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Lammastiku  drastuskiiruse  uurimine  anaeroobse = ammooniumi
oksiideerimise (anammox) protsessil pohinevas bioelektrokeemilises

siisteemis.

Lammastiku &drastuskiirust uuriti anaeroobse ammooniumi oksiideerimise (anammox)
protsessil pohinevas bioelektrokeemilises silisteemis. Selleks vorreldi kolme mikroobsel
elektrosiinteesil (MES) pohinevat rakku, millest kahte inokuleeriti anammox baktereid sisaldav
biomass. Uhele biomassiga rakule rakendati potentsiaali. Kolmas rakk oli kontrollrakk, kuhu ei
inokuleeritud anammox baktereid. Tulemused néitasid, et -700 mV juures vdib lammastiku
drastuskiirus tdusta kuni 30 mg N/m?d, olles nii 2x kiirem potentsiaalita biomassiga MESist
ning 1,5x kiirem kontrollrakust. Tulemustes nihtub, et vdrreldes inokuleeritud bakteritega on
anammox baktereid koige rohkem potentsiaaliga MESis, viidates sellele, et -700 mV

potentsiaal soosib anammox bakterite paljunemist.

Mairksonad: reovee puhastamine, ldmmastikudrastus, bioelektrokeemilised siisteemid,

mikroobne elektrosiintees, bioelektrokeemia.

CERCS kood: P305, T490

Research in nitrogen removal rate in anaerobic ammonium oxidation

(anammox) process-based bioelectrochemical system.

Nitrogen removal rate was studied in anaerobic ammonium oxidation (anammox) process-
based bioelectrochemical system. Three different microbial electrosynthesis (MES) cells were
compared. Two MES were inoculated with anammox bateria and one biomass containing MES
were applied with voltage. Third MES was control MES. There were no applied voltage and
anammox biomass in it. Results show that an electric potential -700 mV could result in nitrogen
removal rate of 30 mg N/m?/d. This is twice as fast than in MES with biomass and without
potential and 1,5 times faster than in control MES. Compared with inoculation, anammox
bacteria has the fastest growth rate in MES with applied voltage -700 mV, indicating that this

potential magnifies the growth rate of anammox bacteria.

Keywords: wastewater treatment, nitrogen removal, bioelectrochemical systems, microbial

electrosynthesis, bioelectrochemistry.
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LUHENDID

AOB
BES
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EET
EFC

HAO

MBBR

MDC

MEC

MES

MFC

MSC

NOB

PMFC

VSS

Ammooniumi oksiideerivad bakterid.

Bioelektrokeemiline siisteem.

C-tiitipi tsiitokroom. Seotud elektronide transportimise protsessiga.
Elektronide rakuviline tilekanne.

Ensiimaatiline kiituseelement (tuleb ingliskeelsest sonast enzymatic fuel cell).

Hidroksuulamiini  okstreduktaasi ensiiim. Vastutab anammoxosoomis

hiidrasiini oksiideerimise eest N2ks.

Inimekvivalent. Uhe inimese pdhjustatud keskmise Odpdevase tingliku

veereostuskoormuse iihik.
Liikuvate kandjatega biokilereaktor.

Mikroobsed magestamiselemendid (tuleb ingliskeelsest sonast microbial

desalination cell).

Mikroobne elektroliiiisirakk (tuleb ingliskeelsest sonast microbial electrolysis

cell).

Mikroobne  elektrosiintees  (tuleb  ingliskeelsest ~ sonast — microbial

electrosynthesis).
Mikroobne kiituseelement (tuleb ingliskeelsest sonast microbial fuel cell).

Mikroobne paikeseenergial pohinev kiituseelement (tuleb ingliskeelsest sonast

microbial solar cell).
Nitritit okstideerivad bakterid.

Taimedel pdhinev mikroobne kiituseelement (tuleb ingliskeelsest sonast plant

microbial fuel cell).

Poletuskadu (tuleb ingliskeelsest sonast volatile suspended solids) - kuivaine ja

poletusjdédgi vahe.



SISSEJUHATUS

Lammastik on oluline element eluks maal. Lammastikku sisaldavad iihendid aineringesse
sattumisel voivad toimiva tasakaalu paigast ajada. Naiteks voib see viia veekogude
kinnikasvamise ehk eutrofeerumiseni (Euroopa Komisjon 2010). Uheks vdimalikuks
lammastikuringet mdjutavaks teguriks on ebatShusa toitainetedrastuse efektiivsusega
reoveepuhastusjaamad. Selle olukorra viltimiseks peavad reoveepuhastusjaamad suutma
erinevate meetoditega eemaldada reoaineid, sealhulgas ldmmastikku reoveest (Korgmaa et al.
2016).

Selleks, et reoveepuhastusjaama heitvee juhtimisel  suublasse ei  halveneks
maismaadkosiisteemide seisund, on Eestis mididrusega reguleeritud nduded nii reovee
puhastamise kui heitvee suublasse juhtimise kohta (Keskkonnaminister 2019a). Samuti on
alates 300 inimekvivalendiga (i.e.) reoveepuhastusjaamadel fikseeritud piirvéartused ja reovee

puhastusastmed (vt Tabel 1), millele heitvesi vastama peab (Keskkonnaminister 2019b).

Tabel 1. Saasteniitajate piirvdiartused veepuhastusejaama viljavoolus ja reovee
puhastusastmed reoveepuhastusjaama reostuskoormusest lihtuvalt (Keskkonnaminister
2019Db).

300-1999 2000-9999 10 000-99 999 | 100 000 ja enam i.e.
i.e. i.e. ie. mg N/ / %
mgN/l /% | mg N/l /% mg N/l / %

Uldlimmastik | 60/30 45/30 15/80 10/80

Lammastikuédrastus reoveepuhastusjaamades on aegandudev ja energiamahukas. SeetSttu
uuritakse uusi ja energiatdhusamaid lahendusi. Uheks selliseks lahenduseks on anammox
protsessi kasutamine. Anammox on anaeroobne ammooniumi oksiidatsiooni protsess, kus
anoksilises keskkonnas eemaldatakse ammoonium (NH4") ja nitrit (NO2’), mis muundatakse
ohulammastikuks (N2) (Hauck et al. 2016). Kuigi anammox protsess avastati juba 1980ndatel
aastatel (Mulder 1989), on seda just viimasel ajal ronkem uuritud (Fan et al. 2020; Li et al.
2021). Viimastel aastatel on jérjest enam uuritud ka erinevate bioelektrokeemiliste siisteemide
(BES) kasutamist 1ammastikuérastuses (Ding et al. 2017; San-Martin et al. 2018; Zekker et al.

2020). Nende kahe protsessi koostoime uurimine on ajendanud selle t66 kirjutamist.

Selle t66 eesmirk on uurida:



e Kas ja kuidas tohustub ldammastikuérastuse kiirus anammox protsessis, kui rakendada

vilist elektronide juurdeandmist (tdstes potentsiaali) bioelektrokeemilisele siisteemile.

T66 pohineb koguldmmastiku vahenemise vordlemisel vooluga ja vooluta bioelektrokeemilises

anammox siisteemis ning kontrollrakus.



1. ULEVAADE KIRJANDUSEST

1.1. Lammastikuarastus traditsioonilistes reoveepuhastusjaamades

Koige levinumad reoveepuhastusjaamad pdhinevad aktiivmudapuhastitel (Kala 2017). Ka
Eestis on enamik reoveepuhastusjaamu aktiivmudapuhastitel pohinevad. Aktilvmudapuhasteid
kasutatakse seetOttu, et nad suudavad reoveest &rastada muuhulgas ldmmastiku- ja
fosforitihendeid. Aktiivmuda on biomass, mis Sisaldab endas reovees olevaid baktereid ja muid
mikroorganisme. Tegemist on bioloogilise puhastusega, kus mikroorganismid korvaldavad
reoveest erinevaid aineid, kasutades seda oma elutegevuses. Bioloogiline puhastus toimub nii

aeroobses kui anaeroobses (sh anoksilises) keskkonnas (Korgmaa et al. 2016).

Tavapdrane  lammastikudrastus  aktilvmudapuhastites ~ toimub  nitrifikatsiooni  ja
denitrifikatsiooni protsesside kaudu (Rodriguez Arredondo et al. 2014; Mandel et al. 2019).
Nitrifikatsioon on protsess, kus kemolitoautotroofid nagu ammooniumi oksiideerivad bakterid
(AOB) muudavad reovees oleva ammooniumi nitritiks, millele jargneb nitriti muutmine
nitraadiks (nitritit okstideerivate bakterite (NOB) abil) (vt vorrand 1). Protsess toimub
aeroobses keskkonnas (Kokabian et al. 2018). Ammoonium muudetakse nitritiks Nitrosomonas
bakterite abil, nitriti oksiideerimist nitraadiks vahendavad Nitrobacter tiived (Xin et al. 2008;
Rodriguez Arredondo et al. 2014). Vorrandil 1 ja 2 on ndidatud nitrifikatsioon (Rodriguez
Arredondo et al. 2014):

1) NH4* + 1,502 = NO2 + H20 + 2H*
2) NO2 + 0,502 = NOs"
Uldiselt: NH4* + 202 = NO3™ + H20 + 2H*

Denitrifikatsiooni kdigus muudetakse nitraat dhulammastikuks (N2). Seda protsessi vahendavad
heterotroofsed bakterid, nditeks Pseudomonas perekonda kuuluvad bakterid, aga ka niiteks liigi
Paracoccus denitrificans esindajad. Denitrifikatsioon toimub hapnikuvaeses (anoksilises)
keskkonnas (vt vorrand 3) (Xin et al. 2008; Rodriguez Arredondo et al. 2014; Kokabian et al.
2018). Heterotroofsed mikroorganismid kasutavad nitraati elektronaktseptorina ning energiaks
kasutavad nad olemasolevat orgaanilist ainet (Ahn 2006). Vorrandiga 3 on niidatud

denitrifikatsiooni stohhiomeetria (Rodriguez Arredondo et al. 2014):
3) 2NOs + CH20 = N2 + CO2 + 20H + H20

Traditsioonilise lammastikudrastuse protsessi eelis reoveepuhastuses on see, et ta suudab

drastada lammastikku ka viga madalate kontsentratsioonide juures (Rodriguez Arredondo et al.



2014). Miinuseks traditsioonilises reoveepuhastuses on see, et nii denitrifikatsiooniprotsess kui
fosforidrastus vajavad orgaanikat. Nitrifikatsiooniprotsess vajab toimimiseks aeratsiooni.
Seega nii aeratsioon kui vilise orgaanika (nt metanool) lisamine suurendavad reoveepuhastuse
maksumust (Mandel et al. 2019). Aeratsioonile kuluv energiakulu vib moodustada kuni 60%
reoveejaama koguenergia tarbimisest (Rodriguez Arredondo et al. 2014). Keskmises
reoveepuhastusjaamas Euroopas, mille reostuskoormus on 200 000 ie, kulub aereerimisele
aastas kuni pool miljonit eurot (Vilajeliu-Pons et al. 2018). Seetottu otsitaksegi lahendusi, mis

vihendaks reoveejaamas aeratsioonile kuluvat energiat ning mis ei vajaks orgaanika lisamist.

1.2. ANAMMOX

Anammox ehk anaeroobne ammooniumi oksilidatsioon on alternatiivne protsess
denitrifikatsioonile reoveepuhastuses. See on protsess, kus mikroorganismid muundavad
ammooniumi (NH4") ja nitriti (NO2") dhuldmmastikuks (N2) anoksilistes tingimustes (vt Joonis
1). Nitrit on selles protsessis elektronaktseptoriks (Rodriguez Arredondo et al. 2014; Hauck et
al. 2016, Zekker et al. 2020). Ammooniumi ja nitriti kasutamise kaigus ammutavad anammox
bakterid organismi iilesehituseks vajalikke aineid (Sinninghe-Damste et al. 2002). Anammox
protsessi kirjeldavad ka vorrandid 4 ja 5, kus esimeses etapis tekib nitrit, mis seejarel

kasutatakse bakterite poolt koos ammooniumiga.
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Joonis 1. Anammox protsessi otsetee limmastikuringes (Kartal et al. 2010).



4) NHs" + 1,502 = NO2" + H20 + 2H"
5) NHs"+ NO2 = N2 + 2H20

Vorrandid 4 ja 5. Anammox protsessile eelneb nitriti tootmine (Rodriguez Arredondo et al.
2014).

Anammox protsessi viivad 1dbi anammox bakterid. Anammox bakterid kuuluvad peamiselt
hdimkonda Planctomycetes. 1999. aastal avastati anammox protsessi lébiviivaks bakteriliigiks
Candidatus Brocadia anammoxidans, mida peetakse senini domineerivamaks anammox
protsessi labiviivaks liigiks (Kuenen 2008). On leitud (Kuenen 2008; Meng et al. 2017), et
anammox bakterid suudavad COgz-te siisinikuallikana kasutades siinteesida juurde rakke ehk
toota biomassi. Toodetud biomass viljendub valemina CH2005No.1s. Nitrit voib selles
reaktsioonis olla elektronaktseptoriks ammooniumi oksiidatsioonil ning elektrondoonoriks

stisinikdioksiidi reduktsioonil. Protsessi kirjeldab vorrand 6 (Kuenen 2008; Meng et al. 2017):

6) NH4"+1,32NO2 +0,066HCO3 +0,13H*—
1,02N2+0,26NO3+2,03H20+0,066CH200.5No.15

Anammox bakteritel on neile spetsiifiline organell, mida kutsutakse anammoxosoomiks (vt
Joonis 2). Anammoxosoomi peetakse anammox bakterite energia tootmise organelliks ning seal

toimub anammox protsess (Sinninghe-Damste et al. 2002).

Rakukest

Nukleoid

Anammoxosoom

A i braan

Joonis 2. Anammoxosoomi struktuur. Mdotkava 200 nm (Meng et al. 2017).

Uheks vaheiihendiks, mis anammox protsessi kiigus tekib, on energiarikas, kuid teistele
organismidele toksiline iihend hiidrasiin (Kartal et al. 2010; Cho et al. 2020).

Anammoxosoomis leidub HAO ehk hiidroksiitilamiini oksiireduktaasi enstiim, mis vastutab
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hiidrasiini oksiideerimise eest N2-ks. Hiidrasiini oksiideerimisel hulammastikuks tekib neli
elektroni, mida kasutatakse uuesti nitriti redutseerimisel hiidroksiiiilamiiniks (Schalk et al.
1998; van Niftrik et al. 2012). Anammoxosoomis leidub ka tsiitokroom ¢ (Cyt ¢), mis on seotud
tekkinud elektronide transportimise protsessiga ka bioelektrokeemilistes siisteemides (Kuenen
2008). Protsess kirjeldatud Joonisel 3.

NH,”  NH,0H < NO,

N,H, > N,
Joonis 3. Hiidrasiini teke anammoxi kiigus (Schalk et al. 1998).

Anammox protsessi teeb keeruliseks see, et anammox bakterite kasv on aeglane. 35°C juures
voib bakterite pooldumine aega votta 10—12 péeva. Lisaks sellele, et bakterid kasvavad pigem
soojemates tingimustes, toimib anammox protsess paremini kdrge ammooniumisisaldusega
reovee puhul (Kartal et al. 2010). Anammox bakterid poolduvad korra 2-3 nidala jooksul
(Sinninghe-Damste et al. 2002). Niteks tehti katse, millest nahtus, et 29°C juures on anammox
bakterite pooldumisaeg 24 pédeva, 12,5°C juures pikenes see aeg 79 pdevani (Laureni et al.
2015). Anammox bakterid on tundlikud vilistele mdjuteguritele nagu pH, soolsus ja

hapnikutase. Nende kasvu parsib intensiivne aeratsioon (Meng et al. 2017).

Anammox protsessi eelis vorreldes traditsioonilise nitrifikatsioon-denitrifikatsiooni pdhimottel
toimuva ldmmastikudrastusega on see, et vdheneb vajadus varustada siisteemi iileliigse
hapnikuga, sest protsess ei ndua tugevat aereerimist. Seetdttu vahenevad elektrikulud ning CO2
ja N20 emissioonid on limiteeritud (Hauck et al. 2016; Zekker et al. 2019). Anammox protsess
ei vaja ka lisa orgaanilise stisiniku allikat, mille abil protsessi ldbi viia. Bakterid kasutavad
kasvamiseks siisinikuallikana olemasolevat CO2 (Kartal et al. 2010; Hauck et al. 2016).
Stisteemi eeliseks vorreldes traditsioonilise reoveepuhastusjaamaga on ka viiksem liigmuda

teke (Ahn 2006; van Loosdrecht 2008).

Reoveejaama sissevoolus on lammastik enamasti ammooniumi kujul. Anammox protsessi
toimimiseks on vaja saada ammooniumile lisaks piisavas koguses nitritit. Selleks on anammox
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protsessi kombineeritud erinevate protsessidega. Uks selline on niiteks SHARON (Single High
Rate Ammoonium Removal Over Nitrite) protsess. SHARON on bioloogiline protsess, kus
ammoonium oksiideeritakse nitritiks nitritit oksilideerivate bakterite vahendusel. Sellega
saadakse nitriti ja ammooniumi 50:50 vahekord. Energiavajadus sellises kombineeritud
protsessis on vorreldes traditsioonilise reoveepuhastusega viiksem, kuna ei ole vaja lisada lisa

orgaanilist siisinikuallikat (Kuenen 2008; Rodriguez Arredondo et al. 2014).

Esimene SHARON ja anammox koostoimel pdhinev reaktor (mahuga 80 m®) rajati 2002. aastal
Hollandisse Rotterdami linna, et puhastada korge ammooniumisisaldusega reovett Dokhaven-
Sluisjesdijk reoveejaamas. Selle reaktori kdiimasaamine vottis aega 2 aastat anammox bakterite
acglase kasvu tottu. 2006. aasta septembriks to6tas reaktor tdielikult ning suutis eemaldada
limmastikku &rastuskiirusega 8-10 kg N m3d (Kuenen 2008). Traditsioonilise
reoveepuhastuse ja SHARON/Anammox kombineeritud protsessi vordlus 25 000 000 i.e.

reostuskoormuse juures on niha Tabelis 2.

Tabel 2. Traditsiooniline reoveepuhastusjaam vorrelduna SHARON/Anammox

kombineeritud protsessiga Hollandis 25 miljoni ie juures (van Loosdrecht 2008).

Vérreldav element | Uhik Traditsiooniline SHARON/Anammox
reoveepuhastus

CO2 emissioon kilotonn/aastas 400 6

Energia tarbimine MW 80 41

Liigmuda teke kilotonn VSS/aastas | 370 270

Selleks, et kiirendada anammox bakterite toimima hakkamist, viidi Taiwanis 2014 aastal 1dbi
katse, kus iihte reovejaama inokuleeriti teisest reoveejaamast toodud muda, mis sisaldas
anammox baktereid. Kuue kuuga suutsid anammox bakterid reoveejaamas, kuhu nad
inokuleeriti, kasvada ning seejérel hakata seal lammastikku &rastama. Mdlemas reoveejaamas
olevast mudast leiti Candidatus Brocadia perekonna esindajaid. Selle katsega jouti jareldusele,
et anammox baktereid saab kanda iihest reoveejaamast teise, mis tihendab, et neid baktereid ei

pea varasemalt laboratoorse puhtusega tehiskeskkonnas kasvatama (Meng et al. 2017).

1.3. Bioelektrokeemilised siisteemid
Bioelektrokeemilised siisteemid on siisteemid, kus mikroorganisme kasutades muudetakse
orgaaniliste ainete lagundamisel tekkiv keemiline energia elektrienergiaks véi soovitud

keemilisteks produktideks (Pant et al. 2012). Bioelektrokeemilised siisteemid koosnevad kahest
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elektroodist- anoodist ja katoodist, mis on omavahel iihenduses vilise ahelaga, moodustades nii
vooluahela (European Commission 2013). Elektroodid v&ivad asuda eraldi kambrites- anoodi-
ja katoodikambris (Bajracharya et al. 2016). Orgaanilise aine lagundamisel
bioelektrokeemilises siisteemis tekivad elektronid (negatiivselt lactud osakesed) ja prootonid
(positiivselt laetud osakesed (H™)). Mikroorganismid kannavad tihendite lagundamise jérel
elektronid anoodile, mis seejdrel liiguvad vilise vooluringi kaudu katoodile. Tekkinud
prootonid liiguvad 14bi katioonvahetusmembraani katoodikambrisse (Rodriguez Arredondo et
al. 2014; Sun et al. 2020).

Elektrokeemilistes siisteemides toimuvad nii oksiideerumis- kui redutseerimise reaktsioonid
ehk redoksreaktsioonid. Nende mdlema protsessi potentsiaalid on erinevad, olles nii protsessis
tekkivatele elektronidele lilkumapanevaks jouks. Elektronid liiguvad madalama potentsiaaliga
piirkonnast kdrgema potentsiaaliga piirkonda (Rodriguez Arredondo et al. 2014). Anoodil on
orgaanilise aine oksiidatsioonil madal redokspotentsiaal, katoodil toimuvates reaktsioonides
aga korge redokspotentsiaal. See paneb elektronid litkuma anoodilt katoodile. Selline
elektronide liikumine 14bi vélise vooluahela ongi elektrivool. Kui sellest protsessist votavad osa
mikroobid vodi enstiiimid, siis on tegemist bioelektrokeemiliste siisteemide ehk BESidega. Kui
mikroobid kataluiisivad reaktsioone nii anoodil kui katoodil, siis kutsutakse neid elektroode

vastavalt bioanoodiks ja biokatoodiks (Bajracharya et al. 2016).

BESid vdivad jaguneda galvaanilisteks ja elektroliiiitilisteks. Galvaanilised BESid on mdeldud
elektri tootmiseks. Sellised on nditeks mikroobsed kiituseelemendid (MFC). Elektroliiiitilisele
rakule peab aga lisama elektrit, et viia 14bi katoodil toimuvaid redoksreaktsioone. Selline on
néiteks mikroobne elektroliiiisirakk (MEC) (Rodriguez Arredondo et al. 2014). Jarjest enam
uuritakse BESe sellel eesmargil, et mdista produktide siinteesi mikroobse elektrisiinteesi (MES)

kaudu (Pant et al. 2012).

BESide toimimiseks on vaja elektrokeemiliselt aktiivseid mikroorganisme, kes panevad
bioelektrokeemilised siisteemid toimima. See toimub rakuvélise elektronide iilekandega.
Rakuviline elektronide iilekanne (EET, tuleb ingliskeelsest lausest extracellular electron
transfer) on nihtus, kus BESis olevad mikroorganismid vabastavad orgaanilise aine
lagundamisel oma rakkude seest elektrone elektroodile. On teada kaks meetodit elektronide
kandmiseks elektroodile: otsene iilekanne bakteritelt ja vahendatud lilekanne bakteritelt. Otsene
voib omakorda jaguneda kaheks: a) otsese kontakti kaudu mikroorganismi ja elektroodi pinna
vahel; b) elektronid kantakse mikroorganismilt elektroodile mediaatori vahendusel voi 1abi
viikeste moodustiste (tslitoplasma viljasopistuste), néditeks nanojuhtmete kaudu, mis ulatuvad
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rakumembraani viliskihist vilja ning kinnituvad elektroodile (Rabaey & Rozendal 2010;
European Commission 2013). Otsene iilekanne néha Joonisel 4.

Joonis 4. Otsene elektronide iilekanne elektroodile. Uleval tegemist otsese kontaktiga,

keskel mediaatori vahendusega ning alumisel elektronide iilekanne nanojuhtmega

(Tamm 2015).

Vahendatud iilekande puhul kasutavad mikroorganismid siisteemis leiduvaid spetsiaalsete
omadustega molekule transpordi molekulidena. Elektronid kantakse esmalt rakupinnale, kust
transpordi molekulid need kokku koguvad ning edasi elektroodile kannavad. Koige selle
tulemina suudavad mikroorganismid kasvada timber elektroodi, moodustades selle iimber
biokile. Mida suurem on elektroodi pindala ja eripind, seda suurem biokile saab moodustuda.
See toob kaasa suurema elektronide tootmise ning seeldbi suurema elektri-, vesiniku- voi

erinevate kemikaalide tootmise (Rabaey & Rozendal 2010; European Commission 2013).
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Elektrokeemiliselt aktiivsete mikroorganismide elutegevuse ja ainevahetuse tulemina
muudetaksegi keemiline energia elektrienergiaks voOi vastupidi. Anoodil oksiideerivad
mikroorganismid biolagunevat orgaanilist ainet, muutes selle CO2-ks. Katoodil vahendavad nad
redutseerimisreaktsioone (Rodriguez Arredondo et al. 2014). Katoodi reaktsioonide tulemusel
moodustuvad erinevad 16pp-produktid (Pant et al. 2012). Mikroorganismide reaktsioonide ja
elutegevuse tulemina eemaldatakse lahuses olevat orgaanilist ainet ning selle tulemina tekivad
elektronid, prootonid ja CO2. Mikroorganismid saavad energiat, kui nad kannavad tekkinud
elektrone elektronaktseptorile nii aeroobsetes kui anaeroobsetes tingimustes (Junga et al. 2020).
On leitud, et elektrivoolu sobivad tootma néiteks Shewanella ja Geobacter perekonda kuuluvate
bakterite liigid (Bajracharya et al. 2016).

1.3.1. Erinevad BESid

Koige enam uuritud BESid on mikroobsed kiituseelemendid (MFC) ja mikroobsed
elektroliiisirakud (MEC). Mikroobsetes kiituseelementides oksiideerivad mikroorganismid
anoodikambris orgaanilist ainet ning selle tulemina tekivad elektronid. Mikroorganismid
seovad tekkinud elektronid anoodi pinnaga, mis seejérel liiguvad ldbi vilise vooluringi
katoodikambris olevale katoodile. Selle protsessi kaigus toodetakse elektrit. Siisteemi
elektroneutraalsuse tagab anoodi- ja katoodikambri vahel olev ioone poolldbilaskev membraan,
mis vdimaldab anoodil tekkivatel ioonidel liikuda katoodikambrisse (Bajracharya et al. 2016;
Junga et al. 2020).

Mikroobsete elektroliiiisirakkude (MEC) iileschitus on sarnane MFCle. MECe ei kasutata aga
elektritootmiseks. Neile rakendatakse lisapinget, et elektroliiiisi 1dbi viia ning toota véartuslikke
tihendeid orgaanilistest hapetest, alkoholidest. See paneb elektronid liikuma anoodilt katoodile,
kus toodetakse vesinikku (H2). MECide puhul on katood anaeroobses keskkonnas, soodustades
nii vesiniku tootmist. MECi toimimiseks vajalikku elektrit voib panna tootma ka MFC, muutes

need siisteemid tédiesti bioelektril pShinevaks (Bajracharya et al. 2016).

Jarjest enam uuritakse mikroobset elektrosiinteesi ehk MESi. See on BES, kus CO2 voi
orgaaniline molekul muudetakse mikroorganismide abil katoodil teiseks, korgema vairtusega
orgaaniliseks molekuliks. Selleks, et muuta CO2 mdneks teiseks ithendiks, on vaja katoodile
rakendada pinget. Mikroobset elektrosiinteesi on kasutatud néditeks atsetaadi, etanooli,
butiiraadi jt tihendite moodustamiseks, kasutades selles nditeks CO2 (Bajracharya et al. 2016;
Junga et al. 2020; Jourdin & Burdyny 2021).
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Lisaks on uuritud ensiimaatilist kiituseelementi (EFC), kus elektrit toodetakse elektroodi pinnal
voi elektroliitidi lahuses olevate spetsiifiliste ensiiiimide vahendusel. On olemas mikroobne
padikeseenergial pohinev kiituseelement (MSC), mis kasutab fotoautotroofseid mikroobe voi
korgemaid taimi, et piilida paikeseenergiat, mida omakorda kasutatakse elektroaktiivsete
bakterite poolt elektri voi erinevate produktide tootmiseks. Taimedel pShinevad mikroobsed
kiituseelemendid (PMFC) iihendavad taimede juured mikroobse kiituseelemendi
anoodikambriga, tootmaks elektrit. Mikroobset magestamiselementi (MDC) on aga uuritud vee

magestamise voimalusena (Bajracharya et al. 2016). Erinevad BESid on toodud kokkuvotvalt

Joonisel 5.
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Joonis 5. Erinevad BESid ja nende kasutusvoimalused (Bajracharya et al. 2016).

1.3.2. BESide positiivsed ja negatiivsed kiiljed
BESe on uuritud nii bioelektri tootmiseks kui reovee puhastamiseks erinevatest ithenditest,
sealhulgas lammastikuiihenditest. BESe peetakse osaks ringmajandusest, sest nad suudavad

toota energiat ja erinevaid kemikaale, puhastades samaaegselt reovett (Junga et al. 2020).

BESide kasutamisel reovee puhastamisel tekib vdga vihe liigmuda, mistottu ei vaja sellistel

stisteemidel pohinevad reoveepuhastusjaamad eraldi muda kaitlemise tehnoloogiaid. Samuti on
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MFCde kasutamisega voimalik toota elektrit (Bajracharya et al. 2016). Sidudes omavahel
erinevaid BESe suuremaks siisteemiks, saab luua veel jatkusuutlikumaid siisteeme. Niiteks
ithendades MFC ja MECi, saab MFC toota MECi toimimiseks vajalikku energiat. CO2-te, kui
tihte orgaanilise aine lagunemisel tekkivat kdrvalprodukti, saavad mikroobid kasutada biomassi
kasvatamiseks (Junga et al. 2020). On uuritud ka BESide kasutamist erinevate iihendite
taaskasutusse votmiseks. Néiteks kdrge ammooniumisisaldusega reovee puhul saab seal oleva

ammooniumi eraldada ning suunata vietiste tootmiseks (Osset-Alvarez et al. 2019).

Negatiivsed kiiljed BESidel on néiteks kallid anoodi-, katoodi- ja membraanimaterjalid ning
puudub teadmine, kuidas ja kui kaua need vastu peavad. Siiani on tehtud katseid pigem reovett
imiteeriva lahusega kui reovee endaga, mistottu ei teata, kuidas BESid reaalselt reovett
puhastada suudavad. Vihe on pilootprojekte, kus neid rakendatakse. Samuti peab BESide
kasutamisel motlema 14bi, milliseid mikroorganisme kasutada, et saavutada soovitud tulemusi

(Junga et al. 2020).

Iga bioloogilise siisteemi toimimine soltub mitmetest teguritest nagu substraat, ensiitimid,
redokstingimused jne (Bajracharya et al. 2016). BESides toimuvat lammastikuérastust
mdjutavad tegurid nagu hapniku kogus, pH, hiidrauliline viibeaeg, aga ka siisteemide takistus.
Mida viiksem on viline takistus, seda rohkem liigub anoodilt katoodile elektrone ning seelédbi

on ka lammastikuérastuse efektiivsus suurem (Sun et al. 2020).

1.3.3. BESide rakendamine limmastikuérastuses

BESide rakendamisel lammastikuédrastuseks reoveest on tehtud mitmeid uuringuid, sealhulgas
anammox protsessil pdhinevaid. Niiteks Tartu Ulikoolis leiti (Zekker et al. 2020), et
anammoxil pohinev mikroobne kiituserakk (MFC-ANA) suudab toota bioenergiat. Esimesel 30
katsetsiiklil (iga tsiikkel kolm pdeva) oli suurim saavutatud vdimsustihedus 9,5 W m= ning
viimasel 30 katsetsiiklil 6,0 W m. Samaaegselt saavutati orgaanilise aine drastusefektiivsus
(moddetuna keemilise hapnikutarbe ehk KHT kaudu) 84+2% katse algtsiiklites ja 80+2% katse
16putsiiklites. Kogulammastikudrastuse efektiivsus oli katse algtsiiklites 89+4% ning katse
16pptsiiklites 73+2%.

Vilajeliu-Pons jt (2018) viisid 14bi katse bioelektrokeemilise siisteemiga, millele rakendati
potentsiaali.  Selle kédigus sooviti anoksilises keskkonnas saada ammooniumist
dhulimmastikku. Siisteemiga suudeti drastada limmastikku kiirusega 35+10 g N m™ d*,
saavutades drastuse efektiivsuseks 97%, mis on vorreldav traditsioonilise limmastikuirastuse

efektiivsusega reoveejaamas. Traditsioonilistes reoveejaamades vajatakse peamiselt energiat
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aereerimiseks, seda umbes 4,6 kWh kg? #rastatud N kohta. Selles katses saadi BESi
energiatarbimise suuruseks 1,16+0,21 kWh kg™ drastatud N kohta. See on 35 korda madalam
energiatarbimine kui traditsioonilises reoveejaamas. Seega on BESid 6konoomsed lahendused

lammasikiithendite drastuseks reoveest.

Leiti, et anammox bakteritel on elektronide rakuvilise iilekande (EET) voimekus (Shaw et al.
2020). Sellised bakterid on néiteks Candidatus Brocadia ja Candidatus Scalindua perekonna
esindajad. Nitriti (NO2) puudumisel suutsid anammox bakterid kanda ammooniumi
anaeroobsel oksiidatsioonil tekkivad elektronid siisinikul pdhinevale rakuvilisele
elektronaktseptorile. Sellised elektronaktseptorid olid MECis olevad elektroodid. Selliselt
suudeti muuta ammoonium GShuldmmastikuks (N2). Vaheiihendina tekkis hiidroksiiiilamiin
(NH20H). See katse (Shaw et al. 2020) niitab, et anammox protsessi saab seega

bioelektrokeemilises siisteemis 14dbi viia ilma NO2", NO3™ vOi osalise nitritatsioonita.

Viimasel kiimnendil on jarjest enam uuritud mikroobset elektrosiinteesi (MES), on arendatud
katoodimaterjale, uuritud elektroaktiivseid mikroorganisme, rakuvilist elektronide kandmist ja
mikroorganismide erinevaid funktsioone (Jourdin & Burdyny 2021). Niiteks on uuritud
MESide kasutamist biogaasi tootmisel (Wang et al. 2021), vesinikperoksiidi (H202) tootmisel
(Zou et al. 2021) ning lenduvate rasvhapete tootmisel (Noori et al. 2021), aga ka
lammastikudrastust anammox protsessil pohinevas MESis erinevatel potentsiaalidel (Nava

2020). See to6 jatkab anammox protsessi uurimist MESis lammastikudrastuseks.
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2. MATERJALID JA MEETODID
2.1. MES rakud

Katsed viidi 1dbi kolme MES rakuga. Iga rakk koosneb nii anoodi- kui katoodikambrist
mahutavusega 25 ml. Kambrite vahel asub prootonvahetusmembraan (Nafion 117). MES rakud
on ehitatud poliikarbonaadist. Nii anoodi- kui katoodikambris on elektroodid, bioanood ja
biokatood, mis koosnevad stisinikvildist (kdrgus 12 mm, 1abiméot 22,5 mm, ruumala 4,7 ml).
Elektroodid on omavahel ithendatud titaanist {ihendusjuhtmega. Kambrite sulgemiseks kasutati
nitriilkummist rdngaid. Anoodi- ja katoodikambri ithendamiseks prootonvahetusmembraaniga
kasutati SYLGARD® poliidimetiiiilsiloksaan (PDMS) tihendeid. Rakk on ndha Joonisel 6.
Katoodikamber omakorda ithendati 500 ml pudeliga, milles olevat vedelikku tsirkuleeriti
peristaltilise pumbaga (Nava 2020).

Referentselektrood

)
1
‘ L
2
>
LE

Bioanood
poojesjorg

Joonis 6. Joonisel niha katses kasutatav MES rakk ning selle osad (Nava 2020).

2.2. Inokuleerimine

Elektroodid inokuleeriti bakteritega, sealhulgas anammox bakteritega, asetades elektroodid

anammox protsessil pohinevatesse liikuvate kandjatega biokilereaktorisse (MBBR) (Zekker et
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al. 2015). Inokuleerimine toimus kaks kuud. MBBR koosnes mehaanilise seguriga segatavast
ja aereeritavast reaktorist. Pool reaktorist oli tdidetud poliietiileenist biokile kandjatega. MES
rakkude inokuleerimiseks kasutati kahte reaktorit. Esimest kasutati biokatoodi rikastamiseks.
See kasutas NOz-te ja NH4" sisaldavat siinteetilist lahust toitelahusena. Teist reaktorit kasutati

bioanoodi rikastamiseks ning see sisaldas kdrge ammooniumisisaldusega reovett (NH4" =
1000-1300 mg N L1) ja KHT (400-700 mg L%).

2.3. Siinteetilise lahuse ettevalmistamine

Katsete labiviimiseks kasutati katoodikambris stinteetilist lahust, mis imiteeris reovee
lammastikusisaldust. Toitelahuse koguste kaalumisel kasutati Radwag WPS 360/C/2
analiiiitilist kaalu. Lahuse valmistamiseks lahustati kraanivees lahustatud 0,17 ml NH4Cl (24 g
N L kontsentraati), 0,33 ml NaNOz (30 g N L™ kontsentraati) ja 72 mg KNO3z 5000 ml
kraanivees. Lisati veel 2g naatriumbikarbonaati (NaHCO3), 1 ml fosfaadi puhverlahust (8,5 g
KH2POs, 21,75 g K2HPO4, 33,4 g Na2HPO4 x 7H20), 1 ml MgSO4 lahust (22,5 g MgSO4 X
7H20 liitri destilleeritud vee kohta), 1 ml CaCl: lahust (27,5 g CaCl: liitri destilleeritud vee
kohta) ja 1 ml FeCls lahust (0,25 g FeCls x 6H20 liitri destilleeritud vee kohta). Kokkusegatud

lahust hoiti 4 °C juures kiilmkapis, et viltida ainete lagunemist.

2.4. Ettevalmistused katseteks
Katsed viidi 1ibi kolme MES rakuga (vt Joonis 7). Uks oli kontrollrakk, kuhu oli lisatud

stisinikviltelektroodid ilma biomassita. Teises rakus olid siisinikviltelektroodid koos
biomassiga. Kolmandas rakus olid siisinikviltelektroodid ning katoodile rakendati lisaks
potentsiaali -700 mV.

Rakkude inokuleerimine bakteritega ning harjutamine potentsiaaliga algas oktoobrikuus 2018.
aastal, kui MESid valmis ehitati. Esialgsetes katsetes olid poolused vahetuses. Katoodile
rakendati positiivset laengut, mistottu anoodil oli negatiivne laeng. Selliselt olid siisteemid
2019. aasta veebruarini. Veebruarist alates rakendati negatiivset laengut katoodile. Kuu aega
rakendati potentsiaali -500 mV. Edasi rakendati potentsiaali -700 mV.

Pohimdotmised teostati vahemikus marts—aprill 2019. Sellal oli katoodikambrile rakendatud
potentsiaal -700 mV. Modotmisi teostati 1-2x nadalas. Aprillikuus tuli biomass potentsiaaliga
MESi katoodikambris katoodilt lahti, mistottu hakati edaspidi rakendama potentsiaali sellele
rakule, kus varem oli lihtsalt biomassiga siisinikviltelektrood. Tehti ka katseid, kus iihelegi

MESile potentsiaali ei rakendatud.
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Iga katse alguses vahetati kdikides MES rakkude katoodikambrites toitelahus. Vana lahus
eemaldati ja rakud loputati 14bi demineraliseeritud veega. Seejérel lisati rakkudesse uus
toitelahus. Katoodikambrid olid iihenduses 500 ml pudeliga, kuhu oli lisatud 300 ml toitelahust.
MES rakke ja pudeleid hoidsid tihenduses tsirkulatsioonipumbad. Pudelid olid suletud ning
pudeli korkide kaudu iihendati pudeliga argooniga tdidetud Ohupallid, véltimaks hapniku
sattumist stisteemi. Tsirkulatsioonipumpade kiirus seati umbes 16 ml/minutis. Katsete vahepeal

toideti iga kahe pdeva tagant MES rakke toitelahusega.

Katse kestis korraga vahemikus 20-24 tundi, mille jooksul rakendati lihele MES rakule
potentsiaali. Esialgsed modtmised veebruarist mértsini teostati iga katse alguses (kui
rakkudesse oli lisatud toitelahus ning lastud sellel u 5 minutit ringleda) ning nendele jargnevatel
tundidel 3+1h, 6+1h, 8+1h ning tundidel 20+1h, 24+1h. Alates kuuendast katsenddalast hakati
katseid teostama selliselt, et esimene proov voeti katse alguses (0h), seejdrel jargmisel paeval
tundidel 16+1h, 18+1h, 20+1h). Iga katse kdigus vdeti iga raku katoodikambrist proovi 10 ml.
Katse jooksul voeti seega kokku 4—6 proovi.

|\

%
R
g
¥
¥
S
N
X
N

Joonis 7. MES rakud katse kiigus.

2.5. Analiiiitilised vahendid ja meetodid

NH4*-N modtmisteks kasutati Hach Lange DR 2800 spektrofotomeetrit. Katse viidi 1dbi
Nessleri meetodit kasutades. Koigepealt tsentrifuugiti proovi 2 minutit. Tsentrifuug to6tas

pooretel 4000 podret minutis, et eraldada vedel ja tahke faas. Seejarel voeti 1 ml tsentrifuugitud
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lahust ja viidi see 25 ml suurusesse mootekolbi. Modtekolb tdideti Milli-Q veega umbes poole
kolvini. Jargmisena lisati 3 tilka mineraalstabilisaatorit mootekolbi. Seejarel 2 tilka
poliiviniiiilalkoholi. Jargnevalt tdideti mddtekolb Milli-Q veega kuni tihiseni. Seejérel lisati 1
ml Nessleri reagenti (0,09 mol/l kaalium-tetraiodomerkuraati(ll) (Kz[Hgls]) 2,5 mol/Il
kaaliumhiidroksiidis (KOH)). Oodati 2 minutit, et proov varvuks kollaseks. Peale kahe minuti
moddumist moddeti proov koheselt. Spektrofotomeetri néit korrutati lahjenduse kordajaga

(25x), et saada NH4"-N kontsentratsioon.

NO2-N ja NOs3-N mootmisteks olid kasutusel Metrohm 930 Compact IC Flex
ioonkromatograaf varustatud Metrohm 919 IC Autosampler plusiga. Kdigepealt tsentrifuugiti
proovi 2 minutit. Tsentrifuug todtas pooretel 4000 pooret minutis, et eraldada vedel ja tahke
faas. Seejérel voeti 0,4 ml tsentrifuugitud lahust ja viidi see 25 ml suurusesse modtekolbi.
Mootekolb tiideti Milli-Q veega téhiseni, suleti korgiga ning raputati proovi iihtlustamiseks.
Proov kanti timber 10 ml mahtu ja asetati IC Autosampler Plus-i. IC tarkvara arvutas

lahjendusastmeks 62,5 korda, et saada NO2-N ja NOs-N kontsentratsioonid.

Siisteemile vajalikku potentsiaali rakendati IVIUM Compactstat.e potentsiostaadiga. Proovide
ettevalmistamiseks kasutati Eppendorfi Minispin mikrotsentrifuugi. pH mdotmisel oli

kasutusel Jenway 3520 pH-meeter. Potentsiaali moddeti vorreldes standardelektroodiga (SHE).

2.6. Arvutused

NHs"™-N, NO2-N, NOs3-N ja koguldmmastiku (TN) &drastuse kiiruse arvutamisel ldhtuti

vorrandist (7) ja kiiruse iihikuks oli mg N/m?d. Vdrrandina (vorrand 7) viljendub see kujul:

) C(algne)-C(15pp)
7) Arastuskiirus = S(elektrood)
t

C tihistab kontsentratsiooni (vastavalt alg- ja Idppkontsentratsioon mg N L™2). S (elektrood) on

elektroodi pindala katoodikambris (m?) ning t on aeg, mis kulus katse sooritamiseks.
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3. TULEMUSED

3.1. Katsete koondtulemused

Katsete koguldmmastiku drastuskiiruste koondtulemused on niha Joonisel 8.
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Joonis 8. Katsete koondtulemused. W-tihistab katsenddalat. No potential tihendab
potentsiaalita katset. W9 puhul rakendati -700 mV esimesele MESile.

Koondtulemuste graafik (Joonis 8) toob esile, et muutused &rastuskiirustes on ndha alates
hetkest, mil siisteemile hakati rakendama potentsiaali -700 mV ning et drastuskiirus on jétkuvalt
suurim selles BESis, millele pidevalt potentsiaali rakendati, ka siis, kui potentsiaal sealt

eemaldati. Tdpsemalt on tulemused lahti seletatud jargnevates alapeatiikkides.

3.2. Esimesed kolm katset

Kolm esimest katset viidi 1dbi veebruaris ja martsis 2019. Sellel ajal oli ithel MES rakul
potentsiaal -500 mV. Mddtmised teostati katse alguses ning nendele jargnevatel tundidel 3+1h,
6+1h, 8+1h ning tundidel 20+1h, 24+1h (vt Jooniseid 9, 10, 11). Arastuskiirused joonistel
esitatud keskmistena. Joonistel No electricity tdhendab ilma pingeta rakku ning Control on
kontrollrakk.
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Nadal |, katse .
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Joonis 9. | katse elektroodipotentsiaal -500 mV juures vordluses vooluta rakkudega.

Esimesel katsel (vt Joonis 9) oli koguldmmastiku arastuskiirus (TN) suurim potentsiaaliga
MESis, ulatudes iile 14 mg N/m?/d. llma vooluta biomassiga MESis oli kogulimmastiku
grastuskiirus 13 mg N/m?/d ja kontrollrakus 3 mg N/m?/d. Esimese katse puhul ei tule veel esile
potentsiaaliga ja potentsiaalita MESi erinevus. On niha limmastikvormide muutumist {ihest
teiseks, mis nditab, et esialgses katses ldammastikudrastus anammox protsessiga alles harjub
rakendatud potentsiaaliga ja vastavad ensiilimide rajad pole veel aktiviseerunud.
Kogulimmastiku drastus on kdikides MESides sarnane, 23+2 mg N L. Kogulimmastiku

arastus saadud alg- ja 16ppkontsentratsioonide lahutamisel.

Nadal Ill, katse II.
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Joonis 10. 11 katse -500 mV juures.
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Il katsel (vt Joonis 10) on kogulammastiku &drastuskiirus suurim potentsiaaliga MESis,
keskmiselt iile 2 mg N/m?/d. Vorreldes esimese katsega on see viiksem tulemus. See vdib olla
tingitud asjaolust, et vahepeal jéi katsetel iiks nddal vahet ning sellel ajal potentsiaali MESile ei
rakendatud. Siisteemides on toimunud NH4*-N &rastus ning tekkinud juurde NO2-N ja NOs™-

N. Koguldmmastikku on pigem tekkinud juurde, muundudes iihest ldmmastikvormist teise.

Nadal IV, katse II.
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Joonis 11. 111 katse -500 mV juures.

Kolmanda katse puhul (vt Joonis 11) on kiireim koguldmmastiku &drastus toimunud esimeses
MESis, kus on biomass elektrivooluga harjutatud, aga potentsiaali sellele ei rakendata.
Arastuskiirus iile 7 mg N/m?%/d. Kdikides MESides on toimunud NH4*-N #rastus. Esimeses
kahes rakus on katse 10pphetkeks ka NO2™-N kontsentratsioon joudnud 0 mg/l ning tekkinud
juurde NOgz-N, viidates anammox protsessi toimumisele. Koguldmmastiku drastus on kahes
esimeses biomassiga MESis sarnane, 18+3 mg N L™. Kontrollrakus on kogulimmastiku

osakaal suurenenud, muundudes iihest lammastikvormist teise.

Esimese kolme katsega -500 mV juures saavutati kdige suurem drastuskiirus esimesel katsel,
kus -500 mV potentsiaaliga MESis #rastati keskmiselt 14 mg N/m?/d. See on iile 4x suurem,
kui sama katse kontrollrakus. Kolmandal nddalal on nii potentsiaalita kui potentsiaaliga MESis
niha NH4*-N drastust ammooniumi tiieliku tarbimisega. Mirgatavalt langes ka NO2z-N
kontsentratsioon, kuigi esialgu selle kontsentratsioon suurenes, mistottu on keskmine NO2™-N

arastuskiirus ikkagi negatiivne. Tekkis juurde NOs-N. See viitab selgelt anammox bakterite
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toimimisele. Kiill aga ei tule -500 mV juures vilja erisus potentsiaalita ja potentsiaaliga MESI

vahel, mistottu edasised mootmised teostati juba -700 mV-ga.

3.3. Katse proovivotmise kellaaegade vahetus

Alates viiendast katsest hakati proovivotmisi teostama katse alguses ning seejarel tundidel
16+1h, 18+1h, 20+1h. See muutus viidi sisse, kuna varasemate proovivotmiste kellaaegade
puhul ei tulnud selgelt esile, millal lammastikvormide muutused toimuma hakkavad. Muudetud
proovivotmise kellaajad nditavad seda selgemalt. Samuti sooviti ndha ka katse 10pukellaacgadel
toimuvad muudatused. Lammastikvormide ja kogulimmastiku &rastuskiiruse muutused

proovivatmise erinevatel kellaaegadel toodud Joonistel 12 ja 13.

Katse 4

.JLMJI.I l JHLO JI!IJ

Aeg, h

Vooluta Vooluga -700 mV
MW Arastuskiirus mNH4 mNO2 NO3 ®mTN

= N w B (%] [e2) ~ [o]
o o o o o o o o

Arastuskiirus (mg N m2d1); mg N L

Kontroll

Joonis 12. Proovivotmise ajad tundides algustundidel ja 1opus.
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Katse 5
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Kontroll

Joonis 13. Proovivotmise ajad tundides algustunnil ja 1oputundidel.
3.4. Katsed nidalatel viis kuni kaheksa

Nadal V, katse IV.
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Joonis 14. MESile rakendatav potentsiaal -700 mV vérrelduna kontrollrakuga ja vooluga

harjutatud, kuid selles katses potentsiaali mitte rakendatud rakuga.
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Alates neljandast katsest rakendati siisteemile potentsiaali -700 mV (vt Joonis 14). Peale
néddalast slisteemi harjutamist -700 mV on kahe esimese MES raku erisus juba rohkem
nihtavam kui -500 mV puhul. 700 mV juures on drastuskiirus 18 mg N/m?/d. Potentsiaalita
rakus on see 11 mg N/m?/d ja kontrollrakus 14 mg N/m?/d. On niha NO2-N ja NHs*-N
viahenemist biomassiga rakkudes ning NOs™-N teket, viidates anammox protsessi toimumisele.
Koguldmmastiku drastus on suurim potentsiaaliga MESis. Koguldmmastiku drastus on 58 mg
N L. Peaaegu koik limmastikvormid on katse 15puhetkeks drastatud tiielikult, saavutades
arastusprotsendiks 87%. Sellise korge édrastuseni vois viia ileminek -500 mV-It -700 mV-le.
Potentsiaalita biomassiga MESis on kogulimmastiku 4rastus 32 mg N L™ ning kontrollrakus
49 mg N L. Potentsiaalita biomassiga MESi ja kontroll MESi erisus vdib tulla sisse sellest, et

kontrollrakus olevad bakterid drastavad lammastikiihendeid erinevate protsesside kaudu.

Viiendal katsel (vt Joonis 15) on drastuskiirus kogulammastikul tdusnud -700 mV MESis 22
mg N/m?/d. Potentsiaalita biomassiga MESis on see 8 mg N/m?/d ning kontrollrakus 6 mg
N/m?/d. Seega -700 mV MESi érastuskiirus on peaaegu 3x kiirem kui ainult biomassiga MES
rakus ning iile 3x kiirem kui kontrollrakus. On vdhenenud nitraadi NOs-N osakaal -700 mV
MES rakus, viidates selle muutumisele N2ks. Biomassiga potentsiaalita MESi ja kontrollraku
protsessides on niha erinevust. Biomassiga potentsiaalita rakus on toimunud NO2"-N ja NH4*-
N drastus ning NO3-N teke, viidates anammox protsessi toimumisele. Kontrollrakus on
drastuskiirused viiksemad ning seetdttu negatiivse vairtusega. Jatkuvalt on koguldmmastiku
4rastus suurim potentsiaaliga MESis, 41 mg N L. Potentsiaalita biomassiga MESis ja
kontrollrakus on see 14 mg N L.

Nadal VI, katse V.
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Joonis 15. Katse V -700 mV.
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Nadal VII, katse VI.
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Joonis 16. Katse VI -700 mV.

VIl nédalal toimunud katseid (vt Joonis 16) iseloomustab koguldammastiku drastuskiirus -700
mV rakus 21 mg N/m?/d. Kahes iilejaéinus rakus on see 10 mg N/m?%/d. Kogulimmastiku drastus
potentsiaaliga rakus on 2x kiirem kui ilejddnud rakkudes. Samamoodi vGib néha, et
potentsiaaliga siisteemis on toimunud NOs™-N drastus. Koguldammastiku drastus on suurim
potentsiaaliga MESis, 42 mg N L 1. Potentsiaalita biomassiga MESis ja kontrollrakus on see

2241 mgN L™,

Nadal VI, katse VII.
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Joonis 17. Katse VII -700 mV.
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V111 néddala katses (vt Joonis 17) on niha, et siisteemid on harjunud olemasoleva keskkonnaga
ning kogulimmastiku drastus -700 mV MESis on siiani suurim: 30 mg N/m?/d. Potentsiaalita
MESis on kogulimmastiku #rastuskiirus 14 mg N/m?/d ja kontrollrakus 20 mg N/m?/d. Seega
on potentsiaaliga MESi drastuskiirus 2x kiirem kui vaid biomassiga MESil ning 1,5x kiirem Kkui
kontrollrakus. NO2™-N ja NH4™-N osakaal on vdhenenud kdige rohkem potentsiaaliga MESis
ning tekkinud NOs™-N kogus viitab anammox protsessi toimumisele. Koguldmmastiku drastus
on suurim potentsiaaliga MESis, 51 mg N L. Potentsiaalita biomassiga MESis on see 26 mg
N L%ja kontrollrakus 36 mg N L. See, et kogulimmastiku drastuskiirus iga katsenidalaga
suureneb, niitab seda, et anammox bakterid vajavad kohanemiseks aecga. Mida pikemalt saavad
anammox bakterid kohaneda ja harjuda, seda paremaid ja kiiremaid tulemusi voib oodata. lga
nddalaga on suurenenud ka koguldmmastiku drastus, enim potentsiaaliga MESis, kinnitades

samuti anammox bakterite aeglast kohanemist.

Nadal VIlib, katse VIII.
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Joonis 18. Katse VII1b ilma potentsiaalita.

Katse VIIIb puhul (vt Joonis 18) on tegemist kontrollkatsega, kus kummalegi biomassiga
MESile ei rakendatud potentsiaali. Potentsiaali mdju bakteritele on aga piisiv, sest ka ilma
potentsiaali rakendamata on teises MES rakus koguldmmastiku drastuskiirus kdige suurem: 26
mg N/m?/d. Pidevalt potentsiaalita olnud MESis on kogulimmastiku #rastuskiirus 10 mg
N/m?/d ja kontrollrakus 11 mg N/m?/d. Seega on drastuskiirus teises rakus ikkagi poole suurem.

Kogulimmastiku 4rastus on suurim varasemalt potentsiaaliga olnud MESis, 46 mg N L™,
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Pidevalt potentsiaalita biomassiga MESis on see 12 mg N L ja kontrollrakus 23 mg N L. See
néitab jdllegi, et anammox bakterid on aeglased kohanejad ning muutused anammox bakteritega
keskkondades votavad aega. Peale seda katset tuli biomass teiselt rakult ehk -700 mV raku

elektroodilt lahti, mistdttu edasi rakendatakse potentsiaali esimesele MESile.

3.5. Lahti tulnud biomass ja sellele jirgnev

Alates 11.04.2019 rakendati potentsiaali esimesele MESile ehk sellele, kus varem oli vaid
biomass. Selliselt viidi 1dbi iiks katse. Katse tulemused on néha Joonisel 19. Peale seda
eemaldati potentsiaal koikidelt MESidelt ja viidi 1dbi kolm katset, jdlgimaks siisteemide

taastumist ja muutuseid drastuskiirustes.

Nadal IX. Katse IX.
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Joonis 19. Katse IX, potentsiaal esimesel MESiIl.

Esialgu veel ei anna potentsiaali rakendamine esimesele biomassile tulemust. Jatkuvalt on teine
MES rakk koige kiirema koguldmmastiku &rastuskiirusega. Ldmmastikudrastuse kiirused
vastavalt 23 mg N/m?/d potentsiaalita MESis (varasemalt rakendatud sellele -700 mV), 12 mg
N/m?/d potentsiaaliga MESis ja 13 mg N/m?%d kontrollrakus. Kogulimmastiku #rastus on
suurim varasemalt potentsiaaliga olnud MESis, 40 mg N L. Pidevalt potentsiaalita, kuid selles
katses -700 mV potentsiaaliga opereeritud biomassiga MESis on see 19 mg N L7 ja
kontrollrakus 22 mg N L1,
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Jargnevatel katsenddalalatel toimunud katsetel eemaldati potentsiaal koikidelt rakkudelt,
laskmaks siisteemidel taastuda. Viimase katse tulemused niditavad veel selgelt selles MESis
kiiremat limmastikuirastust, mis katsete jooksul pidevalt potentsiaali all oli. Arastuskiirus
selles 23 mg N/m?/d. MESis, mis oli pidevalt potentsiaalita, 11 mg N/m?/d ja 18 mg N/m?/d
kontrollrakus. Koguldmmastiku drastus on suurim varasemalt potentsiaaliga olnud MESis 34
mg N L. Pidevalt potentsiaalita biomassiga MESis on see 11 mg N L ja kontrollrakus 32 mg
N L™

Muutused drastuskiirustes on niha alates hetkest, mil slisteemile hakati rakendama potentsiaali
-700 mV. Kuigi on leitud (Gregoire et al. 2014, Ding et al. 2018), et liammastiku drastuskiirused
on kdige suuremad -400 mV kuni -500 mV potentsiaali juures ning seetottu alustati ka selles
to0s koigepealt -500 mV potentsiaaliga, siis voib eeldada, et selles magistritoos saavutatud
tulemused tulenevad asjaolust, et siisteemid olid eelnevalt pikalt harjunud potentsiaali all elama.
Ka Nava (2020) leidis, et kogulammastiku &rastuskiirus on suurim -500 mV juures, ulatudes
kuni 6,5 mg N/m?/day ning et -700 mV on pigem pérssivaks potentsiaaliks. Selline erisus
vorreldes kdesoleva uuringuga voib olla tingitud Nava (2020) katseperioodi liihemast pikkusest
ning siisteemide vidiksemast harjutatusest potentsiaaliga. Seega selle t66 katsetingimustest
lahtuvalt on -700 mV anammox bakteritele drastust kiirendavaks potentsiaaliks. Mida pikemalt
stisteemile potentsiaali tdstmist rakendada, seda paremaks ldhevad tulemused ehk seda
kiiremaks ldheb koguldmmastiku drastuskiirus aga ka koguldmmastiku drastus, sest anammox
bakterid harjuvad keskkonnaga jérjest paremini. Selles uuringus leitud drastuskiirused
potentsiaalita biomassiga rakus on vidiksemad kui varasemalt leitud anammox protsessil
pohinevad drastuskiirused (Szatkowska et al. 2007; Regmi et al. 2015), mis voib olla tingitud
varasemate katsete pikemast, iile aasta kestvast katseperioodist viidates jdllegi sellele, et

anammox bakterid on aeglased kohanejad.

Katse korratavusel peab kindlasti arvesse votma seda, et esialgselt olid siisteemidel poolused
vahetuses ehk rakendati negatiivset potentsiaali anoodile ning siisteemi sai harjutatud peaaegu
4 kuud potentsiaali all olemisega. See vois tagada katsete hetkeks anammox bakterite piisava
harjutatuse potentsiaaliga. Edaspidiseks uurimiseks tuleb arvestada ka seda, et anammox
bakterid paljunevad aeglaselt, seega on selline pikem periood vajalik ka edaspidisteks

uurimisteks.
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3.6. Bakterid
Bakterite rohkust MESides néitab ldbiviidud 16S rRNA analiiis (vt Lisa 1, Lisa 2, Lisa 3).

Kuigi eraldi modtmisi anoodikambritest ei teostatud, siis viidi 1dbi 16S rRNA jérjestuse analiiiis
ka selle MESI anoodikambris, millele rakendati potentsiaali. Anoodi inokuleerimisel oli koige
suurem osakaal sugukonna Brocadiaceae esindajatel. Tegemist on ammooniumi oksiideerivate
bakteritega. Potentsiaaliga MESi anoodil samuti sugukonna Brocadiaceae esindajatel suurim
osakaal, kuigi vorreldes anoodi inokuleerimisega, on nende osakaal iile viie korra vihenenud.
Umbes kuus korda on vidhenenud inokuleerimisega vorreldes ka Candidatus Brocadia

esindajad, kuhu alla kuulub ka Candidatus Brocadia anammoxidan (vt Lisa 1).

Vorreldes inokuleeritud biomassiga on kdikide MESide katoodikambrites ndha Pseudomonas
bakterite osakaalu kasvu. Tegemist on denitrifitseerivate bakteritega, kes muudavad nitraadi
ohulammastikuks. Umbes viis korda on suurenenud Nitrosomonas mobilis liigi osakaal
potentsiaaliga MESi katoodil. Selle bakteri abil muudetakse ammoonium nitritiks.
Potentsiaaliga MESi katoodil on vorreldes inokuleeritud biomassiga Candidatus Brocadia (sh
Candidatus Brocadia anammoxidan) esindajate osakaal suurenenud. Nende puhul on tegemist
anammoxi ldbiviivate bakteritega. Ka potentsiaalita biomassiga MESis on Candidatus
Brocadia esindajate osakaal suurenenud, kuid mitte nii suures ulatuses, kui potentsiaaliga
MESis, viidates sellele, et potentsiaali all paljunesid anammox bakterid edukamalt. Candidatus
Kuenenia osakaal, samuti anammox bakteri osakaal, oli sarnane kdikides MESides (vt Lisa 2
ja Lisa 3).
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KOKKUVOTE

Selle magistritod kdigus uuritud anammox protsessil pohinevad bioelektrokeemilised
stisteemid niitasid, et need on perspektiivikad ning edasist uurimist vddrivad siisteemid. Olles
harjunud pinge all elama, suutsid anammox bakterid uuritavas BESis drastada anorgaanilist
lammastikku. Esimesel kolmel katsel katoodile rakendatav -500 mV ei andnud maérgatavaid
koguldmmastiku drastuskiiruseid ega soovitud erisusi erinevate BESide vahel. Mirgatavad
erisused tekkisid -700 mV juures ning paranesid iga katsega. Esimesel -700 mV potentsiaalil
libiviidud katse andis kogulimmastiku drastuskiiruseks 18 mg N/m?/d, olles iile 1,5x kiirem
kui potentsiaalita rakus ning peaaegu 1,5x kiirem kui kontrollrakus. Viimasel katsel enne
biomassi lahtitulekut saavutati kogulimmastiku #rastuskiiruseks juba kuni 30 mg N/m?/d. See
on 2x kiirem kui vaid biomassiga MESil ning 1,5x kiirem kui kontrollrakus. Ka
kogulammastiku drastus suurenes potentsiaaliga MESis katsete véltel, ulatudes kuni 58 mg N
L2,

Koguldmmastiku &rastuskiirus jddb teises MESis, kus katsete jooksul rakendatud pidevalt
potentsiaali, koige korgemaks ka peale seda, kui biomass sealt lahti tuleb ning pinget hakatakse
rakendama esimesele, varasemalt vaid biomassiga olnud rakule. Esimesel katsel on
grastuskiirus 23 mg N/m?/d potentsiaalita MESis (varasemalt rakendatud sellele -700 mV),
olles nii peaaegu 2x kiirem kui potentsiaaliga MESis ja kontrollrakus. Ka potentsiaali
eemaldamisel jaéb drastuskiirus kdige kiiremaks just selles MESis, kus pidevalt katsete jooksul
rakendatud potentsiaali. Koguldmmastiku drastuskiirus peale kolme katset ilma potentsiaali
rakendamata on suurim MESis, kus varasemalt oli potentsiaal. Arastuskiirus selles 23 mg
N/m?/d, pidevalt potentsiaalita olnud MESist on see iile 2x kiirem ja peaaegu 1,5x kiirem kui

kontrollrakus.

Vorreldes inokuleerimisega suurenes anammox bakterite Candidatus Brocadia (sh Candidatus
Brocadia anammoxidan) osakaal BESides katsenddalate jooksul. Potentsiaalita biomassiga
MESis on Candidatus Brocadia esindajate osakaal suurenenud, kuid mitte nii suures ulatuses,
kui potentsiaaliga MESis, viidates sellele, et potentsiaali all paljunesid anammox bakterid
edukamalt. Jarelikult soosib -700 mV potentsiaaliga rakendatud keskkond anammox bakterite
paljunemist. Samas kinnitas t66, et anammox bakterid on aeglased kohanejad. lga
katsenddalaga paranevad drastuskiirused viitavadki sellele, et bakterid vajavad keskkonnaga
kohanemiseks ja paljunemiseks piisavalt aega. Samuti néitab seda asjaolu, et ka potentsiaali
eemaldamisel on koguldmmastiku drastuskiirus suurim selles MESis, kus varasemalt pidevalt

potentsiaali rakendatud.
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Kuigi samal pohimdttel toimivat siisteemi on uuritud ennegi (Nava 2020), siis kindlasti annaks
edasised uurimised rohkem andmeid, mis voimaldaks teha paremaid jéreldusi. Traditsiooniline
reoveepuhastus on vdga kulukas ja aegandudev protsess ning selle t66 uurimisteema
edasiarendamine vOib muuta reoveepuhastust kiiremaks ja kaasaegsemaks. Selle t66
uurimiseesmirk oli teada saada, kuidas elektriline potentsiaal mojutab ldmmastiku
arastuskiirust. On néha, et potentsiaaliga BESis on lammastiku drastuskiirus enamasti 2x kiirem
kui tavalises, lihtsalt anammox protsessil pShinevas siisteemis. Seega voiks kindlasti uurida

edasi, kas selliselt on voimalik saada ka suuremaid drastuskiiruseid suures mahus siisteemides.
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