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Too Kirjeldus

BiotaP OU akrediteeritud katselaboratooriumis teostati riigihanke korras Ettevotluse Arendamise
Sihtasutuse (EAS) tellimusel alusuuringud biogeense gaasi tootmiseks mikroorganismide
kaasabil. Lisaks médratleti metagenoomsele analiiiisile tuginedes biogeenset gaasi tootvate
mikroorganismide kooslus. Uuringu tulemused on esitatatud jargnevas aruandes.

Uuring viidi 1ibi kahes etapis, mis toimusid ajaliselt paralleelselt ajavahemikus 7.04 — 8.09.2014:

I etapis, kestvusega 4 kuud ja kaks néddalat alates seotud lepingule allakirjutamisest, viidi BiotaP
OU akrediteeritud katselaboratooriumis libi laboratoorsed uuringud kolmest eri asukohast pirit
argilliidi proovidega.

IT etapis, kestvusega 4 kuud ja kaks nidalat alates seotud lepingule allakirjutamisest, koostas
uurimisrithm biogeense gaasi kui kohaliku energiakandja kasutuselevotu strateegia eelndu ja
kirjeldas vajalikud tegevused edasiseks.

Laboratoorsete Kkatsetuste tulemusel saadi 7 g argilliidist 18-23 ml biogeenset gaasi
metaanisisaldusega 6-53 ppm, mis teeb saagiseks kuni 121 ml metaani 1 kg Kkivimi
orgaanilise siisiniku kohta. Pirast projekti loppu kaivitatud katsest lisasootmega saadi 90
pieva jooksul 815 ml gaasi metaanisisaldusega 28%, saagisega 53 1 metaani 1 kg
orgaanilise siisiniku kohta ehk 6 1 metaani 1 kg argilliidi kohta. Tavapéraselt arvestatakse
argilliidi metaanisaagiseks 1,6 I/ kg kohta.

Saadud tulemustele tuginedes jitkatakse BiotaP OUs peale antud projekti 1ppu seisuga
15.09.2014 laboratoorseid katseid. Katsete eesmérgiks on vilja selgitada voimalused gaasi
tootmiseks pikema aja jooksul (iile kahe kuu). Lisaks tipsustakse tingimused, mille juures
gaasi eraldumine on maksimaalselt keskkonnasobralik.

5/104
BiotaP OU Reg nr 11401239 www.biotapristine.com



Biogeense gaasi tootmisvéimaluste uuringud — leping 4.3 — 2.14.420, 18.03.14 EAS vs BiotaP OU

1. Eelduste kirjeldus biogeense gaasi kui uue metaankiituse
kasutuselevotuks Eestis

1.1. Sissejuhatus

Biogeense gaasi tootmise alusuuringu teise etapi eesméirgiks on sOnastada eeldused, mis
tulenevalt Rahvusvahelise Energiaagentuuri (IEA) pikkadest ja keskpikkadest prognoosidest,
sOltumatutest uuringutest ja rahvusvahelistel energiaturgudel tegevate ettevotete hinnangutest
voivad tdhendada tdiendavate metaankiituste kasutuselevotu vajadust Eesti energiabilansis ja
regioonis laiemalt.

Kiisimus Eesti argilliidist biogeense gaasi leostamise voimalusest kerkis esile 2011. aastal seoses
mitmete projektidega, milles uuriti biomassi, biokiituste, biogaasi ja biometaani kasutuselevottu
elektri ja soojuse hajatootmisel ning transpordikiituste tootmisel. Taastuvkiituste arendamine on
sageli kallis ja toetusi vajav tegevus. 2011. aastal ilmunud USA Energy Information Agency
kildagaasi tilemaailmsete varude hindamise raportis (LISA 4 - EIA World Shale Gas Assessment
2011) on Eesti tdhistatud kui geoloogiliselt sobiv piirkond, seetdttu on oluline uurida ka argilliiti
kui gaasi ldhtekivimit. Eelpool mainitud uuringuid kasutatakse uue Energiamajanduse
Arengukava (ENMAK) koostamisel.

Kiesolev uuring on osa EAS-i poolt avaliku hanke korras tellitud tegevustest, kus BiotaP OU
akrediteeritud labori ja projekti teadusjuhtide poolt méédratakse Kkatsetega argilliidi
mikroobikoosluse metagenoom ja selle pohjal metaangaasi tootmise eeldused puuraugus
kohapeal (in situ).

Raportis on vaatluse all:

e metaani kittesaadavus argilliidist toitainetega leostamise teel, et aktiveeridaselles
leiduvad mikroorganismidga;

e biogeenselt saadud metaani kasutatavus vorreldes Venemaal toodetud maagaasi ja
biogaasiga;

e biogeense metaani tulevase tootmistehnoloogia keskkonnamodjud ja nende vastavus
Euroopa Liidu (EL) direktiividele ning CEN (European Committee for Standardization)
ja Eesti standarditele.

Antud uuringus ei vaadelda USA-s tormiliselt areneva termogeense péritoluga kildagaasi
tootmise siirdamist Eesti oludesse. USA-s on kildakihtide paksus 60—120 meetrit. Kildagaasi
tootmisel purustatakse kivim 1,5-5 km siigavustes puuraukudes pérast horisontaalpuurimist
hiidraulilise 160gi, kemikaalide ning liiva voi keraamiliste osakeste lisamisega. Vabanenud

paksusega 5 m. Uuringu eesmirgiks on analiilisida, kas sobivate tingimuste (pH, rohk,
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mikroorganismide kooslus) koosmdjul on vdimalik kivimi orgaanikast in situ metaangaasi
toota. Analoogiliste, suhteliselt madalal paiknevate ja vihese kiipsusega kiltade
metaanitekitamise vOime drakasutamist tuntakse maailmas biogeense gaasi tootmisena.
Suurim biogeense metaani tootmisala asub USA-s Suure Jarvistuga piirnevas Antrim Shale
maardlas, mis on oma 8000 puurauguga USA suuruselt neljas maardla.. Alates 2011. aastast
on ka Rootsi ettevote Grippen Oil/Gas AB Eesti argilliidiga péritolult sarnastes, nn Alum
Shale lademetes tulemuslikult biogeenset gaasi puurimisega tootnud. Niisuguste puuraukude
probleemiks on aga madal tootlikkus, mida on vdimalik bioleostamisega tdsta.

1.2. Looduslik foon

Eestis paikneb argilliidikiht piki pohjarannikut Idéne suunas paksenedes selliselt, et pdhjaranniku
saartel ja Soome lahes on see merevee suhtes paljandunud. Merevee alla jddvas anaeroobses
keskkonnas tekib metaan. Geoloogidele on tuntud veel metaanilekked rannikumere kohal ja
viidetavalt on esinenud ka gaasipurskeid erinevatel puurimistdddel, mida pole kiill mdddetud
ega dokumenteeritud.

Rootsis Olandil ja Motala piirkonnas koetakse maju kohaliku gaasiga. Alum Shale on levinud ka
Norras ja Taanis. EIA (USA Energia Informatsiooni Amet) 2013. a raportis (LISA 2 -
Technically Recoverable Shale Oil and Shale Gas Resources: An Assessment of 137 Shale
Formations in 41 Countries Outside the United States) on mirgitud, et Taanis on proovitud
antud maaki kontserni Shell poolt sarnaselt USA-s kasutatavale frakkimismeetodile purustada,
kuid hiidrauliline 166k sumbus pehmes kivimis ja seda timbritsevates savides. Sama nihtust on
taheldatud ka ordoviitsiumi kiltade frakkimise katsete puhul Poolas. Toodud kildad on aga
leostatavad, mida tidheldab ka Eesti Teaduste Akadeemia viidatud uuring, véites, et argilliidist
metallide tootmisel oleks eeltddtlusena vajalik leostamine.

Gripen Oil/Gas AB ja mitmed teised energiafirmad on teostanud Rootsis Alum Shale lademetes
proovipuurimisi. Erinevalt kildagaasi termogeensest tootmisest tehti puuraugud keskkonda mitte
kahjustavate kaevupuurimise seadmetega. Mitmete puuraukude puhul saavutati markimisviirne
gaasi voolutase. Ettevotte Gripen Oil/Gas AB kodulehe (http://www.gripenab.com/) andmetel
joudsid eksperdid jéreldusele, et Rootsis on gaasivaru 12 800 TWh energia tootmiseks, mis

vastab 1000 aasta pikkusele energiavarule arvestades praegust tarbimiskoormust. Maagaasi
magistraalvorkude puudumine Rootsis takistab biogeense gaasi kasutuselevottu.

Argilliidi kogumahuks Eestis on arvestatud 60—70 mld tonni. Argilliit ei ole Eestis maavarana
arvel, sest varasemad katsed seda energeetikas vOi metallide tootmisel kasutusele votta ei ole
osutunud majanduslikult kasulikuks. Ajakirjas Oil Shale 2011. aastal avaldatud publikatsiooni
jargi (Lisa 1-Lippmaa et al, Oil Shale, 2011, Vol. 28, No. 1) on argilliiti 1940-ndate aastate
16pus kasutatud vihesel miiral uraani tootmiseks.
16pus kasutatud vihesel médral uraani tootmiseks.
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Momendil ei ole Eestis ilma tdiendavate uuringuteta voimalik véita, kas biogeenset metaani
oleks voimalik toota kogustes, mis on arvestatavad elektrijaamade tarbeks. Teostatavuse
hindamist raskendab asjaolu, et Olitehaste Petroter ja Enefit korvaltootena saadava uttegaasi
kasutamine laieneb ka elektri ja soojuse tootmisele. Samas vdimaldaksid argilliidi ladestud
Tallinna timbruses ja Ladne-Eestis kasutada ettevotetel ja kodutarbijatel gaaskiitet lokaalselt.
Juhul, kui puuraukudes in sifu toodetava biogeense metaani sisaldus iiletaks 97%, oleks see
miiiidav ka magistraalvorku ning sobiv tdiendava puhastuseta surugaasina transportkiituseks.
Viimast ei voimalda biogaas.

1.3. Kohalikud vs sisseostetavad energiakandjad

Eesti, olles kiill energia isevarustuse osas EL liikmesriikidest Taani jdrel teisel kohal, ei saa
varustuskindluse seisukohalt mooda vaadata faktist, et kogu maailmas kasvab ndudlus
energiakandjate jdrele. Samaaegselt tdusevad alates 2005. aastast energiahinnad. Lisatud joonis
(Joonis 1) kujutab British Petroleumi (BP) energiatarbimise kasvu prognoosi (LISA 3 — BP
Energy Outlook 2035) kuni aastani 2035.

Joonis 1. Energiatarbimise kasvu prognoos

Energiatarbimine tduseb praeguselt 12 mld toe (toe — tonni Oliekvivalenti) tasemelt tasemele 18
mld toe, seda pohiliselt Hiina ja India arvelt. Arvestades, et olles jdrjest enam soltuvuses
muudest vedelkiitustest ehk kemikaalidest, biokiitustest ja veeldatud maagaasist (LNG), viheneb
pohilise mootorikiituse ressursi — nafta tootmine ja tarbimine. Et LNG tootmine kasvab kogu
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maailmas ja konkurents tiheneb, siis oleks kohalike energiakandjate leidmine Eesti majanduse
konkurentsivdoimet tostev.

Joonisel 2 on nididatud prognoositud kildagaasi tootmismahtude silmatorkav tdus Aasias ja
vajadus katta 2035. aastaks see peamiselt Olide raskemate fraktsioonide, kildagaasi ja
taastuvkiitustega. Et Eesti on maagaasi ja mootorikiituste osas 100% sisseveost soltuv, peaksime
voimalike turutdrgete korral olema valmis sisseveo voimalikult suures mahus kohalike kiitustega
asendama.

Joonis 2. Gaasitootmise kasvu allikad BP aruande kohaselt

Joonisel 3 esitatud parempoolne graafik nditab, et aastaks 2035 on energiakandjatest naftal,
kivisoel ja gaasil pea vordne turuosa (25-30%), kusjuures nafta ja kivisiisi on turuosalt langevad,
aga gaas toOusev Kkiituseliik. Vastavalt BP kommentaarile pole esimest korda peale
toostusrevolutsiooni algust maailm juhtivalt seotud vaid iihe kiitusega. 2028. aastaks iiletab
taastuvenergia maht maailma primaarenergia bilansis tuumakiituse oma ja jouab 2035. aastal
hiidroenergiaga vordselt 6-8%-ni.
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Joonis 3. Primaarenergia allikate struktuuri prognoos (BP)

Keerulisem on transpordikiitustele alternatiivide leidmine. Selles valdkonnas nafta osa kiirelt
vihendada ei saa ja elektritransport jddb suhteliselt marginaalseks nédhtuseks. Suurem osa on
biokiitustel ja gaasil surugaasi voi veeldatud maagaasi LNG vormis (Joonis 4). Aastail 2030-
2035 muutub gaasi osakaal vorreldes naftaga pea vordseks. Usna olulisena nihakse just
kildagaasi suurenevat rolli. USA tarbimise struktuur on viimastel aastatel kujunenud kildagaasi
pohiseks. Isegi niivord, et USA-s on korduvalt deklareeritud eelishuvi kasutada gaasi oma
tarbeks ning eksportida hoopis oma rikkalikke kivisoe ja biomassi varusid. Mitmetel pohjustel on
LNG ekspordiks vajaliku infrastruktuuri ehitamist ka pidurdatud. Kui mitmeil hinnaguil peaks ja
vOiks USA osa globaalsel LNG péevatehingute SPOT turul olla 6-8%, siis praegu on see 0%.
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Joonis 4. LNG ekspordi prognoos (BP)

USA on energiamajanduses tuntud kui vabaturu maa. Selles kontekstis pakub huvi, milliseid
elektrijaamu, millal ja millisel kiittel on ekspluatatsiooni voetud. Viimased 20 aastat on jdégitult
domineerinud gaas ja vihem tuuleenergia (vt Joonis 5). 20-30 aastat tagasi domineerisid siisi ja
tuumakiitus. Pohjuseks voib pidada asjaolu, et riigis, mis moodub prognooside kohaselt nafta ja
gaasitoodangus 2016. aastal Venemaast ja 2018. aastal Saudi-Araabiast, on gaasikasutus
majanduslikult pohjendatud. Kuna USA nédol on tegemist endiselt veel maailma suurima
energiatarbijaga, ei vOi eeldada, et oluline kogus LNG-d sellest riigist Euroopa SPOT turule
tuleb. Eriti olukorras, kus toornafta eksport on aastast 1929 keelatud ja LNG terminalide
rajamiseks said load firmad, mis orienteerusid riikidele, kellel on USA-ga vabakaubandusleping.
Niiteks ei saanud British Gas Ltd endale digust kasutada esimese valmiva Sabine Pass terminali
mahte, vaid diguse sai Jaapani Sumimoto Korporatsioon.

Joonis 5. USA elektritootmise struktuuri aegrida (EIA)
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Vaadakem ka gaasitoodangu struktuuri. Kildanafta ja —gaasi kasutamise ajajargul on nafta ning
gaasitoostus olulisel médral kokku sulanud. Uutest puuraukudest 10% tegutsevad sellistel
viljadel nagu Bakken Pohja Dakotas, Eagle Ford ja Petroplex Texases. Esimest korda ajaloos
toodetakse nendel mitmekihilistel kildaviljadel naftat ja gaasi enamasti koos neid moodustavast
baaskivimist horisontaalpuuraukudes, mida on hakatud rajama peale 2005.aastat, mil nafta
hinnad oluliselt tousid.

Kildaviljadel kasutatav tehnoloogia kirjeldati juba 1951. aastal. Gaasiodstuse tootmis- ja
tarneahela voib jagada jargmisteks etappideks:

“upstream” - puurimise ja torujuhtmete ala;

“midstream” - tO6tlus ja terminalid ning

“downstream” - transport, hulgi- ja jackaubandus.
Kui varasem vertikaalpuurauk maksis 0,5-1,5 milj USD, siis horisontaalpuurauk kuni 7 milj
USD.

Tegelikkuses arvestatakse metaankiituste hulka mitmed erinevalt toodetud gaasi- ja
naftaproduktid (tootmismahud on esitatud joonisel 6).

Joonis 6. USA gaasipuuraukude struktuur (EIA)

1.4. Tehingute muutunud iseloom

Naftatoodete ja gaasi olulise kallinemise ajal muutusid igandiks suured vertikaalselt integreeritud
kiitusefirmad, kes omasid nii puurauke, torujuhtmeid, rafineerimistehaseid kui ka terminale ja
jaekette. Suurt struktuuri ei joutud hinnakdikumistes iilal pidada. Eestistki on votta nidide, kus
Bakkenis tootmise ostnud Statoil oma jaeédri Kanada kaubandusketile dra miiiis.

Praegu ostavad toodete miitijad konsortsiumina nn MLP (Master Limited Partnership) alusel
tootlemise ja terminalidega tegelevatelt ettevotetelt nafta voi gaasi naftasaaduste valmistoodangu
eeldatava miiligihinnaga, arvestades iimbertootleja vOi vedaja teenustasuga. Energy/Capital
andmetel on selliste tehingute arv kasvanud juba 70%-ni turu mahust. Et niisugune
finantskonsortsium ei ole juriidiline isik, el arvestata igalt tehingult koheselt tulumaksu. Antud
ldhenemist kasutatakse ulatuslikult ka Venemaal. Eelmisel aastal miilis OAO Gazprom Neft
KirisSi tehasesse Transnefti torujuhtmetega transporditud naftast toodetena 38%, mis moodustab
valdava osa eksporttehingutest. Eestis on eelpool mainitud kaubandusel kahetine mgju:
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e Kohapeal iimberdotlemise voimaluse puudumisel kasutatakse siinseid terminale rohkem
vaheladude voOi hoiustamiskohtadena, mis kahandab veomahtusid. Transpordisektori
mahtude langus oligi 2013. aastal suurim.

e Mootorikiituste impordihinnad kasvavad rohkem kui naftahinnad.

Teine arvestatav mdjutus tuleneb maagaasi hindade kujunemisest. Reeglina on gaasitootjad
seotud konkreetse torujuhtmete siisteemiga ja hoidlatesse toodetakse gaasi vihe, misldbi hind
jadb soltuma tarbimisest. USA tuntuim regionaalne hinnaindeks on “Henry Hub”, Austrias
nditeks “Baumgartner”. Tehinguid tehakse noudluse-pakkumise baasilt kujunevate SPOT
hindadega. Ka LNG realisatsioon nii Rotterdami sadamas kui ka Jaapanis vO1 Koreas sdltub
pidevapakkumistest. Gazpromi pikaajalised lepingud on koostatud ,,vota vOi maksa® siisteemis ja
seotud naftahindadega. Seetdttu tdusevad naftahinnad ennaktempos.

2012. aastal oli 1000 Btu hind "Henry Hub" viljundis alla 3 USD ja tootjad hakkasid puurauke
vilja liilitama. LNG ekspordivoimalused puudusid. Samal ajal oli Euroopa gaasihind 12 USD ja
Aasias LNG-na 15 USD.

Baltimaade gaasi pohivork Liti hoidlaga on samuti omamoodi lokaalne Hub, kuid ainult iihe
tootjaga. Balticconnectori ja LNG terminali edu soltub sellest, kas tuleb teisi pakkujaid.
Tdendoliselt tuleb ka teisi pakkujaid, kuid nemad peavad silmas Gazpromi hindu. Olukord oleks
teine, kui kohapealsed biogeense gaasi (BGL) tootjad orienteeruksid oma kuludele.

1.5. Poliitika moju energiabilanssidele

Euroopa Liidu seniste energiadirektiivide moju tuleb hinnata kahepidiseks. Liikmesriikidele ja
mitte-energiatootjatele orienteeritult on kiill astutud samme turgude iihendamiseks, kuid samas
kasutavad suured soel, gaasil voi tuumakiitusel tuginevad energiafirmad olukorda sihtturgudel
omakasupiitidlikult dra. Ka liikmesriikides on rakendatud kohati vastuolulisi meetmeid. See on
vorreldes USA-ga kaasa toonud suure hinnatSusu. Samas puudub iihtne plaan odavamate ja
vihem saastavate kiituste kasutamiseks.

Saksamaa on vilja kuulutanud {ilemineku energiakasutuse vihendamisele rahvusliku
koogutoodangu (RKT) samaaegse tdusu tingimustes, koos kdigi tuumajaamade sulgemisplaaniga
aastaks 2020. Tédnaseks on Saksamaast saanud maailma suurim pdikeseenergia tootja ja suur
tuuleenergia tootja. Oma tihelepanuviirsete kildagaasi varude suhtes on aga riik kohkleval
positsioonil. Samal ajal tdusis nii 2011. kui 2012. aastal elektritootmine sde baasil, et
stabiliseerida elektrivorku. KWh hind oluliselt seejuures ei tdusnud. Siisiniku piitidmise (carbon
capture and storage, CCS) tehnoloogiate arendamisel asus Saksamaa moddunud aastal eitavale
seisukohale, pidades seda kalliks ja ebaefektiivseks. Soekasutuse tdusu peetakse ajutiseks, mille
16petab CO, korgem maksustamine. Kava pohjendatakse eesmirgiga vihendada imporditavate
kiituste mahtu ja tagada korgem t66hdive kohalikus taastuvenergia tootmises (vt Joonis 7).
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Joonis 7. Saksamaa energiaprogrammi moju prognoos

Eelmisel EL eelarveperioodil arendati Saksamaal erinevate toetuste abil vélja maailma suurim
biodiisli toostus, mis maksustati hiljem fossiilkiitustega vordse maksumédraga. Antud tehased
tootavad 30% vOimsusega. Biomassi kasutamisel ollekase suhteliselt ettevaatlik, viidates
maakasutuse kaudsetele muudatustele (nn ILUC direktiiv, mida kirjeldatakse allpool ldhemalt).

Prantsusmaal on Francois Hollande juhitav valitsus deklareerinud, et nende valitsusajal kehtib
kildagaasi uuringutele tdielik moratoorium. Sealjuures on Prantsusmaal sobivaim kilt kildagaasi
tootmiseks just Pariisi linna all. Prantsusmaal jétkatakse elektri tootmist 70%-1 tuumaenergiaga
ja kavatsetakse tootmisvOimsusi tOsta. Jirjest rohkem eksporditakse elektrit Saksamaale, et
stabiliseerida sealset vorku. Prantsusmaal kasutatakse biomassi kohaliku kiittena.

Suurbritannias olid kuni 2013. aasta juunini kildagaasi uuringud keelatud. 2013. aasta kevadel
tritas  British Gas sdlmida USA Cheniere Energy Sabine Pass terminaliga tehingu LNG

impordiks, kuid kaotas selle lepingu vabakaubanduse lepingu olemasolul USA ja Jaapani vahel
ettevottele Sumimoto. Seejirel vahetas David Cameroni poolt juhitav valitsus kiiresti kurssi ja
koostas programmi kildagaasi uuringuteks ning kasutuselevatuks eeskitt Sotimaal. Suurbritannia
avamere nafta ja gaasi tootmine on languses. Praegu liigub just Suurbritannia Euroopa Liidus
kildagaasi tootmise teemaga koige kiiremini edasi. Briti rannikul on ka ohtralt suuri tuuleparke.

Poola on Euroopa mitmekesiseima kiltade valikuga EL liikmesriik. Esimesed puurimise
kontsessioonid viljastati ettevottele Exxon Mobil juba 2011. aastal. Samal ajal valmis ka Poola
valitsuse plaan vilja arendada kildagaasi leiukohad 2014. aastaks. Kontsessioone on vallanud nii
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Chevron kui ka kohalikud energiafirmad ning rajatud on kiimneid puurauke. Paraku on
tulemused EIA 2011. aasta prognoosidele (LISA 4) tootlikkuses kiimnekordselt alla jainud.

Leedus on 2011. aastal USAs avaldatud raporti kohaselt (LISA 7 - EIAARI World Shale Gas
and Shale Oil Resource Assessment) purustamiseks sobivas siigavuses 1,5-2 km kiltasid. 2013.
aaasta kevadel viljastas Leedu Keskkonnaministeerium {iildgeoloogilisteks uuringuteks kolm
luba: kaks Chevronile ja iiks kohalikule ettevdttele Silute, Klaipeda ja TelSiai piirkondades.
Kirjanduses pole veel tulemustele viidatud.

Rootsil on erinevalt teistest EL liikmesriikidest alates 1990. aastatest plaanid ja tegevused,
kuidas loobuda fossiilsete kiituste sisseveost ja minna iile taastuvenergiale. Rootsi
primaarenergia bilanss on seetdttu eeskujulik — alates eelmisest aastast on kasutatava biomassi
osa suurem kui sisseveetud vedelkiitustel (Joonis 8). Rootsis on kasutusel etanooli ja gaaskiitusel
tootavad bussid ja raskeveokid ning ka biometaani tanklad. Viimased on puuduliku
gaasivorgustiku tottu tankurautodelt laaditavad. Norrast imporditav maagaas moodustab vaid 6%
Rootsi primaarenergia tarbimisest, kuid sellegi saaks asendada kohaliku biogeense gaasiga, mida
Rootsi on seni fossiilkiituseks lugenud. Gripen Oil/Gas on kohaliku biogeense gaasi
kasutuselevotu arendamisega tulemuslikult tegelenud ja on ka Eestis puurimiseks load saanud.

Joonis 8. Rootsi primaarenergia struktuur (Svebio)

Soomes rohkelt on kasutusel kohalikku puitset biomassi ja tselluloositodstuse jiddtmeid,
sealhulgas nn musta leelist. Maagaasi imporditakse siiski 100% ulatuses Venemaalt.
Teadaolevalt ei ole Soomes selliseid settekivimeid nagu Eestis, Rootsis voi Taanis. Ka biogaasi
sektor ei ole Rootsi vdi Saksamaaga vorreldav. Soome t60stus on kiillalt energiamahukas, kuid
neil on ka tugev tehnoloogiline tase soojuse ja elektri tootmisel.
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1.6. Eesti eeldused ja EIA ressursiprognoosid

USA Energia Informatsiooni Amet (EIA) on avaldanud 2011. ja 2013. aastal maailmas nafta ja
gaasi tootmiseks sobivate kiltade kaardid koos prognoosidega nendest tdiendavate nafta- ja
gaasivarude tootmise kohta (Joonis 9). EIA prognoosid muudavad oluliselt kittesaadavate
energiaallikate mahte ning nende paiknevust maailmas. Praegu on kiltadest energia tootmise
pioneeriks USA ja Kanada, kuid aktiivselt planeeritakse investeeringuid Argentiina (Vaca
Muerta) ja Mehhiko (Eagle Ford South) leiukohtade kasutuselevotuks ning LNG ekspordiks
Aasiasse. Investeeritud on ka Austraalia, Uus Meremaa, Hiina ja koguni Pakistani leiukohtade
kasutuselevotuks.

Joonis 9. USGS ja EIA maailma kildagaasi allikad

Kuigi Eesti on EIA prognoosides nididatud alana, kus asuvad energiatootmiseks sobivad kildad,
puuduvad uuringute tekstilises osas andmed vdimalike tootmismahtude kohta. Juba ldbiviidud
uuringud késitlevad Eestit koos Poola, Leedu ja Kaliningradi oblastiga kui nn Balti kilta.
Geoloogiliselt on eelpool mainitud aladel samad settekivimid, mis Eestiski, kuid neil aladel
asuvad kildad stigavamal (1,2-2 km), mis on purustamiseks sobiv siigavus. (Lisa 1 - uuringute
kokkuvote ja Balti kilta késitlev osa VIII).

Hetkel BiotaP OU poolt teostatava uuringu eesmirgiks on tuvastada Eestis viimastel aastatel
tekkinud parimaid vdimekusi kasutades, kas kohalikust argilliidist oleks mikrobioloogilist
leostamist kasutades voimalik toota biogeenset metaankiitust.
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2. Oigusruumi Kirjeldus

2.1. Sissejuhatus

Kiesolev kokkuvdte on koostatud EAS tellitud temaatilise uuringu tiitja BiotaP OU lepingulise
eksperdi poolt vahearuande kolmanda osana. Aruandes késitletakse Oigusruumi, milles
arendatakse Eesti argilliidist vOoimalikku biogeense metaangaasi tootmist. Késitletakse Euroopa
Liidu oigusest ldhtuvalt Kliimapaketi direktiivide iildosa Taastuvenergia arendamise nn RES
direktiivi 2009/28/EL. Direktiivi nduete alusel hinnatakse mitmesugustest rakendus- ja
mojumehhanismidest  ldhtuvalt, kas energeetika, kiituste kvaliteedi, tooteohutuse,
nouetelevastavuse tdendamise ja muude sidusvaldkondade direktiivides kodifitseeritud digused
on kisitletavad eriosa seadustena. Vaadeldakse ka Eesti seadusandluse mojusid.

Kuna energiamajanduse reformimine on mitmekiilgne, ulatuslik ja ajas kiirelt arenev protsess, ei
ole teadus- ja arendusfaasis olevaid uusi energiatehnoloogiaid voimalik késitleda millegi 16plikut
paikapandu ja stabiilselt kehtivana. Eesti argilliit on energeetiline toore, mille kasutamist seni ei
ole tasuvaks peetud. Hetkel ei ole argilliit Eestis maavarana registreeritud. Ehkki selle varud on
teadaolevalt 60—70mld t vorrelduna pdlevkivi 4,5mld tonniga, ei peeta argilliidi kaevandamist
gaasi tootmiseks keskkonnasddstlikuks. Puuraugus in-situ mikrobioloogiline leostamine uute,
tdnaseks Eestis kittesaadavate DNA midramiste pohiste metoodikatega on aga perspektiivne.
Samas on digusruum ebaselge ja riske ning voimalusi tuleb teadvustada.

Analiiiis pohineb kogemustel ja materjalidel, mis on saadud alates 2006. aastast koostoos Eesti
Biokiituste Uhingu (EBU) ja Euroopa Biomassi Assotsiatsiooni (AEBIOM) partneritega
ildistatud praktikatest, kontaktidest teadusasutuste, rahvusvaheliste konsultantide voi
Pdhjamaade tootjate iihingutega, nagu Svebio ja Finbio.

Oigupoolest on Eesti argilliidist mikrobioloogiliselt (leostamise teel) biogeense gaasi tootmise
idee ise esile kerkinud varasemate arenduste kdigus kogumdjudelt parima vdimaliku tehnoloogia
selgitamise  kogemustest, metoodikatega, mis késitlevad massbilansside selgitamist
asendusmeetodil ja vastavaid hinnajuhtimise metoodikaid rakendades. Tehniliselt tuleb koiki
primaarenergia allikaid pohi- ja lisatoodete kaskaadis kisitleda Oigusinseneeriana (legal
engineering), mida arendustes teostatakse protsesside Oigusliku modelleerimisena koos
tehnoloogiliste, keskkonnaalaste vms planeeringutega, mida enne investeerimisotsuse
langetamist menetletakse koos ja koordineeritult. Seega ei ole tegemist projekti suhtes digusliku
hinnangu andmisega, vaid iihega ndutavatest arendustegevustest.

Hetkel on Euroopa Parlamendis esimese lugemise ldbinud nn. RES direktiiv (Taastuvenergia
direktiiv) ja kiitusekvaliteedi direktiiv ning teised taastuvenergia iildosa puudutavad direktiivid
2009/30/EL ja 1998/70/ EL tidiendusi puudutav direktiiv. COM 2012/0595/, tuntud ILUC

direktiivina, mistOttu ei eksisteeri veel 10ppteksti. Viimasest selguks, kas mikroorganismide abil
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toodetavat kildametaani tuleks kisitleda maagaasi liigina nagu termogeenset paritolu kildagaasi
vO1 hoopis vetikate ja siisinikupiiidmise (CCS) tehnoloogiatega vOrdsustatud traditsioonilise
biomassi vilise taastuvkiitusena, mis pohineb biolagundamise mikrobioloogilistel tehnoloogiatel.

Taastuvkiituste arenduste digusinseneeria uutele tehnoloogiatele on mitte niivord kehtiva diguse
tolgendamine, kuivord Oiguspoliitiliste arengute modelleerimine D. Rumsfeldti stiilis: “Kui
miski ndeb véilja nagu part, taarub nagu part ja pradksub, siis tuleb asuda seisukohale, et tegu
ongi pardiga.” Lisaks on tegu kompleksarendusega, kus hiljem vdib selguda, et nédeb vélja kiill
nagu part aga siiski majanduslikult “ei lenda” voi saastab lendamisel lubamatult palju
keskkonda.

2.2. Uldosa

Kliimapaketi {ildosa moodustab Euroopa Parlamendi ja Noukogu direktiiv 2009/28/EU
Taastuvatest energiaallikatest toodetud energia kasutamise edendamise kohta ning direktiivide
2001/77/EU ja 2003/30/EU muutmise ja hilisema kehtetuks tunnistamise kohta (RES).
Varasemad direktiivid on kehtestanud Liidu iildised eesmirgid, jéttes nende tditmise meetmed
litkkmesriikide kujundada, 2009. aastast on aga eesmérgid siduvad ja kohustuslikud nn. 20-20-10
eesmirkidena. Valdkondlikud regulatsioonid gaasi- ja elektrituru, kiitteseadmete, jadtmekaéitluse,
vastavustdoendamise vms. kohta muutusid direktiivi nr 28 joustumisel Euroopa Liidu Giguses
eriosa seadusteks. Osa voeti vastu paketis iildosaga, nagu Kiitusekvaliteedi standardite direktiiv
2009/30/EU (FQD) véi sidstvate sdidukite nouete direktiiv 2009/32/EU. Eesmirk oli tekitada
tihtne kodifitseeritud digussiisteem ka litkmesriikide tasandil ja tagada eesmirkide tditmine.

2.3. Oiguslik alus (Visa)

Oigusliku alusena RES direktiivi kehtestamiseks toodi kaks Euroopa aluslepingu artiklit.
Artikkel 175(1) ja artikkel 95. Esimene sitestab otsustusprotsessi reeglid keskkonna kohta
kiivast seadusandlusest. Artikkel 95 sitestab tihise siseturu harmoniseerimise reeglid, eriti RES
direktiivi artiklite 15, 16 ja 17 osas. Selline diguslik alus rohutas litkmesriikide poolt selliste
tdiendavate siddstlikkuse kriteeriumide, nende tdendamismenetluste ja KHG moju arvestamise
metoodikate kasutamist, nagu RES direktiivis ja selle lisades sétestatud.
Artikkel 2 on menetluste alusena vélja toonud kolme liiki arvestuslikud véértused:
1. tegelik vididrtus — massbilansi asendusmeetodil kdigi pohi ja lisatoodete arvestuses leitud
KHG moju (harilikult vabatahtlikus tdendamismenetluses);
2. tiiupiline védrtus - tavaline tootmise KHG mojuarvestus;
3. vaikevdirtus - tiilipilisest védrtusest tuletatud véirtus, mida vOib energiatarbimises voi
energiakandjate kaubanduses kasutada tegeliku viirtuse asemel.

Jiatab kummalise kolmikjaotuse mulje, kuid 2008. aastal kehtisid veel Kyoto reeglid ja EL
litkmesriikidel oli tavalise nOuetevastavuse risttdendamise reeglite alusel voimalik lugeda elektri
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ja soojuse koostootmisel taastuvenergia mojuarvestus tdidetuks tiiiipilise vidrtuse alusel.
Transpordis kasutatavatele vedelatele ja gaasilistele biokiitustele laienesid aga kohe tegeliku
vadrtuse toendamise kohustused. Vaikeviirtus eeldas, et deklareerimisel kasutatakse EL
Peadirektoraadi Uhinenud Uurimiskeskus (JRC) tiiiipiliste viirtuste alusel arvestatud erinevate
energiakandjate “keskmisi” tegelikke viirtusi.

2.4. Eesmiirgid (artikkel 3)

Deklareeritud eesmirke nn. 20-20-10% on enim koneaineks voéetud, kuid need kehtivad
kohustusena 2020 aastani. Eksisteerib probleem, kuidas neid tiita, eriti transpordis, arvestades
saastlikkuse kriteeriumide ndudeid. Kohe hakati riiklike kohustuste tditmisena arvestama vaid
biokiituseid, mis tegelike véirtuste alusel arvestatult omasid vdhemalt 35% suuremat KHG
kiarpevoimet, kui niiteks fossiilbensiini standardtase puuraugust ratasteni (WTW) ette nigi.
Taastuvkiitustel arvestatakse kogumdju kiill nditeks biomassi korral pdllult paagini (WTT).

Arvestuslik preemia sétestati aga alljdrgnevalt:
1. taastuvelekter maanteetranspordis (vélja arvatud rongid) 2,5 korda elektri sisendi jirgi;
2. biokiitused jaidtmetest, jadkidest ja ligno-tselluloosist arvestatakse kahekordselt;
3. Komisjonil lubati esitada metodoloogia arvestamaks taastuvvesinikku kohustuste
tditmisel (vesinikuelement ei saa kasutada biomassi, kiill aga niiteks etanooli voi
metaani).

2.5. Siistlikkuse Kriteerium (artikkel 15)

Biokiituste toore peab ldbima tdieliku tdendamismenetluse, va arvatud jddtmed ja loeteluga antud
jadgid kui need ei périne pollumajandusest, vesiviljelusest, kalandusest ja metsandusest. Pohku,
maisi haljasmassi ja suhkruroo bagassi kui podllumajandustootmise jddke tuleb seega
mojuarvestuses arvestada alates viljelusest.
Nouded KHG siédstmise tasemetele (paragrahv 2):
1. algsest tasemest 35% vorreldes kiituse fossiilkomponendiga peab siistlikkus vordluses
tdusma 50%-ni alates 01.01.2017 ;
2. tootmistel, mis on tegutsenud 01.01.2008.a .seisuga, tuleb 35% tase saavutada
01.04.2013;
3. Peale 01.01.2017 tootmist alustavad tehased peavad saavutama minimaalse séddstlikkuse
taseme 60%.

Kohapiirangud (paragrahv 3) sétestavad teatud maade kasutusotstarbe muutmise keelu vorreldes
01.01.2008.a seisuga. Nendeks on:

1. primaarmetsad;

2. looduskaitse ja Natura alad;

3. liigirikkad rohumaad, sh iile 10.a.kasutusest viljas pollumaad;

4. mirgalad;
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5. metsastunud alad;
6. turbaalad.

2.6. Taastuvenergia osakaalu arvestamine (artikkel 5)

a) Taastuvenergia osakaalu arvestamine artiklis 5 toimub:elektrienergia Idpptarbimise jargi;
b) soojusenergia 10pptarbimise jirgi;
c¢) transpordikiitus 10pptarbimises paagis ehk WTT.

Artikkel 5 késitleb ka soojuspumpadega saadava energia arvestamist. Arvestatakse 10plikku
saadavat energiakogust, mis peab oluliselt iiletama seadme kiitamiseks kasutatava
traditsioonilise energia (elekter voi gaas) koguse.

Vordluseks: Biogeense gaasi tootmiseks tuleks soojustarbija voi jaotusvOrgu liitumispunkti
DNA alusel méidratud metagenoomi metaani tootvate bakterite ja arhede anaeroobses keskkonnas
aktiviseeriva pH taseme ja vesilahusega. Tulemusena eraldub soojustarbijale voi vorku suunatav
metaan. Teisiti on tegu soojuspumbaga, mis ei vajagi kditamiseks elektrit voi gaaskiitust, kuid
toodab ise gaaskiitust kiitte vOi elektritootmise seadmele.

2.7. Biogeense gaasi tootmisrada

Tootmisraja moistet kasutab JRC kasvuhoonegaagaaside (KHG) tiitipiliste véirtuste alusel mingi
energiatootmise viisi iseloomulike tegelike véartuste ja vaikevdirtuste méadramiseks.
Massbilansis arvestatakse kdigi tootmisiiksuste ja tarneahela lillide KHG summaarset moju —
antud juhul puuraukude puurimisest kuni sdiduki gaaskiituse kasutamise heideteni (WTW) koigi
sisendite ja véljundite jirgi tihtsete metoodikate alusel.

Analoogiline skeemina kirjeldatav tootmisrada on olemas niiteks biogaasil ja biometaanil, mille
puhul kasutatakse KHG tegelikke viirtusi. Joonisel 10 on nende kahe gaaskiituse tootmisradu
vorreldud.
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Joonis 10. Biogeense gaasi (BGL) ja biogaasi tootmisradade vordlus (A.Menert)

Jooniselt ilmneb, et tegevuste jada ja tehnoloogiliste seadmete hulk on argilliidis salvestunud
fossiilse biokomponendi mikrobioloogilisel leostamisel oluliselt viiksemad kui biogaasil. Jadvad
dra biomassi kiitlemine, tootlemine, anaeroobne kédritamine ning energiaks muundamine, mis
kindlasti véljendub Idpptoote omahinnas. Sédéstlikkuse kriteeriumi mottes on biogaas tunnustatud
biokiitus, leostatud biogeenne gaas aga tundmatu energiakandja, mida samastatakse fossiilse
kildagaasiga.

Puurkaevus in-situ naftat ja gaasi moodustava kivimi tootlemisel tekitatud sama keemilise
koostisega saadusena ongi tulemus sarnane, kuigi tootmisprotsess on erinev. Kildagaasi
saamiseks purustatakse kilomeetrite siigavusel asuv kivim hiidraulilise 160giga ja tagatakse
kemikaalide ning liiva seguga kunagi moodustunud gaasi ja nafta viljapédis kivimist. Argilliiti
kui poorset ja pehmet kivimit sel viisil toodelda pole véimalik, eriti veel maapinna ldhedal. Kiill
aga leidub sellel siigavusel metaani tootvaid mikroorganisme, kelle aeglaselt kulgevat
elutegevust on voimalik toitelahuste lisamisega aktiviseerida. Iseenesesliku aeglase protsessina
toimub metaani tootmine ka looduslikult.

Biogaasi ja biogeense gaasi oluline erinevus seisneb nende metaanisisalduses. Puhastamata
biogaasi metaanisisaldus on 60-75%, biogeensel gaasil, nagu ka maagaasil 97%. Viimasel ajal on
leitud, et biogaasi tootmisel rohu all on vdoimalik suurendada selle metaanisisaldust.
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Samasugused protsessid toimuvad ka Maa siigavuses. Rohu suurenedes hakkab metanogeneesil
domineerima hiidrogenotroofne rada, mille abil kivimis geoloogiliselt salvestunud voi
anaeroobsel lagunemisel tekkiv siisthappegaas muudetakse samuti metaaniks. SeetOttu pole
biogeense gaasi tdiendav puhastamine autokiitusena kasutamiseks enam vajalik ja selle voib otse
maagaasi pOhivorku suunata. Puudub siisinikuleke tootmisel ja lisaks on juba salvestunud CO,
vordne selle CO, hulgaga, mis gaasi hilisemal pdletamisel eraldub. Seega on biogeenne gaas
siisinikneutraalne, sest ldhtekivimi fossiilset siisinikku mitte ei paisata pdletamisel ohku, vaid
toodetakse sellest metaani. Seega on biogeense gaasi tehnoloogia omamoodi siisinikupiitidmise
tehnoloogia, mille puhul kinnipiiiitud fossiilse kivimi siisinikku mitte ei ladustata, vaid
vidrindatakse gaaskiituseks.

2.8. Uldosa tiiendused (COM 2012/0595/EL)

Euroopa Parlament hééletas 12.10.2013 esimesel lugemisel RES ja kiitusekvaliteedi direktiivide
1998/70/EL ja 2009/30/EL eelndusid, mis on tuntud ka ILUC direktiivina. See eelndu kujutab
endast muudatusi, mis on pohjustatud alates RES kehtestamisest tema jérkjdrgulisel
rakendamisel esile kerkinud probleemidest, samuti muudatusi, mis tulenevad baastehnoloogiate
arengust ning kaubavahetusel kolmandate riikidega esilekerkinud probleemidest.

Lithend ILUC (indirect land use change impacts of biofuels) tihendab biokiitustest tingitud
maakasutuse kaudsete muudatuste mojusid. Neid mdjusid tuleb taastuvenergia, aga ka
naftatoodete puhul arvestada massbilansi alusel tegelike vddrtuste tdendamisel juhul, kui nad on
tiltipilistest véértustest erinevad. Nad on oluline osa  Euroopas kehtivast sédstlikkuse
kriteeriumist. ILUC direktiivi itheks pohjuseks vdib pidada kdikjal maailmas jérjest suurenevat
looduslike maade kasutuselevottu, asendamaks seniseid pollumassiive, millel niiiid kasvatatakse
biokiituste toorainet. Looduslikud kooslused, nt vihmametsad, rohumaad, mérgalad piiiiavad ja
sailitavad oma mullastikus ja biomassis kasvuhoonegaase (KHQG) iiles haritud maadest tunduvalt
paremini, mistdttu muutunud maakasutuse moju arvestamine biokiituste KHG bilansis on igati
Oigustatud. Niiteks maisist etanooli tootmine suurendab kasvuhoonegaaside emissiooni 93%
vorra.

Kohe joustumisel 01.01.2011 ei hakanud toorme alusel tegelike viirtuste deklareerimine ja
risttdendamine td0le ning Euroopa enda biokiituste to0stus langes subsideeritud USA ja odava
Aasia ekspordi surve alla. Mirtsis 2012 kehtestas Euroopa Komisjon tasendustollid ja ILUC
rakendamine otsustati RES paranduste ja tidienduste eelndu vastuvotmiseni vdhemalt 2014.
aastani edasi liikata.

Europpa Parlament hiiletas tosiseid vaidlusi pohjustanud parandusi 12.10.2012 ja praeguses
redaktsioonis on AEBIOM (European Biomass Association) kokkuvotte jdrgi olulisemad
punktid:
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e Tiihistada RES direktiivi lisa V, mis késitleb ILUC arvestuse ndudeid;

e Kinnitati bensiinile mahuliselt 7,5% etanooli segamise kohustus;

e Kuni 6% segust vdivad mootorikiitused sisaldada biokiituseid térklistest, suhkrutest,
taimedlidest jt tavaliselt kasutatavatest toormetest. Neile lisati ka puitne biomass, mis on
lignotselluloos ja nn teise polvkonna tehnoloogiline toore;

e Kuni 2,5% Kkiittesegu mahust lisanduvad biokiitused olme- ja tootmisjddtmetest ning
reoveest, gliitseriinist, suhkrutoostuse jidgist (bagasse) jne. Madala viirtusega timarpuit
nende hulka ei kvalifitseeru. Taastuvkiituste toormete kvalifitseerimine viiakse 1dbi
faktorite kaupa, kus

Faktor 1 on eelnevalt loetletud toormete alagrupp;

Faktor 2 on kasutatud toidudli ja loomsed rasvad;

Faktor 4 on taastuvad vedelad ja gaaskiitused, mis ei ole toodetud biomassist, nagu
nditeks vetikate ja bakterite abil toodetud kiitused (vastab BGL tehnoloogiale) ning
siisinikuptiiidmistehnoloogia (CCS) kasutus transpordis.

e Biomassi ja jddtmete puhul eelistatakse vidrtusahela pohist kaskaadkasutust;

e Tulevikus siilitatakse voimalus spetsiifiliste ILUC nduete rakendamiseks;

e Puidust biokiitustele eraldi sddstlikkuse kriteeriumi ndude rakendamise ettepaneku liikkas
parlament tagasi.

Tdiendavalt on oluline rohutada RES direktiivi parandust 4 (amendment) selle kohta, et
biokiituste ja vedelate biokiituste sddstlikkuse kriteeriumide ndudeid rakendatakse koigi
taastuvkiituste kohta.

Mida see peaks tdhendama? Definitsiooni jirgi on biokiitused transpordis kasutatavad vedelad ja
gaasilised taastuvkiitused KHG mdjuarvestusega WTT (well-to-tank, ahel tootmisest kuni
tankimiseni) metodoloogia alusel. Vedelad biokiitused on biomassist dlid ja vedelikud elektri ja
soojuse tootmiseks, st sddstlikkuse kriteeriumi mdjuarvestusega tiitipilise védrtuse jargi. Koik
ilejdédnu on jddtmed ja biomass, mille kasutamist tuleb vordleva védrtuskaskaadi massbilansside

alusel arvestada nagu vedelaid biokiituseid. Seni kisitletakse neid kas tahkete biokiituste voi
jaatmekiitusena.

Muudatuste kehtimahakkamine

Et Euroopa Parlament ei andnud raportoor Corinne Lepage’le volitusi ldbirdidkimisteks
Komisjoniga nn triloogi vormis, peavad liikmesriigid kujundama Komisjonis iihispositsiooni.
Kui see on erinev Parlamendi esimese lugemise tekstist — mis on tdenéoline, siis on ndutav teine
lugemine. Seda menetleb aga juba uus, mais 2015. a. valitav EP ja uus Komisjon. NB! 2014.
aasta seisuga kehtib RES 2009 aasta redaktsioonis. Sageli véidetakse, et RES kehtibki juba
muudetud kujul.
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2.9. Taastuvkiitused Faktor 4 ja BGL

Kiisimus ulatub tagasi kehtiva RES redaktsiooni artikkel 3 sitteni, milles riiklike taastuvenergia
tditmise kohustuste arvestuses reserveeriti Komisjonile ettepaneku tegemise Oigus esitada
metodoloogia taastuvvesiniku arvestamiseks riiklike kohustuste tditmisel. Tollal transpordis veel
kommertskasutuses vesinikuelementi ei olnud. Vahepeal arendati teadusuuringutega suunda, kus
vesinikuelement tootab OBR (on board recorder) muundurina sdiduki pardal, kasutades
kiitusepaagis bioetanooli vdi surugaasi. Teine variant oli vesinikutankla, kusjuures vesiniku
tootmise ldhteaineks oli metaan voi vesinikku sisaldavad alkoholid (etanool, metanool, butanool
jne), mille tootmise ldhteainena saab kasutada siisinikupiiiidmise (CCS) tehnoloogiaga tahkeks
muudetud siisinikku. Niisuguse metaani voi vedelkiituse toore ei ole aga biomass ja need ei ole
biokiitused.

Et vesinikutehnoloogiad on kasutamiseks endiselt liiga kallid, koostas Euroopa Komisjon
metodoloogia, mille pdhjal mikroorganismide, vetikate vdi CCS tehnoloogiatega toodetud
vedelad voi gaasilised taastuvkiitused on transpordis kasutatavad ka neid vahepeal vesinikuks
muundamata ja lubas selliseid toiminguid taastuvenergia kohustuste tditmisel arvestada
neljakordselt.

Surugaasina vo1 LNG-ks toddelduna on aga BGL kui kiitus koigi Faktor 4 kiituste tunnustega:

e on mikrobioloogilise tehnoloogiaga in-sifu toodetud gaas, kusjuures iiks energialiik
muudetakse teiseks, mitte aga maapdues juba olemasolev vabastatud metaangaas, nagu
seda on maagaas;

e tootmissisendis puudub vajadus kasutada traditsioonilist energiat, nagu see on vetikate
puhul;

e tootmisel ei teki siisinikuleket nagu CCS tehnoloogiatelgi;

e on kasutusvalmis gaaskiitus nii elektri kui soojuse koostootmiseks ja ka
transpordikiitusena kasutamiseks;

e sobib lisaks LNG tootmisele ka vesiniku tootmiseks, ehkki see pole enam ndutav.

Eriosa seadused

Kliimapaketi enda eriosa seadused on need valdkondlikud direktiivid, mis 2009.a. RES-ga koos
vastu voeti, nagu 2009/29/, /30/, /31/ jmt, kooskdlastamaks mootorikiituste standardeid, sdidukite
energiasddstu ndoudeid, energiaefektiivsust, vilisdhu kaitset jne. Neid direktiive on aga suhteliselt
vihe. RES nduded on iilimuslikud energiaturgude toimimist, suurte soojusseadmete kiitamist,
energiamirgiste taotlemist jne késitlevate direktiivide iile, kuigi otsesed vastastikused viited
tekstides puuduvad. Siduvad on toimemehhanismid, KHG mdju hindamine ja nduetelevastavuse
registreerimine, eriti kui kiisimuseks on mitmete valdkondlike normide koostoime. Toome
niisuguste toimemehhanismide kohta niite.
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Mootorikiituste kvaliteedi standardite direktiiv (FQD) 2009/30/EL sisaldab endas kiituste
koostisele esitatud nduded nagu véivli, vee, raskmetallide sisaldus; suurendatud on nende
komponentide osa, mis lubavad kiitusesegus kasutada kuni 10% etanooli, metanooli vms
biokiituseid. Ilmunud on teatud piirangud surveastme osas. Varasemas direktiivis eeldati
toorbensiini oksiideerinisel (oktaanarvu ja leektédpi reguleerimine) kuni 5% ETBE voi MTBE
kasutamist. Uue kiitusesegu CEN standard on nn Euro 5 ja selle tanklamérgis tarbijale E 10. Uus
standard joustus alates 01.01.2011. Et soidukid peavad olema vastavalt seadistatud, hakkas
uutele autodele 10% biokiituste kasutamise norm kehtima 01.10.2010. Autopargi tavaiga
arvestades maédrati, et vanale Euro 4 standardile vastavad transpordikiitused peavad miiiigil
olema kuni 01.01.2018. Saksamaa asendab 95 bensiini E 10 ga ja jdtab 98 vanale standardile,
samuti plaanib teha Soome.

Jaemiiiija esitab kiitusetootjale kauba sisseostmisel spetsifikatsiooni valmistoote osas, kuid see ei
midra, milliseid toorbensiine ja kemikaale ning biokiituseid see segu peaks sisaldama.
Destilleerimistehastele kehtib sellega seoses nn “kiituste dekarboniseerimise mehhanism”. RES
noue 10% taastuvkiitusest segus, mille CO, sisaldus on vihemalt 35% suurem Kkui
fossiilbensiinil, eeldab arvestuslikult, et kasutatava bensiini CO, heitmete tase on 83,8g CO, /MJ
WTW mdgjuarvestuses. Kuna destillatsioonitehas ostab sisendis sisse erinevaid toornaftasid
naftaplatsilt ja toorbensiine, kondensaate, lubrikaate ning biokiituseid nn RBOB (Reformulated
Blendstock for Oxygenate Blending) platsilt pidevatehingute alusel, peab 10pptulemuse
saavutamiseks valima sisseostetavat mitte vaid hinna, vaid ka KHG heitme jérgi. Erinevus on
juba nafta kvaliteedis (vt joonis 11 ning Lisad 11,12,13).

Joonis 11. WTW heitmete tase tulenevalt toormest (eBio)

Seega on dekarboniseerimise mehhanismi idee jitta kiituste kditlejatele valik, millises ulatuses
sisendis paevapakkumiste alusel ostetakse odavamaid, kuid suurema KHG-ga tooteid ja millises
ulatuses kallimaid, kuid madala KHG-ga tooteid, sest CO, deklareerimise alus on mittemahuline.
Kui kirbitakse mahuiihikus rohkem, vdib sisse segada ja kulutada vdhem. Nii standardiseerib
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FQD rakendusmehhanismina RES eesmirke. Samal ajal ei sisalda FQD kiituste piritolu
registreerimise, kiitlejate poolt andmete esitamise kohustust ja nduetelevastavuse risttdendamise
mehhanisme. RES selliseid kohustusi deklareerib, kuid ei anna rakendusmehhanismi.

2.10. Side 2008.a kemikaalide direktiivide paketiga REACH

Puuduva rakendusmehhanismi annab kemikaalide direktiivi pakett REACH. Tegemist on eri
kemikaalide ohutusndudeid ja kéitlemistingimusi, aga ka registreerimise, arvestamise ja
deklareerimise tingimusi sitestava korraga. Seega on tegu CO, arvestuse ja massbilansside
registreerimises nn.  vabatahtliku  tdendamismenetlusega KHG  tegeliku  véirtuse
registreerimiseks. Kiitustel voib registreerida ka vaikeviirtuse. Registreerimata jdtmise korral
realiseerub REACH artikkel 5 kogu EL siseturu kohta — kui puuduvad andmed, jdrelikult puudub
ka turg. Deklareerimata tohib sisse vedada voi kiidelda kuni ithe tonni kemikaale aastas katse
vOi esitluse eesmirkidel.

Biokiituste osas realiseerus deklareerimiskohustus 2009. aastal RES ja FQD kehtima hakkamisel.
Naftaplatsi ja iilejadanud RBOB kemikaalide osas toimus joustumine 01.01.2011. Nii on REACH
jéllegi RES eesmirkide ja FQD dekarboniseerimise mehhanismi rakendusakt. Samas ei mdjuta
kogu see keeruline protseduur elektri ja soojatootmisel siseturul olevaid ei taastuvaid ega
fossiilseid tahkekiituseid. Kaskaadkasutuse mdjutamisest tuleb juttu edaspidi. Kemikaalide
direktiivi pakett REACH ei mojutata ka elektri ja soojatootmisel ning transportkiitustena
kasutatavaid gaaskiituseid.

Analoogiline olukord on biogeensel metaangaasil (BGL) kdigi energiaturu, kiitteseadmete, vms
direktiividega. BGL on késitletav kui maagaasiga sarnaste omadustega metaankiitus; mingeid
tiilendavaid probleeme BGL kasutuselevotuga ei peaks kaasnema. Kui BGL peaks
registreeritama taastuvkiitusena, on see boonus taastuvkiituste eesméarkide tditmiseks. Kui mitte,
tdidab biogeenne gaas KHG vihendamise ja energiaefektiivsuse eesmirke. BGL kasutuselevott
kasvatab oluliselt Eesti energiajulgeolekut, eriti olukorras, kus kogu Euroopa otsib Vene
maagaasile alternatiive. Eestil on koos pdlevkivi uttegaasi ja biogaasi ressursiga Vene
maagaasile 100% kohalike kiituste ressursikate ning tdiesti ilmselt LNG niol
ekspordipotentsiaali  teistesse Euroopa riikidesse (Ladti ning edaspidi Soome on
magistraalvorguga iihendatud).

2.11. Keskkonnakaitse ja energia riigiabi juhend 2014-2020

Varasemate perioodide kohta on dokumendil kasutatud pealkirja “Riigiabi keskkonnakaitselised
juhised” ja need on erinevate finantsperioodide osas olnud muutuvad. Euroopa Parlament on
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2014-2020 perioodi juhised (LISA 8 - Guidelines on State aid for environmental protection and
energy 2014-2020) kinnitanud 09.04.2014 ja need joustuvad peale ametliku teksti avaldamist
litkkmesriikide keeltes Euroopa Liidu Teatajas. Kiesolevas uuringus kasutatud teksti edastas
AEBIOM.

Ka selle digusakti sissejuhatuse 16ige 3 viitab RES 2009/28/EL eesmairkidele energiasdistu ja
KHG heitmete kédrpe kohta ning sidtestab tingimused, mille kohaselt voib liikmesriikides
energiaprojektidele riigiabi anda. Defineeritud on Artikkel 1.3 alusel just transpordikiitustel
massbilansi asendusmeetodil WTW ja WTT vabatahtlik tdendamismenetlus kui Liidu standard
(Union standard), mis on ette ndhtud kemikaalide osas REACH paketis.

Teine Liidu standardina viidatud metoodika on nn “Parim vdimalik tehnika” (best available
technology - BAT), mille menetlus on kirjeldatud direktiivis 2010/75/EL. See eeldab kogu
massbilansi kaskaadi pohi- ja lisatoodete vordlevat kirjeldust koos tavaliselt saavutatava
tulemusega, milleks energeetikas on harilikult fossiilkiituste kasutamine. Biogeense gaasi
tootmisel argilliidist on kogu tootmisrada oluliselt lithem kui teistel tahke- ja gaaskiitustel nende
okoloogilise jalajélje arvestuses, mis peaks vOimaldama tootjatel ja kodutarbijatel saavutada
olulist sdédstu. Vorreldes biomassiga jdédks dra biomassi eelnev kogumine ja tootlus.

BAT metoodikate kasutamine on taastuvenergia projektides olnud kohustuslik Saksamaal. Sealse
kogemuse pohjal voib viita, et planeerimise digel korraldamisel saab taastuvenergia kasutamise
keskkonnaalaseid ja finantsriske enne investeerimisotsuse tegemist, just ettevalmistuse kédigus
oluliselt maandada. Vastav menetlus on aluseks ka vd&imalikule riigiabi nduetekohasele
taotlemisele. Keskkonna-  ja  finantsmdjusid  késitletakse  etappideks  jaotatud
planeerimistegevuses projekti kogumdjudena. Oluline on arvestustes ldbida voéimalikult kogu
kiisimuste ring.

Joonis 12. Projekteerimine olelusringi jirgi (C.Schweitzer)

Mingi toote vOi1 teenuse planeerimisel jaotatakse massbilanss juba eelprojekteerimisel
tehnoloogilisteks etappideks ja iiritatakse nende etappide sisendite ja viljundite kaupa luua
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parima vdimaliku kasutatava tehnika mudel. Miidravaks on otsuste langetamisel ikkagi
hinnajuhtimine (cost management), kuid sealjuures vidhima voOimaliku keskkonnamdju
arvestamisega. BGLi puhul saab arvestada varem tehnoloogiliselt kasutatud kiituse kohaliku

gaaskiitusega asendamise positiivset moju. Protsessi nditlikustamiseks toome jdrgneva joonise
(Joonis 13).

Joonis 13. Massbilansi optimiseerimise skeem (C Schweitzer)

Parima vOimaliku tulemuse saavutamiseks on investeerimisotsuse kujundamisel oluline
planeerida tegevusi samaaegselt, mitte liikuda jdrjestikuselt iildplaneeringult detailplaneeringule,
siis keskkonnamdjude hindamisele, edasi driplaanile ja siis tehnilisele projektile. Varasemate
kogemuste pohjalt eeldatakse teatud robustse driplaani ja keskkonnamdjude hinnangu olemasolu
16pptulemuse suhtes. Oluline on enne finantsotsuseid ldbi viia tegevused, mis vdimaldaksid
saavutada optimaalse tulemuse (Joonis 14).
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Joonis 14. Planeeringu tegevuste aegrida (C.Schweitzer)

Suuremad planeeringud jagatakse eeltoodust tulenevalt kuni 8 etappi, mis enne finantsotsust
labivad kuni 3 optimeerimise faasi. Lisatud jooniselt on néha, et vasakpoolse langeva graafikuga
on optimeerimisel kuni 90% mdjudest arvestatud enne kui asutakse investeerima 93% projekti
kogukuludest. Keskkonnamdjude arvestus tagab ka nende rahalise arvestuse Idpptoodete
omahinnas.
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Joonis 15. Etapilise planeeringu kogumoju arvestus (C.Schweitzer)

Juhul, kui kiituste ja kemikaalide grupis tuleb toote EL siseturul miiiimiseks libida REACH
vabatahtlik tdendamismenetlus, on eeltoodud viisil koostatud dokumentatsioon aluseks vastava
REACH toimiku (dossier) koostamiseks ning toote jargnevaks deklareerimiseks. Turul oleval
tootel on toimikus kajastatu ka tooteohutuse, nduetelevastavuse ja tootevastutuse arvestamise
faktiliseks materjaliks.

2.12. Maailma Kaubandusorganisatsiooni (WTO) lepingutega arvestamine

Kirjeldatud siisteemi on nii Uhenduse siseselt, kui ka viljaspoolt korduvalt kritiseeritud kui
liigselt biirokraatlikku ja ebamdistlikult koormavat. Teistes riikides ja rahvusvahelises
kaubanduses sidstlikkuse kriteeriume ei arvestata. Mdningal méédral on maakasutuse kaudsete
mojude (ILUC) arvestuse (ajutise) viljajdtmisega siisteemi ka lihtsustatud, kuid sddstlikkuse
kriteeriumist kui RES iildpchimdttest pole EL ndus loobuma. See on ka arusaadav, sest moiste
ILUC kasutusele votja Timothy Searchinger’i sdonade kohaselt mdjutab see nihtus olelusringi
analiitisi  vdga tugevalt. Nditeks bioetanooli tootmine nii maisist kui tselluloosist
siisinikuemissioonide (KHG) vihendamise asemel hoopis suurendab neid'

1T, Searchinger et al. (2008). Use of U.S. Croplands for Biofuels Increases Greenhouse Gases Through
Emissions from Land-Use Change. Science 319 (5867): 1238-1240. doi:10.1126/science.1151861
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Seega osutub taastuvenergiadirektiiv RES tegelikult ja eriti veel REACH kontekstis turulepidisu
piiranguks, tipsemalt KHG sisalduste arvestamise kohustusega kaubanduse tehniliseks
barjddriks. Tulenevalt WTO lepetest tohib tehnilisi barjddre kasutada vaid inimeste ja
eluslooduse ohutuse tagamiseks ning kaitseks (TBT leping). Nii ongi Liit real juhtudel
kolmandatest riikidest périt biomassist toodete osas kasutanud tasandustolle ja vaikeviirtusi, kui
tegeliku viirtuse deklareerimist pole tagatud.

2.13. Eesti Vabariigi 6igusaktide moju

Ka Eestis on Riigikogu 16.02.2011. aastal vastuvdetud Keskonnaseadustiku Uldosa Seaduse
vastuvOtmisega asunud vastava seadusandluse kodifitseerimise teele. Kuna olulist mdju omavad
eriosa seadused, nagu Maapdueseadus, pole veel vastu voetud, on nendest tuleneva voimaliku
moju hindamine keeruline.

Praegu saab vaid tddeda, et argilliit maavarana arvel ei ole ja seda ei kasutata ei energeetilistel
ega toostuslikel eesmirkidel. Eestis ei ole maavarana arvel ka kohapeal toodetavat maagaasi.
Avalikult kittesaadava informatsiooni kohaselt ei ole vastavate iildgeoloogiliste uurimistéode
luba argilliidi in situ leostamiseks samuti taotletud. Kidesolev uuring peaks selgitama eeskitt just
laboratoorsete uuringutega, kas seda oleks otstarbekas taotleda.

Imporditava Vene maagaasi keskkonnamdjudest on teada, et selle energia tootmiseks kasutamise
tiitipilised keskkonnamdjud on véiksemad kui tahkekiituste voi 0li kasutamisel. Biogaasil ja
biometaanil kui biokiitustel neid mdjusid kokkuleppeliselt ei arvestata. Seega eelduslikult oleks
BGL tootmisel selle kasutamine kohapeal tahke- ja vedelkiituste asendamiseks positiivse
keskkonnamdjuga. Selles mottes tuleks kaaluda niisuguse loodusressursi kui vihemalt kohaliku
kiituse kasutamist. Tostatatud kiisimus, kas tegu voiks olla ka RES direktiivi ILUC tédienduse
Faktor 4 mirgitud vedela voi gaasilise taastuvkiitusega, on Euroopa diguse tasandi kiisimus, kuid
palju soltub kohapeal ldbiviidavate edasiste uuringute tulemustest.

Tiiipiliste KHG mojude arvestamine BGL liihikese tootmisraja olemasolul lubab eeldada, et
selle loodusressursi kasutuselevott elektri ja soojatootmises voO1 transpordikiitusena on positiivse
mojuga ka Vilisdhu Kaitse Seadusega reguleeritud valdkonnas. Gaaskiituste kasutamine
vihendab reeglina tahkeosakeste kontsentratsiooni.

Maagaasiseadus: juhul, kui kasutada biogeenset gaasi maagaasi magistraalvorgus, kerkib

kiisimus maagaasile kehtestatud kvaliteedinduetest. BGL on kiill erinevalt biogaasist maagaasile
sarnase metaanisisaldusega, kuid ei ole alust eeldada, et see on kdigilt komponentidelt identne
imporditava Vene maagaasiga. Uuringute kdigus tuleb komponendid analiilisiga miidrata. Et
praegune kvaliteedinuete kirjeldus vastabki just Vene maagaasile, siis tuleks kvaliteedinduete
muutmist kaaluda ka teiste metaankiituste nagu polevkivi uttegaas, LPG v0i biogaas
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kasutamiseks magistraalvorgus. Reas EL riikides, niditeks Hollandis, on metaanisisalduse ja
muud normid oluliselt madalamad kui Eestis. See vdoimaldaks gaaskiituseid ja nende tarneallikaid
mitmekesistada.

Alkoholi, Tubaka ja Kiituseaktsiisi Seadus (ATKAS): praeguses redaktsioonis tuleb
arvestada, et kui biogeenset gaasi kisitleda maagaasi liigina, siis oleks selle tootmisel ndutav
aktsiisiladu. Et aga biogaas on biomassi kditlemise saadus, siis selles osas pole vastavat nduet
rakendatud. On selge, et niisuguste nduete olemasolul tuleks seda gaasi miiiia vaid
magistraalvorgu kaudu. Et argilliit on aga Eesti alal laialt levinud, voib olla otstarbekas kasutada
seda kinnistuomaniku kiittena, nagu see on maakiitte ja teiste soojuspumpade puhul. Biogeense

gaasi laiem levik voOimaldaks ulatuslikumalt kérpida ka KHG moju olemasolevatest
kiitteliikidest. Lisaks saaks vihendada tootjate ja kodumajapidamiste kulusid. Praegustest
Gazpromi naftahindadega seotud miitigihindadest kujuneks BGL tootmise omahind
arvestuslikult odavamaks, kui seda mitte kOrgema aktsiisiméddraga koormata. Ilmselt on
otstarbekas erinevalt kisitleda BGL tootmist edasiseks elektri ja soojuse miiiigiks ning tootmist
omatarbeks. Seda on vdimalik eristada Majandustegevuse Seaduse regulatsiooniga. Omatarbeks
tootmine ei vajaks toetusi aga kindlasti, nagu seda vajab praegune biogaasi tootmine.

Uuringutega on vajalik selgitada ka voimalik mdju pohjaveele. Iseenesest voimaldab kasutatav
DNA-pohine metagenoomi méddramine pohjavee seisundit méératleda tipsemalt ja paremini kui
senikasutatud meetodid. Vastav metoodika on teistes riikides kasutusel ja uuringute ldbiviijatel
on vOimekus seda ka Eestis kasutada.

Elektrituru _Seaduse ja Vedelkiituste Seaduse reguleerimisaladele BGL kiitusena
kasutuselevott otsest moju ei avaldaks. Tegemist on ithega metaankiitustest ja eriregulatsioon ei
ole vajalik., vihemalt mitte uuringute staadiumis. Mdju ilmnemiseks nendes valdkondades oleks
vaja juba tehnoloogia ulatuslikumat levikut. Ka USA kildagaas hakkas turgudele mdju avaldama

alles mitmete aastate moodudes.

Moju kaubandusbilansile oleks kindlasti positiivne. Esiteks vidheneks imporditava gaasi
vajadus ning piisava omamaise ressursi olemasolul langeks ka selle hind. Suuremates mahtudes
tootmise korral saab seda torugaasina eksportida Litti, Leetu ja Soome, LNG tootmise
voimaluste olemasolul ka mujale. Leedus proovitakse kiill rakendada USA tehnoloogial
kildagaasi tootmist siigavamates kihtides. Litis ja Soomes teadaolevaid gaasitootmise (v.a.
biogaas) projekte ei ole teada (Lisad 4, 7).
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3. Argilliidist lihemalt, fiitisikalis-keemilised niitajad

Argilliit ehk sageli nimetatud ka kui diktiioneemakilt levib kogu Pdhja-Eestis umbes 10 000 km®
suurusel alal ja kuulub ulatuslikku Kambriumi-Ordoviitsiumi mustade kiltade formatsiooni.
Viimase esindajad on laikudena séilinud laiusesuunaliselt vootmes Onega jirvest idas kuni Jiiiiti
poolsaareni lddnes. Diktiioneemakilt korreleerub Louna- ja Kesk-Rootsi Kambriumi ja
Ordoviitsiumi ladestu maarjaskilda (Alum Shale) l4bildike iilemise osaga.

Argilliidi avamused Eestis on jélgitavad Pohja-Eesti klindil Narvast kuni Pakri saarteni. Lééne-
Eestis jadvad avamused juba merepinna alla. Louna suunas muutub kilda lasund siigavamaks,
keskmiselt 3 m 1 km kohta. Lasundi alumine piir on setteline, litoloogiliselt terav, tilemine piir
aga erosiooniline. Uksikuid, kuni 20 cm paksuseid kilda vahekihte, esineb ka kilda all levivas
oobolusliivakivis. Kdige paksem on kilt Loode-Eestis, ulatudes 6 meetrini, Osmussaarel isegi 8
meetrini. Kilda paksus viheneb ldinest ida ja pohjast 1duna suunas.

Joonis 16. Argilliidi levik Eestis (V. Petersell, 2008)

1 — kilda samapaksusjoon, m;

2 —kilda tilemise pinna samasiigavusjoon merepinnast, m;

3 — kildalasundi erosiooniline pohjapiir.

Argilliidi koguvaru suuruseks Eestis hinnatakse 60-70 miljardit tonni.

Argilliit on suhteliselt pehme, kihilise struktuuriga, peenteraline settekivim. Kildas on iilekaalus
peenaleuriitne fraktsioon (2-10 um), mis moodustab kilda mineraalsest osast keskmiselt 52%.
Peliitse fraktsiooni (<2 pm) osakaal on ligi 26% (Utsal jt, 1982).
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Diktiioneemakilt koosneb ligi 65-75% mineraalsest ainest, 15% rontgenoamorfsest ja 10-20%
orgaanilisest ainest. Rontgenstruktuuri analiitisi andmetel koosneb peliitne fraktsioon peamiselt
savimineraalidest, aleuriitne fraktsioon ortoklassist, kvartsist ja savimineraalidest. Vilkude
(muskoviidi, rohelise ja pruuni biotiidi) ning kloriidi osatidhtsus on tagasihoidlik. Koos 2-5 pm
suuruste osakeste fraktsiooni sisalduse jdrsu tousuga toimub savimineraalide asendumine K-
pdevakivi ja kvartsiga.

Piiriidisisaldus (FeS;) on kildas muutlik, varieerudes tavaliselt 1,5-9% piirides. Piiriit moodustab
peenkristalseid kiilve, lddtseid ja oOhukesi vahekihikesi ning erineva kuju ja suurusega
konkretsioone. Sageli sisaldab kildas leviv piiriit markasiiti, mis atmosfiéritingimustes asendub
jarosiidi ja anhiidriidiga. Monede konkretsioonide sisemuses esineb galeniiti ja sfaleriiti.
Piiriidis sisalduv viddvel (S) sarnaneb isotoopkoostiselt piiriidi siivapdritoluga véavlile (Petersell
Jjt, 1987).

Piiriidi sisaldus suureneb sageli kilda ldbildike alumises osas, kus see voib ulatuda 25-30%-ni.
Kilda ja oobolusliivakivi kontaktivoondis levib Pakri—-Kuusalu vahelisel alal tugevasti
piiritiseerunud liivakivi kuni piiriidist koosnev kiht, mille paksus ulatub 20-22 cm-ni.
Piiriidikihis ja kildas esineva piiriidi mikroelementide sisaldus on iiksikute analiiiiside andmetel
madalam kui kildas. M. Althauseni info alusel voib piiriidis Au sisaldus ulatuda kohati kuni 4
g/t.

Kildas esineb fosfaatseid ooide, samuti tsirkooni, turmaliini, granaate, korundi, amfiboole ja
disteeni. P,Os sisaldus varieerub kildas tavaliselt 0,05—1,52% piirides.

Diktiioneemakilda orgaaniline aines on peendispersne, jaotunud suhteliselt {ihtlaselt kogu kildas
ja selle sisaldus varieerub valdavalt 15-20% piirides. Orgaanilise aine moningane tdus on
jélgitav Lidne-Eestis lasundi 1dbildike keskses osas. Orgaaniline aines otsekui tsementeerib kilta
ja muudab selle vees pundumatuks. Diktiioneemakilda orgaaniline aines on sapropeliitse
paritoluga, lammastiku-, véavli- ja hapnikurikas (Tabel 1).

Kuigi orgaanilises aines on siisiniku ja vesiniku suhe ldhedane 9-le, on selle kiittevidrtus
tagasihoidlik, keskmiselt 3,3 MJ/kg ehk 788,2 kcal/kg (Petersell jt, 1992). Toordli viljatulek
moodustab kilda orgaanilisest ainest Fischeri alumiiniumretordis ainult 22-26% .

Keemiliselt koostiselt on diktiioneemakilt huvidratav. Kui orgaaniline materjal vilja arvata, on
diktiioneemakilt vdga K-rikas ning Na- ja Ca-vaene, makrokomponentide koostiselt kiillalt
ldhedane hiidrovilkuderikkale savile. Diktiioneemakildas on palju raskeid ja haruldasi metalle.
Toostuspotentsiaali suhtes on olulisemad elemendid uraan (U), moliibdeen (Mo) ja vanaadium
(V). Kohati esineb rohkesti seatina (Pb), tsinki (Zn) ja niklit (Ni) ning koikjal esineb korges
konsentratsioonis reeniumit (Re). On leitud ka kulda ja plaatinat
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Tabel 1. Argilliidi orgaanilise aine (OM) elementne koostis, kiitteviirtus ja oli viljatulek

OM Elementide sisaldus, % OM*, OM**,
Polevkivi maardla
c |'H |IN |o |s MJ/kg %

Eesti (kukersiit) 77,0 |97 0,4 10,6 | 1,6 3,9 66
Diktiioneemakilt 67,6 |76 3,6 18,6 2,6 33 22-26
Sh Paldiski 72,8 |74 2,6 17,2 | ? ’

Maardu 69,3 |84 3,7 16,1 |26

Ontika 58,3 |53 2,4 344 |?

OM?* - orgaanilise aine kiitteviirtus; OM** - 8li viljatulek orgaanilisest ainest

Argilliidis on kirjanduse andmeil teada iile 14 mikroelemendi (Tabel 1), mille valdav sisaldus
tiletab savide klarki 2—-100 ja enam korda. Mikroelementide sisaldus on nii piirkonniti kui ka
labiloikes muutlik. ToOstuspotentsiaali suhtes olulisemate elementide — uraani, moliibdeeni ja
vanaadiumi korge sisaldus esineb Kirde-Eestis paiknevas kivimis, kus kilda paksus ei iileta
tavaliselt 1-2 m. Ladne-Eestis, kus kilda paksus on suur, on nende elementidega piirkonniti
rikastunud ainult alumine, ligi 2 m paksune kiht. Nendel rikastunud aladel on elementide sisaldus
lahedane voi isegi kdrgem Toolse piirkonna mikroelementide sisaldusest (Tabel 2).
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Tabel 2. Argilliidi makro- ja mikroelementide sisaldus (V. Petersell 2008)

o Piirkond ]
Mootiihi — Savide
Komponent, element Laane-
k . . . klark
Eesti Maardu Toolse Sillamée
Orgaaniline materjal Y0 21,39 17,83 18,76
SiO, % 48,92 52,09 51,15 50,93
AlLO3 % 13,09 13,09 9,76 19,75
Fe, 03 % 5,61 5,68 8,03 5,41 5,23
TiO, % 0,73 0,64 0,73 0,69 0,77
CaO % 0,49 0,82 2,82 1,64 3,45
MgO % 1,49 1,42 1,08 0,67 2,24
Na,O % 0,08 0,56 0,09 0,07 0,89
K>,O % 7,89 7,74 5,72 6,93 2,75
P,0s % 0,2 0,23 0,39 0,16
Ag g/t 1,5 0,6 1,6 2,5 0,08
Au g/t 0,08 0,2 0,04 0,08 0,001
As g/t 49 44 38 124 13
Cd g/t 0,5 0,2 1,6 4,7 0,3
Cu g/t 94 80 75 114 45
Mo g/t 162 53 406 1100 2,6
Pb g/t 130 98 120 400 20
Re g/t 0,1 0,08 0,18 0,0007
Sb g/t 11 6,4 34 37 1,4
Se g/t 2,8 1,4 2,9 4,6 0,6
Ta g/t 2,7 2,9 2,4 2,5 0,8
TI g/t 8,2 2,3 7,4 1,4 1,4
U g/t 86 36 162 450 3,7
A" g/t 724 350 1040 900 130

Uuringu tegevusplaani kohaselt midrati katsetes kolmest erinevast kivimiproovist kokkusegatud
proovi fiilisikalis-keemilised niitajad (orgaanilise aine sisaldus, sulfaatide sisaldus, sulfiidide
sisaldus jms, Tabel 3). Kuigi orgaanilise aine sisaldus uuritavas proovis on pisut iile miinimumi
(11,4%), on vaivlisisaldus sealjuures suhteliselt madal (2,3%). Seega on uuritaval materjalil koik
eeldused biogeense gaasi tootmiseks.
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Tabel 3. Uuritava proovi fiiiisikalis-keemilised naitajad

Niitaja Katsemeetod Mootiihik Tulemus
Analiiiitiline niiskus, W EVS 668 massi % 1,2
Utmise produktide saagis kuivainele:
uttedli 2,5
poolkoks GOST 3168 92,3

massi %
plirogeenne vesi 2,1
uttegaas ja kaod 3,1
Tuhasus, A ISO 1171 massi % 82,9
Lenduvate ainete saagis GOST 6382 massi % 11,7
giasrilr)l(i)lf;igglliieidi sisaldus GOST 7752 massi % Ei leitud
il(l)lf/ilk orgaaniline mass, ArVUtLS massi % 17.1
Kiittevadrtus iilemine GOST 147 Ml/kg 4,800
Kiittevaartus alumine 4,500
Elementkoostis:
C 11,4
H ASTM D5373 massi % 1,3
N 0,3
Uldise orgaanilise .
susiniku sisaldus, TOC arvutus massi %
Uldviivli sisaldus GOST 8606 massi % 2,30
S orgaaniline massi % 0,25
S piiriitne GOST 30404 massi % 1,53
S sulfaatne massi % 0,52
Kloori sisaldus GOST 9326 massi % 0,04

Antud peatiikk on koostatud kasutades muuhulgas geoloog Valter Peterselli poolt kogutud

materjale.
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4. Tingimuste moju metaani tootmisele — laborikatsete kirjeldus
4.1. Peamiste seadmete ja tarvikute kasutus

4.1.1. Peamised seadmed proovide ettevalmistamiseks

Tehnilised ja analiiiitilised kaalud

Tehnilised ja analiiiitilised kaalud kasutati argilliidiproovide ja mikrobioloogiliste s6otmete
ettevalmistamiseks.

Kaalude tépsused:

tehnilised kaalud - tépsus 0,01 gja 0,001 g,

analiititilised kaalud - tipsus 0,0001 g.

4.1.2. Seadmed proovide kultiveerimiseks

AMPTS II (Automaatne metaani potentsiaali testsiisteem)
AMPTS 1I seadet kasutatakse kivimiproovides leiduvate metanogeensete mikroorganismide

kultiveerimiskatsetes metaanipotentsiaali miiramiseks. Ettevotte Bioprocess Control AB (Lund,
Rootsi) poolt vilja tootatud tdisautomaatne testsiisteem vOimaldab ka automaatset
andmeanaliitisi. Uhtlasi on kultiveerimise kulgu ja metaani teket vdimalik reaalajas distantsilt
jélgida. Katse saab kiivitada korraga 15 erineva prooviga, kuid katse ajal erinevate proovide
termostateerimise temperatuure muuta ei saa, samuti pole soovitavad muud manipulatsioonid
iiksikute proovipudelitega. Seade installeeriti ettevdttesse BiotaP OU juunis 2014.

Oxitop-siisteem
Oxitop-siisteem on muldade, kompostisegude jms respiratsiooniaktiivsuse (hapnikutarbe)

modtmiseks mdeldud manomeetriline modtesiisteem, mida saab kasutada ka metaankédritamise
intensiivsuse hindamiseks. Selle siisteemiga mdiératakse rohu muutused proovidega tdidetud
katsepudelites, mis asuvad termostateeritud kambris. Protsessi kédigus eralduva siisihappegaasi

sidumiseks vOib mootepudelitesse lisada leelisegraanuleid. Erinevalt AMPTS 1I siisteemist on
keskkonnatingimuste valik iiksikutele proovipudelitele iiksteisest soltumatu. Kultiveerimiskatsed
Oxitop-siisteemiga algasid 30. mail 2014.

Termostateeritav loksuti
Seadet kasutati kultiveeritavatele mikroorganismidele sobivate temperatuuride saavutamiseks ja

hoidmiseks ning toitekeskkondade segamiseks. Kokkuleppel projekti teaduslike konsultantide

prof. Maia Kivisaare ja prof. Ain Heinaruga kasutati projekti tiitmiseks Tartu Ulikooli
Molekulaar- ja rakubioloogia instituudis asuvaid loksuteid. Lisaks kasutati ettevotte BiotaP OU
termostateeritavat loksutit.
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4.1.3. Seadmed mikrobioloogiliste sootmete valmistamiseks

Tehnilised ja analiiiitilised kaalud
Kasutati samu seadmeid, mida argilliidi proovide ettevalmistamisel (vt p. 4.1.2).

Autoklaav
oli vajalik mikroorganismide toitekeskkondade ja laborindude streriliseerimiseks.

4.1.4. Analiiiitilised seadmed

Gaaskromatograaf

Gaaskromatograaf oli vajalik eralduva gaasisegu koostise mootmiseks kdigis kultiveerimise
katsetes. Proovide gaaskromtograafiline analiiiis tehti TTU Virumaa Kolledzi Polevkivi
Kompetentsikeskuses ja TU Okoloogia ja maateaduste instituudis

Siisteem gaasi kogumiseks
Projektis kasutati gaasiproovide vOtmiseks TU Okoloogia ja maateaduste instituudi

keskkonnaseire gaasiproovide kogumise siisteemi.

pH-meeter
pH meetrit kasutati pH reguleerimiseks sootmete valmistamisel ja kultiveerimiskatsetest voetud

proovide kontrolliks. BiotaP OU soetas selleks tooks pH-meetri Voltcraft PH-100 ATC pH
Meter.

Poleti

Gaasi olemasolu demonstreerimiseks vOib kasutada katseseadme viljavoolus laboratoorset
gaasipdletit, mis soetati firmalt Total Eesti OU.

4.1.5. Laboritarvikud, kemikaalid ja tehnoloogiad

Gaasisegu Ar, N, voi N»:CO,
oli vajalik anaeroobse keskkonna tekitamiseks. Kasutatakse nii inertgaas argooni, tdostusliku
puhtusega lammastikku, limmastiku ja siisihappegaasi segu kui ka segu 90% N,, 5% H,, 5%

CO,. Siisteemi kuulusid gaasiballoon, reduktor, manomeeter, survevoolik ja gaasipiistol.

Mikrobioloogiliste sodtmete komponendid
Sootmete komponentidena kasutati mitmesuguseid suhkruid ja alkohole C-allikana, NHy-
soolasid limmastikuallikana, mikro- ja makroelemente ning puhversiisteemi.

Siistlad, ndoelad
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Korduvkasutatavad siistlad ja ndelad on gaaskromatograafi lisatarvikud ja vajalikud
gaasiproovide gaaskromatograafi sisestamiseks. Uhekordseid siistlaid ja ndelu kasutati
sootmeproovide votmiseks DNA eraldamise eesmérgil.

Sootmeproovidest DNA eraldamise komplekt
Sootmeproovidest DNA eraldamiseks kasutati MoBio Power Soil DNA Isolation komplekti.

Lauatsentrifuug
Lauatsentrifuug oli vajalik vedelfaasi proovide ettevalmistamiseks kromatograafilisteks
mootmisteks, samuti proovidest DNA eraldamisel ja amplikonide valmistamisel.

Bakteriaalse rDNA ja arhede rDNA tuvastamine

Bakteriaalse rDNA ja arhede rDNA tuvastamiseks teostati poliimeraasi ahelreaktsioon (PCR)
kasutades PCR masinat. Lisaks tuvastati DNA proovidest atsetogeenidele ja metanogeenidele
spetsiifilisi markergeene

Bakteriaalse ja arhede rDNA sekveneerimine

Bakteriaalse ja arhede rDNA amplikonide jirjestused komplekteeriti nings sekveneeriti
kasutades teise polvkonna 454 Life Sciences piirosekveneerimise tehnoloogiat.
Piirosekveneerimise  tulemusel valminud toorfailid td6deldi bioinformaatiliselt ning
identifitseeriti proovides esinevad mikroorganismid.

4.2. Mikrobioloogiliste sootmete valmistamine kultiveerimiskatseteks

4.2.1. Mikrobioloogiliste sootmete (toitainelahuste) koostamine

Mikrobioloogilised séotmed on gaaside ning anorgaaniliste ja/vOi orgaaniliste anioonide ja
katioonide (soolade) segud, mis holbustavad mikroorganismide kasvu kultuuris. SoGtmete
komponentideks on mitmesugused suhkrud ja alkoholid C-allikana, NHy-soolad
lammastikuallikana, mikro- ja makroelemendid ning puhversiisteem. Toitained vOib jagada
endogeenseteks (puuraugust voetud materjalis juba olemas) ja eksogeenseteks (need, mis
uuritavas proovis puuduvad). Tavaliselt koosnevad metaani tootva koosluse toitainelahused
anorgaaniliste soolade segust, mida valitakse jargmisest nimekirjast: NH4Cl, KH,PO4, FeSOy*
7H20, MnC12'4H20, COC12'6H20, NiC12'6H20, CuC12-2H20, ZHSO4'7H20, NaMoO4'H20,
NaQSeO3 - SHZO, N32WO4 " 2H20, Na3P04, K3PO4, KH2P04, KHPO4. NaH2P04, NaHPO4, H3PO4,
H;PO3;, H3PO,, C;-C, alkiiiilfosfaatiithendid, (C;-Cyp); trialkiiiilfosfaadid, nt trietiiiilfosfaat,
tripoliifosfaadid, fosforhappe kondenseeritud vormid, sh tripoliifosforhape, piirofosforhape,
kondeenseritud fosforhappe soolad, nt kaaliumi ja naatriumi tripoliifosfaadid (McCutcheon et al,
2011). Moned iihendid on metanogeenidele kahjulikud (sulfaadid, nitraadid, nitritid, hapnik).
Seega metanogeenide toitelahustes tuleb nende kasutamist véltida. Projekti kdigus tehti
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kirjanduse otsing metanogeensete arhede kasvuks sobivate toitekeskkondade kohta (Tabel 4,

Tabel 5).

Tabel 4. Metanogeenide eraldamiseks sobivate kasvukeskkondade vordlus, komponentide
kogused 1 liitri toitainelahuse valmistamiseks.

Khelaifia, S., . Youngsukkasem, S.,
Makroelemendid Raoult, D. and | Kotelnikova, S. and Rakshit, S.K. and
Drancourt, Pedersen, K., 1998 Taherzadeh. M.J.. 2012
M., 2013 ’ ’
NiCl,-6H,0 1,5 mg/L 0,5 mg/L
FeSO,4-H,0O 0,5 mg/LL 0,1 g/LL
FeCl,-4H,0 0,04 g/
MgSO4-7H,0 0,8 g/LL 3 g/L 0,4 g/LL
KCl 0.05 g/L 0,4 g/LL
KI 0,01 g/L
CaCl,- TH,O 0,05 g/L 0,1 g/L 0,05 g/L (2-H,0)
NaCl 1,5 g/LL 1 g/l
Puhver
KH,PO, 0,5 g/L
K>;HPO, 0,5 g/LL
(NH,4),HPO, 0,08 g/
N-allikad
NH,Cl 1 g/LL 1,2 g/l
Mikroelemendid
MnSOQOy4-7H,0 0,6 mg/L 0,5 g/LL
MnCl,-4H,0 0,5 mg/L
ZnS0O4-7TH,0O 0,1 mg/L 0,1 g/LL
ZnCl, 0,5 mg/L
CuS04-5H,0 0,02 mg/L 0,1 g/LL
CuCl,-H,O 0,5 mg/L
KAI(SO4)2-12H,0 0,2 ug/L 0,1 g/L
AICI3-6H,0 0,5 mg/L
H;BO; 7 ug/L 0,1 g/LL 0,5 mg/L.
COSO4'7H20 4 ug/L
CoCl, 0,1 g/LL 0,01 g/L (6-H,0)
Na,MoQ,-2H,0 0,5 mg/LL 0,1 g/LL 0,5 mg/L
Na,SeOs-5H,0 3 ug/L 0,5 mg/L (ilma H,O-ta)
Na,WO04-2H,0 4 ug/L. 0,5 mg/L.
Nitrilotridddikhape 0,15 mg/L 1,5 g/L
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Mikroelementide lahus SL-6 10 mL
C-allikad
Na-atsetaat 1 g/L 20 mM 300 g/LL
gliikoos 100 g/L
metanool 4 M 30 mM 100 g/L
Na- formaat 8M 30 mM
monometiitilamiin 20 mM
Trimetiitilamiin (TMA) 20 mM
H,/CO, 80:20% v/v (p = 2 bar)
Kasvustimulaatorid
triiptikaas 2 g/
koensiiim M
(merkaptoetaansulfooonhape) S mg/L.
parmiekstrakt 2 g/l 0,1 g/LL
L-tsiisteiin
hiidrokloriidmonohiidraat 0,5 g/L 0,5 g/lL 0,01 g/L
CAS-aminohapped 0,1 g/L
triiptoon 0,1 g/L
Metabolismi vaheproduktid
palderjanhape 5 mM 3 mg/L.
isopalderjanhape S mM
N-vdihape 16 mg/L. 100 g/L
2-metiitilvoihape (DL-2-
metiiiilvdihape) S mM 3 mg/L.
isovdihape 6 mM 3 mg/L
2-metiiiilpalderjanhape 5 mM
propionhape 20 mg/L 100 g/L
Redutseeriva keskkonna
indikaator
resazuriin 1 mg/L 2 mg/L.
Puhver / C-allikas
NaHCO; 10% 2,0 g/LL 6,0 g/L
Redutseeriv agent
Na>S 2% 0,5 g/L 0,3 g/L
Vitamiinide lahus Balch, 1979 Wolin et al, 1963
biotiin 2 mg/L. 2 mg/L.
foolhape 2 mg/L. 2 mg/L.
piiridoksiin (hiidrokloriid) 10 mg/L 10 mg/L
tiamiin (hiidrokloriid) 5 mg/LL 5 mg/LL
riboflaviin 5 mg/L. 5 mg/LL
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nikotiinhape S mg/L. S mg/L.

DL-kaltsium pantotenaat 5 mg/L

pantoteenhape S mg/L.

vitamiin B12 0,1 mg/L 0,1 mg/LL
p-aminobensoehape 5 mg/L. 5 mg/LL

lipohape(thioctic acid, a-lipoic

acid) 5 mg/L. 5 mg/L.

vitamiinide lahus S mL/L

pohjavesi analiiiisitavast 985 mL
puuraugust

Tabel 5. Metanogeenide kasvukeskkonnna vordlus teiste anaeroobsete mikroorganismide

kasvukeskkondadega

Metanogeenide toitaineahuse
komponentid
(McCutcheon, I.; Richard, S.
and Donald, 1. 2011)

Fermentatiivsete bakterite
toitainelahuse komponentid
(Huang, 2008)

Sulfaate taandavate bakterite
toitainelahuse komponentid
(Huang, 2008)

Toitaine Kontsentrat- Toitaine Kontsentrat- Toitaine Kontsentrat-
sioon(g/L) sioon (g/L) sioon (g/L)

MgCl, 0.363543 | CaCl,*2H,0 0.53 CaCl,-2H,0 0.53
KH,PO, 0.016991 NH,Cl 0.10 NH,CI 0.90
NaHCO; 0.800235 KH,PO, 0.10 KH,PO, 0.394
FeSO, 0.001012 NaBr 0.024 NaBr 0.024
H;BO, 2.65x 107 NaHCO; 2.10 Na,SOy4 4.50
MnCl, 5.61x10° | NaCl 10.96 FeSO,*7H,0O 0.40
CoCl, 0.000914 NaMoOy, 2.42 NaHCO; 2.10
NiCl, 0.000115 NaCl 8.76
CuCl, 1.39x 10°
ZnSO, 7.13x 107
Na,MoSO, 1.97 x 107
Na,Se0; 438 x 10°
NawO, 6.28 x 107
NaCl 7
CaCl, 0.12
NaH2P04 0.175

Tabelis 4 on esitatud kolm metanogeensete mikroorganismide kasvatamiseks sobivat
toitainelahust ning tabelis 5 metanogeenste mikroorganismide toitainelahused vorrelduna

fermentatiivsete ja sulfaati redutseerivate mikroorganismide toitaineahustega. Metanogeensete

mikroorganismide kasvatamisel segakultuuris on eriti oluline toitainelahuse piisav
puhverdusvoime,  sest  kasvukeskkond  kipub  fermentatiivsete =~ mikroorganismide
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metabolismiproduktide tdttu kiiresti hapustuma, metanogeenidele on aga soodne vaid leeliseline
kasvukeskkond (vahemikus pH 7-9). Oluline on mikroelementide ja vitamiinide lisamine, samuti
soodustab metanogeenide kasvu metabolismi vaheproduktide ja metanogeneesi substraatide
(atsetaat, metanool, trimetiitilamiin, CO, ja H; segu jms) lisamine. Nii on kirjanduse andmetel
(Khelaifia, S. et al, 2013) metanogeenide isoleerimiseks kasutatud SAB s60de nn. rikas s6dde,
mis koosneb enam kui 40-st komponendist.

Mikroorganismide isoleerimisel keskkonnaproovidest voib vilja tuua kaks sootmete valiku
strateegiat:

Rikas soode, mis sisaldab koiki isoleeritava(te) mikroorganismi(de) kasvuks vajalikke
komponente.

Eelis: mikroorganismid kasvavad kiiremini

Puudused: sootme valmistamine on keerukas (sootmekomponente voib olla iile 40),
sootmekomponendid on kallid ja s66tme majanduslik tasuvus biokaevandamisel voib olla
kiisitav

Baassoode + komponendid, mis soodustavad metanogeesi erinevate faaside toimimist.
Eelised: s6ddet on lihtne valmistada ning on lihtne leida seost metaani saagise ja
komponendi lisamise vahel; soode on majanduslikult tasuvam

Puudused: veidi suurem ajakulu, selle viltimiseks voib kéivitada paralleelselt katsed
erinevate sdotmekomponentidega

Keskkonnaproovidest eraldatakse mikroorganisme tavaliselt minimaalsootmetega mida antud
kontekstis voib kisitleda baassootmena. Kéesolevas projektis valiti selleks R2A, mis on sobiv
soode keskkonnast, sh veest mikroorganismide eraldamiseks. Sellele baassootmele voib lisada
taiendavaid komponente, nagu nt atsetaat, propionaat, butiiraat, metanool, gliikoos, etanool jne.
So6tme R2A koostis on jirgmine (Reasoner, D.J. and. Geldreich, E.E., 1985):

0,5 g pirmiekstrakti, 0,5 g Difco peptooni (Difco Laboratories), 0,5 g CAS-aminohappeid
(Difco), 0,5 g gliikoosi, 0,5 g lahustuvat tirklist, 0,3 g KoHPOy, 0,05 g MgSO4-7H,0, 0,3 g Na-
pliruvaati 1 liitri milliQ vee kohta. pH viiakse 7,2-ni kristallilise K;HPO4 v6i KH,PO4 abil ja
toitekeskkonda autoklaavitakse 121°C juures 15 min.

Jargnevates argilliidiproovide mikrokosmi katsetes lisati R2A pohisootmele tdiendavalt erinevaid
siisinikuallikaid ja  metanogeneesi  soodustavaid substraate (Tabel 6). Koaikidele
sootmevariantidele lisati NaHCOs3 puhver (edaspidises tekstis késitletakse baassootmena R2A
s0odet, millele on lisatud ainult puhver)
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Tabel 6. Erinevad lisandid R2A pohisootmele mikrokosmi katsetes argilliidiga

Komponent Molekul- | Kontsentrat- | Kontsentrat- Katse
p mass sioon, mM sioon, g/l
Siisinikuallikad
.. Seerumipudelid, Oxitop,
Gliikoos 180,16 20 3,60 AMPTS II
Etanool 46,07 20 0,92 Seerumipudelid
Vaoihape 88,11 20 1,76 Seerumipudelid
Propioonhape 74,08 20 1,48 Seerumipudelid
Metanogeneesi
substraadid
Seerumipudelid, Oxitop,
Metanool 32,04 20 0,64 AMPTS 1I
Seerumipudelid, Oxitop,
Na-atsetaat 82,03 20 1,64 AMPTS 1I

4.2.2. Anaeroobsete mikroorganismide kasvatamiseks moeldud sootmete valmistamine

Seerumipudelites olevatele argilliidiproovidele valati peale autoklaavitud s6dde, misjérel lisati
gaas anaeroobse keskkonna tekitamiseks, ning suleti dhukindlalt spetsiaalse sulguriga. S60tmest
eemaldati hapnik, juhtides 1dbi so6tme lammastikku.

Et koik anaeroobsed bakterid vajavad madalat redokspotentsiaali, siis lisati sOOtmetele
redutseerivad agendid. Argilliidikatsete jaoks autoklaavitud sootmete foto ja kultiveerimise katse
alustamiseks valmis seerumipudelid on joonisel 21 ning séotmete valmistamise skeem koos
katseplaaniga on joonisel 22.

Joonis 21. Autoklaavitud sootmete pudelid vasakul; kultiveerimiseks valmis seerumipudelid

paremal
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Argilliidiproov
(Baterid ja arhed, 11,4%
orgaanilist ainet)

Seerumipudelid 100 ml
loksutil, t = 25 °C,
2 paralleeli

M

v

Seerumipudelid 100 ml
termokapis, t = 36 °C,
6 paralleeli

Oxitop 500 ml, t =37 °C,
2 paralleeli

e R2A

e R2A + atsetaat

e R2A +gliikoos

e R2A + metanool

e R2A + etanool

e R2A + butiiraat

e R2A + propionaat

{

v

e R2A

e R2A + atsetaat

e R2A +gliikoos

e R2A + metanool

e R2A + etanool

e R2A + butliraat

e R2A + propionaat

e R2A

o R2A + atsetaat
e R2A +gliikoos

e R2A + metanool

16S rDNA (bakterid,
arhed), funktsionaalsed
geenid

v

16S rDNA (bakterid,
arhed), funktsionaalsed
geenid

Gaas, p (hPa), V (ml),
CHy sisaldus (%)

Joonis 22. Sootmete valmistamise skeem erinevate katsete jaoks (koikidele so6tmevariantidele on lisatud
NaHCQOs; puhver)
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4.3. Argilliidiproovide ettevalmistamine kultiveerimiskatseteks

Katsetes kasutati inokulumina Eesti Geoloogiakeskuselt saadud proove argilliidikihindist.
Proovid purustati haamriga vidiksemateks tiikkideks, suurima mdodtmega 1 cm. Oluline oli
saavutada vodimalikult iihtlase suurusega proovitiikikesed, samas viltides kokkupuudet
ohuhapnikuga. Seepérast viidi purustamise protseduur ldbi voimalikult kiirelt. Saadud
argilliidiproov oli iiheaegselt nii inokulumiks (mikroorganismide allikas) kui ka substraadiks
(toitainete allikas), sest proovitiiki orgaanilise siisiniku sisaldus oli 11,4% (sh vaivlit 2,3%).

4.4. Kultiveerimiskatsed argilliidi mikrokosmidega

Argilliidi mikrokosmi katsed teostati vastavalt joonisel 22 esitatud katseplaanile. Katsed
Oxitop® siisteemiga 37 °C juures kiivitati Tartu Ulikooli Molekulaar- ja rakubioloogia
instituudis 30.05.2014 ning temperatuuril 25 °C ja 36 °C termostateeritud seerumipudelites
ettevottes BiotaP OU 06.06.2014. Seerumipudeli katsete ja Oxitop® siisteemiga Kkatsete
tulemuste pohjal otsustati sodtmete valik ja tingimused AMPTS 1I siisteemi katses ning
viimase pohjal omakorda pilootkatse s6otmed ja tingimused.

4.4.1. Kultiveerimiskatsed seerumipudelitega

Metaani tootmiseks looduslike protsesside mdjutamise teel on oluline iseloomustada
biogeense gaasi tekkekohtades olevat mikroobikooslust ning selles osalevate
mikroorganismide rolli metanogeneesil. Tundes nende mikroorganismide metabolismi ja
pohiomadusi, on voimalik tunduvalt suurendada metaani tootmise efektiivsust ning tulevikus
kasutada biogeenset metaani iihena taastuvatest energiaallikatest (Logunova, A., 2013; Koide,
H. and Yamazaki, K., 2001).

Argilliidi metaani tootva mikroobikoosluse analiilisiks kéivitati 6. juunil 2014 koigi
sootmekombinatsioonidega 6 paralleelkatset 36 °C juures ning 2 paralleelkatset 25 °C juures
(joonis 22). Iga kahe nddala jdrel avati iiks 36 °C juures olev ning iga 4 nadala tagnt 25 °C
juures olev seerumipudel. Avatud seerumipudelitest voeti sodtmeproovid, millest eraldati
biomass filtreerimise teel ning sellest omakorda eraldati DNA. Jiargnes PCR analiiiis
atsetogeenidele  vdi  metanogeenidele  spetsiifiliste  praimeritega ning  seejirel
plirosekveneerimise  mirgisega amplikonide  valmistamine PCR  meetodil ning
plirosekveneerimine (ptk. 6).

6.06.2014 koigi sootmekombinatsioonidega t=20°C juures kdivitatud 2 paralleeliga katse
seerumipudelid avati vastavalt 30 pdeva ja 60 pdeva moodudes. Biomass eraldati filtreerimise
teel, sellest omakorda DNA ning jidrgnevalt toimiti samuti, nagu t=36°C katse puhul.
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a b

Joonis 24. Termostateeritud seerumipudelitega kiivitatud katsed BiotaP OU-s 06.06.14,
a-t=25°C,b-T=36°C )

Seerumipudeli katsetes kasutati tdiendavate siisinikku sisaldavate substraatidena (lisaks
baassootmele) gliikoosi, etanooli, voOihapet ja propioonhapet ning metanogeensete
substraatidena atsetaati ja metanooli (tabel 5). pH muutuste pdhjal oli nende lisandite moju
lisna samalaadne (joonis 25), kuid gaasi oli siiski rohkem eraldunud veidi kdrgema pH-ga
proovidest, millele oli lisatud metanooli, etanooli voi atsetaati (joonis 22). Ka funktsionaalsete
geenide analiiiisi pohjal soodustasid metanogeenide kasvu koik lisandid peale gliikoosi ja
orgaaniliste hapete (ptk-d 5 ja 6). Nimetatud peatiikkides kirjeldatakse lisaks atsetogeenide
jarjestuste (praimeripaariga fhs1 ja FTHFS-r) ning metanogeneesi raja jarjestuste (mrcA geeni
alusel) mddramise tulemustele ka koosluse taksonoomilist koosseisu 16S ribosomaalse RNA
geenide jdrjestuse alusel.
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Joonis 25. pH seerumipudeli katsetes , t = 36 °C
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Joonis 26. Gaasi eraldumine seerumipudeli katsetest, t = 36 °C
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4.4.2. Kultiveerimiskatsed Oxitop® siisteemiga

Oxitop® siisteemiga katsetes on mooddetavateks parameetriteks katsepudeli sisene rohk ja
gaasisegu koostis, mille alusel on vOimalik genereerida mikroorganismide kasvukover.
Oxitop®  siisteem  (WTW,  Saksamaa) on muldade, kompostisegude  jms
respiratsiooniaktiivsuse (hapnikutarbe) mootmiseks mdeldud manomeetriline modtesiisteem,
mida saab kasutada ka metaankddritamise intensiivsuse hindamiseks. Selle siisteemiga
miidratakse rohumuutused proovidega tdidetud, termostateeritud katsepudelites. Erinevalt
AMPTS II-siisteemist on keskkonnatingimuste valik iiksikutele proovipudelitele iiksteisest
soltumatu. Tartu Ulikooli Molekulaar- ja rakubioloogia instituudis on olemas Oxitop®
Control AN 6 manomeetriline katseseade 12 proovi analiiiisiks (pudelid + mddotepead +
andmehdiveseade koos juhtprogrammiga).

Joonis 27. Argilliidiproovide ja kasvukeskkonnaga tiaidetud Oxitop-pudelid

Katseseade koosneb 500 ml mahuga reaktoritest (klaaspudelitest) ning andmehdiveseadmest
(joonis 27). Oxitop siisteemi pohimdte seisneb rohu piesoelektrilises modtmises. Mdotepead
votavad pudelite sulgemisel olnud oShuréhu nullnivooks ja salvestavad siisteemis oleva
suhtelise rohu etteantud sagedusega. Anaeroobsel lagundamisel eralduv biogaas tdstab rohku
korgiga suletud gaasikindlas kalibreeritud Oxitop® klaaspudelis. Rohuanduriga varustatud
pea salvestab automaatselt kuni 360 katsepunkti, mis hiljem kogutakse
andmehodiveseadmesse. Andmehdiveseade vOimaldab iiheaegselt jdlgida gaasi rGhumuutusi
99-s erinevas Oxitop® reaktoris. Rohku moddetakse hektopaskalites (1 hPa = 102,1 Pa = 1
mbar). R6humuutuse alusel arvutatakse eraldunud gaasi kogus vorrandi (4.1) jirgi:
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pV =nRT, kus 4.1)

p — gaasi rohk [N/m?] voi [hPa]

V — gaasi ruumala [m3]

R — universaalne gaasikonstant [J/mol*K], R = 8,314 J/mol*K

T — absoluutne temperatuur [K]

n — moolide arv [mol]; moolide arvule n = 1 vastab normaaltingimustel 22,4 L. gaasi.

Reaktorina voib kasutada ka mitmekaelalist pudelit, sel juhul keskmine kael kaetakse
rohuanduriga varustatud peaga ning kiilgmised hermeetiliste korkidega, mida saab kasutada
proovide votmiseks (Koplimaa et al, 2010). See vdimaldab lisaks biogaasi tekke
kvantiteerimisele moota ka lenduvate rasvhapete sisaldust, keemilist hapnikutarvet, pH-d,
biogaasi koostist ja teisi protsessi kulgu hindavaid parameetreid. Antud projektis voetakse
gaasiproovid reaktorist katse ajal spetsiaalse lisaseadmega.

Katse kiik

Kultiveerimiskatsed Oxitop-siisteemiga algasid 30. mail 2014 vastavalt katseplaanile (Joonis
22). Mesofiilne temperatuur 37 °C valiti kui metanogeensele protsessile sobivaim, kuigi
maakoore siivakihtides voib temperatuur olla oluliselt madalam. Kasutati puursiidamiku

haamriga viiksemateks tiikikesteks, suurima mootmega 1 cm.

Katse tulemused.

Orgaanilise aine anaeroobne lagunemine kulgeb vastavalt skeemile joonisel 28. Terviklikuna
on anaeroobne lagunemine neljaastmeline protsess, mis koosneb hiidroliiiisist,
fermentatsioonist, atsetogeneesist ja 10puks metanogeneesist. Selle kidigus orgaaniline aine
lagundatakse setetes leiduvate mikroorganismide poolt metaaniks ja siisithapegaasiks.
Lagundamisega tegelevad kolm pohilist mikroorganismide gruppi: fermenteerivad bakterid,
orgaanilist ainet oksiideerivad bakterid ja metanogeensed mikroorganismid (Archaea).
Esimesel etapil lagundatakse poliimeerid nagu siisivesikud, valgud ja rasvhapped hiidroliiiisi
kdigus monosahhariidideks, aminohapeteks ja pikaahelalisteks rasvhapeteks. Seda protsessi
vahendavad bakterite poolt toodetud ekstratsellulaarsed ensiiimid. Edasi algab
fermentatsioon, mille kdigus atsidogeensed mikroorganismid lagundavad esimesel etapil
tekkinud monomeerid lenduvateks orgaanilisteks hapeteks, siisihapegaasiks ja vesinikuks.
Atsetogeensed bakterid oksiideerivad fermentatsiooni kdigus toodetud orgaanilised happed
atsetaadiks (Angelidaki et al, 2011).

On tdendoline, et esimeste niddalate jooksul joudsid toimuda vaid orgaanilise aine tarbimise
kaks esimest faasi — hiidroliiiis ja fermentatsioon ning rohku suurendavatest gaasidest on
tekkinud CO,, H,, NH3 ja veeaur. Seda oletust kontrolliti gaaskromatograafilise analiiiisiga (p.
4.5). Ocxitop-siisteemiga katsetes kasutati substraatidena nii tdiendavat siisinikuallikat
(gliikkoosi) sisaldavat toitekeskkonda kui ka tdiendavaid metanogeenide so6tmeid e
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metanogeenseid substraate (atsetaati, metanooli) sisaldavaid toitekeskkondi. Atsetaadi
kasutamine vorreldes baassootme R2A + NaHCOs-ga tdiendavat efekti gaasiproduktsioonile
ei andnud (joonised 29 ja 30).

Veidi suurema gaasitootlikkuse on andnud gliikoos, kuid katset tuleb korrata paralleelkatsete
suure hajuvuse tottu. Pohjuseks on ilmselt kivimimaterjali tiikikeste ebaiihtlane suurus ja

metaani tootva mikroobikoosluse ebaiihtlane jaotus kivimis.

Suuremat gaasi eraldumist vorreldes baassootmega oli mirgatud metanooli Kkui
metanogeneesi soodustava sootmelisandi puhul 10. katsepéevast alates.

Joonis 28. Orgaanilise aine lagunemine anaeroobses keskkonnas (Angelidaki, et al 2011)
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Joonis 29. R6humuutused argilliidiproovide mikrokosmides (t = 37 °C)
30.05.14 alustatud katsete esimestel paevadel; a- suhkruid sisaldavad s66tmed,
b- metanogeneesi soodustavad sootmed (koikidele s6otmevariantidee on lisatud
NaHCOj; puhver)
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Joonis 30. Rohumuutused argilliidiproovide mikrokosmides (t = 37 °C)
30.05.14 alustatud katsetes; a- suhkruid sisaldavad so6tmed, b- metanogeneesi
soodustavad sootmed (koikidele sootmevariantidee on lisatud NaHCO;
puhver)
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4.5. Gaasi koostise kromatograafiline miiramine

Gaaskromatograaf on vajalik eralduva gaasisegu koostise mootmiseks koigis kultiveerimise
katsetes. Metaank&dritamise katsega, kasutades manomeetrilist siisteemi Oxitop selgitati
argilliidiproovidest metaani eraldumine. Kuna metaankéaritamise kdigus eraldub ka CO,, siis
tekkiva gaasi sidumiseks voib lisada mdotepudelisse KOH voi NaOH graanuleid. Antud
katsetes seda ei tehtud, vaid gaasi koostist mdddeti kromatograafiga.

Proovide gaaskromtograafiline tehti TTU Virumaa KolledZi Palevkivi
Kompetentsikeskuses ja TU Okoloogia ja maateaduste instituudis. Osutus, et seerumipudeli
katsetes on vdimalik siistla abil mddta ka tekkinud gaasi kogust ning, kasutades TU 6koloogia
ja maateaduste instituudi katsepudeleid, moota ka tekkiva gaasi koostist. Esimesed
gaasiproovid seerumipudelitest voeti 28. katsepdeval, gaasianaliiliside tulemused on tabelites
7 ja 8.

analiiiis

Vordluseks on joonisel 33 esitatud andmed médratavate gaaside sisalduse kohta Maa
atmosfiiris viimase 40 aasta jooksul.

Tabel 7. 25 °C (a) ja 36 °C (b) juures inkubeeritud seerumipudelite gaasianaliiiisi
tulemused (koikidele so6tmete on lisatud NaHCO3)

a) Kultiveerimise temperatuur 25 °C

R2A R2A + Na- | R2A + R2A + R2A + R2A+ R2A+
Uhend atsetaat glilkoos | metanool | etanool | butiiraat | propionaat
Maht %
H, 2,3 0,0 4,2 0,0 8,1 0,0 0,0
CO, 73,3 31,0 20,7 76,1 73,3 3,6 31,4
(03 4,8 13,7 14,9 4,7 3,7 19,1 13,6
N, 19,6 55,3 60,2 19,1 14,8 77,2 55,0
b) Kultiveerimise temperatuur 36 °C
R2A R2A + Na- | R2A + R2A + R2A + R2A+ R2A+
Uhend atsetaat gliikkoos | metanool | etanool | butiiraat | propionaat
Maht %
H, 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
CO, 74,7 66,7 64,7 72,9 3,3 2,4 14,4
(03 5,0 6,5 7,0 5,4 19,0 19,4 17,0
N, 20,3 26,8 28,3 21,7 77,7 78,2 68,6
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Tabel 8. Gaasianaliiiisi tulemused, méodetud Tartu Ulikooli Okoloogia ja maateaduste instituudis, metaanisisalduse visrtused, mis iiletavad
metaanisisalduse viértust atmosfiéris on tihistatud kollasega (koikidele sootmetele on lisatud NaHCO3)

e s CO2 N20 CH4 CH4 . .
Soode Temp. Katse algus | Mootmine (ppm) CO2 (%) (ppb) (ppm) (%) Proovi kvaliteet
R2A 25°C 06.06.2014 | 31.07.2014 13 693,65 1,37 569,51 25,53 0,00255 Ebapiisav kogus
R2A + Na-atsetaat 25 °C 06.06.2014 | 31.07.2014 1 037,97 0,10 329,65 2,47 0,00025 Ebapiisav kogus
R2A + gliikoos 25 °C 06.06.2014 | 31.07.2014 12 727,56 1,27 328,83 4,00 0,00040 Ebapiisav kogus
R2A + metanool 25°C 06.06.2014 | 31.07.2014 745,38 0,07 326,72 2,02 0,00020 Ebapiisav kogus
R2A + etanool 25 °C 06.06.2014 | 31.07.2014 3 811,21 0,38 338,15 6,91 0,00069 Ebapiisav kogus
R2A + butiiraat 25 °C 06.06.2014 | 31.07.2014 566,89 0,06 331,87 2,14 0,00021 Ebapiisav kogus
R2A + propionaat 25 °C 06.06.2014 | 31.07.2014 569,97 0,06 327,36 4,62 0,00046 Ebapiisav kogus
R2A + red. agendid 36 °C 06.06.2014 | 31.07.2014 1 437,84 0,14 328,83 2,75 0,00027 Ebapiisav kogus
R2A 36 °C 06.06.2014 | 31.07.2014 | 36517,22 3,65 347,79 2,72 0,00027 Ebapiisav kogus
R2A + Na-atsetaat 36 °C 06.06.2014 | 31.07.2014 6 304,43 0,63 378,92 9,16 0,00092 Ebapiisav kogus
R2A + gliikoos 36 °C 06.06.2014 | 31.07.2014 | 24 310,46 2,43 326,15 34,59 0,00346 Korrektne
R2A + metanool 36 °C 06.06.2014 | 31.07.2014 | 23 429,05 2,34 336,81 3,25 0,00032 Korrektne
R2A + etanool 36 °C 06.06.2014 | 31.07.2014 755,60 0,08 333,35 1,96 0,00020 Ebapiisav kogus
R2A + butiiraat 36 °C 06.06.2014 | 31.07.2014 8 887,02 0,89 326,97 2,01 0,00020 Ebapiisav kogus
R2A + propionaat 36 °C 06.06.2014 | 31.07.2014 557,34 0,06 331,29 1,95 0,00019 Ebapiisav kogus
R2A 37 °C 13.07.2014 | 06.08.2014 | 68 319,23 6,83 354,57 6,02 0,00060 Korrektne
R2A + metanool 37 °C 13.07.2014 06.08.14 109 413,93 10,94 1 908,44 19,90 0,00199 Korrektne
R2A + metanool 37 °C 30.05.2014 | 13.08.2014 734,00 0,07 256,02 4,75 0,00048 Korrektne

Lopprapordi valmimise ajaks (15.09.14) on laboris lisaks véljaspool antud esimest alusuuringu etappi alustatud katsetatud mikrobioloogilise
sootmekombinatsiooniga saadud argilliidist toodetud metaani sisalduseks gaasifaasis kuni 30%, viidatud metaani eraldumine algas 52. katsepédeval. Seetdttu
vOib lugeda iihte kédesoleva projekti iilesannetest — tdestada metaani tootmise voimalikkus Eestis leiduvast graptoliitargilliidist — tdidetuks.
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Joonis 32. Joonis 27. Kasvuhoonegaaside CO,, N,O, CH4 ja freoonide (CFC-12 -
diklorodifluorometaan, CFC-11 - triklorofluorometaan, HCFC-22 —
klorodifluorometaan, HFC-134a — tetrafluoroetaan) keskmise sisalduse muutused Maa
atmosfiéris viimase 40 a jooksul (Wikipedia).

Argilliidi orgaaniline materjal on raskesti lagundatav siisinikuallikas ja gaaside teke sellest
vOtab monevorra rohkem aega, vorreldes nt biometaani tootmisega. Metaani keskmine
sisaldus Maa atmosfiddris on 1,8-1,9 ppm, seega metaani tootmise seisukohalt voib
positiivseteks lugeda koik tulemused, milles metaanisisaldus oli Maa atmosfédri viirtusest
suurem (tdhistatud kollasega tabelis 8). 25 °C juures teostatud seerumipudelite katetest andsid
metaani osas positiivse tulemuse baassdéode ning R2A + etanool; 36 °C juures teostatud
katsetest R2A + gliikoos ning R2A + Na-atsetaat. Oxitop-siisteemiga teostatud katsetest (t =
37 °C) eraldus metaani kdige enam baassdotme ning R2A + metanooli katses.

Metanogenees on orgaanilisest materjalist metaani tekke protsessi viimane etapp. Metaani
tootmine voib toimuda kolme pohilist rada pidi (joonis 33):

e atsetoklastiline metanogenees (CH;COO™ + H" — CH, + CO,),

e hiidrogenotroofne metanogenees (H, + CO, — CH4 + H,0),

e metiilotroofne metanogenees (4CH3;OH — 3CH,4 + CO, + 2H,0).
Joonisel 33 esimene rada on atsetoklastiline metanogenees: atsetaat 10hutakse metaaniks ja
siisinikdioksiidiks. Teine rada on hiidrogenotroofne metanogenees: siisinikdioksiid
taandatakse metaaniks, kasutades vesinikku elektrondoonorina. Kolmas rada on
metiilotroofne metanogenees: metiileeritud C1 iihendid (metanool, metiiiilamiin jne)
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konverteeritakse metaaniks, kusjuures moned CI1 iihendid oksiideeritakse CO,-ks, et
moodustada elektronid, mis on vajalikud teiste C1 molekulide taandamiseks.

Kildagaasi tekkimisel toodetakse metaani peamiselt kahte rada pidi: atsetoklastiline
metanogenees ehk &dddikahappeline fermentatsioon (CH;COOH — CHy + CO;) voi
hiidrogenotroofne metanogenees ehk CO, taandamine (CO,+4H,— CH4+2H,0).

(2

&)

Joonis 33. Metanogeneesi kolm rada

Kiesolevates katsetes nihti suurenenud metaani kogust glikkoosi, NaHCO;3; metanooli,
atsestaadi ja etanooli lisandiga sOOtmete, st koigi sOOtmete, v.a. orgaanilised happed
kasutamisel. Seega voib argilliidi orgaanilisest ainest saadud gaasi analiiiisi pohjal delda, et
tootavad nii hiidrogenotroofne, atsetoklastiline kui metiilotroofne rada. Veidi suuremad
metaanisisaldused saadi kultiveerimisel temperatuuril 36°C, vorreldes temperatuuriga t=20°C,
mistottu on mdistlik just seda temperatuuri ka edaspidistes katsetes rakendada. S66tmetest on
moistlik edasi tootada metiilotroofse raja sodtmetega (nt metanool).

Laboris lisaks viljaspool antud projekti katsetatud mikrobioloogilise sb6tmekombinatsiooniga
on aga saadud argilliidist toodetud metaani sisalduseks gaasifaasis kuni 30%, kusjuures
metaani eraldumine algas 52. katsepdeval. Seetdottu vOib lugeda iihte kidesoleva projekti
ilesannetest — tdestada metaani tootmise voimalikkus Eestis leiduvast graptoliitargilliidist —
tdaidetuks.
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4.6. Metallide analiiiis

Graptoliitargilliidi kihi (diktiioneemakilda) all lasub Ordoviitsiumi korgendatud fosfori,
fluori, uraani ja srontsiumi sisaldusega oobolusliivakivi ning Kambriumi liivakivi ja aleuroliit.
Nendesse terrigeensetesse kivimitesse on koondunud Ordoviitsiumi-Kambriumi veekihi
surveline vesi, mille mineraalsus suureneb 16una suunas peamiselt Na ja Cl sisalduse arvel.
Vee mikroelementide sisaldus on fooniline ja ei iileta kiinnisarvu taset (Ohtlike ainete
pohjavee kvaliteedi piirviirtused. Keskkonnaministri 11. augusti 2010. a méérus nr 39). On
teada ainult tektooniliste rikete piires korgendatud U sisaldus (kuni 20 ug/l) (Peteresell,
2012). Viimase arvamuse kohaselt voOiksid diktiioneemakilt ja selle rikastusjddtmed kui
kaaliumi-, fosfori-, moliibdeeni-, uraani-, vase- jt elementide rikas toore olla kasutatav
pollumaade viljakuse tostmisel paljudes Eesti piirkondades, kus nende elementide sisaldus on
mullas oluliselt madalam mulla keskmisest (Petersell, 2007).

Kuna gaasi pohikomponent, orgaaniline aine, on kildas peendispersses olekus, jaotub kivimis
ebaiihtlaselt ja on metallorgaaniliste {ihendite (Lippmaa et al, 2011) kaudu otseselt seotud
mikroelementidega, vdib nende moju keskkonnale (esimeses jirjekorras pohjaveele) olla
erinev. Siiski on diktiioneemakilt oma omadustelt veepide ja veepideme omadustega on
samuti kilta kattev savirikas glaukoniitliivakivi, mille paksus jddb 1-2 m piiridesse (Petersell,
2012).

Mikroorganismide mdju kohta argilliidis olevate metallide leostumisele metaangaasi tootmise
eesmargil on varasemaid andmeid vihe. On kiill uuritud metallide leostumist veega
polevkivituhast (Kangor, 2014). Mineraalse koostise muutustes tdheldati reaktiivsete Ca ja S
sisaldavate mineraalide lahustumist (lubi, beliit, anhiidriit, trikaltsiumaluminaat) ja
sekundaarsete faaside teket (portlandiit, kips) koos karboniseerumisega, mis viljendus
kaltsiidi sisalduse kasvus. Apatiidis vOib korgtemperatuuriliselt toimuda heksavalentse kroomi
ioonvahetus fosfaatiooniga. Pohiliselt on uuritud aga metallide leostamist argilliidist hapetega, nt
vddvelhappega, kuid ka muid metallide kivimist vabastamise meetodeid, nagu oksiideerimine ja
hiidrogeenimine (Lippmaa et al, 2009 ja 2011).

Argilliidis olevad metalid (Mo, Ni, Re, U, V) pole kergesti leostatavad, sest nad on
immobiliseeritud porfiiriini ringidesse. Orgaanilises keemias nimetatakse suurt heterotsiiklilist
aromaatset ringi, mille tuum koosneb kolmest piirroolist ja iihest piirrolidiinist kloriiniks
(joonis 34). Erinevalt porfiiriinidest koosnevast porfiinist on kloriin kiill aromaatne, kuid mitte
ringi kogu ulatuses. Mg sisaldavad kloriinid on klorofiillid — kloroplastide kesksed
fototundlikud pigmendid. Kloriiniringe on vdimalik katkestada oksiideerimise teel, kasutades
poletamist voi termilist tootlust. E. Lippmaa on vélja pakkunud, et porfiiriiniringe voiks
katkestada hiidrogeenimise teel. Metallidega kelaaditud porfiiriiniringe saab elektroliiiitiliselt
hiidrogeenida esmalt kloriinideks ja seejdrel katkestada, vabastades kelaaditud metallid U, V
ja Ni. Seda meetodit on kasutatud Venetsueela toorbituumeni suspensiooni puhul (Lippmaa et
al, 2011).
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Joonis 34. Porfiiriin ja erinevad kloriinid.

Porfiiriine leidub k&ikjal, sh metoriitides ja kosmilises tolmus (Lippmaa et al, 2011).
Alpiinsetest polevkividest on porfiiriine leitud juba méodunud sajandi alguses (Treibs, 1934).
Australian Government Analytical Laboratories on avaldanud rea eluprotsessideks vajalikest
metallidest (AGAL). Nimekiri holmab véimalike kiltadest toodetavate metallidena Ag, Au, Cd, Ce,
Co, Cu, Hg, Mn, Mo, Ni, Re, Zn, Zr, Th, U, V ja Y, samas on need metallid monede liikide
eksistentsiks hddavajalikud. Koik need metallid, sh U ja Th isotoobid moodustavad véga stabiilseid
kelaate. Mida raskem on tsentraalne kelaaditud aatom, seda tugevama kompleksi ta porfiiriinringiga
moodustab. Paljud raskmetallid (Re, U, Mo) akumuleeruvadki vaid kiltades, tdnu suurele afiinsusele
porfiiriinringi suhtes. Kéik mustad kildad on oma pohikoostiselt ja neis sisalduvate vddrismetallide
realt iillatavalt sarnased. Kiltades domineerivad kaks rithma metalle Mo, Ni, Re, U,V ja Ag, Bi, Cd,
Cu, Se. Esimene metallideriihm on orgaanilise ainega seotud molekulaarsel tasemel, kuid teine rithm
moodustab eraldi mineraale. Ilmselt pole elu keemia eoonide jooksul selles osas palju muutunud.
(Lippmaa et al, 2011)

Kéesolevas t60s telliti metallide analiiiis Eesti Geoloogiakeskuse laborist (tabel 9) ja Eesti
Keskkonnauuringute Keskusest (tabel 9). Analiiiisitavateks proovideks olid 69. katsepédeva
proovid. Et analiiiiside vastused saabusid vahetult 16ppraporti esitamise tdhtajale eelneval
pdeval, siis tulemuste tdpsem analiiiis esitatakse koos proovide piirosekveneerimise tulemuste
ja bioinformaatilise analiiisiga. Vanaadiumi sisalduse pohjal kultiveerimiskatsetes eeldati
esialgu, et tulevasel gaasitootmisel on voOimalik selle metalliiooni leostumist pdhjavette
viltida. Vanaadiumisisalduse piirid graptoliitargilliidis Toivo Kallaste andmetel (297
puurauku) on 482-1083 ppm. (Voolma et al, 2013). Proovivotupiirkonna graptoliitargilliidi
keskmine vanaadiumisisaldus on 724 ppm (tabel 2, joonis 35). Erinevate soGtmetega
graptoliitargiliidiproovide leostamisel jédi vanaadiumisisaldus vedelfaasis 11 000-22 000 korda
viiksemaks kui see on lihtekivimis. Uhes proovis (proov 14A) oli vanaadiumisisaldus 3000
korda véiksem kui argilliidis, tulenevalt séo6tmekomponentidest (tabel 10).
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Tabel 9. Metallide analiiiis Eesti Geoloogiakeskuse laboris

EESTI
GEOLOOGIA-
KESKUSE
LABOR

EAK poolt
akrediteeritud
katselabor

registreerimisnumbriga L093

VEE ANALUUSI TULEMUSED

TELLIJA: BiotaP OU

Kadaka tee 82, 12613, Tallinn
Tel. 6720074 / 5256298

Objekt:
V14-
Tellimus nr. 327 k.11
Kuupéev: 22.08.2014
Anallilsitav komponent Meetod/ standardi nr.
Ca, Mg, CI, HCO3, CO3 karedus, PHT tiitrimine - ISO 6058, ISO 6059, ISO 9297, ISO 9963-1,EVS-EN ISO 8467
pH elektromeetria - EVS-EN ISO 10523
F, Fe, PO4, tldP spektrofotomeetria -GOST 4386, GOST 4011-4, EVS-EN ISO 6878,
Uld N, Si02 spektrofotomeetria - EVS-EN ISO 11905/ISO 7890-3, STV-1,
Cu, Zn AAS-leek - ISO 8288
Ba, Co, Mo, Ni, Pb AAS-grafiit - EVS-EN ISO 15586
K, Na leek-fotomeetria - ISO 9964-3
S04 kaalanallilis - GOST 4389-2
varvus visuaalne - EVS-EN ISO 7887
Proovi nr., M®oétlhik Ba Co Cu Mo Ni Pb Zn Ca Mg K Na F Fe Cl SO4 | PO4 | HCO3 | CO3 N PO4 pH PHT Sio2 karedus | varvus
ud uld uldP :I](gll kraadi
R2A + NaHCOs mg/l <0,2 0,098 | 0,025 | 0,097 | 0,421 | <0,002 | 0,04 49,1 1298 30,0 237,5 | 10,75 | 10,52 67,4 |5399]| 069 | 170,8 <6,0 5,07 1,65 [5,89 76,0 21,64 4,90 >80
R2A + gliikoos mg/l <0,2 | 0,105 | 0,03 | 0,113 | 0,671 |<0,002 | 0,05 39,3 [536| 30,0 | 2250 | 24,24 | 10,67 | 755 |4757| 3,86 | 1220 | <6,0 | 11,85 | 525 [5,33 | 504,0 25,34 6,37 >80
R2A + metanool mg/l <0,2 [ 0,059 | <0,02 | 0,100 | 0,347 | <0,002 | <0,04 | 29,5 |53,6 | 32,1 240,0 | 12,66 | 11,06 | 67,4 |538,2| 1,57 | 1953 | <6,0 7,41 1,90 |5,90 70,4 20,36 5,88 >80
Maaramispiir mg/l 0,20 [ 0,003 | 0,02 | 0,006 | 0,005 | 0,002 | 0,04 1,0 0,6 0,6 0,6 0,07 0,02 3,5 3,3 0,01 6,0 6,0 0,5 0,03 0,5 0,4 0,05
Analls on tehtud filtreeritud proovidest.
Analldtik: V.Kalasnikova,
S.Safonova
*PHT — permanganaatne hapnikutarve
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Tabel 10. Vanaadiumi sisalduse analiiiis Eesti Keskkonnauuringute Keskuses
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Siiski on need véirtused suuremad kui varasem sisalduse kiinnisarv pohjavees (50 pg/mL),
vanaadiumisisaldus proovides oli 1,28 kuni 4,3 korda suurem kui varasem lubatud kiinnisarv
(Pinnases ja pohjavees ohtlike ainete sisalduse piirnormidKeskkonnaministri 2. aprilli 2004
midrus nr 12.). Praegu kehtivas miiruses ei ole vanaadiumisisalduse piirnormi pdhjavees
vilja toodud (Ohtlike ainete pohjavee kvaliteedi piirvdartused. Keskkonnaministri 11. augusti
2010. a midrus nr 39).

Joonis 35. V, Mo ja Pb kontsentratsioonid Eesti graptoliitargilliidis modelleerituna
puursiidamike andmete pohjal (Voolma et al, 2013)

Raskemetallid, nagu vanaadium (V), moliibdeen (Mo), seleen (Se), arseen (As) ja kroom (Cr)
muutuvad liitkuvaks ka iiksnes aluselistes tingimustes, ilma mikroorganismide lisandita ja
kujutavad endast vee saastumise ohtu (El-Hasan et al. 2011). Kéesolevas to6s analiitisitud
argilliidiproovide mikrobioloogilites sootmetes iiletasid raskmetallidest pOhjaveele seatud
piirvédirtuse veel Ni (11,2 korda), Mo (5,4 korda) ja Co (1,17 korda) ja (joonis 37). See on
esialgse analiiisi  tulemus, muuhulgas tuleb vilistada raskmetallide leostumine
kultiveerimiskatsetes kasutatavast katseaparatuurist.
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Joonis 36. Erinevate mikrobioloogiliste sootmetega argilliidist leostunud metallide sisaldus.
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Joonis 37. Raskmetallide sisaldus kultiveerimiskeskkonnas

Viimasel ajal peetakse argilliiti lisaks energeetilise viértusega toorainele ka haruldaste ja
véddrismetallide maagiks (Lippmaa et al, 2011; Voolma et al, 2013). Kui omavahel vdorrelda
metalle sisaldavate mustade kiltade minimaalseid rikastusvéértusi (minimum enrichment
value, m.e.v.), vOib Eesti argilliidi lugeda rikastatuks uraani (m.e.v. 30 ppm), moliibdeeni
(m.e.v. 200 ppm), vanaadiumi (m.e.v. 1000 ppm), plii (m.e.v. 100 ppm) ja koobaltiga (m.e.v.
30 ppm) (Voolma et al, 2013).

Kokkuvote

Kiltades domineerivad kaks riithma metalle Mo, Ni, Re, U,V ning Ag, Bi, Cd, Cu, Se.
Esimene metallideriihm on orgaanilise ainega seotud molekulaarsel tasemel, teine rithm
moodustab eraldi mineraale. Esimese rithma metallidega kaasneb ka suurem organilise aine
sisaldus.

Kéesolevas to6s analiiiisitud argilliidiproovide mikrobioloogilites séotmetes iiletasid
raskmetallidest pohjaveele seatud piirvéirtuse Ni, Mo, Co ja V. Ulejdinud leostunud
mineraalsete tihendite analiilisitulemuste tdlgendamine jéatkub.

Et viltida tdielikult metallide vdimalikku leostumist podhjavette, on alustatud véljaspool
projekti antud etappi lisakatseid siderofooride kaasamisega. Eesmirk on leida tingimused, kus
metalliiihendid seotakse bakterite abil.
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5. Argilliidi metaani tootev mikroobikooslus

5.1. Metanogeensed arhed

Kui Woese ja Fox 1977. a. esmakordselt domeeni iirgid e arhed (Archea) kirjeldasid, peeti
neid Maa varajases evolutsioonilises ajaloos kujunenud prokriiootide iidseks haruks (Woese,
C.R. et al 1977). Maa atmosfidir ja hiidrosfdir olid arhede ilmumise ajal praegusega vorreldes
tunduvalt kuumemad ja redutseeritumad ning vastavalt ka esimesed isoleeritud arhed olid kas
ekstremofiilid vO0i anaeroobid. Viimase kahe aastakiimne keskkonnauuringutega
molekulaarsete meetodite abil on arhede jérjestusi avastatud aga ka praktiliselt koigist
mesotermilistest keskkondadest, kaasa arvatud hapnikurikas muld, ookeanid ja
mageveekogud.  Seetdttu  peetakse arhesid tidnapdeval bakteritega samavéiirselt
kosmopoliitseteks eluvormideks, kes on kohandunud oma 6koloogiliste niSSidega ning kellel
on mitmeid erinevaid metabolismiradu (Angel, R.; Claus, P. and Conrad, R. 2012)

Metanogeensed arhed (metanogeenid) ei kasva hapniku juuresolekul, kuid taluvad seda
monest tunnist kuni mone 66pdevani. Metanogeene on inkubeerimisel eraldatud isegi kuni 10
aasta vanusest proovist. Mullas on metanogeenid inaktiivses olekus. Angel et al (2012)
uurisid arhede leidumist erinevate piirkondade mulla mikrobioomides. Nad kaalusid
rohukindlasse siistlasse 5 g mulda, tekitasid lammastiku abil (0,5 bar) anaeroobse keskkonna,
lisasid 5 ml milliQ vett ja inkubeerisid proove 25°C juures pimedas 48 60pédeva, tdiendavaid
sootmeid lisamata. Koosluse analiiiis arhede 16S ribosomaalse RNA geeni jirgi, kasutades
TRFLP (terminal restriction fragment length polymorphism) ja qPCR analiilisi nditas
hdimkonna Methanosarcina domineerimist. Selle hdimkonna geenikoopiate arv korreleerus
viiga histi metaaniproduktsiooni kiirusega. Tiiendava &'°C analiiiisi alusel selgus, et
domineeriv metanogeneesi rada oli atsetiklastiline. Enne inkubeerimist voetud mullaproovide
metanogeense vOtmeensiilimi metiiiil koensiiim M reduktaasi jirjestuste pohjal oli teine
domineeriv hdimkond Methanocella, lisaks tuvastati moned Methanobrevibacter ja
Methanobacterium jirjestused. Vaid kahe hdimkonna globaalne leidumine kinnitab hiipoteesi,
et nad on mulla bioomi autohtoonsed liikmed, kes on viga hdsti oma elukeskkonnaga
kohastunud (Angel, R.; Claus, P. and Conrad, R. 2012).

5.2. Argilliidi mikroobikoosluse analiiiis

Tundes kivimites, sh argilliidis leiduvate mikroorganismide metabolismi ja pdhiomadusi, on
voimalik tunduvalt suurendada metaani tootmise efektiivsust ning tulevikus kasutada
biogeenset metaani iihena taastuvatest energiaallikatest (Logunova, A. 2013; Koide, H. and
Yamazaki, K. 2001).
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Senised uuringud on toimunud pdhiliselt jargneval lehel toodud skeemi alusel:
— ()

Joonis 34. Vooskeem biogeense gaasi mikroorganismide konsortsiumi
moodustumisest (Vanzin, G. 2006).

Esmalt isoleeritakse mikroorganismid nende kasvukoha kas tahkest substraadist voi selles
sisalduvast veest (formation water) (1). Jirgmisena eraldatakse konsortsiumist vidiksemad
mikroobikooslused voi iiksikud liigid (2). Jirgneb mikroorganismide identifitseerimine (3).
Voidakse luua ka uued kooslused, kombineerides liike esialgsest konsortsiumist (4). Lopuks
hinnatakse uue konsortsiumi omadusi (5).

5.2.1. Anaeroobse koosluse eraldamine biogeense gaasi tekkekohtadest

Anaeroobseid mikroorganisme on voimalik koguda maakoore pinnalidhedastest kihtidest
(subsurface layers), kasutades viga erinevaid proovivotu kohti ja tehnikaid. Nende hulgas:

e virske voi toddeldud formatsioonivesi (formation water);

e tahked proovitiikikesed puuraukudest (drill cuttings);

e puursiidamike kiilgseinast voetud proovid (sidewall core samples),

e tervest puursiidamikust voetud proovid (whole core-samples);

e survestatud puursiidamike proovid (pressurized whole core samples).
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Eelpool nimetatud mikroorganismide allikad jagunevad vedelateks ja tahketeks
substraatideks. Vedelate substraatide puhul kogutakse mikroorganisme lihtsa anaeroobse
filtreerimise meetodil. Tahke substraadi puhul tuleb mikroorganismide kéttesaamiseks
substraat tiikeldada, et saada proovid substraadi keskelt. Protsessi voib ldbi viia kas
anaeroobses kambris voi kasutades ,,glove bag’i* (Vanzin, G. 2006).

Tédnapédeval peetakse survestatud puursiidamike proove sobivaimaks mikroorganismide
allikaks elujoulise populatsiooni saamisel (Toledo, G.V.; et al 2011). Tootluse véltel hoitakse
substraati anaeroobsetes tingimustes, sest kdik maakoore pinnaldhedastest kihtidest périt
mikroorganismid surevad hapniku kdes. Samuti valmistatakse anaeroobsetes tingimustes kdik
mikroobikultuuri moodustamiseks vajalikud s66tmed ja puhvrid (Vanzin, G. 2006). Lisaks on
oluline siilitada mikroorganismide jaoks sobiv temperatuur, pH, redokspotentsiaal (Eh),
toitainete kontsentratsioon, soolsus, ioontugevus ja metalliioonide sisaldus. Pirast
kultiveerimist anaeroobses keskkonnas teostatakse edasine koosluse analiiiis molekulaarseid
meetodeid kasutades.

5.2.2. DNA eraldamine ja mikroorganismide identifitseerimine raskesti
lagundatavatest siisinikuaallikatest)

Protsess algab kivimiproovis olevate mikroorganismide kultiveerimisega, millele jirgneb
DNA eraldamine proovist. Péarast seda amplifitseeritakse 16S rDNA geenid PCR-i abil,
kasutades universaalseid praimereid. PCR-i amplikonid visualiseeritakse agarosogeelil.
Béndid on vdimalik geelist eraldada ja sekveneerida. Viimasena toimub saadud sekventside
vordlus, kasutades 16S rDNA andmebaasi, ja fiillogeneetilise puu ehitamine.
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5.3. Argilliidi metagenoomi miiramine: ettevalmistus

5.3.1. Too kaik

Et vilja selgitada metaani tootmises osalevate mikroorganismide kooslus DNA
sekveeneerimise abil, eraldati kasutatud sootmetest kindlate ajavahemike tagant DNA ning
teostati poliimeraasi ahelreaktsioon (PCR) atsetogeenstete ja metanogeensete bakterite ja
arhede markergeenide méidramiseks (atsetogenees on enamasti vajalik metanogeneesi
toimumiseks). Proovid, milles tehti kindlaks atsetogeenide ja/vdi metanogeenide olemasolu,
valmistati ette sekveneerimiseks. Valitud DNA proovidega teostati PCR bakterite ja arhede
16S rRNA geenide amplifitseerimiseks, puhastati saadud amplikonide raamatukogu
reaktsiooni komponentidest agaroos-geelelektroforeesil, eraldati geelist, iihtlustati proovide
kontsentratsioonid jirgnevaks sekveneerimiseks firmas Microsynth AG (Sveits) kasutades
teise poOlvkonna 454 piirosekveneerimise tehnoloogiat. Amplikonide raamatukogu
koostamiseks kasutati kaheosalist PCRi, mille abil DNA jirjestused paljundati ning lisati
sorteerimis-mérgis ja piirosekveneerimiseks vajalikud GS Titanium adapterjérjestused.
Amplikonide raamatukogu koostamisel ldhtuti 454 sekveneerimisjuhendist (Roche) “454
Sequencing System. Guidelines for amplicon experimental design” (suunised amplikonide
disainimiseks), meetodist “Universal tailed amplicon sequencing” (universaalsete
adapterjarjestustega amplikonide sekveneerimine).

5.3.2. Praimerid

Metanogeensete arhede detekteerimiseks kasutati kolme praimeripaari, mis seonduvad
metanogeneesi markergeenile mcrA, mis kodeerib metiiiil-koensiiim M reduktaasi (MCR)
subiihikut A (allpool toodud tabel).

Atsetogeensete bakterite detekteerimiseks kasutati praimeripaari, mis seondub atsetogeneesi
markergeenile fhs, mis kodeerib formiiiiltetrahiidrofolaadi siintetaasi (FTHFS) (Tabel 11).

Tabel 9. Praimerid atsetogeensete ja metanogeensete mikroorganismide
detekteerimiseks

. i e .
Praimeripaar Miératav geen (bp) mikroorganismide Allikas
grupp
MLf-MLr mcrA ~470 metanogeenid Tuottonen ef al.
MCRf-MCRr mcrA ~490 metanogeenid 006 '
MEI1-ME2 mcrA ~760 metanogeenid
Fhs1-FTHFSr Jfhs ~250 atsetogeenid Xu et al., 2009

Proovide ettevalmistamisel sekveneerimiseks kasutati praimereid, mis seonduvad bakterite ja
arhede 16S rRNA geenidega:

BiotaP OU Reg code 11401239 www.biotapristine.com 71/ 104




Biogeense Gaasi tootmisvoimaluste uuringud

Tabel 10. Skeveneerimispraimerid bakterite 16S rRNA ja arhede 16S rRNA geenide
amplifitseerimiseks

Amplikoni Maratay
Praimeripaar ) P mikroorganismide Allikas
pikkus (bp)
grupp
BSR357-BSF8 ~400 bakterid McKenna et al., 2008
Arch349F-A934b | ~650 arhed Takai et al., 2000;
Grosskopf et al., 1998
5.3.3. DNA eraldamine

DNA eraldamiseks filtreeriti 10 ml s66tmeproovi ldbi 30 mm Whatman siistlafiltri (poori
suurus 0,2 pm). Pdrast proovi filtreerimist mdddeti so6tme pH.

Proovidest DNA isoleerimiseks kasutati MoBio PowerSoil® DNA Isolation komplekti.
Eraldamisprotsessi kaasati negatiivsed kontrollid (Blank), s66tmeproovi asemel kasutati
puhast vett, et kontrollida DNA eralduse kvaliteeti. Pdrast DNA eraldamist moddeti proovide
DNA kontsentratsioon, kasutades fluoromeetrit Qubit ja fluorestsentsvirvi Quant-iT™
dsDNA BR Assay komplekti.

5.3.4. PCR reaktsioonid ja elektroforees

Atsetogeenide ja metanogeenide tuvastamiseks paljundati uuritavad DNA jirjestused PCR
meetodi abil. Reaktsioonis kasutati 3 pl algset DNA proovi. Reaktsiooni kogumaht oli 30 pl,
mis sisaldas praimereid 10ppkontsentratsiooniga 0.2 uM ja Smart-Taq Hot Red 2x PCR Mix
lahust (0.1U/uL Smart Taq Hot Red termostabiilne DNA poliimeraas, 4mM MgCl,, 0.4mM
dATP, 0.4mM dCTP, 0.4mM dGTP, 0.4mM dTTP; Naxo OU, Eesti).

Atsetogeenide tuvastamiseks kasutati Fhs1-FTHESr praimereid ja varasemalt publitseeritud
PCR programmi (Xu et al., 2009). Metanogeenide olemasolu proovides tuvastati ME1-ME2,
MLf-MLr ja MCRf-MCRr praimerite ja vastavate PCR programmide abil (Juttonen et al.,
2006).

Bakterite 16S rRNA ja arhede 16S rRNA geenide sekveneerimiseks paljundati uuritavad
DNA jérjestused kaheosalise PCR meetodi abil. Esimeses PCR-is oli spetsiifilise praimeri
kiiljes poolik adapterjirjestus ja sorteerimis-mirgis ning teise PCR-1 kidigus pikendati
adapterjdrjestust. Esimeses PCR-s kasutati 3 ul algset DNA proovi. Teises PCR-s kasutati
DNA amplikoni 10 kordset lahjendust. Reaktsiooni kogumaht oli 30 pl, mis sisaldas
praimereid Idppkontsentratsiooniga 0.2 puM ja vastavat lahust. Arhede 16S rDNA
tuvastamiseks kasutati lahust Smart-Taq Hot Red 2x PCR Mix (0.1U/uL Smart Tag Hot Red
termostabiilne DNA poliimeraas, 4mM MgCl,, 0.4mM dATP, 0.4mM dCTP, 0.4mM dGTP,
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0.4mM dTTP; Naxo OU, Eesti). Bakteriaalse 16S rRNA geenide tuvastamiseks kasutati
lahust Maxima® Hot Start PCR Master Mix (2x)(Maxima® Hot Start Tag poliimeraas 2X Hot
Start PCR puhvris, 400 uM dATP, 400 uM dGTP, 400 uM dCTP, 400 uM dTTP, 4mM
MgCl,; Thermo Scientific).

NTC (no template control) ehk negatiivne kontroll lisati kdikidele PCR reaktsioonidele.

Tabel 11. Programm arhede 16S rRNA geenide tuvastamiseks

PCR1 PCR1I

95°C 15 min 95°C 15 min

92°C 45 sec 92°C 45 sec

42°C 30sec | 5x 42°C 30sec 5x
72°C 90 sec 72°C 90 sec

92°C 45 sec 92°C 45 sec

65°C 30 sec 35x 65°C 30 sec 20x
72°C 90 sec 72°C 90 sec

65°C 30 sec 65°C 30 sec

72°C 10 min 72°C 10 min

4°C oo 4°C oo

Tabel 12. PCR programm bakteriaalse 16S rRNA geenide tuvastamiseks

PCR PCRII

95°C 15 min 95°C 15 min

95°C 30sec } 95°C 30sec }

50°C 30 sec 3x 62°C 30 sec 5x
72°C 60 sec 72°C 60 sec

95°C 30 sec 95°C 30 sec } 20x
65°C 30sec | 28x 72°C 60 sec

72°C 60 sec 72°C 10 min

72°C 10 min 4°C oo

4°C oo

PCR amplikonide pikkuste identifitseerimiseks agaroos geelelektroforeesil kasutati 1 kb DNA
markerit (Naxo OU, Estonia). PCR amplikonide virvimiseks kasutati Smart 6x Loading Dye
Orange G virvi (Naxo OU, Estonia).

Joonis 36. Geelelektroforeesil kasutatud
1kb DNA marker
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5.3.5. PCR-i produktide analiiiis geelelektroforeesil 1% agaroosgeelis

DNA ladder
1C
9C
2C

10A
3C
Blank
4C

K1

5C

K2

6C

K3

7C

K4

8C

K5

K6

A 3A
K7

A6

K8

A 6A
K9

1D
K10
2D

A2

3D
A2A
4D

A3

5D

6D

3B 25C
7D

4B 25C
8D

5B 25C
9D

6B 25C
10B

7B 25C
Blank
8B 25C
1B 25C
9B 25C
2B 25C
1E

DNA ladder

Joonis 37. Argilliidi kasvatuskatetest 18.08.14 eraldatud DNA proovide PCR produktide

geelelektroforees.
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K6
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K8
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A 4A
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Al4
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DNA ladder
1C
9C
2C

10A
3C
Blank
4C

K1

5C

K2

6C

K3

7C

K4

8C

K5

K6
A3A
K7

A6

K8

A 6A
K9

1D
K10
2D

A2

3D
A2A
4D

A3

5D

6D

3B 25C
7D

4B 25C
8D

5B 25C
9D

6B 25C
10B

7B 25C
Blank
8B 25C
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9B 25C
2B 25C
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DNA ladder

Joonis 38. Argilliidi kasvatuskatetest 20.08.14 eraldatud DNA provide PCR produktide

geelelektroforees.
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Joonisel 37 on kujutatud 18.08.14 argilliidi kasvatuskatsetest eraldatud (18.07.14; 01.08.14 ja
15.08.14) DNA proovide PCR-i produktide geelelektroforeesi geelipilt atsetogeenide
(vasakult esimesed 2 tulpa) ja metanogeenide ME1-ME2 (vasakult 3. ja 4. tulp) praimeritega.
Joonisel 38 on kujutatud 20.08.14 argilliidi kasvatuskatsest eraldatud (18.07.14; 01.08.14 ja
15.08.14) DNA proovide PCR-i produktide geelelektroforeesi geelipilt metanogeenide ML{-
MLr (vasakult esimesed 2 tulpa) ja MCRf-MCRr (vasakult 3. ja 4. tulp) praimeritega.
Kasutatud on labori sisemises kasutuses olnud proovide tihiseid. Tulemuste analiilis on
esitatud ptk-s 6.
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6. Mikroorganismide koosluse analiiiis piirosekveneerimise ja
funktsionaalsete geenide meetodil.

Kiesolevas projektis kasutatakse koosluse analiilisiks DGGE asemel amplifitseerimist
bakterite ja arhede 16S rDNA praimeritega, millele jidrgneb piirosekveneerimine 454
meetodil. Lisaks analiilisitakse kooslust funktsionaalsete geenide, nt metanogeenidele
spetiifilise mrcA geeni jdrgi. Mcr (metiiiil-koensiiim M reduktaasi a-subiihik) kataliilisib
metanogeneesi viimast etappi ja on konserveerunud kdigis metanogeenides.

Koosluse taksonoomiline koosseis 16S ribosomaalse RNA geenide jarjestuse alusel,
atsetogeenide jdrjestused praimeripaariga thsl ja FTHFS-r ning metanogeneesi raja
jarjestused mrcA geeni alusel méiirati biomassist seerumipudelitega kultiveerimiskatsetes
(joonis 22). Koosluse analiilisiks kiivitati 6. juunil 2014 kdigi so6tmekombinatsioonidega 6
paralleelkatset (t = 36 °C ja t = 25 °C). Iga kahe nidala jarel avati iiks seerumipudel, eraldati
biomass filtrimise teel ning sellest omakorda DNA. Jargnes piirosekveneerimise mérgisega
amplikonide valmistamine PCR meetodil ning piirosekveneerimine voi PCR analiiiis
atsetogeenidele vOi metanogeenidele spetsiifiliste praimeritega. Molemal viisil saadud
jarjestustele tehti bioinformaatiline analiilis (joonis 39). Sealjuures jérgiti viites Vanzin, G.
(20006) kirjeldatud vooskeemi (joonis 34).

So0tmete . . .
valmistamine Bakterite Alikvootidest
ning kasvatamine DNA eraldamine
argilliidi ja alikvootide ja
proovide vOtmine kontsentratsiooni
kaalumine modtmine
PCR piirosekve- PCR funktsionaal-
neerimise margisega sete geenidega
\ 4
Piirosekve-
neerimine
Bioinformaatiline
analiiiis

Joonis 39. Seerumipudelitega kultiveerimiskatsete koosluse analiiiis
piirosekveneerimise ja funktsionaalsete geenide méiaramise meetodil.
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Tabel 13. Funktsionaalsete geenide analiiiisi tulemused

Katse o DNAkonts, | PCRFBS1- | pop pppmir | PERMCRE | pop ME1-ME2
nr SeCUE pH ng/ul FTHESr (metanogeen) MCRr (metanogeen)
(atsetogeen) (metanogeen)

1A R2A + NaHCO3 5,6 3,2 olemas
R2A + NaHCO3 +

2A Na-atset. 6,2
R2A + NaHCO3 +

3A glc 5,6
R2A + NaHCO3 +

4A metanool 6,1 3,0 redel
R2A + NaHCO3 +

7A etanool 6,1
R2A + NaHCO3 +

8A butiiraat 5,0 0,1
R2A + NaHCO3 +

9A propionaat 5,0

K1 R2A + NaHCO3 9,2
R2A + NaHCO3 +

K2 Na-atset. 9,2
R2A + NaHCO3 +

K3 glc 8,3
R2A + NaHCO3 +

K4 metanool 9,3
R2A + NaHCO3 +

K7 etanool 9,0
R2A + NaHCO3 +

K8 butiiraat 7,3
R2A + NaHCO3 +

K9 propionaat 7,1

1A R2A + NaHCO3 58 1,15 orn band
R2A + NaHCO3 +

2A Na-atset. 6,2
R2A + NaHCO3 +

3A glc 5,6 0,93
R2A + NaHCO3 +

4A metanool 5,5
R2A + NaHCO3 +

7A etanool 6,2 0,978 olemas
R2A + NaHCO3 +

8A butiiraat 4,9
R2A + NaHCO3 +

9A propionaat 4,7

1B R2A + NaHCO3 5,4
R2A + NaHCO3 +

2B Na-atset. 6,0
R2A + NaHCO3 +

3B glc 5,5
R2A + NaHCO3 +

4B metanool 6,2 0,399 olemas
R2A + NaHCO3 +

7B etanool 5,4

8B R2A + NaHCO3 + 5,1
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butiiraat
R2A + NaHCO3 +
9B propionaat 51
1C R2A + NaHCO3 5,8 2,2
R2A + NaHCO3 +
2C Na-atset. 58 2,2
R2A + NaHCO3 +
3C glc 54 0,5
R2A + NaHCO3 +
4C metanool 6,3 0,7
R2A + NaHCO3 +
7C etanool 6,2 16,8 olemas
R2A + NaHCO3 +
8C butiiraat 5,0 0,4
R2A + NaHCO3 +
9C propionaat 4,8 0,5
R2A + NaHCO3 +
10A red. agendid 52 14,4 olemas
K1 R2A + NaHCO3 7,7 0,5
R2A + NaHCO3 +
K2 Na-atset. 7,5 0,4
R2A + NaHCO3 +
K3 glc 7,0 0,9
R2A + NaHCO3 +
K4 metanool 7,7 0,4
R2A + NaHCO3 +
K7 etanool 7,7 0,5
R2A + NaHCO3 +
K8 butiiraat 7,0 1,2
R2A + NaHCO3 +
K9 propionaat 7,1 0,5
R2A + NaHCO3 +
K10 red. agendid 7,5 0,5
1B R2A + NaHCO3 6,1 3,9 olemas
R2A + NaHCO3 +
2B Na-atset. 6,1 2,3 olemas
R2A + NaHCO3 +
3B glc 53 3,4
R2A + NaHCO3 +
4B metanool 6,3 2,6 olemas
R2A + NaHCO3 +
7B etanool 5,6 1,2 nork band
R2A + NaHCO3 +
8B butiiraat 4,9 0,3
R2A + NaHCO3 +
9B propionaat 51 0,2
1D R2A + NaHCO3 58 2,7 olemas olemas
R2A + NaHCO3 +
2D Na-atset. 5,9 1,7
R2A + NaHCO3 +
3D glc 5,6 0,4
R2A + NaHCO3 +
4D metanool 5,4 0,9
R2A + NaHCO3 +
7D etanool 6,2 0,6
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R2A + NaHCO3 +

8D butiiraat 5,0 0,6
R2A + NaHCO3 +

9D propionaat 5,0 1,1
R2A + NaHCO3 +

10B red. agendid 6,2 2,0

1E R2A + NaHCO3 5,8 2,1
R2A + NaHCO3 +

2E Na-atset. 6,3 0,4
R2A + NaHCO3 +

3E glc 5,4 0,4
R2A + NaHCO3 +

4E metanool 5,7 0,8 olemas
R2A + NaHCO3 +

7E etanool 6,1 0,2
R2A + NaHCO3 +

8E butiiraat 5,0 0,2
R2A + NaHCO3 +

9E propionaat 5,0 0,2
R2A + NaHCO3 +

10C red. agendid 51 0,3 olemas

K1 R2A + NaHCO3 7,7 0,2
R2A + NaHCO3 +

K2 Na-atset. 7,7 0,1
R2A + NaHCO3 +

K3 glc 6,7 0,1
R2A + NaHCO3 +

K4 metanool 7,8 0,1
R2A + NaHCO3 +

K7 etanool 7,8 0,2
R2A + NaHCO3 +

K8 butiiraat 7,1 0,6
R2A + NaHCO3 +

K9 propionaat 7,2 0,2
aHCO3

K10 red. agendid 7,7 0,2

Atsetogeenidele spetsiifilise praimeripaariga fhs1-FTHFS-r on seni andnud positiivse
tulemuse jargmised s66tmed:

R2A + NaHCOs3,

R2A + NaHCO3 + metanool,

R2A + NaHCOj; + etanool,

R2A + NaHCOs; + redutseerivate agentide (Na,S ja tsiisteiin) lahus.

Metanogeenidele spetsiifilise praimeripaariga MLf-MLr on andnud positiivse tulemuse
sootmed
R2A + NaHCOs,
R2A + NaHCOs; + redutseerivate agentide (Na,S ja tsiisteiin) lahus.

Tulemustele lisab usaldusvéérsust tdsiasi, et kdik iihe ja sama sootmega katsed on iiksteisest
sOltumatud paralleelkatsed. See tidhendab, et nt sootmetes (R2A+NaHCOs3) ja
(R2A+NaHCOjs+metanool) on atsetogeene tuvastatud neljas erinevas proovis, sootmes
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(R2A+NaHCOs+etanool) kolmes erinevas proovis ja sootmes (R2A+NaHCOjs+redutseerivad
agendid) kahes erinevas proovis (Tabel 10).

Sekveneeritud ehk jarjestatud proovide tulemustega viidi 1dbi bioinformaatiline analiiiis ning
tuvastatud jirjestuste kaardistamine teadaolevate jérjestuste andmebaasidest ldhtuvalt ja uute
jarjestuste klasterdamine vastavuses teadaolevate taksonite evolutsioonilise kontekstiga.
Mikroorganismid konkreetses proovis identifitseeriti sekvenaatori poolt toodetud 16S rRNA
geeni jdrjestuste vOrdlemisel andmebaasides leiduvate jérjestuste vastu, kasutades NCBI
Blast+ tarkvara ja mikroorganismide fiilogeneetiliseks analiiiisiks Mega5.0 vms tarkvara.
Saadi alljargnev loetelu kivimiproovides leiduvatest mikroorganismidest taksonite jargi
(operational taxonomic unit).
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Tabel 14 Praimeripaariga BSR357-BSF8 piirosekveneerimisel tuvastatud mikroorganismid erinevate taksonite tasemel.

Sootme Katse- ! h%(i)?;l%g:;s;ud Mirkoorganismid Mikroorganismid Mikroorganismid Mikroorganismid Mikroorganismid
koostis variant tasemel klassi tasemel seltsi tasemel sugukonna tasemel perekonna tasemel liigi tasemel
Coprococcus (41,2%)
Lachnospiraceae (42,1%), Sporanaerobacter (24,0%),
Tissierellaceae (24,0%), Paenibacillus (13,5%),
Clostridia (80.1%) Clostridiales (80,1%), Paenibacillaceae (13,5%), Ruminococcus (5,9%), Lysinibacillus
Oxito Firmicutes (93,8%), Bacilli (13 7’0/ )0 ’ Bacillales (13,7%), Ruminococcaceae (5,9%), Desulfotomaculum (5,4%), boronitolerans
R2A 370 (? Proteobacteria Alpha roteo};acie,ria Rhodospirillales Peptococcaceae (5,4%), Clostridium (1,7%), 0,3%),
(0,1%) P p(O 1%) (0,1%) Clostridiaceae (2,4%), Dorea (0,9%), Clostridium
S Planococcaceae (0,3%), Lysinibacillus (0,3%), intestinale (0,3%)
Veillonellaceae (0,2%), Pelosinus (0,2%),
Acetobacteraceae (0,1%) Thermoanaerobacterium
(0,1%)
Seerumi- Firmicutes (53,8%) Clostridia (52,2%), Clostridiales (52,2%), Velllonel%aceae (7.1%), Pelosinus (37,0%), Paenibacillus
R2A pudel Bacilli (1.3%) Bacillales (1,3%) Lachnospiraceae (15,3%), Coprococcus (15,2%), barengoltzii (0.2%)
25°C 7 =7 Paenibacillaceae (1,3%) Paenibacillus (1,3%) gottar (e
. . Bacillaceae (99,6%) . .
R2A + Oxitop Lo - Bacillales (99,6%), . ’ ’ Bacillus (99,6%), Bacillus cereus
glikoos 37°C Firmicutes (100%) Bacilli (99,6%) Clostridiales (0,4%) Veillonellaceae (0,3%), Pelosinus (0.3%) (96.4%)
Ruminococcaceae (0,1%)
Corynebacteriaceae (80,1%), Coprococcus (63,0%),
Lachnospiraceae (63,1%), Ruminococcus (12,7%),
i1, ¥ I O
Firmicutes (92.7%), Clostridia (92,0%), Clostrfdtales (92,0%), Ruminococcaceae (12,8%), Desulfotomaculum (9,0%), Lysinibacillus
. . - Bacillales (0,7%), Peptococcaceae (9,1%), Sporanaerobacter (3,3%), R
. Actinobacteria Bacilli (0,7%), . L .. boronitolerans
R2A + Oxitop . ; Actinomycetales Clostridiaceae (3,6%), Clostridium (3,3%),
o 0,1%), Actinobacteria (0,1%), L . (0,2%),
metanool 37°C . . 0,1%), Tissierellaceae (3,3%), Bacillus (0,4%), N
Proteobacteria Alphaproteobacteria L . P Bacillus cereus
(0.1%) (0.1%) Rhodospirillales Bacillaceae (0,4%), Lysinibacillus (0,2%), (0.4%)
g g (0,1%) Planococcaceae (0,2%), Corynebacterium (0,1%), 7
Veillonellaceae (0,1%), Desulfotomaculum (0,1%),
Acetobacteraceae (0,1%) Pelosinus (0,1%)
Propionibacteriaceae (52,4%), Propionibacterium (52,4%), Lysinibacillus
Lachnospiraceae (22,4%), Coprococcus (19,6%), boron?to lerans (0,1%)
. , , , , Actinomycetales Paenibacillaceae (1,0%), Paenibacillus (1,0%), orerans (5, 270),
Seerumi- Actinobacteria Actinobacteria (52,4%), . . Propionibacterium
R2A + L. (52,4%), Clostridiaceae (0,9%), Thermoanaerobacterium
pudel (52,4%), Clostridia (23,9%), A, . o acnes (52,4%),
metanool 36 °C Firmicutes (25.2%) Bacilli (13%) Clostridiales (23,9%), Veillonellaceae (0,5%), (0,9%), Bacillus cereus (0,2%)
) e = Bacillales (1,3%) Bacillaceae (0,2%), Pelosinus (0,5%), Paenib "ll =700
Planococcaceae (0,1%), Bacillus (0,2%), barelrlte’zlalltai?l(ougq )
Ruminococcaceae (0,1%) Lysinibacillus (0,1%) godtzit (V270
L. Clostridiaceae (72,8%), Thermoanaerobacterium
Seerumi- Clostridia (84,3%), Clostridiales (84,3%), Lachnospiraceae (6,0%), (69,3%), o .
R2A + . , , Actinomycetales , Propionibacterium
pudel Firmicutes (84,4%) Actinobacteria (0,6%), Ruminococcaceae (5,0%), Coprococcus (6,0%),
etanool o e (0,6%), , . acnes (0,4%)
36 °C Bacilli (0,1%) Bacillales (0,1%) Veillonellaceae (0,5%), Ruminococcus (5,0%),
acittates (0,17 Propionibacteriaceae (0,4%), Clostridium (3,5%),




Biogeense Gaasi tootmisvoimaluste uuringud

Corynebacteriaceae (0,2%), Pelosinus (0,5%),
Paenibacillaceae (0,1%) Propionibacterium (0,4%),
Corynebacterium (0,2%),
Paenibacillus (0,1%)
Propionispora (1,6%), Thermoanaerobacteri
Clostridiaceae (63,9%), Pelosinus (1,3%), um saccharolyticum
i ; 17 ; o
RoA+ | Seorumi . Clostridia (67.2%), |  Clostridiales (67,2%), Veillonellaceae (2.9%), Thermoanacrobacterium ©0.7%),
ctanool pudel Firmicutes (68,0%) Bacilli (0.8%) Bacillales (0.8%) Paenibacillaceae (0,6%), (1,0%), Bacillus cereus
25 °C ’ ? Lachnospiraceae (0,3%), Paenibacillus (0,6%), 0,2%),
Bacillaceae (0,2%) Bacillus (0,2%), Paenibacillus stellifer
Coprococcus (0,2%) (0,3%)
Coprococcus (66,9%),
Clostridiales (90,1%), Lachnoivp Itraceae (66,9%), Thermoanaerobacterium Thermoanaerobacteri
Actinomycetales Clostridiaceae (22,3%), (22.3%). um saccharolyticum
R2A + . Firmicutes (90,7%), Clostridia (90,1%), Propionibacteriaceae (3,8%), Propionibacterium (3,8%),
Oxitop . . . . (3,9%), . (1,7%),
Na- o Actinobacteria Actinobacteria (3,9%), . Veillonellaceae (0,9%), Streptococcus (0,4%), S .
37°C e Lactobacillales . Propionibacterium
atsetaat (3,9%) Bacilli (0,6%) Streptococcaceae (0,4%), Pelosinus (0,9%),
(0,4%), R R acnes (3,8%)
Bacillales (0.2%) Corynebacteriaceae (0,1%), Corynebacterium (0,1%),
A Bacillaceae (0,1%) Bacillus (0,1%),
Paenibacillus (0,1%)
R2A + Seerumi-
red. pudel Firmicutes (3,7%) Bacilli (3,7%) Bacillales (3,7%) Bacillaceae (3,7%) Bacillus (3,7%)
agendid 36 °C
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7.

1.

Kokkuvote: kuidas ja mis tingimustel biogeenne metaangaas
eraldub?

Erinevatel tingimustel (temperatuur, pH, rohk) ning erinevates mikrobioloogilistes
sootmetes 1dbi viidud kultiveerimiskatsed nditasid, et kasutatud toitainete jdrgi on
metaani tootmisel Eestis leiduvast graptoliitargilliidist eelistatud nii tdiendavaid
siisinikuallikaid kui ka metanogeenseid substraate sisaldavad s66tmed. Kuna metaani
tootmine suurenes osades R2A + gliikkoos so6tmega katestes, viitab see, et eelistatud
on atsetoklastiline metanogeneesi rada. Sellele jargnevad metaani tootmine
sootmetega R2A (hiidrogenotroofne rada) ja R2A + metanool (metiilotroofne rada).
Orgaaniliste hapete kasutamine sootmelisandina metaani teket ei soodustanud.

Kultiveerimiskatsetes leidis kinnitust varem tuntud tdsiasi, et metanogeensed
mikroorganismid eelistavad leeliselist kasvukeskkonda (vahemikus pH 7 kuni pH 9)
(ptk 4.3.1). Suurenenud gaasitootlikkus ja iseloomulike funktsionaalsete geenide
olemasolu tdestati proovides, mille pH>S5,7.

Metanogeensete arhede detekteerimiseks kasutati kolme praimeripaari, mis seonduvad
metanogeneesi markergeenile mcrA, mis kodeerib metiitil-koensiiim M reduktaasi
(MCR) subiihikut A. Atsetogeensete bakterite detekteerimiseks kasutati praimeripaari,
mis seondub atsetogeneesi markergeenile fhs, mis kodeerib formiiiiltetrahiidrofolaadi
stintetaasi (FTHFS). Metanogeenidele spetsiifilise praimeripaariga MLf-MLr andsid
positiivse tulemuse so6tmed R2A+NaHCOj3 ja R2ZA+NaHCOs+redutseerivate agentide
(NayS ja tsiisteiin) lahus. Atsetogeenidele spetsiifilise praimeripaariga Fhs1-FTHFSr
andsid  positiivseid tulemusi  jirgmised sootmed: R2A+NaHCO;, R2A+
NaHCOs+metanool, R2A+NaHCOs+etanool ja R2A+NaHCOs;+ redutseerivate
agentide (Na,S ja tsiisteiin) lahus. Tulemustele lisab usaldusviadrsust tdsiasi, et kdik
ihe ja sama sootmega katsed olid iiksteisest sdltumatud paralleelkatsed (ptk 5).

Molekulaarbioloogilise analiilisi tulemusi kinnitas gaaskromatograafiline analiiiis —
nende sodtmekomponentidega katsetes, mis andsid positiivse tulemuse atsetogeenide
ja /vdi metanogeenide praimeritega oli ka metaani eraldumine atmosfiiri baastasemest
(~2000 ppm) tunduvalt suurem. Et argilliidi orgaaniline materjal on raskesti
lagundatav siisinikuallikas, vOtab gaaside teke sellest mdnevorra kauem aega,
vorreldes nt biometaani tootmisega. Siiski oleme laboris iihe hiljuti katsetatud
mikrobioloogilise sootmekombinatsiooniga saanud argilliidist toodetud metaani
sisalduseks gaasifaasis kuni 30%, kusjuures metaani eraldumine algas 52. katsepdeval
(vastavasisuline patenditaotlus on ettevalmistamisel). Seetdttu voib lugeda {iihe
kdesoleva projekti iilesannetest — tdestada metaani tootmise voimalikkus Eestis
leiduvast graptoliitargilliidist taidetuks.
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5. Metallide leostumise kohta kultiveerimiseks valitud katsetingimustel on olemas

esialgsed katsetulemused. Vanaadiumi sisalduse midramise pdhjal voib siiski oelda, et
tulevasel gaasitootmisel on vdimalik selle metalliiooni leostumist pdhjavette viltida.
Katsetes kasutatud sootmetega graptoliitargiliidi proovide leostamisel jii
vanaadiumisisaldus vedelfaasis 12-24 korda viiksemaks kui see on ldhtekivimis.
Tulemuste tdpsem analiilis esitatakse 8.09.2014. Viltimaks pohjavee reostust, on
alustatud uuringuid metallide vesilahusest sidumise uurimiseks, kasutades spetsiifilisi
siderofoore

Koguseliselt saadi 18-23 mL biogeenset gaasi metaanisisaldusega 6-53 ppm 7 g
argilliidist, mis teeb saagiseks kuni 121 mL metaani 1 kg Kivimi orgaanilise
siisiniku kohta. Paljulubavad tulemused (815 ml gaasi metaanisisaldusega 28 %
90 pieva jooksul, saagis 53 L metaani /kg orgaanilise siisiniku kohta ehk 6 L
metaani /kg Kivimi kohta) on saadud niiiidseks antud projekti kidigus teostatud
katsete loppedes lisaks Kiivitatud katsest. Tavapiraselt arvestatakse argilliidi
metaanisaagiseks 1,6 L/ kg kohta.
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8. Keskkonnamojud

Argilliidist biogeense gaasi tootmise eeldatavaid keskkonnamdgjusid tuleb vaadelda vordluses
muude metaankiitustega ja Euroopa Liidu vastavate direktiivide taustal. Nafta ja gaasi
kiitlemine on Uhenduse &iguses iiks enimreguleeritud sektoreid. Muidugi on need kiitused ka
energiasektori, toOstustarbimise, kodumajapidamiste, transpordi ja pdllumajanduse
kogumdjus suurimad saasteallikad, kuid seda eelkdige intensiivsest kasutusest tulenevalt.

George Bushi administratsiooni Energiadepartemangu juhile kuulus 2005.a. nn. dlitipu harjal
titlus: “Nafta on kuningas. Kuningas on surnud. Uut kuningat ei tule, tuleb lopmatu arv
lokaalselt koige sobivamaid energialahendeid”. Ometi algas samal ajal just USA-s seoses
horisontaalpuurimise laialdase levikuga kildanafta ja -gaasi tootmise buum. Niisiis ei olnud
kuningas nende jaoks surnud, sest uute Bakkeni naftavéljade (Pohja Dakota osariik)
puuraugud tootsid nii kildanaftat kui -gaasi, tavapidrases moistes alternatiivkiituseid.

Et Bakken oli alles uus leiukoht, puudusid seal magistraaltorustikud nafta ja gaasi
transpordiks. Nafta transport toimus pohiliselt raudteed pidi, gaas jdi enamasti iile ning see
poletati torvikutes. Joonisel 40 on 0Oine satelliidifoto, kus pdletamine kui probleem on
visuaalselt ndhtav. Ometi arendatakse gaaskiitet tormiliselt ja piiratakse kivisoe kasutamist
ning toornafta sissevedu OPEC riikidest. Aastal 2015 valmivad uued gaasitrassid ja
naftatootjad peavad gaasi selle pdletamise asemel nendesse suunama.

Joonis 40. Bakkeni leiukoht 66sel, vorrelduna Chicago, Detroiti’i jt linnadega.
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Joonis 41. Kildagaasi tootmise ja miiiigi vahe Bakkenis.

Et maailma energiatarbimine touseb, tuleb leida lokaalselt sobivaimaid lahendusi, mis
kataksid noudlust, arvestades samal ajal parimal viisil nii majanduslike kulutuste kui ka
keskkonnakaitsega. Okoloogiline jalajilg on kdigil energialiikidel, sealhulgas taastuvenergial.
Energiatarbimist Ipetada ei ole voimalik, kiisimus on ressursi sdéstlikus kasutamises.

8.1. Metaangaas kiitusena (energiaallikana)

Maagaas torutranspordiga voi LNG on osa voOimalustest metaangaasi energiaallikana
kasutada. Teine osa on alternatiivsed metaangaasid, nagu kildagaas, uttegaasid kivisoest voi
polevkivist, biogaas ja -metaan ning ka biogeenne gaas. Viimased kolm, erinevalt teistest pole
termogeenset péritolu.

Euroopa komisjon on viimati 2014.a. jaanuaris alternatiivsete energiaallikate kirjeldamisel
sedastanud, et Euroopas kildagaasi varude kasutuselevotmine vdimaldaks lahendada
kahesuguseid probleeme:
1. viahendada emissioone nende kiituste kasutamisest, mis on siisinikintensiivsemad kui
metaangaas, eriti lilkkmesriikides, kus on korge soe osakaal energiatootmises;
2. vihendada energiasoltuvust nendest kolmandatest riikidest, kust EL gaasi ja LNG-d
impordib.

Praeguses ebaselges Venemaa gaasitarnete olukorras rohutatakse eriliselt vajadust tagada uute
omatoodete arvel energiavajaduste ohutu ja jitkusuutlik rahuldamine tarnetega, mis ei sdltu
EL liikmesriikide vidheneva traditsioonilise maagaasi tootmisest vOi Venemaa poolsetest
tarnetest, millel on oht katkeda vdi ootamatult viheneda. Teemakohane Komisjoni uuring
mirgib, et kaasaegse gaaskiittel koostootmisjaama heitmed on 41-49% madalamad, kui samal
voimsusel soekiittega jaamal. Ka on elektritootmise heitmed 2-10% madalamad kui
kolmandatest riikidest torutranspordiga imporditud maagaasi puhul ja 7-10% madalamad, kui
imporditud LNG baasil elektrienergia tootmisel. Rahvusvahelise Energiaagentuuri (IEA)
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raporti alusel on USA analoogiline kildagaasi kasutamine vdhendanud energiatootmise CO,
heitmeid 450 milj. tonni viimase viie aasta jooksul.

8.2. Regulatiivse raamistiku arendamine

Eeldades, et alternatiivne metaangaas on olulisel kohal EL liikmesriikide tulevastest
primaarenergia allikatest (energy mix), on Euroopa Komisjoni seisukohalt esmatihtis
maandada nende kasutamisest tulenevad voimalikud riskid, eriti keskkonna alased.
Rohutatakse eri majandussektorite parimate praktikate kohaldamise vajadust viisil, kus
keskkonnamdjud on kohaselt ja nduetele vastavalt juhitud.

Rahvusvaheline Energiaagentuur (IEA) avaldas 2012 a.“Gaasi kuldaja kuldreeglite raporti”,
kutsudes iiles iildiste, kuid kohaste regulatsioonide reziimiga kehtestama ohutuid soovitusi
mittetraditsiooniliste (unconventional) gaasivarude kasutamiseks. Niisuguste gaasivarude
hulka liigitub ka biogeenne metaangaas (BGL). Euroopa Komisjon avaldas 2014 a. jaanuaris
omapoolsed “Soovitused Euroopa Liidus kildagaasi uuringute ja tootmise arendamiseks”.
Mairatletakse iiheselt, et litkmesriikidel on Oigus médrata, millistel tingimustel nende
energiaressursse kasutatakse, kuni need arvestavad keskkonna hoidmise, siilitamise ja
kaitsmise tunnustatud vajadusi. IEA raporti eeskujul antakse miinimumpdohimotted kildagaasi
tootmiseks Euroopa Liidus.

Vastavalt sellele on niilid iga litkmesriik kohustatud iildiste pdhimdtete alusel vilja arendama

oma regulatsioonid, mida Komisjon jélgib, tehes iildistused 2015. aastal. Jargnevad otsused
tehakse nOutavatest diguslikest meetmetest ldhtudes parimate praktikate joustamiseks.

8.3. Alternatiivsete gaaskiituste 6koloogilise jalajilje kontrollimine.

8.3.1. Tootmise heade tavade kujundamine

Euroopa energiaallikate ohutu ja keskkonnahoidlik arendamine on energiatootmise tuleviku
seisukohalt keskne kiisimus. Paljude uute ressursside, nagu kildagaas vOi biogaas
kasutuselevotule on eelnenud pikad aastad pohjalikke uuringuid. Nende tehnoloogiate
arendamisega kaasnevaid riske voib pidada tdielikult defineerituks; nduded tehnoloogiale
ning arendustegevuse korraldamisele on vélja kujundatud riskijuhtimise pdhimotetele
vastavateks. Biogeense gaasi leostamine on kiill uus, kuid Eesti oludele kohaldatav
tehnoloogia ja selle arendamisel tuleb ldhtuda teistele tuntud metaankiitustele kehtivatest
normidest ning iildistest pohimotetest.

Kuidas siis defineerida biogeense gaasi keskkonnamdjusid ja viltida arendamisega
kaasnevaid keskkonnariske?
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8.3.2.Regulatsioonide valdkonnad:

e Puuraukude rajamine ja kaasnevad tehnorajatised. Lé&htutakse kehtivatest
planeeringute ja lubade nouetest. Tehniliselt ei erine biogeense gaasi puuraugud
eksisteerivatest vee- ja kaablikaevudest ning maasoojuspumpade puuraukudest; neid
puudutav normistik on olemas. Lisada tuleb projektide tehniliste néitajate ning
keskkonnamdjude hindamise, arvestamise ja aruandluse normistik.

e Kemikaalide ning mikrobioloogiliste materjalide kéitlemine. Aluseks on EL
kemikaalide REACH direktiivide paketi nduded, nende rakendusaktid Eesti
seadusandluses, nduded mikrobioloogiliste materjalide kiitlemisele ning vastavate
lubadega ettevOtjate kaasamisele. Otstarbekas oleks rakendada parima voimaliku
tehnika (best available technology, BAT) arvestamise ja deklareerimise kohustust, mis
pohineks massbilansi asendusmeetodil vordlusandmetel teiste antud kohas voimalike
kiituseliikidega.

e Veekasutus ja -kditlemine. Pinna ja pohjavee kasutus on iiksikasjalikult reguleeritud ja
vastavate lubade siisteem on olemas. Biogeense gaasi leostamine ei saa kaasa tuua

muutusi pinna- ja pdhjavee kvaliteedi halvenemise suunas.

o Jaddtmekditlus. Erinevalt kildagaasist biogeense gaasi leostamisel tdiendava reovee
kiditlemise vajadust ei teki ja ohtlikke jddtmeid ei lisandu. Arvestada tuleb koiki
arendustele esitatavaid tavalisi ndudeid.

e Miira ja kaasnev hdirimine. Kehtivad regulatsioonid on rakendatavad nii puurtoddel
kui hilisemal tehnorajatiste ekspluatatsioonil.

8.3.3. Rakendusaktid

Alternatiivsete metaankiituste tootmisel ja kasutamisel rakendatakse igas EL liikmesriigis
siseriiklikke Oigusakte, mis on vastavuses eelkdige kohalike oludega. Siiski tuleb silmas
pidada Uhenduse &iguse iildisi pshimdtteid, millel dekarboniseerimise mehhanism rajaneb,
nimelt:

Siisivesinike direktiiv: koik vedel- ja gaaskiitused peavad EL territooriumil nende
arvelevotmisel, tootmisel, todtlemisel ja miiligil omama lubasid ning autoriseeringuid, mis
tihenduse tolliterritooriumil siisivesinike osas kehtivad. Biogeense gaasi puhul kerkib esmalt
kiisimus, et argilliit kui tootmise ldhtekivim pole Eestis maavarana arvel.

Vee raamdirektiiv: kehtestab nduded pinnavee kiitlemisele, selle okoloogilisele ja keemilisele
seisundile ning inimtekkelise reostuse viltimisele.

REACH ehk kemikaalide direktiivide pakett: kehtestab nduded, registreerimise ja
autoriseerimise korra kogu toote jaotusahela suhtes tekkida vdivate ohtlike ainete
kéitlemiseks.

Eluslooduse kaitse direktiivid: nidevad ette piiranguid todstuslike ja kodutarbijate rajatiste ja
tehnovorkude sobitamise osas looduskeskkonda.
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Pohjavee direktiiv: katab koiki pohjavee vdimalikke saasteallikaid. Nouded ldhtuvad
kehtivatest pohjavee kvaliteedi standarditest ja uute rajatiste planeerimisel on vajalik
arvestada nende hilisemat mgju pShjaveele.

Kaevandussaaste direktiiv: sétestab riskijuhtimise nduded planeeringute ja lubade
menetlemisele, kaevandusalade tegevusele, sulgemisele ja jarelhooldusele.

Eeltoodud valdkondlike mdjude arvestamine on biogeense gaasi leostamise alustamisel
oluline just seetOttu, et nafta- ja gaasitodstus esmase tootmise (upstream) mottes on Eestis
seni puudunud ja praktikat nende direktiivide rakendamise osas ei ole. Olemas on see toodete
hilisema kaubandusliku kiitlemise ja energiatootmiseks kasutamise osas. Siiski pole see
takistanud néiteks biogaasijaamade rajamist, kus samuti toodetakse metaankiitust.

8.3.4. Vesi

esi on oluline loodusressurss koigi energialiikide tootmisel. Et veekasutus on olnud
energiatootmisel tdusvas trendis, on niiiid oluline selliste tehnoloogiate kasutamine, mis
veetarvet voimalikult vihendaksid ja viiksid miinimumini pShjavee saaste ohu. Termogeense
paritoluga kildagaas oma hiidraulilise pragundamise protsessiga niiteks nduab
mirkimisvéirseid veekoguseid ja vajab heitvee puhastamist ning jireltootlust. Biogeense
gaasi puuraugu mikrobioloogilise séotmega leostamine nduab kordades viahem vett ainuiiksi
juba puurimissiigavuste erinevuse tottu. Metaani eraldumise alguse jirk-jargulise
rakendumise tottu puudub ka gaasipurskega kaasneva tehnoloogilise vee tagasipaiskumine kui
kaasnihtus.

8.3.4.1. Veetarbe vordlus teiste alternatiividega:

e Seniste uuringute pdhjal on kildagaasi veetarve toodetud energiaithiku kohta puuraugu
eluea jooksul viiksem kui soe vdi tuumaenergeetikas. Veetarve on isegi viiksem kui
kontsentreeritud energiaga pidikesejaamadel. Biogeense gaasi leostamine voimaldab
seda veevajadust veelgi vihendada.

e Vertikaalpuuraugu rajamine siivisele 3500 m nduab 500-750 m® vett, ehk 0,2 m’
jooksva meetri kohta. Kui argilliidikihti puurida horisontaalselt maksimaalse 400 m
ulatuses, on veevajadus ainult 80 m’. Kildakihi hiidrauliline pragundamine nduab
tiiendavalt 10 000 kuni 20 000 m’ vett. 400 m puuraugu leostamiseks vajalik
veesammas sOltub puuraugu diameetrist kuid on suurusjidrgu vorra vdiksem.

e Biogeense gaasi leostamiseks on eelnevalt vajalik voOtta mikrobioloogilise s66tme
maidratlemiseks kivimiproov ja seda laboris analiiiisida. Miidratakse ka konkreetse

kogus igal konkreetsel juhul.
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e Kildagaasi tootmisel paiskub sdltuvalt tingimustest 20-40% keemilisest segust pinnale
tagasi, kus see kogutakse, puhastatakse ja hoiustatakse. Bioleostamisel seda
kaasndhtust ei esine ja soO0tme biokomponendi tarbivad mikroorganismid gaasi
eraldamiseks dra.

e Alternatiivsed metaankiitused on arenev tehnoloogia, mille konkreetsed projektid on
suunatud vee kui tehnoloogilise sisendi kasutamise efektiivsusele ja koguste
vihendamisele ning heitmete véltimisele.

8.3.4.2. Puurimisega kaasnevad mojud.

M@dju pdhjaveele voib tuleneda puurimisel pdohjaveekihtide ldbistamisest. Pohjavee kihid
kaasneda. Alljargnevalt on vilja toodud riskid, millega tuleb siiski arvestada ja mida viltida:

1. Leostamisprotsessiga seonduvad mojud: erinevalt kildagaasist ei kasutata kilda
purustamiseks hiidraulilist korgsurvet. Seega on lekked kiilgsuundades vodimalikud
vaid sarnaselt joogivee puurkaevudega. Puuraugu rajamisel tuleb kuni leostatava
kihini paigaldada pdhjaveest isoleeritud torustik. See véldib pH muutumise pohjavees,
samuti puuraugu tootava osa iileujutamise pohjaveega. Argilliidist leostamisel
raskemetallide voimalikku sattumist pohjavette on kéesolevas uuringus eraldi
kontrollitud.

2. Vahetud puurimistoode modjud on analoogilised vee- ja kaablikaevude ning trasside

rajamise mojudega pohjaveele, sest kasutatakse sama tehnikat ja materjale.

8.3.4.3. Jiilgimis- ja kaitseabindud.

Nagu eelpool mainitud, peavad kdik energiatootmise ja -tarbimise protsessid vastama Eesti ja
EL seadusandlusega kehtestatud nduetele. Uue tehnoloogilise protsessi korral on aga ndutav
algusest peale jirgida majandussektori parimaid praktikaid.
1. Iga puuraugu rajamise ja kasutamisega peab kaasnema veendidiste analiiiisimine.
Niidiseid kogutakse enne ja pérast puurimistdid ning enne leostamise algust ja pérast

metaani eraldumise kdivitumist. Néidiseid kogutakse nii veekaevudest, puuraugust
endast kui ka piirnevatest pinnavee allikatest. Proovid peavad olema standardsed ja
analiiiisitud  tunnustatud  jdrelvalves. Analiiiisidega on soovitatav hdlmata
raskemetallid, tahkeosakesed, orgaanika sisaldus, vastavus radiatsiooni foonile ning
metaanisisaldus.

2. Tagasivoolu kiitlus. Kildagaasi tootmise alustamisel voolab peale frakkimist 20-40%
kasutatud veest 2-5 néddala jooksul pinnale tagasi. Et see sisaldab kemikaale ja liiva,
isoleeritakse puuraugu timbrus 100 x 130 m suurusel alal veekindla kattega, nn
plaastriga ja dreenitakse. Sel viisil vélditakse kemikaalide sattumist pinnavette.
Tagasivoolu vesi kogutakse ja puhastatakse vOi kasutatakse jidrgmisel frakkimisel.
Biogeenne gaas vajab tootmise alustamisel esmase gaasieralduse (H,, CO;) kogumist.
Vee tagasivool ei ole tdendoline.
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3. Alalist jirelevalvet teostavad selleks midratud Keskkonnakaitse organisatsioonid,
teostades mootmisi enne ja pdrast puuraugu toolerakendamist. Saadud tulemusi
vorreldakse projekteerimisel koostatud Keskkonnaseisundi hindamise kidigus
koostatud modjuprognoosiga. Olulistel korvalekalletel rakendatakse asjakohaseid
meetmeid.

8.3.5. Viilisohk

Vilisohu kvaliteedi kaitseks rakendab puuraugu valdaja nduetekohase hoolsusega
meetmeid nii gaasi tootmise, tootlemise kui ka nendega seotud kiitteseadmetel, nii
tootmisega seotud kinnistul kui ka selle timbruses. Lihemalt kisitleb emissioonidega
seonduvat kidesoleva uuringu ptk nr. 9 "Emissioonid”.

Vilisdhu kaitse tegevustes ldhtutakse véartuspohise kaskaadi pohimottest. Kdigepealt
nihakse ette metaani ja muude KHG gaaside kogumine ja jéreltootlemisele suunamine.
Teiseks tuleb voimalike tehnoloogiliste metaanilekete kahjutustamiseks ette niha nende
tehnoloogiline tdrvikus pdletamise voimalus juhuks, kui mingil pdhjusel pole vdimalik
gaasi koguda. See vidhendab KHG moju CO, arvestuses 25 korda. Lopuks tagatakse
tootava seadmestiku nduetekohane hooldus ja héiresiisteemi olemasolu tehniliste rikete
avastamiseks.

8.3.6. Maakasutus ja maastiku kaitsemeetmed.

Gaasipuuraukude rajamiseks horisontaalpuurimisega on tdnapdeval vajalik viga viike
maa-ala. Harilikult tehakse tihe suudme kaudu kuni kaheksa puurkdiku, mis viib pinnal
kasutatava ala miinimumini. Vastavalt on vidiksem ka okoloogiline jalajilg looduses.
Biogeense gaasi tootmiseks argilliidist selle harilikul siigavusel Eestis 20-200 m ja
keskmise siigavusega 50 m on otstarbekas kasutada olemasolevaid liikurseadmeid, mis
voimaldavad juhitavalt ldbistada kuni 400 m igasuguses pinnases. Kasutatav tehnika on
mitmeotstarbeline. Kédesoleval ajal kasutatakse seda Eestis kaablitrasside ja torustike
rajamiseks. Nii vilditakse ajutiste statsionaarsete rajatiste piistitamist, nagu seda on
kildagaasi puurtornid. Ka maastikku kahjustavad pinnase ettevalmistustood pole
vajalikud. Lihemalt saab lugeda www.horisontaalpuur.ee. Puurimistodde pohimdtteline
skeem on esitatud jidrgneval Statoili joonisel. Erinevuseks kildagaasi tootmisest on see, et
biogeense gaasi puhul toimuks puurimine madalates siivistes ja ilma kilta hiidrauliliselt
pragundamata.

BiotaP OU Reg code 11401239 www.biotapristine.com 92/ 104



Biogeense Gaasi tootmisvoimaluste uuringud

Joonis 42. Statoili gaasiviilja skeem kildagaasi tootmiseks

Kinnistu piires puurkaevude rajamisele eelneb proovipuurimisega uuring, mille kdigus
méidratakse argilliidi struktuur, geoloogiline kivimite ja muude pinnasekihtide paiknemine
ning gaasi tootlikkus. Nende niitajate jdrgi valitakse puurkaevude asukohad ja
puurkdikude suunad. Vilditakse kahjulikku moju timbruskonna objektidele ja senisele
maakasutusele. Gaasi jareltootlmiseks vajalik seadmestik, juhul kui seda on vaja,
paigaldatakse puurkaevu juurde, viltimaks tdiendavate gaasitrasside rajamise vajadust ja
nende kaitsetsoone, mis hiirivad mud tegevust.

Vordluseks: Suurbritannia Direktorite Instituut (IoD) avaldas uuringu, mille kohaselt 0,02
km? ala suudab kildagaasi tootmisel mahutada 40 puurkdiku, mis suudaksid toodangult
katta 474 000 kodumajapidamise kiittevajaduse metaangaasiga. Maakasutuse kontekstis
tuuakse vordluseks iiks Lancashire tuulepark 26 tuulikuga, mis katab 5,45 km? ala ja
suudab oma esimese viie aasta elektritootmise nditajate alusel toota energiaekvivalendis
1/5 energiast, mille toodab 0,02 km? kildagaasi vili oma elueal. Biogeense gaasi puhul on
kiill eeldatavasti madalam gaasi viljavool ja —surve, kuid samas on eluiga
ekspluatatsioonis pikem kui kildagaasil. Ka ei ole madalates kihtides leostamisest oodata
seismilise aktiivsuse suurenemist, mida on kildagaasi tootmisel tdheldatud.
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9. Tootmise voimalused

Kéesolevas uuringus tehti laboris katseliselt kindlaks, et Eesti argilliidi leostamisel erinevate
mikrobioloogiliste sootmetega on véimalik puuraugus in situ kivimi orgaanikast metaangaasi
eraldada.

Teostatud katsete kinnitamiseks, efektiivsuse tostmiseks, ning keskkonnasobralikkuse
kindlustamiseks tuleb jargnevalt katsetada gaasi eraldumist pikema aja jooksul esmalt
laboratoorselt, hiljem ka konkreetsetest puuraukudest.

Biogeense gaasi projekti arendustegevuses saaks seda lugeda prototiiiibi staadiumiks.
Alljargnrvalt on toodud pdhjused, miks selle arendustegevusega voiks ja peaks jatkama.

Eestis seni oma maagaasi ei toodeta. Alternatiivsetest metaankiitustest on olemas pdlevkivi
uttegaas ja biogaas. Maagaas on siiani torujuhtmetega 100% Venemaalt imporditav. Selle
hind ja tarnetingimused ei ole turumajanduslikud, vaid monopoolsed, seetdttu on viimase
tarbimine olnud pikka aega langevas trendis. On planeeritud LNG impordiks infrastruktuuri
loomine, et tarneallikaid mitmekesistada. Euroopa gaasiimpordist moodustab LNG
praeguseks ca 30%, kuid see on kallim ja monevdrra suurema CO; emissiooniga kui torugaas.

Alates 2013. aastast on EL oma liikmesriikide viheneva maagaasi toodangu asendajana USA-
ga sarnaselt jirjest enam poordunud kildagaasi tootmise voimaluste kasutamise poole.
Juhtriigid on praegu Suurbritannia ja Poola, kus on vastavad programmid alates 2011. aastast.
Uhendkuningriigis on Riigisekretiri Energia ja Kliimamuutuste osakonna (DECC) tellimusel
vordlevalt uuritud erinevate metaankiituste ja kivisoe CO, intensiivsust. Viimase uuringu
keskmised tulemused on toodud jiargmisel joonisel (Joonis 43).

Joonis 43. Emissioonid metaankiitustel
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Eestis on pohiline gaasi moodustav kivimikiht argilliit, varuga 60-70 mld tonni praegu
kasutamata ja maavarana arvele vOtmata. Pinnaldhedase lasumina on see sarnane
Skandinaaviamaade maarjaskilda (nn Alum Shale) lademega, mida on ka leostamata kujul
edukalt kasutatud biogeense metaangaasi tootmiseks vdiksemas mahus. Vordluseks — Eesti
kaubapdlevkivi varude maht on 4,5 mld tonni. USA kildagaasi tootmisel kasutatav
hiidraulilise pragundamise (nn fracking) tehnoloogia kihtides, mille keskmine siigavus
maapinnalt on vaid 50 m, kasutamiseks ei sobi. Leostamistehnoloogia vdimaldab aga
pragundamistehnoloogia puudusi véltida.

Mikrobioloogilised tehnoloogiad koos siisinikladustamisega (nn CCS — carbon capture and
storage) on Euroopa Komisjoni plaanides 2025. aastaks KHG emissioonide vihendamisel
mirgitud eelisarendatavate ja baasilistena. Olulise ressursi olemasolu Eestis on pdhjuseks,
miks biogeense gaasi tootmisvOimekus tuleks arendada tootmistasemele. Seda enam, et
mikrobioloogia ja DNA-alaste uuringute voimekus Eestis on samuti tipptasemel.

Soovitused:

Koigi alternatiiv- ja taastuvkiituste arendamisel on voOimalik kasutada viga erinevaid
tootmisradu ja tehnoloogilisi lahendusi. Seetdttu rohutatakse planeerimis- ja arendustegevuses
sageli parima voimaliku tehnika (BAT) ja praktikate rakendamise vajalikkust.

Jargnevat tuleb arvesse votta:

1. Tidiendavaid metaani ning muude KHG gaaside lekkeid puurimisel, téotlemata gaasi
tootmisel, jareltootlusel ja transpordil tuleb véimalikult viltida. Lekkeid vilditakse
parimate tehniliste lahendite kasutamisega nende vairtuskaskaadi alusel, kus korgeim
aste on gaaside kinnipiitidmine ja jireltootlus, madalaim lekete fikseerimine ja rikete
kiire korvaldamine. Vahepealse astmena tuleks ette niha voimalus lekkinud metaani
tehnoloogilises torvikus poletamiseks. Nendel meetmetel on oma hind, seetdttu on
soovitus — ka Eesti seadusandluses rakendada alternatiiv- ja taastuvkiituste arendustele
kohustuslikku parima voimaliku tehnika (BAT) metoodikate kasutamist, nagu see on
nt Saksamaal. See peaks olema ndutav vdhemalt toetuste kasutamisel, nagu ka EL
riigiabi energia ja keskkonnakaitselised juhendid ette ndevad.

2. Jarelevalve korraldamise nduded KHG emissioonide ja veekasutuse iile peavad olema
standardsed ja jargimiseks kohustuslikud. Tulemused on soovitav dokumenteerida ja
ildistada vihemalt ajani, mil erinevaid tehnoloogiaid saab lugeda histi tuntuks Eesti ja
EL ulatuses.

3. Ettevotete operaatorid peaksid olema kohustatud korraldama varase eelhoiatuse
slisteemi ootamatute gaasilekete véltimiseks ja esitama mootmistulemuste alusel
emissioonide andmedjirelevalvet korraldavatele riigiasutustele
(Keskkonnainspektsioon) andmete iildistamiseks.

4. Biogeense gaasi tootmise arendamine peab olema tidiendatud jatkuva teadus- ja
arendustdoga  parimate  mikrobioloogiliste = sodtmete, puurimistehnikate ja
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tehnoloogiliste komponentide leidmiseks, mis voimaldaksid vihendada nii emissioone
kui ka tootmiskulusid. Leitud lahendeid on vdimalik kasutada ka teistes
liikmesriikides ja kolmandates riikides.

5. Teistes riikides on BAT pohimotete arendamisel saavutatud parimaid tulemusi avaliku
ja erasektori koostooprojektides (nn PPP — Private Public Partnership). Soovitav on
seda ka Eestis rakendada.

6. Ettevotted peaksid rakendama alaliselt meetmeid veekasutuse ja soidukite liikluse
vihendamiseks protsessis, minimiseerimaks kohapealseid KHG emissioone.

7. Otstarbekas oleks holmata uurimistoodega ka muud metaankiitused, nagu maagaas,
uttegaas, biogaas ja biometaan ning LNG. Oluline on tagada niisuguste uuringute
sOltumatus. Siiani on ettevotted oma informatsiooni lugenud konfidentsiaalseks.

Nimetatud meetmed peaksid tagama mitmekiilgse varustatuse gaaskiitustega nii
majanduslikult kui ka keskkonnakaitseliselt optimaalses mahus ja vahekorras. Vastasel korral
tekivad huvigruppide poolt iilekiidetud iiksikteemad (nt 100% taastuvenergiale iilemineku
kava). Tegelikkus nouab Eestis primaarenergia bilansi mitmekesistamist majanduslikult
vastuvoetavate lahenditega, mitte uut domineerivat energiaallikat.
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10. Emissioonid

Raport esitab biogeense gaasi KHG emissioonide arvutamise ldhteandmed tootmisradades,
olelusringis, viljundite jargi, alates puurauguga kinnistul oleva ehitise gaaskiittest kuni
surugaasiga sdiduki kiituseni puuraugust ratasteni (nn WTW - Well To Wheels) arvestuses,
massbilansi asendusmeetodi alusel.

10.1. Kasutatud lahtevaartused:

e Tootlemata gaasi metaanisisaldus: 62-98%

e Siisinikdioksiidi sisaldus to6tlemata gaasis: 7-10%

e Toodeldud gaasina arvestatakse 100% metaani

e Kiittevdirtus metaangaasil: 52 MJ/kg ehk 40 MJ/m’

e Tihedus: 0,76 kg/m’

e Metaani KHG mdju koefitsient CO? suhtes arvestustes: 25

Puuraugu tootlus olelusringis on biogeense gaasi puhul individuaalne, soltudes eelkdige
argilliidi orgaanika sisaldusest. Kildagaasi puuraugul on vordluseks tootlus keskmiselt 85
milj.m’

10.2. Eeldatav moju Eesti argilliidist biogeense gaasi leostamisel
energiatootmise emissioonide vihendamisele Eestis.

Eesti argilliidist kohapeal (in situ) leostamise teel metaangaasi tootmise alustamisel on selle
suurim moju energiatootmisele asjaolu, et tegemist on laialt levinud kohaliku
kiituseressurssiga, mis vOimaldaks nii elektri- kui soojusenergia hajatootmist ning oleks
kasutatav transpordikiitusena (ka raskeveokites ning bussides, ja ka merelaevanduses).

EL liikmesriikides on oma gaasi osatidhtsus energiabilansis ja tootmisnditajates aastaid
langenud ning suurenenud on gaasi import torujuhtmete kaudu voi LNG-na kolmandatest
riitkidest. Kuna enam kui kolmandiku gaasist tarnib litkmesriikidele Venemaa, kes kasutab
gaasieksporti poliitilise relvana, on vajadus tarneallikaid mitmekesistada erakordselt suur.
Vajadus on eriti suur Soome ja Balti riikide puhul, kus 100% maagaasist tuleb Venemaalt.
Polevkivitoostuse uttegaasi kasutamine, biogaasi tootmine, LNG import kolmandatest
riikidest, Leedus kildagaasi kasutuselevott ja uue tehnoloogiana Eestis in situ argilliidist
metaangaasi leostamine on teadaolevad reaalsed alternatiivid Vene maagaasi impordile.

Seejuures on gaaskiitus energeetikas universaalne, voOimaldades toota elektrit nii
baaskoormusel kui avariireziimis, vidhendades hajatootmisel vorgukadusid ja viltides
soojatootmise ldhemale toomisega kaugkiittevorkude soojuskadusid, olles toostuslikus voi
kodumajapidamiste tarbimises {iihtseks universaalseks elektri, soojuse ja mootorikiitusen
allikaks. Vaatamata eeltoodule on Eesti primaarenergia bilansis maagaasi kasutamine

BiotaP OU Reg code 11401239 www.biotapristine.com 97/ 104



Biogeense Gaasi tootmisvoimaluste uuringud

Gazpromi hinnapoliitika tottu ja energiajulgeoleku kaalutlustel aasta-aastalt langenud.
Suurtarbijatest nditeks seisab Kohtla-Jarvel Nitrofert ning Iru Elektrijaam viidi iile
jaatmepoletusele. Viiksemad soojatootjad on valdavalt iile ldginud puiduhakkele ja gaas on
jéaetud tipukoormuse reservkiituseks.

KHG emissioonide vihendamine energeetikas ja energiatarbimises eeldaks aga metaankiituse
laialdasemat kasutamist. Vorreldes kivisdega on maagaasi pdletamisel CO, emissioon 50%
viiksem. EL Peadirektoraadi Uhinenud Uurimiskeskus (JRC) avaldas 2006.a. tootmisradade
CO, tiiiipiliste emissioonide publikatsioonis, et 1000 Btu tootmiseks kivisoe pdletamisega
emiteeritakse 0,8 t heitmeid. Sama energiakoguse saamisel maagaasist on aga emiteeritavete
heitmete kogus 0,45 t. USA Energia Informatsiooni Agentuur (EIA) on avaldanud, et
polevkivi puhul on analoog 1,13 t, raskemate masuudi fraktsioonide puhul aga 1,31 t.

Maagaasi puhul on pdletamisel tekkivast emissioonist ohtlikumad véimalikud metaanilekked
gaasi tootmisel puuraukudest, tootlemisseadmetest, hoidlatest ja trassidest. Metaan on 25
korda tugevama kasvuhoonegaasi mojuga kui CO,. Samal ajal on tehnoloogiliste tdiustustega
voimalik dra hoida 95-100% metaanileketest; see tegevus on aga rahaliselt kulukas. Seepéarast
on soovitatav metaanitootmise projektide arendamisel kasutada parima voimaliku tehnika
(BAT) metoodikat, arvestamaks vilja optimaalselt tasakaalus hinna ja keskkonnasaastlikkuse
suhe. Saksamaal on viimane ldhenemine kohustuslik. USA rakendab kildagaasibuumis samu
pohimoétteid ja sealne Keskonnakaitse Agentuur EPA avaldas 2010.aaastal, et 58%
metaanileketest parineb maagaasi tootmisest ning 2,27% magistraalvorkudest. Lekkemiéirade
kontrollimisel sedastati juba 2013. aastal, et tootmisest pédrineb 37% ja vOrkudest 1,54%.

Hinna, kvaliteedi ja kasutuse paindlikkuse tottu USA energiatootmises langes soe osakaal
2003.aastal 53%-le; 2012. aastal 37%-ni. Maagaasi osakaal on seevastu samal ajavahemikul
tousnud 14%-1t kuni 29%-ni. Samas, emissioonide tase oli antud perioodil madalaim peale
1991. aastat. EPA ja EIA (Energy Information Administration) prognoosivad, et 2005.a.
tasemele jouavad emissioonid energiatarbimise kasvades peale 2045 aastat. Saksamaal on aga
sOe tarbimine taastuvenergia tasakaalustamiseks vOrgus tuumaenergia vihenemisel oluliselt
tousnud.

Eestis biogeense gaasi leostamisel argilliidist on puuraukude madala siivise ja jirk-jargulise
kditamisega mitte eriti tugeva surve all metaanilekete oht viga minimaalne. Erituva gaasi saab
kinni piitida ja kididelda. Mikroorganismide sootmetest tuleb leida efektiivseimad ning
keskkonnale kahjutud lahused. Esialgsed katsed laboris niditavad, et tulemused erinevate
toitesegudega on erinevad. Parim lahus tuleb leida iga kinnistu ulatuses eraldi. Kogumoju
Eesti energiatootmise emissioonidele voib ajapikku olla sama olulise positiivse mdjuga kui
seda oli USA-le kildagaasi buum.
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10.3. Biogeense gaasi tootmise emissioonid (upstream);

1.

Puuraugu rajamise ettevalmistustdod: Eesti argilliidi lasumissiigavustel 20-200 m
piisab kaevude, maasoojuspumpade, kaablitrasside ja torustike paigaldamisel
Eestis olemasolevast ja kasutatavast liikurtehnikast, mis vdimaldab rajada
puurauke igasuguses pinnases kuni 400 m pikkuselt. Minimaalne moju tekib
vastava tehnika objektile toomisest. Vorreldes kildagaasi puhul kasutatavate
toodega puudub vajadus teostada puurtorni paigaldustdid, rajada selleks
juurdepiise ning valmistada ette pragundamise (nn fracking) survesegu tagasiloogi
kogumisbasseinid.
Puurimistodd: emisssioone tekitavad mootorikiituste ja elektrienergia kulu
libindamisel, mille arvestuslikud emissioonid on:
vertikaalpuurauk stigavusega 50 m (keskmine siivis): 13,16 t/CO, puurauk
horisontaalpuurauk 4 haruga a 100 m: 105,28 t/CO, puurauk
Argilliidis olevate mikroorganismide elutegevuse soodustamiseks on vajalik

vastava toitesegu koostamine, valmistamine ja puuraugu leostamine. Eraldi
tehakse arvutused kolme erineva sootme (sdéotmed 1, 2 ja 3) puhul, arvestades
veevajadust vastavalt veesambale siigavusega 50 m: emissioon keskmiselt 89,9
t/CO; puurauk

Leostamisperioodi metaani ja CO,_ lekked puuraugust. Maagaasi tootmisel
tekitavad emissioone tavaliselt esmane gaasipurse ja avariilised lekked (fugitive
emissions). Biogeense gaasi leostamisel eraldub esmasel gaasi tekkel madalal
survel segu vesinikust, ldammastikust ja siisinikdioksiidist. Metaan eraldub ja
protsess intensiivistub alles hiljem. Keskkonnakaitseliselt oleks soovituslik

esimese etapi gaas koguda
Tehnoloogiline emissioon, on see, mis tekib metaani tarbimise puudumisel voi

seadmete riketel eralduva metaani poletamisel torvikus (flaring) voi suunamisel
vilisdhku (venting). Neid emissioone saab vihendada 90-100% ulatuses, kasutades
projekteerimisel ja planeerimisel parima vdimaliku tehnika (BAT) meetodeid.
Biogeense gaasi puhul on ndudluse puudumisel voimalik ka leostamine ajutiselt
katkestada, katkestades nii gaasi eraldumise. Arvestuslik emissioon on ldhedane
nullile.

Esimene viljund - tootlemata gaasi suunamine Kinnistul oleva rajatise gaaskiitte
seadmesse, koostootmisjaama voi lokaalsesse gaasivorku:

Emissioon gaaskiittest: soojusenergia tuhat kWh 19-33 gr/CO,

Vordluskiitused ja séistlikkuse % vordluses

LNG ehk veeldatud maagaas: 38-89 gr/CO;’ siistlikkus kuni + 269%
Tootmisel ja todtlemisel 90% torvikus pdletatud lekkega maagaas 12-16 gr/CO,, sédastlikkus —
206% (iiletab kehtiva biokiituste sddstlikkuse kriteeriumi normi)
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100% piiiitud lekkega metaangaas (BGL) 10-11 gr/CO, sdidstlikkus 300% vorreldes Briti
maagaasiga.

Polevkivi uttegaas: Eesti Energia AS ja VKG andmed pole kahjuks avalikud.

10.4 Biogeense gaasi jireltootlemise, hoidmise ja transportimise
emissioonid (midstream)

e Emissioonid gaasi puhastamisel ja metaanisisalduse tdstmisel ning gaasihoidlas
hoidmisel (Suurbritannia naitel “flaring”ja”venting”variandis)

e Emissioonid puhastatud gaasi magistraalvorgus hoidlatesse vdi tarbijateni suunamisel.

e Tiiipilised emissioonid surugaasi toimetamisel autotranspordiga 50 km raadiuses
gaasitanklasse, toostusliku, pollumajandusliku  vdi  kodutarbija lokaalsesse,
magistraalvérguga iihendamata gaasimahutisse.

Teine viljund - kuni 98% standardse metaanisisaldusega gaasi tarbimine Kiitteks,
jahutuseks vo6i koostootmiseks:

Emissioon gaaskiittest: vorreldes esmimese viljundiga viheneb suurema metaanisisalduse
arvel kWh tootmiseks vajaliku gaaskiitte kogus, kuid lisandub midstream to6tlemise

.. 3
emissioon m~ kohta

Vordluskiitused ja sdistlikkuse % Suurbritannia ja USA néiidetel:

Maagaas gaasivorgust: 100 t CO, miljon m® kohta ehk 9 g/CO, kWh primaarenergias.
Kolmandatest riikidest torujuhtmetega imporditud maagaas (JRC): kuni + 20% Euroopas
toodetust.

LNG impordituna: Kuni 2,6 korda Euroopas toodetud maagaasist enam.

Euroopas toodetud kildagaas: Tdpsed andmed puuduvad, eeldatakse kolmandatest riikidest
torujuhtmetega imporditud maagaasiga samast taset.

10.5. Biogeense gaasi jaemiiiigil ja tarbimisel moodustuvad emissioonid

(downstream)

Tarbimisel esimese ja teise viljundi jdrgi kiitteks, jahutuseks ja koostootmiseks kohapeal
tdiendavaid emissioone toodetud soojuse voi elektri tarbimisel ei ole.

Arvestamata KHG emissioon tekib surugaasi kasutamisel mootorikiitusena:

1. Lekked vdivad tekkida tankla gaasimahutist, torustikest ja tankimispiistolist.
Tankimispiistolist tekivad lekked ka to0stus- voi kodutarbija gaasisiisteemiga
tihendatud tarbija puhul. Antud lekked voib jitta arvestamata, sest need on avariilised
ning standard- voi keskmisi védrtusi ei ole avaldatud. Téiesti korras gaasisiisteem on
projekteeritud hermeetilisena, ning arvestuslik emissioon puudub.
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2. Emissioon sdiduauto paagist velgedeni (nn WTW transpordi emissioon). See on
metaanitarbe 3,9 Nm® 100 km kohta korral samane maagaasi ja biogaasi CO,
emissiooniga, www.cleanvechile.org toodud kalkulaatori jargi 69,01 g/km

Vordluskiitused:

Bensiinil ja diiselkiitusel on sama energiamahukuse juures (sddstlikkuse klass) juures WTW
arvestuses CO, emissioon 90,48 g/km. Tulemustes ndeme, et surugaasi kasutamine on 23,7%
sadastlikum.

Etanool: emissioon on sama energiamahukuse juures 63,95 g/km, vaikeviirtuse jiargi on 7,4
% saastlikum kui gaas. Etanool on alati segus fossiilbensiiniga, mistdttu see gaaskiitusest
suuremat efekti ei anna, sest fossiilbensiin on kdrgema emissiooniga kui surugaas.

LPG: emissioon sama energiamahukuse korral 69,42 g/km. Seda on 0,41 g/km kohta rohkem
kui surugaasil, aga sisult sarnane tulemus.

Elekter ja gaasiline vesinik vesinikelemendis: Soiduki emissioon on null, kuid samas on
Eestis elektritootmise emissioonid vidga korged ja iilekandekaod suured. Vesinikku saab aga
toota samast biogeensest maagaasist, mille tootmise ja hoiustamise 6koloogiline jalajéilg on
oluliselt vdiksem kui imporditaval maagaasil ja LPG-1.

Emissioonide arvestamise alusena on kasutatud USA Kliima ja Energialahenduste Keskuse
kokkuvotet (LISA 5 - C2ES Summary Report June 13 - Leveraging natural gas reduce ghg
emissions) ja Suurbritannia Riigisekretdri Energia ja Kliimamuutuste Agentuuri raportit
(LISA 6 - DECC Shale Study Report 2013).

10.6. Kokkuvote.

Vorreldes muude gaaskiitustega, nagu imporditud maagaas, veeldatud maagaas (LNG) voi
kildagaas, on kohapeal leostatud biogeenne gaas oluliselt madalamate KHG emissioonidega,
tulenevalt vidiksemast puurimissiigavusest, puurtornide rajamise mittevajalikkusest, gaasi
tootmise alustamise jdrk-jargulisest tsiiklist koos voOimalusega koguda algselt eralduvad
gaasid ja iimber toodelda ning tarbija (kiitteseadme) vdimalikust asetsemisest puurauguga
samal kinnistul.

Emissioonid ei erine oluliselt biogaasi emissioonidest, mis taastuvkiitusena arvestatakse
kokkuleppeliselt todtlemisel null emissiooniga kiituseks kuni transpordikiitusena tankimiseni
(WTT). Biomassi kiitlemisel kuni biogaasijaamani esinevad ikkagi arvestatavad KHG
emissioonid, mis vdivad olla erinevad, kuid pigem iiletavad emissioone (in sifu) puuraugu
rajamisest leostatava orgaanilise materjalini.
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11. Voimalikud lahendused

Kidesolev peatiikk puudutab biogeense gaasi tootmise alustamise voimalusi Eesti argilliidi
mikrobioloogilise leostamisega “in situ” puuraugus. Sisendeid ja viljundeid on kirjeldatud
uuringu eelnenud peatiikid. Seetdttu piirdutakse siinkohal lithikokkuvdttega resiimee vormis.

Katsetega erinevatel mikrobioloogilistel sootmetel selgitati laboris, missugused toitelahustest
vallandavad argilliidi leostamisel metageneesi ja missugused mitte. Et metaani tootmise kolm
midravat tegurit on pH tase, temperatuur ja rohk, ning ddrmiselt tdhtis on elimineerida
metalliiihendite voimalik leostumine pdhjavette, siis korrektsete gaasikoguste méadramiseks on
vaja pikema aja jooksul jdlgida nii labori skaalas kui ka hiljema prototiitibina kisitletavaid
puurkaeve ja nendes toimuvaid protsesse. Laboratoorselt leidis kinnitust fakt, et sobivatel
tingimustel teatud proovidega eraldus kolmekuulise leostamise jooksul méirkimisvéddrne kogus
gaasi metaanisisaldusega iile 30%. Puuraugus suurema rohu all kdivitub metaanitekke rada,
mille kaudu mikroorganismid muudavad metaaniks ka salvestunud CO,, seega peaks
metaanisisaldus veelgi tdusma

Samas voib tootavat prototiitipi lugeda juba tootmise alustamiseks, ehkki mitte veel arilistel
eesmérkidel. Tulemuste baasil on voimalik parima vdimaliku tehnika metoodikal planeerida
biogeense gaasi tootmist soojuse ja elektri koostootmiseks seadmetele, mis praegu on
kasutatavad  biogaasijaamades. Samuti planeerida jdreltootluse  puhastusseadmeid,
ithendamaks biogeense gaasi tootmine maagaasi magistraalvorguga vOi miiiia seda
surugaasina mootorikiitusena. Kui toota biogeenset gaasi lokaalse gaasivorgu tarbeks, piisab
ka madalamast jireltootluse astmest.

Biogeense gaasi kasutamiseks on eelistatavaim ja odavaim variant kinnistul hoonete ja
rajatiste kiitmisel ja elektri tootmisel pohikiitusena oma puurkaevus biogeense gaasi tootmine.
Koostootmise reziim on eelistatum, sest soojuskoormuse langemisel saab suurendada
elektritootmist. Puurkaevu saab kiill moneks ajaks sulgeda, kuna eralduva gaasi rohk ei ole
viga korge, kuid see suurendab metaanilekete ohtu. Samal pdhjusel pole kohapealne
biogeenne gaas eriti sobilik reservkiitus, kuid kdige paremini peaks sobima todstustarbijale.

nditeks Keila ning Haapsalu linnad.

Vaéimalik on planeerida ka lokaalseid kiittevorke, seda eriti kohtades, kus maagaasi varustus
puudub, kuid argilliidikiht on olemas. Toorgaasi jdreltootlus on perspektiivne tarbijale, kes
soovib kasutada surgugaasi mootorikiitusena oma masinapargis, nii tankides otse asukohas.
Suurema logistika juures voib kiitusekulu kokkuhoid olla mirkimisvéddrne, kuna gaasi ei pea
sisse ostma, nagu maagaasi puhul. Eksisteerib vaid investeeringu kapitalikulu.

Rootsis, kus maagaasi magistraalvork on ainult 1duna- ja ldinerannikul, on biometaani tanklad
(97% metaanisisaldust) vilja arendatud gaasi tarnimisega tanklasse autotranspordiga, seda

siiskas kas spetsiaalveokiga voi balloonidega. Ka Eesti biogaasi ja biometaani arendamise
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tegevuskava néeb viidatud variandi arendamist ette. Taolistesse tanklatesse saab tarnida ka
puhastatud biogeenset gaasi. Biogeense gaasi omahind peaks jaama oluliselt viiksemaks kui
biogaasil, sest ei vaja biomassi kasvatamist ja kéitlemist.

Maagaasi seadusega ettendhtud metaanisisaldusega biogeenset gaasi saab miilia ka gaasi
vorguettevotjale. Eestis on magistraalvork tunduvalt tihedam kui Rootsis. Taoline vdoimalus
on eriti oluline, kui kohapealne tarbimine on hooajaliselt kdikuv ja tekivad gaasi iilejadgid.
Uhenduse olemasolul on vdimalik maagaasiga kompenseerida ka puudujiik, kui see peaks
tekkima.

Viiksematele kodutarbijatele on ilmselt puuraugu rajamine ja selle leostamine liialt koormav,
toendolisem oleks lokaalne kiittevork. Samas mitme Korteriiihistu peale oleks
konteinerkatlamaja ja puurkaevu rajamine juba perspektiivne. Niiteks on sobiva paksusega
argilliidikiht Tallinnas Lasnamie klindis olemas. Praegu on aga linnades Kaugkiitteseaduse
alusel lokaalsete katlamajade rajamine elamutele pérsitud. Samas on kiitteperioodil hinnad
tousnud juba tasemele, kus need lokaalsed lahendused on tarbija seisukohalt digustatud.

Kriteeriumiks tuleks taas votta vordlev parima vdimaliku tehnika metoodika. Kui
majanduslikult ja keskkonnamdjudelt on lokaalkiite sddstvam ning véiksemate
soojakadudega, siis pole kaugkiitte soojamonopolil digustust. Ka EL on seadnud eesmargiks
kaugkiitte osakaalu vihendamise energiatarbimises just suurte kadude tottu trassides.

Eelpool viidatud kasutusvOimalused kohaliku kiitusena on esimesed sammud ressursi
kasutuselevotul, mis on kordades viiksema Okoloogilise jalajdlega kui nditeks polevkivi
kasutamine, ka viiksema jalajidljega kui LNG ja Euroopas toodetud kildagaasil. Samas on
biogeenne gaas suhteliselt lihtsalt ja suurte investeeringuteta kittesaadav. Nii oleks koigist
voimalikest lahendustest tdhtsaim tddemus, et jirgmise sammu astumine argilliidi in situ
leostamiseks on Eestis digustatud.

Teostatud paljulubavad katsetused annavad kinnitust, et edasised rakendusuuringu
mahukad katsetused biogeense gaasi keskkonnasobralikuks ja efektiivseks tootmiseks
(sh in situ) on vajalikud.
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12. LISAD:

LISA 1 - Lippmaa et al , Shale Oil 2011, vol 1; 1k 68-77

LISA 2 - EIA Recoverable Shale Oil & Gas Assessment in US LISA 3

LISA 3 - BP Energy Outlook 2035

LISA 4 - EIA World Shale Gas Assessment 2011

LISA 5 - C2ES Summary Report June 13 - Leveraging natural gas reduce ghg emissions
LISA 6 - DECC Shale Study Report 2013

LISA 7 - EIAARI World Shale Gas and Shale Oil Resource Assessment

LISA 8 - Guidelines on State aid for environmental protection and energy 2014-2020
LISA 9 - V_Mo_Pb_GA_s_Kallaste _et_al 2013

LISA 10 - Lippmaa 2009

LISA 11 - Lippmaa 2011

LISA 12 - Summary RES-D

LISA 13- eBIO on FQD for BFI

LISA 14 - RED for BFI by eBIO
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