas akumuleeruvad biofiltritesse nditeks ravimijdégid ja muud ohtlikud iithendid, mis tulevad
kaasa niiteks kalade toidust. Pole teada, mis sagedusega tuleks puhastada reaktoreid, et
akumuleerunud ohtlikud iihendid ei avaldaks negatiivset moju kaladele. RAS on iiheks
voimaluseks, et toimiks sddstev areng ja maailmas suudetaks sama pindala juures toita dra

rohkem inimesi, kui kunagi varem [23].
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2. Materjalid ja metoodika

2.1. Katseseadmete kirjeldus

Moistmaks biofiltri toimimist ja kdivitumist, seati liles kolm paralleelset biofiltrit imiteerivat
katseseadeldist A, B ja C (joonis 6). Anumas A olid puhtad biokilekandjad ja neile valati peale
toitelahus, mis sisaldas 2 mg/l ammooniumlammastikku. Anumas B kasutati kalakasvatuse
biofiltris varasemalt kasutatud biokilekandjaid ja neid toideti samuti 2 mg/I
ammooniumlammastikku sisaldava toitelahusega. Anumas C olid kasutusel kalakasvatuse
biokilekandjad ja toitelahus sisaldas peale 2 mg/l ammooniumlammastiku ka 2 mg/I
nitritlimmastikku. K&ikide anumate lahustele lisati karbonaatpuhvrit (NaHCO3), et pH oleks
stabiilne. Lahuse hulka (koos biokilekandjatega) kdigis anumates hoiti terve katseaja jooksul
samal tasemel, milleks oli kolm liitrit. Biokilekandjaid oli koikides anumates 1,2 liitrit. Kdiki
katseseadmeid hoiti termokapis, kus toimus nende aereerimine, ning temperatuuri hoiti 15 °C
juures. Katse toimus ajavahemikus 05.10.2015-26.11.2015.

N H4+N NH_.1+"N [ NH..1+'N
\ | NO, N
w v=3I V=3I

o

o C

®
&P

=159 A = puhtad biokilekandjad (1,2 1)
pH=7,5 B = kalakasvanduse biokilekandjad (1,2 [)
C = kalakasvanduse biokilekandjad (1,2 [)

®

4
:
D

Joonis 6. Kalakasvatuse biofiltrit imiteerivad katseseadmed
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2.2. Uuritava kalafarmi biofiltrite kirjeldus

Kalafarmi vee korduvkasutusega kalakasvatussiisteem valmis 2010. aastal. Seda kasutatakse
vikerforelli marja ja maimude inkubeerimiseks. RAS on ehitatud kaheosalisena
sisetingimustesse (joonis 7). Biofiltrid kdivitatakse kord aastas, tavaliselt jaanuaris, ja umbes
kuu hiljem pannakse kalamari kalatiikidesse kasvama. RAS to6tab kuni forelli maimud on

kasvanud piisavalt suureks, et elada vilitingimustes olevates tiikides.

Biofiltriteks on kaks suurt plastikust mahutit, mille sees on biokilekandjad. Vesi vOetakse
siisteemi tarbeks maja korval asuvast salvkaevust voi joest. Teatud ajavahemiku tagant t66tab
automaatne pump, mis lisab silisteemi vett. Kalakasvanduse vesi ldbib enne biofiltritesse
joudmist trummelfiltri, kus eemaldatakse muda, ja UV filtri, kus vabanetakse patogeenidest.
Pérast biofiltrite libimist toimub vee degaseerimine ja SiiS jouab vesi ringlusega taas
kalatiikidesse. Biofiltreid on kokku kaks. Esialgselt ringleb vesi A siisteemis ning vesi ldbib
mdlemaid biofiltreid. Teiseks voimaluseks on kasutada A ja B siisteemi korraga ja selliselt
voolab B siisteemis joevesi ning biofiltrid ei ole omavahel {ihenduses. B siisteem to6tab joevee

peal, et seal paiknevaid kalu ette valmistada dues paiknevate tiikide tingimustega.

TF = trummelfilter

UV =UVfilter
lisa .o | | BF =biofilter;V=3m®*2; Vippianm = 0,75 m? *2
l """" DEG = degaseerimine; V= 4 m?

| Ulevool

Joonis 7. Veeringlus kalakasvanduse RAS-is
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2.3. Kalafarmi biofiltrite laborianaliiiisi kirjeldus

Ajavahemikus 21.01.2016-05.04.2016 toodi mdlemast kalafarmi biofiltrist biokilekandjaid.
Biofiltrite nitrifikatsiooni kiiruste madramiseks, tuli katse ette valmistada. Mdlema biofiltri
biokilekandjaid analiiiisiti samal viisil. Selleks loetleti keeduklaasi 160 kalakasvatuse
biokilekandjat ja neile valati peale 300 ml lahust. Lahus sisaldas ligikaudu 50 mg/I
ammooniumlammastikku ja pH stabiilsuse tagamiseks karbonaatpuhvrit (NaHCO3).
Keeduklaasid koos lahustega pandi aereerima termokappi 15 °C juurde. Igal mootmispéaeval

olid toodud virsked proovid, ainete kontsentratsioonide méaramise ajavahemik oli 4 tundi.

2.4. Metoodikad

Nitrifikatsiooni kiiruse madramiseks molema eelnevalt kirjeldatud katse puhul moddeti
ammooniumldmmastiku, nitritlimmastiku, nitraatlimmastiku kontsentratsioone ja pH-d.
Eelkatseseadmetes A, B, C méirati ka hapniku hulka. Proovid analiiiisiti Tartu Ulikooli kolloid-
ja keskkonnakeemia Oppetooli laboris. Andmeanaliiiisis kasutati tabelarvutustarkvara

Microsoft Excel.

Tabel 1. Proovidest mddratud analiiiitilised parameetrid, meetodid ning kasutatud aparatuur

Parameeter Meetod, aparatuur

NH4*-N Madramiseks kasutati Nessleri meetodit. Lahjendatud proovile lisati
mineraalstabilisaatorit,  poliiviniiiilalkoholi  ja  Nessleri  reagenti.
Kolorimeetriliseks analiiiisiks kasutati spektrofotomeetrit Hach Lange
DR2800, lainepikkusel 460 nm.

NO2-N Lahjendatud  proovile lisati reagente diamiin ja  sulfanidl

Kolorimeetriliseks analiiiisiks kasutati spektrofotomeetrit Hach Lange
DR2800, lainepikkusel 540 nm.

NOz -N Proov aurutati vesivannil ja proovile lisati naatriumsalitsiilaati,

kontsentreeritud véavelhapet, deioniseeritud vett ja NaOH EDTA-d.

Kolorimeetriliseks analiiiisiks kasutati spektrofotomeetrit Hach Lange

DR2800, lainepikkusel 415 nm.
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NO2-N Ioonkromatgraafiline médramine. Metrohm 930 Compact IC Flex;
NOs -N supressor: 0,1 M H2SO4; eluent: 3,2 mM Na2CO3 ja 1,0 mM NaHCO3;
kolonn: METEOSEP A Supp 5 100/0,4; proovi kogus: 20 ul; voolukiirus
0,7 ml/min; standardlahus Thermo Scientific Dionex Anion Standard,
tootenumber: 057591-03.

pH ModStmiseks kasutati portatiivset digitaalset pH-mdoturit (Evikon E6115)
07 Mootmiseks kasutati portatiivset digitaalset O-modturit (Marvet Junior
2000)

Nitrifikatsiooni kiiruse mddramiseks on kasutatud jargnevaid valemeid:

AC
'y = A—t*V

ry= nitrifikatsiooni kiirus ruumalaiihiku kohta [g/(m®*d)]
Ac = kontsentratsioonide vahe [mg/L]

At = mdodunud ajavahemik [d]

V = reaktori ruumala [I]

ry * BKKT
EP

I's =

rg = nitrifikatsiooni Kiirus pindalaiihiku kohta [g/(m?*d)]
BKKT = biokilekandja tiituvus [m3sxx/m°]
EP = eripind [m%/mq]

Vordluseks on kasutatud kalakasvatuses tehtud mdotmiste tulemusi. Kalakasvatuses kohapeal
maédratakse nitritlimmastiku kontsentratsiooni Kiirtestidega, mis kujutavad endast reaktsiooni
tulemusel tekkinud virvuse visuaalset hindamist ning selle jargi kontsentratsiooni kindlaks

tegemist.
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3. Tulemused ja arutelu

3.1. Katseseadmed A, B, C

Katseseadmed aereerisid esialgu samasugustel keskkonnatingimustel 15 °C juures. See on
esimene etapp, mida vaadeldi ndgemaks, kaua ldiheb aega, et hakkaks toimuma tdielik
nitrifikatsioon. Kuna kalafarmis on tingimused nitrifitseerivatel bakteritel sageli muutlikud, siis
tekitati ka katseseadmetele erinevaid tingimusi, mis on kalakasvandustes sagedased. Nendeks
on niiteks muutused vee temperatuuris ja pH-s. Nii muudeti ka katseseadmetes
keskkonnatingimusi: temperatuur tosteti 20 °C juurde ja 51. mdotmispaeval viidi pH happega
(HC1) tiheks tunniks 5-ni ja seejdrel karbonaatpuhvri (NaHCO3) abil tagasi normaalsele

tasemele (pH 7,5).

3. 1. 1. Nitritifitseeriva biokile teke

Nitrifitseeriva biokile tekke erinevused avaldusid selgelt varasemalt kasutuses olnud
biokilekandjate ning puhaste biokilekandjate kasutamisel. Katseseadmes A (varasemalt
kasutamata biokilekandjatega) hakkas katseperioodi 16pus toimuma téielik nitrifikatsioon viaga
viihesel médral. Jarelikult votab nitrifitseeriva biokile kujunemine varasemalt kasutamata
kandjatel rohkem aega. Katseseadmetes B ja C, milles olid varasemalt kalakasvanduses
kasutatud kandjad, oli tiieliku nitrifikatsiooni intensiivsus katseperioodi 16pus suurem (joonis
8). Katseseadme C toitmine nitritlimmastikuga on pdhjustanud antud seadmes suuremad
nitraatlimmastiku tekkimise kiiruse, kuna antud seadmes oli enam nitritit mis oksiideerub
nitraadiks. Lisatud NO2>-N-ga katseseadme C puhul ei avaldunud nitrifikatsiooni teke ajaliselt

kiiremini vorreldes katseseadmega B, kuhu NO2-N ei lisatud.
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Joonis 8. Kiirused katseseadmetes A, B ja C

Katseseadmes A ei toimunud iildse NO2-N kuhjumist, kuna nitritatsiooni ei toimunud.
Katseseadmes B toimus NO2>-N kuhjumine (joonis 9). Katsesedmel B kulus NO2-N
drastamiseks 25 pdeva ja siis hakkas toimuma tdielik nitrifikatsioon. Katseseadmest C
mdddetud kontsentratsioone ei ole joonisel vélja toodud, kuna katseseadet toideti samuti

nitritlimmastikuga ning ei eristu selgelt, millal hakkas toimuma téielik nitrifikatsioon.

— 4 'Y
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[=14]
E 3
=
3
g 2 °
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1
°
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Joonis 9. Nitriti kontsentratsioonid katseseadmetes A ja B
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3.1.2. Stressitingimusesd

Selleks, et saaks vorrelda nitrifikatsiooni toimumist, arvutati kolme péeva valtel katseseadmetes
A, B ja C nitrifikatsiooni kiirused (joonis 10) normaaltingimustel (temperatuur 15 °C ja pH
7,5). Normaaltingimusi on edaspidi téhistatud lithendiga N.

A B
10 25
: . | 6NOy N =630g/(m*d) S r, NOy -N = 2,66 g/(m3*d)
. \ r, NH,* N = 4,71 g/(m3*d
) «NHy el ) —o—HHI =1
—e— 1021

r,NO; N = 0,10 g/(m3*d)

° o °

r,NH,* N = 4,58 g/(m3*d) 1O3-1
0 e N0 N = 0,0=g!(m3*d)

0 05 1 15 2 25 2 03 1 15 2 23

o aeg (paev)
aeg (paev) aeg (pEev)

C
r,NOs -N =5,67 g/(m3*d)

ryNH N = 4,97 g/(m3*d) —e—NHI-IN
r,NO; -N = -3,78 g/(m3*d) —o—NO2=N

lcantsentratsioon {mg/L}
]

aeg (pasv)

Joonis 10. Reaktsioonikiirused normaaltingimustel katseseadmetes A, B, C

Katseseadmetes A, B ja C vaadeldi esmalt, kuidas mdjub nitrifikatsioonile temperatuuri
muutus. Temperatuur, mis oli algselt 15 °C, tdsteti 20 °C-ni (joonis 11). Edaspidi on antud
stressitingimust téhistatud lithendiga S1. Jargnevalt prooviti vilja selgitada, kuidas mdjub
nitrifikatsioonile pH lithiajaline muutus (joonis 12). Katseseadmeid hoiti 20 °C juures ja pH oli
esimesel pdeval enne mdotmist 1 tund 5 juures ja seejérel taas 7,5. Katseseadmes C langetati
pH-d happega (HCI) ja tdsteti karbonaatpuhvri (NaHCO3) abil tagasi normaalsele tasemele.
Antud tingimuste puhul kasutatakse lithendit S2.
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Joonis 11. Reaktsioonikiirused S1 tingimustel (20 °C) katseeseadmetes A, B, C
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Joonis 12. Reaktsioonikiirused S2 tingimustel (pH 5) katseseadmetes A, B, C
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Ammooniumldmmastiku drastuse kiirus tdusis méarkimisvaarselt, kui toimus temperatuuri tdus
(joonis 13). Jooniselt 13 on ndha, et S2 tingimused mdjusid nitrifikatsiooni toimumisele

parssivalt. Katseseade A, kus kasutati puhtaid biokilekandjaid, sai muutustega pH-s kdige

9
g =
7
6
5 ue 2t
1
3
2
: []
5 o
N 51

52

halvemini hakkama.

ryNH % N [g/(m**d)]

HA BB mC

Joonis 13. NH4"-N drastuse kiirused erinevates tingimustes katseseadmetes A, B, C

Nitritlimmastiku  tekkekiirused normaaltingimustel olid koikides katseseadmetes
nullilihedased (joonis 14). Temperatuuri tdustes suurenes NO2-N tekkimise kiirus kdige enam
katseseadmes A. Muutused pH-s mojusid nitrifikatsiooni toimumisele parssivalt.
Katseseadmetes B ja C toimus NO2-N kuhjumine, mis on kalakasvanduse modistes ohtlik
nédhtus. Katseseadmes A pH muutuste tagajirjel nitritlimmastikku juurde ei tekkinud aga ka
ammooniumldmmastiku kadu oli viike. Jarelikult nitrifikatsiooni toimumine oli antud

katseseadmes hiiritud.

ryNH,*- N [g/(m3*d)]
= (&%) M [§5) (98] = =y
,I_|

=

o

- '-D L
S1

52
HA EB mC

Joonis 14. NO2-N tekkekiirused erinevates tingimustes katseseadmetes A, B, C
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Nitraatlimmastiku tekkimine normaaltingimustel oli koige kiirem katseseadmes C (joonis 15).
Temperatuuri tdusuga NO3z-N tekkimise kiirused langevad ja on kdikides katseseadmetes
enam-viahem vordsed. pH muutusega nitraatlimmastiku tekkimise Kiirus langes
markimisvéarselt katseseadmes A. POhjuseks vOib pidada seda, et antud katseseadmes ei
kujunenud vélja hdsti nitrifitseerivat biomassi. NO3™-N tekkimise kiirused markimisvéarselt ei

muutunud pH muutustega katseseadmes B ja C.

7
° "
= s
x
E4
ES -
le I
a1
=
> 0 - - -
L
-1 .
-2 N s1 s2
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Joonis 15. NOs™-N tekkekiirused erinevates tingimustes katseseadmetes A, B, C

Kui varasemalt Kkatseseadmes C, kuhu lisati nitritlimmastikku eelkdige kaivitusprotsessi
kiirendamiseks, mingeid eeliseid vilja ei tulnud, siis stressitingimustes sai katseseade C histi
hakkama temperatuuri muutusega. Katseseadmes A, kus algselt olid sees puhtad
biokilekandjad, hakkas temperatuuri muutuse tagajarjel nitrit kuhjuma. Stress, mille puhul
langetati pH tiheks tunniks 5-le ja viidi seejérel taas normaalsele 7,5-le, mdjus kdige enam
katseseadmele A, kus nitrifitseeriv biokile ei saanud stressitingimustega hakkama. Stress, mida
tekitati pH muutmisega koikides katseseadmetes ja selle moju nitrifikatsioonile vajab enam

uurimist, kuna antud katse tulemused ei ndita midagi konkreetset.

3.2. Nitrifitseeriva biokile teke kalakasvatuse biofiltrites

Kalafarmist ~ toodud  biokilekandjatega  tehtud laborianaliiisi  kdigus =~ moddeti
ammooniumldmmastiku, nitritlimmastiku ja nitraatlimmastiku kontsentratsioonid ning

nendest omakorda arvutati reaktsioonikiirused. Analiilisid teostati alates hetkest, kui biofiltrid
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kéivitati, algselt umbes igal néddal ja hiljem pikemate ajavahemike tagant. Lisaks on t60s

kasutatud kalakasvatuses kohapeal moddetud nitritlimmastiku kontsentratsioone.

Kalafarmi biokilekandjatega teostatud laborikatsed kajastavad selgelt, millal hakkasid biofiltrid
toole. Seda voib tolgendada ammooniumldmmastiku drastuskiirusest (joonis 16). Kdige enam
ammooniumlammastikku &drastati viimasel mootmispaeval (05.04.2016). Teisalt néditab selgelt
nitrifikatsiooni toimumist NO3z™-N tekkimise Kiirus (joonis 17). Jooniselt on ndha, et NO3-N
hakkas biofiltritesse tekkima umbes 43. mdotmispaeval.
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Joonis 17. NO3™ -N tekkekiirused laborikatses
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Kalafarmis kohapeal moodeti stabiilselt NO2-N véaartusi (joonis 18) mis on vorreldavad
laborikatses saadud tulemustega. NO>-N véartus langeb jarsult 38. péaeval ehk siis hakkas
biofiltrites toimuma téielik nitrifikatsioon. Kuna kalafarm pidi kalamarja varem kalatiikidesse
paigutama, siis seda ka tehti. Antud tulemuste pohjal voiks viita, et kalamari asetati tiikidesse
vdga ohtlikul perioodil, kui nitritlimmastiku kontsentratsioonid olid kaladele letaalsed.
Kroupova et al. artiklist tuleb vilja, et nitritlimmastiku kontsentratsiooni 1 mg/l korral jaid kdik
kalad ellu, kuid 3 mg/l NO2™ -N korral ei jadnud iikski kala ellu (antud kontsentratsioonide
vahemik on joonisel 18 tdhistatud punase alana). Soovituslik nitritlimmastiku sisaldus
kalakasvanduse RAS-is on > 0,5 mg/l (joonisel 18 sinise joone alune osa) [24]. Kalakasvanduse
tulemuste pdhjal ei saa madratud NO2 -N kontsentratsioonides kindel olla, kuna tulemused on
visuaalselt hinnatud. Teisalt on NO2 -N vaartused ajavahemikus 24.-38. paev korgemad ka
seepdrast, et toimus jirsk temperatuuri langus kalamarja sisseviimiseks ja koorumiseks 10 °C

juurde. Jérsk temperatuuri muutus pérsib nitrifitseerivate bakterite elutegevust [10].

Nitritlimmastiku sisaldust tiikides viidi antud ajavahemikus madalamale ka veevahetuse abil.
Kalakasvanduses kulus biofiltri kdivitamiseks vorreldes katseseadmetega B ja C rohkem aega.
Labori sisetingimustes ldbiviidud katse puhul vdis nitrifikatsioon kiiremini toimuma hakata
paljudel erinevatel pdhjustel. Siisteemi vee hulk oli vdiksem ja temperatuur kogu aja viltel
stabiilselt 15 °C. Kalafarmis oli vee temperatuur peale kdivitamist 15 °C. Marja sisseviimise
pdeval viidi temperatuur madalamale 10 °C juurde ja hiljem 41. mootmispdevaks oli

temperatuur tagasi 15 °C juures.

]

=y

NO,™-N {mg/I)

1 6 11 16 21 T25 31 36 41 46 51 56 61

mari sisse | 2e8 (paev)

Joonis 18. Kalafarmis moddetud NO2™ -N vairtused
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Nii katseseadmete A, B ja C, kui ka kalafarmi biofiltrite kdivitamisel tehtud katsed nditavad
selgelt, et téieliku nitrifikatsiooni toimumist kajastab histi NO2” -N kontsentratsioonide jarsk
langus. Teisalt saab jireldusi teha nii NH4™-N drastamise kiiruse, kui ka NO3™ -N tekkimise
kiiruse pohjal. Nitrifitseeriva biokile toimimine on tugevalt sdltuvuses temperatuurist ja teisalt
biokilekandjate hulgast. Hasti to6tav biofilter suudab alles kéivituvast biofiltrist paremini toime

tulla stressiga, mida pohjustavad muutused pH-s ja temperatuuris.

31



Kokkuvote

Kéesolevas bakalaureusetoos uuriti  vee korduvkasutusega kalakasvanduse biofiltri
kédivitumisprotsessi ja sellega seoses biofiltri kandjate nitrifitseeriva biokile teket. Kéesoleva
to0 eesmargiks oli vilja selgitada, kas nitritlimmastiku lisamine biofiltrile mojutab biofiltri
kaivitamisel nitraati okstideerivate bakterite t66d. Lisaks uuriti, kas tekib erinevus biofiltri
kdivitamisel, kui on kasutusel uued biokilekandjad voi1 varasemalt juba kasutuses olnud
kandjad. T60s vaadeldi, millist mdju avaldavad nitrifikatsioonile muutused vee pH-s ja

temperatuuris.

Tulemustest selgub, et nitritlimmastiku lisamisel biofiltrile selle kaivitumisprotsess ei lithene.
Too kiigus selgitati vélja, et varasemalt kalakasvanduses kasutuses olnud biokilekandjatele
moodustus kiiremini tédielikult nitrifitseeriv biokile. Puhaste biokilekandjatega biofiltri puhul,
millel ei olnud valja kujunenud hasti nitrifitseerivat biokilet, oli t66 hiiritud, vee pH-d voi
temperatuuri muutes. T66 tulemused kinnitavad, et temperatuuri tdusuga toimub nitrifikatsioon
efektiivsemalt. Teisalt jdid ebaselgeks, millist moju avaldab pH muutus nitrifikatsioonile ja

selle vilja selgitamiseks on vaja teha tdiendavaid uuringuid.

Lisaks analiiiisiti t06 kédigus konkreetse kalakasvanduse kaivitumist. Antud kalakasvanduses
toimus nitritatsioon juba biofiltri kdivitamisele jargnenud paevadel. Tiielik nitrifikatsioon
hakkas toimuma 43. pieval peale kdivitamist. Antud kalakasvanduses pandi olude sunnil

kalamari kasvama kalatiikidesse enne, kui nitrifikatsioon téielikult toimus.

Kéesolev t60 keskendus peamiselt vee korduvkasutusega kalakasvanduse biofiltri
kédivitumisele ja nitrifitseeriva biokile tekkele ning selle toimimisele stressitingimustes.
Kalakasvandustes on vajalik madalamat temperatuuri kalamarja koorumiseks ja hiljem
kOrgemat temperatuuri maimude kasvatamiseks. Jdrsu temperatuuri muutuse mdju

nitrifikatsiooniprotsessile biofiltris voiks jadda edasiseks uurimustooks.
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Biofilter’s Nitrifying Biomass and its Activity in Recirculating

Aquaculture System

Helena Hallasoo

Summary

In today’s world the growth of population means also bigger demand of food and water.
Traditional fish farming involves breeding fish in big tanks or pools, which takes a lot of area
and freshwater or marine water. Therefore it is important to develop recirculating aquaculture
systems (RAS). RAS enables to use less water and area to produce as much as traditional fish
farming does. RAS’s main component is the biofilter. Biofilter is a tank that includes biofilm

carriers on what nitrifying bacteria can grow.

The aim of this study was to examine how adding NO> -N to biofilter, while it starts, affects
the length of the starting time. It’s the time that nitrifying bacteria need to carry out full
nitrification process. Also, to find out if there is a difference in between new and previously
used biofilm carriers. Fish farming includes water temperature changes and changes in pH. This

study also examines how changes in temperature or pH of the water influence nitrification rate.

The experimental part of this study includes experiments where results of work efficiency from
imitations of biofilter’s were analysed. This work includes also observations of a certain RAS

starting process.

The results show that adding NO2™ -N to biofilter while it starts doesn’t affect the length of the
starting time. There was quite a difference between new filter media and earlier used media.
Total nitrification started quicker when the biofilm carriers were previously used in RAS.
Previously used biofilter media helped to manage changes in pH or temperature of the water.
The observed RAS starting process results showed that total nitrification started in 43 days.

Until then nitrite levels were growing and were even lethal to fish.
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Vee korduvkasutusega kalakasvanduse biofiltri nitrifitseeriva biokile aktiivsuse uuringud

Vee korduvkasutusega kalakasvatussiisteem (RAS) annab voimaluse kalakasvanduses
veeressurssi moistlikult kasutada. Vee korduvkasutusega kalakasvatussiisteemi olulisemaks
osaks voib pidada biofiltrit, mis puhastab bakterite kaasabil reostunud vee. Bakterite poolt 1dbi
viidud nitrifikatsioon on kaheosaline protsess, milles toimub ammooniumi oksiidatsioon
nitritiks ja nitriti okslideerimine nitraadiks. T60s uuriti nitrifitseeriva biokile teket ja aktiivsust
biofiltris ning prooviti leida lahendus, kuidas biofiltri kdivitamisprotsessi oleks vdimalik
ajaliselt liihendada. Tulemustest selgub, et nitritlimmastiku lisamisel biofiltrile selle
kédivitumisprotsess ei lithene ja varasemalt kalakasvanduses kasutuses olnud biokilekandjatele
moodustus kiiremini tédielikult nitrifitseeriv biokile. T6o kidigus analiilisiti konkreetse

kalakasvanduse kdivitumist.
Vee korduvkasutusega kalakasvatussiisteem (RAS), biofilter, nitrifikatsioon, biokilekandjad.

P305 Keskkonnakeemia

Biofilter’s Nitrifying Biomass and its Activity in Recirculating Aquaculture System

Recirculating aquaculture systems (RAS) enables to use less water and area to produce as much
as traditional fish farming does. RAS s main component is the biofilter where nitrifying bacteria
can grow. Nitrifying bacteria plays an important role in nitrification. Nitrification is the
biological oxidation ammonium to nitrite followed by the oxidation of the nitrite to nitrate. The
aim of this study was to examine biofilter’s nitrifying biomass and its activity in RAS while it
starts. The results show that adding NO2 -N to biofilter while it starts doesn’t affect the length
of the starting time. Total nitrification started quicker when the biofilm carriers were previously

used in RAS. This work includes observations of a certain RAS starting process.
Recirculating aquaculture systems (RAS), biofilter, nitrification, biofilm carriers.

P305 Environmental chemistry
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