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Elektripinge moju denitrifikatsiooni protsessile mikrobioloogilises elektrostinteesirakus

Mikrobioloogilise elektrostinteesiraku puhul kasutatakse mikroorganisme soovitud
reaktsioonide katalutsimiseks. T60 eesmargiks oli teha kindlaks kuidas mikrobioloogilises
elektrosuinteesirakus rakendatav elektripinge mdjutab mikroorganismide poolt labiviidavaid
protsesse. Selleks sooritati kaks katset, milles madala orgaanilise susinikuga keskkonnas
viidi 1abi denitrifikatsiooni protsess, eemaldamaks reoveest nitraate. Saadud tulemustele
tuginedes saab vaita, et denitrifikatsiooni protsess on mdjutatav rakendatava elektripinge

kaudu, kuid protsessi efektiivsemaks muutmiseks on vaja teostada téiendavaid uuringuid.

Denitrifikatsioon, mikrobioloogiline elektrosiintees, elektripinge, nitraatide eemaldamine,

pdhjavee reostus

T270 — Keskkonnatehnoloogia, reostuskontroll

Electric current effect on denitrification process in microbial electrosynthesis cell

In microbial electrosynthesis cell (MEC), microorganisms are used as catalysts to
conduct wanted reactions. Main objective of this work is to make sure how electric current
can effect microbial processes in microbial electrosynthesis cell. For that, two experiments
were conducted in MEC reactor, where microorganisms were used to treat nitrate polluted
wastewater via denitrification process in absence of organic carbon. Based on the results, it
can be said that different electric currents can be used to manipulate microbial processes and
the technology itself can be used to treat polluted water from nitrates. But to reach higher

process efficiency further research is needed.

Denitrification, microbial electrosynthesis, electric current, nitrates removal, groundwater

pollution
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SISSEJUHATUS

Inimpopulatsiooni pideva suurenemisega tarbitakse (iha enam toitu ja energiat,
avaldades seelabi markimisvadrset mdju loodusele. Uheks inimesega seotud
keskkonnaprobleemide pohjuseks vGib nimetada lammastikiihendite kontsentratsiooni tdusu
veekogudes. Peamisteks lammastikthendite allikateks on todstus, péllumajandus ja asulad,
kus tekkiv ndrg- vdi reovesi kandub vai suunatakse edasi loodusesse [1, 2]. Olukorras, kus
lammastikiihendite emissioon keskkonda Uletab sealse 6koslisteemi isepuhastusvdime,
avalduvad probleemid nagu veekogude eutrofeerumine ehk kinnikasvamine ja joogivee

saastumine.

Lammastikihendite puhul poodratakse antud t66s suuremat tdhelepanu
denitrifikatsioonis esinevatele lammastikoksiididele, milleks on nitraat (NO3"); nitrit (NO2);
lammastikoksiid (NO) ja naerugaas ehk dilammastikoksiid (N20O). Nitraadi ja nitriti puhul
on tegemist toksiliste Uhenditega, mis pdhjustavad terviseprobleeme nagu
methemoglobineemia ehk sinitdbi ja maovahk [2]. Seetdttu on Eestis ja ka teistes riikides
kehtestatud joogiveele nitraadi ja nitriti piirnormid vastavalt 50mg/l ja 0,50mg/l [3].
Naerugaasi puhul on aga tegemist kasvuhoonegaasiga (KHG), mille suurenev

kontsentratsioon atmosfaaris pdhjustab globaalset soojenemist [4].

Nitraadi eemaldamiseks on mitmeid erinevaid flisikalisi ja keemilisi lahendusi
naiteks ioonvahetus, p6ordosmoos, adsorptsioon, elektrodialiitis ning mikrobioloogilisi

lahendusi, mis p&hinevad peamiselt denitrifikatsioonil [5, 6].

Denitrifikatsiooni korral muudetakse nitraat mikroorganismide poolt naerugaasiks ja
molekulaarseks l&mmastikuks, mis eralduvad atmosfaari [7]. Taieliku denitrifikatsiooni
labiviimiseks on vajalik elektrondoonorite olemasolu. Selleks sobivad hésti orgaanilised
susinikuhendid, kuid paljudel juhtudel j&&b antud thendite kontsentratsioon keskkonnas

liiga madalaks, mistdttu on denitrifikatsiooni protsess parsitud. Reoveepuhastusjaamades



kasutatakse antud probleemi lahendamiseks orgaanika lisamist, selline lahenemine
suurendab reoveepuhasti jooksvaid kulusid ning igas olukorras pole orgaanika lisamine
vOimalik [8]. Naiteks joogivee puhastamisel vdivad lisatud orgaanilised ained pdhjustada

sekundaarset reostust, mistottu on vajalik teistsuguste lahenduste kasutamine.

Antud t66 laiem eesmark on uurida bioelektrokeemiliste sisteemide (BES)
kasutusv@imalusi nitraatidest tuleneva veereostuse eemaldamiseks. Tépsemalt vaadatakse
kuidas mdjutab mikrobioloogilises elektrosunteesirakus (MES) kasutatav pinge
denitrifikatsiooni protsessi ning millised probleemid vdivad antud tehnoloogia rakendamisel

esineda.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

Reaalteadustes, sealhulgas keskkonnatehnoloogias on viimastel aastatel hakatud tiha
rohkem uurima bioelektrokeemilisi stisteeme. Kui aastal 2000 avaldati Web of Science
andmetel 4 BES-i puudutavat artiklit, siis aastal 2016 avaldati neid juba 732 (joonis 1) [9].
Suurenenud huvi bioelektrokeemiliste siisteemide vastu on tingitud mitmest tegurist. Uheks
pbhjuseks on inimeste teadlikkuse suurenemine globaalse soojenemise suhtes, mistdttu
otsitakse alternatiivseid ja keskkonnas&astlikumaid tehnoloogiaid energia tootmiseks [10].
Teiseks pdhjuseks on laialdane Uleminek taastuvenergiale, mojutades positiivselt
elektrosunteesi jatkusuutliku tehnoloogia suunas [11]. Kolmanda pd&hjusena vaib vélja tuua
teaduslikku arengut bioelektrokeemiliste slsteemide valdkonnas, nimelt on suudetud
kasutada mikroorganisme katallsaatoritena, mistdttu on vOimalik kasutada odavamaid
materjale elektroodidena ja seeldbi on antud tehnoloogia maksumus oluliselt
vahenenud [11].
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Joonis 1. Avaldatud artiklite arv aastate l6ikes. Andmed périnevad Web of Science
andmebaasist, kasutades paringut ,,(microbial AND (electrosynthesis OR "fuel cell” OR
MFC))*“ [9]



1.1. Bioelektrokeemiline stisteem

Bioelektrokeemilise stisteemi puhul on tegemist vooluringiga, kus on omavahel
seotud elektrokeemia ja mikrobioloogia — eesmérgiga toota energiat voi viia labi soovitud
keemilisi reaktsioone. BES-i t60pO6himdtet on kirjeldatud joonise 2 abil, kus on néha

peamised komponendid: eletrolliit, elektroodid ja mikroorganismid.
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Elektroodid liigituvad Joonis 2. Bioelektrokeemiline siisteem (BES) ja selle

nendel  labiviidate  redoks- peamised komponendid ning protsessid [2]

reaktsioonide alusel anoodiks ja katoodiks. Anoodil toimub thendite okstideerumine, mille
kaigus vabanevad elektronid suunatakse edasi katoodile, kus need loovutatakse
elektronaktseptorile ja toimub Ghendi redutseerumine [12]. Léhtuvalt BES-i eesmargist
kasutatakse erinevatest materjalidest elektroode, mida on omakorda v@imalik

mikroorganismidega rikastada [13].

Bioelektrokeemilist siisteemi saab kasutada elektritootmiseks, sellisel juhul on
tegemist mikrobioloogilise kituseelemendiga (MKE) [14]. BES-i saab kasutata ka
mikrobioloogilise elektrosunteesirakuna, et mdjutada reaktsiooni kineetikat voi viia 1abi

termodunaamiliselt ebasoodsaid reaktsioone [6, 15, 16].



Bioelektrokeemilist slisteemi saab ehitada kasutades erinevaid tokkeid. Tokete
kasutamiseks on mitmeid erinevaid pdhjuseid, nditeks erinevate polaarsustega elektroodide
lahus hoidmine, et valtida lthithendust. Kuid peamiselt m&eldakse tkete puhul membraane,
mille Ulesandeks on dra hoida anoluldi ja katolludi segunemist ning véltida ioonide

ulekannet thest elektrolltdist teise. [12]

1.2. Bioelektrokeemiliste stusteemide rakenduskohad

Bioelektrokeemilisi susteeme on vdimalik kasutada vaga erinevatel eesmaérkidel.
Tuntuim  rakendusviis on  mikrobioloogiliste  kiltuseelementide  kasutamine
reoveepuhastuses, kus anoodil toimub orgaaniliste Uhendite oksilideerimine ja katoodil
hapniku Vi teiste sobivate ihendite redutseerimine. Uldiselt jadgb MKE-de elektritootlikus
vaikseks, mist6ttu pole antud tehnoloogia ainult energia tootmise eesmargil laialdast
kasutust leidnud. [17-19]

Teiseks rakendusviisiks on erinevad biosensorid, nditeks on v@imalik ehitada
sensoreid bioloogilise hapnikutarbe méaéaramiseks. Varasemad t66d on ndidanud, et nende
standardhélve jaab vahemikku £3% kuni £12%. Lisaks on antud sensorite puhul Uihe eelisena

valja toodud pikk eluiga, ulatudes kuni viie aastani. [20]

Uha rohkem on hakatud uurima aga mikrobioloogiliste elektrosiinteesirakkude
kasutusv@imalusi. Reoveepuhastites on vdimalik kasutada MES-e denitrifikatsiooni
toetamiseks, kus biokatoodid kaituvad elektrondoonoritena, vahendades seelébi orgaanilise
stisiniktihendite vajadust [5, 13, 15, 21-23]. MES-e on vdimalik veel kasutada saastunud
pinnase korral bioremediatsiooni toetamiseks. Paigaldades pinnasesse elektroodid luuakse
madalamates kihtides sobivad tingimused néiteks pollaromaatsete susivesinike (PAH)

lagundamiseks [24].



1.3. Elektronide ulekanne elektroodilt mikroorganismidele

Elektronide tlekanne elektroodilt mikroorganismidele on uuritud viimastel aegadel
uha enam ning vélja on kaidud mitmeid erinevaid vGimalikke toimimismehhanisme. Laias
laastus jagunevad elektronililekande mehhanismid neljaks, liikudes joonisel 3 vasakult
paremale: otsene elektronide ulekanne elektroodilt mikroorganismile, elektronide tlekanne
ldbi katoodil moodustuva vesiniku, elektronide Ulekanne labi vahendaja (nditeks methyl

viologen) ja elektronide ulekanne labi metaanaadi produtseerimise. [10, 11, 25, 26]
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Joonis 3. Elektronide tlekande mehhanismid elektroodilt mikroorganismidele. 1 — otsene
elektronide dlekanne; 2 — elektronide Ulekanne labi katoodil tekkiva vesinikus; 3 —
elektronide llekanne 1&bi vahendava Ghendi; 4 — elektronide tlekanne I&bi enstimide, kes
toodavad  vajalikku  lahteainet  jargmistele =~ mikroorganimidele. PHB  —
poly-S-hydroxybutyrate [11]

Esimene ja eelistatuim elektronide Ulekande viis on otsene Ulekanne elektroodilt
mikroorganismile. Antud l&henemisel puuduvad vahendajatega kaasnevad probleemid nagu
toksilisus vOi lahustuvus ja difusioon [11]. 2004 aastal tegi Kelvin B. Gregory koos
meeskonnaga uurimuse, mille kéigus viidi 1abi katse bioelektrostinteesi rakus, et uurida kas
grafiidist elektroodi on vdimalik kasutada elektronide allikana mikroorganismide puhul.

Selleks kasvatati elektroodidele Geobacteraceae metallireducens kultuur, kes on véimelised



redutseerima nitraati, kasutades atsetaati elektron-doonorina. Valitud bakterikultuur oli
sobilik antud katse jaoks, sest nad ei ole vdimelised kasutama vesinikku elektron doonorina.
Katse kaigus toimus nitriti akumuleerumine, moodustades 90% kasutatud nitraadist ja
kulutatud elektrienergia véartused olid kooskdlas nitraadi redutseerimisega. Seega vdib

vdita, et elektronide otsene ulekanne elektroodilt mikroorganismidele on véimalik [27].

Teine elektronide tilekande vdimalus on vesiniku vahendusel. Veisnikul on kill halb
lahustuvus, kuid sellest olenemata peetakse vesinikku parimaks elektronide allikaks, sest
tegemist on mitte-toksilise thendiga ning selle tootmisel ei teki teisi kdrvalprodukte peale
vee [28, 29]. Silmas tuleb aga pidada seda, et protsessi labiviivad mikroorganismid peavad
suutma kasutada vesinikku l&hteainena. Naiteks on vdimalik sellist lahenemist kasutada
autotroofse denitrifikatsiooni labiviimiseks. Liu ja teiste tehtud katses v@rreldi omavahel
abiootilist katoodi, biokatoodi ja vesinikku tootvate bakteritega rikastatud biokatoodi ning
saavutatud puhastusefektiivsus oli algkontsentratsiooni 130mg-NOs/l puhul vastavalt 13%,
59% ja 95% [28]. Sellele toetudes vGib vdita, et vesinikku tootvate ja denitrifikatsiooni
labiviivate mikroorganismide koostédl on v@imalik muuta oluliselt efektiivsemaks

denitrifikatsiooni protsessi.

Kolmas elektronide tlekande viis toimub vahendajate abil. VVahendajaid vdib olla
mitmeid erinevaid, néiteks thionin (0,06V vs standard vesinikelektrood (SHE)), neutral red
(-0,33V vs SHE) ja methyl viologen (-0,46V vs SHE). Vesinikuga vorreldes on nende
eeliseks parem lahustuvus ning sO6ltuvalt protsessit on v@imalik valida erineva
redokspotentsiaaliga (hendeid. VVahendajate miinusteks on aga nende vdimalik toksilisus
mikroorganismidele, Uhendite stabiilsus ning valjavooluga kaasnevad kaod [11].
1999. aastal tegid D. H. Park ja teised katse, mille kédigus uuriti kas neutral red-i on voimalik
kasutada elektron doonorina. Selleks ehitati bioelektrokeemiline susteem, mille katoodil
toodeti succinate kasutades lahteainena metaanaati. Katses selgus, et olukorras kus puudus
vesinik ja ei viidud labi neutral red-i redutseerimist, ei olnud mikroorganismid vdimelised
kasvama ega toimetama. Mikroorganismid viisid protsessi l&bi ka ainuuksi vesiniku
juuresolekul, kuid kasutades neutral red-i redutseerimist elektron doonorina saavutati

suurem succinate tootlikkus. Metaanaadi algkontsentratsioonil 8,0g/l korral saavutati
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succinate kontsentratsioon 5,49/l neutral red vahendajana kasutamisel ja 2,09/l vesiniku

juuresolekul [30].

Viimase elektronide tlekande mehhanismina vOib vélja tuua biokataltitilise
vaheiihendite tootmise. Varasemalt on nditeks kasutatud katoodile seotud volframit
sisadavaid metaanaadi dehlidrogenaasi ensiilime, et toota siisihappegaasist metaanaati, mida

on vdimalik kasutatada jargmiste mikroorganismide poolt lahteainena. [11, 31]

1.4. Denitrifikatsioon

Denitrifikatsioon on osa ldmmastiku aineringest (joonis 4), mille ké&igus
mikroorganismid kasutavad nitraati ja teisi vahethendeid elektronide akseptorina,
redutseerides nitraati jarkjargult molekulaarseks lammastikuks (N2). Uldiselt toimub
denitrifikatsiooni l&biviivate proteiinide tootmine anaeroobsetes tingimustes, mistéttu méjub
hapnik antud protsessile inhibeerivalt. Peamiseks pGhjuseks on see, et denitrifitseerijatele on
hapniku kasutamine elektroni akseptorina energeetiliselt tulusam kui nitraadi
kasutamine [32]. Lisaks on taheldatud, et hapnik piirab nitraadi liikumist labi rakukesta,

parssides seeldbi membraanile kinnitunud nitraadi reduktaasi aktiivsust [33].

Oksiideerimine
—e

Aeroobne szlkseer\mme
E Assimilatsioon
NH4* NH OH ' NO;~ NO;~
A : : & A
N E N, fikseerimine ,: . E :. E
org (_ j @}—ﬁ: N A
w‘ v v \ s
NH4* N,O NO NO;~ NO3~
Anammox
DNRA
Anaeroobne

Redutseerimine
e

Joonis 4. Lammastikuringe, sealhulgas denitrifikatsioon [7]
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Tegemist on mitmejargulise protsessiga, milles igat etappi viib labi vastav enstim.
Alustades nitraadist ja liikudes médda metabolismirada molekulaarse lammastiku suunas
(joonis 5) votavad osa jargnevad enstumid: nitraadi reduktaas (NarG,H,lI,J ja NapA,B),
nitriti reduktaas (NirK,S), lammastikoksiidi reduktaas (NorB,C) ja dilammastikoksiidi
reduktaas (NosZI ja NosZIl). [7, 34-36]

*NarG,H,l,J *NirK,S *NorB,C *NosZI
*NapA,B *NosZII

Joonis 5. Denitrifikatsiooni vahetihendid ja neid redutseerivad enstimid [7, 36]

Denitrifikatsioon jaotatakse sGltuvalt kasutatava slsinikuallika poolt kaheks:
heterotroofne- ja autotroofne denitrifikatsioon. Heterotroofse denitrifikatsiooni (1) korral
kasutavad mikroorganismid elektrondoonorina orgaanilist stsinikku ja on veepuhastuse
praktikas enam kasutust leidnud protsess. Autotroofse denitrifikatsiooni (2) puhul kasutavad
mikroorganismid anorgaanilist stsinikku, naiteks susihappegaasi (COz) vO6i bikarbonaati
(HCO3) suisinikuallikana ning vesinikku (Hz) elektrondoonorina. [1, 5, 21, 37]

5(CH,0) + 4NOs- + 4H* — 5CO;, + 2Nz + 7TH20 (1)

5Hz + 2NOs- + 2H* — N + 6H20 )

Denitrifikatsiooni protsess toimub optimaalselt kui hapniku kontsentratsioon jaab
alla 0,3-0,5mgO2/I, kuid kirjandusest on ka leida néiteid, kus denitrifikatsioon toimub ka
hapniku kontsentratsioonidel 4mgO>/I [38—40]. Optimaalne pH vahemik denitrifikatsiooni
protsessi labiviimiseks jaab vahemikku 6-8 [38]. Temperatuuri suhtes on denitrifikatsioon
mdjutatav vahemikus 5-20°C, temperatuuri vahemikus 20-25°C saavutab denitrifikatsiooni
protsess maksimaalse efektiivsuse [38]. Kolmas oluline parameeter denitrifikatsiooni puhul
on susiniku ja lAmmastiku suhe (C:N suhe), mille optimaalset suhet on keeruline vélja tuua,
kuna erinevates keskkondades on taheldatud vastandlikke tulemusi [38].
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1.4. Denitrifikatsioon mikrobioloogilises elektrostinteesirakus

Soltuvalt anoodil ja katoodil toimuvate protsesside olemusest on mdnikord vaja
bioelektrokeemilises siisteemis kasutada vélist energiaallikat, et luua sobivad tingimused
reaktsioonide 1&bi viimiseks. Antud t66s on peamisteks reaktsioonideks anoodil toimuv vee
okslideerumine hapnikuks (3), mille kaigus vabanevad elektronid suunatakse edasi
katoodile. Katoodil kasutatakse saadud elektronid &ra vesiniku tootmiseks, mida
mikroorganismid kasutavad autotroofse denitrifikatsiooni labiviimiseks (2) voi toimub
otsene elektronide Ulekanne mikroorganismidele, kes kasutavad saadud elektrone
denitrifikatsiooni labiviimiseks. [11]

e ©)
2(H20) — O2(g) + 4H™ + 4e

Anoodil toimub vee okslideerumine hapnikuks standard potensiaali 0,82V juures
(H20/02; E’o = 0,82V vs SHE) ning katoodil toimub prootoni (H") redutseerimine
molekulaarseks vesinikuks (H*/Hz; E’o = —0,41V vs SHE; pH = 7) juures. Lahutades katoodi
potentsiaalilt anoodi potentsiaali (4), saab tulemuseks AG =-1,23V mis tdhendab, et Gibbsi
vabaenergia suureneb ning protsessi labiviimiseks on vaja rakendada téiendavat energiat [11,
12]. Kuna vdimalik on ka otsene elektronide ulekanne mikroorganismidele ja
elektrokeemiline nitraadi redutseerimine, siis on tabelis 1 valja toodud erinevate
vahetihendite ja kogu autotroofset denitrifikatsiooni iseloomustavad standard-potentsiaalid.
Sarnaselt olukorrale kus redutseeritakse vesinikku on vaja ka autotroofse denitrifikatsiooni
labiviimiseks kasutada tdiendavat energiaallikat(5). Kuna tabelis 1 valjatoodud standard-
potentsiaalid on arvutatud hdbe/hdbekloriid elektroodi suhtes, siis on vaja teisendada antud
vaartused standard-vesinikelektroodile imber (Ag/AgCl; E’0 = 0,22V vs SHE) [41].

0,41V (H*IH2) — 0,82V (H,0/0;) = 1,23V (4)

0,77V (NOs/N2vs SHE) — 0,82V (H,0/0,) = —0,05V (5)
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Tabel 1. Denitrifikatsiooni ja selle vahethendite redutseerimis-reaktsioonide standard

elektroodi potentsiaalid [15]

Katoodil toimuv redutseerimis- E’o
Protsess )
reaktsioon (V vs Ag/AgCl)

Nitraadi redutseerimine NOs + 2e” + 2H* — NO2> + H,0 +0,233
Nitriti redutseerimine NO; + e + 2H* — NO + H.0 +0,150
Lammastikoksiidi

o NO +e + H* — 0,5N.0 + 0,5H,0 +0,975
redutseerimine
Dilammastikoksiidi

o 0,5N20 + e + H" — 0,5N; + 0,5H,0 +1,155
redutseerimine
Autotroofne

o _ NOs + 6H* + 56" — 0,5N, + 3H,0 +0,549

denitrifikatsioon
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2. MATERJAL JA METOODIKA

Tulenevalt t66 eesmargist, uurida, kuidas mikrobioloogilises elektrosiinteesirakus
kasutatav elektripinge mdjutab denitrifikatsiooni, viidi l1&bi kaks erinevat katset. Esimese
katse puhul valmistati 12 l&bivoolset mikrobioloogilist elektrostinteesi reaktorit (joonis 6),
mis olid jagatud nelja gruppi — igas grupis kolm paralleeli ning iga grupp erines teisest ainult
rakendatava elektripinge poolest, milleks olid 0,6V; 1,4V; 1,6V ja kontroll, mille puhul
elektrivoolu ei rakendatud. Antud katses mdddeti lisaks veeproovidele (TN, NO3, NO3,
TOC, TC) ka dilammastikoksiidi (N2O) voogusid.

Joonis 6. Katse 1 konfiguratsioon, joonisel on nédha 12 MES-reaktorit (vaiksemad anumad

lauapeal) ning suuremad toitelahuse mahutid (laua all). Aknalaual on lisaks naha kolme
toiteplokki ning kahte peristaatilist pumpa. Anaeroobse keskkonna tekkeks — kaeti anumad

vastavate kaantega.

Esimese katse puhul oli probleeme tehnoloogiliste lahendustega (ebaiihtlane
pealevoolu jaotus ja elektroodide tihendused), mist6ttu saadud tulemused olid véga kdikuvad

ning isegi kui denitrifikatsiooni protsess toimis, siis oli see pOhjapanevate jarelduste
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tegemiseks liiga madala intensiivsusega. Teise Kkatse jaoks valmistati 4 identset
mikrobioloogilist elektrostinteesirakku (joonis 7), mis erinesid tksteisest ainult rakendavate
elektripingete poolest (0,4V; 1,0V, 1,6V ja kontroll — elektripinget ei rakendatud).
Valmistatud reaktorid olid ehituselt oluliselt lihtsamad ning vdaiksemad, mistottu
gaasivoogusid antud katse kdigus ei mdddetud ja piirduti ainult veeproovide analliisimisega
(TN, NO3s, NO2, NH4, TOC).

/..:.1'::. ,.E’L

Joonis 7. Teise katse konfiguratsioon, ees on naha nelja MES-reaktorit ning kolme

elektripingega manipuleerimiseks kasutatud toiteplokki.

2.1. Esimese katse Ulesehitus

Esimese katse jaoks valmistati 12 identset MES-reaktorit, mille Ulesehitus on
véljatoodud joonisel 8. Reaktorid valmistati 35cm &bim&dduga torust, kérgusega 40cm.
Reaktor tdideti pGhjast 35cm koérguseni, ehk protsessi toimimise keskkonna ruumala oli
antud katses 33,6 liitrit.

Pealevoolu tagamiseks kasutati kahte kolme kanaliga pumpa, ehk the kanali kaudu
pumbati toitelahust kahte reaktorisse. Parema jaotuse tagamiseks varustati iga pealevool
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kraaniga, kuid madala vooluhulga tottu jai jaotus siiski ebatihtlaseks. Kdik reaktorid votsid

pealevoolus kasutatava lahuse Uhest ja samast 400 liitrise mahutavusega paagist.

Pealevool

_ Katood
Proovivotu

kraan

Viljavool Anood
Joonis 8. Esimese Kkatse Ulesehitus, millel on vaéljatoodud pealevool, valjavool,

proovivdtukraan, anood ja katood

Véljavool valmistati PE-torust (polietileen) ning tagasipdore tehti selliselt, et séiliks
uhtlane veetase, milleks on 35cm pdhjast. Véljavoolule on lisatud veeproovide votmiseks
vastavad kraanid ning ummistuste ja substraadi arakande valtimiseks on valjavoolu ette

paigutatud geotekstiil.

Biokatoodid valmistati
sUsinikkiust-kangast ~ (joonis  9)
suurusega  100x30cm,  liimitud
otstest kokku, tekitades 31,5cm
labimd6duga  toru.  Anoodina
kasutati ~ 1cm-se  labimddduga
vasktoru, pikkusega 30cm.

Elektroodid on siisteemis Uhendatud

laboratoorse toiteplokiga, kasutades : :

1mm? ristldikega vaskjuhtmeid. Joonis 9. Elektroodi valmistamiseks kasutatud
susinikkiust-kangas, pildistatud skanneeriva elektron-
mikroskoobi (SEM) abil (Foto: P&érn Paiste).
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Vooluallikana kasutati muudetava pingega (0-15V) laboratoorset toiteplokki,
voolutugevusega 2A (Powerlab, PS1502D). Toiteploki pulsatsioon jaab vahemikku 2mV,

mis ei mdjuta antud katsete tapsust.

Reaktori taitmiseks kasutati 31 liitrit kergkruusa, mis segati kokku N&o tehismargala
horisontaalfiltrist vdetud kergkruusast (fraktsioon 2...4mm) ja varskest kergkruusast
(2...4mm) suhtel 1:1-le. Horisontaalvoolulisest pinnasfiltrist vdeti kergkruus
eesmargiga — tagada reaktorites sobivate mikroobikoosluste olemasolu, sest tehismérgalades

toimub denitrifikatsiooni protsess peamiselt horisontaalvoolulises filtris.

2.2. Esimese katse opereerimine

Esimest katset viidi l&bi ajavahemikus 22. juuli 2016 kuni 14. november 2016.
Reaktorites rakendati pingeid gruppide kaupa 0,6V, 1,4V ja 1,6V ja kontroll ehk reaktorid
mida elektrivooluga ei mojutatud. Kuna katse alguses ei saavutatud piisavalt madalat
hapniku kontsentratsiooni, siis alates 23. septembrist 2016 suleti anumad kaanega.

Toitelahus valmistati kraaniveest, kuhu varasemate todde eeskujul lisati vajalike
toitainete tagamiseks 1g/l NaH2POs, 2g/l NaHCOs; 81,53mg/l KNOs [13]. Valminud
toitelahuse pH oli 7,12, ldlammastiku kontsentratsioon 19mgN/I, nitraadi kontsentratsioon
16mgN-NOs/l, uldorgaanilise sisiniku kontsentratsioon 2,8mgC/l ja uldsusiniku
kontsentrasioon oli 67mgC/I. Kdik reaktorid tdideti lahusega katse alguses kasitsi, et teha
kindlaks reaktorite veemahutavus, milleks on 23,7+0,7liitrit. Iga reaktorit koormatati
valmistatud reoveega koormusega 50mm/m? paevas, mis teeb viibeajaks 5péeva.

Katse kaigus voeti proove seitsmel korral, vastavalt tulemustele kas Uks v6i kaks
korda kuus. Veeproovidest mé&érati Uldlammastiku-, nitraadi-, nitriti-, Gldorgaanilise
stisiniku ja uldsusiniku kontsentratsioonid. Lisaks veeproovidele voeti ka gaasiproovid, et
hinnata naerugaasi (N20) gaasivoogusid. Kohapeal mdddeti ka keskkonda iseloomustavad
parameetrid: pH, hapniku kontsentratsioon, elektrijuhtivus ja temperatuur. Tapsemad

metoodikad on véljatoodud allpool tabelis 2.
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2.3. Teise katse ulesehitus

Uhe-kambriline membraanita
MES-rakk valmistati 1500ml (10cm x

15cm  x  10cm) mahutavusega

poluproplleen (PP) Kkarbist (joonis
10). Anaeroobsete tingimuste q
loomiseks suleti anumad pealt
kaanega ning  vetikate  kasvu
valtimiseks kaeti karbid valgust
ldbilaskmatu -~ kattega,  parssides Joonis 10. MES-raku dulesehitus. 1, 2 -
seelabi fotoslinteesi. elektroodid, vastavalt tihendusele kas anood vOi
katood: 3 — rakukest

Mdlemasse anuma airde paigaldati 13cm x 8cm (108cm?) suurused siisinikkiud-
kangast (joonis 9) valmistatud elektroodid, tiks anoodi ja teine katoodi jaoks. Elektroodide
iihendused ja karbilabiviik olid valmistatud 1mm? ristldikega roostevabast terasest traadist,
et valtida esimese katse kaigus tekkinud olukorda, kus thenduskohad l1&bi oksldeerusid

(joonis 25).

Vooluallikana kasutati muudetava pingega (0-15V) laboratoorset toiteplokki,
voolutugevusega 2A (Powerlab, PS1502D). Toiteploki pulsatsioon jaab vahemikku 2mV,

mis ei mdjuta antud katsete tapsust.

Elektrolult, mis on Ghtlasi ka mikroorganismide substraat, valmistati kraaniveest,
kuhu lisati vajalike toitainete tagamiseks 1g/l NaH2POs, 29/l NaHCOs; 0,25g/I KNOs3 [13].
Vorreldes esimese katsega tosteti KNO3s kontsentratsiooni lahuses 3 korda, et suurendada
nitraatide kattesaadavust ja intensiivistada seeldbi denitrifitseerijate elutegevust. Reaktoris
vajalike mikroorganismide tagamiseks lisati 1000ml lahuse kohta 110ml inokulumi.
Kasutatud inokulum vdeti NOo reovepuhastist, millest eemaldati suuremad osakesed
tsentrifuugides materjali 1 minut po6retel 3000p/min. Suuremate osakeste eraldamine oli
antud juhul vajalik, et vahendada orgaanika sisaldust lahuses. Valminud lahuse

elektrijuhtivus oli 3,69mS/cm; pH 7,05 ja hapniku kontsentratsioon 6,95mgO2/I.

19



2.2. Teise katse opereerimine ja méddetavad parameetrid

Kdik reaktorid taideti 1200ml elektroliiidiga ning hoiti t66s toa temperatuuril 23° C.

Igale reaktorile rakendati erinev elektripinge: 0,4V; 1,0V; 1,6V ja kontroll mille puhul

polnud elektroodid omavahel kuidagi thendatud.

Katse kestis kokku 16 paeva ning selle jooksul moddeti 2 korda nédalas fudsikalised-

ja keemilised parameetrid: pH, temperatuur, elektrijuhtivus ja hapniku kontsentratsioon ning

vOeti  veeproovid,

millest

madrati  erinevad slsiniku- ja lammastikihendite

kontsentratsioonid (tabel 2). Katse 16pus moddeti kdikides reaktorites elektrolutidi kogus, et

hinnata aurustumisest péhjustatud kadusid.

Tabel 2. T66 kéigus mdddetud parameetrid, metoodika ja seadmed

Moddetav

parameeter

Metoodika ja seadmed

Elektrijuhtivus

Elektrijuhtivust mdddeti seadmega WTW Multi 3420, millele oli
uhendatud kilge elektrijuhtivuseks méeldud andur WTW TetraCon
925.

Temperatuuri  modtmiseks kasutati  hapnikukontsentratsiooni

kontsentratsioon

Temperatuur andurisse WTW FDO 925 ehitatud termomeetrit, mis oli ihendatud
seadmega WTW Multi 3420.

oH pH mddtmiseks kasutati seadet WTW Multi 3420 ja andurit WTW
pH-Electrode SenTix 940-3.

Hapniku Hapniku kontsentratsiooni modtmiseks kasutati seadet WTW Multi

3420, mimllele oli ihendatud vastav andur WTW FDO 925.

Uldsiisinik (TC)

Uldorgaaniline
susinik (TOC)

Uldsusiniku ja tildorgaanilise siisiniku kontsentratsioonid méaarati
standardi: EVS-EN 1484 alusel, kasutades aparatuuri: Vario TOC,
TNb detektoriga; 850° C, Elementar GmbH, Germany.

Uldanorgaaniline
susinik (TIC)

Uldanorgaanilise siisiniku kontsentratsioon on saadud arvutuslikult,
lahutades Uldsusiniku kontsentratsioonist uldorgaanilise susiniku

kontsentratsioon.
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Uldlammastik (TN)

Udlammastiku  kontsentratsioon, maarati proovist vastavalt
standardile EVS-EN 12260. Md6tmistel kasutati aparatuuri: Vario
TOC, TNb detektoriga; 850° C, Elementar GmbH, Germany.

Nitraat (NOs)

Nitraadi kontsentratsioon méaarati ioonkromatograafia abil, 1ahtudes
standardist SFS 5752.

Nitrit (NO2)

Nitriti kontsentratsioon méérati spektrofotomeetriliselt, kasutades

asovarvainega meetodit SFS 3029.

Ammoonium (NHg)

Ammooniumi kontsentratsioon maéarati spektrofotomeetriliselt,

kasutades Hach Lange Nessleri meetodit.

Gaasiproovid (N20)

Gaasivoogusid mdddeti staatilise suletud kambri meetodil
labipaistmatute PVC kambritega (maht 11,41). Kambrid saavutasid
Ohutiheduse reaktoris oleva veekihi abil, mistdttu spetsiaalsete
rongaste kasutamine polnud vajalik. Kambritest koguti 5 proovi
ajahetkedel 0, 10, 20, 40 ja 60 minutil, kasutades selleks
eelvakumeeritud (0,3 mbar) 100ml Kklaaspudeleid. Kogutud
gaasiproovid analuiisiti hiljem Tartu Ulikooli geograafia osakonna

laboris Shimadzu GC-2014 gaaskromatograafiga.
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3. TULEMUSED JA JARELDUSED

3.1. Lammastikthendite tulemused ja jareldused — katse 1

Esimese katse kaigus oli peamiseks probleemiks (htlase pealevoolu tagamine ning
sellest tulenevalt vahenes ka andmete vorreldavus. Lisaks ei dnnestunud katse kéigus
denitrifikatsiooni protsessi tGhusalt kéivitada, mistdttu otsustati katse IGpetada ja uurida
kogu protsessi véaiksemal skaalal (katse 2). Esimese katse I6puperioodil 17. oktoober 2016
kuni 14. november 2016 esinesid aga siiski moningad mérgatavad erinevused proovide

tulemustes.
Joonisel 11 on véljatoodud nitriti kontsentratsioonid erinevate pingete korral.

Kdrgema pinge puhul on maérgata suuremat nitriti kontsentratsiooni, mis voiks viidata

denitrifikatsiooni esimese etapi toimumisele, mille kdigus nitraat redutseeritakse nitritiks.

Nitriti kontsentratsioon erinevate pingete korral

0.16 - : :
0 Median [ ] 25%-75% | Min-Max ¢ Outliers

0.14 | ¥ Extremes e -
0.12 +
0,10 ¢

0,08 |

0,06 |

me NO,-N/I

b=

0,04 +

0,00 r

-0.02 : : : :
K 0.6 1.4 1.6
Pinge (V)

Joonis 11. Nitriti kontsentratsioonide erinevus erinevate pingete korral
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Samal ajavahemikul olid pdhilised denitrifikatsiooni mojutavad parameetrid kdikide
reaktorite 10ikes praktiliselt samad: hapniku kontentratsioon 0,67+0,28mgO./I, pH
7,48+0,06 ja Uldorgaanilise siisiniku kontsentratsioon 1,4+0,15mgC/l. Seega vdiks eeldata,
et antud erinevus on tingitud reaktorites rakendatavast pingest, kusjuures suurim nitriti
kontsentratsioon esines pinge 1,4V korral.

Denitrifikatsiooni toimumist toetab ka joonis 12, kus on maérgata naerugaasi
emissioonide suurenemist kdrgemate pingete korral. Naerugaasi teke on eelviimane etapp
denitrifikatsiooni protsessis, mille kéigus lammastikmonooksiid redutseeritakse N2O-ks.
Antud tulemused langevad kokku ka nitriti kontsentratsioonidega ja voiks seletada seda,

miks pinge 1,6V korral oli nitriti kontsentratsioon madalam, vérreldes teiste gruppidega.

N,O emissioon erinevate pingete korral

80 . .
O Median [] 25%-75% | Min-Max © Outliers

70 I * Extremes —‘7

60 |

50 |

40 |

30

ug N,O-N/m2.h

20 ¢

10 t
0l = =T E .

-10

K 0,6 1,4 1,6
Pinge (V)

Joonis 12. Dilammastikoksiidi voogude erinevus reaktorites, erinevate pingete kaupa
Reaktorite puhul, millel rakendati pinget 1,6V oli emiteeritav N2O kogus vorreldav

naiteks tehismargalade vertikaalvoolulise pinnasfiltriga, kus naerugaasi keskmine emissioon
jadb vahemikku 35-44pgN-N20/m2+h[42].
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3.2. Lammastikuhendite kontsentratsioonide muutus ajas — katse 2

Nitraadi kontsentratsiooni muutus ajas

0 48 96 144 192 240 288 336 384 432
Aeg (h)
O—Reaktor 1 (0,4V) —@—Reaktor 2 (1,0V) —e—Reaktor 3(1,6V) —0—Reaktor 4 (K)

Joonis 13. Nitraadi kontsentratsiooni muutus ajas

Vastupidiselt eeldatavale, nitraadi kontsentratsiooni langemisele, toimus hoopis selle
suurenemine (joonis 13). Esialgne nitraadi kontsentratsiooni téus vdis olla pdhjustatud
nitrifikatsioonist, kuna reoveepuhastusjaamast vdetud inookulum sisaldas endas
ammooniumi 1,67mgN-NHa4/l (joonis 14), mis muudetakse mikrobioloogiliste protsesside
kaigus nitritiks ja seejérel nitraadiks [7].

Ammooniumi kontsentratsiooni muutus ajas

NH,/I
[ SN
o0

O

0 48 96 144 192 240 288 336 384 432
Aeg (h)
O—Reaktor 1 (0,4V) —@—Reaktor 2 (1,0V) —@—Reaktor3(1,6V) -—0—Reaktor 4 (K)
Joonis 14. Ammooniumi kontsentratsiooni muutus ajas
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Jooniselt 14 on néha, et kdikides reaktorites toimus nitrifikatsioon, mille kaigus
tarbiti ara lahuses olev ammoonium. Reaktoris 3 (1,6V) korral toimus nitrifikatsioon
aeglasemalt ning esines ka margatav viivitus vOrreldes teiste reaktoritega. Kuna
nitrifikatsiooni protsessi toimub aeroobsetes tingimustes, siis v0ib antud erinevust seletada
labi hapniku kontsentratsiooni, mis oli antud reaktori puhul kdige madalam (joonis 21) [38].
Reaktorid (1; 2 ja 4) saavutasid madalaima méaaratava ammooniumi kontsentratsiooni
(<0,5mgN-NH./I) 210 tundi pérast katse algust ning reaktor 3 joudis samasse seisundisse
377 tunnil.

Kuna kontsentratsioonid on antud ioonides esineva lammastiku alusel, siis
maksimaalne teoreetiline kogus nitritit v3i nitraati, mis vois ammooniumi tarbimisel tekkida,
on vordne madratud ammooniumi kontsentratsiooniga (1,67mgN-NOs/l). Liites selle
esialgsele nitraadi kogusele 65,2mgN-NOa3/l saame kontsentratsiooniks 66,87mgN-NO3/I,
mis ei ole endiselt piisavalt suur, et pdhjendada nitraadi kontsentratsiooni tdusu. Kull aga
seletab see esialgset nitriti kontsentratsiooni tbéusu (joonis 15), eeldusel et nitraadi
redutseerimist Iabi denitrifikatsiooni ei toimunud, mis on ka allpool véljatoodud joonist 21
vaadates taitsa voimalik, sest hapniku kontsentratsioonid on kdrged, inhibeerides seelébi
denitritrifikatsiooni protsessi [38].

Nitriti kontsentratsiooni muutus ajas

0,25
o)
0,2
Sw 0,15
<
z
g 01 o ol
—e
o)
0,05 ././
(e, — o)
0
0 48 96 144 192 240 288 336 384 432
Aeg (h)

O—Reaktor 1 (0,4V) —@—Reaktor 2 (1,0V) —@—Reaktor 3 (1,6V) —0—Reaktor 4 (K)
Joonis 15. Nitriti kontsentratsiooni muutus ajas
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Ajahetkel 115h on kontroll-reaktori puhul margata oluliselt kdrgemat nitriti
kontsentratsiooni vdrreldes teiste reaktoritega. Kuna reaktorite (1; 2 ja 4) korral toimus
ammooniumi kontsentratsiooni vahenemine praktiliselt samal maaral, ajahetkel 115 tund,
siis vOib oletada, et reaktorite 1 ja 2 korral madalam nitriti kontsentratsioon, vorreldes
reaktoriga 4 on pohjustatud denitrifikatsioonist, mille k&igus nitrit redutseeriti kas N2O-ks
vOi N2-ks [37].

Vaadates aga uldlammastiku kontsentratsiooni muutust ajas (joonis 16), on margata
et antud kontsentratsioonid ajas suurenesid. Kuna taiendavaid lammastikihendeid ei lisatud
ja lammastiku sidumine labi mikroorganismide on vahetdendoline, siis otsustati katse 16pus
mdGta kdikides reaktorites olev veekogus, et teha kindlaks kas kontsentratsioonide tdus vdib
olla pdhjendatud aurustunud veehulga kaudu. Reaktorite 1, 3 ja 4 puhul oli I6plik lahuse
maht 825ml ning reaktori 2 puhul 810ml. Katse kdigus vdetud veeproovide tdttu vahenes
lahuse kogus 250ml, seega aurumisest pdhjustatud veekadu jai reaktorites 1, 3 ja 4 puhul
125ml (6) ning reaktori 2 puhul 140ml lahedale (7)

Valgus 1200m| — Vproovid 250m| — Vlﬁplik 825m| = 125m| (6)

Valgus 1200m| — Vproovid 250m| — Vlﬁplik 810m| = l40m| (7)

Uldlammastiku kontsentratsiooni muutus ajas

0 48 96 144 192 240 288 336 384 432
Aeg (h)
O—Reaktor 1 (0,4V) —@—Reaktor 2 (1,0V) —e—Reaktor 3 (1,6V) —0—Reaktor 4 (K)

Joonis 16. Uldlammastiku kontsentratsiooni muutus ajas
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Veekadudest pohjustatud Gldlammastiku kontsentratsiooni tdusu hindamiseks
arvutati 16plikus vees oleva uldlammastiku mass (8) ning selle alusel arvutati teoreetilise
vee ruumala abil uus kontsentratsioon (9). Parandatud TN kontsentratsioon (9) reaktor 1
puhul on loogiline, sest see on madalam esialgsest kontsentratsioonist ja vOib véita, et

kontsentratsiooni tdus oli pdhjustatud lahuse aurustumisest.

mern) =69mgN/I * 0,8251 = 56,925mg (8)

C(tN-uus) = 56,925mg / 0,951 = 59,9mg/l =~ 60mg/I 9)

Sellest tulenevalt on jargnevate graafikute puhul sisse viidud parandused veekao
alusel, eeldades, et aurustumine on ajas konstantne (reaktorite 1, 3 ja 4 korral 0,33ml/h ja
reaktori 2 korral 0,37ml/h). Sellest vBib olla pB8hjustatud véike ebatdpsus vahepealsete
mdotmiskordade puhul, kuid [6plikud kontsentratsioonid vastavad sellegi poolest
tegelikkusele.

Joonisel 17 on valjatoodud tldlammastiku kontsentratsioonide muutus ajas, millelt
on maha arvutatud aurumisest tulenev méju. Kdige madalam kontsentratsioon saavutati

reaktorite 1 ja 2 puhul.

8 Uldlammastiku kontsentratsiooni muutus ajas
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Joonis 17. Uldlammastiku kontsentratsioonide muutus ajas, millelt on aurumise maju maha

arvutatud.
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Joonisel 17 on reaktorite 3 ja 4 puhul katse 16pus mérgata TN téusu, mis vGib olla
pdhjustatud analulsi tapsusest, sest summeerides méddetud lammastikiihendite (NO3, NO>

ja NH4) kontsentratsioonid, jadvad tulemused 60 + 0,7mgN/| juurde.

Peamiseks lammastiku allikaks reaktorites on nitraat, mis on denitrifikatsiooni
ldhteaineks. Joonisel 18 on naha, et reaktorite 1 ja 2 korral on saavutatud kbige madalam
nitraatide kontsentratsioon vastavalt 57,8 ja 58,1mgN-NOz/l. Kdige suuremat efektiivsust
oleks eeldanud reaktorilt 3, millel on rakendatud kdrgeim elektripinge, et toimuks

intensiivsem hudroliius ja seeldbi suureneks katoodi elektrondoonorluse véime.

Nitraadi kontsentratsiooni muutus ajas

o0

0 48 96 144 192 240 288 336 384 432
Aeg (h)

oO—Reaktor 1 (0,4V) —@—Reaktor 2 (1,0V) —@—Reaktor 3(1,6V) -—0—Reaktor 4 (K)
Joonis 18. Nitraadi kontsentratsiooni muutus ajas, millelt on aurustumisest tulenev moju

maha arvestatud.

Vaadates joonist 19, on ndha ammooniumi kontsentratsiooni muutust ajas, kus
sarnaselt joonisele 8 toimub kontsentratsioonide vahenemine ajas. Kdrvutades omavahel
nitraadi ja ammooniumi kontsentratsioonide muutused on néha, et ajahetkest 210h 30min,
mil ammoonium on nitrifitseerijate poolt dra tarvitatud hakkab nitraadi kontsentratsioon
kiiremas tempos langema. Sellest v6ib jareldada, et denitrifikatsioon toimub, kusjuures

kdrgem efektiivsus saavutatakse reaktorites 1, 2 ja 3, mida sooviti ka antud katses néha.
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Ammooniumi kontsentratsiooni muutus ajas
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Joonis 19. Ammooniumi kontsentratsiooni muutus ajas, millelt on maha arvestatud

aurumisest tulenev moju.

Vaadates nitriti kontsentratsioonide muutust ajas (joonis 20) on reaktori 2 korral
I6pus mérgata lisaks esimesele lainele, mis on arvatavasti pdhjustatud ammooniumi
nitrifitseerimisest (ammooniumi vahenemine samal ajavahemikul joonis 19), uut nitriti
kontsentratsiooni tdusu. Kuna samal ajavahemikul on kiirenenud ka nitraadi tarbimine
(joonis 18) vdiks oletada et see vdiks olla pbhjustatud denitrifikatsiooni esimese etapi
poolest, mille kéigus nitraat redutseeritakse nitritiks. Nitriti kontsentratsiooni suurenemist

elektripinge tdstmisel on tidheldatud ka varasemalt tehtud t66des [13].

Reaktori 3 korral on ndha (joonis 20) I6pus Uhtlast nitriti kontsentratsiooni tdusu,
kuna Gldlammastiku kontsentratsioon antud ajahetkel oluliselt ei vahene, siis v0ib oletada,
et denitrifikatsiooni protsessi teine etapp on inhibeeritud ning toimub nitriti akumulatsioon.
Esimene etapp denitrifikatsioonist vdiks toimida sellegi poolest, sest vaadates joonist 18 on

néha nitraadi kontsentratsiooni stabiilset langust.
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Nitriti kontsentratsiooni muutus ajas
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Joonis 20. Nitriti kontsentratsioonide muutus ajas, millelt on aurumise mdju maha

arvestatud

3.2. Hapniku kontsentratsiooni muutus ajas — katse 2

Katse kdigus mdoddetud hapniku kontsentratsioonid erinevad oluliselt erinevate
pingete korral (joonis 21). Kdige madalam hapniku kontsentratsioon saavutati reaktoris 3
ning sellele jargnesid reaktorid 2, 1 ja 4. Kdrgema pinge korral esinev madalam hapniku
kontsentratsioon vdib olla pdhjustatud katoodil toimuva hapniku redutseerimises. Kui
prootonite kontsentratsioon keskkonnas on piisavalt korge siis tekib hapniku redutseerimisel
vesi vOi vesinikperoksiid, vastupidises olukorras tekib rohkem aga hudroksiidioone [43].
Hapniku redutseerimine katoodil on hea, sest seeldabi muutub reaktsioonitsenter

anaeroobsemaks, mojutades denitrifikatsiooni protsessi efektiivsust positiivselt.

Katse alguses toimunud jarsk hapniku kontsentratsiooni langus v6ib olla péhjustatud
lisaks katoodil redutseerimisele ka orgaanilise stsiniku tarbimisest mikroorganismide poolt,
mille kdigus tarbitakse orgaanikat ja hapnikku ning vabaneb CO> ja H20 [38]. Seda toetab

ka joonis 23, millelt on n&ha tldorgaanilise susiniku kontsentratsiooni langust katse alguses.
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Teine protsess, mis mdjutab hapniku kontsentratsiooni langust voib olla pdhjustatud

nitrifikatsioonist, mille kdigus tarvitatakse ammooniumi okstideerimiseks hapniku [38].

Hapniku kontsentratsiooni muutus ajas
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Joonis 21. Hapniku kontsentratsiooni muutus ajas reaktorite kaupa

3.3. Susiniku kontsentratsioonide muutus ajas — katse 2

Katse kdigus moddeti jooksvalt Gldstsiniku (joonis 22) ja tildorgaanilise (joonis 23)
suisiniku kontsentratsioone. Uldorgaanilise stisiniku kontsentratsiooni muutust kasutati, et
anda hinnang kas toimub heterotroofne vai autotroofne denitrifikatsioon. Kuna eesmark oli
teha kindlaks kas mikrobioloogilist elektrostinteesirakku on v8imalik kasutada autotroofse
denitrifikatsiooni protsessi toetamiseks, siis reovette orgaanilist stsinikku ei lisatud.
Esialgne kdrge kontsentratsioon on tingitud inookulumi lisamisega kaasa tulnud reoveest.
Korge tldsusiniku kontsentratsioon on pdhjustatud peamiselt anorgaanilisest siisinikust, mis
lisati lahusesse naatriumvesinikkarbonaadi kujul (NaHCO3), et tagada autotroofsetele
denitrifitseerijatele vajalik anorgaanilise suisiniku allikas [13].
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400 Uldsusiniku kontsentratsiooni muutus ajas
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Joonis 22. Uldsusiniku kontsentratsioonide muutus ajas, millelt on aurumise mgju maha

arvestatud

Kdikide reaktorite korral toimus slsiniku kontsentratsioonide muutus samas ratmis.
Oleks eeldanud tldorgaanilise stsiniku madalamat tarbimist reaktorite 1-3 korral vorreldes
reaktor 4-ga, mis oleks viidanud sellele, et mikroorganismid omastavad denitrifikatsiooni
protsessi labiviimiseks vajalike elektrone otse katoodilt. Kuna denitrifikatsiooni efektiivsus
oli antud katses vaga madal siis ei tulnud vélja ka eristumist dldsusiniku puhul, mille

tarbimine oleks vdinud katse 16pus suureneda.

T6O kéaigus méarati veeproovidest lisaks uldsisinikule ka tldorgaanilise stisiniku
kontsentratsioon. Katse kaigus on ndha ldorgaanilise susiniku kontsentratsiooni langust,
mis on osaliselt pdhjustatud heterotroofsete denitrifitseerijate poolt, kes kasutavad
orgaanilist susinikku denitrifikatsiooni protsessi labiviimiseks [37]. Ajahetkel 115h esinevad
madalad uldsusiniku ja tldorgaanilise susiniku kontsentratsioonid (joonised 22 ja 23) on
arvatavasti pOhjustatud anallitisi ebatépsusest, sest ajahetkeks 210h on uldslsiniku
kontsentratsioon, koos uldorgaanilise susiniku kontsentratsiooniga taas tousnud. Lisaks

toimub mélema néitaja puhul kontsentratsioonide muutus samal maaral.
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Ajahetkeks 282h on enamus ldorgaanilisest susinikust tarvitatud ning seetdttu voiks
heterotroofse denitrifikatsiooni protsessi osakaal véheneda (kdikide reaktorite Ciidorg:N Suhe
on 0,3). Seda on né&ha ka joonisel 18, kus reaktori 4 korral nitraadi kontsentratsiooni
vahenemine aeglustub. Reaktorites, kus kasutati protsessi mdjutamiseks elektrivoolu,
sarnast muutust ei tdhelda, mis voib viidata autotroofse denitrifikatsiooni toimumisele, kes

kasutavad nitraadi redutseerimiseks orgaanilist stisiniku asemel katoodil tekkivat vesinikku.

Uldorgaanilise stisiniku kontsentratsiooni muutus ajas
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Joonis 23. Uldorgaanilise stisiniku kontsentratsioonide muutus ajas, millelt on aurumise

mdju maha arvestatud

3.3. pH muutus ajas — katse 2

Vaadates joonist 18, kus on naidatud pH muutust ajas on méargata reaktorite 1 ja 4
korral oluliselt kérgemat pH-d, mis on eeldatavasti pdhjustatud denitrifikatsioonist, mille
kéigus tarvitatakse prootoneid, muutes keskkonda aluselisemaks [37]. Reaktorite 2 ja 3
korral on néha, et pH on madalam, kusjuures keskkonna happelisus on korrellatsioonis
reaktorites rakendatava pingega. Selle pdhjuseks ei saa olla denitrifikatsioon, sest vaadates
joonisel 18 vélja toodud nitraatide kontsentratsioonide muutust ajas, on néha, et reaktorites

1 ja 3 oli denitrifikatsiooni maar vorreldes reaktoriga 4 suurem ja seega voiks olla ka pH
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kdrgem. Kuna reaktorites 2 ja 3 oli ka madalam hapniku kontsentratsioon (joonis 21), mis
vOiks olla pdhjustatud hapniku redutseerimisest katoodil, siis vdiks eeldada et nende puhul
on pH veelgi kdrgem, sest hapniku redutseerimise kaigus tarvitatakse prootoneid [43]. Seega
vOib eeldada, et pH langus pinge tdstmisel on peamiselt p&hjustatud anoodil tekkivate
vesinikioonide tottu [44].

pH muutus ajas
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Joonis 24. pH muutus ajas

3.4. Jareldused

Teise katse (lesehitus oli vorreldes esimese katsega oluliselt lihtsam, kusjuures
esines mitmeid muudatusi, mis mdjutasid protsessi efektiivsust. Uheks suuremaks
muutuseks oli protsessi keskkond: vdrreldes esimese katsega ei tdidetud teises katses
reaktorit kergkruusaga. Seelébi paranes oluliselt ainete difusioon, mis on lisaks keemiliste
reaktsioonide kiiremaks toimumiseks ka mikrobioloogiliste protsesside puhul oluline.
Lisaks paranes ka elektrijuhtivus, mis esimese katse puhul oli keskmiselt 2,82mS/cm ja teise

katse puhul 3,46mS/cm.
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Teine oluline muudatus tehti katse opereerimises: kui esimese katse puhul oli
tegemist labivoolse reaktoriga, siis teist katse puhul on tegemist batch-reaktoriga. Selle
tulemusel on katsereaktorid paremini vorreldavad ning Ghtlasi on ka mugavam jalgida

erinevate ainete kontsentratsioonide muutuseid.

Kolmas muudatus oli reaktori ruumala, mis esimese katse puhul oli 33,7 liitrit ja teise
katse puhul 1,2 liitrit. Sellel on aga omad plussid ja miinused. Véiksema ruumala puhul
tulevad ainete kontsentratsioonide muutused kiiremini esile, kuid anoodil tekkiva hapniku
moju on samuti suurem, mistottu katse 2 puhul oli oluliselt kdrgem keskmine hapniku
kontsentratsioon (5,76+4,22mg0O-/I) vorreldes esimese katsega (0,76+0,45mgO-/I). Seetdttu
oli ka teises katses anaeroobsete tingimuste tagamine oluliselt raskem ja denitrifikatsiooni

protsess inhibeeritud.

Vorreldes esimese katsega oli
uheks erinevuseks ka anoodi materjali
muutus. Esimese katse puhul kasutati
anoodina vasktoru, mis oli katse 16pus
kaetud paksu vaskoksiidi  kihiga
(joonis 25). Teises katses sama
olukorra valtimiseks kasutati ka anoodi
materjalina  stsinik-kiust  kangast.
Lisaks tehti teise katse korral reaktoris
olevad hendused roostevabaterasest

traadi abil, et wvaltida juhtmete

Joonis 25. Esimese katse kdigus anoodile tekkinud

labiokslideerumist, mida oli naha
esimest katset lahti vottes. s
vaskoksiidi kiht.

Ko6ige enam on mdjutatavad keskkonna-tingimused teise katse korral olid pH ja
hapniku kontsentratsioon, mis on lisaks temperatuurile ja opereerimisstateegiale Uhed
olulisemad parameetrid mikrobioloogiliste protsesside puhul [38]. Esimese katse puhul ei
tdheldatud keskkonna parameetrites olulisi erinevusi kummagi parameetri suhtes, kuid

erinevusi oli tdheldada teise katse puhul.
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Kirjanduses on valja toodud, et denitrifikatsiooni jaoks optimaalne pH on vahemikus
6-8 ning koige suurem efektiivsus tagatakse vahemikus 7-7,5 [5, 38]. Katses 2 taheldati
kdrgema pinge korral (reaktorites 2 ja 3) madalamat pH-d (keskmine pH = 7,38) vorreldes
reaktoritega 1 ja 4 (keskmine pH = 7,71). Lisaks oli reaktorites 2 ja 3 pH kdikumine imber
keskmise vaiksem vorreldes reaktorite 1 ja 4-ga, millel pH tbusis 16pus lle 8,3. Esimese

katse puhul pH suhtes erinevate gruppide I6ikes ei esinenud.

Kdige enam mdjutas teist katset anoodil tekkiva ja katoodil redutseeritava hapniku
vahekord, mille tulemusel ei saavutatud katses 2 uhegi reaktori puhul denitrifikatsiooni
efektiivseks l&biviimiseks optimaalset hapniku kontsentratsiooni. Selle vaartus
denitrifikatsiooni toimimiseks peab jaama alla 0,3-0,5mgO2/I [38]. Katses 2 jaid hapniku
kontsentratsioonid vahemikku 1,54-8,14mgO./l, mistdttu denitrifikatsioon oli hapniku tottu
inhibeeritud, kuid paremad tingimused saavutati kdrgemate pingete korral. Esimese katse
korral anoodil tekkiv hapnik mdju ei avaldanud ja erinevate pingete 18ikes samuti erinevusi
ei tdheldatud. Esimese katse korral jai hapniku kontsentratsioon vahemikku 0,32-
1,21mgO2/l, mistdttu saavutati soodsamad tingimused denitrifikatsiooni protsessi

toimumiseks.

Kdrgemate pingete korral saavutati suurem denitrifikatsiooni efektiivsus mélema
katse puhul, mis véljendus esimese katse korral suurenenud nitriti kontsentratsiooni kaudu.
Ja lisaks suurenes esimeses katses kdrgemate pingete korral ka N2O emissioon, mis viitab
denitrifikatsiooni toimumisele. Teise katse puhul olid erinevate pingete korral erinevused
suuremad ning oli margata ka Uldlammastiku kontsentratsiooni suuremat vahenemist
reaktorites, kus rakendati elektripinget. Kuna mdlemas katses oli heterotroofne
denitrifikatsioon parsitud madala orgaanilise susiniku kontsentratsiooni poolt, siis v6ib
oletada, et kGrgemate pingete korral hakkas toimuma autotroofne denitrifikatsioon, mille
kéigus mikroorganismid kasutavad orgaanilise susiniku asemel anorgaanilist stsinikku ja

katoodil tekkivat vesinikku.
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KOKKUVOTE

Inimtegevuse tagajarjel suunatakse Uha rohkem ldmmastikihendeid keskkonda.
Selle tagajérjel suureneb lammastikiihendite kontsentratsioon veekogudes, ning lletades
sealne Okosulisteemi isepuhastuv6ime, avalduvad probleemid nagu veekogude
eutrofeerumine ja joogivee saastumine. Antud to60s poorati suuremat téhelepanu
denitrifikatsiooni protsessis esinevatele lammastikoksiididele, eelkdige nitraadile, mis

pdhjustab lisaks veekogude kinnikasvamisele ka haiguste teket.

Antud t66 laiem eesmark oli uurida kas mikrobioloogilisi elektrosiinteesi reaktoreid
on voimalik kasutada nitraatidest tuleneva veereostuse eemaldamiseks ja tdpsemalt uuriti
kuidas mdjuta MES-reaktoris kasutatav elektripinge denitrifikatsiooni protsessi, mille
kaigus mikroorganismid redutseerivad nitraadi mitmes jargus molekulaarseks
lammastikuks. Mikrobioloogilise elektrosunteesi reaktori puhul on tegemist slisteemiga,
milles rakendatakse elektrivoolu, et luua sobivad tingimused mikrobioloogiliste protsesside
labiviimiseks. MES-reaktoris toodetakse katoodil vesinikku, mis on energiaallikaks
autotroofsetele denitrifitseerijatele ja seeldbi on vdimalik viia 1&bi denitrifikatsiooni
protsessi, madala orgaanilise siisinikuga keskkonnas.

Tulenevalt t66 eesmargist, viidi labi kaks katset, esimese puhul valmistati 12
labivoolset mikrobioloogilist elektrostinteesi reaktorit, milles sooviti puhastada nitraadidega
saastunud vett. Reaktorid jagati nelja gruppi, milles rakendati erinev pinge 0,6V; 1,4V; 1,6V
ja kontroll, mille puhul elektrivoolu ei rakendatud. Teise katse puhul valmistati 4 identset
MES-reaktorit, mis erinesid Uksteisest sammuti rakendavate elektripingete poolest 0,4V,
1,0V; 1,6V ja kontroll — ehk elektripinget ei rakendatud.

Kdrgemate pingete korral saavutati suurem denitrifikatsiooni efektiivsus mdlemas
katses. Esimese katse puhul oli mérgata suuremat naerugaasi emissiooni kérgemate pingete
puhul ning teise katse puhul oli margata ka Gldlammastiku kontsentratsiooni, sealhulgas

nitraatide vahenemist. Kui esimese katse korral ei tdheldatud olulisi muutusi keskkonda
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iseloomustavate parameetrite suhtes nagu pH ja hapniku kontsentratsioon, siis teise katse
puhul oli olukord hoopis teine. Madalamate pingete korral ja reaktoris kus elektrivoolu ei
rakendatud, tdusis hapniku kontsentratsioon oluliselt kdrgemaks, vdrreldes reaktorites milles
oli kdrgem pinge. Sellegi poolest ei suudetud teise katse puhul saavutada piisavalt madalat
hapniku kontsentratsiooni, mistottu oli denitrifikatsiooni protsess inhibeeritud. Teise katse
puhul oli méargata ka kdrgemate pingete korral madalat pH-d, kusjuures kdrgem pinge hoidis

pH stabiilsemana.

Kokkuvotvalt voib delda, et mikrobioloogilist elektrostinteesi reaktorit on voimalik
kasutada denitrifikatsiooni protsessi mdjutamiseks, kusjuures rakendatava pinge muutus
mdjutab protsessi kulgu erinevalt. Sellele vaatamata jaid antud t60 raames tehtud katsetes
puhastusefektiivsused védga madalaks, mist6ttu on kdrgema efektiivsuse saavutamiseks vaja
labi viia taiendavaid uuringuid ning eksperimente, et teha kindlaks, kas antud tehnoloogia

vOiks olla arvestatavaks alternatiiviks praegustele reoveepuhastuse praktikatele.
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ELECTRIC CURRENT EFFECT ON DENITRIFICATION PROCESS
IN MICROBIAL ELECTROSYNTHESIS CELL

Rauno Lust

Summary

Because of human activity, even more nitrogen compounds are directed to
environment. That causes higher nitrogen concentrations in waterbodies and by exceeding
these ecosystems self-cleaning capacity, environmental problems such as eutrophication and
groundwater pollution will occure. Current thesis primarly concentrates on nitrogen
compounds that take part in denitrification process, mostly nitrate, that can cause health

problems such as blue baby syndrome.

Thesis wider objective was to investigate if microbial electrosynthesis can be used to
treat water that is polluted by nitrates. Closer attention was given to how different electric
currents effect denitrification process, during which nitrates are reduced to nitrogen.
Microbial electrosynthesis cell (MEC) is a system where electric current is used to achieve
optimal conditions to carry on different microbial processes. On cathode hydrogen is
produced, which is energy source for autotrophic bacteria and because of that denitrification

can be conducted in absence of organic carbon.

During the work, two different experiments were made. For the first test 12
continuous flow MECs were constructed to treat nitrate polluted water. Reactors were
divided into four groups and each group were manipulated by different electrical current
0,6V; 1,4V; 1,6V and control, where no current were applied. For the second test 4 batch
type MECs were constructed, each reactor differed from another by applied current 0,4V;

1,0V; 1,6V and controll, where no current were applied.

In both experiments, reactors with higher current achieved higher nitrogen removal

efficiency. On first test, higher N.O emissions were detected and during the second test lower
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total nitrogen and nitrate concentrations were achieved in reactors where higher current was
applied. During first test no significant variations in environmental parameters like pH or
oxygen concentration in four different groups were detected. But during the second test those
parameters differed from each other vastly. In microbial electrosynthesis cells where
electrical current was lower the oxygen concentrations were higher. MECs with higher
current manipulation achieved lower oxygen concentrations but the oxygen concentrations
were still too high and because of that the denitrification process was heavily inhibited. In
MECs where higher current was applied the pH was also kept lower and more stable around

the optimal range.

Based on the results it can be said that microbial electrosynthesis can be used to
enhance denitrification process and different electrical currents can be used to manipulate
the process. But during this work the pollutant removal efficiency stayed very low and to
raise the technology’s efficiency more research have to be made, to make sure if this

technology can be a viable alternative for existing water treatment practices.
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