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Infoleht

Miikoremediatsiooni kasutamine saasteainete eemaldamiseks reoveekiitluse

liigmudast ja kompostist

Kéesoleva t00 eesméirk oli analiiiisida, kui efektiivselt saab kasutada miikoremediatsiooni
raskmetallide ja plisivate orgaaniliste ithendite nagu PFASide eemaldamiseks reoveekditluses
tekkinud anaeroobsest mudast ning kompostist. T66 praktilises osas viidi erineva koostisega
substraatidel 14bi neljakuuline seenkditlus, milleks kasutati austerservikuid (Pleurotus
ostreatus). Enne ning peale seenkiitlust analiiiisiti substraadis PFASide, raskmetallide,
lammastiku, fosfori ja orgaanilise aine sisaldust. Analiiiisidest selgus, et PFASide tase oli
korgem komposti substraadil ning seenkiitlusega lagundati voi sorbeeriti hiiiifide pinnale
pika siisinikuahelaga PFASe. Metallide sisaldus jdi koigis proovides alla Euroopa Liidu

kehtestatud piirnormide ning enam sidusid seened niklit ning pliid.
Marksonad: miikoremediatsioon, PFAS, raskmetallid

CERCS: T270 Keskkonnatehnoloogia, reostuskontroll, P305 Keskkonnakeemia

Abstract

Using Mycoremediation for Removing Organic Pollutants from Sewage Sludge
and Compost.

The aim of this thesis was to assess the effectiveness of using mycoremediation for removing
organic pollutants such as PFAS and heavy metals from sewage sludge and compost. The
experiment included a four-month long processing of different sludge and compost substrates
by oyster mushrooms (Pleurotus ostreatus). Before and after processing the concentration of
PFAS, heavy metals, nitrogen, phosphorus and organic matter was analysed. It appears that
the level of PFAS was higher in compost substrates and during the experiment fungi degraded
or sorbated long-chain PFAS rather than short-chain PFAS. Heavy metal concentrations were
within the established limits in the EU in all the samples. During the experiment the most

sorbated metals by fungi were nickel and lead.
Keywords: mycoremediation, PFAS, heavy metals

CERCS: T270 Environmental technology, pollution control, P305 Environmental chemistry
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1. Sissejuhatus

Toostusest, pollumajandusest ja jadtmekiitlusest satub keskkonda hulgaliselt saasteaineid
(Vaksmaa jt, 2023). Olgu nendeks ravimijadgid, raskmetallid, piisivad orgaanilised ithendid
vOi per- ja poliifluoritud alkiitilihendid ehk PFASid. Praegu toimub paljude saasteainete
eemaldamine keskkonnast reoveekditluse kiigus, kasutades filtratsioonimeetodeid voi
keemilisi protsesse (Xiang jt, 2022). Kuigi efektiivsed, on eeltoodud puhastusmeetodid
kulukad ning energiamahukad. Samuti pole neid alati mdistlik rakendada viikeste puhastite
puhul, kus voib olla ebaregulaarne sissevool. Siiski on Euroopa Liit kehtestamas jérjest
rangemaid ndudeid saasteainete eemaldamiseks ka véikeste puhastite puhul (Asulareovee

puhastamise direktiiv, 2024).

Bioremediatsioon on potentsiaalikas meetod mitmete reoainete eemaldamiseks keskkonnast,
eeskitt pinnasest aga ka vesikeskkonnast (Kriipsalu jt, 2016). Raskmetallide eemaldamise
puhul on uuringud ndidanud miikoremediatsiooni efektiivsust, kuid peamiselt on pinnase
tervendamise eesmairgil kasutatud hallitusseeni ning viljakehi moodustavate kandseente

potentsiaal on jddnud tagaplaanile (Singh ja Singh, 2024; Vaksmaa jt, 2023).

Kéesoleva t66 eesmirk on analiiisida, kui efektiivselt saab kasutada miikoremediatsiooni
raskmetallide ja plisivate orgaaniliste ithendite nagu PFASide eemaldamiseks reoveekditluses
tekkinud anaeroobsest mudast ning kompostist. Muuhulgas on eesmirk kasutada dra

tekstiilijddtmeid ning pdlevkivitoostusest tekkinud tuhka seenemassi kasvatamisel.



2. Teoreetiline taust

2.1. Ulevaade raskmetallidest

Raskmetallid (ka raskemetallid) on metallid, mille tihedus on iile viie grammi
kuupsentimeetri kohta ning mille liigne kontsentratsioon keskkonnas kahjustab nii tervist kui
reostab keskkonda (EKI, i.a). Levinumad raskmetallid on plii, tsink, nikkel, kaadmium,
elavhobe, kroom, vask ja arseen (Quasem jt, 2021). Osad raskmetallid (Zn, Fe, Cu, Mo ja
Mn) loetakse mikroelementide hulka ning need on taimedele ja loomadele viga viikeses
koguses vajalikud, kuid suures hulgas osutuvad toksiliseks (Jaishankar jt, 2014). Kiesoleval
ajal on Euroopa Liidus joogivees kehtestatud piirmddrad kiimnele raskmetallile ning
reoveemudas on reglementeeritud Hg, Cd, Pb, Ni, Cu, Zn, Cr, kuid EL &iguslikud
regulatsioonid liiguvad aina enam ka orgaaniliste saasteainete rangema piiramise suunas (EL
joogivee direktiiv, 2020; Reoveesette kasutamise direktiiv, 2019). Reglementeeritud

metallidest on organismidele toksilisemad plii, kaadmium ja elavhdbe.

Raskmetallid satuvad keskkonda muuhulgas geoloogiliste ja looduslike protsesside kdigus,
kuid tanapdeval peamiselt inimtegevuse tottu, eelkdige just tddstusest, kaevandustest, jadtme-
ning pdllumajandusest (Fashola jt, 2016; Girma, 2015; Gupta ja Kumar, 2017). Keskkonnas
esinevad raskmetallid tavaliselt keemiliste tithenditena: oksiidide, hidroksiidide, sulfaatide,
sulfiidide ja orgaaniliste iihendite koosseisus (Goutam jt, 2021), kuid harva vdib keemiliselt
vihem aktiivseid raskmetalle, nagu elavhdobe, leiduda ka puhaste elementidena. Need
elemendid piisivad keskkonnas pikka aega (Fashola jt, 2016) ja akumuleeruvad toiduahelas

(Norman, 2022).

Bioloogiliselt pole vdimalik raskmetalle lagundada, kiill aga saab muuta metallide
oksiidatsiooniastet, mis vidhendab uhendite toksilisust, suurendab nende liikuvust voi
vastupidiselt vOimaldab keskkonnast vilja leostada (Vaksmaa jt, 2023), peamiselt
mikroorganismide toimel. Raskmetallid, muuhulgas nditeks kaadmium ja kuuevalentne
kroom, on kantserogeensed ka véikestes kogustes, lisaks pohjustavad need inimestel mitmete
organite talitushdireid ning probleeme reproduktiivorganites (Singh jt, 2011; Jaishankar jt,
2014). Samuti pohjustavad raskmetallid aeglast kasvu ja mutatsioone nii taimedes kui

loomades ja inhibeerivad nditeks seente kasvu (Mohamadhasani ja Rahimi, 2022).



2.2. Ulevaade PFASidest

PFASid ehk per- ja poliifluoritud alkiiiilithendid on siinteetilised {ihendid, mida kasutatakse
alates 1950. aastatest laialdaselt to0stuses ning tarbekaupades tdnu PFASide hiidro- ja
lipofoobsetele omadustele (Zhang jt, 2022). PFASid koosnevad erineva pikkusega
siisinikuahelast, kus enamik voi kdik vesinikuaatomitest on asendatud fluoriaatomitega,
kusjuures siisinikuga voib olla seotud veel ka hiidrofoobne funktsionaalrihm (Tang ja
Kristanti, 2022). PFASid jagatakse siisiniku ahela pikkuse jérgi pikkadeks (ingl long-chain
PFAS), kui ahekas on kaheksa ka rohkem siisinikuaatomit, ja liithikesteks (ingl short-chain
PFAS) kui ahelas on alla kaheksa siisinikuaatomi. Ténu tugevatele C-F sidemetele on PFASid
termiliselt ja keemiliselt stabiilsed (Gliige jt, 2020) ning neid kasutatakse nii tekstiilide,
pindade kui pakendite vetthiilgavuse suurendamiseks, kodgitarvikute korbemiskindluse (ingl
non-stick) tostmiseks ja tuletorjevahtudes (Tang ja Kristanti, 2022). Laia kasutasala tottu on
PFASid levinud saasteaine keskkonnas ning suure stabiiluse tottu nimetatakse neid tihti

“igavesteks kemikaalideks” (ingl forever-chemicals).

Keskkonda levivad PFASIid eeskétt reoveepuhastuse ja priigilate kaudu. Keskkonnas PFASid
ei lagune, vaid bioakumuleeruvad ja satuvad toidu ning joogivee kaudu inimorganismi (Tang
ja Kristanti, 2022). On tdheldatud PFASide kahjulikku mdju kilpnddrme talitusele ja
imuunsiisteemile, samuti reproduktiivorganitele ning iithendid vdivad olla kantserogeensed
(Zhang jt, 2022). PFASide toksilise mdju tdttu on kehtestatud sisalduse piirmédrad nii
joogivees kui toidus. On tavaline, et PFASidele kehtestatakse summaarsed piirméirad nagu
PFAS 4, millega piiratakse levinumate ja inimesele eriti toksiliste iihendite
(perflouorooktaansulfoonhappe, perfluorooktaanhappe, perfluoroheksasulfoonhappe ja
perfluorononaanhappe ehk PFOS, PFOA, PFHxS ja PFNA) sisaldust (Herco Pollet Water
Group veebileht, i.a). Alates 2026 aasta jaanuarist on Euroopa Liidu litkmesriikidel kohustus
monitoorida PFASide taset joogivees, kusjuures kdikide PFASide sisalduste summa peab
jdédma alla 0,5 pg/l ning 20 tervisele kahjulikuma PFASi kontsentratsioon peab jidma alla 0,1
png/l (EL joogivee direktiiv, 2020). EL-1 on eesmirk iile 150 000 inimekvivalendiga
reostuskoormusega reoveepuhastitest hakata eemaldama mikrosaasteaineid, mille hulka
kuuluvad ka PFASid, alates 2045. aastast (Asulareovee puhastamise direktiiv, 2024).

PFASide eemaldamiseks on alternatiivse meetodina voimalik kasutada ka bioremediatsiooni.

Seentega on potentsiaali tervendada pinnast PFASidest. Tseng nditab oma t66s (2012), et

keskkonnas leiduvatel hallitusseentel on vdime biotransformatsiooni kéigus lithikese aja
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jooksul eemaldada keskkonnast selliseid PFASe nagu PFOA (perfluorooktaanhappe) ja PFOS
(perfluoroktaansulfoonhape). Tseng kirjeldab, et neljateist pdeva jooksul eemaldas Geomyces
perekonda kuuluv seen 13,4% PFOAst ja 17,7% PFOSist. Pseudeurotium perekonna esindaja
eemaldas sama ajaga 29,2% PFOSidest, kuid PFOAd ei lagundanud. Samas suutsid laboris
inkubeeritud hallitusseened eemaldada madalamal kontsentratsioonil ja kuu aja jooksul kuni
72% PFOA lédhteainetest FTOHidest (flourotelomeeralkoholid), kuid transformeerisid need
PFOAdeks. (Tseng, 2012)

2.3. Bioremediatsioon

Bioremediatsiooniks ehk biotervendamiseks nimetatakse protsessi, mille kdigus taimede ja
mikroorganismide abiga lagundatakse saasteaineid voi vidhendatakse nende toksilisust
keskkonnas. Mikroorganismid lagundavad enslimaatiliste redoksreaktsioonide abil
saasteained neile vajalikeks metaboliitideks, siisihappegaasiks ja veeks (Kuppan jt, 2024).
Peamiselt kasutatakse oksiidaase ja peroksiidodaase, mis kasutavad elektronaktseptorina
vastavalt hapniku vo0i1 peroksiidi (Vaksmaa jt, 2023). Protsessi efektiivsus soltub nii

keskkonnatingimustest kui ka saasteaine iseloomust.

Oma iilevaates (2018) toob Maitra vélja, et pinnase temperatuuri moju bioremediatsioonile on
mérgatav eeskétt pohjapoolkeral, kus mulla temperatuur on enamik aastast efektiivse
mikroobse lagundamise jaoks liiga madal. Samuti toob ta vilja, et keskkonna anaeroobsus
ning vihene toitainete kéttesaadavus vdhendavad bioremediatsiooni efektiivsust. Selleks, et
keskkond oleks bioremediatsiooni abil puhastatav, peab reostuse pohjustanud saasteaine

olema biolagundatav ning kéttesaadav lagundavatele organismidele. (Maitra, 2018)

Keskkonnast tulenevate mojude vihendamiseks tootatakse pidevalt vidlja uusi
bioremediatsiooni tehnoloogiad (Kuppan jt, 2024). Bioremediatsiooniga on vdimalik
vihendada muuhulgas to0stusest tuleva heitvee, raskmetallide, pestitsiidide ja muude
saasteainete toksilisust (Sharma, 2021) ning selleks kasutatakse nii in-sifu kui ka ex-situ

meetodeid.
2.3.1. In-situ meetodid

In-situ bioremediatsiooni kdigus toodeldakse pinnast voi pohjavett mikroorganismidega

saastatud alal koha peal, ilma pinnase viljakaevamiseta ja suurte keskkonnahdiringuteta
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(Kuppan jt, 2024). Lisaks loomulikule biolagunemisele voib klassikalised in-sifu meetodid
jagada iildiselt kolmeks: bioventileerimine, biostimulatsioon ja bioaugmentatsioon (Maitra,

2018).

Kbdige levinuma biopuhastusmeetodi, bioventileerimise puhul rikastatakse saastunud
keskkonda ohuga, et kiirendada mikroorganismide elutegevust ja aeroobsete protsesside
kdiku, et suurendada saasteainete lagundamist (Kensa, 2011). Nagu Goswami jt oma
iilevaates (2018) vilja toovad, tdidavad sama eesmérki kodik eespool mainitud meetodid.
Biostimulatsiooni kéigus lisatakse saastatud keskkonda elektrondoonoreid ja wvajalikke
toitaineid nagu fosfor ja lammastik, mis tekitab mikroorganismidele soodsama keskkonna
lagundamisprotsesside ldbiviimiseks. Bioaugmentatsiooni puhul lisatakse keskkonda
geneetiliselt muundatud bakterite voi arhede konsortium, mis sobivad saasteaine
remediatsiooni kiirendamiseks. Bioaugmentatsiooni kasutatakse eelkdige just naftareostuse

remediatsiooniks. (Goswami jt, 2018)

Kuppan jt (2024) toovad vilja, et in-situ meetodite suureks eeliseks on nende kulutdhusus,
kuna ei tehta kulutusi otsestele kaevetoddele ega saastunud materjali transpordile. Samuti
pole reostuse korvaldamiseks vaja ehitada eraldi infrastruktuuri ning saastunud keskkonna
héiringud on minimaalsed. /n-situ meetoditega on vdimalik vihendada reostust suurel alal,

kuid selleks voib kuluda aastaid. (Kuppan jt, 2024)

Vaatamata sellele, et bioremediatsiooni kdigus suudetakse orgaanilised saasteained muuta
siisihappegaasiks ja veeks, voivad tekkinud vahelihendid osutuda algsest saasteinest
toksilisemaks nii inimesele kui ka keskkonna mikroobikooslusele (Sharma, 2021), mis
pidurdab edasist remediatsiooni. Néiteks toovad Vaksmaa jt oma artiklis (2023) vilja, et
pestitsiidide degradatsioonil vdib tekkida toksiline metiilil-paraoksoon, mida seostatakse
mitemete terviseriskidega (Vaksmaa jt, 2023). Raskmetallid ja pilisivad orgaanilised
saasteained voOivad inhibeerida mikroobide elutegevust ja vdhendavad sellega
bioremediatsiooni  efektiivsust  (Sharma, 2021). Suureks puudujddgiks in-situ
bioremediatsiooni puhul on tundlikkus keskkonnatingimuste, muuhuhlgas temperatuuri, pH
ja niiskuse suhtes (Goswami jt, 2018). Moningaid in-situ meetodite puudujddke voivad

korvata ex-situ meetodid.



2.3.2. Ex-situ meetodid

Ex-situ meetodite korral eemaldatakse reostunud pinnas keskkonnast ning seda saab teha
viikese reostuskolde puhul. Kdige lihtsam ja pikemat aega kasutuses olnud (Sharma, 2021)
meetodiks on kiinnikihis tervendamine, mille kdigus kaevatakse ja laotakse reostunud pinnas
ohukeste kihtidena maha ning perioodiliselt kiintakse 14bi. Reostunud materjal on avatud ka
péikesele, mistdttu toimub lisaks reoaine biolagundamisele selle fotoliiiitiline lagundamine

(Kriipsalu jt, 2016).

Aunkompostimise puhul segatakse reostunud materjal tugiainega, mis tdstab aunades
poorsust ning voib rikastada aunasid bakterikooslusega (Kensa, 2011). Tugiaine lisamisel
tekib aunades aeroobne keskkond ning temperatuur tduseb 50-60 “C juurde, mis muudab
lagunemisprotsessid efektiivsemaks. Oluline on aunasid perioodiliselt segada, et hoida
aeroobseid tingimusi (Kriipsalu jt, 2016). Samas on tdheldatud, et aunadesse tekivad
metanogeensete bakterite tegevuse tottu ka anaeroobsed tsoonid, mis on olulised lagundamise
viimaseks etapiks, kuid tingib mirgatava metaani (CH,) emissiooni (Edjabou ja Scheutz,
2023). Aunkompostimisega sarnane, kuid tdhusam meetod on bioaunade siisteem, kus aunad
on kaetud geomembraaniga ning aunadesse on suunatud niisutus- ja Ohutustorustikud
(Kriipsalu jt, 2016). Bioaunades on vdrreldes tavaliste aunadega tingimused kontrollitud:
saab jdlgida pH taset, temperatuuri, toitainete hulka ning aeratsiooni efektiivsust. Samuti
kogutakse tootluse kédigus kokku ndrgvesi ning lenduvad orgaanilised saasteained (Sharma,

2021). Peamiselt kasutatakse bioaunu naftasiisivesinike saaste eemaldamiseks (Kensa, 2011).

Bioreaktorid on kinnised mahutid, kus saastunud materjalile lisatakse vett, toitaineid ja dhku,
millega tekitatakse optimaalne keskkond biolagundamiseks. Enne mahutisse viimist tuleb
pinnas segada {ihtlaseks piidelaks massiks (ingl s/urry), sest nii on mikroorganismidel parem
kontakt reoainega (Kriipsalu jt, 2016). Bioreaktoris toimub lagunemine kiiremini ja suuremal
méidiral, kuna mahuti tingimused on lihtsasti ja tipselt juhitavad (Kensa, 2011). Bioreaktoreid
kasutatakse ka reovee puhastamisel, kuid eelnevalt lébib vesi fiilisikalis-keemilise eeltootluse,
mille kdigus eemaldatakse veest suuremad tahked osakesed ja heljuvaine ning seejirel toimub
aktiivmuda toel biopuhastus (Vaksmaa jt, 2023). Tekkinud reoveemuda kiitlusel, niiteks
kompostimisel, toimuvad suurel méédral samad protsessid nagu saastunud pinnase

bioremediatsioonil (Manea jt, 2024).



Ex-situ meetodite puhul on vdimalik keskkonnatingimusi jédlgida ning vajadusel optimeerida,
seega on meetodite eeliseks nende efektiivsus, mis ilmneb histi bioreaktorite puhul (Sharma,
2021). Vorreldes fiiiisikalis-keemiliste pinnase tervendamise votetega on nii in-situ kui
ex-situ bioremediatsioon odavam ning tihti energiatdhusam. Siiski voivad ex-sifu meetodid
olla kallimad kui kohapealsed lahendused (Kriipsalu jt, 2016) ja pole vdimalik lagundada

koiki piisivaid saasteaineid (Sharma, 2021).

Pinnase viljakaevamine ning transportimine on toomahukas ning sobiva todtlemisala
leidmine voib osutada keerukas, kuna ruumikulu on vordlemisi suur. Samuti peab arvestama
reoaine iseloomuga, et see pinnase viljakaevamise kdigus ei lenduks voi ei kanduks muul

viisil keskkonda. (Kriipsalu jt, 2016)
2.3.3. Miikoremediatsioon

Bioremediatsiooni meetodit, kus mikroorganismideks kasutatakse seeni, nimetatakse
miikoremediatsiooniks. Seened on looduses levinud lagundajad, kuna suudavad kasutada
energiaallikana paljusid erinevaid siisinikuiihendeid. Vaksmaa jt kirjeldavad oma iilevaates
(2023), kuidas see on tingitud seentes olevatest erinevatest mittespetsiifilistest ensiitimidest.
Lisaks keerukate orgaaniliste {ihendite lagundamisele, on seentel vOime assimileerida
raskmetalle, eemaldades need nii keskkonnast ja védhendades reostuse mééra. Selleks

kasutavad seened nii rakusiseseid kui -véiliseid mehhanisme. (Vaksmaa jt, 2023)

Uhe vodimalusena toimub miikoremediatsioonil metalli seondumine seene rakupinnale ehk
biosorptsioon, mille tingib ioonvahetus rakumembraani ja metalliiooni vahel (Goutam jt,
2021). Blaudez’i jt uurimus (2000) nditas, et seente voime siduda metalli raku pinnale on
vordvadrne rakusisese metalli drastusega (Blaudez jt, 2000). Meharg kirjeldab oma t60s
(2003), et seentel on voOime eritada keskkonda kelaate moodustavaid ensiitime, mis
viahendavad raskmetallide toksilist moju ja pérsivad metallide litkumist raku sisse. Kui
metalliioon on sisenenud rakku, suudab seen selle liigutada metaboolselt védhetéhtsasse
organelli, nditeks vesiikulitesse. Samuti toimub seentes metabolismi kdigus paljude {ihendite

toksilisuse vihendamine. (Meharg, 2003)

Kaitsemehanismide tottu on seentel korge tolerants ja &drastusvdime metallide, ka
raskmetallide, osas ning antud omadus on seetdttu potentsiaalikas bioremediatsiooniks
(Vaksmaa jt, 2023). Siiski on seente tolerants erinevate metallide suhtes erinev.

Mohamadhasani ja Rahimi t66st (2022) ilmnes, et servikute sugukonda (Pleurotus spp.)
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kuuluvad seened on tolerantsemad néiteks koobalti ja vase suhtes, samas kui nikli olemasolu
substraadis inhibeeris niidistiku kasvu tdielikult (Mohamadhasani ja Rahimi, 2022). Akrami jt
toost  (2023) selgub, et kerahalliku (Aspergillus) ja pintselhalliku (Penicillium)
perekondadesse kuuluvatel hallitusseente liikidel on voime mullast eemaldada tile 90% vasest
ning iile 70% pliist. Antud uuringus oli metallide kontsentratsioon vastavalt 1,044 mg/1 vaske

ja 0,631 mg/1 pliid, lisaks leidus pinnases kroomi ja tsinki (Akram jt, 2023).

Miikoremediatsiooni on vodimalik rakendada peaaegu koigi eelpool kirjeldatud
biotervendamise votete puhul. Vaksmaa jt artiklis (2023) selgitatakse, et just in-situ meetodite
puhul on miikoremediatsiooni eeliseks seente poolt pikkade hiiiifide moodustamine, mille
abil on vdimalik assimileerida voi siduda saasteaineid ja metalle suurel maa-alal. Samuti
voimaldavad seenehiiiifid teiste mikroorganismide paremat levimist pinnases (Junier, 2021).
Kuna kohapealsete meetoditega puudub tédpsem {ilevaade tervendamise efektiivsusest ja
protsessist ning seentel vOib puudu jddda hapnikust, soovitatakse kasutada

miikoremediatsioonil eeskétt ex-sifu meetodeid. (Vaksmaa jt, 2023)
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3. Metoodika

3.1. Katsepakkide ettevalmistus

Katsete jaoks kasutati Tartu Veevirgi reoveekiitluse protsessi anaeroobset muda ja
stabiliseeritud reoveekomposti. Kokku valmistati ette 12 erineva koostisega katsesegu,
millest igast valmistati kaks paralleelkatset. Esmalt 1digati tdispuuvillastest riidekangast
umbes 5x7 sentimeetri suurused riideribad. 200 grammi puuvillaseid riideribasid segati 400
grammi komposti vOi reoveepuhasti anaeroobse mudaga ja lisati 50-400 grammi vett.
Osadele katsetele lisati veel vastavalt 20 voi 40 grammi pdlevkivi tuhka. Tapsemad katsete
koostised on vilja toodud lisas 1. Segudel médrati pH kasutades pH-meetrit. Pooled katsetest,

millele lisati pdlevkivi tuhka, neutraliseeriti kasutades 5 M vesinikkloriidhapet.

Kasvukatsed viidi ldbi Eesti Maaiilikooli PKI seenematerjalide laboris, kus kasutati
inkubatsioonikambrit. Substraat steriliseeriti autoklaavis ning toatemperatuuril inkubeeriti
austerservikuid (Pleurotus ostreatus) ning libliktagelit (Trametes versicolor) 18 péaeva kuni
neli kuud. Peale nelja kuud polnud libliktagel viljunud. Austerservikud viljusid kuue pidevaga
selleks kohandatud kasvukapis, kus keskmine temperatuur oli 17,9 “C, suhteline niiskus
94,4% ja CO, sisaldus 652,8 ppm. Viljakehad korjati, kui d4red hakkasid iiles keerama. Iga
viljunud katse puhul maédrati algsegu kuivaine sisaldus ning hiljem anaeroobse muda,

komposti ja seenemassi marg- ja kuivkaal.

3.2. Lammastiku sisalduse maidramine

Tahkest ainest ldmmastiku médramiseks kasutati Hach-Lange modifitseeritud TKN (7otal
Kjeldahl Nitrogen) meetodit 8075. Lahuse valmistamise jaoks kasutati Hachi Digesdahl 115
Vac instrumenti. Kuue viljunud katse jaoks kuivatati esmalt materjal 105 “C juures vihemalt
24 tundi ning uhmerdati peeneks. Seejérel kaaluti analiiiitilise kaaluga umbes 0,1 grammi
kuivainet, mis uhuti deioniseeritud veega spetsiaalsetesse keedukolbidesse. Kolbidesse lisati

3,5 ml kontsentreeritud vadvelhapet (H,SO,).

Katseseade asetati kohttdmbe alla, seadistati 440 ‘C peale ning iihendati veejoapumbaga, et
keetmisel tekkivad aurud seadmest ventilatsiooni tommata. Seade komplekteeriti vastavalt

joonisele 1. Keedukolb asetati kiittekehale.
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Kui kolvist oli kogu vesi dra aurunud, oodati kuni hape hakkas keema ja kolb tditus
happeauruga. Segul lasti veel keeda ligikaudu viis minutit. Seejdrel asetati seadme tippu
kapillaarlehter, kuhu valati silma jérgi umbes 7,5 - 10 ml vesinikperoksiidi (H,0,). Peale
kogu vesinikperoksiidi aurumist ja kondensatsiooni muutus lahus ldbipaistvaks ning seda

keedeti veel umbes minut aega.

Kapillaarlehtrisse jddnud mullid v3i veepiisad eemaldati klaaspipetiga, et tagada sujuv
peroksiidi vool proovile. Proovidel lasti jahtuda toatemperatuurini ja keedukolvid tdideti

mahumirgini deioniseeritud veega.

' Kapillaarlehter

Kapillaarlehtri
adapter

Ventilatsiooniloksu
korpus

Kolonni toke

Fraktsioneerimiskolonn ‘

Voolikute jagaja

Metallraskus
Keedukolb

Kiittekeha | |||~ - ‘f:

Joonis 1. Keeduste valmistamiseks kasutatud Hach-Lange Digesdahl
mineraliseerimisseade (digester) (Ettevotte Hach koduleht, 2026).

Jahtunud ja keedetud lahustest moddeti 25 milliliitristesse mdotekolbidesse 1 ml proovi.
Seejérel lisati kolbi iiks tilk TKN indikaatorit, mis muutis proovi kollakaks. Lisati tilkhaaval

8,0 N KOH lahust, kuni proov muutus sinakaks. Mdotekolvid tdideti poolenisti deioniseeritud

13



veega ning igasse kolvi lisati kolm tilka mineraalstabilisaatorit ja kaks tilka
poliiviniitilalkoholi. Kolvid tdideti mahumargini, suleti korgiga ja loksutati. Viimaks lisati
mootekolbi 1 ml Nessleri reagenti ja spektromeetriliselt méérati tollise kiivetiga valguse

absorptsioon ja limmastiku sisaldus. TKN tulemuse arvutamiseks kasutati valemit:

A*75

TKN (mg/g KA) = ¢

kus A — spektrofotomeetri niit,
B — keetmiseks voetud proovi kaalutis (g),

C — lahjenduseks voetud proovi maht (ml).

3.3. Fosfori sisalduse mairamine

Proovide iildfosfori méédramiseks kasutati eelmises alapeatiikis kirjeldatud lahust. 25
milliliitrisesse modtekolbi lisati 0,5 voi 1 ml lahust vastavalt lahuse fosforisisaldusele. Kolb
tdideti mahumaérgini deioniseeritud veega ja sellele lisati 1 ml moliibdaadi lahust ning 1 ml
askorbiinhappe lahust. Kolvid suleti ja loksutati. Lahusel lasti seista umbes kiimme minutit.
Spektrofotomeetriliselt méérati fosfaatide sisalduse ndit ning arvutati fosfori sisaldus

kasutades valemit:

A*2500

TKN (mg/g KA) =7

kus A — spektrofotomeetri néit,
B — keetmiseks voetud proovi kaalutis (g),

C — lahjenduseks voetud proovi maht (ml).
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3.4. Keemilise hapnikutarbe mairamine

Proovide keemilise hapnikutarbe (KHT) miéramiseks kuivatati proovide materjal 105 ‘C
juures vdhemalt 24 tundi ning uhmerdati peeneks. Kuivainest KHT méaidramiseks kaaluti
analiiiitilise kaaluga umbes 0,020 grammi kuiva peenestatud ainet, mis uhuti 25 ml
deioniseeritud veega spetsiaalsetesse kuumutuskolbidesse. Kolbidesse lisati spaatliga umbes
0,4 grammi elavhdbesulfaati (HgSO,), 5 ml 1 N kaaliumdikromaati (K,Cr,0;) ja
mootsilindriga 30 ml hobesulfaati (Ag,SO,). Lahused pandi keema ja iihendati jahutusvee

torudega.

Lahuseid keedeti kuni kaks tundi, aga mitte vihem kui tund aega. Proovidel lasti jahtuda ning
jahutustorud uhuti deioniseeritud veega puhtaks. Kui lahused olid tdielikult jahtunud valati
need 300 milliliitristesse kolbidesse ning lisati deioniseeritud vett kuni kolvid olid umbes

poolenisti tdidetud. Kolbidesse lisati 3-5 tilka ferroiinindikaatorit ning tiitriti 0,25 N Mohri
soola ehk ammooniumraud(IT)sulfaadi (NH 4 ), (Fe)(SO 4 ), - 6H 5, O) lahusega.

Mohri soola kontsentratsioon ajas vdheneb. Tdpse kontsentratsiooni arvutamiseks kasutati

valemit:

*
_ CKZCT207 VKZCT207

C —
Mohri sool v, ’

kus  Vx - tiitrimiseks kulunud Mohri soola lahuse ruumala,

C (K,Cr,0) — kaaliumdikromaadi lahuse kontsentratsioon (=1 N),

V (K,Cr,05) — lisatud kaaliumdikromaadi lahuse ruumala (=5 ml).

KHT arvutamiseks kasutati valemit:

KHT (mg/kg KA) = (A—B)*N"8000

S )

kus A = pimeproovi tiitrimiseks kulunud Mohri soola hulk (ml),
B = proovi tiitrimiseks kulunud Mohri soola hulk (ml),
N = Mohri soola lahuse normaalsus,

S = proovi kuivaine kaalutis (g).
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3.5. Metalli analiiiis

Metalli analiiiis viidi 1ibi Tartu Ulikooli Geoloogia osakonna poolt. Induktiiv-sidestatud
plasma massispektromeetria (ICP-MS) abil méérati proovidest metallide sisaldused.
Analiitisiks kasutati 0,1-0,2 grammi kuivainet, mis lagundati eelnevalt kuningvee (lad Aqua
Regia) lahuses. Mdddeti jargnevate metallide sisaldused: Li, Be, B, Na, Mg, Al, P, S, K, Ca,
Sc, Ti, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Ga, Ge, As, Se, Rb, Sr, Y, Mo, Ag, Cd, Sb, Cs, Ba, La,
Ce, Pr, Nd, Sm, Eu, Gd, Tb, Dy, Ho, Er, Tm, Yb, Lu, Pb, Th, U.

3.6. Tehisintellekti kasutamine

Autor kasutas OpenAl ChatGPT rakenduse GPT-5.5 versiooni abi Pythoni koodi kirjutamisel
graafikute loomiseks ning PFAS {tihendite tolkimisel eesti keelde. Kéesolevas tods ei ole

kasutatud tehiaru rakendusi tekstiloomeks ega kirjanduse vdi tulemuste analiiiisiks.
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4. Tulemused ja arutelu

Peale neljakuulist seenkditlust tehti viljunud ja viljakehad kasvatanud katsepakile metalli
analiiiis kasutades induktiiv-sidestatud plasma massispektromeetriat (ICP-MS), lisaks TKN,
iildfosfori ja KHT analiitisid. Algmaterjalist ja kahest katsepakist tehti PFASide sisalduse

analiiiis, mida teostas Eurofins.

Reoveesette kasutamise direktiiv (2019) reglementeerib kroomi, tsingi, vase, nikli,
kaadmiumi, plii ja elavhobeda sisaldused settes, seega keskenduti analiilisis mainitud

metallidele.
4.1. TKN, iildfosfori ja KHT sisaldus

Joonisel 2 on nididatud TKN (7otal Kjeldahl Nitrogen) sisaldus muda ning komposti
substraadis enne ja peale neljakuulist seenkditlust. Samuti on lisatud ldmmastiku sisaldus
seenes enne ja parast kditlust. Tulemustest ilmneb, et limmastiku kontsentratsioon on korgem
anaeroobse muda substraadis (joonis 2). Jooniselt 3 on néha, et drastuse voi sidumise méér on
suurem muda substraadil kasvanud seente puhul. Anaeroobsest mudast oli drastuse madr
12,8% ja 20,1%, samas kui komposti puhul on toimunud mérgatav vdhenemine vaid iihe
katse puhul, kus drastuse méér oli 7,5%. Teiste kompostil kasvanud katsetega 1dmmastiku

sisaldus kasvas.

Enne kaitlust —
[ Peale kaitlust

[ Seenes peale kaitlust a
50 s
) m >
b .
o —
40 il o
g bt 7 N
o P -
< 2 >
) o3 | o o2 I
9 30 % . 17 ,\9
=l [ 1 Vv "c
] o d
@ A A
V o
g 2%
= 204

10

T T T T T T

Seenes Muda Muda + Kompost ~ Kompost +  Kompost+  Kompost +

enne kaitlust 20g tuhk 20g tuhk 20g tuhk 40g tuhk
pH~11

Joonis 2. TKN sisaldus substraadis ning seentes enne ja peale Kiitlust (g/kg KA).
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Lammastiku sisalduse tdus voib olla seotud asjaoluga, et katsetes toimus suhteliselt rohkem
orgaanilise aine lagunemist (joonis 6), millega tekkis juurde mineraalset ldimmastikku. Puhta
komposti substraadis suurenes ldmmastiku sisaldus 3,2% vorra, kuid samal katsel keemilise
hapnikutarbe ehk KHT védrtus viahenes 13%. Katses, kuhu lisati 40 grammi polevkivi tuhka
lammastiku kontsentratsioon tdusis 2,3%, aga KHT maiédr vdhenes 5,3% ning ka kuivaine

sisaldus védhenes 16,6%, seega mineraalse lammastiku osakaal vdis proovis tousta.

25

20.1
20+

15 4

128

10 4
7.5

0.5

Arastuse/sidumise maar (%)

2.2
-3.2

-10

T T
Muda Muda + p + + +
209 tuhk 209 tuhk 209 tuhk 409 tuhk

pH~11

Joonis 3. Limmastiku drastuse méir komposti ja anaeroobse muda substraadist,
moddetuna substraadist peale neljakuist seenkiiitlust.

Sarnaselt ldmmastikule, oli ka fosfori sisaldus kdrgem anaeroobses mudas, nagu on néha
jooniselt 4. Fosfori hulga muutus peale seenkiitlust oli siiski viike. Oluline muutus toimus
ainult kahe kompostil kasvanud katse puhul, kus iihest (kompost + 20g tuhk, pH~11) toimus
drastus 37,1% vorra ning teises (kompost + 20g tuhk, pH~7) sisaldus tousis 48,5% vdrra.
Muda katsete puhul vdhenes fosfori sisaldus 0,3% ja 7,1% vorra. Katses, kuhu oli kompostile
lisatud 40 g tuhka vihenes fosfor 0,8%, kuid puhtal komposti substraadil tousis fosfori

kontsentratsioon 3,4%.

Proovis, kus fosfori kontsentratsioon suurenes peale seenkéitlust ligi poolteist korda, suurenes
ka KHT véirtus 2% (joonis 6). Seega ei saa antud proovis sisalduse tous olla seotud

mineraalaine osakaalu suurenemisega, vaid pigem proovi heterogeensusega.
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Joonis 4. Uldfosfori sisaldus substraadis ning seenes enne ja peale kiitlust (g P/kg KA).

Keemiline hapnikutarve ehk KHT, mis nditab orgaanika sisaldust, oli suurem kompostil
kasvanud katsetel. Nii enne kui peale kditlust. Tapsed KHT viirtused on olemas joonisel 5.
Orgaanilise aine hulk peale seenkditlust vihenes pea koigis katsetes, kus vihenemise maér jai

vahemikku 5-25% (joonis 6). Katses, kus kompostile oli lisatud 20 grammi tuhka, ei

toimunud orgaanika vdahenemist ning KHT viértus kasvas 2%. KHT véhenemine substraadis

viitab orgaanika lagunemisele ja mineraliseerimisele mikroorganismide toel.
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Joonis 5. Keemiline hapnikutarve substraadis ning seenes enne ja peale kiitlust,

g/kg KA.
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Joonis 6. KHT vihenemise méiir komposti ja anaeroobse muda substraadist,
moodetuna substraadist peale neljakuist seenkaitlust.

4.2. Metallide sisaldus

Analiiiisidest tuli vélja, et subtraatides oli suurim sisaldus tsingil, kus igas proovis oli sisaldus
ile 200 mg/kg KA (joonis 9). Jargnesid vask (sisaldused iile 79 mg/kg KA) (joonis 10),
kroom (sisaldused iile 27 mg/kg KA) (joonis 11), nikkel (sisaldused iile 18 mg/kg KA)
(joonis 7), plii (sisaldused iile 14 mg/kg KA) (joonis 8) ja kaadmium (sisaldused alla 1 mg/kg
KA) (joonis 12). Kdige suuremad sisaldused olid muda proovides, kus vorreldes kompostiga
oli tsinki rohkem kuni 262%, vaske kuni 218%, kroomi kuni 209%, niklit kuni 131%, pliid
kuni 182% ja kaadmiumit kuni 161%.

Muda suurem metallide sisaldus voib olla tingitud komposti suuremast mikrobioloogilisest
aktiivsusest ja loomulikust bioremediatsioonist. Lagundamisprotsessid ning mikroobide
elutegevus on mudas anaeroobse keskkonna tdttu pérsitud. Samuti voisid mikroorganismid
suurendada metallide lahustuvust ning need vodisid kompostimise viltel vélja leostuda

(Vaksmaa jt, 2023).

Peale seenkditlust viahenesid koikides proovides metalli sisaldused ainult nikli (joonis 7) ja
plit (joonis 8) puhul, kus keskmine sidumise v4i drastuse méér oli vastavalt 27,45% pliist ja
40,96% niklist. Selline tulemus on vastupidine Mohamadhasani ja Rahimi katsele (2022), kus
nikkel oli suurim seenkasvu inhibeerija (Mohamadhasani ja Rahimi, 2022). Amini jt

uurimusest (2024) selgus samuti, et erinevate seene liikide puhul on nikli sidumise vdoime
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madalam teiste raskmetallide sidumise voimest, samas kui plii sidumise voime on vorreldes

teiste metallidega pigem korge (Amin jt, 2024).
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Joonis 7. Nikli sisaldus substraadis Joonis 8. Plii sisaldus substraadis
(mg/kg KA). (mg/kg KA).

Teiste metallide puhul osades katsetes peale seenkditlust metalli sisaldus suurenes, mis voib
olla tingitud proovide heterogeensusest. Siiski katsetest, kus toimus metalli sidumine vdhenes
vase sisaldus keskmiselt 26,24%, kroomi sisaldus keskmiselt 26,17%, tsingi sisaldus
keskmiselt 20,13% ja kaadmiumi sisaldus keskmiselt 4,45%.
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Euroopa Liidus on pdllumajanduses, haljastuses ja rekultiveerimisel kasutatava sette
raskmetallide sisaldustele seatud piirvdirtused, mis on toodud vilja tabelis 1. Analiitisidest
jareldub, et isegi enne kiitlust olid kdikides proovides antud metallide sisaldused alla

kehtestatud piirméaarade.

Tabel 1. Poéllumajanduses, haljastuses ja rekultiveerimisel kasutatava sette
raskmetallide sisalduse piirvairtused (Reoveesette kasutamise direktiiv, 2019).
Raskmetall Piirviartus (mg/kg KA)

Kaadmium (Cd) | 20

Vask (Cu) 1000

Nikkel (Ni) 300

Plii (Pb) 750

Tsink (Zn) 2500

Elavhobe (Hg) | 16

Kroom (Cr) 1000
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4.3. PFASide sisaldus

PFASide analiitisil moddeti 35 erineva PFASI sisaldus, mis on leiatavad lisas 2. Lisaks PFAS
4 (PFOS, PFOA, PFHxS ja PFNA) ning PFAS 20 summa. Joonisel 13 on niha PFAS 4 ning
summaarne PFAS 20 sisaldus koos poole madramispiiri vaddrtustega. Substraadina komposti
kasutanud katse puhul vdhenes PFAS 4 sisaldus peale kiitlust 1,29 pg/kg KA (ligi 65%) ning
PFAS 20 sisaldus vdhenes 52% ehk 11 pg/kg KA. Anaeroobsel mudal lébi viidud katsetel
PFAS 4 ja kogu PFASide hulk suurenes vastavalt 0,1 ja 1,0 pg vorra.

— 21
Enne kaitlust

20.09 7 Peale kaitlust

15

=
w
o

14

=
B
w

10

PFAS (ug/kg KA)
=
Qo
o

=~
wn
|

bl
o
|

2

]
wu
L

14 15

,—| 071
0.0 T T
PFAS 4 PFAS 4 PFAS PFAS
Muda Kompost Muda Kompost

Joonis 13. PFAS 4 ja PFAS 20 summaarne sisaldus koos poole méairamispiiri
vairtustega (ng/kg KA).

On nidha, et kompostil kasvanud seente abil vihenes PFASide hulk méarkimisvéarselt (PFAS 4
vihenes 65% ja PFAS 20 52%). Analiilisi tulemusi hinnates (vt lisa 2), voib 6elda, et suurima
erinevuse tingib PFAS 4 puhul PFOSi sisalduse vihenemine 1,09 pg vorra. PFOSi sisalduse
viahenemise moju on mirgatav ka PFAS 20 puhul, kus lisaks vdhenesid oluliselt PFPeA,
PFDoS, PFTrDS ja PFUnDS véirtused. PFPeA kontsentratsioon vdhenes 2,17 ug (72%).
PFDoS, PFTrDS ja PFUnDS puhul oli maksimaalne véértus enne kéitlust 3,6 pug ning peale
kaitlust 2,3 pg (vt lisa 2), seega vihenes nende sisaldus maksimaalselt 1,3 pg (36%).
Tegemist on pikka siisinikuahelat sisaldavatate {iihenditega, mis seenkditlusel voivad
kergemini sorbeeruda hiiiifide pinnale ning seonduvad paremini seenmassiga (Lenka jt,

2021).

Muda substraadil tehtud katsete puhul on maérgata viikest sisalduse tdusu nii PFAS 4 kui

PFAS 20 puhul, mis v0ib olla tingitud pikkade ahelate lagunemisest lithikese ahelaga
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PFASideks. PFAS 4 puhul tousis muda substraadil PFOA kontsentratsioon 0,28 pg vorra.
PFOA on paljude pika ahelaga PFASide lagunemisel tekkiv vahe- voi 16pp-produkt (Park jt,
2016). Analiiiisist on néha, et peale kditlust mudas oli palju 6:2 FTS {ihendit, mis v3ib olla
tingitud proovi heterogeensusest, kuid tasub markida, et samuti oli proovis kdrge PFHxA
sisaldus (2,5 pg), mis on rohkem kui 90-protsendiline kontsentratsiooni tdus vorreldes
kiitlusele eelneva prooviga. PFHXA on iiks tavalistest 6:2 FTSi laguproduktidest ning iiks
laialdasemalt levinud PFOA aseaineid (Park jt, 2016).

Labi  viidud analiiisi tulemused on kooskolas Tsengi katsega (2012), kus
mikoremediatsioonil &rastati rohkem PFOSi kui PFOAd. Kéesolevas t60s drastati 83,3%
PFOSist ning 6,5% PFOAst. Lisaks mérkis Tseng &ra, et oluliselt lagundati PFOA l&hteainet
(Tseng, 2012), mis on vorreldav PFHXA ldhteaine 6:2 FTSi lagunemisega. Ka Lenka jt
toovad oma ilevaates (2021) vilja, et enam drastatakse PFOSi ning pika-ahelaga PFASid
seonduvad paremini orgaanikaga (Lenka jt, 2021), mis korreleerub kiesoleva t60

tulemustega.

Pika-ahela lagunemine on tavaline reoveekaitluse protsessis (Lenka jt, 2021), millega saab
pohjendada suuremat PFASide hulka kompostis vorreldes anaeroobse muda substraadiga.
Analiitisidest tuleb vélja, et kaheksa lithikese ahelaga PFASide maksimaalne summaarne
kontsentratsioon mudas on 2,61 pg/kg KA, samal ajal kui komposti puhul on see 7,65 pg/kg
KA.
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5. Kokkuvote

Kéesoleva t00 eesméirk oli analiiiisida, kui efektiivselt saab kasutada miikoremediatsiooni
raskmetallide ja plisivate orgaaniliste ithendite nagu PFASide eemaldamiseks reoveekditluses
tekkinud anaeroobsest mudast ning kompostist. Viidi 1dbi neljakuuline seenkiitlus muda ja

komposti substraatidel, kuhu lisati puuvillast riiet tselluloosi allikaks ning pdlevkivi tuhka.

Kuuest viljunud katsest tehti enne ning peale seenkiitlust KHT (keemiline hapnikutarve),
TKN (Zotal Kjeldahl Nitrogen) ja iildfosfori analiiiisid. Lisaks teostati PFASi analiilisid ning
metalli analiiiisid ICP meetodil. Analiiiisidest selgus, et nii liammastiku kui fosfori sisaldus oli
suurem muda substraadil. Uhtlasem eemaldamine toimus limmastiku puhul, kus drastus jii
0,5-25,5% vahele. KHT véértus, mis nditab orgaanika sisaldust, oli suurem just komposti
proovidel ning pea koigis katsetes toimus KHT vdhenemine 5-25%. KHT vihenemine on
tingitud antud juhul orgaanika mineraliseerimisest mikroorganismide poolt. Limmastiku ja
fosfori sisalduse suurenemine osade katsete puhul voib olla seotud mineraalaine osakaalu

suurenemisega orgaanilise aine vihenemise arvelt.

Kuna reoveesette kasutamise direktiiv (2019) kehtestab piirmdirad Cr, Zn, Ni, Cd, Cu, Pb ja
Hg, siis keskenduti analiilisis mainitud metallidele. Metallide sisalduse miiramiseks kasutati
induktiiv-sidestatud plasma massispektromeetriat (ICP-MS). Analiiiisist tuli vilja, et tiheski
proovis ei lletatud enne ega peale kiitlust direktiivi kehtestatud piirmédrasid. Sarnaselt
lammastikule ja fosforile, olid suuremad metallide sisaldused muda substraadis, mis voib olla
tingitud metallide vilja leostamisega kompostist mikroorganismide toel. Seenkditluse kdigus
seoti kdige rohkem niklit (keskmiselt 40,96%) ning pliid (keskmiselt 27,45%). Samas ei saa

tulemuste pdhjal teha jareldusi, kuna tulemusi mojutas proovide heterogeensus.

PFASide puhul moddeti 35 erineva PFASi sisaldust ning lisaks PFAS 4 ja PFAS 20
summaarne sisaldus. Nii PFAS 4 kui PFAS 20 sisaldus oli kdrgem komposti substraadis, mis
tuleneb pika ahelaga PFASide lagunemisest reoveekditluse protsessis. Seenkéitluse tagajirjel
vihenes PFAS 20 hulk 52% vdorra ning PFAS 4 65% vorra. Peamiselt toimus
kontsentratsiooni alanemine pika ahelaga PFASide arvelt. Protsessi kdigus toimus ilmselt
pikkade PFASide sorbeerumine seene hiiiifidele voi nende lagundamine lithikese ahelaga

PFASideks.

Miikoremediatsiooni efektiivsuse kohta saasteainete eemaldamisel reoveesettest ning

-kompostist ei saa kdesoleva t66 pdhjal anda ammendavat hinnangut. Tulemused néiitasid
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siiski, et miikoremediatsiooniga on vdimalik siduda nii raskmetalle kui PFASe, mistottu on
pohjendatud tdiendavate uuringute ldbiviimine seenkditluse potentsiaali hindamiseks
keskkonna tervendamisel. Edaspidi tuleks tagada proovivotul proovide parem
homogeniseerimine ja voimalusel viia 14bi seenkiitlust pikema aja viltel, tehes jérjepidevaid
analiitise. Samuti tasuks tulevikus uurida teiste seeneliikide kasutamist ning voimalusel
kombineerida erinevaid bioremediatsiooni meetodeid, nditeks bioaugmentatsioon

rakendamist samaaegselt miikoremediatsiooniga.
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Using Mycoremediation for Removing Pollutants from Sewage Sludge and
Compost.

Anette Merivee

Summary

The aim of this thesis was to assess the effectiveness of using mycoremediation for removing
heavy metals and organic pollutants such as PFAS from sewage sludge and compost. Today
most pollutants make it to the environment from wastewater systems, agriculture or landfills.
Pollutants like heavy metals and PFAS even in small quantities are a potential risk for human
health, which is why in the EU limit values are implemented in drinking water, food,

wastewater effluent and sewage sludge.

With conventional wastewater treatment some of the pollutants can be removed but the
process is costly and energy-intense, so an alternative method should be considered.
Bioremediation can be used to clean the soil of many oil-based pollutants, heavy metals and
personal care products. Especially advantageous are found to be fungi because they are
metallotolerant. The experiment of this paper included a four-month long processing of

different sludge and compost substrates by oyster mushrooms (Pleurotus ostreatus).

Before and after processing the concentration of PFAS, heavy metals, nitrogen, phosphorus
and organic matter was analysed. Nitrogen and phosphorus were measured using
spectrophotometry. Organic matter was assessed by chemical oxygen demand (COD). The
metal analysis was conducted by the Geology department in University of Tartu and
inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) was used. PFAS analysis was

conducted by Eurofinns.

From the analysis it appears that in mud substrates both nitrogen and phosphorus levels are
higher compared to compost substrates, while the COD levels were higher in compost.
Removal efficiency was more even for N, where the removal was between 0,5-25,5 percent,
as opposed to phosphorus where in some samples the concentration of P increased. COD
decreased in almost all the samples by 5-25%. The lowering of COD levels is caused by the

mineralisation of organic matter by microorganisms.

Metal analysis showed that none of the samples before or after processing crossed the
established limits for heavy metals in sewage sludge. Overall levels of metal concentration

were higher in mud substrate, which may be caused by the fact that in compost
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bioremediation took place even before the processing with mushrooms. During the
remediation microorganisms could have bioleached the metals out of compost substrates. The
highest removal percentage was of nickel (40,96%) and lead (27,45%). Since the samples

were quite heterogeneous, no further conclusions can be made.

A total of 35 PFAS was analysed, including the sum of PFAS 4 and PFAS 20. PFAS levels
were again higher in mud substrates compared to compost. This may be caused by the
degradation of long-chain PFAS in wastewater treatment plants. After the processing the
decrease of long-chain PFAS was noticeable. Sum of PFAS 4 in compost substrates decreased
by 65% and PFAS 20 by 52%, while in mud the concentration increased. It is probable that in
mud the long-chain PFAS were degraded to small-chain PFAS and in compost long-chain

PFAS were sorbated to the mycelium.

To assess the effectiveness of mycoremediation for removing pollutants, a more thorough
study needs to be conducted. A longer processing time should be considered, while taking
constant samples to analyse and a more homogeneous sample taking needs to be guaranteed.
In the future different strains of fungi could be assessed and the combining of other

bioremediation methods, such as bioaugmentation.
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Tanuavaldused

T66 autor tdnab juhendajaid Ergo Rikmanni ja Ivar Zekkerit, katsepakkides seente
kasvatamist 1dbi viinud Maidu Silma ning keemiliste analiiiiside tegemisel juhendanud Anne

Paaverit.
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Lisad

Lisa 1. Katsepakkide koostised

Katse Kompost/ | Lisatud Lisatud pH
number muda vesi (g) tuhk (g)

1 Muda 200 0 7

2 Muda 200 20 7

3 Muda 200 20 7,8
4 Kompost 400 0 5

5 Kompost 400 20 7,5
6 Kompost 400 40 7,2
7 Kompost 400 0 4,7
8 Kompost 400 40 7,3
9 Kompost 400 20 7,4
10 Kompost 200 0 4,5
11 Kompost 200 0 4,6
12 Kompost 400 40 12,3
13 Kompost 400 40 12,3
14 Kompost 400 20 11,2
15 Kompost 400 20 11,2
16 Muda 50 0 7,8
17 Muda 50 0 7,8
18 Muda 300 0 7,3
19 Muda 300 20 7,4
20 Muda 300 40 7,8
21 Muda 300 20 11,3
22 Muda 300 20 11,3
23 Muda 350 40 12,3
24 Muda 350 40 12,3

35



Lisa 2. PFAS analiiiiside tulemused enne ja peale seenkiiitlust

PFAS nimetus

Mudas
enne
(ng/kg KA)

Mudas peale
(ng/kg KA)

Kompostis
enne
(ng/kg KA)

Kompostis
peale
(ng/kg KA)

LOQ
(ng/kg

4:2 FTS (4:2
fluorotelomeer-
sulfonaat)

<0,085

<0,069

<0,11

<0,069

0,03

6:2 FTS (6:2
fluorotelomeer-
sulfonaat)

<0,085

1,7

0,26

0,57

0,03

8:2 FTS (8:2
fluorotelomeer-
sulfonaat)

<0,29

0,26

<0,36

<0,23

0,1

EtFOSA (N-etiiiil-
perfluorooktaan-
sulfoonamiid)

<0,57

<0,46

<0,71

<0,46

0,2

EtFOSAA
(N-etiitilperfluoro-
oktaansulfoon-
amidodadikhape)

0,76

0,36

0,77

<0,23

0,1

EtFOSE
(N-etiitilperfluoro-
oktaansulfoon-
amidoetanool)

<0,29

<0,23

<0,36

<0,23

0,1

FOSAA
(perfluorooktaan-
sulfoonamido-
addikhape)

0,32

0,26

<0,36

<0,23

0,1

HPFHpA
(vesinik-asendatud
perfluorheptaan-
hape)

<0,29

<0,23

<0,36

<0,23

0,1

MeFOSA
(N-metiitil-
perfluorooktaan-
sulfoonamiid)

<0,085

<0,069

<0,11

<0,069

0,03

MeFOSAA
(N-metiitil-
perfluorooktaan-

sulfoonamido-
addikhape)

0,45

0,26

0,54

<0,069

0,03
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MeFOSE
(N-metiitil-
perfluorooktaan-
sulfoonamido-
etanool)

0,4

0,19

0,29

<0,069

0,03

P37DMOA
(perfluoro-3,7-di-
metiiiiloktaanhape)

<14

<1,2

<1,1

0,5

PFBA (perfluoro-
butaanhape)

<0,29

0,66

0,56

0,4

0,1

PFBS (perfluoro-
butaansulfoonhape)

<0,085

<0,069

0,23

<0,069

0,03

PFDA (perfluoro-
dekaanhape)

0,81

0,58

0,89

<0,23

0,1

PFDoA (perfluoro-
dodekaanhape)

0,29

<0,23

<0,36

<0,23

0,1

PFDoS (perfluoro-
dodekaan-
sulfoonhape)

<2,8

<23

<3,6

<23

PFDS (perfluoro-
dekaan-
sulfoonhape)

<0,085

<0,069

<0,11

<0,069

0,03

PFHpA (perfluor-
heptaanhape)

0,1

0,12

0,83

<0,069

0,03

PFHpS
(perfluorheptaan-
sulfoonhape)

1,3

0,54

0,38

<0,069

0,03

PFHxA (perfluor-
heksaanhape)

1,3

2,5

2,3

1,6

0,03

PFHxDA (perfluor-
heksadekaanhape)

<0,085

<0,069

<0,11

<0,069

0,03

PFHxS
(perfluorheksaan-
sulfoonhape)

<0,085

<0,069

<0,11

<0,069

0,03

PFNA (perfluor-
nonaanhape)

0,11

0,11

0,18

<0,069

0,03

PFNS
(perfluornonaan-
sulfoonhape)

<0,57

<0,46

<0,71

<0,46

0,2
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PFOA (perfluoro-
oktaanhape)

0,18

0,46

0,46

0,43

0,03

PFOS
(perfluorooktaan-
sulfoonhape)

1,1

0,85

1,3

0,21

0,03

PFOSA
(perfluorooktaan-
sulfoonamiid)

<0,29

<0,23

<0,36

<0,23

0,1

PFPeA (perfluor-
pentaanhape)

0,37

0,89

0,83

0,03

PFPeS
(perfluorpentaan-
sulfoonhape)

<0,29

<0,23

<0,36

<0,23

0,1

PFTeDA (perfluor-
tetradekaanhape)

0,1

0,1

0,21

<0,069

0,03

PFTrDA (perfluor-
tridekaanhape)

<0,29

<0,23

<0,36

<0,23

0,1

PFTrDS
(perfluortridekaan-
sulfoonhape)

<2,8

<2,3

<3,6

<23

PFUdA (perfluor-
undekaanhape)

<0,29

<0,23

<0,36

<0,23

0,1

PFUnDS
(perfluorundekaan-
sulfoonhape)

<2,8

<23

<3,6

<23
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