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Infoleht

Pdlevkivi mikrobioloogiline to6tlemine

Eestis on pdlevkivi energeetiliste vajaduste rahuldamiseks kaevandatud juba tle 100 aasta.
Eesti pdlevkivi ehk kukersiit on suhteliselt madala energeetilise vaartusega ning selle
kaevandamise ja tootlemisega kaasneb hulgaliselt negatiivseid keskkonnamdjusid. Kéesoleva
t60 eesmark on uurida mikrobioloogilise to6tlemise mojusid pdlevkivi orgaanilisele osale ning
tootlusega kaasnevale metallide leostumisele. Mikrobioloogilise to6tlemise mdju uuritakse

mikroorganismide arvukuse, metallide leostumise skaneeriva elektronmikroskoopia abil.
T60 teadusala CERCS kood:

B320- Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, mikoloogia

T490- biotehnoloogia

Marksdnad:  polevkivi,  biodegradatsioon,  metanogenees, elektronmikroskoopia,

jalgelemendid

Oil shale microbiological processing

Estonia has mined oil shale for over 100 years to meet its energy consumption needs. Estonian
oil shale kukersite is relatively low energy fuel which mining and processing has many negative
aspects on the environment. The aim of this work is to study the effect of microbiological
treatment to oil shale organic part and leaching of metals. The effect of microbiological
treatment is studied via microorganisms number, leaching of metals and scanning electron

microscopy.

CERCS research specialization:

B230 Microbiology, bacteriology, virology, mycology
T490 Biotechnology

Keywords: oil shale, biodegradation, methanogenesis, electron microscopy, trace elements



Sissejuhatus

Kogu inimkonna ja ka Eesti inimeste elu heaolu kasv suurendab (iha enam vajadust uute
energiaallikate leidmiseks. Lisaks kasvavale ndudlusele energiaga varustatuse jarele, kasvab
ka nbudlus toostuses vajaminevatele metallidele. Siiani on Eesti koos muu Euroopaga tugevalt
sOltunud imporditavatest metallidest. Eesti pohilist maavara pdlevkivi on energeetilistel
eesmérkidel kasutatud juba tle 100 aasta. Pdlevkivi pGletamine tagab Eestile energeetilise
s6ltumatuse, kuid on toonud kaasa keskkonnaprobleemid. Alternatiivseid pdlevkivi tootlemise

viise on vahe uuritud.

Uha karmimaks muutuvad keskkonnanduded sunnivad mdtlema keskkonnasdbralikumate
tehnoloogiate arendamisele ja kasutuselevotule, mis on Eesti kontekstis oluline pdlevkivi
seisukohast. Eesti pdlevkivile annab pdlevad omadused orgaaniline aine, mille moodustavad
selles kunagi elutsenud organismid. Lisaks sisaldab Eesti pdlevkivi mikroelemente — Ni, Pb,
Zn, Zr, Co, Sr, As, V ja Rb. Mikroelementide madala sisalduse t6ttu ei ole neid vBimalik
kaevandada tavapéraseid kaevandusvotteid kasutades, mdeldav oleks metallide

mikrobioloogiline leostamine nt biokaevandamise abil.

Siiani on biokaevandamisel kasutatud atsidofiilseid metalle okstdeerivaid mikroorganisme, et
eraldada metalle sulfiidsetest mineraalidest, vahem on aga uuritud biokaevandamise véimalusi
kivimi enda loomuliku koosluse kasutamisega ja neutraalsel pH-1. Paljud aeroobsed
mikroorganismid on vGimelised lagundama pdlevkivis leiduvaid orgaanilisi vaavlitihendeid (nt
tiofeene), muutes need vees lahustuvateks thenditeks (sulfaadid jne). Lisaks v@ivad need
mikroorganismid leostada 6litoostuse jaoks soovimatuid metalle, nt. As ja V, vbimaldades

nende edasist eemaldamist pdlevkivist.

Kéesoleva t60 eesmargiks oli uurida pdlevkivi mikrobioloogilise td6tlemise voimalusi
aeroobsetes ja anaeroobsetes tingimustes Eesti ja Jordaania pdlevkivi nditel. Mikrobioloogilise
to6tlemise mdju pdlevkivile uuriti mikroorganismide arvukuse, metallide leostumise, biogaasi
tekke ja pinna morfoloogia muutuste (skaneeriva elektronmikroskoopia) abil. Katsed on osa
pdlevkivi leostamise uuringutest projekti ,,POlevkivi ja poolkoksi mikrobioloogilise to6tlemise

rakendusuuring* raames ja teostati Tartu Ulikoolis koostdos ettevttega BiotaTec OU.



1. Kirjanduse Ulevaade

1.1. PBlevkivi omadused ja keemiline koostis

Eesti pdlevkivi ehk kukersiit on labi aegade olnud Eesti olulisimaks maavaraks. Pdlevkivi on
tahket orgaanilist ainet ehk kerogeeni sisaldav savikas voi karbonaatne settekivim. Just
kerogeeni sisaldus annabki pdlevkivile pdlevad omadused ning selle sisalduse alusel toimub
ka pdlevkivide klassifikatsioon. Kukersiit sisaldab kerogeeni 15-70% [1].

Siiani ei ole tapselt teada, kuidas kukersiit tekkis. Pdlevkivi kerogeen on périt soolases meres
elutsenud tstianobakterite Gloeocapsamorpha prisca jadnustest. Kerogeeni settimine toimus ca
400-450 min aastat tagasi Kesk-Ordoviitsiumi ajastul, kui Eesti paiknes praeguse Austraalia
kohal [2]. Lisaks kukersiidile leidub Eestis ka graptoliitargilliidi nimelist p&levkivi, mida
praegu ei kaevandata. Kaevandatava polevkivi nimetus ,,kukersiit tuleneb Kukruse mdisa
saksakeelsest nimetusest (Kuckers), mille lahedalt leiti 19.sajandil 1&biviidud geoloogiliste

toode kaigus kbige paksemad pdlevkivi lasundid. [3]

Eesti leiukohtade pdlevkivi keskmine kuttevadrtus on suhteliselt madal — 3600 kcal/kg [3].
Seda vdib vorrelda puidu keskmise kuttevaartusega (2500 kcal/kg) [4] vOi sorteerimata priigi
klttevaartusega (1600-3800 kcal/kg) [5]. Kukersiidi pdletamisel saadakse uhest tonnist
pdlevkivist 350 kg pdlevat osa, 550 kg tuhka ja 100 kg niiskust. Seega tekib pdlevkivi

pdletamisel suurtes kogustes tuhka, st jadtmeid [3,6].

Vaatamata madalale kuttevaartusele on pdlevkivi ndol siiski tegemist Eesti olulisima
energiatootmiseks kasutatava maavaraga. Majandusliku kasu alusel jaotatakse pdlevkivi reserv
aktiivseks ja passiivseks maavaraks. Aktiivse maavarana (energiasisaldus >35 GJ/m?) on arvel
5,0*10° tonni ning passiivse maavarana (energiasisaldus 25-35 GJ/m?) 3,5*10° tonni polevkivi.
Umbes 4% aktiivsest reservist asub piirkonnas, mille peale on rajatud hooneid ning seetdttu ei
arvestata seda osa aktiivsesse reservi [1,7]. Energia tootmiseks kasutatakse polevkivi
klttevaartusega 8,5-11 MJ/kg ning Glitootmiseks kdrgema kiittevaartusega (11,4-14 MJ/kg)
pdlevkivi [7]. Kukersiidi kiittevaartus erineb ka lasundi piires, olles suurem lasundi pdhja- ja
keskosas — 9-10,5 GJ/t (koos lubjakivi vahelasunditega) ja 12,5-13,5 GJ/t (ilma lasunditeta).

Kittevaartus vaheneb lasundi I6una ja laane poole liikudes 5,0-7,5 GJ/t [7].



Pdlevkivi keemiline koostis

Pdlevkivi (kukersiidi) pdhilisteks koostisosadeks on sisinik (76-78%), vesinik (9-10%),
hapnik (9-12%), lammastik (0,2-0,5%), vaavel (1,2-2,1%) ja kloor (0,5-0,9%) [8,9,12].
Kukersiidi pdlevateks komponentideks on stsinik ja vesinik, mille aatomsuhte H/C jargi
maaratakse polevkivi energeetiline véaartus. Mida suurem on aatomsuhe H/C seda suurem on
Olisisaldus ehk seda korgema Kkittevadrtusega on polevkivi [3]. Lisaks pdlevatele
komponentidele ning muudele elementidele sisaldab pdlevkivi nii anorgaanilisi kui ka

orgaanilisi vaavlitihendeid [10].

Pdlevkivi mineraalne osa koosneb karbonaatsest osast (kaltsiit ja dolomiit, 15-70%) [2],
silikaatsest osast (15-40%) ning savimineraalidest [9]. Mineraalse osa tdpsem koostis on — SiO-
(20-36%), Al203+TiO2 (6-11%), Fe203 (3-6%), CaO (34-60%) ja MgO (2-7%) [9]. Nii
pdlevkivi kui ka pdlevkivituhk sisaldavad metalle. P8levkivist on maaratud Ba, Cr, Mn, Ni, Sr
ja Cu [3], pdlevkivituhast lisaks As, Mo, Ni, Pb, Zn, V ja Co [11]. Pélevkivis vdivad sisalduda
ka mdned haruldased elemendid, nagu néiteks U, Mo, V, Re, Ge ja Be [12].

Véaavel

Pdlevkivi sisaldab 1,2-2,1%, vaavlit, millest ligikaudu 30% on orgaanilised ja 70%
anorgaanilised vaavliihendid. Anorgaaniline vaavel esineb enamasti piriidi voi markassiidina.
Vaike osa vaavliuhenditest esineb ka sulfaadina; selle sisaldus soltub pdlevkivi
lasumissligavusest. Vadvel esineb orgaanilistes Uhendites kas aromaatsetes tsuklites voi
alifaatsetes funktsionaalrihmades (merkaptaanid, alifaatsed v&i artulsulfiidid, -disulfiidid)
[10]. Polevkivi vaavlisisaldus on selle kasutamise seisukohast murettekitav, mdjutades
negatiivselt nii pdlevkivi to6tlemiseks kasutatavat aparatuuri kui ka valishu kvaliteeti [13].
Vaavli puhul on oluline selle jaotus erinevate agregaatolekute vahel. Kiituse ja lendtuha
uuringutes on leitud, et pdletamisel vabaneb 40-50% véavlist gaasifaasi. Metallidest l&hevad
gaasifaasi 40-50% Se ning 25-35% As, Cd ja TI. Teised elemendid v.a. Cl, Br ja jadvad 90%
ulatuses tuhka. Enamus pdlemise kaigus tekkinud SO2 neutraliseeritakse CaO-ga pdletusahjus
ja gaasikanalites enne Kkui suitsugaasid atmosfadri vabanevad. CaO on CaCO3

lagunemisprodukt kdrgel temperatuuril [10].

1.2 P6levkivi kaevandamine
Aastaks 2019 on pdlevkivi kaevandatud ja toostuslikult kasutatud juba tile 100 aasta. Esimene
suurtarbija oli Kunda tsemenditehas, mis 1921.aastal muudeti taielikult pdlevkivikitteliseks

[3]. Kokku on Eestis lubatud kaevandada keskmiselt 20 miljonit tonni pdlevkivi aastas [14,15],



kuid Ukski kaevandusloa saanud ettevdte ei ole talle antud loa piires pélevkivi taielikult &ra

kaevandanud. Alates 2009. aastast on pdlevkivi kaevandatud keskmiselt 15 min t aastas [14].

Eestis on 0,5-1% maailma pdlevkivi varudest, kuid Eesti kaevandab rohkem kui 48% maailmas
kaevandatavast pdlevkivist — see teeb Eestist maailma suurima pdlevkivikaevandaja [16].
Lisaks Eestile kaevandatakse pdlevkivi veel Hiinas, Venemaal, USA-s, Saksamaal ja
Austraalias [17]. Viimase 95 aasta jooksul on pdlevkivi ménginud Eesti majanduses olulist
rolli. Alates pdlevkivi kaevandamise algusest (1916. a.) on pdlevkivi kaevandatud le 1,6* 10°
tonni, mis on kolmandik kogu olemasolevast reservist [1,18]. Eestis kaevandatavast pdlevkivist
toodetakse elektrit, soojusenergiat ja pélevkividli.

Kaevandamistehnoloogiad

Kaevandamine jaguneb pealmaa- ja allmaakaevandamiseks. Pealmaakaevandamist
kasutatakse, kui pdlevkivi asub kuni 30 meetri sligavusel; siigavamal asuvate lasundite korral
eelistatakse ~ allmaakaevandamist.  Lisaks  pdlevkivi  lasumissugavusele  s6ltub
kaevandustehnoloogia valik geoloogilistest, hldrogeoloogilistest ja keskkonnakaitse
tingimustest. [14] Enne 2009. aastat olid enamus kaevandustest pealmaakaevandused, kuid
peale seda on kasvanud allmaakaevanduste osakaal [2,14]. Pdlevkivi kaevandamisega
kaasnevad materjalikaod: pealmaa kaevandamisel on pdlevkivi kaod 4-12% ning
allmaakaevandamisel 25-30% [7]. Suuremad kaod allmaakaevandamisel on tingitud sellest, et
osa polevkivi jéetakse kéikude toestamiseks ning varingute valtimiseks kaevandamata.
Polevkivi peal- ja allmaakaevandamise skeem on toodud lisas 1. Sdltumata sellest, kas
pdlevkivi valjati peal- v6i allmaakaevandamisega on jargmine todstuslik samm rikastamine,
mille kéigus tduseb pdlevkivi energeetiline vaartus [82]. Rikastamine teostatakse
kaevandamise kohas ning selle kaigus eraldatakse pdlevkivist lubjakivi tukid. Ka rikastamisega
on seotud pdlevkivi kaod (varasemalt 3-6%), kuid need on aja jooksul véhenenud [1]. Plevkivi

tootlemise skeem on esitatud joonisel 1.

P6 P9

P4 — Elektri ja sooja
Polevkivi |:D tootmine ={>
P3 P2 |:> rikastamine o
P&levkivi s | P7 P10| %
|:> E ={> Keemiatdostus .:D ‘g’ 8
PS5 £ "8
)
P1 Kaod Polevkivi | :> P8 N
={> Muud todstused ED

Joonis 1. P8levkivi tootlemise skeem [13]. P1 - pdlevkivi kaevandatav reserv; P2 - pdlevkivi kaevandamine; P3
- pdlevkivi kaevandamise kaod; P4 - rikastamisele minev pdlevkivi; P5 - rikastamata p8levkivi tarbijatele; P6 -
pdlevkivi elektri ja soojuse tootmiseks; P7 - pdlevkivi keemiatdostusele; P8 - pblevkivi muudele téostustele (nt
tsemenditootmine); P9 - elektri- ja soojusenergia tarbimine 18pp- tarbijate poolt (v.a Eesti Pélevkivi); P10 -
pdlevkivikeemiatddstuse toodang; P11 - muude p6levkivitdostuste toodang.



1.3. Pdlevkivi kasutusviisid ja nendest tulenevad keskkonnamdjud

Pdlevkivil tootavad ettevotted on mitukimmend aastat olnud Eesti ja Euroopa Liidu suurimad
keskkonnasaastajad [5]. Pdlevkivi kaevandustest emiteeruvad heitgaasid moodustavad vaid
0,5% SO2, 0,2% NOx ja 0,5% CO kogu pdlevkivi todtlemisega seotud emissioonidest [18].
Peamine osa heitgaasidest emiteerub pdlevkivi pdletamise kaigus, nt the tonni pdlevkivi
poOletamisel eraldub umbes Uks tonn CO». [5]. Pélevkivi pdletatakse elektri- ja soojusenergia
saamiseks. Pdlevkivist elektrienergia tootmiseks kasutatakse otsepOletamist ja tootlemisel
tekkiva uttegaasi poletamist. Otsepdletamise pdletamistehnoloogiad jagunevad omakorda

kaheks — tolmpdletamine ja tsirkuleerivas keevkihis pdletamine. [13,83]

Tolmpdletamisel kasutatakse Eestis tahkeSlaki drastusega frontaalpdletiga leekkoldeid, mille
mehhaaniline soojuskadu pdletamisel on 1-2%. Tegemist on tdnapaeval levinuima tahke kituse
pdletamistehnoloogiaga. [83]. Soojusenergia tootmisel tolmpdletamisel emiteerub kérge SO2
sisaldusega heitgaas ning see tehnoloogia on suhteliselt madala netokasuteguriga (30%) [13].
Alates 2012. aastast kehtib Euroopa Liidus SO heite piirang 25 tuhat t aastas [19]. Sellest
tulenevalt on kateldele paigaldatud deSOx seadmed, mis vahendavad oluliselt SO, emissiooni,
aga ka energiatootmisplokkide kasutegurit. [14] Véaavli- ja lammastikulihendite vadhenenud
emissiooni néitab LOuna-Soome ja Leningradi oblasti metsade ja jarvede hapestumise

vahenemine ning Euroopa Liidu direktiivist tulenevatele néuetele vastamine [19].

Uuem poletamistehnoloogia on tsirkuleerivas keevkihis pdletamine, kus kasutatakse kdrgema
kittevaartusega (8,0-11 MJ/kg) pdlevkivi ning madalamaid pdletamistemperatuure
(madalatemperatuurilise korral 300-400°C ja kdrgtemperatuurilie korral 800-850°C) [21,83].
Tsirkuleerivas keevkihis pdletamisel on mehhaaniline soojuskadu 1-1,5%. Keevkihtpdletamist
kasutatakse soojusenergia tootmiseks.[83]. Tsirkuleerivas keevkihis pd&letamist peetakse
paremaks vadhese SO, ja NOx emissiooni (ka ilma spetsiaalsete suistugaasi
puhastusseadmeteta) ning suurema kasuteguri pérast. Tsirkuleerivas keevkihis saab p6letada
ka biokutuseid (turvas, puit) ning méetoostuse rikastusjaatmeid. [19,38,83] Selle tehnoloogia
puuduseks on aga tuhka seotav suur véaavli kogus [20,21]. Kdik pdlevkivi pdletamisviisid
tekitavad palju tuhka [6,13], mis on ohtlik j&&de ja moodustas nt 2002. a 85% kogu Eestis
tekkinud ohtlikest jaatmetest [13]. Vaid 30% tuhast leiab kasutust, seda peamiselt

p6llumajanduses ja ehitusmaterjalide tootmises [6].

Oli tootmiseks kasutatakse umbes 12% kogu kaevandatavast pdlevkivist. Kiviteri protsessiga
(vertikaalsed retordid) toodetakse 6li Viru Keemia Grupp AS-s (VKG, dlisaagis 17-17,5%,



keemilise protsessi efektiivus 72-75%) [22] ning Galoteri protsessiga (tahked soojuskandjad)

toodetakse &li Narva EJ Olitehases (lisaagis 13,6%, keemilise protsessi efektiivsus 80-85%)
[9].

Lisaks Ghule saastub pdlevkivi kaevandamise ja to6tlemise kéigus ka vesi. Kaevanduskaigud,
mida enam ei kasutata ujutatakse dle ning sinna alles jd&nud sulfiidne vaavel (puriit)
okstideeritakse vees sisalduva hapniku poolt sulfaadiks. Selletdttu tbuseb jarsult vees sisalduva
sulfaadi hulk (300-600 mg/I-It 1200-1500 mg/I-ni). Hiljem sulfaadisisaldus véheneb, kuid jaab
siiski looduslikust foonist kérgemaks [13,23]. Pdhjaveele kujutab ohtu veel tuhamagedest
leostuv tugevalt aluseline vesi [2,24] ning aheraine magede pdlemisel leostuv fenooliderikas
vesi [25].

Suhteliselt suurte kaevandamise ja todtlemise kadude ning ulatuslike keskkonnamdjude t&ttu
on vajalik uurida pdlevkivi alternatiivseid to6tlemisvéimalusi. PGlevkivi arengukava aastateks
2016-2030 seab eesmérgiks uuemate ja paremate kaevandustehnoloogiate uuringud. Uute
tehnoloogiate arendamise kéigus poOdratakse tahelepanu nii pdlevkiviga kaasnevatele

maavaradele (nt. metallid) kui ka maardlate kaevandustundlikkusele. [14]

1.4. Kivimite mikrobioloogiline leostamine

Biokaevandamine on uldine termin, mida kasutatakse metalle sisaldavate maakide ja
kontsentraatide mikrobioloogilise t66tlemise t&histamiseks. Alates 1960-ndatest leiab
biokaevandamine (ha enam kasutust. Algul kasutati biokaevandamist vase eraldamiseks
sellistest , kivikuhjadest, milles vasesisaldus oli kas liiga véike tavapéraseks sulatamiseks voi
kus ei saanud kasutada tavapéaraseid kaevandusmeetodeid [26]. Bioleostamine on uuenduslik
meetod madala metallide sisalduse ja polumetalliliste maakide to6tlemiseks, kuid ka juhul kui
moningate elementide (nt arseen) sisaldus kahjustaks sulatamise seadmeid vdi kus
keskkonnatingimused soosivad pigem biokaevandamist [26]. On tOestatud, et
mikroorganismide kasutamine leostamisprotsessides tdstab metallide eraldamise saagikust
[27,28].

Bioleostamine pdhineb bakterite vOimel vabastada mineraalidest nende elutegevuseks
vajalikke elemente ning kasutada neid toitainete vOi energia saamiseks [29]. Metallide
bioleostamine on aegandudev protsess, sest mikroorganisme tuleb laboratoorselt adapteerida
mitmete edasikilvide tegemise kaudu [30]. Adapteerimise eesmargiks on valja tdotada
kooslus, milles on reeglina ronkem kui (ks liik ning mis antud maagi bioleostamiseks kdige
paremini sobib [26].
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Mikroorganismide kasvu mdjutavad temperatuur, pH ning katioonide ja anioonide hulk vees
[31]. Temperatuurioptimumi alusel jagatakse mikroorganismid psuhrofiilideks (5-15°C),
mesofiilideks (20-40°C), moddukateks termofiilideks (40-60°C) ja ekstremofiilideks (60-80°C)
[32]. Bioleostamises kasutatavad mikroorganismid erinevad uksteisest ka erineva pH taluvuse

poolest [33]. Mikroobikooslus ei ole pisiv, vaid v8ib ajas muutuda [26].

Varasemate uuringute kdigus on leitud, et mikroorganismid suudavad ellu jdadda ka kdrgete
raskmetallide kontsentratsioonide juures — 5 g/l Co, 23 g/l Ni, 38 g/l Fe ja 36 g/l Cu , kuid

nende kasvu vdivad takistada kdrged anioonide (S, SO?%, CI) kontsentratsioonid [31].

Metallide toostuslik biokaevandamine kasutab atsidofiilseid kemolitotroofseid Fe ja S
oksUdeerivaid mikroorganisme. Biokaevandamise kéigus vabaneb vaavelhape, millel on kolm
kasulikku omadust: 1) happelise keskkonna loomine atsidofiilide kasvuks (pH 1,5-2,5); 2)

metallide lahustumise kiirendamine; 3) lahustunud metallide lahuses hoidmine [34].

Peamiste sulfiidsete mineraalide okstideerimisreaktsioonid raskesti toodeldavates maakides on
esitatud valemitega 1.4.1 ja 1.4.2 [26]:

4FeS; + 150, + 2H20— 2Fe2(S04)3 + 2H2S04 (1.4.1)
4FeS + 902 + 2H2S04— 2Fe2(S04)3 + 2H20. (1.4.2)

Kdrge puriidisisaldusega kontsentraatide tootlemise kdigus tekib palju hapet, mis tuleb lubja

vOi lubjakiviga neutraliseerida [26].
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Enamus neutrofiilsete heterotroofidega tehtud bioleostamise katsetest on tehtud aeroobsetes

tingimustes. Sel juhul kogunevad metaboliidid (atsetaat, sulfaat, ammooonium) s66tmesse ning
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Joonis 2. Aeromonas sp. O23A mdju arseeni ringlusele [29].

parsivad edasist orgaanilise aine lagunemist ja seega ka metallide leostumist. [35,36]. Poolas
Zloty Stok kaevanduses uuriti Aeromonas sp O23A tiive mdju As ringlusele. O23A kasutab As
enda hingamisprotsessis elektroniakseptorina. Hingamise kaigus vabastatakse keskkonda
toksiline ja suure liikuvusega As®*. [29] Protsessi tapselt mdistes ning kontrollides on seda
vOimalik &ra kasutada metallide bioleostamiseks [27]. O23A on ka laboratoorselt hésti
kasvatatav Aeromonas sp tuvi, sest kasvab laias temperatuuri vahemikus 4-42°C (optimumiga
22-30°C) neutraalse pH juures ning aeroobsetes tingimustes. Aeromonas sp O23A tiivega
seotud As ja Fe sidumise ning sadestamise mehhanismid on kujutatud joonisel 2. [29] Lisaks
eelnevalt mainitule on joonisel ndha ka biofilm, mille moodustamine s6ltub stsiniku
kattesaadavusest. Seega saab bioloogiliselt kattesaadava slsiniku hulka muutes mdjutada
biofilmi tekkimist ning selle paksust. [29] As ja Se sisaldavad mineraale leostatakse sageli
bioleostamisega, sest nad moodustavad stabiilseid sidemeid mitmete metallidega (Fe, Co ja Ni)

ning mittemetallidega nt S. [37]
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Biokaevandamise puhul on oluliseks parameetriks ka mikroorganismide arvukus, mis Zloty
Stok kaevanduses oli kdige suurem 7 péeva moddumisel. See langeb kokku Kiire raua
kontsentratsiooni vahenemisega materjalis, mis tdhendab, et see tuivi mitte ainult ei suurenda
metallide vabastamist mineraalidest, vaid pdhjustab ka selle akumuleerumist vdi sadenemist
teiseste mineraalidena. [29] Metallisulfiidide leostamiseks sobivad kdige paremini
mikroorganismid, kes on toddeldava materjaliga kohanenud ehk adapteerunud. Kuhjas

bioleostamise skeem on toodud joonisel 3.

Madala vase I l
sisaldusega maak Koonus- Koonus-
m purusti /&\'purusti
Purusti
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Joonis 3. Kuhjas bioleostamise skeem [38].

Kuhjas bioleostamise adapteeritud kultuuri vélja to6tamisel pole oluline mitte rakkude kiire
jagunemine, vaid koosluse liigiline mitmekesisus. Kuhjas on samaaegselt mitmeid erinevaid
keskkonnatingimusi ning seetdttu on neis ka erinevad mikroorganismide konsortsiumid.
[26,38]

Bioleostamine on kaevandustele huvipakkuv, sest kdrge metallide sisaldusega maagid on
hakkavad peagi ammenduma [39]. Juba praegu toodetakse 20% vasest, 5% kullast ning
vaiksemal hulgal teistest metallidest (tsink, nikkel) biokaevandamise abil [34, 40]. Seega on
metallide efektiivsemaks eraldamiseks oluline tdiustada ja arendada mikrobioloogilise

leostamise tehnoloogiaid.



1.5. Orgaanilise materjali anaeroobne lagundamine
Anaeroobse lagundamine on protsess, mille kéigus lagundatakse keerulised pikaahelaga
stisivesinikud mikroorganismide abil metaaniks ja susihappegaasiks [41,42]:

CsH1206— 3CO2+ 3CH4 (1.5.1)

Lagundamine toimub nelja mikroorganismide rilhma — kéaaritajate, stintroofsete atsidogeenide,
atsetogeenide ja metanogeenide koostods, mille tulemusena on vdimalik kogu biomass
lagundada metaaniks ja slsihappegaasiks [43,44,45]. Metaan on susivesinike bioloogilise
lagunemise peamine produkt. Anaeroobse lagundamise skeem on esitatud joonisel 4.

Poltisahhariid

~ Lagundajad
Monomeerid

}

( Lagundajad ) Homoatsetogeen‘id
|
|
Rasvhapped,

alkoholid
T

Vesinik ( Suntroofid ) Atsetaat

(Homoatsetogeenid

(_ Metanogeenid > Metaan {_Metanogeenid )
— . <33% >67% )

Joonis 4. Anaeroobse lagunemise skeem tahtsamate vahelihendite ja mikroobirihmadega [42].

Metanogenees seisneb keerukate, vees lahustumatute tihendite muutmises vees lahustuvateks
Uhenditeks ning tekkinud vaheuhendite gaasistamises. Sellega kaasneb orgaanilise substraadi
osaline voi taielik mineralisatsioon. [43] Just biogaasi eraldumise tdttu on anaeroobset
lagundamist uuritud juba ule 140 aasta. Biogaas on mikroorganismide konsortsiumi
elutegevuse tagajarjel tekkiv korge energiasisaldusega kutus [84]. Biogaasi tootmine
vOimaldab 1) biomassis sisalduvat energiat kasutada, talletada ja teise asukohta transportida;
2) orgaanilised jaatmed véetiseks toddelda ning selle kaudu véhendada ja&tmetest tulenevat
keskkonnaohtu [85]. Biogaasi koostis s6ltub anaeroobselt lagundatavast materjalist, koosnedes
tavapéaraselt CH4 (50-75%), CO2 (25-45%) ning véahesel maéaral ka H2S (0-1%), H2 (0-1%), CO
(0-2%), N2 (0-2%), NH3 (0-1%), O (0-2%) ja H20 (2-7%) [46].
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Metanogeneesi saagis on 0,35 m®metaani 1 kg orgaanilise kuivaine kohta [44, 47, 54]. Uhe m®
biogaasi (sisaldab 60-70% metaani) kiittevaartus on 26 MJ/m3. See on vdrreldav 0,77 m3
maagaasi kittevaartusega (33,5 MJ/m?3) vdi 2,2 kg puidu kittevaartusega (13,3 MJ/m?) [48].
Susivesinike lagunemisrade skeemilt erinevates keskkondades on samuti ndha, et metaan
eraldub susivesinike anaeroobse lagunemise tulemusena (joonis 5).

Fototroofie anoksiline Kemotroofne aeroobne keskkond

keskkond
. ¥ Hzo
Valgus Sy - co,
Rakumass
Rakumass Siisivesinikud
C,H, NO;_ . N,
e = » CO,
Fe(lll)_ Rakiimass . Fe(ID)
R » CO,
SO,* s
- Rakumass H,S
— = » CO,
Ral-{ﬁlnass . CH,
. CO,

Réﬁumass
Kemotroofine anaeroobne keskkond

Joonis 5. Susivesinike lagunemisrajad erinevates keskkondades (aeroobne, anoksiline, anaeroobne) [49].

Anaeroobse lagunemise astmed

Anaeroobsetest lagundamisprotsessidest vétavad osa paljud erinevad mikroorganismide liigid

— hadroltusijad, happe moodustajad, atsetogeenid ja metaanitootjad (joonis 4). [44]

Hudroltusi kéigus lagundatakse polimeriseerunud ning enamasti lahustumatud orgaanilised
thendid (susivesinikud, valgud, rasvad) lahustuvateks monomeerideks ja dimeerideks

(monosahhariidid, aminohapped, rasvhapped). [47]
CeH1004+ 2H20— CeH1206+ H2 (1.5.2)

Hudrolusi efektiivsus s6ltub substraadi osakeste suurusest, pH-st, enstilimide tootmisest ning
ensulimide difusioonist ja adsorptsioonist lagundamisel olevale osakesele. Hudrollusi viivad

labi anaeroobide perekonnad Streptococcus ja Enterobacterium. [47]

Atsidogeneesi kaigus lagundavad hapestavad bakterid vesilahustuvad tihendid (k.a. hiidrolGsi

produktid) lihikese ahelaga orgaanilisteks hapeteks (formaat, atsetaat, propionaat, butiiraat ja
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pentanaat), alkoholideks (metanool, etanool), aldehiiidideks, slisihappegaasiks ja vesinikuks
[50].

CsH1206> 2CH3CH,OH+ 2CO2 (1.5.3)
CeH1206+ 2H2— 2CH3CH2.COOH+ 2H20 (1.5.4)
CsH1206— 3CH3COOH (1.5.5)

Valkude, aminohapete ja peptiidide lagunemisel tekkivad produktid on anaeroobsetele
mikroorganismidele energiaallikaks [50]. Tavaline lagundamisrada kulgeb atsetaadi,
stisihappegaasi ja vesiniku tekke kaudu (joonis 4). Juhul kui metanogeenid ei kasuta tekkinud
thendeid kohe &dra, muudetakse need atsetogeneesi abil taas atsetaadiks [47]. Atsidogeneesi
kaigus tekkivad ka ebameeldiva I6hnaga ammoniaak ja divesiniksulfiid [45]. Atsidogeneesi
labi viivad bakterid on fakultatiivsed anaeroobid, kes on vdimelised tarbima keskkonnas
leiduva hapniku. Sellega loovad nad sobiva kasvukeskkonna fakultatiivsetele (Bacillus) ja

obligatoorsetele anaeroobidele (Clostridium) [47].

Atsetogeneesi  kdigus lagundavad atsetogeensed  bakterid  (Syntrophomonas ja

Syntrophobacter) atsidogeneesi kaigus tekkinud Uhendid atsetaadiks ja vesinikuks [50, 51]:

CsH1206+ 2H,04> 2CH3sCOOH+ 2CO2+ 4H; (1.5.6)
CHsCH20H+ 2H20«> CHsCOO™+ 2Ho+ H* (1.5.7)
CHsCH2COO+ 3H,0— CHsCOO+ HCOz+ H*+ 3H; (1.5.8)
CH3(CH2)2CO0™+ 2H,0— 2H3CH2CO0+ H*+ 2H; (1.5.9)
2HCOs+ 4Hz+ H*<> CH3COO+ 4H,0 (1.5.10)
CH2COO+ 4H,0— Ha+ 2HCOz+ H* (1.5.11)

Moodustunud atsetaati ja vesinikku kasutavad metanogeenid jargmise etapina toimuva
metanogeneesi kaigus. Atsetogeneesi kdigus vabanev vesinik on atsetogeneesi l&bi viivatele
bakteritele toksiline. Selle toksilisusega toimetulekuks on kujunenud stintroofia atsetogeensete
bakterite ja autotroofsete metanogeenide vahel. [52] Slintroofia on mikroorganismide vaheline
suhe, milles kaks populatsioonis olevat liiki on teineteisele kasulikud [53]. Atsetogenees
madrab biogaasi tootmise efektiivsuse, sest umbes 70% metaanist eraldub atsetaadi
redutseerumise kaigus. Selletdttu on ka atsetaat pdhiline metaani tootmisele kaasa aitav
vaheuhend. [47]
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Metanogeneesi kaigus toodavad metanogeensed arhed metaani. Metaani toodetakse kas
hiidrogenotroofsel metanogeneesil eelnevatel etappidel toodetud vesinikust ja stsihappegaasist
(1.3.12) voi atsetoklastilisel metanogeneesil atsetaadist (1.3.13) [51].

CO2+ 4H2— CHa+ 2H20 (1.3.12)
CH3COOH— CHa+ CO2 (1.3.13)

Metanogeneesis saab atsetaadi asemel substraadina kasutada ka formaati (1.3.14), metanooli
(1.3.15) [51] ja metudlamiini vOi dimetullsulfiidi [47]

4HCOOH— 3CO2+ CH4+ 2H20 (1.3.14)
4CH30OH— 3CH4+ CO2 + 2H20 (1.3.15)

Lisaks metanoolile (1.3.15) vdi trimetiulamiinile [54] vdivad metanogeenid substraadina
tarbida ka betaiini (trimettdlglitseriini) [55,56]. Metanogeneesi viivad labi pohiliselt
metanogeensed arhed. Enamus metanogeneesi kéigus eralduvast metaanist toodetakse
heterotroofsete metanogeenide poolt ja vaid 30% eralduvast metaanist hudrogenotroofsel
(1.3.12) metanogeneesil siisihappegaasi taandamisel. [46] Metanogeene kasvatades on vaga
oluline hea puhverdusvBimega s66tme valimine, sest kadritamise kaigus tekivad metaboliidid,
mis hapestavad keskkonda kiiresti, kuid metanogeensed mikroorganismid eelistavad kergelt
aluselist keskkonda (pH 6,8-7,5) [30]. Lisaks pH-le on oluline ka mikroelementide ja
vitamiinide kattesaadavus. [30] Metanogeneesi kéigus kasutatakse &dra vesinik, luues selle

kaudu sobilikud elutingimused happeliste bakterite arenguks. [46]

1.5.1. Metanogenees orgaanika rikaste kivimite lagundamisel

Konventsionaalsete ressursside ja maagaasi jarjest kasvava ndudluse tottu on tekkinud huvi
mittekonventsionaalsete maavarade jarele. Biogeense metaani tootmisega on seotud mitmed
anaeroobsed mikroorganismid, kes suudavad lagundada kerogeenis sisalduvaid keerulisi
geopolimeere. Metaani toodetakse settekivimis sisalduvast orgaanilisest ainest, mille
komplekssuse tbttu saavad seda lagundada vaid sintroofset koost66d tegevad
mikroorganismid. Vaatamata kerogeeni komplekssusele on kilt ja sisi kbrge orgaanilise

susiniku sisalduse tdttu mikrobioloogilise tegevuse jaoks sobiv substraat. [57]

Metaaniks saab lagundada isegi aromaatseid ja killastunud stsivesinikke, mis moodustavad
ligikaudu 80% 8li koostises olevatest stsivesinikest.[58] Kerogeen koosneb véga keerulistest
polimeeridest. Erinevas vanuses setetes olev kerogeen on kdige suuremahulisem orgaanilise

stisiniku vorm planeedil (tile 10%° tonni susinikku). [59] Viimastel aastakiimnetel on leitud aga
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ka mikroorganisme, kes suudavad anoksilistes tingimustes kasutada kullastunud ja aromaatseid
stsivesinikke kasvusubstraadina. Need mikroorganismid kasutavad anaeroobse hingamise
kdigus elektronakseptorina NOs-, Fe (I11) vdi SO4* ning kasvavad siintroofsetes kultuurides

vOi fotosunteesiga (joonis 5). [49, 60, 61]
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2. TOO eesmark
T60 eesmargiks oli uurida pdlevkivi mikrobioloogilise to6tlemise voimalusi Eesti ja Jordaania

polevkivi néitel, rikastada vastavad mikroobikooslused ja td6tada valja kohane

analtitisimetoodika.

3. Materjalid ja metoodika

Magistritod raames teostati katseid nii aeroobsetes kui ka anaeroobsetes tingimustes.
Aeroobsetes tingimustes viidi mikrobioloogilise to6tlemise katsed Eesti pdlevkiviga labi 339
péeva jooksul ja Jordaania pdlevkiviga 81 pdeva jooksul, anaeroobsetes tingimustes Eesti

pdlevkiviga 60 paeva jooksul. Aeroobsete katsete skeem on toodud joonisel 6.

Aeroobne
t=37°C
pH 6.5-9 > co,

Kelaatunud vormis
Orgaaniline aine+ metallid

poliimetallid

M9 voi R2A

N Vaavel tahkes
Heterotroofsed IEENS

mikroorganismid

Joonis 6. Aeroobsete katsete skeem
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3.1. Aeroobsed katsed

Aeroobsed katsed viidi 1&bi 250 ml kolbides, kus aeroobsus tagati 6hu lisandumisega avause
kaudu (kolvid kaetud foolimiga). Proovide tahistus on toodud tabelis 1.

Tabel 1. Aeroobsete Eesti pdlevkivi katsete téhistus

Proovitéhis M9 | R2A Tootlemata | Kuumtéddeldud | Inokulum

pdlevkivi pélevkivi 98
PK1A- pblevkivi+ M9+ inokulum 98 X ) X ) X
PK1B-pdlevkivi+ M9 X ) X ) )
PK1C- kuumtéddeldud pdlevkivi+ M9 X ) ) X ()
PK2A-pdlevkivi+ R2A+ inokulum 98 ) X ) X
PK2B- pdlevkivi+ R2A+ ) X X ) “)
PK2C-kuumtoddeldud pdlevkivi+ R2A O] X ) X )

Katsetes kasutati pulbriks jahvatatud pdlevkivi kittevadrtusega 9,4 MJ/kg ning uldvaavli
sisaldusega 1,52%. Proovide 1A, 1B ning 2A, 2B puhul kasutati té6tlemata pdlevkivi ning
katsetes 1C ja 2C kolm korda 121°C juures 24 tunniste vahedega kuumtdddeldud pdlevkivi.
Nii tootlemata kui kuumtoodeldud polevkivi ei olnud steriilsed, vaid sisaldasid
mikroorganisme. Kolooniaid moodustavate thikute loendamise (CFU/ml — colony forming
unit/ml) abil leitud kolooniate arvu alusel koostati graafik, millelt on ndha mikroorganismide
arvukuse muutus ajas. Valjakulve tehti so6tmega R2A Petri tassidele lahjendusfaktoriga 103-
108 ning pandi 24 tunniks 37°C juurde kasvama. 24 tunni moodudes loendati tileskasvanud
kolooniad ning leiti mikroorganismide arvukus algproovis. Igast véljakilviga Petri tassist tehti
ka foto, et tileskasvanud kultuure vajadusel uuesti vaadata (joonis 7).

Joonis 7. Mikroorganismide arvukuse méaaramine véljakulvide meetodil

Pdlevkivikatsete PK1A ja PK2A inokuleerimiseks kasutati inokulumi 98. Inokulum 98 on

koosluselt ARGCONS5S aeroobsetes tingimustes L&ane faatsisese graptoliitargilliidi ja M9
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vedels6otmega rikastatud kooslus. ARGCONS5 (edaspidi 5A) on hea metalle leostav ja kdrge
metaanitootlikkusega kooslus, mis isoleeriti graptoliitargilliidilt anaeroobsetes tingimustes
R2A vedelsootmes (lisandid NaHCOs, tslsteiin, NaoS). [30,67] Koosluses 5A olevad
mikroorganismid on heterotroofsed fakultatiivsed anaeroobid ja metanogeensed arhed [30, 67].
Eesti pOlevkivi aeroobsetes katsetes kasutati kultiveerimiskeskkonnana kahte erinevat
vedels6odet — M9 ja R2A. M9 on tugeva puhverdusvéimega mineraalséode (33,9 g/l Na2HPOyg;
15 g/l; KH2PO4 5g/1 NH4CI; 2.5¢/1 NaCl) [62] S66tme R2A puhverdusvdime on kolm korda
ndrgem kui s66tmel M9 (0,5 g/l parmiekstakt, 0,5 g/l liha peptoon, 0,5 g/l casamini happed,
0,5 g/l glikoos, 0,5 g/l térklis, 0,3 g/l KH2POy4, 0,05 g/l MgSQOs4, 0,3 CsH3zNaOs3) [63]

Mikroobikooslusluste (inokulum 98 ja pdlevkivi loomulik kooslus) adapteerimiseks tehti Eesti
pdlevkiviga kaheksa edasikillvi varskesse kultiveerimiskeskonda. Eesti pdlevkiviga tehtud
edasikulvide alusel valiti valja sobivam sddde ning korrati neid katseid lihema aja jooksul ka
Jordaania pdlevkiviga. Katsetes kasutatud karbonaatne-silikaatne Jordaania pdlevkivi on parit
Attarat Um Ghudrani kihistust. Jordaania pdlevkivi inokuleeriti Eesti pdlevkivilt saadud 8.
edasikulvi (339 katsepaeva) 16puks kujunenud kooslusega PK 2A-8. Jordaania pdlevkiviga
tehtud katsete kestvuse (81 pdeva) jooksul tehti kokku kolm edasikilvi varskesse

kultiveerimiskeskkonda.

Aeroobsete katsete proovide kogumine

Katsete jooksul tehti kord nédalas vdetud proovidest véljakilve mikroorganismide arvukuste
(CFU/mI) maaramiseks ning moddeti pH. pH mdddeti indikaatorpaberi ribadega (Panpeha, pH
0-14). Proovide kogumise skeem on toodud joonisel 8. Eesti pdlevkiviga katsetes maarati
leostunud metallide sisaldus 8. edasikilvi I6pus ning Jordaania pdlevkiviga katsetes 3.

edasikulvi 16pus.

21



Inokulum 99
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Joonis 8. Aeroobsete katsete proovivatu skeem

3.1.1 Mikroorganismide arvukuse madramine
Elusrakkude arvukust saab mdaérata nii kaudselt kui ka otseselt. Kaudseks maaramiseks
kasutatakse valjakilvide meetodit ning otseseks méaramiseks rakkude DAPI (4,6-diamidino-

Arvukuse kaudne maaramine-Katse erinevatel ajahetkedel voeti sagedusega tiks kord nédalas
vedelfaasi proovid ning kulvati need detsimaalsete lahjendustena R2A sodtmega tassile.
Lahjendused tehti vahemikus 10 kuni 10 kolmes paralleelses korduses ning kolooniaid
loendati visuaalselt (joonis 7). Arvestades keskmist kolooniate arvu, lahjendusfaktorit ja
kilvimaara leiti elusrakkude arvukus CFU/mI. Kolooniate loendamine p6hineb eeldusel, et
uhest mikroorganismist kasvab valja tks silmaga nahtav koloonia. Lahjendusfaktor leitakse

proovi maht (ml) véi kaal (g)+lahjendusvee hulk (ml) (3 1 1)
proovi maht (ml)vdi kaal (g) -

Arvukust véljendatakse kolooniaid moodustavate thikutena (CFU) 1 ml algproovi kohta.
Arvukus leitakse [32]:

CFU kolooniate arv (CFU)*lahjendusfaktor
Arvukus (W) = / !

kilvimaar (ml)

(3.1.2)

Arvukuse otsene madramine- rakkude DAPI-ga véarvimine. DAPI on mitteinterkalaarselt
seonduv DNA-spetsiifiline varv, mis DNA-ga seondudes fluorestseerub siniselt [32]. DAPI-ga
varvimine teostati 4. edasikilvi 244. katsepéeva proovidele (PK1A-4, PK1B-4, PK1C-4 ja
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PK2A-4, PK2B-4, PK2C-4). DAPI-ga varvimine teostati 0,5 ml 0,5 pg/ml lahusega 6 minuti
jooksul. Vérvitud proove loendati fluorestsenssmikroskoobi abil kasutades sinist filtrit A=461

nm.

Generatsiooniaegade arvutamine. Generatsiooniaeg on aeg, mis kulub mikroorganismide
rakkude arvu kahekordistumiseks [32]. Generatsiooniajad arvutati Eesti pdlevkivi katsete
inokulumiga 98 inokuleeritud katsete mikroorganimidele (katsed PK1A ja PK2A).
Generatsiooniaegade arv leiti valemi 3.1.3 alusel.

n= 1og(Nﬁo)/1og(2) (3.1.3)

kus N-elumus proovivotu paeval, CFU/ml
No- elumus katse alguses, CFU/ml [30]

3.1.2 Metallide analuds

Metallide sisaldused méaéras P&arn Paiste ICP-MS (ioonsidestatud plasma spektromeetria
meetodil) Tartu Ulikooli geoloogia osakonnas ning Olga Pihl AAS (aatomabsoptsioon
spektromeetria) meetodil TTU Pdlevkivi Kompetentsi keskuses. ICP-MS meetodil vdeti
leostunud metallide analtitisiks katsest 1,5 ml proovi. Vedelfaasi eraldamiseks tsentrifuugiti
proove 2 minutit kiirusel 13 000 pooret/minutis. 250 pl vedelfaasi pipeteeriti uude happega
pestud epsi ning lisati sellele 25 pul HNOs (1:1). AAS meetodil vdeti 10 ml proovi 15 ml
katsutisse ning lisati lisati sellele 1 ml HNOs (1:1).

Kivimist leostunud metallide maaramiseks proovis lahutati kogu proovi metallide sisaldusest
katsetesse lisatud vastava so6tme metallide sisaldus. Katsetes kasutatud to6tlemata pdlevkivi

metallide sisalduse p6hjal arvutati leostunud metallide saagis.

3.1.3 Elementanaliiiis

Eesti pblevkiviga teostatud aeroobsetest katsetest 20. katsepdeval vdetud proovide (PK1A,
PK1B, PK1C ja PK2A, PK2B, PK2C) tahkele jaagile teostas Olga Pihl TTU Pdlevkivi
Kompententsi keskuse Kohtla-Jarve laboris elementanalusi. Elementkoostis C, H, N, O
madrati elementanalUsaatoriga EVS-ISO 29541 ning (ldvéavli sisaldus Sug Standardis
KM44/VKFL:2016 kirjeldatud meetodil. Andmeid t66tles Anne Menert.
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3.2Anaeroobsed katsed

Anaeroobsed katsed viidi 1&bi 300 ml 3-kaelaga
pudelites, millest Gihele on kinnitatud r6huanduriga
kork ehk réhku mdoodtev pea (Oxitop, WTW),
teisest saab votta vedelfaasi proovi ja kolmandast
gaasifaasi proovi. Orgaanilise materjali anaeroobse
lagunemise k&igus vabanev biogaas tdstab

hermeetiliselt suletud ja kalibreeritud Oxitop
pudelites réhku (joonis 9) Joonis 9. Oxitop anaeroobsete katsete pudelid.

Proovipudelites saavutati anaeroobsus argooni labipuhumisega katse alustamisel. Argooni
kasutati, sest see on raskem kui katsepudeli gaasifaasis olev 6hk ning seetdttu surub 6hu
pudelist vélja. Lisaks on argoon inertgaas st ei reageeri teiste katse komponentidega.
Kultiveerimiskeskkonnana kasutati vedelséddet R2A, mis autoklaaviti koos pudelitega.
S66tme susinikuallikad, metanogeneesi substraadid (betaiin, NaHCO3) ja anaeroobse
keskkonna tekitajad (tslsteiin, Na.S) viidi so0tmesse labi 0,2 pm poorisuurusega filtri
(Sartorius Minisart Syringe Filter). Toitekeskkonna pH katse alguses oli 7. Pudelisse lisatud
pdlevkivi lagunemisel vabaneb biogaas, mille réhu muutus tuvastatakse rohku mdétva peaga

ning andmed kantakse arvutisse andmehdive seadmega kord péevas.
Inokulumid

Katsete inokuleerimiseks kasutati -80°C juures glutseroolis séilitatud kooslust 5A. Inokulume
kasvatati ette 4 pdeva anaeroobselt keermega korgiga katseklaasis vedelas R2A s66tmes
temperatuuril 37°C termostateerivas loksutis ning lisati katse kdivitamisel Oxitop-pudelitesse.
Vedelasse inokulumi ettekasvatamise so0tmesse lisati samuti betaiini, tsusteiini, NaS ja
NaHCOz3. Anaeroobsus tagati argooni lisamisega. Anaeroobsete katsete skeem on toodud

joonisel 10.
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Joonis 10. Anaeroobsete katsete skeem (punktiiriga osa katsetamine on kavas edaspidi)

Kokku kéivitati korraga 9 katset: kolme pudelisse lisati pdhikatsed — pdlevkivi ja inokulum;
kolme ainult inokulum (s66tme mdju arvestamiseks gaasitekkes) ja kolme ainult pdlevkivi —
inokulumi mdju eristamiseks pdlevkivi loomuliku koosluse toimest. Kdikides katsetes kasutati
150 ml R2A vedelsdodet. Enne katse kaivitamist juhiti anaeroobuse saavutamiseks koikidesse
pudelitesse 5 minuti jooksul Ar. Kultiveerimiskeskkonna segamiseks ja sobiva temperatuuri
séilitamiseks viidi katseid l&bi termostateeritavas loksutis (t=37°C loksutis, 100 p66ret/min.)

3.2.1R06hu tdus
Oxitop pea mdddab rohku hektopaskalites (1 hPa = 102,1 Pa = 1 mbar). R6hku muutusest
sOltuvalt arvutatakse vabanenud gaasihulk

pV = nRT (3.2.1)

p- gaasiréhk, N/m? véi hPa

V- gaasi ruumala, m®

R- universaalne gaasikonstant R=8,314 J/mol*K

T- gaasi absoluuttemperatuur, K

n- moolide arv, mol. n=1 vastab 22,4 | gaasile normaaltingimustel

Oxitop andmehdive seadme toorikfaili andmetest saab arvutada reaktoris oleva kumulatiivse
rohu (hPa)

Psum, t=Psum, t-1+ Pt - Pt-1, (3.2.2)

Psum, t-1- eelmise katsepunkti kogurohk, hPa

Pi- praeguse katsehetke rohk, hPa
Pt1- rdhu hetkevaartus katse eelnevas punktis, hPa
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Seejdrel saab leida biogaasi kumulatiivse hulga millimoolides

Ppiogaas*Vbiogaas
nbiogaas - R+T (3-2-3)

Priogaas- biogaasi rohk reaktoris, hPa

Vhiogaas- biogaasi ruumala reaktoris, m3

R- universaalne gaasi konstant, m®hPa/ (K*mol)

T- temperatuur, K

Ka inokulumis endas on komponente, mis lagunevad biogaasiks ning annavad seet6ttu néiliselt
suurema biogaasi tootlikkuse. Inokulumist pdhjustatud biogaasi tootlikkus lahutatakse

pdlevkivi ja inokulumiga saadud biogaasi tootlikusest.

Uksnes substraadist eraldunud biogaasi kumulatiivne kogus millimoolides leitakse analoogselt.

— Minok,segus
Nsubs = Nbiogaas ~ MNinok * Minok (3.2.4)
mo

Nbiogaas- SUbStraadi ja inokulumi lagunemise kaigus tekkinud biogaas, mmol
Ninok- iNokulumi lagunemise kaigus tekkinud biogaas, mmol

Minok, segus-”S&tUd inokulumi hulk, g

Minok- iINokulumi sisaldus tihikatses, ¢

Substraadi lagundamisel eraldunud biogaasi kumulatiivne kogus orgaanilise susiniku massi
kohta (mmol/ OS)

_ Nsubs
Nsubs/oc = KAy 0Cy (3.2.5)
Msubs*150%=100%

Nsubs-SUbstraadi lagunemise kéigus kumulatiivne biogaasi kogus, mmol
Msubs- SUbStraadi mass, g

KAg- substraadi kuivaine sisaldus, %

OCoy- substraadi orgaanilise stisiniku sisaldus, %

[64-66]

3.2.2 Gaasiproovid

Gaaskoostise madras Kaja Orupdld Eesti Maaulikoolis gaaskromatograafiga Varian Inc.,
Model CP-4900 (metaani mdaaramispiirkond 1-100%). Varian Inc., Model CP-4900 on
varustatud 2 kolonniga: Molsieve 5A Backflush kuumutatud kolonn (20 m x 0.53 mm), kus
kandjagaasina kasutatakse Ar ning PoraPLOT U kuumutatud kolonn (10 m x 0.53 mm), kus
kandjagaasina kasutatakse He Esimese kolonni sisestustemperatuur oli 110°C,
kolonnitemperatuur 120°C ja réhk 50 Psi. Teise kolonni sisestustemperatuur oli 110°C,
kolonnitemperatuur 150°C ja réhk 22 Psi. [67]
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3.2.3 Anaeroobse to6tluse mdju hindamine skaneeriva elektronmikroskoobiga

Skaneeriv elektronmikroskoop (SEM) on mikroskoop, mis loob kujutise uuritavat proovi

suure energiaga elektronikiire abil skaneerides [68].

SEMIi kasutati, et visuaalselt hinnata loomuliku ja 5A koosluse biofilmi koosluste erinevusi
Eesti pdlevkivi pinnal. SEM fotode tegemiseks sobivate proovikehade saamiseks riputati
polevkivitikk (2x1x1 cm) Oxitop pudeli kulge kinnitatud tamiili abil vedelsootmesse R2A
(sisaldas ka betaiini, tsusteiini, Na.S ja NaHCO3). Paralleelselt ké&ivitati anaeroobne katse
kahes pudelis, millest tihte lisati kooslust 5A ja teise mitte. SO6tmes rippuva kivimiga pudeleid
hoiti 30 p&eva termostateeritavas loksutis (37°C juures, 100 pdoret minutis). Selle aja jooksul
mdddeti rohumuutust, et hinnata biogaasi teket. Katse 10ppedes fikseeriti kivimitikkidel olev
biofilm 4% glutaaraldehtidi ja 1-kordse fosfaatpuhvri (PBS) lahusega 24 tundi 4°C juures.
Peale fikseerimist dehldreeriti proovid astmeliselt etanooli lahusega (25%, 50%, 60%, 70%,
80%, 90% ja 96%) ning seejarel viidi proovid Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudi Arukate
materjalide ja ststeemide laborisse, kus teostati Glekriitiline stsinikdioksiidi ekstraktsioon
(Quorum Technologies Polaron Critical Point Dryer E3100, Lauda proline RP 1845).
Ekstraktsiooni kdigus vahetati etanool vedela stsinikdioksiidi vastu ning seejarel kuivatati
proovid Ule Ulekriitilise punkti vastavalt lisas 2 véljatoodud juhendile. Peale Ulekriitilist
ekstraktsiooni kinnitati kuivatatud proovid elektritjuhtiva teibiga (Elpox 15) SEM alusele ja
kaeti magnetron pihustusega 7,5 nm paksuse kullakihiga (Leica EM ACEG600), et muuta
proovide pind elektrit juhtivaks. Seejarel karakteriseeriti proove SEM ja energia dispersiivse
rontgen spektroskoopia (EDX) abil (Hitachi TM 3000).
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4. Tulemused

4.1 Aeroobsed adapteerimiskatsed

4.1.1 Mikroorganismide arvukus

Aeroobseid pdlevkivi katseid viidi l&abi so6tmetega M9 ja R2A. Aeroobseid heterotroofe
kultiveerides tekivad happelised metaboliidid, mis ilma sf6tmetes sisalduva puhvrita viiksid
pH alla. Aeroobsed adapteerimiskatsed viidi I&bi joonise 6 alusel ning proove voeti 5-10 paeva
tagant joonisel 8 kujutatud skeemi alusel. Eesti pdlevkivi mikroorganismide arvukusi on nédha
joonisel 11. Alates esimesest kultiveerimisest on néha, et sé6tmega R2A (katsed PK2A, PK2B,
PK2C) saavutatakse kdrgem mikroorganismide arvukus, kui s66tmega M9 (katsed PK1A,
PK1B, PK1C), s6ltumata sellest kas inokulumi on lisatud vdi ei. Néaiteks katses PK2A
(pdlevkivi + R2A + inokulum 98) on arvukus 31. katsepdevaks 107, aga katses PK1A
(pdlevkivi + M9 + inokulum 98) korral veidi alla 106 CFU/ml. M9 s66tmetega katsete korral
(PK1A, PK1B ja PK1C ning nende edasikulvid) on néha, et arvukus tduseb edasikulvi esimese
nédala jooksul vahemalt kiimnekordselt, kuid peale seda langeb arvukus oluliselt. S66tmega
M9 kultiveerimiskatsetes (katsed PK1A) oli generatsiooniaeg 1,67 pédeva ja so6tmega R2A
kultiveerimiskatetes 2,37 paeva (lisa 3). M9 sd6tmel toimub mikroorganismide kasv katse
alguses kiiremini kui R2A sgotmega — nt katses PK1A-3 on arvukus 5 péeva parast edasikulvi
(katsepdev 167) téusnud 10% kuni 107 CFU/ml, kuid 52 paeva méddudes on arvukus uuesti

langenud.

Alates 2.edasikulvist (114. katsepdev) hakkasid mikroorganismid kasvama ka kuumt6odeldud
polevkiviga katsetes (joonis 11, katsed PK1C-2 ja PK2C-2). Nii so6tmega R2A kui ka M9
suurenes arvukus 102 kuni 10° korda. Esialgselt arvukuselt 102 CFU/mI (detekteerimise lavend
tilgakulvil) tusis elumus 7. péaeva jooksul kuni 108 CFU/ml (s66de R2A). Samuti nagu
kuumtootlemata pdlevkiviga katsete korral saadi so6tmega R2A koigis edasikulvides ka
kuumtoddeldud pdlevkiviga kérgemaid arvukusi kui so6tmega M9. Alates 114. katsepaevast
olid R2A so6otmega kuumttoddeldud pdlevkivi katsete arvukused koige suuremad (108
CFU/ml). Mdnedes mineraloogia-alastes artiklites margitakse, et kuumutamine voib pigem
parandada orgaanilise aine kattesaadavust mikroorganismidele, kuigi enamasti on eesmark
saada aseptiline (mikroorganismide vaba) proov [69]. Keskkonna biotehnoloogias on termiline
tootlus levinud vOte tdrksate substraatide (nt reovee sete) eelkditluseks [70]. Alates
4.edasikiilvist (katsepdev 232) tehti edasikilvid statsionaarse faasi alguses, et soodustada
mikroorganismide kiiremat kasvu. Uldiselt saavutati sootmega R2A  kdrgemaid

mikroorganismide arvukusi, mistottu tehti jargnevad kultiveerimised selle s66tmega.
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—=— PK 1A - pdlevkivi + M9 + inokulum 98
== =< PK 2B - pélevkivi + R2A

===« PK 1B - pdlevkivi + M9
== PK 1A-1 - polevkivi + M9 + inolulum 98, 1. edasikilv

== PK 2A-1 - p&levkivi + R2A + inokulum 98, 1. edasikiilv == =< PK 2B-1 - pdlevkivi + R2A, 1. edasikiilv

e s> oe PK 1B-2- pdlevkivi+ M9, 2.edasikiilv
= =»== PK 2B-2-pdlevkivi+ R2A, 2.edasikilv
== == PK 1B-3- pdlevkivi +M9, 3.edasikiilv
==(>=-= PK 2B-3-pdlevkivi+ R2A

PK 1C-2-kuumtoddeldud polevkivi+M9, 2.edasikiilv
PK 2C-2 kuumt6odeldud polevkivi+ R2A, 2.edasikiilv
PK 1C-3 kuumtoodeldud pdlevkivi+M9, 3.edasikilv
PK 2C-3 kuumt6odeldud pdlevkivi- R2A

== PK 2A - polevkivi + R2A + inokulum 98

== =< PK 1B-1 - pdlevkivi + M9, 1. edasikilv

== PK 1A-2- pdlevkivi+ M9+ inokolum 98, 2.edasikiilv
O PK 2A-2- pGlevkivi+ R2A+ inokulum 98, 2.edasikiilv
== PK 1A-3- pdlevkivi+ M9+ inokulum 98, 3.edasikiilv
== PK 2A-3-pdlevkivi+R2A+inokulum 98, 3.edasikilv
== PK 1A-4- pGlevkivi+ M9+inokulum 98, 4.edasikilv

Joonis 11. Eesti pdlevkivi aeroobsete katsete mikroorganismide elumus. Edasikiilvide 5.-8. tdhistused analoogilised edasikiilvide 2.-4. edasikulvide tahistustega.



Eesti pdlevkivi aeroobsete katsete mikroorganismide arvukuse otseseks méédramiseks teostati
DAPI-ga (4,6-diamidino-2-fenullindool) varvimine 244. katsepdeva proovidele (joonis 12).
Joonisel 12 on ndha, et sodtmega R2A proovidel (PK2A-4, PK2B-4 ja PK2C-4) on
fluoresseeruvaid piirkondi rohkem, kusjuures osaliselt on varvunud ka muu orgaaniline
materjal. DAPI-varvimise tulemused langevad kokku véljakilvide meetodil saadud
tulemustega, sest mélemal puhul on R2A s66tmel mikroorganismide arvukus suurem. DAPI-
ga varvimisel polnud mikroorganismid piisavalt selgesti eristatavad, mistottu sobib kivimites

olevate mikroorganismide arvukuse méaéaramiseks paremini véljakulvide meetod .

PK1A-4 Eesti polevkivi+ M9+ inokulum 98, PK2A-4 Eesti pdlevkivi+ R2A+ inokulum 98,
4.edasikulv 30x lahjendus 4.edasikilv 30x lahjendus

PK1B-4 Eesti pdlevkivi+ M9, 4.edasikilv 30x PK2B-4 Eesti pdlevkivi+ R2A, 4.edasikilv 30x
lahjendus lahjendus

PK1C-4 kuumtdddeldud Eesti polevkivi+ M9, PK2C-4 kuumtoddeldud Eesti pdlevkivi+ R2A,
4.edasikilv 30x lahjendus 4.edasikiilv 30x lahjendus

Joonis 12. Eesti pdlevkivi DAPI-ga varvitud preparaadid fluorestsentsmikroskoobi all, 30x lahjendus



Eelnevate katsete alusel valiti Jordaania pdlevkivi adapteerimiskatseteks séode R2A. Katsed

Jordaania pdlevkiviga kestsid 81 paeva, mille jooksul tehti 3 edasikilvi (joonis 13).

Katse kaivitamisel on Eesti pdlevkiviga aeroobselt adapteeritud kooslusega PK 2A-8
inokuleeritud katses kohe algselt arvukus kdrge (108 CFU/ml), kuid see ei muutunud oluliselt
edasikulvide jooksul. Jordaania pdlevkivi loomulik kooslus kaitus sarnaselt olenemata sellest,
kas kivimit oli enne kuumtooddeldud vdi mitte. Viimase edasikilvi 16puks saavutati arvukus

10° CFU/ml. Seega inokulumi lisamine mikroorganismide arvukust ei suurendanud.
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=== |-PK2A-2 Jordaania podlevkivi+ R2A+ inokulum 99, 2.edasikilv == =< J-PK2B-2 Jordaania pdlevkivi+ R2A, 2.edasikilv
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== =< J-PK 2B-3 Jordaania polevkivi+ R2A, 3.edasikilv J-PK 2C-3 kuumtoodeldud Jordaania pdlevkivi+ R2A, 3.edasikilv

Joonis 13. Mikroorganismide elumus aeroobsetes kultiveerimiskatsetes Jordaania p8levkiviga



4.1.2 pH

pH mdotmiste tulemused Eesti pdlevkiviga aeroobsetes kultiveerimiskates on esitatud joonisel
14. pH tdusis mdlema s66tme puhul vadrtuselt pH 7 kuni vééartuseni pH 8,5 (M9) voi pH 9
(R2A). Vee kokkupuutel kaltsiumkarbonaadiga tduseb vee pH, sest avatud siisteemis tahke
CaCOs—vesi—0hk CO; osar6hul P(CO2)c = 390 ppm on temperatuuril 25 °C tasakaaluline pH
vadrtus vordne 8,2-ga [71]. Véiksem pH tdus sd6tmega M9 Kkatstes vdib olla seotud sellega, et
M9 s66de on kolm korda tugevama puhverdusvdimega kui s6dde R2A. pH langus s66tmega
R2A katsetes 150. katsepéeval vdib olla seotud mikroorganismide poolt toodetud happeliste
metaboliitide tekkega. (joonis 11)
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Joonis 14. pH muutus kultiveerimiskatsetes Eesti pdlevkiviga 339 katsepdeva jooksul
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Sarnaselt aeroobsetele katsetele Eesti pdlevkiviga moddeti pH-d ka katsetes Jordaania
pdlevkiviga (joonis 15). Sarnaselt Eesti pllevkivi katsetele tdusis ka Jordaania pdlevkivi

katsetes pH esimese 8 katsepéeva jooksul 6,5-7-1t 8,5-le.
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Joonis 15. pH muutus kultiveerimiskatsetes Jordaania p&levkiviga 339 katsepaeva jooksul
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4.1.3 Metallide saagis

Eesti pdlevkivist leostunud metallide sisaldus maarati katse 18pus (336.katsepaev, joonis
16).Mikroelementide sisaldus to6tlemata pdlevkivi proovis voeti kdsiraamatust ,,Harakteristika
garjutsih slantsev* [72] ja makroelementide sisaldus maarati TTUs Pdlevkivi Kompetentsi
keskuses AAS meetodil. Mikroelementidest leostus kbige rohkem arseen (saagis 39%, sd0de
M9, pdlevkivi loomulik kooslus). Kooslusega PK 2A-8 inokuleeritud pélevkivi proovidest
s0otmega R2A leostus 8,76% arseeni ning kooslusega PK1A-8 sd6tmega M9 8,51% arseeni.
Vaadates ka kuumtoodeldud pdlevkiviga katsete tulemusi, on ndha et M9 s66tmega katsetes
leostub arseen paremini kui R2A s6dtmega katsetes. Kdrge arseeni saagise tottu saaks seda
kooslust kasutada bioremediatsioonis ning protsessides, kus seadmed on arseeni suhtes
tundlikud [26]. Ulejaianud mikroelementide leostumise saagised olid vahemikus 1-3%.
Mikroelementide leostumise saagis ei soltu inokulumi lisamisest. Makroelementide saagis on
toodud lisas 4. Makroelementidest leostus enim K (saagis 23,5%, s66de M9). Ka

makroelementide puhul ei avaldanud inokulumi lisamine leostumisele mdju.

40
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Saagis, %
N
o

15
10
5
Ni Rb Vv Sr As
Elemendid
B PK 1A-8, polevkivi+inokulum 98+M9 M PK 1B-8, pdlevkivi+ M9
PK 1C-8, kuumtoodeldud polevkivi+M9 B PK 2A-8, pdlevkivi+inokulum 98+ R2A
PK 2B-8, polevkivi+R2A PK 2C-8, kuumtoodeldud polevkivi+R2A

Joonis 16. Eesti pdlevkivist aeroobselt leostunud metallide saagised.
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Metalliproovid kultiveerimiskatsetest Jordaania pdlevkiviga voeti 3.edasikilvi 16pus ehk 81.
katsepédeval. Saagised on esitatud joonisel 17. Metallide sisaldus Jordaania pdlevkivis on
markimisvaarselt suurem kui Eesti polevkivis. VOorreldes Eesti pdlevkivist leostunud
mikroelementide nimekirja ja saagistega leostub Jordaania pdlevkivist mikroorganismide
kaasabil mikroelemente tunduvalt rohkem ja suurema saagisega. K&ige paremini leostuvad Ni
ja Se. Inokulumi lisamisel on vdike mdju Se leostumisele, nt inokulumi lisamine tdstab

saagikuse 7,2%-ni, vorreldes 5,80%-ga inokuleerimata katsete puhul.

10

Saagis, %
(9]

Ni Se Sr \'
Elemendid

M J-PK 2A-8- Jordaania polevkivi+R2A+ PK 2A-8 inokulum
J-PK 2B-8- Jordaania pd&levkivi+R2A
J-PK 2C-8-kuumtoodeldud Jordaania p&levkivi+R2A
Joonis 17. Jordaania pdlevkivist leostunud mikroelementide saagis

4.1.4 Elementanallius

Elementanalliis teostati kultiveerimiskatsete tahkele jaagile. Leostatud proovide tahkes jaagis
vahenes vaavlisisaldus, kuid stsiniku-, vesiniku- ja lammastikusisaldused seevastu suurenesid
(Joonis 18). Vorreldes to6tlemata pdlevkiviga vahenes tldvaavli sisaldus pdlevkivis, mida oli
kultiveeritud M9 sd6tmega 23-25% ning R2A sO06tmega tootlemisel 30-32%. Seevastu
uldstsiniku sisaldus mikrobioloogiliselt toodeldud pdlevkivi tahkes jadgis kasvas —s06tmega

M9 22-61% ja sootmega R2A-ga 32-76%. Uldsisiniku sisalduse kasv vdib olla seotud
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bakterirakkude biomassi kogunemisega tahkesse ja&ki. Suurenes ka vesiniku sisaldus.
Argilliidilt eraldatud koosluse (inokulum 98) olemasolul katsetes (PK1A ja PK2A) suurenes
uldsusiniku sisaldus tahkes jadagis umbes sama palju kui véhenes Gldvaavli sisaldus. Kdige
rohkem suurenes proovides lammastikusisaldus, s66tme M9 puhul 52-129%, s66tme R2A

puhul koguni 3,4-4 korda.

Suurimad C-, H- ja N-sisalduse muutused toimusid kultiveerimiskatsetes pdlevkiviga, milles

kivimit oli eelnevalt kuumtoodeldud (katsed PK1C ja PK2C).

eelnevalt kuumtoddeldud (PK1C ja PK2C).
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PK1A- PK1B- PK1C- PK2A- PK2B- PK2C PK1A- PK1B- PK1C- PK2A- PK2B- PK2C-
pdlevkivi pdlevkivi kuumt. pdlevkivi pdlevkivi kuumt pdlevkivi pdlevkivi kuumt. pdlevkivi pdlevkivi kuumt.
+M9+ +M9 pdlevkivi + R2A+ +R2A pdlevki +M9+ +M9 pdlevkivi +R2A+ +R2A pdlevkivi
inokulum +M9 inokulum +R2A inokulum +M9 inokulum +R2A
98 98 98 98

Joonis 18. Elementide (C, H, N, Suq) leostumine kultiveerimiskatsetes Eesti pdlevkiviga.
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4.2 Anaeroobne kultiveerimiskatse
4.2.1 R6hu muutus

Pdlevkivi anaeroobse todtlemise tulemusena arvutati igapéevaselt véetud réhuandmete pdhjal
biogeense gaasi eraldumine mmol/g pdlevkivi kohta (joonis 19). Biogeenne gaas hakkas
intensiivselt eralduma alates 15. katsepdevast pdlevkivi ja inokulumiga 5A katsetes. 0-14
katsepaeval toimus inokulumi adapteerumine ning mikroorganismid ei kasutanud intensiivselt
polevkivist sisalduvat susinikku energiaallikana. Uksnes inokulumi ja pdlevkiviga
kultiveerimiskatsetes ei toimu biogaasi eraldumist (rdhugraafik langeb). See annab kinnitust,
et biogaasi eraldamiseks on vaja nii orgaanikarikast substraati kui ka metanogeenseid
mikroorganisme sisaldavat kooslust. Biogeenset gaasi eraldus 5,77 mmol/g pdlevkivi kohta
(lisa 5).
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Joonis 19. R6humuutus anaeroobsetes kultiveerimiskatsetes Eesti pdlevkiviga.
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4.2.2 Gaasianaliis

Gaasifaasi koostis anaeroobsetes kultiveerimiskatsetes analliusititi gaaskromatograafiga.
Gaasifaasi proovid voeti siis, kui réhuanduriga registreeriti rohutéus. Biogaasi eraldus nendest
katsetest, millesse oli lisatud inokulumi 5A ja 1% polevkivi. Tanu gaasi eraldumisele oli

vOimalik mddta ka selle koostist (joonis 20).

Gaasikoostise graafikult on nédha, et katse alguses esimese 22 katsepdeva jooksul sisaldas
gaasifaas poOhiliselt CO. ja N2, mis viitab orgaanilise materjali lagunemisele. Pdrast 22.
katsepédeva CO; sisaldus stabiliseerus kuni katse 16puni (kuni 14% gaasifaasist), N2 sisaldus jéi
8,9-12,9% juurde ning O sisaldus 0-2,9%.

Alates 22. katsepdevast hakkas gaaside koostises vdhenema CO2, N2 ja O sisaldus ning
domineerima hakkas CHa. 36. katsepéevaks moodustas CH4 48,5% eraldunud gaasist. Metaani
eraldumine muutus véga intensiivseks 22- 25 katsepdeva mooddudes. See langeb kokku ka
rohugraafikutega, mille puhul on samuti alguses lag-faas, mille k&igus intensiivset gaasi

eraldumist ega sellega kaasnevat réhutdusu ei registreeritud (joonis 19).

Gaasiproovidest méadrati ka diveiniksulfiidi H2S sisaldust, kuid selle sisaldust ei tuvastatud.

(mé&é&ramispiiriks oli 0,1%).
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Joonis 20. Gaasifaasi koostis anaeroobsetes kultiveerimiskatsetes pélevkivi+ inokulum 5A
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4.2.3 Anaeroobse biofilmi iseloomustamine

Anaeroobsetest katsete mikrobioloogilise mdju hindamiseks Eesti pdlevkivi pinnale tehti SEM
fotosid. Joonisel 21 on n&ha mikrobioloogiliselt todtlemata pdlevkivi pinda 500 kordset
suurendusega. Pdlevkivi pinda vaadates on selgelt ndha, et pind on ebalhtlane ning teravate

servadega, mis on soodne biofilmi kinnitumiseks.

Kukersiit0000
lima bakterita

2019.01.07 A D53 x500 200 7?m

Joonis 21. Mikrobioloogiliselt to6tlemata Eesti pdlevkivi, 500x suurendus.

Joonisel 22 on n&ha pdlevkivi biofilmi erinevusi loomuliku koosluse ja kooslusega 5A.
Kooslusega 5A katses eraldus metaan ning erinevus biofilmis paistab vélja ka SEM fotodel.
Fotodel on naha koki-laadsete mikroorganismide klastereid. On teada, et niisuguseid klastereid
vOivad moodustada arhed perekonnast Methanosarcina [73]. Loomuliku kooslusega
anaeroobselt toddeldud pdlevkivi pinnal niisuguseid klastereid ei leidunud. Pdlevkivi loomulik
kooslus metaani ei eraldanud. Klastrite pinnasadestiste uurimiseks teostati EDX analuls
(joonis 23). Tulemused néitasid, et pinnal leidus siisinikku, kaltsiumit ja hapnikku ning suure
tdendosusega on tegu kaltsiumkarbonaadiga. Kaltsiumikarbonaadi sadenemine pérsib
metanogeensete arhede elutegevust ning aeglustab biogaasi eraldumist [74]. Polevkivi
anaeroobsetes katsetes oli lag-faas 15 paeva ja biogaasi eraldumine kestis keskmiselt 45 paeva
(joonis 19), mille pdhjuseks vdib olla inhibeerimine kaltsiumkarbonaadiga.
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142 - Kuk.0012 2019.01.29 D6.7 x1.0k 100 ?m
tukk + lisaks puru (kylg)

140_kuker0037 2019.0228 16128 N D47 x1.0k 100 ?m

Loomuliku kooslusega anaeroobselt toodeldud Eesti Kooslusega 5A  anaeroobselt t66deldud  Eesti
pdlevkivi, suurendus 1000 pdlevkivi, suurendus 1000

140, 30 ?m

Loomuliku kooslusega anaeroobsel toddeldud Eesti Kooslusega 5A  anaeroobselt td6ddeldud  Eesti
pdlevkivi, suurendus 2500 p6levkivi, suurendus 2500

142_kuker0021 2019.0228 1539 N D4.0 x50k 20 ?m 140_kuker0039 2019.02.28 16:30 N D4.7 x5.0k 20 ?m

Loomuliku kooslusega anaeroobsel t6édeldud Eesti Kooslusega 5A  anaeroobselt toodeldud  Eesti
pdlevkivi, suurendus 5000 p6levkivi, suurendus 5000

Joonis 22. Anaeroobse t66tluse mdju pblevkivi pinnale.
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Joonis 23. Kaltsiumithendid biofilmil.
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5. Arutelu

5.1 Mikroorganismide arvukus

Mikroorganismide arvukus kultiveerimiskatsetes on seotud orgaanilise aine kattesaadavusega.
Polevkiviga 1&bi viidud katsetest selgus, et pdlevkivi kuumttotlemine (3-kordne
autoklaavimine (121°C) 24-tunniste vahedega) ei hévita pdlevkivis olevate mikroorganismide
endospoore, vaid pigem I6hustab orgaanilist ainet. Orgaanilise aine IGhustamise tagajarjel
muutub see mikroorganismidele kergemini kattesaadavaks [69] ning mikroorganismide
arvukus proovides suureneb. Kuumtdotlemise tottu saavutati so6tmega R2A katsetes korged
mikroorganismide arvukused (108) ka neis katsetes, kuhu algselt inokulumi lisatud ei olnud.
Sarnast tendentsi on margatud ka varasemalt graptoliitargilliidiga labiviidud katsete puhul
[30,67]. Lisaks on ka varasemalt leitud, et liksnes so6tmega on vdimalik rikastada kooslus, mis

on antud materjali lagundamiseks sobivaim [30].

5.2 Metallide lahustuse s6ltuvus pHst

Aeroobsetes kultiveerimiskatsetes nii Eesti kui ka Jordaania pdlevkiviga oli pH katse alguses
neutraalne, kuid tbusis Kiiresti aluseliseks (joonis 14 ja 15). pH andmeid on oluline vaadata
metallide saagikuse andmetega paralleelselt, sest leostumine sGltub keskkonna
redokspotentsiaalist ja pH-st, mida kirjeldavad Pourbaix diagrammid. [75] (lisad 6-11)

Vaadates Eesti pdlevkivi ja Jordaania polevkivi metallide saagiseid (joonised 16 ja 17) on nédha,
et Eesti pdlevkivi puhul saavutati suurim saagis arseeni puhul (39%). See langeb kokku ka
Lewis et al [76] metallisulfiidide lahustuvuse s6ltuvusega pHst (lisa 11), mille graafikult on
néha et arseen on lahuses just pH 7-14 juures. Vaadates Pourbaix graafikut (lisa 6) on naha, et
pH 7-8,5 juures on okstideerivatel tingimustel (+0,2 kuni + 0,8 V) arseen lahustunud HAsO*
kujul. [75] Arseeni sisaldus on kahjulik maakide to6tlemiseks kasutatavatele seadmetele [26].
Pdlevkivi katsete tulemusena valjakujunenud koosluse kdrge arseeni eraldamisvfime tottu
vOiks seda kooslust kasutada bioremediatsioonis ja pdlevkivi téotlemiseks enne dli

valmistamist.

Nikli madalat saagikust (Eesti pdlevkiviga kuni 3% ja Jordaania p6levkivi 7%) vdib seostada
liiga aluselise pH-ga, sest nikkel on lahuses happelise pH (0-6) juures; pH 7-12 sadeneb nikkel
vélja (lisa 11) [76]. Ka Pourbaix graafikult (lisa 7) on ndha, et pH 7-9 juures on nikkel véga

véhe dissotseerunud kujul Ni?*-na ning enamus on tahke Ni(OH)a. [75]
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Vanaadiumi lahustus Eesti pdlevkivist aeroobselt maksimaalselt kuni 1,5% ning Jordaania
pdlevkivist kuni 2%. Vanaadium lahustub véga laias Eh-pH piirkonnas (lisa 8). Tahkena on
ainult veidi V204 ja V203, millena vanaadium on just keskmistel pH ja oksudatiivsetel
tingimustel. pH 7,5-9 ning oksldatiivsetel tingimustel on vanaadium tahke V.03 ning
lahustuva H2VVO* ning HVO,-4. Vanaadium ei lahe sageli eraldi oksiidi vaid on seotud pigem

teiste oktaeedriliste savimineraalidega. [75]

Strontsiumi madal saagikus (maksimaalselt 0,67% Eesti pdlevkiviga ja 3% Jordaania
pdlevkiviga) on seotud strontsiumi pH 4,2-14 juures tahkes olekus olemisega (lisa 9). pH 4,2-
7,8 on strontsium sulfaatne (SrSOs4) ja pH 7,8-14 karbonaatne (SrCOg). [75]

Seleen on maakoores haruldane element, mida leostus Jordaania pdlevkivist kuni 7%. Madalat
leostumist vOib seostada, sellega et oksudatiivsetel tingmustel Eh +0,2- +0,8 V ning pH 7-9
juures on enamus seleeni tahkel Se kujul, vaid osa on lahustunud HSeO3, HSeO? 3 ja Se0%4
(lisa 11). Looduslikult on seleen vaavliga seotud. [75]

5.3 Elementanaliiis

Teostatud elementanalliiisiga saadi huvitavaid tulemusi, kus dldvaavli sisaldus tahkes jaagi
vahenes kuni 32%, samas kui C, H ja N sisaldused suurenesid. Eesti pdlevkivi proov
elementanaltsiks voeti suhteliselt katse alguses — 20. katsepédeval, kui kivimi
mikrobioloogiline lagundamine oli alles alanud ja analutsitav materjal vis sisaldada rohkesti
lagundamise vaheprodukte (C-, H- ja N- sisaldavad metaboliidid). Uhtlasi v&is analuisitud
tahke jaék sisaldada ka markimisvaarse osa bakterirakkude biomassi.

Pdlevkivi vahenenud vaavlisisalduse uurimiseks mdddeti anaeroobsete katsete kaigus gaasilise
H>S sisaldust gaasis, kuid seda ei tuvastatud (alla 0,1%). Seega ei ole tahkes ja&gis vahenenud
vadvel divesiniksulfiidina lendunud. VVaavlisisalduse vahenemise ja vaavlivormide uurimiseks

teostatakse taiendavaid katseid.

5.4 Metanogenees

Metaani tootlikkust Eesti pdlevkivist saab vorrelda varasemalt patendis W02017140324 ning
Triin Korbi magistritéds avaldatud [30,67] graptroliitargilliidist saadud metaani kogusega.
Sarnaselt Eesti p6levkiviga l&biviidud katsetele kasutati ka seal s6ddet R2A, metanogeneesi
substraadina betaiini, anaeroobsus tagati Ar lisamisega ning temperatuur oli 37°C.
Graptoliitargiliidist eraldus biogeenset gaasi kuni 7,73 mmol/g argiliidi kohta 41. katsep&evaks
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(lisa 12) [65,66], samas kui Eesti pdlevkivist eraldus 58. katsepédevaks 5,77 mmol/g pdlevkivi
kohta (lisa 5). Sealjuures on orgaanilise aine sisaldus argillidis 2-4 korda véiksem Kkui
pdlevkivis.Lisaks suuremale biogeense gaasi eraldumisele oli argiliidiga katsete lag-faas ja
eksponentsiaalne faas lihemad vorreldes pdlevkivi katsetega, vastavalt 7 ja 21 paeva ning 15
ja 45 péaeva. Uheks pdhjuseks vdib olla rauamineraalide redutseerimine metanogeensete arhede

poolt, millega kaasneb metaani tootmise inhibitsioon [77].

5.4.1 Kaltsiumi m@ju metanogeneesile

Anaeroobse granuleeritud muda kujunemises on kaltsiumil oluline roll. Piisava kaltsiumi
kontsentratsiooni juures aitab see kaasa settimisele ja muda tekkele, kuid kui seda on liiga palju
tekivad probleemid, nt metanogeense aktiivsuse langemine[78,79]. Kaltsiumkarbonaat
sadeneb graanulite pinnale kdrgendatud pH juures, siis kui graanuli pinnal on sadenemist
soosiv mikrokeskkond. Anaeroobse lagunemise kadigus vdib metanogenees viia pH téusuni.
Seega VvOib kaltsium sadet ndha metanogeenidega kaetud pinnal. [80] Kdrge kaltsiumi
sisaldusega reovee tootlemisel oli margatav metanogeense aktiivuses langus seotud
kaltsiumkarbonaatse sademe moodustumisega [78,79]. Kaltsiumi mdju on uuritud ka tapamaja
reovee anaeroobse kaitlemisega seoses. Kui proovi lisati 0-3 g/l kaltsiumi siis oli biogaasi
tootmise lag-faas 28-31 péeva ning kui kaltsiumi oli 5 g/l ja rohkem siis 43-52 paeva. 3 g/l
kaltsiumi korral oli lag-faas lihem, kui kaltsiumit lisamata proovil. 3 g/l kaltsiumi sisalduse
juures oli ka suurim biogaasi tootlikkus. Samas kui kaltsiumi oli 5 g/l voi ule selle oli biogaasi
tootmine inhibeeritud. [74]

Eesti pdlevkivi mineraalne osa sisaldab CaO 34-60% [8,9], mistdttu on oluline arvestada selle
voimalikku mdju metanogeneesile ja metallide leostumisele.VVarasema teadust0o tulemusena
[81] on avastatud, et metanogeenid sadestavad kaltsiumkarbonaati ning karbonaatse kihi
kasvades véheneb metanogeenide kokkupuutepind. Kokkupuute védhenedes saab pérsitud
metallide eraldamine ning karbonaatse kihi paksenedes hairib see ka metanogeenide aktiivsust.
[81] Analoogset nahtust kinnitas antud t60 k&igus leitud mdnesid mikroorganisme (oletatavasti
metanogeene) kattev kaltsiumkarbonaadi kiht (joonis 23). Karbonaatide kuhjumise tottu jadvad
mikroorganimid mineraalsesse kihti Kkinni ning nende elutegevuse aktiivsus vaheneb
drastiliselt. [81]
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6. Kokkuvote

Eesti pdlevkivi ehk kukersiit on philine Eestis kasutatav energiaallikas, mida on kaevandatud
juba Ule 100 aasta. Lisaks pOlevale osale ehk kerogeenile sisaldab polevkivi ka metalle ning
mikroorganisme. Ulatuslike katsete tulemusena on leitud, et nii aeroobsed kui ka anaeroobsed
mikroorganismid on vdimelised pdlevkivi kerogeeni kasutama energiaallikana ning pdlevkivis

olevaid metalle bioleostama.

Antud t66 eesmargiks oli uurida pdlevkivi mikrobioloogilise té6tlemise voimalusi Eesti ja
Jordaania pdlevkivi nditel, rikastada vastavad mikroobikooslused ja to6tada vélja kohane

analtiisimetoodika.

Mikrobioloogiliseks tootlemiseks kasutatati nii pdlevkivi enda mikroorganismide kultuuri kui
ka lisatud kultuuri. T66 kaigus uuriti mikroorganismide arvukust, metallide leostamist ning

anaeroobsetes katsetes metaani ja stisihappegaasi tootmise voimekust.

Pdlevkivi tootlemiseks kasutati eelnevalt graptoliitagriliidiga adapeeritud kooslust inokulum
98. Inokulum adapteeriti Eesti pdlevkiviga kaheksa edasikilviga 339 paeva jooksul ning vélja
kujunenud kooslust kasutati Jordaania pdlevkivi aeroobseks mikrobioloogiliseks to6tlemiseks.
Eesti pdlevkivi toodeldi ka anaeroobselt kooslusega 5A. 5A kooslus on graptoliitargilliidiga
anaeroobsetes tingimustes adapteeritud kooslus, mis sisaldab metanogeenseid arhesid ning
leostab metalle. Metanogeenide sisalduse tdttu on 5A sobilik kooslus metaani tootmise

uurimiseks.

Aeroobsete Kkatsete tulemusena saavutati nii Eesti kui ka Jordaania polevkiviga koérgeid
mikroorganismide arvukusi (kuni 10%) R2A so6tmega. Tanu kdrgele mikroorganismide
arvukusele sobib R2A s6dde pblevkivi mikrobioloogiliseks tootlemiseks hasti. Eesti polevkivi
katsetest oli suurim arseeni saagis (39%) ja Jordaania polevkivil seleeni (7,1%) ja nikli (7%)

saagis.

Anaeroobsete katsete tulemusena eraldus tdnu 5A koosluse lisamisele 59. katsepdevaks
biogeenset gaasi 5,77 mmol/g. Intensiivne biogaasi eraldumine algas 15 katsepdeval. Sellele
eelnes lag-faas, mille jooksul ei lagundanud metanogeensed arhed pdlevkivi orgaanilist ainet
intensiivselt. Lag faas vOib olla seotud ka pdlevkivis sisalduva kaltsiumiga. Kaltsiumi

inhibeerivat toimet on oluline tulevaste katsete planeerimisel arvestada.
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. Jareldused

Mikroorganismide loomuliku koosluse rikastamiseks Eesti pdlevkivilt sobib s6dde R2A
paremini kui s66de M9.

Argillilt eraldatud koosluse (kooslus 98) adapteerimise tulemusena sobib sama kooslus ka
Jordaania p6levkivi mikrobioloogiliseks to6tlemiseks, kuigi Jordaania pdlevkivi loomuliku
kooslusega saavutati mdnevdrra suurem mikroorganismide arvukus.

Orgaanilise aine IBhustamise tagajarjel kuumtdotlemise tdttu muutub  see
mikroorganismidele ~ kergemini  kéattesaadavaks,  kusjuures  saavutati  kdrge
mikroorganismide arvukus ka katsetes, kuhu algselt inokulumi lisatud ei olnud.

Metallide leostamiseks on sodde M9 sobivam. Aeroobsetes kultiveerimiskatetes Eesti
polevkiviga leostus méarkimisvéérses koguses arseeni. Jordaania pdlevkiviga katsetest
leostusid enim Ni ja Se (so6de R2A).

Uldvaavli sisaldus pdlevkivi kultiveerimiskatsete tahkes jaagis vahenes kuni kolmandiku
vOrra, samas kui C, H ja N sisaldused suurenesid, tingituna lagundamise vaheproduktide ja
bakterirakkude biomassi sisaldusest.

Eesti pdlevkivi orgaanilisest osast on vbimalik anaeroobsetes tingimustes argilliidilt
eraldatud mikroorganismide kooslusega 5A edukalt metaani eraldada.

Pdlevkivis sisalduva kaltsiumkarbonaadi tdttu tbusis pH vaatamata sodtmetes sisalduvatele
puhverdavatele komponentidele (pH=8,5-9).

Anaeroobsete katsete puhul vdib pdlevkivi kaltsiumkarbonaadi sisaldus metanogeneesile

parssivalt mgjuda, mistdttu on oluline selle m&ju tulevastes katsetes arvestada.
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8. Summary

The continuous growth of human population and its energy consumption rises the need to find
new energy sources. Along with energy the need for scarce metals grows as well. Estonia and
whole of Europe highly depends on importing these metals. Oil shale in Estonia has been used
for energetical purposes for over a century now. Mining and processing of oil shale guarantees
Estonia its energetical independence for producing electricity and heat but comes with heavy
impact on environment. Little studies have been made to evaluate the alternative ways of

processing and mining of oil shale.

Alternative ways of mining could produce biogas while leaching metals from oil shale. The
biomining technologies used on industrial scale so far depend on acidophilic pyrite (FeSy)
oxidizing microorganisms. Less studies have been made with aerobic heterotrophic bacteria
consortia. Previous studies with Estonian graptolite argillite indicate that leaching of metals
along with anaerobic digestion is possible.

The aim of this thesis is to study the effect of both aerobic and anaerobic microbiological
processing to Estonian and Jordanian oil shale. The effect is studied via CFU/ml, pH, element

analyses, metal leaching and anaerobic degradation of organic matter to methane and CO..

Aerobic degradation of Estonian oil shale organic matter were conducted in 339 days (8
passages). During this time initial inoculum from graptolite argillite (ARGCON 5) was
successfully adapted to Estonian oil shale (upto 108 CFU/ml) and then used to inoculate
Jordanian oil shale experiments. ARGCON 5 is contains methanogenic and metals leaching
microorganisms. The highest yield of metals is 39% of arsenic with Estonian oil shale and 7%
of selenium with Jordanian oil shale was achieved. As the developed consortia leaches arsenic

it can be used in bioremediation technologies.

pH in aerobic tests become from pH 7 to 8,5-9 very quickly. It may be due to CaCO3 contents
of oil shale.

Microbiological processing was also studied in anaerobic conditions. After the lag-phase of 15
days the pressure within the anaerobic digestor (Oxitop) started to rise and methane made upto
49% and CO2 upto 12% of gaseous phase.
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The following conclusions were made

e R2A medium is better medium than M9 for enrichment of Estonian oil shale natural
consortium

e Asaresult of adaption the same inoculum from Graptolite argillite (inoculum 98) is
suitable for Jordanian oil shale microbiological processing, even though slightly
bigger number of microorganisms was obtained with Jordanian oil shale natural
consortium

e Thermal treatment of oil shale degrades its organic material making it easier for
microorganisms to use. High number of microorganisms was obtain even in tests with
initial inoculum.

e M9 medium is more suitable for leaching of metals. In aerobic tests with Estonian oil
shale high yield of arsenic was obtained. Ni and Se leached the most from Jordanian
oil shale aerobic tests (R2A medium).

e Total sulphur contents in solid residue of Estonian oil shale decreased upto one third,
while C, H and N contents increaced. The increase of C, H and N was due to
degradation intermediates and biomass of bacteria cells.

e Organic matter of Estonian oil shale can be successfully anaerobically degraded with
inoculum of Graptolite argillite (inoculum 5A) to produce methane.

e Due to CaCOs in oil shale pH was high (pH=8,5-9) even with buffering components
of R2A and M9 medium.

e (CaCOz can inhibit methanogenesis in anaerobic tests which is why it is important to

take it into account in future tests.
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Lisad

Lisa 1. Pdlevkivi peal- ja allmaakaevandamine

Uuringukaix
Uuringutoo
(Wringukaevandamine)

Sump

Pdlevkivi peal- ja allmaakaevandamine (Reinsalu, 2011)
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Lisa 2 Ulekriitilise kuivatamise juhend

Joonis 1. Ulekriitilise kuivatamise siisteem.

Ulekriitilise kuivatamise siisteemi osad (Joonis 1): ENNE ALUSTAMIST KONTROLLI,

Sifooniga CO, bglloon -1 1) et kdik voolikud oleks téokorras ja

_ balloonikraan - 1A o digesti ning kindlalt Ghendatud;
Voolik CO, b.aIIooNn|st~korgrohureaktor|n|'— 2 N 2) et termostaadiga 6 Gihendatud
Manomeetriga kdrgrohureaktor (Agar Scientific, tempeartuuri mddtmise sond 7 oleks
B7010) -3

CO, sisselaskekraan - 3A paigaldatud reaktori vastavasse

CO, viljalaskekraan - 3B avasse;

Ventileerimiskraan - 3C 3) et valjalaskevoolik 4 oleks suunatud
Viljalaskevoolik, nool naitab voolu suunda - 4 tdmbekappi sobivasse solventi;
Jahutussargi sisselaskevoolik, nool naitab voolu 4) et reaktori kraanid 3A, 3B ja 3C oleks
suunda - 5A suletud.

Jahutussargi véljalaskevoolik, nool naitab voolu

suunda - 58 Reaktori jalal on kirjas réhu vaartus, mille
Termostaat Lauda Proline RP 1845 - 6 korral puruneb ohutusklapp

Temperatuuri mG6tmise sond - 7 (127 bar/ 1850 psi). Seda réhku EI TOHI

reaktoris lasta tekkida!
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KUIVATAMISE KAIK
Alustamine

Seadista termostaat 6 vastavalt seadme manuaalile: Int. Ext.

e vilisele tsirkulatsioonile (Joonis 2); K )

e reguleerima temperatuuri sondi jargi (ConCP) (Joonis 3):

Joonis 2. Kruvi asend vilise

tsirkulatsiooni korral.
Termostaadi seadistamine reguleerima vélistemperatuuri

1)  Vajuta nuppu 1 kord kirja SET kuvamiseni

2)  Vajuta nuppu 2 korda kirja Con I kuvamiseni ja vajuta nuppu 1 kord EXT

3)  Vajuta nuppu 1 kord kirja ConEP kuvamiseni ja vajuta nuppu 1 kord Joonis 3. Vilise (st. reaktori)
temperatuuri kontrollimise

indikaator.

e kuvama sondi moddetud temperatuuri (indikaator EXT):

Termostaadi seadistamine kuvama sondi méddetud temperatuuri

1) Vajuta nuppu indikaatorkirja stttimiseni

e pumpama voimsusastmega 2 (Pu 2):

Termostaadi pumba seadistamine vdimsusastmele 2

1)  Vajuta nuppu 1 kord kirja SET kuvamiseni
2)  Vajuta nuppu 1 kord kirja Pu 0 kuvamiseni ja vajuta nuppu 1 kord
3)  Vajutanuppu 2 korda kirja Pu 2 kuvamiseni ja vajuta nuppu 1 kord

1) Seadista reaktor temperatuurile 15 °C ja lase temperatuuril Ghtlustuda:

Termostaadi temperatuuri seadistamine

1) Vajutanuppu 1 kord kirja SET kuvamiseni ning vajuta uuesti nuppu 1 kord

2)  Vajuta nuppu @ voi @ vastavalt soovitud temperatuurini jdudmiseks ja vajuta nuppu 1 kord

2) Vota jahtunud reaktorist proovihoidik, taida hoidik sobiva CO,-ga seguneva solvendiga nii, et
kuivatatavad objektid jadvad hoidikusse pannes vedelikuga kaetuks.
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3)

4)

Tosta objektidega hoidik tagasi reaktorisse ja sulge reaktor hoolikalt. Kui reaktori
keermestatud luuk on Giges asendis, peab see I6puni sulguma vaga kergelt ja kasitsi.
Spetsiaalset reaktori votit 8 kasutada vaid vajadusel luugi viimaseks pingutuseks.

Ava kraanid 1A ja 3A ning taida reaktor kiiresti CO2-ga (15 °C juures taitub reaktor réhuni ~58
bar). Jalgi reaktori tditmisel vaateaknast kolmanda faasi ilmumist reaktori p6hja. See on
solvent, millega oli taidetud proovihoidik. Faasi markamisel avada koheselt ka kraan 3B, et
see reaktorist enne CO;-ga segunemist valja juhtida. Faasi kadumisel sulgeda kraan 3B ning
taas faasi ilmumisel kraan 3B avada. Aktiivselt tuleb vaateakna kaudu solvendifaasi tekkimist
jalgida umbes esimesed 15 minutit.

CO2-ga labiuhtumine (voolutamine)

5)

6)

7)

8)

Vooluta 5 minutit Gsna intensiivselt reaktorist labi vedelat CO;. Selleks on 5 minuti jooksul
avatud kraanid 1A, 3A ja 3B. Jalgida, et rohk reaktoris voolutamise kaigus ei langeks ehk CO;
valjavool ei oleks suurem kui pealevool.

Siis sulge kraan 3B ja seejarel kraan 3A staatiliseks ekstraktsiooniks (solvendi difundeerumine
vedelasse CO»-te. Staatiline ekstraktsioon kestab 30 minutit.

Korda tegevusi 5)-6) seni, kuni valjalaskevoolikusse 4 enam vedelikku ei voola ning reaktorist
on vadljumas naha tahkeid CO; lume tiikke.

Vii labi etapid 5)-6) veel 2 korda. Pane tahele, et vdaga intensiivse véljavoolu korral voib CO;
lumi valjalaskekraani 3B vGi vooliku 4 reaktori lahedalt ummistada ning réhu all viljuv CO;
voib voolikute halva iihenduse korral iihenduskohas vilja paiskuda. Et ummistusi etapis 8 ei
tekiks, reguleerida CO; valjalaskekraani 3B vdiksemale valjavoolule.

Ule ulekriitilise oleku kuivatamine

9)

Kontrolli, et kraanid 3A ja 3B on suletud. Sulge ka kraan 1A. Reguleeri termostaat
temperatuurile 35 °C jattes muud parameetrid samaks. Temperatuuri tdusmise ajal EI TOHI
REAKTORIT JATTA JARELVALVETA, sest temperatuuri tdustes gaas paisub ja suletud kraanide
korral touseb rohk reaktoris iile ohtliku piiri. Jalgida temperatuuri tdstmise ajal
tahelepanelikult reaktori manomeetrit. Lubada réhul tdusta kuni 100 bar-ni ning seejarel avada
valjalaskekraan 3B nii, et rohk pusiks kuni 35 °C saabumiseni 100 bar-i juures.

Rohu langetamine reaktoris

10) Kui reaktori temperatuur on jdudnud 35 °C juurde, jaab valjalaskekraan 3B avatuks (samasse

asendisse kui oli eelmise etapi IGpus) ning lastakse réhul langeda atmosfaariréhule.

NB! Liiga kiire rohu langetamine toob kaasa temperatuuri languse reaktoris ja pohjustab
ulekriitilises olekus CO, kondenseerumise, mis rikub kogu kuivatamise tulemuse. CO>
faasidiagrammilt (Joonis 4) ndhtub, et rohku voib kiirelt ja kondenseerumisohuta langetada
~60 bar-ist alates.
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Joonis 4. CO, faasidiagramm (http://www.usask.ca/biology/scopes/CDP-%20C02%20phase%20diagram.jpg (19.12.2014)).

Kuivatamise |opetamine

11) Lulitada vélja termostaat 6 ja seadistada see algolekusse:

e seesmisele tsirkulatsioonile (Joonis 5);

e reguleerima sisetemperatuuri (Con /) (Joonis 6):

Termostaadi seadistamine reguleerima sisetemperatuuri

1)  Vajuta nuppu @ 1 kord kirja SET kuvamiseni
2)  Vajutanuppu @ 2 korda kirja ConEP kuvamiseni ja vajuta nuppu@ 1 kord

3)  Vajutanuppu @ 1 kord kirja Con [ kuvamiseni ja vajuta nuppu @1 kord

Termostaadi seadistamine kuvama sondi méddetud temperatuuri

1) Vajuta nuppu indikaatorkirja kustumiseni

e pumpama voimsusastmega 2 (Pu 0):

Termostaadi pumba seadistamine vdimsusastmele 0

1)  Vajuta nuppu 1 kord kirja SET kuvamiseni

2)  Vajuta nuppu 1 kord kirja Pu 2 kuvamiseni ja vajuta nuppu @ 1 kord
3)  Vajuta nuppu 2 korda kirja Pu 0 kuvamiseni ja vajuta nuppu @ 1 kord

&

Joonis 5. Kruvi asend seesmise
tsirkulatsiooni korral.

EXT

Joonis 6. Vilise (st. reaktori)
temperatuuri kontrollimise indikaator
valja lulitatud.

kuvama sondi moddetud temperatuuri (indikaator EXT kustunud):

12) Kui reaktoris on réhk langenud atmosfaariréhule, voib avada reaktori ja votta vélja hoidiku.
Monikord nditab manomeeter atmosfaarirohku, kuigi reaktor on veel teatud vaikse rohu all.
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Selleks tuleb enne reaktori avamist avada taielikult CO; viljalaskekraan 3B ning alles seejarel
asuda avama reaktori luuki.

Puhastamine

13) Peale reaktori kasutamise 10ppu puhastada atsetooniga loputades objektihoidik ja puhastada
atsetooniga niisutatud paberiga reaktori sisemus. Asetada hoidik tagasi reaktorisse ja sulgeda
kambri luuk (kasitsi), et valtida tolmu sattumist reaktorisse.

14) Sulge kraan 3B ja kontrolli, et suletud oleksid ka kraanid 1A, 3A ja 3C.

15) Uhenda ettevaatlikult termostaadi kiiljest lahti reaktori sérgi voolikud ning (ihenda spetsiaalse
lihikese voolikuga termostaadi valistsirkulatsiooniks mdeldud valja- ja sissevooluava.

Joonis 7. Termostaadi 6 valistsirkulatsiooniks moeldud vilja- ja sissevooluava iihendatuna spetsiaalse liihikese voolikuga.

Eestikeelne Ulekriitilise kuivatamise juhend tugineb Agar Scientific B7010A Ulekriitilise kuivatamise
reaktori ja Termostaat Lauda Proline RP 1845 kasutusjuhendile, kuid sisaldab praktilisi
kommentaare.

Koostas:

Dr. Anna-Liisa Peikolainen
materjalitehnoloogia teadur

Arukate materjalide ja slisteemide labor
Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituut

22.12.2014

67



Lisa 3. Generatsiooniajad Eesti polevkivi aeroobsetele katsetele PK1A ja PK2A

Generatsiooniaeg PK 1A (pd&levkivi+ inokulum 98+ M9)

Katse nr . . .
Edasikilvi Gener.- Eksp. fa?SI kestvus, Generatfloonl aeg,
paeva paeva

arv de arv

1 Katse PK1 A 4,37

2 Katse PK1 A-1 12,71 7 0,55

3 Katse PK1 A-2 3,22 7 2,17

4 Katse PK1 A-3 8,55 5 0,58

5 Katse PK1 A-4 21,87 10 0,46

6 Katse PK1 A-5 5,45 14 2,57

7 Katse PK1A-6 | 14,54 11 0,76

8 Katse PK1 A-7 1,66 15 9,02

9 Katse PK 1A-8 13,14 12 0,91

Kokku 35,96 60 1,67

Generatsiooniaeg PK 2A (pd&levkivi+ inokulum 98+ R2A)

Katse nr . .
Eksp. faasi kest " Generatsiooni
Edasiktilvi Gener.-de Sp- Taasi kestvus, paeva aeg, paeva
arv arv
1
Katse PK2 A 5,36
2 Katse PK2 A-1 0,66 7 10,57
3 Katse PK2 A-2 6,04 1,16
4 Katse PK2 A-3 3,50 5 1,43
5 Katse PK2 A-4 2,87 10 3,48
6 Katse PK2 A-5 0,98 14 14,27
7 0,46
Katse PK2 A-6 23,98 11
Katse PK2 A-7 4,01 15 3,74
Katse PK2 A-8 6,14 12 1,95
Kokku 29,57 70 2,37
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Lisa 4. Makroelementide leostumine Eesti pdlevkivi katsetest
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Lisa 5. Biogeense gaasi eraldumine Eesti pdlevkiviga anaeroobsetest katsetest

© 7
)
<
L s
S pmmmmmn N
2 ,’.‘-.-""...... /
o] 04
‘e 4 </
= S
2
3 <7
£
‘n\ .
©
@©
oo
()
c
c
()
[
o0
9 T T T
[2) 40 50 60
Aeg, paeva
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Lisa 6. Arseeni lahustustuvuse sdltuvus Eh-pHst [76]
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Lisa 7. Nikli lahustustuvuse s8ltuvus Eh-pHst [76]
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Lisa 8. Vanaadiumi lahustustuvuse sdltuvus Eh-pHst [76]
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Lisa 9. Strontsiumi lahustustuvuse s6ltuvus Eh-pHst [76]
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Lisa 10. Seleeni lahustustuvuse sdltuvus Eh-pHst [76]
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Lisa 11. Metallisulfiidide lahustuvus séltuvalt pH-st [76]
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Lisa 12 Biogeense gaasi teke argilliidiproovide mikrokosmides inokulumiga 5A

10

~

Biogeenne gaas, mmol/g
N H
\

o

Aeg, paeva

= Katse 61 - 0,5% autokl Keila argilliit 0,75 g + inokulum 5A
= Katse 126 - 1% Sotke argilliit + adapt inokulum 122
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