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SISSEJUHATUS

Tarbimise hulga suurenemine ja tehnoloogia kiire arengu tottu on elektri- ja
elektroonikaseadmete jaatmetest saanud aina suurenev jaatmeliik. Iga aasta toodetakse
maailmas ule 50 miljoni tonni e-jaatmeid. Ainult 20% e-jadtmetest saab korrektselt kdideldud ja
taaskasutatud. Uheks p&hjuseks on sobiliku iimbertdétlusprotsessi puudumine, mis konkureeriks
konventsionaalse plrometallurgiaga. Otsitav tehnoloogia peab olema majanduslikult tasuv e-
jdatmete taaskasutamisel ja paiskama vahem kasvuhoonegaase. Tanapdeva téostuslikud e-
jaatmete kaitlejad keskenduvad kulla ja vase eraldamisele ning enamik vaartuslikke metalle,
nende hulgas baasmetallid ja vaartuslikud muldmetallid, jadvad taaskasutusse votmata. Lisaks
jddvad purometallurgilisel meetodil eraldamata toksilised metallid, mis vdivad keskkonda
sattudes poOhjustada reostust ja terviseriske. Lahenduseks voib olla e-jadtmete rikastamine
mikroorganismidega ehk bioleostamine, mis potentsiaalselt aitab ka Iahendada
konventsionaalsete meetodite metallide eraldamise selektiivuse puudumist. Toostuslikult on
vdlja arendatud ja rakendatakse tehnoloogiaid kulla ja vase eraldamiseks maakidest ja e-
jaatmetest, kuid uurimist vajavad veel lahendused baas- ja raskmetallide eraldamiseks, naiteks
heterotroofsete filamentsete seente teostatud bioleostamine.

Antud t66 kirjanduslikus osas antakse (ilevaade e-jadatmetest, bioleostamise ajaloost, arengust ja
protsessist ning filamentsete seente kasutamisest e-jaatmete rikastamiseks. T66 uurimuslikus
osas teostatakse e-jdatmete eeltdotlus, A.niger’|l kultiveerimine, s66tme optimiseerimine ja
teostatakse bioleostamiskatsed ning proovide analliis.

Kdesoleva t66 eesmark on uurida A. niger'i potentsiaali baas- ja raskmetallide selektiivsel
bioleostamisel e-jaatmetest ning skaleerida antud lahendus 20-liitrise bioreaktori mahule. T66

teostati Biotatec OU-s.



1 KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 E-jaatmed

Elektri- ja elektroonikaseadmete jaatmetest ehk e-jaatmetest, ingliskeelses kirjanduses tuntud ka
kui WEEE (ingl. Waste Electrical and Electronic Equipment), on saanud tanu Uha suurenevale
ndudlusele tehnoloogia jarele uus kasvutrendis jaatmeliik. Nende hulka kuuluvad erinevad
majapidamistes, ettevdtetes ja riikide taristus kasutatavad aravisatud elektoonikat sisaldavad
seadmed, naiteks koogitehnika, telefonid, todstuselektroonika, siilearvutid ja kliimaseadmed
(Forti et al., 2020). Iga aasta toodetakse maailmas lile 50 miljoni tonni e-jaatmeid, millest ainult
alla 20% jouab nduetele vastavasse taaskasutusse (Forti et al., 2020). Eelkdige on see tingitud
sobiva Umbertootluse protsessi puudumisest, millega seotud probleeme kirjeldatakse
detailsemalt allpool. KGige rohkem e-jaddtmeid toodetakse aastaga Aasias (24,9 miljonit tonni),
Euroopas koguneb aastaga 12 miljonit tonni e-jadtmeid, mis on inimese kohta 16,2 kg ja teeb
Euroopast suurima e-jaatmete tootja per capita. Samas on Euroopa ka suurim e-jaatmete kaitleja
ja taaskasutaja, to6deldes korrektselt 42,5% kogutud e-jdatmetest (Forti et al., 2020).

E-jadtmed on heterogeenne metalli, plastiku, keraamika ja klaasi fraktsioonide segu, mille osakaal
ja tapne koostis varieerub tugevalt olenevalt seadmete tlilbist, mudelist, tootjast ja vanusest.
Metalliline osa koosneb Ulekaalukalt rauast, vasest ja alumiiniumist (Al-Khatib & Fraige, 2024).
Lisaks sisaldavad e-jadtmed ka ohtralt teisi metalle, nende hulgas ka mitmeid kriitilisi toormeid
nagu koobalt ja gallium ning haruldasi muldmetalle nagu disproosium ja neodiilimium. Erilist huvi
pakuvad e-jaatmetes leiduvad vaarismetallid nagu kuld, hdobe ja pallaadium, mille
kontsentratsioon on sageli palju suurem kui looduslikes maakides. Naiteks voib teatud tllipi e-
jaatmetes ehk triikkplaatides kulla sisaldus ulatuda kuni 1600 osakeseni miljoni kohta, mis liletab
keskmise kullamaagi kontsentratsiooni (18 osakest miljoni kohta) ligi sajakordselt. Selline kérge
kontsentratsioon teeb e-jadatmetest atraktiivse ressursi vaarismetallide taaskasutamiseks
(Dhanunjaya Rao et al., 2020).

E-jadtmetes leidub keskkonnale ja inimeste tervisele ohtlikke mirgiseid raskmetalle, naiteks
kaadmium, plii ja elavhobe, mis tekitavad mitmeid tehnoloogilisi ja keskkonna-alaseid probleeme

(Dhanunjaya Rao et al., 2020; Rai et al., 2021; Sethurajan et al., 2019). Lisaks sisaldavad e-jaatmed



toksilisi  orgaanilisi  Uhendeid, nditeks broomitud leegiaeglusteid ning kloro- ja
hidroklorofluoroiihendeid, mis vdivad lastel, kes puutuvad kokku e-jaatmetega, tekitada
kilpnddarme hormoonide probleeme ja vaimse arengu aeglustumist (Lebbie et al., 2021). Tabelis 1

on toodud naiteid eri liiki e-jadtmetes leiduvatest metallidest.

Tabel 1. Erinevates E-jadtme liikides esinevad metallid.

Jaatmeliik Metallid Allikas
Triikkplaadid Cu, Au, Ag, Al, Co, Fe, Ni, Pb, Pd, Sn, Sb, zn  Khaligetal., 2014
Liitium-ioonakud Cu, Al, Co, Li, Mn, Ni Naseri et al., 2022
Mobiiltelefon Cu, Au, Ag, Al, Fe, In, Nd, Ni, Pb, Pd Hsu et al., 2019
Schuster & Ebin,
Vedelkristallekraanid Cu, Al, As, Fe, In, Mo, Sn, Zn 2021
Luminofoorlambid Sc, La, Ce, Nd, Pr, Y Patil et al., 2022
Fotogalvaanilised elemendid Cu, Al, Cd, In, Mo, Zn Lietal., 2023
Valgusdioodid Cu, Au, Ag, Cd, In, Hg Cencietal., 2020

1.1.1 E-jddtmetega seotud ohud

Kuna e-jaatmed sisaldavad toksilisi elemente ja Uhendeid, vdib ebakorrektne e-jaatmete
kaitlemine pohjustada ohtlikku keskkonnareostust, mdjutades nii looduslikke 6koslisteeme kui ka
pollumajandust ja seeldbi ka inimeste tervist (Zhang et al., 2018). Samuti muudab see reostusohu
tottu e-jaatmete taaskasutamise keerukaks ja kulukaks. N&iteks keerukate sorteerimis- ja
tootlemistehnoloogiate kasutamine enne metallide eraldamist suurendab oluliselt kogu protsessi
maksumust ja keerukust (Al-Khatib & Fraige, 2024; Torrubia et al., 2023). Seet&ttu on teravaks
probleemiks e-jaatmete import arengumaadesse, kus prigikditlemine on vahem reguleeritud,
jarelvalve puudulik ja t6ojoud odavam. Selleks kasutatakse erinevaid pool-legaalseid ja
illegaalseid meetodeid, nagu naiteks e-jaatmete dokumenteerimine kasutuselt korvaldatud
elektroonikaseadmetena — kuna need vdivad mdnikord olla parandatavad ja taaskasutatavad, ei
kehti neile samad impordipiirangud mis e-jadtmetele. Seda olukorda ara kasutades eksporditakse
taaskasutamiseks moeldud seadmete asemel tegelikult e-jaatmeid (Forti et al., 2020).
Arengumaades toimub e-jadtmete kogumine ja taaskasutamine suures osas labi mitteametlikult
tegutsevate isikute, kes miuilvad e-jaatmed edasi parandamiseks voi demonteerimiseks.
Demonteerijad eraldavad e-jaatmetest taaskasutatavad komponendid ja pdletavad, leostavad

ning sulatavad komponente sekundaarseteks toormeteks (Forti et al., 2020). Selline
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regulatsioonideta, primitiivseid meetodeid kasutatav taaskasutusahel pdhjustab tdsist kahju
keskkonnale ja suurendab terviseriske nii priigiga kokkupuutuvatele td6tajatele kui ka lahikonnas
elavatele inimestele, eriti lastele ja rasedatele naistele (Diaz et al., 2020). Joonisel 1 on foto

lapsest, kes kannab e-jaatmeid |abi priigi poletamisest tekkiva suitsu.

Joonis 1. Poiss kandmas e-jaatmeid priigimael Ghanas. Autor: (Loeffelben, 2011)
E-jadtmete negatiivse moju vahendamiseks on hadavajalik arendada uusi tehnoloogiaid
raskmetallide eraldamiseks ja parandada e-jaatmete kaitlemise regulatsioone.

1.1.2 E-jddtmete iimbertdootiemine

E-jadtmed on terav keskkonnaprobleem ning samaaegselt potentsiaalne kriitiliste toormete
allikas. Samas komplitseerib e-jadtmete Umbertdotlemist materjali heterogeensus ja suur
reostusoht, mis vahendab taaskasutamise efektiivsust ja majanduslikku tasuvust. Lahendustena
on valja pakutud nii plro-, hidro-, bio- kui ka hibriidmetallurgilisi lahendusi, millest on
toostuslikult ja laiamahuliselt seni kasutusele véetud vaid plirometallurgiline lahenemine, nditeks
Umicore’i tehas Belgias ja Dowa Jaapanis (Dutta et al., 2023; Hagelliken, 2006; Tipre et al., 2021).
Umicore'i tehases Hobokeni linnas Belgias toimub e-jaatmete integreeritud sulatamine ja
rafineerimine, mille kaigus segatakse e-jadtmetele juurde vaske, pliid ja niklit sisaldavaid
jaakmaterjale v6i maake. Antud tehas kasutab IsaSmelt tehnoloogiat, mis hdlmab hapnikuga

rikastatud 6hu ja kituse slistimist sulametalli vanni. Plastid ja orgaanilised ained e-jaatmetes
9



toimivad redutseerijana ja asendavad osaliselt kitust. Protsessi kaigus moodustub
vadrismetallide ja vase sulam, millest eraldatakse vaarismetallid elektrorafineerimise teel.
(Hageliken, 2006)

Vastavalt meetodile vdivad jaada ulejaanud metallid rabusse koos keraamika ja klaasi
fraktsioonidega. Selle meetodi puuduseks on sulatamisel tekkivad toksilised gaasid ja vdga suur
energiakulu (Hsu et al., 2019). Sulatusprotsessid on majanduslikult tasuvad vaid suurte koguste
katkematul tootlemisel ning vadarindusjaamade loomine suure algkapitaliga investeering,
misnduab palju t66jéudu, piirates sellist finantsriski aktsepteerivate firmade arvu (Islam et al.,
2020). Lisaks on oluline maérkida, et keerukate tehnoloogiate rakendamine on piiratud
piirkondades, kus puudub tehniline ja regulatiivne taristu (Hagelliken, 2006; Islam et al., 2020).
Hldrometallurgiline e-jadtmete rikastamine hdlmab eeltéddeldud e-jaatmete leostamist hapete
vOi muu sodvitava ainega. Hidrometallurgia miinusteks on vaike selektiivsus, suure hulga
jaakvedelikkude tekkimine ja reostusoht, naditeks happete ja toksiliste gaaside eraldumine
keskkonda (Li et al., 2019). Toostuslikult kasutavad hidrometallurgilist e-jadatmete rikastamist
jaatmekaitlejad Indias ja seda kombineeritakse tehastes plrometallurgiaga, naiteks Umicore
poolt (Hageliiken, 2006; Yunus & Sengupta, 2016).

Uheks kombineeritavaks lahenduseks on e-jadtmete keemiline eelté6tlus, mis labi kemikaalidega
(nditeks NaOH) orgaaniliste ja keemiliste katete eemaldamise e-jaatmetelt vdib suurendada
jargnevas metallurgilise rikastamise faasis e-jadatmete metallide eraldamise efektiivust (Moyo et
al., 2020). Kasutuselolevatest meetoditest on pirometallurgia “kipsem” tehnoloogia ja

eelistatud ka suurema majandusliku tasuvuse téttu (Khaliq et al., 2014).
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1.2 Bioleostamine

Keskkonnasdbralikumaks alternatiiviks piiro- ja hiidrometallurgiale on pakutud bioleostamist, mis
on lihtsustatult metallide eraldamine, kasutades mikroorganisme. Bioleostamisel on palju eeliseid
eelkirjeldatud meetodite ees, eelkdige vaiksem CO. emissioon tanu palju madalamale
to6temperatuurile (ca 30-37°C). Lisaks ei vaja see protsess ohtlikke/korrosiivseid kemikaale nagu
hidrometallurgia, tekitab vdhe (kui (ldse) ohtlikke jaatmeid ja on seepdrast kohalike
kogukondade poolt palju paremini aktsepteeritav. Samuti on bioleostamise protsessid kiirelt ja
vaikeste kuludega kaivitatavad ning suletavad, andes protsessile suure paindlikkuse, mis
omakorda vdimaldab kiiret reageerimist turuolukorrale ja seeldbi suuremat kasumlikkust.
Bioleostamine vdimaldab teoreetiliselt selektiivset rikastamist, langetab energiakulu ja vahendab
reostusohtu (Islam et al., 2020; Rene et al., 2021).

1.2.1 Ajalugu

Bioleostamisel on pikk ajalugu, juba antiikaja Hiinas ja Euroopas kasutati vase rikastamiseks
vasemaagi leostamist. Mikroorganismide osalus leostamisprotsessis avastati 1947. aastal USAs,
kui leiti, et kaevanduste happeline dravooluvesi (ingl. acid mine drainage) on pdhjustatud priidi
bakteriaalsest okslidatsioonist ja eraldati protsessis osalevad bakterid Acidithiobacillus
ferrooxidans ja Acidithiobacillus thiooxidans (Ehrlich, 2001). Bioleostamistehnoloogiatel
baseeruvad toostuslikud lahendused hakkasid peagi levima lilemaailmselt, nditeks TSiili ja Lduna-
Aafrika Vabariigi kaevandustesse. Peamiste tehnoloogiatena kasutati jaatme- (ingl. dump
leaching) ja kuhjaleostamist (ingl. heap leaching) sekundaarsetest vase ja uraaniumi maakidest
(Natarajan, 2018). Jargnesid 2000. aastatel uurimisto6éd baasmetallide bioleostamiseks
plsisegamisega mahutites. Arendati valja ka mitmeid kuhjaleostamise ja bioreaktorite haid kdlgi
tihendavaid leostamisprotsesse, niiteks niisutussiisteemidega vaaludes leostamine. Uldiselt
kantakse peenestatud maagid 2-10 m kdrgustesse aereeritud kandekivimil kuhjadesse, mida
pidevalt niisutatakse ja inokuleeritakse mikroorganismidega (Johnson, 2014). Kogu protsess
kestab tavaliselt 60-120 pdeva, mille jarel kontsentraat eraldatakse ja suunatakse edasisele
rikastamisele, naiteks leostamisse tstianiidiga kulla voi elektrorafineerimisse vase puhul (Harvey

& Bath, 2007; Johansson et al., 1999).
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1.2.2 Tanapaev

Kuigi bioleostamist on rakendatud tle maailma alates eelmise sajandi keskpaigast ja arendatud
tehnoloogiaid nii bioreaktorites kui ka kuhjades teiste metallide eraldamiseks, on todstuslik
bioleostamine piirdunud enamasti kulla ja vase rikastamisega. See on eelkdige tanu kahele
aspektile — kasutatavate mikroorganismide metabolismist tulenevad piirangud ja kasumlikkus.
Tanapdeval eksisteerivad toostuslikud lahendused pdhinevad atsidofiilsetel autotroofidel, mis
vajavad oma “t6oks” vaavli ja/vGi raua esinemist. Selline nGue limiteerib kasutatavaid maake ja
seelabi metalle. Samuti olid bioleostamislahendused piiratud kasumlikkusega, konkureerides
odava energia perioodil selget eelist omanud pliro- ja hiidrometallurgia lahendustega, mistottu
oli bioleostamine majanduslikult mdistlik vaid kdrge hinnaga metalle (nait. kulda) sisaldavatele
materjalidele. TSiilis rakendatakse bioleostamistehnoloogiat vase eraldamiseks sekundaarsetest
sulfiidsetest maakidest. Aastaks 2020 oli Tsiili vase toodang ligi 6 miljoni tonni, mis on kolmandik
globaalsest vase toodangust, ning aastal 2010 saadi 16% vasetoodangust bioleostamisega.
Viimase kiimne aasta jooksul on vdhenenud uute bioleostamisprojektide rajamine Tsiilis, mis voib
olla pdhjustatud bioleostamiseks sobiva mineraali puuduse ja kuhjaleostamise ajamahukuse
tottu. (Roberto & Schippers, 2022)

Biookstidatsioon on tunnustatud meetod raskesti toodeldavate sulfiidsete kullamaakide
tootlemiseks, eriti Lduna-Aafrikas. Naiteks Fairview kaevanduses kasutatakse BIOX® protsessi,
mis suurendab kulla leostamise tohusust, muutes sulfiidse kulla keemiliselt kattesaadavaks
leostamiseks tslianiidiga (Roberto & Schippers, 2022). Té6stuslikud biometallurgia projektid on
esitatud tabelis 2.

Viimasel kimnendil on Ulemaailmsete rohekokkulepete tottu suurenenud tdhelepanu
saastlikumatele tehnoloogiatele ja taastuvenergia arendamisele. Roheliste tehnoloogiatega
energia tootmine vajab suurtes kogustes vaaris- ja muldmetalle, kuid neid sisaldavad maagid on
koondunud (ksikute riikide valdusse. Uued tehnoloogiad on t&stnud metallide leostamise
efektiivsust, luues vdimaluse kasutada toormete allikatena sekundaarseid maake ja jaatmeid,
nditeks metallurgiline rabu, tolm, e-romu ja lendtuhk (Kinnunen & Hedrich, 2023).
Bioleostamistulemused sekundaarsete toormetega on toodud tabelis 3.

Uheks niiteks sekundaarsete maakide bioleostamisest on Soomes Terrafame Sotkamo (endine

Talvivaara) kaevandus. Sotkamo kaevanduses toodetakse bioleostamise teel hinnanguliselt 600
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tonni koobaltit aastas, mis moodustas umbes 0,4% globaalsest koobalti toodangust aastal 2020
(Tuomela et al., 2021). Sotkamo kaevanduses kasutatakse kahe kuhjaga bioleostamise meetodit.
Esmalt viiakse maak primaarkuhja, kus seda 6hutatakse kuhja alumistest osadest ja niisutatakse
ringleva veega. Maagi leostamine primaarkuhjas kestab keskmiselt 18 kuud. Seejarel viiakse maak
sekundaarsesse kuhja, kus leostamist jatkatakse, et eraldada allesjaanud metallid. Kuhjades
touseb temperatuur umbes 70 °C-ni peamiselt purrotiidi (Fe@-xS) oksiideerumise tottu.
Niisutuslahuse pH on umbes 2, kuid leostamise kaigus touseb lahuse pH 2,5-3,0-ni. Lahustumise
kdigus vabaneb erinevaid metalle ja metalloide, mis suurendavad protsessilahuse
soolakontsentratsiooni. Bioleostamise tohususe parandamiseks on katsetatud toitainete lisamist
ja erinevaid niisutuslahuse kompositsioone. Sotkamo kaevanduse kuhjades esinevad
bioleostamiseks darmuslikud keskkonnatingimused, mis esitavad valjakutseid bioleostamise
efektiivsusele. (Falagan et al., 2024)

Katseid tehakse ka aina suuremahulisemate segatud mahutite rakendamiseks bioleostamises
(Roberto & Schippers, 2022). Samas on majandusliku kahju tottu moned projektid 10petatud,
nditeks Minteki ja Mondo Mineralsi projekt nikli bioleostamiseks talgikaevanduse jaakidest
Soomes (Neale et al., 2017; Roberto & Schippers, 2022; Elementis plc, 2024). E-jaagtmete
toostuslik bioleostamine toimub tdnapaeval pohiliselt vaarismetallide eraldamiseks (saagikus
90%). Katseprojektides otsitakse alternative tstaniidile, nditeks tiouurea. Reostusohu
vahendamiseks uuritakse leostamist naiteks joodi okslideerivate bakteritega perekonnast

Roseovarius (Kudpeng et al., 2020).
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Tabel 2. Ndited toostuslikud bioleostamisettevotmistest ja kulla biooksiidatsioost. Andmete

paritolu: (Roberto & Schippers, 2022).

Tootlus (tonni Rajatu
Kaevandus Asukoht Operaator aastas) d
Escondida® Tsiili BHP/Rio Tinto/JECO 180 000 Cu 2007
Dofia Inés de Tsiili Anglo American/Glencore/Mitsui 56 619 Cu 1995
Collahuasi
Terrafame Sotkamo, Finnish Minerals Group, Galena, 28 740 Ni 2011
Soome Sampo 55100 Zn
600 Co
Obuasi Obuasi, Ghana Anglo Gold Ashanti 6 Au 1994
!Tootluse hulgas on toodud ka hiidrometallurgiline kloriidleostamine.
Tabel 3. Bioleostamiskatsed sekundaarsete substraatidega.
Substraat Metallid Mikroorganism Meetod Allikas
Vaserdbu 41% Fe  Acidithiobacillus ferrooxidans 85-liitrine reaktor  Kaksonen
62% Cu Acidithiobacillus thiooxidans etal., 2011
35% Zn  Acidithiobacillus caldus
44% Ni  Leptospirillum ferrooxidans
Sulfobacillus thermotolerans
Kalkopriidi maak >95% Cu Termofiilne raua-vaavli okslideerija 12-liitrine reaktor Gericke et
al., 2001
Talgikaevanduse jaagid >95% Ni Mintek termofiilide kultuur 120-liitrine reaktor Neale et
al., 2017
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1.2.3 Bioleostamise protsess

Bioleostamisprotsessi kulg ja saagikus on mdjutatud mitmetest teguritest, millele tuleb vastavalt
eesmargile tahelepanu podrata. Tingimusi mdjutavate tegurite hulka kuuluvad mikroobide valik,
keskkonna pH, so6tmekomponendid, temperatuur, aeratsioon ja substraadi valik (Naseri et al.,
2023). Vastavalt substraadi metallilisele koostisele eraldub leostumislahusesse erinevaid
metalliioone. Tahelepanu tuleb p&drata vabanevate metallide toksilisusele mikroorganismide
elutegevusele, mis voib vdhendada bioleostamise efektiivsust. Raskmetallid omavad
mikroorganismidele parssivat mdju labi ensltiimide funktsionaalgruppite blokeerimise, oluliste
metallide valjatorjumise keskkonnast, valkude ja poliimeeride konformatsiooniliste tdrgete ning
moju membraani terviklikkusele ja transpordireaktsioonidele (Asghari et al., 2013).
Traditsiooniliselt on bioleostamist teostatud, viies bakterirakud kontakti leostatava maagiga.
Kontaktbioleostamiseks sobilikud kandidaatorganismid peavad lisaks liksiviandi tootmisele olema
suutelised elama kdrge metallisisaldusega leostamislahuses (Yaashikaa et al., 2022). Vastava
fenotlilibiga mikroorganisme vodib leida looduslikult metallirikkas keskkonnas elavatest
kooslustest, naiteks kaevandustest ja e-jadtmete prigilatest (Thakur & Kumar, 2020).
Bioleostamiseks sobilike kanditaatorganismidena on uuritud ja rakendust leidnud erinevad
mikroorganismid, nditeks rauda ja vaavlit okslideerivad Acidithiobacillus ferrooxidans,
Acidithiobacillus thiooxidans, Leptospirillum ferrooxidans ja Sulfobacillus thermosulfidooxidans,
orgaanilisi happeid tootvad Aspergillus niger, Aspergillus japonicus ja Penicillium simplicissimum,
biogeenset tslianiidi tootvad Chromobacterium violaceum, Bacillus megaterium ja Pseudomonas
fluorescens jpt (Naseri et al., 2023; Srichandan et al., 2019). Metallide leostamisefektiivuse
tdstmiseks substraadist voib kasutada liksivianti ehk mikroorganismide kultuuri filtraati. Sellisel
juhul ei oma substraadist eralduvad metallid toksilist mdju mikroorganismide kasvule ja
bioleostamise viivad labi mikroorganismide toodetud orgaanilised happed ja metaboliidid (Lobos

etal., 2021)

Bioleostamise mehhanisme, mille tulemusena liiguvad metallid lahusesse, saab klassifitseerida

atsidollittiliseks, redoksoliitiliseks ning kompleksoliiitiliseks (Joonis 2) (Li et al., 2021). On
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voimalik, et (ks mikroorganism pdhjustab metallide leostumist ldbi mitme, samaaegselt

rakenduva efekti (Biswal & Balasubramanian, 2023; Dong et al., 2023).

Atsidoliits

H- M

R-COOH

» Happe-metalli kompleks

Fe'”

» Tsiianiidi-metalli kompleks

CN

Fe?*+M" Kompleksoliitis
Redoksoliiiis

Joonis 2.
Bioleostamise kolm mehhanismi. M: metallid e-jdatmetes; R-COOH: orgaaniline hape; CN": tstaniid.
Happe ja metallide vaheline kompleksoliilis vajab pH vaartust alla 7, tsiaanidi ja metallide vaheline
kompleksollilis pH vaartust Gle 10,5. Joonis: (Li et al., 2021).

1.2.4 Redoksoliiiitiline bioleostamine

Redoksoliittilises bioleostamises rakendatakse mikroorganismide v&imet manipuleerida
metallide valentsseisunditega. Kemolitotroofsed mikroorganismid kasutavad elektroni doonorina
anorgaanilisi Uhendeid, naiteks biometallurgias tuntud mikroorganism Acidithiobacillus
ferrooxidans saab elektrone Fe?* ja vaavli okstideerimisest (Dong et al., 2023). Raua Fe®*/Fe3*
redokspaari standardne redutseerimispotentsiaal (+0,77 V pH 2 juures) on positiivsem kui
NAD(P)*/NAD(P)H paari potentsiaal (-0,32 V pH 7 juures). Elektronide liilkumine Fe?*-st NAD(P)*-
ni on energeetiliselt ebasoodne, mis tdhendab et neid tuleb tdugata “vastuvoolu”
redokspotenstiaali gradiendile. Energia selleks tuleb prootonmootorjoust (ingl. proton motive
force), mis tekib periplasmasmaatilises ruumis rakusisese ja keskkonna pH erinevuse tottu (valjas
pH2, sees pH 7). Lisaks sellele loob prootonite sisenemine rakku labi membraaniga seotud ATP
siintetaasi ja nende kasutamine hapniku redutseerimisel veeks reaktsiooni, kus Fe?*

okslideerimisest parinevad elektronid kulgevad energeetiliselt soodsas (allamage) protsessis

(Quatrini et al., 2009).
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Redoksoliitilise bioleostamise kdigus toimub tsiikliline biokeemilise okslideerimise ja keemilise
redutseerimise reaktsioon, mille kdigus Fe?* oksuideeritakse Fe3*-ks ja vadvel SO4% ja H*-ks. Fe3* ja
H* reageerivad substraadiga tugevate okslideerijatena ja vdimaldavad metallide leostumist
lahusesse (Dusengemungu et al., 2021; Huo et al., 2024) Leostamislahuses olevad Fe?* ioonid
okstideeritakse mikroorganismide poolt Fe3* ioonideks, mis omakorda redutseeritakse
metallisulfiidide poolt tagasi Fe?* ioonideks l3bi isevooluliselt kulgeva protsessi, genereerides
pidevalt metallide lahustamiseks liksivianti juurde (Desmarais et al., 2020). Redoksolitiline
bioleostamine on v&imalik, kui leostamiskeskkonna pH on vaiksem kui 5, kuid kemotroofsete
raua- ja vaavliokslideerijate bakterite elutegevuseks optimaalne pH on vahemikus 2-2,5
(Dusengemungu et al., 2021).

Redoksollitsi labiviimist A. ferrooxidans-iga limiteerib asjaolu, et leostamiskeskkonnas peab
leiduma rauda ja vaavlit, seega naiteks kalkosiini (Cu.S) leostamiseks on vajalik lisada substraadi
hulka rauarikkaid mineraale, naiteks puriiti (FeS;), e-jdatmete puhul voib olla vajalik elementvaavli

lisamine (Huo et al., 2024).

1.2.5 Atsidoliiiitiline bioleostamine

Atsidoludtiline bioleostamine toimub mikroobide poolt toodetud hapete dissotseerumisel
tekkivate prootonite (tdpsemalt hidrooniumioonide) reageerimisel substraadi pinnaga.
Prootonite doonoriks vdivad bioleostamisprotsessides olla heterotroofsete seente silinteesitud
orgaanilised happed, naiteks 2-hlidroksii-1,2,3-propaantrikarboksiiiilhape (sidrunhape, ingl. citric
acid), etaandihape (oksaalhape, ingl. oxalic acid), (2R,3S,4R,5R)-2,3,4,5,6-
pentahlidroksiiheksaanhape (gliikoonhape, ingl. gluconic acid) ja 2-hidroksibutaandihape
(6unhape, ingl. malic acid), véi kemolitrotoofsete bakterite toodetud vaidvelhape (H2SO4, ingl.
sulfuric acid) (Desmarais et al., 2020; Dutta et al., 2023).

Happe dissotsiatsioonil lahusesse muutub metalliihendis asuv hapnik lihtsasti protoneeritavaks.
Atsidoliusi kaigus kinnituvad prootonid metallimaagi pinnale ja reageerivad sellega. Prootonite
reaktsioonil metallioksiididega ndorgestatakse metalliiooni ja hapniku vahelisi sidemeid, mille
tulemusena metallioon vabaneb leostamislahusesse (Srichandan et al., 2019). Prootoni ja hapniku

Uhinemine veeks ja metalliiooni eraldumine tahkest faasist on ndidatud joonisel 3. Sama
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mehhanism toimib ka metallide eraldamiseks e-jaatmetest, naiteks purustatud ja peenestatud

trukkplaatidest (Trivedi & Hait, 2024).

MeO, + 2H* - Me?* + H,0

Joonis 3. Metalliiooni vabanemine reaktsioonil happega. MeO,. metallioksiid; Me: metalliioon.
Joonis: (Dong et al., 2023).

Kemolitotroofsetest bakteritest toodab vaavelhapet naiteks Acidithiobacillus thiooxidans. A.
thiooxidans saab energiat elementvaavli oksldatsioonist, mille kdigus tekib vaavelhape
(Srichandan et al., 2019).

Enamik toostuslikult olulisi orgaanilisi happeid, mida filamentsed seened toodavad, parineb
tsitraaditsiklist. Looduslikes tingimustes annab seente poolt eritatavate hapete tottu langetatud
pH tase konkurentsieelise neutrofiilsete mikroobide ees. Lisaks vdib valiskeskkonna hapestamine
olla tdhus viis makrotoitainete (fosfor) ja mikrotoitainete (nagu raud, vask ja tsink) lahustamiseks
(Cairns et al., 2021).

Bioleostamises kasutatava heterotroofse seene heaks naiteks on hallitusseen Aspergillus niger
perekonnast Aspergillus. Tanu A. niger'i suurele taluvusele happelise keskkonna suhtes,
kasutatakse seda to6stusliku sidrunhappe tootmisel (Behera, 2020). Biohiidrometallurgias on see
kasutuses orgaaniliste hapete tootmise, toksiliste metallide taluvuse ja kiire kasvu tottu. A. niger
hapete keskkonda eritamise pdhjusteks vdivad olla lisaks eelnimetatule taimerakkude seinte
lagundamine ja mikrotoitainete omastamine, kasutatades sidrunhapet siderofoorina (Cairns et
al., 2021).

Heterotroofsete bakterite hulgast tasub mainida Gluconobacter oxydans-i Acetobacteraceae
sugukonnast. G. oxydans on toostuslikult kasutusel madala pH taluvuse ja mittetdielike
okslidatsiooniproduktide efektiivse tootmise tottu. Teda kasutatakse nditeks sorboosi
tootmiseks, mis on C-vitamiini tddstusliku tootmise substraat (Deppenmeier et al., 2002).
Atsidoliilsis osalevat glilkoonhapet toodab G. oxydans glikoosi okslidatsioonil. Reaktsioon
toimub periplasmaatiliselt membraaniseoselise gliikoosi dehiidrogenaasiga, mille tulemusena

tekkiv gliikoonhape satub valiskeskkonda (Rasoulnia et al., 2021).
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Happelised tingimused hoiavad dra metallide sadestumise liksiviandist tdnu vabade prootonite
ioniseerivale toimele metallidele (Zhang et al., 2020). Lisaks osalevad orgaaniliste hapete jaagid

kompleksoliusis liganditena.

1.2.6 Kompleksoliiiitiline bioleostamine

Kompleksoliitilise bioleostamise kaigus toimub metallioonide kelaatumine ligandiga, mille
tulemusel tekivad kompleksiihendid. Bioleostamise puhul on kelaatuvateks aineteks ehk
ligandideks heterotroofsete bakterite voi seente toodetud orgaanilised (ihendid, naiteks
orgaanilised happed, tstaniid ning aminohapped (Srichandan et al., 2019). Liksiviandis
lahustunud ligandide ja metallioonide vahel tekkivad sidemed on tugevamad kui metall-metall
sidemed tahkes faasis, aidates kaasa metallithendite lahustumisele vedelasse faasi (Faraji et al.,

2018). Kompleksoliitiline mehhanism koos atsidolldtilise bioleostamisega on toodud joonisel 4.

19



CsHsO7

[Sidrunhappe prootonite ﬂ N )
crdldigming] \Cil7o7-+H+ [Sidrunhappe-metalli kompleks]
CeHeO7+H"
~ . M[CsH707]n
Ounhappe-metalli kompleks T
[Ounhappe-metalli kompleks] ¢ 11,0,3+H Mb[CeHeO1n

X

M3[CeHsO7]n

M2[C4H6Os5]n
M C H4O n Y
% J C204~ C2HO4
+ @a 4+ @ CHO4
H+ H+ H+ H+
C4HeOs5 ==p + =) +
C4Hs0s" C4H405°
M[C>HO4],
M>[C204],
M[CeH1107]a
H*+CsH1107
; Oksaalhz -metalli k leks
[Gliikoonhappe-metalli kompleks] ﬁ [Oksaalhappe-metalli komplels]
CeHi1207

Joonis 4. Atsidoliiiitiline ja kompleksoliiiitiline bioleostamine A. niger’i néitel. Sidrunhape vdib
eraldada lahusesse kuni kolm prootonit, oksaalhape ja dunhape kaks prootonit ning gliikoonhape (ihe
prootoni. Antud happejddgid on vOimelised moodustama komplekse igal valjatoodud
okslidatsiooniastmel. Joonis: (Li et al., 2021).

Kompleksoliilis voib kulgeda paralleelselt atsidollilisiga, nditeks vOivad orgaanilised happed
samaaegselt protoneerida tahke maatriksi struktuuris olevaid oksiide ning moodustada
vabanenud metalliiooniga komplekse. Sellisel juhul vahendavad orgaanilised happed (iheaegselt
nii atsidoltutilist kui kompleksolldtilist bioleostamist (Mouna & Baral, 2019). Kelaatumine
ligandiga stabiliseerib vabanenud metallioone, vdhendades toksilist moju bioleostamises
osalevate mikroobide elutegevusele ning leostamislahuse kahjulikku moju keskkonnale.
Metalliioonide kelaatumisel orgaaniliste hapetega konjugeeritud alustega voéivad tekkida ka
mittelahustuvad Ghendid, sadestades toksilisi metalle, mis veelgi vahendab metallide parssivat
maju mikroorganismide elutegevusele (Dusengemungu et al., 2021).

Lisaks orgaanilistele hapetele sekreteerivad hallitusseened ja teised heterotroofid mitmeid teisi
Uhendeid, mis voivad parandada bioleostamise efektiivsust vorreldes puhtas happes
leostamisega (Srichandan et al., 2019). Selliste ainete hulka kuuluvad siderofoorid, sekundaarsete

metaboliitide riihm, mida mikroorganismid ja taimed toodavad, et hdlbustada raua, mis on
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tavaliselt enamikus maismaakeskkondades lahustumatu, omastamist rakkude poolt. Siderofoorid
moodustavad komplekse ka mitmesuguste muude metallidega, sealhulgas Al, Cd, Cu, Ga, In, Pb,
REE, Zr, Mo, Mn, Co ja Zn, samuti U, Np, Th ja Pu (Williamson et al., 2021).

Toostuslikult on kompleksoliilis kasutusel kulla bioleostamisel tstaniidiga. Heterotroofsed
tslanogeennsed bakterid Chromobacterium violaceum, Pseudomonas aeruginosa ja Bacillus
megaterium eritavad statsionaarses kasvufaasis keskkonda tstianiidioone (CN°) ja hiidrotstaniidi
(HCN) sekundaarsete metaboliitidena. Eritatud tstaniid reageerib erinevate metallidega, naiteks
vask, hobe voi kuld, moodustades vees lahustuvaid komplekse (vastavalt [Cu(CN2)], [Ag(CN2)]
vOi [Au(CN2)]) (Pourhossein et al., 2021). Tslianogeensete bakterite puhul véivad tsianiidi
eritamise pohjusteks olla enesekaitse ja ressursside omastamise hdlbustamine. Tslianiid aitab
inhibeerida konkurentsete mikroobide kasvu ja lahustada metalle, muutes need bakteritele

kattesaadavamaks (Rijavec & Lapanje, 2016).

1.3 Filamentsed seened

E-jadtmed, mille pdhimassi moodustavad klaasfiiberkiud, keerukad orgaanilised Uhendid ja
metallid, ei sisalda energiaallikat mikroorganismide kasvuks. Autotroofsed bakterid vajavad oma
ainevahetuseks peamiselt rauda ja vaavlit, mida e-jaatmetes ei leidu piisavalt. Seetéttu on,
hoolimata kasutatava mikroorganismi tlilbist, vajalik valise energiallika lisamine
leostamiskeskkonda, mis vahendab autotroofse rikastamise tasuvust (Isildar et al., 2019).
Heterotroofsed seened kasutavad oma ainevahetuse kdigus energiaallikana orgaanilisi Ghendeid,
eelkdige slsivesikuid, nad suudavad kasvada autotroofsetest bakteritest laiemas pH vahemikus
(1,5-9,8), neil on kiirem leostamiskiirus ja nad toodavad orgaanilisi happeid, mis voimaldavad labi
viia vahemalt teoreetiliselt selektiivset metallide leostamist. Seega on heterotroofsete seente
abistatud bioleostamine sobiv ja efektiivne protsess metallide taaskasutamiseks e-jaatmetest,
pakkudes ka majanduslikke eeliseid (Faraji et al., 2018). Filamentsed seened on levinud nii mere-
kui maismaadkosiisteemides, kus nad esinevad vabalt elavate mikroobide, simbiontide,
kommensaalide ja patogeenidena. Nende levik ja edukus arvatakse pShinevat nende vdimel
eritada erinevaid valke, orgaanilisi happeid ja sekundaarseid metaboliite. Need ained aitavad neil
omastada toitaineid, kasvatada hiiife ja tdita mitmeid spetsiifilisi, 0koniSist s6ltuvaid funktsioone,

sealhulgas peremeesorganismi kudede invasioon, slimbioos, suguline paljunemine voi
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konkurentideks olevate mikroobide térjumine (Cairns et al., 2021). Efektiivne orgaaniliste hapete
tootmine ja sekretsioon teeb neist bioleostamisel kasutatavad organismid, kuna nende poolt
eritatavad metaboliidid vdivad lahustada tahke maatriksi metalle nii atsidoltdtiliselt kui ka
kompleksoltutiliselt (Xia et al., 2018). Orgaaniliste hapete konversioon sahharoosist seenerakus

on toodud joonisel 5.

D-GlcA-6- GIcA  Sidrunh Oksaalhape
Sahharoos=> Fruktoos + Gliikoos = |aktoon ~> T S ]
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Joonis 5. Orgaaniliste hapete konversioon sahharoosist. Kasutatud lihendid: Glu-6-P: Gliikoos-6-
fosfaat; Fru-6-P: Fruktoos-6-fosfaat; Fru-1,6-DIP: Fruktoos-1,6-bisfosfaat; Glyc-3-P: Gliitseraaldehiid-3-
fosfaat; DHAP: Dihlidroksiiatsetoonfosfaat; 1,3-Dip-GlycA: 1,3-Bisfosfogliitseraat; 3-P-GlycA: 3-
Fosfogliitseraat; 2-P-GlycA: 2-Fosfogliitseraat; PEP: Fosfoenoolpiriivaat; OAA: Oksaalatsetaat; Acetyl-
CoA: Atsetlillkoenstim A. Joonis: (Srichandan et al., 2019).

Orgaaniliste hapete tootmine toimub seenerakkude tslitoplasmas ja mitokondrites gliikoosi voi
sahharoosi muundamise kaudu enstimaatiliste reaktsioonide abil. Glikoos v&i sahharoos tuuakse
esmalt tslUtoplasmasse ning muundatakse glikollitsi  kdigus plruvaadiks. Kahest
plruvaadimolekulist (iks dekarboksiiiilitakse mitokondriaalse piruvaadi dehilidrogenaasi

kompleksi poolt atsetiill-CoA-ks, teine karboksiilitakse tsiitosoolis piruvaadi karbokstilaasi
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poolt oksaalatsetaadiks. Tslitoplasmas toodetud oksaalatsetaat transporditakse mitokondrisse
Iabi malaadi ststiku, kus aldoolkondensatsioonil atsetiitil-CoA-ga slinteesitakse sidrunhape, mis
seejarel transporditakse rakust vélja (Srichandan jt, 2019).

Filamentsete seente orgaaniliste hapete tootmist on vdimalik suurendada susinikuallika
kattesaadavuse parandamise ja lammastiku konsentratsiooni vahendamisega s66tmes. A. niger’i
kultuuri hapete eritamine keskkonda on otseses seoses susinikuallikate kattesaadavusega
seenerakkude poolt (Kim et al., 2006; Xue et al., 2021). Ldmmastiku puudujaagi tekkimisel
sootmes hakkavad seenerakud ammooniumi (NHs)* saamiseks lagundama AMP-d
(adenosiinmonofosfaat). AMP on kosubstraat isotsitraadi dehlidreganaasile, mis tsitraaditsiklis
katallitsib isotsitraadist a-ketoglutaraadi moodustamist. Protsessi tulemusel tekib kasutamata

tsitraadi llejaak, mis transporditakse rakust valja (Beopoulos et al., 2011).

1.3.1 Bioleostamise heterogeensus

Bioleostamisprotsessi labiviimiseks filamentsete seentega tuleb tdhelepanu poorata liikide
eriparadele. Eri liigid eritavad keskkonda erinevaid metaboliite ja ka sama liigi tivede vahel vdib
esineda markimisvaarseid erinevusi. A. niger toodab peamiselt sidrunhapet ja gliikoonhapet,
samas kui Penicillium simplicissimum vdib toota suuremaid koguseid oksaalhapet ja piimhapet
(Rosa et al., 2022). Selline erinev orgaaniliste hapete profiil omab tugevat kvalitatiivset ja
kvantitatiivset moju metallide leostamisele. Sidrunhape on seente poolt toodetud hapetest lks
tugevamaid ja on sobilik naiteks vase, raua, nikli, koobaldi ja tsingi leostamiseks. Oksaalhape ja
sidrunhape on olulised ka kompleksoliiisis ligandidena. Kuigi sekreteeritavaid happeid peetakse
pohilisteks toimeaineteks filamentsete seentega bioleostamisel, on oluline markida, et
orgaaniliste hapetega labiviidud bioleostamine on vaiksema efektiivsusega kui mikroorganismide
poolt toodetud samu happeid sisaldava lahusega. See viitab sellele, et eksisteerib ka muid, hetkel
tundmatuid komponente, milledel on kas individuaalne v6i koostoimes sekreteeritud hapetega
koostoimes moju metallide lahustuvusele (Sikander et al., 2022). Filamentsete seentega
bioleostades voivad tulemused sama substraadi peal varieeruda, nditeks A. niger’iga
trikkplaatide bioleostamisel vdib Cu eraldumine lahusesse olla vahemikus 5—100 % ja Ni
eraldumine vahemikus 0—51 % (Faraji et al., 2018; Trivedi & Hait, 2024). Meie piiratud

arusaamine osalevatest mehhanismidest on osaliselt tingitud bioleostamise praktilisest suunast
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— otsitakse “tO0tavat” lahendust ja seda t66d finantseerivad eraettevotted ei ole enamasti
huvitatud pd&hjalikest baasuuringutest. Samas on olnud pikalt teada, et erinevad filamentsete
seente liigid annavad sama materjali bioleostamise puhul vaga erinevaid tulemusi. E-jaatmete
puhul komplitseerib olukorda veelgi eelpool kirjeldatud e-jaatmete heterogeenne koostis, mis
vOib tugevalt erineda eri tllpi jaatmeliikide vahel (tabel 4). Sellest tulenevalt varieerub
bioleostamise efektiivsus e-jadtmete puhul n.6. “kahes suunas”, olles mdjutatud nii e-jaatmete
konkreetse tiibi kui ka rakendatavate mikroorganismide poolt (Adetunji et al., 2023).

Kuigi vaarismetallid on e-jdatmete peamine eesmark, tuleb t66stusesse sobiva bioleostamise
lahenduse viljato6tamisel arvestada ka metallide hilisema eraldusprotsessiga. Kuigi naiteks kulda
on e-jaatmetes markimisvaarsetes kogustes, on tina ja pliid absoluutvaartuses palju rohkem. Kuna
antud metallid on oma omadustelt saranased kullaga, raskendavad nad multikomponentsest
lahustest puhta kulla eraldamist. Seeparast on soovitav kulla spetsiifiline eraldamine ilma kaasuva
plii ja tina leostumisega. BiotaTec OU on vilja tédtanud vaarismetallide eraldusprotsessi (hetkel
patenteerimisel), mille rakendatavust ja toostuslikku mahtu skaleerimist toetaks oluliselt eelnev

baasmetallide, eriti tina ja plii, selektiivne eraldamine.
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Tabel 4. E-jddtmete bioleostamise efektiivsus filamentsete seentega. Tabel: (Adetuniji et al., 2023).

Filamentse Bioleostamise Bioleostamise
seene liik Metalli allikas  efektiivsus (%) tingimused Viide
Substraadi konsentratsioon
. 100% (Zn); 80.39% Faraji et al.
1 ’ . . . ’
A. niger WPCB (Ni); 85.88% (Cu) (0.5-20 g/L); 120 rpm," 2018
toatemperatuur; 30 paeva
. . .. Diaz-
\Zfrl;:;:derma tA;rlJvlflfl laadid 1% (Pd); 10% (Au) frHulfI;Oia?;?cepaeva' ' Martinez et
P P al., 2019
o " : Cu: pH 7.0; 3.3 x 107 .
Penicillium Mobiiltelefoni 500 1. 5900 (Ni)  spoore; suhkur; Ni: pH 2.0; rehadiet
simplicissimum trikkplaadid 6 al., 2019
10°spoore; melass
pH 5.0; substraadi .
Ph h L .
Ch:';eogo‘;::,;e Trikkplaadid 60.96% (Cu) konsentratsioon 2%; 30 °C; zlcl;z%t a.
ys0sp 150 p/min; 14 pieva
100% (Li); 72% (Mn); Bahaloo-
A. niger WLIB? 45% (Ni); 38% (Co); 30 °C; 30 p3eva Horeh et
94% (Cu); 62% (Al) al.,, 2018
Candida Mobiiltelefoni H 4.4; 0.5 g trikkplaate; Diaz-
orthopsilosis trikkplaadid 1% (Cu) 25 é;ie'va. ; P ’ Martinez et
p P P al., 2019
Asperaillus Mobiiltelefoni 42.37%, 32.29%, Substraadi konsentratsioon Patel &
fw’i I. Ztus DS ikl 27.07% (Ni); 62%, 58%, 0.5%; inokulum 1% (v/v);  Lakshmi,
g P 61.8% (Cu) pH 6.0; 40 °C 2021
. . . . Diaz-
Tr/chqqerma Ar)/utl . 1% (Pd); 13% (Au) pl.-.i 5.0; 1 g trikkplaate; 30 Martinez et
atroviride trikkplaadid paeva al. 2019

1WPCB - Kasutatud triikkplaadid (ingl. Waste Pritned Circuit Board)
2WLIB — Kasutatud liitiumioon mobiiltelefoni akud (ingl. Waste Li-ion battery)
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2 UURIMUS

2.1 To60 eesmargid

Kdesoleva t66 eesmarkideks olid:

e Uurida A. niger’i potentsiaali baas- ja raskmetallide selektiivsel bioleostamisel kullarikkast e-
jaatmest.

e Skaleerida antud lahendus 20-liitrise bioreaktori mahtu.

2.2 Materjalid ja metoodika

2.2.1 Substraat

T606s kasutatud e-jadgtmed parinesid Uihe Eestis tegutseva e-jaatmete kogumise ja kaitlemisega
tegutsevast ettevottest. Antud jaatmete materjal parineb peeneks jahvatatud (partiklite
suurusega alla 1 mm) manuaalselt eraldatud kullarikastest osadest, enamasti triikkplaatidest.
Substraati pildistati skaneeriva elektronmikroskoobiga (SEM, ingl. Scanning Electrone
Microscope) Vega Il SBU (Tescan, Brno, TSehhi) sekundaarelektronide detektoriga.
Magnetronpihustuseadmega SC7640 (Quroum Technologies, Sacramento, California) kaeti e-

jaatmete pulber 5 nM kullakihiga parameetritel 1500 V 15mA 7,5 Nm 90nm.

2.2.2 A. niger’i kultiveerimine

Kadesolevas to60s uuriti metallide bioleostamist Aspergillus Nigeri tiivega 3;320, mis parines
Leibnizi instituudi mikroorganismide kollektsioonist DSMZ (Saksamaa). Saabunud kiilmkuivatatud
kultuuri viaali lisati rehidreerimiseks 0,5 mL linnaseekstrakti s66det DSMZ Agar 90
(s66tmekomponendid toodud tabelis 6). Kui méodunud oli 30 min, kanti kultuur katseklaasi 5 mL
linnaseekstrakti s66tmega ja inkubeeriti temperatuuril 25 °C pédrlemissagedusega 180 rom.
Katsetati kahe eri sisinikuallikaga s66tmeid (linnaseekstrakt ja sahharoos) ja jalgiti A. Niger

kultuuri pH muutumist ajas. Antud katse s66tmekomponendid on toodud tabelis 5.
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Tabel 5. A. niger s66tmed siisinikuallikate katses.

S66tme nr Linnaseekstrakt (g) Sahharoos (g) Soja peptoon (g) Agar (g) pH

1 30 0 3 15 5,6
2 0 30 3 15 5,6

Katsetati stsinikuallika ja inokulumi suurendamise ning s66tme algse pH vaartuse tostmise mdju
kultuuri pH muutumisele ajas. Selleks jalgiti sahharoosisd6tme ja optimeeritud sahharoosis66tme

(s66tmekomponendid tabelis 6) pH muutust ajast inokulumidel 0,2% ja 3,5%.

Tabel 6. A. niger’i kultiveerimiseks kasutatud s66tmekomponendid.

S66tmekomponendid DSMZ Agar 90 Sahharoosis6ode Optimeeritud sahharoosisoode

Linnaseekstrakt 30 g/L - -

Soja peptoon 3g/L - -

Agar 15 g/L - -

pH 5,6 4 5,44
Sahharoos - 100 g/L 117 g/L
NaNOs - 1,5g/L 1,5g/L
KH,PO4 - 0,5 g/L 0,5 g/L
MgS0a x 7H,0 - 0,025 g/L 0,025 g/L
KCl - 0,025 g/L 0,025 g/L
Parmiekstrakt - 1,6 g/L 1,6 g/L

E-jadtme bioleostamiskatsete jaoks kasutati optimeeritud sahharoosis66det ning katsete
tingimused on toodud tabelis 7. Esimese katse labiviimiseks eelkasvatati A.niger’i kultuuri

vaikeses mahus (800 mL) ja teise katse jaoks bioreaktoris (20 L).
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Joonis 6. Biotatec 20-liitrised bioreaktorid.

Bioreaktorid (toodud joonisel 6) on valmistatud selgest boorsilikaatklaasist (Simax, Praha, TSehhi),
mis on viga kuumuse- ja kemikaalikindlad ning vastavad rahvusvahelisele CSN 1SO 3585
standardile. Reguleeritava ringluse tagavad pealmised segajad Eurostar 40 (IKA-Werke, Staufen,
Saksamaa) koos segamisjuhikutega Azlon SWN766 (DWK, Mainz, Saksamaa). Bioreaktorid on
isoleeritud kivivillaga, optimaalne temperatuur saavutatakse termostaadiga juhitava 160 W
kiittekaabli abil. 20-liitrised bioreaktorid on varustatud pH-elektroodi ja saatjaga Liquiline CM442
(Endress Hauser, Reinach, Sveits) ning temperatuurianduritega (Amphenol, Wallingford, USA),

samuti on olemas valikuline gaasikollektor kdrvalproduktide tekkemaara jalgimiseks
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Tabel 7. A. niger’i kultiveerimistingimused ldbiviidud bioleostamiskatsetes.

Katse Soéode Katsetingimused
Aeg T rom Inokulum Taiendavad tingimused
1 Sahharoos: 117 g/L 11 pdeva 25°C 180 3,50% S66tme ruumala 800 mL

NaNOs: 1,5 g/L
KH,PO4: 0,5 g/l_
MgS04 x 7H,0: 0,025 g/L

KCI: 0,025 g/L
Parmiekstrakt: 1,6 g/L
pH: 5,44
2 Sahharoos: 117 g/L 11 pdeva 25°C 180 (paev 1-3) 3% S66tme ruumala 10 L
NaNOs: 1,5 g/L 230 (paev 3-4) 20-liitrises bioreaktor, 5273
KH,P0,4: 0,5 g/L 275 (paev 4-11) mL/min aeratsioon, lahustunud
MgS0O4 x 7H,0: 0,025 g/L O: ja pH jalgimine
KCl: 0,025 g/L

Parmiekstrakt: 1,6 g/L
pH: 5,44




2.2.3 Substraadi eeltd6tlus

Kadesolevas uuringus toodeldi e-jaatmete pulbrit naatriumhidroksiidiga enne metallide
leostamist. E-jaatmete pulbrile lisati 0,1 M NaOH lahust vahekorras 1:10 mass/ruumala suhtes,
ning saadud suspensiooni eeltdddeldi borosilikaadist keeduklaasis, segades neli tundi
toatemperatuuril poorlemissagedusega 200 rpm. Seejarel pesti materjali korduvalt veega, et

eemaldada residuaalne NaOH.

2.2.4 Substraadi metallsisalduse maaramine

E-jadtmetest metallide eraldamiseks t66deldi substraati reaktsioonil happelahusega kuningvesi
(Id. aqua regia). Substraat segati 35% soolhappe (HCl) ja 65% lammastikhappe (HNO3) lahusega
(hapete ruumalade suhte 3:1 ) ning hoiti &livannil temperatuuril 115 °C 1h. Seejarel filtreeriti
saadud lahus labi p3 (16 — 40 um) klaasfiltri ja lahjendati deioniseeritud veega. Metallisisaldus
maarati ICP-MS (Agilent 7500, California) meetodil.

ICP-MS on analidtilise keemia meetod, mis pdhineb induktiivselt ihendatud plasma kui ioonide
tootmise (ioniseerimise) meetodi iUhendamisel massispektromeetriaga kui ioonide eraldamise ja
tuvastamise meetodiga. ICP-MS vdimaldab tuvastada metalle ja mittemetalle kontsentratsioonis
osakest triljoni kohta (ingl. parts per trillion, ppt) ning maarata kontsentratsioonis osakest miljoni
kohta (ingl. parts per million, ppm). ICP-MS on sobilik meetod metallide sisalduse maaramiseks
proovides, vdimaldades suure tapsusega ja tundlikkusega anallilisi ning isotoopide eristamist
(Thomas, 2003). ICP-MS seadme pShikomponendid on skemaatiliselt valja toodud joonisel 7.
ICP-MS on vorreldes teiste anallilisimeetoditega eelistatud mitmeelemendilisuse poolest, mis
lihendab anallilisiaega. Lisaks vajavad proovid vahe ettevalmistamist (Wilschefski & Baxter,

2019).



Dutsikoonus

Plasmapdleti
Peristaltiline pump

\Pihustuskamber

Proovivétukoonus

Detektor Procv

Turbopumbad

Joonis 7. ICP-MS seadme pohikomponendid. Proov on uuritav katselahus. Peristaltiline pump tagab
sOltumata viskoossusest erinevate proovide pideva voolu vedeliku ja gaasi edasitGukamisel
nebulisaatorisse jark-jargult rullikute poolt kokkusurutavas voolikus. Nebulisaator pihustab proovi lahuse
vaikesteks piiskadeks ehk aerosooliks. Plasmapdleti ioniseerib osakesed selekteeritud piiskades.
Pihustuskamber tagab ioonide efektiivse, plsiva ja laengut mittemuutva liikkumise. Proovivotu- ja
diiiisikoonus lasevad plasma ioonid massispektromeetri vaakumkambrisse. loonlddtsed fokuseerivad
ioonide voogu ja kérvaldavad segavad osakesed. Massianaliisaator koosneb neljast sama pikkuse ja
labimooduga silindrilisest voi hiiperboolse ristldikega roostevabast terasest vardast, mis rakendavad
optimaalset alalis- ja vahelduvpinget, lastes ldbi ainult teatud massi-laengu suhtega osakesed, llejaanud
osakesed juhitakse korvale. Detektor vGimaldab elektroodile langenud ioonide registreerimist.
Turbopumbad loovad vaakumi massispektromeetri kambris ioonide liikumiseks. Joonis: (Mazarakioti et
al., 2022).

Proovi, mis tavaliselt peab olema vedelal kujul, pumbatakse tavaliselt peristaltilise pumba abil 1
mL/min kiirusega nebulisaatorisse, kus see muundatakse peeneks aerosooliks argooniga umbes
1 L/min voolukiiruse juures. Aerosooli peened piisad, mis moodustavad ainult 1-2% proovist,
eraldatakse suurematest piiskadest pihustikambri abil. Seejarel valjub peen aerosool
pihustikambri vdljundtorust ja transporditakse proovisistla abil plasmapdletisse.

Plasmast tekkinud positiivselt laetud ioonid suunatakse massispektromeetri poole |abi
liideseregiooni, mida hoitakse mehaanilise raskuspumba abil vaakumis 1-2 Torri juures. Liides
koosneb kahest gaasivoolu pidurdavast ahenevast metallist koonusest (tavaliselt niklist), mida
nimetatakse proovivotu- ja diitisikoonuseks, millel on mélemal vaike ava (0,6-1,2 mm) ioonide
padsemiseks ioonlaatsedeni.

loonldatsede vaakumkambri toévaakumit (1073 Torr) hoitakse turbopumba abil. loonoldatsede

disain voib olla erinev, kuid nende (ilesanne on sama: elektrostaatiliselt fokusseerida ioonikiir
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massilahutusseadmesse, samal ajal takistades footonitel, osakestel ja neutraalsetel liikidel
joudmist detektorini.

loonikiir, mis sisaldab kdiki anallilite ja maatriksioone, valjub ioonoptikast ning liigub niaid
massispektromeetri siidamesse - massilahutusseadmesse, mille tédvaakumit (10 Torr) hoitakse
teise turbomolekulaarpumba abil.

Viimane protsess on ioonide detektoris elektriliseks signaaliks muundamine. Elektronkordistis
langevad detektori elektroodile laetud osakesed, mida on vodimalik kasutada ioonide
tuvastamiseks. Enamik kasutatavaid tuvastussiisteeme suudab hallata kuni kaheksat jarku
diinaamilist ulatust, mis tahendab, et neid saab kasutada proovide anallilisimiseks ppt tasemelt

kuni mdnesaja ppm tasemeni (Thomas, 2004).

2.2.5 Mikrotsentrifuugi tuubide pesemine

Proovide keemilise stabiilsuse saavutamiseks lahjendati proovid eeltdotluse kaigus ~3,14%
lammastikhappes ning sailitati eelnevalt lammastikhappes leostatud mikrotsentrifuugi tuubides.
Tuubid loputati deioniseerutud veega 5L anumates, seejarel valati anum tais 2% HNO3 lahust ja

lasti seista. 24h mdddudes valati lahus vilja ja loputati tuube 3 korda deioniseeritud veega.

2.2.6 E-jadtmete bioleostamine

Viidi labi 3 katseseeriat A. niger’i liksiviandiga e-jadatmete bioleostamiseks. Iga liksiviandiga katsel
oli paraleelne negatiivne kontroll, kus liksiviant oli asendatud kultuuri kasvatamise jaoks
kasutatud sO6tmega. Bioleostamiskatsete tingimused on toodud tabelis 8. Bioleostamise
efektiivuse maaramiseks voeti 2% HNO3 lahusega pestud mikrotsentrifuugi tuubidesse iga paev
100 mL proovi. Proovides lahustunud metallide sisaldust analiiisiti ICP-MS meetodil (peatlikk

2.2.4).

32



Tabel 8. Labiviidud bioleostamiskatsed

Katsevedeliku

Katse Substraat Ruumala Liksiviant Katsetingimused
Aeg T rpm Proovivotmine
1% Eeltootlemata e-jaatmed . . . 5 min
1 1% 4h eeltddeldud e- 100 mL Filtreeritud A. niger 12 25 180 1,2,3,4,6,8, 10,12
e liksiviant paeva C i
jaatmed pdeva
2% Eeltdotlemata e-jadtmed . . . 5 min
2 2%4h eeltoodeldud e- 100 mL Filtreeritud A. niger 12 25180 1,2,3,4,6,8,10, 12
liksiviant paeva C

jaatmed

padeva




2.2.7 Bioleostamisproovide metallisisalduse maaramine

Bioleostamiskatsetest voetud proovid tsentrifuugiti 12 000 rom 7 min ja 250 pl supernatanti
segati tulemuste sailimiseks 25 pm 34,5% HNOs eelnevalt 2% HNOs pestud mikrotsentrifuugi
tuubidesse. Bioleostamiskatse proovide metallisisaldus maarati ICP-MS meetodil. Proovid
lahjendati 100 kordselt 2% HNO3s lahusega. Leostunud metallide hulga (Li) arvutamiseks voeti
arvesse katse substraadi mass (M), proovi ruumala (V) ja metalli konsentratsioon lahuses (C1).
Leostamisefektiivsuse arvutamiseks jagati saadud tulemus substraadi konkreetse metalli
konsentratsiooniga (Co) (substraadi metallisisalduse maaramine peatiikis 2.2.4) ja korrutati saja
protsendiga.

Leostunud metallide arvutamise valemid on toodud joonistel 8.

C,*xV

M
Joonis 8. Leostunud metallide hulga arvutamise valem. Joonisel kasutatud Liihendid: L;: leostunud
metallide hulk; M: mass; V: proovi ruumala; Ci: metalli konsentratsioon lahuses. Joonis: (Marra et al.,

2018).

Statistilise anallitisi kdigus arvutati katseseeriate paralleelsete korduste aritmeetilise keskmise
standardhédlve. Tulemuste visualiseerimisel sai joonistele veapiiridega naidatud metallide

leostumise standardhélve.



2.3 Tulemused

2.3.1 E-jadtmete metallisisaldus ja eelt6otlus.

Katsetes kasutati kahte eri tllpi e-jadatmeid n.6. originaalset materjali kui ka eelt6odeldud
materjali (peatlikk 2.2.3). Eeltootluse eesmargiks oli eemaldada epoksiid- ja keemiline kate e-
jaatmete partiklitelt, inkubeerides materjali 4h jooksul 0,1M NaOH-ga. Seejarel pesti materjali
korduvalt veega, et eemaldada residuaalne NaOH. Substraati toodeldi aqua regia happelahusega
(35% HCI ja 65% HNO3s) nagu kirjeldatud peatlikis 2.2.4. ICP-MS meetodil maarati mélemas

materijalis sisalduvate metallide konsentratsioonid (toodud tabelis 9).

Tabel 9. E-jaatmete metallisisaldus
Element Cr Co Ni Cu Zn Ag Sn Au Pb

Eeltootlemata

e-jdatmed (n=11)

(mg/kg)t 250 639 3792 12891 5941 486 18543 701 21131
* (mg/kg)? 23 705 679 1396 606 218 2171 110 2287

Eelt6odeldud e-jdgatmed

(n=11)
(mg/kg) 241 419 3511 12446 5730 530 17478 743 20606
+ (mg/kg) 32 46 331 1233 530 208 1746 60 1589

1Uuritavate e-jdatmete keskmine metallisisaldus (n=11)
2Uuritavate e-jagtmete keskmise metallisisalduse standardhalve (n=11)
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2.3.2 A. niger’i kultuuri pH muutused s66tmetel ja inokulumidel

Kadesolevas toos kasutati A. niger’i tlive 3;320, saabunud kilmkuivatud kultuur aktiveeriti
linnaseekstratki s66tmel (s66tmekomponendid toodud peatikis 2.2.2). Et selgitada valja
optimaalsed tingimused orgaaniliste hapete tootmise jaoks, monitooriti pH muutuseid kahel
enamlevinud A. niger’i s66tmel: linnaseekstrakt- ja sahharoossoétmel (s66tmekomponendid

toodud peatiikis 2.2.2). Kultuuride pH muutus ajas on toodud joonisel 9.

A. niger kultuuride pH muutus
5,5

4,5

3,5

pH
w

2,5

1,5

0,5|||||||||||||||||||||||||||||||||||
0 1 2 3 4 5 6 7

Aeg (paeva)
Linnaseekstrakt Sahharoos

Joonis 9. A. niger’i kultiveerimine linnaseekstrakti ja sahharooss66tmel pH muutus ajas

Antud katses selgus, et A. niger’i kultuuri pH langes 7 padeva jooksul linnaseekstrakti sootmel
madalamale, kui sahharoosi s66tmel. Siiski on kirjanduse andmetel sahharoosis6dde sobilikum
substraat orgaaniliste hapete tootmiseks A. niger'i poolt (Ashour, 2019). pH vaartus
linnaseekstraktiga so6tmes on A. niger’l pH tolerantsipiiril, mis vdib mdjuda negatiivselt A. niger’i
elumusele ja seeldbi kahjustada metallide leostumise efektiivsust. Katsete jatkamiseks oli
seepdrast sobilikum sahharoosso6de. Samuti on GR (Guaranteed Reagent) puhtustasemega
sahharoos (59,7€/kg) odavam kui linnaseekstrakt (294€/kg) (Fisher Scientific, 2024), ning on
seega kooskdlas BiotaTec OU eesmirkidega arendada vilja tddstuslikul skaalal bioleostamine.

A. niger’i orgaaniliste hapete tootlikust saab suurendada, tostes slsinikuallika konsentratsiooni

ja vahendades lammastiku konsentratsiooni s6otmes. Seetdttu viidi orgaaniliste hapete



tootlikuse suurendamiseks labi suurendatud sisinikuallika konsentratsiooniga s66tme katse.

Testiti ka inokulumi suurendamise mdju pH muutusele ajas. Tulemused toodud joonisel 10.

A. niger kultuuride pH muutus

55
5,0
4,5
4,0
3,5
3,0

2,5

2,0

1’5 L bbb by b b b b b b b bbbl

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Aeg (pdeva)

o

Optimiseeritud sahharoosiso6de 3% inokulum
Sahharoosis66de 3% inokulum

Optimiseeritud sahharoosisoode 0,2% inokulum
Sahharoosisodde 0,2% inokulum

Joonis 10. A. niger kultuuride pH muutus.
Kollase joonega toodud sahharoosiséode sisaldas sahharoosi 117g/L inokulumiga 3%; halli joonega

sahharoosisodde sisaldas sahharoosi 117g/L inokulumiga 0,2%; oranZi joonega toodud sahharoosisé6de
sisaldas sahharoosi 100 g/L 3% inokulumiga; sinise joonega toodud sahharoosisééde sisaldas sahharoosi

100 g/L 0,2% inokulumiga.
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2.3.3 Metallide leostamine A. niger’i vdikeses (800 mL) mahus kasvatatud kultuuriga
Katses eelkasvatati A. niger’i kultuuri sahharoosis66tmel (peatiikk 2.2.2). 10 pdeva péarast eraldati

sootmest klaasfiltriga p3 rakud (joonis 11). Bioleostamiskatses kasutati rakuvaba liksivianti.

Joonis 11. A. niger’i kultuuri filtreerimine klaasfiltriga.

Tulemusi analtsiti ICP-MS meetodil. Metallide leostumise efektiivsus (arvutused peatikk 2.2.7)
on toodud joonisel 12. Enim leostunud metallideks olid eelto6tlemata e-jaatmetest Cu (82%), Co
(54%) ja Pb (45%), eeltoodeldud e-jaatmetel leostusid enim Cu (66%), PB (39%) ja Co (25%).
Eelto6tlemata substraadil leostus Zn 35%, Ni 26%, eeltoodeldul Zn 25% ja Ni 17%. Sn leostumine
oli mélemal substraadil madal, eeltd6tlemata 13% ja eeltoodeldud 8%. Au ei leostunud kummaski

substraadis, eelt6ddeldud substraadis leostus Ag 10% ja eeltootlemata substraadis 4%.
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Joonis 12. Vaarismetallide bioleostamise efektiivus e-jaatmetest. Veapiiridega niidatud metallide
leostumise standardhalve (n=3)

2.3.4 Metallide leostamine A. niger’i 20-liitrises bioreaktoris kasvatatud kultuuriga

Katse labiviimiseks eelkasvatati A. niger kultuuri 20-liitrises bioreaktoris (joonis 14). Selleks viidi
labi jargmised ettevalmistavad sammud. Eelnevas peatiikis 2.2.2 kirjeldatud reaktor puhastati
kdigepealt 70% etanooliga. Seejarel Uhendati juhtmoodul, mis mdddab reaktoris pH-d ja
temperatuuri ning edastab andmed USB-iUhenduse kaudu arvutisse, kus neid kuvatakse ja
salvestatakse programmiga Megunolink (konstrueeritud insener Kalju Vanatalu poolt).
Juhtmoodul reguleerib ka bioreaktori temperatuuri kiitteelemendi kaudu vastavalt etteantud
vadrtustele. Bioreaktorisse paigaldatud pH ja temperatuuriandur Ghendati juhtmooduliga (joonis
13) ning seadistati Megunolink. Integreeritud programmeerimiskeskkonnas Arduino
programmeeriti juhtmooduli mikrokontroller pH anduri kalibreerimiseks, bioreaktori

temperatuuri reguleerimiseks ja andmepunktide kogumiseks.
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Joonis 13. Bioreaktori juhtmoodul.
1—juhtmoodulit arvutiga Uhendav COM kaabli port, 2—pH anduri signaali sagedus pH meetri
kalibreerimiseks.

KA EUROSTAR 40
itz

4 » L
on Uhendatud pH andur (1),

¢ 5

.

Joonis 14. Tooévalmis BiotaTec 20-liitrine bioreaktor. Bioreaktoriga

proovivétutoru (2), temperatuuriandur (3), aeratsiooni ava (4), aeraator (5), segaja (6), jahuti (7).

Seejarel lisati bioreaktorisse 9700 mL sahharoosi s6ddet ja 300 mL A. niger kultuuri. Kultuuri

kasvatati 11 pdeva ja iga 24h moddudes moddeti lahustunud hapniku (O2) hulka mg/L kultuuri
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elutegevuse jalgimiseks. Joonisel 15 toodud kultuuri

konsentratsioon.

A. niger kultuuri pH muutus

5,50 6,00
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4,50 ED :
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g 200 |
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¥ 1 [
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pH muutus ajas ja lahustunud O
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Aeg (pdeva)
A. niger liksiviant

9 10 11

Joonis 15. A. niger kultuuri pH ja lahustunud Oz muutus bioreaktoris. Lahustunud O, niitab A.
niger’i kultuuri elutegevuse muutusi labi hapniku tarbimise ja saadavuse s66tmes. O, langusele reageeriti
bioreaktori segaja kiiruse tGstmisega pdevadel 2, 3 ja 4, mis pOhjustades paremat O lahustuvust ja
valjendub graafikul lahustunud O; konsentratsiooni tdusuga. Segaja kiiruse tGstmine oli vajalik, sest jarsult
suurenenud tihedusega A. niger’i biomass takistas hapniku Ghtlast jaotumist reaktoris.

Joonis 16. A. niger kultuur bioreaktoris 11. paeval.
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11 paeva jarel oli kultuuris tihedalt A. niger’i sfaarilisi kolooniaid (joonis 16), mis eraldati s66tmest
filtreerimisega labi klaasfiltri. See oli vajalik, sest kultuuri tihedus oli vdaga suur, mis oleks
potentsiaalselt hakanud segama metallide leostumist,nii hairides Uhtlase e-jaatmete
suspensiooni tekkimist kui ka orgaaniliste hapete lagunemise téttu rakkude litGsumise tagajarjel.
Bioleostamiskatsed viidi labi kolbides ning katsevedeliku mahuks oli 100 mL (peatlikk 2.2.6).
Tulemusi analisiti ICP-MS meetodil ja on toodud joonisel 17. Eelmise katsega vorreldes oli katse
[6puks tdusnud Sn, Pb, Cu, Co, Zn ja Ni leostumise efektiivsus mdlema substraadiga. Naiteks Sn
leostumine kasvas mdlema substraadiga 50% peale (eelmises katses eelt6otlemata substraadil
13% ja eeltoddeldud substraadil 8%). Pb leostus vastavalt 66% ja 63% eeltoddeldud ja
eeltdéotlemata substraadil. Eeltéotlemata e-jaatmetel leostus Cu 85%, Co 82%, eeltéddeldud e-

jaatmetel oli Cu 98% ja Co 94%. Au leostumine endisel 0% ja Ag alla 4%.
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100% jaatmetest 100% jadtmetest
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80% 80%
70% 70% ——F = T T - _66%
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oo . '|' T T T ¥ SOZA) oo
50% A T } T 50% 50%
40% 40%
30% 30%
20% 20%
10% 10%
0% I [ T N NN N TN I TN NN NN NN TN A TN NN SR NN T SN SN NN SR N | O% | I N N [N TN [N TN N TN [N TN N TR N T N N S N N N . |
0 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 01 2 3 456 7 8 9 10 11 12 13
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Eeltootlemata 4h eeltoodeldud Eeltootlemata 4h eeltoodeldud
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Joonis 17. Metallide bioleostumise efektiivsus e-jaatmetest. Veapiiridega niidatud metallide

leostumise standardhélve (n=5)
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2.3.5 E-jadatmete elektronmikroskoopia enne ja parast bioleostamist
E-jdatmete partiklite suuruse iseloomustamiseks viidi labi SEM fotograafia bioleostamata
substraadil. Substraadi osakeste keskmine paksus on 9 um (maaratud programmiga imagel

1.54i), Pulber sisaldab Uksikuid suuremaid (~600 um pikkuseid) fiibreid. Pildid 150x ja 750x

suurendusega toodud joonisel 18.

: SRR = X v ri =
SEM HV: 10.00 kV WD: 19.22 mm SEM HV: 10.00 kV/ 1 19.22 mm
View field: 2.53 mm Det: SE 500 ym View field: 5056 um  Det: SE 100 um

Joonis 18. SEM pilt substraadist. Pilt A on tehtud 150x ja pilt B 750x suurendusega. Kasutatud liihendid:
SEM HV: skaneeriva elektronmikroskoobi kdrgepinge; WD: todkaugus (objektiivi kaugus pinnast); View
field: vaatevilja laius; Det:SE: sekundaarelektronide detektor.

Voéimalike substraadi muutuste jalgimiseks viidi [abi SEM fotograafia enne ja parast bioleostamist
peatiikis 2.2.1 kirjeldatud meetodil. Piltidelt on ndha, et eeltodtlemata ja eelt6ddeldud e-
jaatmete vahel ei ole margatavaid erinevusi. Bioleostatud substraadid on muutunud poorsemaks,

mis viitab metallide eraldumisele partiklitelt. Pildid toodud joonisel 19.
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Joonis 19. SEM pildid 6000x suurendus substraadist enne ja parast bioleostamist. Kasutatud
lihendid: SEM HV: skaneeriva elektronmikroskoobi k&rgepinge; WD: todkaugus (objektiivi kaugus
pinnast); View field: vaatevilja laius; Det:SE: sekundaarelektronide detektor.



2.4  Arutelu

Kdesoleva t00 eesmargiks oli testida filamentse seene A. niger'i baas- ja vadrismetallide
bioleostamise efektiivsust kullarikka e-jddatmete fraktsioonil. BiotaTec’i firmas on viélja tootatud
kulla ja teiste vaarismetallide eraldamise meetod, kuid selleks, et saada hilisemaks metallide
puhastamiseks vdimalikult ,puhas” lahus ilma segavate baasmetallideta (eriti tina ja pliita), on
vajalik nende eelnev eraldamine. Testimiseks, kas seda on véimalik teostada A. niger’iga, mis on
tuntud kui efektiivne orgaaniliste hapete sekreteerija, analtsiti pH muutust erinevatel sd6detel
ja metallide leostamist nii vdikeses mahus, samuti defineeriti tingimused, kuidas antud organismi
kultuuri ette valmistada suures mahus.

Esialgsete katsete juures selgus, et antud tlivi on véimeline langetama lahuse pH vaartuse 2-ni
kuue paevaga ning kasvama sahharoossé6tmel. Hilisemas katses selgus, et A. niger’i kultuuri pH
langes 7 paeva jooksul linnaseekstrakti s66tmel madalamale (pH 1,5) kui sahharoosi s66tmel.
Siiski peetakse kirjanduse andmetel sahharoosisoédet sobilikumaks substraadiks orgaaniliste
hapete tootmiseks A. niger'i poolt (Ashour, 2019). Pealegi oli pH vaartus linnaseekstraktiga
lahedane A. niger’l pH tolerantsipiirile, mis voib mdjutada negatiivselt metallide leostumise
efektiivsust tdanu negatiivsele efektile A. niger’i elulemusele pikemate inkubatsiooniperioodide
jooksul. Sahharooss66de on sobilikum ka seetdttu, et GR (Guaranteed Reagent) puhtustasemega
sahharoos on (GR) linnaseekstraktist odavam ja on seega kooskdlas BiotaTec OU eesmirkidega
arendada valja toostuslikul skaalal bioleostamine. Pealegi on vdimalik sahharoosi asendada ka
mone suhkrurikka kultuurtaime nagu naiteks suhkruroo kasvatamise jaakidega, millede hinnad
on palju odavamad puhastest sahhariididest (Nili et al., 2022).

Bioleostamise efektiivsuse tdstmiseks katsetati sahharoosi konsetratsiooni tdstmist ja inokulumi
suurendamist, et suurendada orgaaniliste hapete, eriti sidrunhappe, sekretsiooni A. niger’i poolt.
Tosteti ka s66tme algset pH-d, et vahendada tulevikus to6stusliku bioleostamise majanduslikke
kulusi kemikaalidele. Labiviidud katses ei olnud moju kultuuri pH muutusele piisav
kaugeleulatuvate jarelduste tegemiseks, kill aga kiirendas suurem inokulumi kogus lahuse pH
langemise kiirust. S66tme korgem algne pH (pH 4 asemel pH 5,44) osutus saastlikuks valikuks,
sest neljandaks paevaks olid kdik kultuurid olenemata s66tmest jdudnud pH vaartuse 3,5-ni.
Esimeses e-jadtmete leostamiskatses eraldus lahusesse to6tlemata substraadist 12 pdevaga 13%

ja 4h toodeldust 8% tina (Sn). Pb leostus 45 % ja 39% vastavalt eelt6otlemata ja eeltéodeldud e-
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jadatmetest. Lisaks leostus vastavalt 82% ja 66% vaske, 54% ja 25% Co. Antud tulemused néitasid,
et kasutatud A. niger’i tivel on potentsiaali raskmetallide ja baasmetallide eraldamiseks e-
jaatmeteks, millele jargneks BiotaTec tehnoloogiaga vaarismetallide eraldamine. Eelto6deldud
substraadist eraldus esimese katse kaigus vahem metalle kui eelt66tlemata substraadist, kuigi
vahe oli marginaalne (8%).

Jargmiseks etapiks oli katse skaleerimine 20-liitrisesse bioreaktorisse, et alustada tingimuste
optimeerimisega suuremas mahus kultiveerimiseks. Substraadi konsentratsioon katses tosteti
2%-le, et uurida suurema hulga e-romu vaarindamise efektiivust. Aja ja energia sadstmiseks on
oluline rikastada korraga maksimaalses koguses e-jaatmeid ehk suurendada e-jaatmete kogust
maksimaalse voimaliku piirini. Analllsidest selgus, et teises katses eraldus eeltdédtlemata
substraadiga katse IGpuks (12. pdevaks) 85% Cu ja eeltoodeldud substraadist 98% Cu.
Eeltoodeldud substraadist eraldus 50% Sn ja 66% Pb. Nende tulemuste pdhjal saab 6elda, et e-
jaatmete bioleostamisel A.niger’i liksiviandiga leostus hasti baasmetalle ja Pb, tina leostumine oli
ootuste piiril, mis tdhendab et antud meetod vdib sobida Sn leostamiseks, aga vajab veel uurimist.
Vaadrismetallid lahusesse ei eraldunud, mis on kooskdlas antud katses pustitatud eesmarkiga
kombineerida BiotaTeci kulla leostamise metoodikat baasmetallide eraldamise etapiga. Lisaks
vahendab Sn ja Pb leostumine substraadi toksilist mdju mikroorganismidele jargmistes etappides.
Molemad katsed naitasid, et leostuvad metallid eralduvad lahusesse 24h-48h jooksul ja parast
seda enam eraldumise madarad markimisvaarselt ei tduse. See tahendab, et A. niger’iga labiviidud
bioleostamine on kiire protsess, mis loob vdimaluse suuremahuliste segatud bioreaktoritega
(alates 100. liitrist) e-jaatmete bioleostamiseks, mis vahendab kulusid ja vGimaldab leostada
rohkem substraati [ihema aja jooksul.

E-jadtmete eelt6otlemine 0,1M NaOH lahusega eraldab materjali osakesed epoksiid- ja
keemilisest kattest. Vorreldes eeltéotlemata ja 0,1M NaOH-ga eelt6ddeldud e-jaatmete
leostamistulemusi tehtud katsetes, eraldus eeltd6deldud substraadist esimeses katses keskmiselt
9% vdahem metalle ja teises katses keskmiselt 4% rohkem. Leostumise kiiruses markimisvaarsed
erinevused puudusid. Eelt66tluse marginaalne moju bioleostamisele voib olla pdhjustatud katses
kasutatud e-jadtme vaikese terade labimdodu tottu. Eeltédtlus omab efekti, kui naiteks
trikkplaadi epoksiidkatte tGttu ei padse mikroorganismide happed ja metaboliidid kontakti

metallidega (Moyo et al.,, 2020). Seda kinnitavad ka SEM pildil, kus pole maérgata vahet
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eeltodtlemata ja eeltoddeldud substraadi vahel. Seega ei ole A. niger’iga bioleostamine oluliselt
mojutatud NaOH eeltdotlusest, mistéttu on seda vdimalik rakendada peenestatud (<1mm) e-
jaatmele ilma kulutusteta eetootlusele.

Selleks, et e-jaatmete bioleostamine saaks todstuslikult rakendatavaks lahenduseks, on vaja
tletada veel mdned hetkel eksisteerivad probleemid. Uheks nendeks on varem viidatud e-
jaatmete bioleostamise suur heterogeensus — liks ja seesama organism v@ib anda vaga erinevaid
tulemusi eri tllpi e-jadtmete leostamisel (Faraji et al., 2018; Trivedi & Hait, 2024). Veelgi enam,
sarnased organismid, mis on tuntud kui orgaaniliste hapete sekreteerijatena, vdivad leostada
metalle Ghe ja sama e-jaatme puhul erineva efektiivsusega. Nende probleemide lahendamise on
vaja detailselt kirjeldada sekreteeritava hapete koostist kui ka vdimalikku valgulist sekretoomi
ning anallilisida nende koostoimet. Antud t66 on selle laiaulatuslikuma projekti esimene etapp,
milles on defineerinud A. niger'i metallide leostamise profiil ja efektiivsus, voimaldades tema

funktsiooni tapsemat kirjeldust, mis on plaanis ette votta edaspidi.
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KOKKUVOTE

Too esimene eesmark oli uurida A. niger’i potentsiaali baas- ja raskmetallide eraldamiseks e-
jaatmetest. Leibnizi instituudi DSMZ mikroorganismide kollektsioonist tellitud A. niger’i tiivi 3;320
(DSM 2466) vastas esialgsetele ootustele, kui kultuuri pH muutus ajas kinnitas tlive véimet
sekreteerida orgaanilisi happeid.

Antud tlvi on suuteline elama ja happeid tootma sahharoosis6otmel, mis on linnaseekstraktist
odavam sisinikuallikas ja sobib BiotaTec’i eesmargiga luua t6ostuslikul skaalal toostuslikke
bioleostamistehnoloogiaid. ICP-MS meetodil mdddetud esimesed bioleostamiskatse tulemused
nditasid, et antud kultuuriga on leostamistingimuste optimeerimisel voimalik leostada baas- ja
raskmetalle, jarelduste tegemiseks oli vajalik katset korrata suuremal mahul.

Teises, 20-liitrises bioreaktoris eelkasvatatud A. nigeri kultuuriga katses saavutatud
eeltootlemata substraadi Sn (50%), Pb (63%), Cu (85%), Co (82%), Zn (35%) ja Ni (28%)
bioleostamise efektiivsus oli piisavalt hea et kinnitada antud meetodi potentsiaali suuremahuliste
bioreaktoritega (alates 100-liitrises) baas- ja raskmetallide bioleostamise labiviimiseks. Lisaks oli
Au ja Ag leostumine mdlemal katsel peaaegu olematu, mis Uihtib Biotatec’i eesmargiga tdiendada
arendatud kulla leostamise tehnoloogiat eelneva baasmetallide eraldamisega substraadist.
Hinnati ka 0,1M NaOH lahusega eeltootluse mdju e-jaatmete metallisisaldusele ja bioleostamise
efektiivsusele. Selgus, et antud peenestusega e-jdatmete puhul ei mdjuta NaOH eelt6otlus
metallide sisaldust ja bioleostamist markimisvaarsel maaral, ning A.niger’'iga bioleostamist saab
teostada vahem kulukate eelt6otlemata e-jdatmetega. Katses, kus tdsteti substraadi
konsentratsiooni 1%-It 2%-le, tGusis bioleostamise efektiivus, mis loob vdimaluse korraga
suurema hulga e-jaatmete toolemiseks. Siiski vOis tulemus olla mojutatud mitmetest

parameetritest ja vajab edasisi uuringuid.
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SUMMARY

Due to increased consumption and rapid technological development, electronic and electrical
equipment waste has become a rapidly growing type of waste. Every year, over 50 million tons of
e-waste are produced worldwide, with only 20% being properly handled and recycled. One reason
for this is the lack of a suitable recycling process that can compete with conventional
pyrometallurgy. The desired technology should be economically viable for e-waste recycling and
emit fewer greenhouse gases. Current industrial e-waste recyclers focus on extracting gold and
copper, leaving most valuable metals, including base metals and rare earth elements,
unrecovered. Additionally, pyrometallurgical methods fail to extract toxic metals, which can cause
pollution and health risks when released into the environment. A potential solution could be
bioleaching with microorganisms, which might also address the selectivity issues of conventional
metal extraction methods.

The first goal of the work was to investigate the potential of using A. niger for the extraction of
base and heavy metals from e-waste. The A. niger strain 3;320 (DSM 2466), ordered from the
Leibniz Institute DSMZ collection of microorganisms, met the initial expectations, as the change
in culture pH over time confirmed the strain's ability to secrete acids. This strain is capable of
surviving and producing acids on a sucrose medium, which is a cheaper carbon source than malt
extract, and aligns with BiotaTec's goal of creating large-scale industrial bioleaching technologies.
By monitoring pH changes, the sucrose concentration in the standard sucrose medium (100 g/L)
was adjusted to 117 g/L to provide an excess of carbon for organic acid production by the A. niger
culture. Increasing the inoculum size accelerated the rate of pH decrease in the culture. A higher
initial pH of the medium (pH 5.44 instead of pH 4) proved to be a cost-effective choice, as by the
fourth day, all cultures had reached a pH value of 3.5 regardless of the medium. The initial
bioleaching test results measured by ICP-MS showed, that it is possible to leach base and heavy
metals with this culture, but further testing on a larger scale was necessary to draw conclusions.
In the second test (20 litre bioreactor with pre-grown A. niger culture), the leaching efficiency of
the untreated substrate for Sn (50%), Pb (63%), Cu (85%), Co (82%), Zn (35%), and Ni (28%) was
sufficiently high to confirm the potential of this method for bioleaching base and heavy metals
with larger bioreactors (starting from 100 L). Additionally, the leaching of Au and Ag was almost

negligible in both tests, which aligns with BiotaTec's goal to complement the developed gold
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leaching technology by first removing base metals from the substrate. The effect of 0.1M NaOH
pretreatment on the metal content and bioleaching efficiency of e-waste was evaluated. It was
found, that this finely ground e-waste was not significantly affected by NaOH pretreatment in
terms of metal content and bioleaching, indicating that bioleaching with A. niger can be
performed with less costly untreated e-waste. In the experiment, where the substrate
concentration was increased from 1% to 2%, the bioleaching efficiency increased, allowing for the
processing of larger amounts of e-waste at once. However, the result could be influenced by

various parameters and requires further study.
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