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Infoleht

Elektroonikaromude bioleostumise protsesside uurimine

Tanapéeva arenenud thiskond on kaasa toonud hulgaliselt elektri- ja elektroonikaseadmete jaatmeid. E-
jaatmetega seotud regulatsioonid muutuvad aina karmimaks ning pooldatakse tehnoloogiaid, mis
hdlmavad metallide taaskasutamist ja ringlussevdttu. Metallide taastamiseks e-jadtmetest kasutatakse
erinevaid tehnoloogiaid: plro-, hudro- ja biohidrometallurgiat. Kéesoleva t66 eesmark on uurida
purustatud elektroonikaromude kaheastmelist metallide bioleostumise protsesse ning méérata
mikroorganismide arvukus anaeroobses ja aeroobses protsessis. Samuti on eesmargiks uurida, millised

vadrtuslikud metallid leostusid protsessidest valja.

T60 teadusala CERCS kood:

B320- Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, mikoloogia

T490- Biotehnoloogia

Marksonad: elektri- ja elektroonikajaatmed, bioleostumine, anaeroobne ja aeroobne protsess

Investigation of WEEE bioleaching processes

Nowadays developed society has led to a large amount of electrical and electronic equipment waste.
Regulations on e-waste are becoming increasingly strict and technologies involving the recovery and
recycling of metals are being favored more than ever. Different technologies are used to recover metals
from e-waste: pyro-, hydro- and biohydrometallurgy. The aim of this study is to investigate the two-step
bioleaching processes of scraped electronic waste and determine the amount of microorganisms in
anaerobic and aerobic processes. In addition, the purpose is to figure out which precious metals leached

out of the processes mentioned above.
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Sissejuhatus

Téanapéeva kiire majanduskasv, pidev tehnoloogiline innovatsioon ja elatustaseme paranemine on toonud
kaasa hulgaliselt elektri- ja elektroonikaseadmete j&&tmeid ehk e-jddtmeid. Koige vaartuslikumaks
peetakse neist ja&tmetest vaarismetalle sisaldavaid trikkplaate. Metallid Gldiselt on kdigi

majandussektorite jaoks olulised.

E-jdatmetega seotud regulatsioonid muutuvad aina karmimaks ning nduetekohane ja&tmete
taaskasutamine jarjest tdhtsamaks. Pooldatakse tehnoloogiaid, mis h6lmavad metallide taaskasutust ja
ringlussevottu. Kahjuks on metallide taaskasutamise ja ringlussevotu puhul peamiseks takistuseks
elektri- ja elektroonikaromude jaatmete heterogeensus ning kompleksne koostis, sest
elektroonikaseadmed koosnevad paljudest erinevatest ja keerulistest komponentidest. Metallide
taaskasutamiseks e-jadtmetest on kdigus erinevad tehnoloogiad: piro-, hidro- ja biohiidrometallurgiat.
Neist viimane on Ules ehitatud keskkonnastbralikule ja energiasééstlikule viisile, kuidas e-romudest
metalle taaskasutada meetodi aluseks on bioleostumise protsess, milles mikroorganismid muundavad
tahked metallithendid lahustuvateks ja ekstraheeritavateks metalliihenditeks, mida on v&imalik

taaskasutada.

T606 eesmark on uurida purustatud elektroonikaromude bioleostumise protsesse anaeroobses ja aeroobses
keskkonnas. Kasutades suuremahulist, 20-liitrise katseseadet, seati eesmérgiks kindlaks teha, kuidas
mikroorganismid taluvad protsessi erinevates astmetes olevaid tingimusi ning missugused metallid
bioleostuvad protsessi kdigus valja. Katsed on osa elektroonikaromude leostamise uuringutest projekti
»LIFEI7/ENV/ES/000216 Elektrooniliste seadmete tootlemisjaékide bioleostamine™ raames ning

teostati Tartu Ulikoolis koostd s ettevottega BiotaTec OU.



1. Kirjanduse llevaade

1.1. Elektri - ja elektroonikaseadmete jaatmete kditlemine maailmas

Elektri-ja elektroonikaseadmete jd&tmed ehk elektroonilised jadtmed (WEEE — waste electrical and
electronic equipment) on jérjest kasvav jadtmevoog, mida pdhjustab elektroonika toodete tarbimise kasv
nii toostusriikides kui ka arengumaades. Elektroonikaseadmeid on palju — peaagu kdiki majapidamis-
vOi kontoritarbeid, millel on vooluahel vGi toitega elektrilised komponendid, saab nimetada elektri- voi
elektroonikaseadmeteks. (Mihai, et al. 2019)

Madiste ,,e-jdade* on lai ja hlmab endas kuut jadtmekategooriat:

1. soojusvahetusseadmed, mida sagedamini nimetatakse jahutus- ja kilmutusseadmeteks
(ktlmkapid, stigavkilmikud, konditsioneerid ja soojuspumbad);

2. ekraanid, monitorid, telerid, laua- ja tahvelarvutid,;

3. lambid (fluorestsentslambid, suure intensiivsusega tiihjenduslambid ja LED-lambid);

4. suurseadmed (pesumasinad ja -kuivatid, ndudepesumasinad, elektripliidid, trikimasinad,
paljundusseadmed ja paiksepaneelid);

5. véikeseadmed (tolmuimejad, mikrolaineahjud, veekeetjad, raadioseadmed, videokaamerad,
elektroonilised ménguasjad jne);

6. IT- ja telekommunikatsiooniseadmed (mobiiltelefonid, GPS, kalkulaatorid, ruuterid, printerid,
stilearvutid). (Mihai, et al 2019)

Igal kuuel j&&tmekategooria tootel on erinev eluiga. See tdhendab, et igal tootel on erinevad
jaatmekogused, majanduslik vaartus, samuti potentsiaalne oht keskkonnale ja tervisele, kui neid tooteid
ebasobivalt ringlusesse voetakse. (Balde, et al. 2017) 2016. aastal tekkis kogu maailmas 44,7 miljonit
tonni e-jaatmeid. Ringlusse voeti vaid 8,9 miljonit tonni, mis moodustab ainult 20% kdigist tekkinud e-
jaatmetest. Kui 2005. aastaks oli e-jddtmeid kogunenud 20 miljonit tonni, siis aastaks 2016 oli nende
jaatmete hulk kahekordistunud. (Mihali, et al. 2019)

Puudulikud olmejaatmete kaitlussisteemid hdlmavad sageli ka e-jd4tmete ebadiget kaitlemist. Need
kogutakse kokku koos teiste ja&tmetega, ilma et neid eelnevalt t6ddeldaks, ning viiakse

munitsipaalprigilatesse, kus toimub saasteainete leostumine keskkonda. Kui e-jadtmete ohtlikud



fraktsioonid satuvad kokku segaolmejaatmete ohtlike fraktsioonidega, voivad nad moodustada pusivaid
orgaanilisi saasteained (POP — persistent organic pollutants). (Mihai, et al. 2019) POP-d on murgised
kemikaalid, mis mdjutavad inimese tervist ja keskkonda. Need mirgised kemikaalid liiguvad tuule ja
vee abil, samuti vdivad nad pilsida keskkonnas pikka aega ning toiduahela kaudu levida thelt liigilt
teisele ning akumuleeruda. (EPA, 2020) E-jaatmetest vdib lekkida jargnevaid thendeid: polutsuklilised
aromaatsed susivesinikud (PAH), raskmetallid (kaadmium, elavhdbe, plii), broomitud tuleaeglustid
(BFR). Vananenud elektri- ja elektroonikaseadmed, nditeks kiilmkapid, mille eluiga on pikem, v@ivad
sisaldada freoone (CFC ja HCFC). Samas sisaldavad e-jadtmete fraktsioonid véartuslikke materjale
toostuste jaoks (vaarismetallid, Cu) ning kui neid uuesti ringlusesse votta, vahendatakse sellega metallide
ammendumist looduses. Kahjuks méngivad elektri- ja elektroonikajadtmete ringlussevdtus ja kaitlemises
rolli just need riigid, kus nduetekohased ametlikud e-jaatmete kéitlusteenused ja digusaktid puuduvad.
Ulemineku- ja arengumaades tuleb arendada jaatmekaitlussiisteeme, mis pdhineksid jaatmete eraldi
kogumisel ja ringlusesse votul, ning jatkusuutlikku lahenemist elektroonikajddtmete korraldamises.
(Mihai, et al. 2019)

E-jadtmete eraldamine ja tootlemine ei ole oluline ainult keskkonnamdjude seisukohast, tdhtsal kohal on
ka majanduslik komponent. Aastal 2016 oli e-jdatmetes sisalduvate toorainete koguvaartus
hinnanguliselt 55 miljardit eurot, mis on suurem kui maailma enamiku riikide sisemajanduse
koguprodukt. Samas on peale jaatmekaéitlust selle sekundaartooraine vaartus vaid murdosa selle
komponentide voi kasutatud seadmete algvaartusest. Ringmajanduse mudelid peaksid rohkem
julgustama ettevotjaid jaatmeid paremini ringlusesse votma, taaskasutama ja téodeldud materjale rohkem
kasutama. (Balde, et al. 2017)

1.2. E-jadatmete voog geograafiliselt

Oluline on jélgida WEEE j&&tmete voogu nii globaalselt kui ka regionaalselt. See annab llevaate, kui
palju on toodetud, saadakse hinnata toote eluiga ning seda, kui palju jadatmeid tekib. Jaatmekaitlussektoril
on kogu maailmas erinevad v6imalused, mis s6ltuvad tehnoloogiast, majanduslikust ja sotsiaalsest
vOimekusest ning erinevatest vastuvfetud seadustest. EbavOrdsus arenenud ja arengumaade
jadtmekaitlusteenuste osas on ilmne. Ulemaailmsel tasandil puudub ligi 3 miljardil inimesel juurdepais

jaatmete kogumisteenustele ning samuti on erinevus linna ja maapiirkondade vahel. See omakorda



pohjustab majapidamises tekkinud ja&tmete erinevaid kdrvaldamisviise, milleks on sageli pbletamine,

veekogudesse viskamine voi tee &érde jatmine. (Mihai, 2017)

E-jadtmed on spetsiifiline jadtmevoog, millel on keerukas vastastikune mdju riiklikul ja rahvusvahelisel
tasandil, ning mida tuleb Kkindlasti reguleerida konkreetse seadusandlusega. Tulenevalt e-jaatmete
kéitlemise keerukusest, vdimaldab see ebaseaduslikku kaubandust, eriti arengumaades, kus puuduvad
ametlikud tagasivotusisteemid. Reguleerimine riiklikul tasandil on jargmine samm ametliku ja
nduetekohase e-jaatmekaitluse arendamiseks piirkondlikul ja kohalikul tasandil. Euroopa Liidul on valja
tootatud e-jaatmete direktiiv, mille kaudu teostatakse jarelvalvet enamikus Euroopa riikides. 2013. aastal
vottis 60 riiki kasutusele e-jadtmete maaruse ning 2017. aastal liitusid sellega Albaania, Ukraina,
Venemaa, India, Keenia, Tsiili ja Kambodza (joonis 1). (Mihai, et al. 2019)

E-jadtmete seadusandlus

puudub seadusandlus
kehtib aastast 2013
kehtib aastast 2017
uudub informatsioon

Y

0 1000 km

Made with Phiicarto =
Data source: UNU - E-Waste Global Monitor (2014 & 2017) ©) Author

Base ma p: hitp://philcarto.froe.fr/

Joonis 1. E-j44tmete Gigusaktide katvus globaalselt ajavahemikus 2013-2017. (Mihai, et al. 2019)

Enamik arenenud majandusega riike votsid vastu selle seadusandluse, sest eeldatavasti suureneb nendes
riikides e-jadtmete osakaal jargnevatel aastatel. Oigusaktide olemasolu aga ei tihenda tingimata korralike
e-jaadtmekaéitlusiusteemide edukat rakendamist vdi pakkumist. Aasias on mitmeid riike, kus 2017. aastast
kehtivad digusaktid, aga neid vdib vdrrelda Louna-Ameerikaga, kus tegelikult puudub seadusandlus, sest

neid akte ei tdideta. Jooniselt 1 on n&ha, et Aafrika riikidel pohimétteliselt puuduvad e-jaatmetega seotud
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regulatsioonid. Seal mangib rolli riigi majandustase ning jaatmete ladustamine prigilatesse ja nende
pbletamine. Kérgema sissetulekuga elanikkonnaga riikides, nditeks USA-s, Austraalias, Kanadas, L&éne-
ja P6hja-Euroopas, tekib e-jaatmeid elaniku kohta umbes 20-28,3 kg aastas. Aasias on see number 0,1-1
kg elaniku kohta. Kdige suurem hulk e-jd&tmeid inimese kohta aastas tekib Norras, kus see on 28,3 kg.

Samas tekib Kongos ja Nigeerias e-jaatmeid elaniku kohta aastas 0,2 kg. (Mihai, et al. 2019)

1.3. E-jaatmete regulatsioonid Euroopas

1989. aastal s6lmiti Baseli konventsioon, mis madratleb ohtlike jaatmete impordi, ekspordi ja
transiitvedude korra. Konventsioon kohustab riike viima miinimumini ohtlike jd&tmete kogused ja
tagama, et riikides oleksid jaatmekaitlusettevotted. Riikides, kus puuduvad nduetekohased
jaatmekaitlusettevotted, ei tohi jaatmeid eksportida ega importida. Samuti tohib korraldada
rilkidevahelist jadtmevedu vaid siis, kui asjaomaste riikide p&devad asutused on andnud kirjaliku
kooskdlastuse. (Keskkonnaministeerium, 2019) Parast Baseli konventsiooni tutvustas Euroopa Liidu
komisjon 1993. aastal jadtmeveo mé&&rust, mis keelab eksportida ohtlikke ja&tmeid riikidesse, mis ei
kuulu Majandusliku Koostd6 ja Arengu Organisatsiooni (OECD). 8. juunil 2011. aastal andis Euroopa
Parlament ja ndukogu valja direktiivi, mis satestab teatavate ohtlike ainete kasutamise piiramise elektri-
ja elektroonikaseadmetes. Direktiivis rbhutati toote disaini ja pakendi muutmise vajalikkust, et
vahendada ohtlike ainete kasutamist ning suurendada nende asendamist keskkonnasdbralike
materjalidega. Lisaks on seal ka ndue suurendada tekkivate e-jaatmete ringlussevotu maara. (EUR- Lex,
2011; Patil & Ramakrishna, 2020) 2012. aastal voeti vastu direktiiv 2012/19/EL eletri- ja
elektroonikaseadmetest tekkinud jaatmete kohta. Direktiivi eesmark on sééstva tarbimise ja tootmise
toetamine elektroonikaromude tekke véltimisel ja nende korduskasutamise, ringlussevétu ja muude
taaskasutamise viiside teel. (Euroopa Liidu Teataja, 2012) Valja on toodud, et kasutuselt korvaldatud
elektri- ja elektroonikaseadmete stistemaatiline ja eraldi kogumine vdimaldab suuremat ringlussevotu
mahtu, mis omakorda soosib e-jadtmete fraktsioonide suuremat kaivet. Direktiivis on sétestatud, et
toodeldud e-jaatmete Ule tuleb pidada riiklikku arvestust. Vdlja on toodud eraldi ka tootjate laiendatud

vastutuse pohimote. (Patil & Ramakrishna, 2020)

Kdik Euroopa Liidu liikmesriigid ja teised Euroopa riigid, nagu Suurbritannia, Sveits ja Norra on
rakendanud siseriiklikke Oigusakte, et reguleeria e-jd&tmete Kkaitlust vastavalt oma kohalikule

okoslisteemile. Euroopa Liidu komisjon on aidanud ja julgustab teisi Euroopa riike (véljaspool EL) ja
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Venemaad rakendama Giguslikku ja institutsioonilist raamistikku e-jaatmete kéitlemiseks ja

keskkonnaprobleemide lahendamiseks. (Patil & Ramakrishna, 2020)

1.4. E-jadtmete regulatsioonid Eestis

Eesti jadtmevaldkonna eesmark on taaskasutada v@imalikult palju tarbimisest tle jadvaid materjale. Kui
jaatmed on tekkinud, tuleks need uuesti materjalina ringlusse votta. Eestis kehtestati jadtmeseadus 2004.
aastal. Seadus satestas tldnduded jaatmete tekke ning neist tuleneva tervise- ja keskkonnaohu véaltimiseks
ning jaatmehoolduse korralduse jaatmete ohtlikkuse ja koguse véhendamiseks. (Jaatmeseadus, 2004)
Riigi jddtmekava eesmark aastatel 2014-2020 oli korrastada ning korraldada jddtmehooldust siisteemselt
valdkonna kdigil tasanditel. Keskkonnaministeeriumi andmete kohaselt valmib riigi jd&tmekava
novembriks 2022, senikaua kehtib veel vana. (Keskkonnaministeerium kodulehekiilg, 2021)
Jaatmestatistika andmetel tekkis 2019. aastal Eestis jadtmeid kokku 20,21 miljonit tonni. (Statistikaameti

kodulehekilg, i.a)

Jaatmeseaduse vastuvotmisega kehtestati 2005. aastal maérus nr 376 ,,Elektri- ja elektroonikaseadmete
maérgistamise viis ja kord ning elektri- ja elektroonikaseadmetest tekkinud jaadtmete kogumise, tootjale
tagastamise ning taaskasutamise vOi korraldamise nduded ja kord ning sihtarvud ja sihtarvude
saavutamise tdhtajad*. 2005. aastal kinnitati keskkonnaministri méarus ,,Elektri- ja elektroonikaseadmete
romude Kkditlusnduded”. (Keskkonnaministeerium, i.a). Jadtmeseadus madratleb tootjavastutuse
pbohimdtte ning defineerib probleemtooted, sest need ja&tmed vdivad pdhjustada ohtu keskkonnale ja
tervisele. Probleemtoodeteks on elektri- ja elektroonikaseadmed ja nende osad, patareid ja akud,
mootorsdidukid ja nende osad, rehvid, péllumajandusplast. Tootjavastutus tdhendab seda, et tootjal on
kohustus koguda ja suunata probleemtoodeted edasisele kaitlemisele, taaskasutusse, ringlussevotuks voi

korvaldamiseks. Tootjatele on satestatud ka elektroonikaromude kogumise méérad. (SEI, 2015)

Eestis peavad olema elektri- ja elektroonikaseadmed margistatud. Toodetel peavad olema Kirjas

jargmised andmed:

1. tootjat identifitseerivad andmed;
2. alates 2005. aastast turule lastavatel seadmetel margis vastavalt standardile EVS-EN 50419;

3. CE-maérgis. (Keskkonnaministeeriumi kodulehekdlg, 2020)
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Toodetele kantavad andmed ja, margised peavad olema selgelt loetavad ja kustumatud seni, kuni seade
muutub jaatmeks. Kui margis ei mahu seadmele v0i pdhjustab ebamugavusi toote kasutamisel, peab
mérgise kandma kas seadme kasutusjuhendisse vdi garantiiddokumendile. (Keskkonnaministeerium
kodulehekiilg, 2020)

1.4.1. E-j4&tmete kogumine Eestis

Elektri- ja elektroonikaseadmete tootjad peavad rajama elektroonikaseadmetest tekkinud ja&tmetele
kogumispunktid igasse Eesti maakonda, voOttes arvesse rahvastiku tihedust ning nduet, et
elektroonikaromude uleandmine oleks elektroonikaromude valdajale vdimalikult mugav. Tootja peab
rajama vahemalt iga tle 3500 elanikuga linna voi valla territooriumile e-jadtmete kogumispunkti.

(Keskkonnaministeerium kodulehekiilg, 2020)

2014. aasta aprillis kinnitas valitsus mé&&iruse muudatuse, mille kohaselt peavad suured
elektroonikamiljad kasutuks muutunud koduelektroonika edaspidi vastu vOtma tasuta. Maaruse
muudatus tulenes Euroopa NoOukogu direktiivist 2012/19/EL ,Elektri- ja elektroonikaseadmetest
tekkinud jadtmete kohta ning sellest, et olmejaatmetes leidub liiga palju elektroonikajaatmeid.
Méarusekohaselt on kindlaks mé&é&ratud elektroonikaromude kogumise méérad. Madrad arvutatati vélja
kalendriaasta jooksul kogutud elektroonikaromude massi jagamisel kolme eelmise aasta jooksul turule
lastud elektri- ja elektroonikaseadmete keskmine massiga aasta kohta. 1. jaanuarist 2016. aastal oli see
madr vahemalt 45%, 2018. aastal vahemalt 59% ning 2019. aastal vdhemalt 65% mudgile lastud elektri-
ja elektroonikaseadmete keskmisest massist aasta kohta. Eestis on elektroonikaromude kogumise maar
olnud pisut kérgem, sest elektroonikaseadmete turule laskmine on suurenenud. Naiteks perioodil 2016-
2018 suurenes Eesti kolme aasta keskmine elektroonikaromude turule laskmine tle 7%. (EUR-Lex,2012;
Keskkonnaagentuur, 2020: SEI, 2015)

2013. aastal andis SA Stockholmi Keskkonnainstituudi Tallinna Keskus vélja uuringu, milles uuriti
Eestis tekkinud segaolmejéatmete, eraldi kogutud paberi- ja pakendijadtmete ning elektroonikaromude
koostist. Elektroonikaromude analiiusi teostati perioodil 01.09.2012- 30.06.2013 ja sortimisuuring viidi
l&bi pohiliselt viies jadtmejaamas. Sortimisuuringu tulemused nditasid, et jddtmejaamadesse toodud
elektroonikaromud  koosnevad  valdavalt  suurtest kodumasinatest, infotehnoloogia- ja

kommunikatsiooniseadmetest ning tavatarbijatele maaratud seadmetest. (SEI, 2013)
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Elektroonika- ja elektrijadtmete koguste paremaks jalgimiseks on Keskkonnaministeeriumi loonud
probleemtooteregistri (PROTO). Selles on registreeritud Eestis valmistatud, turule lastud ning, sisse- ja
véaljaveetud probleemtooted. Keskkonnaagentuur on loonud jaatmearuandluse infosiisteemi (JATS), kust
saab infot e-romude kohta. (Keskkonnaministeerium kodulehekiilg, 2020; Probleemtooteregister i.a)
Eestis on elektri- ja elektroonikaseadmete ja e-romude kogumine korraldatud tootjate Gihenduste kaudu,
millest tuntumad on MTU Eesti Elektri- ja Elektroonikaseadmete Ringlus (MTU EES-ringlus), kuhu
kuulub 155 liiget, ja MTU Eesti Elektroonikaromu, kus on 588 liiget. (EES-Ringlus kodulehekiilg, i.a;

Eesti Elektroonikaromu kodulehekiilg, i.a)

Eesti jaatmekaitluse koondtabeli jargi eksporditi 2019. aastal elektri- ja elektroonikaseadmeid 3103,4
tonni, imporditi vaid 1271,9 tonni. Sellest saab jareldada, et Eesti riigil ei ole vGéimekust ise e-romude

tootlemiseks. (Jadtmearuandluse infosiisteemi kodulehekiilg, i.a)

1.5. E-jadtmete moju inimesele ja keskkonnale

E-jdatmed koosnevad ja sisaldavad vahemalt 57 erinevat perioodilisustabelis leiduvat elementi
(joonis 2). Need ained on ohtlikud nii inimese tervisele kui ka loodusele, kui nendega jaatmekaitluses
korralikult ei tegelda. Elavhdbedat (Hg) kasutatakse lulitites, patareides ja gaaslahenduslampides, st
skannerites ja fotokoopiamasinates. Elektroonikattdstuses kasutatakse aastas umbes 22% elavhdbedat
(Hg). Laetavad patareid sisaldavad pliid (Pb), kaadmiumit (Cd), liitumit (Li) ja niklit (Ni). Vanad telerid,
arvutid ja katoodkiiretorud (cathode ray tubes, CRT) sisaldavad pliid (Pb). Lulitites leidub kaadmiumit
(Cd) ja bertlliumit (Be). Kondensaatorid ja trafod sisaldavad poliklooritud bifentitile (PBB) ning
jahutusseadmetes ja isolatsioonivahtudes on Kklorofluorosisinikku (CFC). Suitsuandurites on

ameriitsiumit (Am), mis on radioaktiivne element. (Kaya, 2016)
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Joonis 2. Véartuslikud elemendid, mis sisalduvad e-jaatmetes (Kaya, 2016)

Plii kahjustab inimese nérvisusteemi ja vereringet ning neere, mdjutab lapse aju arengut. Kroom
pbhjustab astmaatilist bronhiiti ja kahjustab DNA-d. Kaadmiumil on toksiline ja p6érdumatu moju
inimese tervisele: ta koguneb neerudesse ja maksa, vdib pdhjustada kopsukasvajat ning tekitada
narvikahjustusi. Elavhdbe tekitab kroonilisi kahjustusi hingamissiisteemile ja inimese ajule. Plastid ja
polivinaalkloriidid (PVC) toodavad parast pdletamist dioksiine, mis kahjustavad immuunsust ja v@ivad

pbhjustada arenguprobleeme. (Kaya, 2016)

Nouetekohane e-jaatmete kaitlemine on vajalik, kuna e-jaadtmed reostavad pdhjavett, hapestavad mulda
ning pbletamisel tekitavad murgiseid aure, gaase ja eraldavad kantserogeenseid aineid. Ebadige jadtmete
kaitlemine tekitab tosiseid pinnase, 6hu ja vee saasteprobleeme. Ebadige e-jaadtmete kditlemine hdlmab

jargmist:

1) trikkplaatide ja metallkaablite avatud pdletamine;
2) vadrismetallide eemaldamine happe vdi tsianiidi abil;

3) CRT-de I6hkumine ja avatud ladestamine prigilas. (Kaya, 2016)
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Avatud pdletamine ja ladestamine priigilatesse on iseloomulik e-jaatmete kdrvaldamise viis enamikes
arengumaades. Jaatmete matmine ja ladestamine vdimaldab raskmetallidel leostuda pinnasesse ja
pbhjavette ning 6hku eraldub metaani, mida kokku ei koguta. Jaatmete pOletamisel paiskuvad 6hku
ohtlikud ained. (Kaya, 2016)

1.6. Trukkplaadid

Trukkplaadid ehk emaplaadid (printed circuit boards, PCB-d) on elektroonikatoodete oluline osa. PCB-
sid kasutatakse elektrooniliste komponentide mehaaniliseks toetamiseks ja elektriliseks tihendamiseks.
Emaplaadid moodustavad vahemalt 3% elektroonikatoote massist. Hetkel suudetakse tootlemisega
taaskasutada vaid 30% metalli, tlejadnud 70% kahjuks ei saa tdhusalt taaskasutada ning see kas
pOletatakse vOi ladestatakse prugilasse. (Kaya, 2016) Trikkplaatide ja&dtmed (waste printed circuit
boards, WPCB) sisaldavad mitmesuguseid raskmetalle ja ohtlikke aineid, néiteks pliid, kaadiumi. Lisaks
sellele sisaldavad need teisi mittemetallilisi Ghendeid: plastikut, Kklaasi. Seet6ttu on vaja WPCB
utiliseerida, et véltida keskkonnareostust ning et véaértuslikke materjale saaks ringlusesse vétta. (Zhou &
Qui, 2010)

Kasutusel on kahte tuipi trukkplaate: FR-4 ja FR-2. FR-4 koosneb mitmekihilisest epoksiivaigust,
klaaskiust ja on kaetud vase (Cu) kihiga. FR-2 koosneb tihekihilisest klaasikiust voi tselluloospaberist ja
fenoolist, mis on samamoodi kaetud vasekihiga. FR-4 kasutatakse véikestes seadmetes, naiteks

mobiiltelefonides. FR-2 kasutatakse suuremates kodumasinates ja televiisorites. (Kaya, 2016)

1.6.1. Trikkplaatide koostis

Emaplaatide pohistruktuur on tugevdatud klaasplastiga ja mitmest metallmaterjalist koosnevast
laminaadist, milles on vé&rismetallid, nagu kuld, hdbe ja plaatina. Samuti on seal mitmeid ohtlikke

raskmetalle. Koik trikkplaadid koosnevad pdhiliselt kolmest pdhiosast:

1) mittejuhtiv substraat vGi laminaat;
2) juhtiv vasesubstraat, mis on tikitud laminaadile vdi selle sisse;

3) aluspinnale kinnitatud komponendid. (Kaya, 2016)

Soltuvalt struktuurist ja joondusest, vOib emaplaate klassifitseerida tihepoolseteks, kahepoolseteks vdi

mitmekihilisteks. Uhe-ja kahepoolsetel PCB-del on juhtiv kiht laminaatidel Ghel vGi mélemal kiljel.
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Emaplaatide suurus vdib varieeruda 0,2 kuni 7 mm. Vasekihi paksus on vahemikus 17,5-175 pum. (Kaya,
2016)

Tabelis 1 on vélja toodud thlpilised materjalid, mida kasutakse emaplaatide koostises. Materjalid on
tabelis toodud massiprotsentidena. Neid materjale saab jagada kolme riihma: orgaanilised materjalid,

metallid ja silikaatiihendid.

Tabel 1. Trukkplaatide materjali koostis (Kaya, 2016)

Metallid 40% Silikaatiihendid 30% Plastikiihendid 30%
Cu 6-27% SiO; 15-30% PE 10-16%

Fe 1,2-8,0% Al2O3 6,0-9,4% PP 4,8%

Al 2,0-7,2% Leelismuldmetallid 6% | PS 4,8%

Sn 1,0-5,6% Vilgud 3% Epoksuvaigud 4,8%
Pb 1,0-4,2 PVC 2,4%

Ni 0,3-5,4% PTPE 2,4%

Zn 0,2-2,2% Nailon  0,9%

Sh 0,1-0,4%

Au (ppm) 250-2050%

Ag (ppm) 110-4500%

Pd (ppm) 50-4000%

Pt (ppm) 5-30%

Co (ppm) 1-4000%

PCB-d koosnevad suures koguses mittevaarismetallidest (Tabel 1), nagu vasest, rauast ja alumiiniumist.
Haruldasematest metallidest vdib seal olla tantaali, galliumi ja teisi plaatinarihma metalle (platinum
group metals, PGM), védarismetallidest aga kulda, hdbedat ja plaatina. Lisaks on koostises ka ohtlikke
metalle: niklit, kroomi, elavhdbedat. Silikaatihenditest esinevad peamiselt ranidioksiid ja

alumiiniumsilikaadid.
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1.5. E-jadatmete ringlussevotu tehnoloogiad

E-jddtmemajanduses tuleb soodustada tehnoloogiaid, mis h&lmavad metallide taaskasutust ja
ringlussevottu. Vanade, kasutuselt korvaldatud seadmete ringlussevott hdlmab  esmaseid
eeltdotlemisetappe. Need etapid on e-jadtmete komponetide késitsi demonteerimine ja eraldamine
erinevatekse fraktsioonideks, nditeks metall- ja mittemetalseks osaks. (Cui & Zhang, 2008; Guo, et al.
2009). Ringlussevott muudab elektri-ja elektroonikaseadmete jadtmed mitte ainult sekundaarseks
ressursiks, vaid vdimaldab selles sisalduvate metallide taaskasutamist. Praegu kasutusel olevad

ringlussevdtu tehnikad on purometallurgia, hiidrometallurgia ja biometallurgia. (Priya & Hait, 2017)

Peamine takistus elektroonikaromude metalli taaskasutamise ja ringlussevotu puhul on j&&tmete
heterogeensus ja keeruline olemus. E-jaadtmed koosnevad paljudest erinevatest ja keerulistest
komponentidest. Skeemil joonisel 3 on vélja toodud e-jaatmetest metallide ké&ttesaamiseks tehtavad
eeltootlusetapid. (Priya & Hait, 2017) Metallide taaskasutamine h6lmab mitmeid fldsikalisi, keemilisi
ja bioloogilisi protsesse vdi nende kombinatsioone, mis keskenduvad e-jadtmetes leiduvate sihtmetallide
taaskasutamisele. (Beolchin, et al. 2012; Brandl, et al. 2008). Vé&artuslike metallide (Au, Ag, Pd ja Cu)
puhul on kasutama hakatud ekstraheerimisprotsesse, mis hdlmavad fldsikalisi, keemilisi, hiirdo- ja

purometallurgilisi eraldamise tehnikaid. (Kaya, 2016)

Fulsikalised meetodid h6élmavad mitmesuguste purustite ja separaatorite kasutamist. Fidsikaliste
protsesside hulka kuuluvad kuivpurustamine ja peenestamine ning elektrostaatiline eraldamine.
Tolmureostuse valtimiseks kasutatakse kolmeastmelist tolmu eemaldamise seadet, milleks on tstiklon,
kott ja 6hupuhasti. (Kaya, 2016)

Keemilistes protsessides lagundatakse poltimeerijadtmed kemikaalide abil monomeerideks vdi teisteks
kasulikeks kemikaalideks. Kasutakse nelja protsessi: purollusi, gaasistamist, depoliimeriseerimist ja
hidrogeenset lagundamist. (Guo, et al. 2009) Keemiline protsess aitab eraldada orgaanilised ja
metallilised materjalid. Metallide eraldamist emaplaatide jaadtmetest on laboratoorselt palju kasutatud,
naiteks puroludsi. Uhtlasi laguneb selle kaigus PCB mittemetalliline vaigufraktsioon algseteks
koostisosadeks. Orgaanilised materjalid lagundatakse madalamolekulaarseteks (henditeks, kuid

anorgaanilised komponendid jadvad suhteliselt muutumatuks. (Kaya, 2016; Zeng, et al. 2012) Keemilise
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protsessi kasutamine on t6hus meetod mittemetalliliste fraktsioonide elementide drakasutamiseks ja

ohtlike komponentide eemaldamiseks. (Duan, et al. 2011).

E-jadtmetest metallide taaskasutamise protsessiskeemis on protsessid kasutusel rafineerimise etapis
(joonis 3). Metallid sulatatakse kuumusega (pirometallurgilised protsessid) v6i lahustatakse vedeliku
abil (hiidrometallurgilised protsessid), edasi kasutatakse neid nende keemiliste vdi metalliliste omaduste
jargi. Pirometallurgiline to6tlemine on vérdlemisi levinud meetod, metallide taastmiseks e-jaatmetest.
Hidrometallurgilise protsessi peamiseks etapiks on materjali leostamine sddvitavas lahuses. Lahusesse

viidud huvipakkuvad metallid, isoleeritakse ja kontsentreeritakse. (Tsydenova & Bengtsson, 2011).

E-jadtmed

|

Kasits1
demonteerimine

!

Purustamine ja suuruse
vihendamine

<

Fiiiisikaline eraldamine, tihedusel pdhinev
eraldamine, magnetiline eraldamine jne

Metall: fraktsioon Mittemetalliline
(lahustitega ekstraheerimine,
inonivahetos)
]
[ 1 ]
Purometallurgia Hiidrometallurgia Biometallurgia

Jargnevad téotlused, mis hélmavad ennevaid
meetodeld, nagu lahusti ekstraheerimine,
adsorptisioon, ioonivahetus, jne

g

Taastatud metallid

Joonis 3. E-jaatmetest metallide taaskasutamise metallurgiliste protsesside tldine skeem (Priya & Hait,
2017)
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1.5.1. Pirometallurgia

Purometallurgiline protsess (joonis 4) on termilise t66tluse viis, mis hdlmab pd&letamist, sulatamist,
difusiooni, paakumist. Gaasifaasis toimuvad reaktsioonid kontrollitud kdrgel temperatuuril. (Hoffmann,
1992; Lee, et al. 2007; Priya & Hait, 2017). Kuumutusprotsess viiakse l1&bi spetsiaalsetes pdletusahjudes
(kdrgahjus voi plasmakaares), kus metallioksiidid reageerivad susinikdioksiidi vabastava redutseerijaga.
E-jaatmete mittemetallilist osa nimetatakse rébuks. R&bu moodustub ranimaterjalide kuumutamisel.

Redutseerijaks voib olla sisi, koks, lubi v6i boor. (Cui & Zhang, 2008; Dalrymple, et al. 2007)

Purustamine ja Fiiisikaline eraldamine
E-jdade suuruse erinevateks koostisosadeks
vihendamine
[ Kotus: He, Ar, 8hk. jne ] Kiitusegaasid: CO, NOx, SOx,
[ Redutseerivad ained, J .| Pirometallurgia
oksiidid " (300-3000°C)
[ Jahutus: vest ]7 1 U
Rafineerimine
Taastatud metallid

Joonis 4. Plirometallurgia skeem (Priya & Hait, 2017)

Purometallurgilise protsessi miinuseks on metallitoodete madal saagis, mis tuleneb e-ja&tmetes sisalduva
metalli lahteainest. E-jaadtmetes puhtal kujul esinevaid metalle saab sulatites hdlpsasti toddelda. Sulamite
stabiilsus koos nende halva eraldumiskéitumisega sulamise ajal piirab aga puhaste metallide kattesaamist
ja muudab pirometallurgilised protsessid energiamahukaks. (Nakajima, et al. 2010; Reck & Graedel,
2012). E-jaatmete sulatamisel eraldub palju kahjulikke gaase ja Uhendeid, néiteks polibroomitud

dibensodioksiine (PBDD), PBDFi, fenooli, naftaleeni ja palju teisi Ghendeid, mis pdhjustavad tdsist
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Ohusaastet. Pirometallurgilisest to6tlemisest tulenevate gaasiliste heitmete haldamine nduab téiendavaid
investeeringuid. (Priya & Hait, 2017) Valja on to6tatud uudne ultrahelitehnoloogia, mille emissioon on
minimaalne, aga metallide taaskasutamise efektiivsus kdrge. Selle tehnika abil saadi Cu ja Fe metallide
taastamise efektiivsuseks vastavalt 95,2-97,5% ja 97,1-98,5%. (Priya & Hait, 2017)

1.5.2. Hudrometallurgia

Purometallurgiliste protsesside takistused, nditeks suuri investeeringuid ja tegevuskulusid ndudvad
toksiliste metalliaurude heitekogused vajavad potentsiaalseid alternatiive. Uheks alternatiiviks on
hidrometallurgiline protsess. (Cui & Zhang, 2008; Das, et al. 2009; Silvas, et al. 2015)

Hudrometallurgiline protsess (joonis 5) on metallide leostumine, milles kasutatakse sobivaid keemilisi
vedelikke, mis viivad e-jaatmete metallifraktsioonide lahustumiseni. Hidrometallurgilised vedelikud voi
leostamisreaktiivid sisaldavad happelisi voi aluselisi lahuseid, mis lahustavad tahket maatriksit,
vabastades metallid vedelfaasi. (Priya & Hait, 2017) Leostamislahustena kasutatakse vé&velhapet,
lammastikhapet, kuningvett, tiouureat, tiosulfaate, tstianiide ja halogeniide. (Choubey, et al. 2015;
Huang, et al. 2009; Li, et al. 2007; Pant, et al. 2012). Huvipakkuvad pdhi- ja vaarismetallid lahustatakse
e-jadtmetest tavaliselt oksudatsiooni reaktsioonide abil. Leostavateks anorgaanilisteks okslideerivateks
hapeteks on HCI, H.SO4, HNO3, H20> ja NaClO. (Huang, et al. 2009) Pérast e-jadtmete leostamist sobiva
lahusti abil toddeldakse lahust erinevate meetoditega, nagu elektrorafineerimine, absorptsioon ja

ekstraheerimine, et seda kontsentreerida ning saada uksikuid puhtaid metalle. (Cui & Zhang, 2008)
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Joonis 5. Hidrometallurgia skeem (Priya & Hait, 2017)

Hudrometallurgilise meetodi miinuseks on kasutusprotsessi kaigus tekkiv ohtlik reovesi, mida on raske
taaskasutada ja mis piirab selle protsessi kasutamist. Reovesi sisaldab suurel hulgal happelisi, aluselisi
ja tuleohtlikke reagente. (Norgate, et al. 2007; Priya & Hait, 2017). Olemasolevatesse
hiidrometallurgilistesse protsessidesse on tehtud mitmeid parandusi ja modifikatsioone. Uks
uuringurihm on vélja té6tanud termoplasma meetodi happega leostamiseks, mile kasutamisel tekib
vahem reovett ja to6tlemisaeg on lihem. (Rath, et al. 2012) Teise lahenemisviisina on pakutud termilise

ja happelise tootluse kombinatsiooni. See toimib eelkdige kulla lahustamisel ja taastamisel.
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(Chmielewski, et al. 1997) Hudrometallurgilist regenereerimist vedelate keemiliste thendite abil

kasutatakse to0stuslikult suures ulatuses. (Priya & Hait, 2017)

2. Biohudrometallurgia

Biometallurgia ehk biohirdometallurgia tuntud ka kui bioleostamine on keskkonnasdbralik ja
energiasdastlik metallide taaskasutamise viis (joonis 6). (Brierly & Brierly, 2001; Krebs, et al. 1997)
Biolestamine pd&hineb mikroorganismide (bakterid, seened) vOimel muundada tahkeid Uhendeid.
Lahustuvateks ja ekstraheeritavateks Uhenditeks, mida saab taaskasutada. Tapsemalt pGhineb see
atsidofiilsetel autotroofsetel bakteritel, kes suudavad okstideerida rauda (Fe) voi véavlit (S). (Gadd,
2004). Jaatmete bioleostamine jaljendab looduslike biogeokeemiliste tsiiklite protsesse, véhendades sel
viisil ndudlust maakides leiduvate uute ressursside jarele. (Krebs, et al. 1997) Viimastel aastakiimnetel
on looduslikes 6kosUsteemides avastatud ja kirjeldatud mitmeid mineraalide leostumise eest vastutavaid
mikroorganisme. (Beolchin, et al. 2012; Krebs, et al. 1997) Need on enamasti Fe ja S oksudeerivad
bakterid, mis vdivad otsese vOi kaudse mehhanismi abil okstideerida metalle tahketest substraatidest.
Okstideerides (Fe?* ioone) (Fe®* ioonideks), saadakse tugev oksiideeriv ja okslideerides vaavlit ja selle
uhendeid saadakse vajalikud leostamisreaktiivid, nagu vé&&velhape vO6i muud oksideerivad
vaavliuhendid. (Beolchin, et al. 2012; Bosecker, 1997; Krebs, et al. 1997; Sand, et al. 2001) Uldiselt on
e-jaatmete bioleostamisega seotud kolm mehhanismi: atsidollis, redoksreaktsioonid ja kompleksi

moodustumisega seotud mehhanismid. (Baniasadi, et al. 2019)
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Joonis 6. Biohudrometallurgia skeem (Priya & Hait, 2017)

Mikroorganismidel on paljunemiseks vaja moningaid metalle, enamasti vdga madalas kontsentratsioonis,
mistOttu on teatud metallide suhtes spetsiifiline sidumisvGimet. Bioloogiliselt olulised metallid
(naatrium, magneesium, kaalium, kaltsium, mangaan, raud, koobalt, nikkel, vask ja tsink) on lahutamatud
paljudest bioloogilistest funktsioonidest, sealhulgas rakuseina ja valgu struktuuride stabiliseerimisest.
Rakumembraanis toimub metalloenstimide moodustumine. Halofiilsed mikroorganismid on vélja
tootanud strateegiad, kuidas ellu jadda korge soolasisaldusega keskkonnas. Samamoodi suudavad méned

happelises keskkonnas olevad mikroorganismid (le eldada ja siduda siirdemetalle, st metalle, millel on
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mitu keskkonnas stabiilset okstdatsiooniastet. Mikroorganismidel on  samuti geenipGhiseid
metalliresistentsuse mehhanisme, mis voivad olla nii kromosomaalsed kui ka plasmiidipdhised.
Metalliresistentsusgeenid vOivad olla ka transposoonid, mis véimaldavad geneetilist liikuvust ja geenide

dubleerimist mikroobide genoomides. (Levett, et al. 2021)

Mikroorganismid kasutavad oma metalliresistentsuse mehhanisme ulatuslikult (joonis 7)
Mikroorganismide resistentsust on uuritud rohkem plii ja teiste tavalisemate raskmetallide kohta.
Metallide toksilisuse véhendamiseks on mikroorganismidel kasutusel mitmeid passiivseid ja aktiivseid
mehhanisme: (i) metallide véljavool, mis viib metalle aktiivselt rakusisestest piirkondadest tagasi
valiskeskkonda, (ii) biotaandamine, (iii) bioakumuleerumine, (iv) biosadestumine, mis hdlmab
pollfosfaate, ja (v) biosorptsioon, mis vdib samas mikroorganisme kahjustada. Lisaks aitavad mikroobid
kaasa metallide liikuvusele orgaaniliste hapete tekke kaudu heterotroofsel kasvul, oksiidide taandaval

lahustumisel ning autotroofsel raua ja vaévli okstideermisel happelises keskkonnas. (Levett, et al. 2021).

Detoksifitseerimine Energia tootmine
(metalli immobiliseerimine) (metalli mobiliseerimine)
(iv) Biosorptsioon flet:rotn_‘oofne
) Bi i eostumine
(v) Biosadestamine Me,,) Miel,
Me-HPO, Mey,-chelate

Oxalate,
siderophore

Me-S Me,,
M“'ODHP(L‘
§?
€O
Meil,

Organic phosphate
Na,SO,
Organic carbon

Mey

mi —"
(i) Biotaand? Meg,, 4(999"'-'12@_0,,
ic Fe(lll,, "?!!fllé""gQ,/,(.
<03 b6 e

4 ()

Joonis 7. Metalli ja mikroobide koostoime (Levett, et al. 2021)

Otseses bioleostamise mehhanismis toimub fldsiline kontakt, kus bakterirakk ja mineraalne sulfiid
omavahel kokku puutuvad. Okstideerumine sulfaadiks toimub mitteenstimaatiliselt katalutsitud etapi
kaudu. Kokkupuutumise mehhanismi ja metalli lahustumise alustamist ei ole suudetud téielikult mdista.
Selge on see, et bakterid ei kinnitu kogu mineraalse pinna kiilge, vaid eelistavad konkreetseid kristallide
ebatdiuslikkuse kohti ja metalli lahustumine on tingitud elektrokeemilistest interaktsioonidest. Seda

otsest leostamist saab kirjeldada jargneva reaktsiooniga: MeS + 20, bakter MeSQOa, kus MeS on
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metallisulfiidid. Kaudne bioleostumise mehhanisimi kdigus tekitavad bakterid vedeliku, mis
sulfiidimineraali keemiliselt oksldeerib. Kaudse leostamise korral ei pea bakterid mineraalse pinnaga
kokku puutuma. Neil on ainult kataltdtiline funktsioon, mis aitab kiirendada okslideerumist. Seega
bioleostumine pdhineb bioloogiliste ja keemiliste oksudatsiooniprotsesside koostoimel. (Bosecker,
1997)

Bioleostamisel kasutatakse kolme mikroorganismide rihma: autotroofsed bakterid, heterotroofsed
bakterid ja seened. Autotroofsete tiobatsillide kasutamise eelis on see, et nende kasvu jaoks ei ole vaja
orgaanilist susinikuallikat. Teisest kuljest — heterotroofseid baktereid ja seeni saab kasutada kérgema pH
juures. Levinumad bakterid, mida kasutatakse metallide lahustamiseks, kuuluvad Bacilluse perekonda ja
on kemolitoautoroofid, nditeks T. ferrooxidans, T. thiooxidans, Leptospirillium ferrooxidans. Seentest
kasutatakse bioleostamisel Aspergilluse ja Penicilliumi perekondi. (Aung & Ting, 2005; Bosecker,
1997). Lisaks on olemas orgaanilisi happeid eritavaid mikroorganisme, keda on kasutatud metallide
madala kvaliteediga l&hteainest. (llyas, et al. 2007; Le, et al. 2006). Need heterotroofsed bakterid,
kasutavad orgaanilise stisinikuallikana stisinikku ja energiat ning eritavad mitmesuguseid metaboolseid
korvalsaadusi, sealhulgas sidrunhapet, oblikhapet, sipelghapet ja muid biokeemilisi leostumisreaktiive.
(Castro, et al. 2000; Krebs, et al. 1997; Natarajan & Deo, 2001)

Bioloogilisi protsesse mdjutavad biootilised ja abiootilised tegurid, mis mdjutavad bakterite kéitumist ja
metallide ekstraheerimist. (Bosecker, 1997; Krebs, et al. 1997) Inhibiitorite maksimaalne eemaldamine
soodustab mikroorganismide kasvu ja parandab metallide lahustumist. Biootilised tegurid on lisaks
mikroorganismide liigid ja kultuurivorm, inokulumi suurus. Abiootilised tegurid on temperatuur, pH,
hapnikutarve, aereerimise maar, niiskus, ekstraheeritavate e-jddtmete osakeste suurus,
inkubatsiooniperiood ja toiteainekeskkonna koostis. Koik need tegurid mdjutavad bioloogilise

leostumise protsesse. (llyas, et al. 2007; Wang, et al. 2009; Yang, et al. 2009)

2.1. Bioleostamise mikroorganismid

Bioleostamist teostavad erinevad mikroorganismid, millel on vdime eraldada anorgaanilisi, orgaanilisi
happeid ning tstianiide, mis suurendavad ensimaatilist okstidatsiooni vOi redutseerumist.
Mikroorganisme saab liigitada kolme rihma: kemolitoautroofsed, heterotroofsed ja tslianogeensed
bakterid.
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2.1.1. Kemolitoautotroofsed atsidofiilsed bakterid

Emaplaatide (PCB) bioleostamiseks kasutatakse kdige sagedamini kemolitroofseid baktereid. Need
bakterid on sobivad mittevadrismetallide taastamiseks. Kemolitoofsed mikroorganismid moodustavad
vaavelhappe vOi biogeense happe, mis lahustab tahkes maatriksis olevad metallid kas atsidolulsi voi
redoksoltusi teel. Enamikul kemolitoautrotroofidel on koérge raskmetallide toksilisuse taluvus ja

seeetOttu kasutatakse neid ka elektroonikaromude to6tlemisel. (Baniasadi, et al. 2019; Orell, et al. 2010)

Kemolitoautrotroofsed liigid kuuluvad Thiobacilluse perekonda. Nad on Gram-negatiivsed, mitte-spoore
moodustavad bakterid, mis kasvavad aeroobsetes ja aneroobsetes tingimustes. Bioleostamise keskkond
on happeline, pH on vahemikus 1,5-3 mille juures enamik metalliioone j&&b lahusesse. Levinumad
metallide lahustumist hdlbustavad bakteriliigid on Leptospirillium ferrooxidans, Acidithiobacillus.
ferrooxidans, Acidithiobacillus thiooxidans jne. (Bosecker, 1997; Lee & Pandey, 2012). Energiaallikana
kasutavad kemolitoautotroofsed organismid susinikdioksiidi (CO2) ja anorgaanilisi Ghendeid, naiteks
rauda (Fe?*), vaavlit (So) vi redutseeritud vaavlitihendeid. (Donati & Sand, 2007) Seda tllipi bakterite
peamised Ulesanded on bioleostamise protsessis osalevate Fe?* okstideerimine Fe3*-ks ja vaavli
okstideerimine H.SO4-ks. (Lee & Pandey, 2012).

Soltuvalt temperatuuritaluvusest, liigitatakse kemolitoautrotroosed atsidoofiilid termofiilseteks ja

mesofiilseteks mikroorganismideks. (Lee & Pandey, 2012).

2.1.1.2. Termofiilsed bakterid

Termofiilsete bakterite optimaalne kasvutemperatuur on 50°C vdi enam, maksimaalselt kuni 70°C voi
enam, minimaalselt umbes 20°C. (Deacon Jim, i.a) Thiobacilluse-laadsed on termofiilsed
mikroorganismid, kes kasvavad pariidil, pentlandiidil ja kalkopuriidil temperatuurivahemikus 50°C.
Energiaallikana kasutavad nad rauaiihendeid, kuid katsetes on taheldatud, et bakterite kasvuks on vajalik
ka parmiekstrakti olemasolu. Hipertermofiilsed mikroorganismid vdivad kasvada temperatuuril 60°C ja
ule selle. (Bosecker, 1997). Sulpholobuse liigid, néiteks S. acidocaldarius, S. solfataricus ja S. brierley

on mikroorganismid, kes on aarmiselt termofiilsed. (Lee & Pandey, 2012)
2.1.1.3. Mesofiilsed bakterid

Mesofiilsed bakterid kasvavad temperatuurivahemikus alates 20°C (vdi madalam) kuni 45°C.

Mesofiilsed mikroorganismid parima kasvutemperatuuriga on vahemikus 25-35 kraadi, on nditeks
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Acidithiobacillus thiooxidans, Acidithiobacillus. ferrooxidans ja Leptospirillum ferrooxidans. (Bosecker,
1997) Nimetatud mikroorganismide bioleostammise vdimet ongi kdige ulatuslikumalt uuritud. (Modin,
etal. 2017)

2.1.2. Heterotroofsed bakterid

Heterotroofsed (kemoorganotroofsed) bakterid ja seened, kes vajavad kasvamiseks ja energiaallikana
orgaanilisi Uhendeid, v@ivad samuti metallide leostumisele kaasa aidata. Enim on kasutatud
heterotroofseid mikroorganisme perekondadest: Sulfolobus, Bacillus ja Pseudomonas. (Bosecker, 1997;
llyas et al 2007) Nad saavad oma sisiniku- ja energiavajaduse orgaanilisest susinikust, et toota

metaboliite ja kdrvalsaadustena orgaanilisi happeid. (Burgstaller & Schinner, 1993; Liang, et al. 2013)

Heterotroofsel bioleostumisel on suunatud mikroorganisme, kes toodavad orgaanilistest hapetest
(tsitraat, glikonaat, oksalaat) voi kelaativatest tGihenditest koosnevat vedelikku, mille abil on véimalik
vesifaasi eraldada. Heterotroofset bioleostamist on soovitatav kasutada esmase allikana majanduslikult

tdhtsate metallide (Al, Cr, CO, Mn jne) kattesaamiseks. (Hennebel, et al. 2015)

2.1.3. Tsuanogeensed bakterid

Tslianogeenseid baktereid kasutatakse vaarismetallide ja plaatinarihma metallide bioleostumisel, mida
mineraalhapped sageli ei leosta. Need bakterid (nt Cyanobacterium violaceum, Bacillus megaterium,
Pseudomonas fluorescens) kasvavad leeliselises keskkonnas, eritavad tstianiidi ja moodustavad vastavate
metalliioonidega tstaniidikompleksi. Chromobacterium violaceumi vdivad kohaneda pH véartusega
kuni 9,5. (Isildar, et al. 2019)

2.2.  Mikroorganismide reaktsioonimehhanismid bioleostumisel

E-jadtmete  bioleostamine  hdlmab  kolme  mehhanismi:  atsidolliusi,  redoksolulsi  ja

kompleksmehhanismi.

Atsidolliusi on vdimelised teostama heterotroofselt saadud orgaaniliste hapete prootonid ning
anorgaanilised bakteriaalsed happed (H2SO.). Metallide lahustamine redoksoludsil toimub redoks
reaktsioonide abil, kasvuks vajalik energialilekanne toimub elektronide kaudu. Atsidofiilsetes
redoksolisi reaktsioonides redutseeritakse rauaioone ensiimaatiliselt anaeroobses keskkonnast, kus

vesinik vOi véavel on elektrondoonor. Kompleksmehhanism tsuanogeensete bakteritega on veel ks
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protsess, millega on vdimalik vaarimetalle eraldada. Mikroogranismi hilises statsionaarse kasvu faasis
moodustub glutsiini dekarbokstulimisel tstaniid. Paljudel tstaniidi tootvatel bakteritel on p-
tsuanonalaniini stintaasile omane toime tstaniidi detoksifikatsiooni kaudu muutuda B-tstianoalaniiniks.
(Lu & Xu, 2016; Natarajan, 2018)

2.2.1. Bioleostamises kasutatavate organismide klassifikatsioon

Bioleostamisel kasutatakse erinevate mikroobide klasse, nagu bakterid, seened ja parmid. Kdoige
sagedamini kasutatakse selliseid mikroorganisme, kes suudavad hapet toota vdi véavlit ja rauda
oksudeerida. Need mikroorganismid suudavad eritada anorgaanilisi v0i orgaanilis happeid vdi tstianiide,

mis parandavad ensiimaatilist okstidatsiooni-redutseerumist. (Vikilchap, et al. 2016; Xiang, et al. 2010)
Uldiselt voib bioleostamiseks vdimelisi mikroorganisme liigitada kolme p&hiklassi:

1) kemolitoautrotroofsed bakterid, kes toimivad atsidollusi ja redoksollusi mehhanismi abil.
Acidithiobacillus ferrooxidans ja Acidithiobacillus thiooxidans on tuntumad kemolitotroofid, mis
katalttisivad raua (Fe?*) okslideerumist raua (Fe?*) ioonideks;

2) heterotroofseid orgaanilis happeid tootvad baketrid ja seened, kes toimivad atsidolulsi ja
kompleksmehhanismi abil. Kasutatakse perekonna Bacilluse liike, mis on toiminud kdige
tdhusamalt, seentest sellist liiki nagu Aspergillus niger ja perekonda Penicillium
simplicissiumum;

3) tslianogeensed bakterid, kes toimivad kompleksmehhanismiabil. Katsetes on kdige suuremat
lootust ndidanud kaks tstianogeenset bakteriliiki: Chromobacterium violaceum ja Bacillus

megaterium. (Pandey & Natarajan, 2015)

2.3. Metallide bioleostamine

E-jadtmete tahtsamaks koostisosaks on metallijagdtmed. Oluline on eraldada jadtmetest orgaanilised
fraktsioonid. Metalle sisaldavad anorgaanilisi fraktsioone, ei lagundata, vaid muundatakse Gihest vormist
teise. Metallilihendite kattesaamine jaatmetest on keeruline, sest need lahustuvad erinevatel pH-del,
samuti on erinevad redutseerimis- ja okstdeerimisvéimalused. (Brandl, et al. 2001) Bioleostumine
toimub erinevate mikroorganismide abil. Mikroorganismides toimuvad erinevad flsioloogilised

reaktsioonid, mis vdimaldavad neil kasvada ja areneda, samuti toodavad nad kasvu ja
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ainevahetusprotsesside kdigus mitmesuguseid ainevahetusprodukte, naiteks orgaanilisi ja anorgaanilis

happeid, mis aitavad eemaldada metallid jaddtmetest ja mineraalidest. (Gehrke, et al. 1998)

Vorreldes plrometallurgilisi ja hudrometallurgilisi meetodeid on biohtidrometallurgiline lahendus
keskkonnale parem ja odavam. Kasutades bioleostamist, saab madala kvaliteediga jadtmetest katte ka
metallitihendid. (Sand, et al. 2001)

Metallide bioleostamist saab liigitada nende metallide taastamise mehhanisimide alusel, kas otseseks v0i
kaudseks meetodiks. Otseses meetodis bakterid seovad enda futsilise tahke maatriksiga ja okstideerivad
enstimaatiliselt metalle. Kaudses meetodis bakterid leostavad oksiideeritud metallid lahusest vélja.
(Bosecker, 1997; Saidan, et al. 2012; Sand, et al. 2001) Kogu e-jdatmete bioleostamise protsessis
lisatakse bakterite kasvu soodustamiseks keskkonda tavaliselt rauda, vaavlit, raudsulfaati. Seda peamiselt
seetOttu, et e-jdadtmetel puudub energivarustus, mida vajavad bakterid oma eluteguvuseks. (Brandl, et al.
2001) Mikroobide bioleostumise teooria hélmab endas oksiuidatsiooni- ja redutseerimisreaktsioone,
orgaaniliste ja anorgaaniliste hapete tootmist mikroobide metaboliitide, kompleksainete ja kelaatide
sekretsiooni. (Bosecker, 1997; Jadhav, et al. 2014)

Bioleostumisel kasutatakse éra bakterite roll okstideerijana Fe3* regeneerimisel (joonis 8). Bioleostumise
protsess vdimaldab kasutada vahem Fe-d, kui keemiline reaktsioon, saades sama ekstraheerimissaagise.
Kui lahuses on Fe® metalli lahustamisel muutunud Fe?*, kasutavad seda mikroorganismid oma
populatsiooni ja ainevahetuse suurendamiseks ning bakterid on omakorda valmis metalli edasiseks
okstideerimiseks. Leostumisprotsess on tsiikliline ja Fe** omab tahtsust leostamisreaktsiooni jaoks.
(Becci, et al. 2020)
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Joonis 8. Fe tsiikliline protsess, mis on tingitud bakterite ainevahetuse toimest (Becci, et al. 2020)

2.3.1. Otsene ja kaudne bioleostamise mehhanism

Otseses bioleostamises toimub bakteriraku ja mineraalse sulfiidi pinna vahel fulsiline kontakt ning
oksudeerumine sulfaadiks toimub mitme ensuimaatiliselt kataltiisitud etapi kaudu. Otsene mehhanism
h6élmaba baktereid, mis on fulsiliselt seotud mineraalse sulfiidiga, pdhjustades mineraali kristallvores
ebaproportsionaalset okslideerumist ning péhjustades seelébi lahustamist. Seda saab valjendada jargmise

uldise reaktsiooniga. (Bosecker, 1997).
MS + 20, — MSO. (bakter)

Valemis t&histatud MS on metallisulfiid. Tapsemalt saab selgitada otsest bioleostamist jargmiste
reaktsiooni vdrrandide abil ehk puriidi otsest oksudeerumist atsidofiilsete bakterite poolt. (Bosecker,
1997)

4FeS; + 140, + 4H,0 — 4FeSO4 + 4H,S04 (bakter) (1)
4FeS04 + Oz +2H2S0s — 2Fe2(S04)3 + 2H20 (bakter) (2)

Varasemas teaduskirjanduses eeldati, et bakterid toimivad vee ja hapniku juuresolekul paastikuna, et

aidata sulfiidi okstdeerida sulfaadiks, seeldbi genereerides raudioone ja tekitades véavelhapet
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(reaktsioon 1). Moodustunud hape reageerib edasi raudiooniga ja lahustab hapniku saades [Fe2(SOa4)3]

raudsulfaadiks (reaktsioon 2), mis on vajalik kaudse okstidatsiooniprotsessi jaoks. (Bosecker, 1997)
4FeS; + 150, + 2H20 — 2Fe2(S04)3 + 2H2SO04 (bakter)  (3)

Reaktsioonis 3 riindavad puriiti okstideerivad bakterid, mis selgitab bakterite otsest oksiideerumist.
Vorrandis on ndidatud bakterite poolt kataltusitud vaavli, raua ja hapniku oksudeerumise summa.
(Bosecker, 1997) Sand ja teised tema uurimisriihma litkmed tegid jarelduse, et otsest protsessi ei toimu,
see tdhendab, et ensimaatilist riinnakut ei tomu. Uuringutes selgus, et metallsulfiidide kristallvore
lagundab metallsulfiide Fe3* ioonide vGi prootonite tekitatud keemilise reaktsiooni tagajarjel. Peamised
Fe?* ioonid on bakteri- ja rakuvilised poliimeersed ained (EPS). Seega otsene meetod sdltub kaudsest
mehhanismist. (Sand, et al. 2001)

Kaudses bioleostamise mehhanismis tekitavad bakterid vedelikku, mis okslideerib keemiliselt
sulfiidimineraali. Kaudne mehhanism eeldab esialgu toodetud lahustit (Fe3*), mis mangib olulist rolli
mitmesuguste mineraalide bakteriaalse leostumise korral. Raud(lIl)iooni redutseerimispotentsiaal
happelahuses, mille pH =15 muutub vdimsaks oksideerijaks paljude mineraalide lahustamisel.

Metallide lahustumist saab kirjeldada jargmiste reaktsioonidega:
MS + Fez(SO4)3 — MSO4 + 2FeSO4 + S° 4)

Kaudse okstideerimise korral okstideeritakse puriit keemiliselt (Fe*3) ioonide abil. Jargmises reaktsioonis

on kirjeldatud Fe2(SO4)s, kui okstideerijat.
FeS; + Fea(SO4)s — 3Fe(S0y) + 2S° (5)

Kaudsel leostamisel ei pea bakterid mineraalse pinnaga kokku puutuma. Raua oksudeerumine toimub
siis kiiresti, kui tegemist on keemilise okstideerumisega bakterite juuresolekul ja vedelfaasis on pH 2-3
vahel. (Ahonen & Tuovinen, 1989) Samaaegselt saab moodustunud véavlit (reaktsioon 5) okslideerida

vaavelhappeks vaavlit oksilideerivate bakterite juuresolekul (reaktsioon 6).

25% + Oz + 2H,0 — 2H,S04 (bakter) (6) (Ahonen & Tuovinen, 1989; Bosecker, 1997)
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2.3.1.1. Metallisulfiidide lahustumise rajad

Metallisulfiidide bioleostamist viivad |&bi erinevad bakterid, kuid metallisulfiidide lahustumise
(bio)keemia jargib vaid kahte rada, mille maarab sulfiidide happes lahustumatus voi lahustuvus. Mdlema

rihma peamine okstideerija on raud (111). (Dempers, et al. 2003)

Tiosulfaadi rada (joonis 10) toimub happes lahustumatutele metallisulfiididele (FeS2, MoS; ja WS), kus
oksudeeritakse ainult elektronide ektraheerimise teel raud (111) ioone. Selles metallisulfiidide rithmas on
keemilised sidemed véavli vahel ning metalliosad ei purune enne, kui on I&bi viidud kuus jarjestikust tihe

elektroni oksudatsioonietappi ja tiosulfaat on vabanenud. (Dempers, et al. 2003; Rohwerder, et al. 2003)
FeS; + 6Fe® + 3H,0 — S04 + 7Fe?* + 6H* 1)
$,03% + 8Fe?* + 5H,0 — 2S04% + 8Fe?* + 10H* @)

Polsulfaadi rada (joonis 9) toimub happes lahustuvatele metallisulfiididele (ZnS, PbS, FeAsS, CuFeS;
jaMnS,), kus lahustatakse raud (111) ioonid elektroniekstraktsiooni ja prootonirinnaku koosmdjul. Selles
metallisulfiidide rihmas on keemilised sidemed metalli ja vaavliosade vahel. Need sidemed katkevad
parast prootoniriinnakut ja parast kahe prootoni sidumist vabaneb vesiniksulfiid (H2S). Raud (111) ioonide
juuresolekul oksudeeritakse vadvliosa (heelektroonilises etapis samaaegselt prootoniriinnakuga.
Seetdttu on esimene vaba vaavliihend suure tdendosusega sulfiidkatioon (H2S*), mis v6ib spontaaselt
dimeriseeruda vabaks disulfiidiks (H2S>) ja okstideerub kdrgemate polusulfiidide ja polusuliidradikaalide

kaudu edasi elementaaarvaavliks. (Dempers, et al. 2003; Rowerder, et al. 2003)

MS + Fe3* + H* 0,5H2S, + Fe?* (n>2) 3)
0,5H,S, + Fe3* — 0,125S5 +Fe2* + H* (4)
0,125Sg + 1,50, + HoO — SO + 2H* (5)

Raua okstdeerijad regenereerivad Fe3*, siis kui stisteemis leidub rauda okstideerivaid baktereid. See

toimub reaktsioonides (1-5) ehk raud oksuideeritakse bakterite abil uuesti Fe3*. (Dempers, et al. 2003)

4Fe?* + Op + 4H* — 4Fe3* + 2H,0 (6)
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A Tiosulfaadi mehhanism B Poliisulfaadi mehhanism

Fe.’zv\ .. Fe]‘\/H.
Lo, @B ALl (0: @R,

M** + S,04° M** + H,S" (H;S;)
(Af, Ar)l Fe”, O; (AT, AI}ch", 0,
ShOe”, Se H2S..| Ss
(Al Ar)l Fe”, O, Al, Arlfe'ﬂ 0Q;
SO +H’ SO +H'

Joonis 9. Metallisulfiidide bioleostumise tiosulfaadi rada (A) ja polisulfaadi rada (B) (Rohwerder, et al.
2003)

Tiosulfaadi mehhanismis raud (111) ioonid redutseeritakse reaktsioonis metallisulfiididega (MS) raud (11).
Selle tulemusena vabanevad metalli katioonid (M?*) ja vaavli vahetihendid. Raud (11) iooni okslideerivad
bakterid Acidithiobacillus ferrooxidans (ltihend Af) ja Leptospirillum ferrooxidans (liihend Lf). Nad
tagavad raud (I11) ioonide regenereerimine happelises keskkonnas. Pollsulfaadi mehhanismi puhul
lisandub mikroobsele oksudatsioonile veel prootonite toime. Vabanenud véavliihendite oksudatsioon
toimub abiootiliselt, kuid on vdimalik okstdantsioon bakterite abil. Nendeks bakteriteks on
Acidithiobacillus ferrooxidans ja Acidithiobacillus thiooxidans (lihend At). Joonisel on néha, et kui
bakterite luhendid on sulgudes, toimub protsess peamiselt abiootiliselt. Noolest paremal on ndidatud
elektronaktseptorid. Reaktsiooni produktid on mérgitud kastiga. Tiosulfaadi rajas on see vaévelhape ja

polusulfiidi rajas elementaarne véavel. (Rohwerder, et al 2003)
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3. Uuritava materjali eeltodtlemine

Uuritavaks materjaliks minu t60s on purustatud e-romu ehk elektri-ja elektroonikajadtmed (WEEE —
waste electrical and electronic equipment). E-romu fraktsioonid koosnevad 40% metallitihenditest, 30%
orgaanilisest ainest ja 30% silikaatsetest Gihenditest. Metallidest suurema osa moodustavad vask, jood,
nikkel, raud ja vaarismetallid, sest 90% triikkplaatidest sisaldavad kulda ja pallaadiumi. Trikkplaadid
jagunevad jaatmekaitluses kolme rithma (A, B, C) selle pohjal, missugune on nende véarismetallide
kontsentratsioon jaatmes. A-kategooriga trikkplaadid sisaldavad tle 400 ppm kulda, peamiselt on need
elektroonilised trikkplaadid. B-kategooria sisaldab kulda vahemikus 100-400 ppm. C-kategooria
sisaldab trikkplaate, mille kulla sisaldus on vdhem kui 100 ppm. Enamasti on need trikkplaadid
eraldatud teleritest, raadiotest, toteallikatest. Kahjuks puuduvad trikkplaatide liigitamiseks Uhtsed
rahvusvahelised standardid. Kokku on lepitud klassid, mis on eelnevalt kooskdlastatud 16ppturgudega.
Nendeks on triikkplaatide fulsilise koostise (nédhtavate kuld-, alumiiniumdetalide jms olemasolu) ja neis

sisalduvate metallide valitsev turuvééartus. (BiotaWee, 2018)
3.1. E-romu mehhaniline t66tlus

Materjali tootlemine hdlmab endast mitmeid purustamise ja eraldamise etappe, kuni saadakse
mittemetalline fraktsioon, mida saab testida biolagunemise tehnoloogia abil. Esimeseks etapiks on
materjali purustamine purustis. Seejarel toimub mustade materjalide magnetiline eraldamine, samuti
eraldatakse materjalide suuruse jérgi. Joonisel 10 on ndidatud materjali skemaatiline labimine.
(BiotaWee, 2018)
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Filtreeritud Raua

osakesed
Purusti Magnetiga Soel
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materjalid liiguvad teise
etappi

Joonis 10. Esimese etapi skeem.

Teises etapis toimub materjalide segamine. Joonisel 11 on toodud teise etapi skemaatiline joonis.
Purustatud materjal laheb veskisse, kus toimub materjali intensiivne td6tlemine. Komposiitosad
purustatakse, takerdunud materjalid eraldatakse ja rabedad-kdvad materjalid purustatakse taaskord.
Materjale purustatakse senikaua, kuni need on visuaalselt piisavalt vaiksed, et edasi liikuda
selumisribale. Osakesed, mis on suuremad kui 25 mm, liiguvad tagasi purustisse. Edasi liigub veskis
purustatud materjal siksakilisele (zig-zag) eraldajale. See susteem eraldab materjale vastavale nende
kaalu, kuju ja suuruse jargi. Sealt liigub materjal 1&bi topeltstela, et saada véhem heterogeensem tulemus.
EelkGige aitab see protsess jargmises etapis, kus toimub kuivdensimeetriline eraldamine. (BiotaWee,
2018)
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Joonis 11. Teise etapi skeem.

Enne kolmandat etappi eraldatakse sobiva bioleostumise materjali saamiseks metalliline fraktsioon
mittemetallilisest. See toimub kuivdenismeetrilise protsessi abil. Protsess néeb vélja selline, et materjal
on poorsel vibreerival pinnal, kuhu suunatakse dhk. Tihedamad materjalid pisivad kauem pinnaga
kontaktis ja lukatakse edasi. Kergemad materjalid jd&vad vibreeriva pinnaga kokku ning muutuvad
staatiliseks. Susteem eraldab k&ige raskemad osakesed kergematest osakestest. Sellised seadmed sobivad
vaikese suurusega osakeste (osakeste suurus alla 20 mm) materjali to6tlemiseks (BiotaWee, 2018) Selle

etapi mittemetallilist osa kasutasin oma katsetes.

3.2. Eeltootlus anaeroobse protsessi abil

Anaeroobne lagundamine (joonis 12) on protsess, mille ké&igus lagundatakse susivesinikud
mikroorganismide abil metaaniks ja sisihappegaasiks. Anaeroobne lagunemisprotsess on
mitmeastmeline kompleksprotsess. Uldiselt kirjeldatakse seda kui neljafaasilist protsessi: hiidrolis,
fermentatsioon e. atsidogenees, atsetogenees ja metanogenees. Protsess viiaks l&bi kolme peamise
mikroorganismide riihma koosmdjul. Mikroogranismideks on k&é&ritajad ehk atsidogeenid atsetogeenid

ja metanogeenid. (Angelidaki, et al. 2011; Insam, et al. 2010; Kriipsalu, et al. 2013)
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Joonis 12. Anaeroobse protsessi lagunemine (Kriipsalu, et al. 2013)

Anaeroobse lagunemise protsessi on looduslikes ja konstrueeritud 6koslsteemides pdhjalikult uuritud
juba Ule sajandi, sest selles protsessis. Biogaas koosneb peamiselt metaanist (CH4), susinikdioksiidist
(CO,). Véhesel madral leidub veeauru, vesiniksulfiidi (H»S), stsinikoksiidi (CO) ja lammastikku (N2).
Biogaasi koostis s6ltub anaeroobselt lagundatavast materjalist, keskmise koostise konsentratsioon on
metaanil 50-75%, susinikdioksiidil 25-45%, veel vett 2-7%. Vahesel madral leidub vesiniksulfiidi,
lammastiku, hapnikku, vesinikku, stisinikoksiidi, mille konsentratsioon on alla <2%.(Biogaasi tootmine
ja kasutamine, 2009) Toostuslikult rakendatakse mesofiilset (temperatuurivahemikus 30-38 °C) voi
termofiilset k&&rimist (temperatuurivahemikus 50-57 °C). Biogaas tekib ka kilmkaarimisel
(temperatuurivahemikus < 20 °C). Toostuslikult ei kasutata seda k&&rimisfaasi, sest metanogeenid
sellisel temperatuuril ei kasva. Termofiilne k&&rimine on kill mesofiilsest kaarimisest kiirem, sest
temperatuuri tdusuga biokeemiliste reaktsioonide Kiirus kasvab, kuid termofiilsel k&arimisel on
energiakulu suurem, probleeme on haisuga ning protsess on ebastabiilsem. Samuti nduab rohkem
jalgimist, sest termofiilsed mikroorganismid on temperatuuri kdikumise suhtes marksa tundlikumad.
(Insam, et al. 2010; Kriipsalu, et al. 2013)

37



Erinevate orgaaniliste jadtmete ja jadkide anaeroobsel lagundamisel saadud biogaasil on suur alternatiiv
asendada fossiilkutust (Angelidaki, et al. 2011)

3.2.1. Anaeroobse lagunemise astmed

Fermenteerivad mikroorganismid lagundavad biopolimeerid (lipiidid, valgud, nukleiinhapped,
stisivesikud jne), lahustuvateks monomeerideks (pika ahelaga rasvhapped, glitserool, aminohapped,
jne), mis muundavad edasi lihikese ahelaga rasvhapeteks, alkoholideks (etanooliks ja metanooliks),
vesinikuks ja sdsinikdioksiidideks samade mikroobide toimel. Lihikese ahelaga rasvhapped ja ka
alkoholid oksuideeritakse prootoneid redutseerivate atsetogeenide abil vesinikuks, atsetaadiks, formaatiks
ja susinikdioksiidiks. Need I6ppsaadused muundatakse metanogeensete arhede abil 16puks metaaniks ja
susinikdioksiidiks. (Angelidaki, et al. 2011; Insam, et al. 2010)

Anaeroobse protsessi esimene etapp on hudrollius ning see on suhteliselt aeglane faas. Selles faasis
toimub polumeersete orgaaniliste Uhendite lagundamine monomeerideks. Kolm peamist hidroludsi
substraati on susivesikud, lipiidid ja valgud, mis hidroliiusuvad vastavalt monosahhariidideks,

rasvhapeteks ja aminohapeteks. (Merlin Christy, et al. 2014)
CsH1o + 2H202, — CgH1206 + 2H> (1)

Hudroludtilised reaktsioonid koosnevad kahest faasist. Esimeses faasis toimub bakterite kolonisatsioon,
kus hadroluttilised bakterid katavad tahkete ainete pinna. Bakterid vabastavad enstimid osakeste pinnal
ja toodavad monomeere. Teises faasis lagundavad bakterid osakeste pinda. Hudrolldsi teostavad
obligatoorsed voi fakultatiivsed anaeroobid. Nendeks mikroorganismideks on: Clostridia, Micrococci,

Bacteroides, Butyrivibrio, Fusobacterium Selenomonas, Streptococcus. (Merlin Christy, et al. 2014)

Atsidogenees on kiire happemoodustamisefaas. Selles faasis muudavad happebakterid vees lahustunud
uhendid ja esimese faasis tekkinud lagusaadused lihikeseahelalisteks orgaanilisteks hapeteks
(4&dikhape, propaanhape, sipelghape, butliirhape, pentaanhape), alkoholideks, aldehitdideks,
susinikdioksiidiks ja vesinikuks. (Merlin Christy, et al. 2014)

CsH1206 < 2CH3CH>0H + 2CO» (2)

CsH1206 + 2H, <« 2CH3CH>COOH + 2H,0 (3)

38



CeH1206 — 3CH3COOH (4)

Reaktsioonidest saadud produkte saavad kasutada metanogeenid substraadina ja energiaallikana.
Atsetogeneesi viivad 1abi mikroorganismid nagu Clostridium sp., Enterobacteriacae, Streptococcus,
Lactobacillus, Bacillus, Escherichia coli, Salmonella ning hudroliiisis osalevad mikroorganismid.
(Insam, et al. 2010; Merlin Christy, et al. 2014)

Vesiniku kontsentratsiooni suuremine reaktsioonikeskkonnas pohjustab metanogeenide poolt
mittetarbitavate elektronide allikate akumuleerumise. Neid lagundavad edasi atsetogeensed bakterid ja
seda faasi nimetatakse atsetogeenseks ehk k&&rimisfaasiks. (Merlin Christy, et al. 2014)
Mikroorganismid perekondadest Syntrophomonas, Syntrophobacter, Clostridium ja Acetobacterium
muudavad pikema ahelaga orgaanilised happed ja alkoholid dadikhappeks ja molekulaarseks vesinikuks
(H2). (Kriipsalu, et al 2016) Atsetogeenid kasutavad erinevaid elektron doonoreid (susivesikuid,
lihikeseahelega rasvhapped, alkohole) ja aktseptoreid (CO2, prootoneid, fumaraate, plruvaate) ja

tekitavad seega mitmeid produkte peale atsetaadi. (Angelidaki, et al. 2011; Merlin Christy, et al. 2014)

CsH1206 + 2H20 <+~ 2CH3COOH + 2C0O7 + 4H> (5)
CH3CH20H + 2H,0 <> CH3COO" + 2H, + H* (6)
2HCO3 + 4H, + H* & CH3COO" + 4H,0 @)

CO3CH2C00" + 3H,0 — CH3COO + HCOs + H* +3H,  (8)
CH3(CH,)COO" + 2H,0 — 2H3CH2COO0" + H* 2H, 9)
CH2COO" + 4H20 — Hy + 2HCO3 +H? (10)

Moodustunud atsetaati ja vesinikku kasutavad metanogeenid jargmises faasis toimuva metanogeneesi
kaigus. Kaarimisfaasis vabanenud vesinik on atsetogeneesi labi viivatele mikroorganismidele toksiline.
Toksilisusega toimetulekuks on kujunenud slntroofia atsetogeneensete bakterite ja autotroofsete
metanogeenide vahel. Atsetogeensed bakterid on ranged anaeroobid, nende optimaalne pH on umbes 6.
Nad kasvavad aeglaselt ja on tundlikud keskkonnamuutuste suhtes. Atsetogeneesi faas on téhtis, sest see

mé&érab &ra biogaasi tootmise efektiivsuse (Angelidaki, et al. 2011; Merlin Christy, et al. 2014)
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Metanogeeneesi faasis toodavad metanogeensed arhed metaani. Metaani moodustamise kolm peamist
etappi on jargmised: hudrogenetroofne metanogenees, atsetoklastiline metanogenees ja
metdulotroofiline metanogenees. Hudrogenetroofses metanogeneesis redutseeritakse stsinikdioksiidist
ja vesinikust metaani (reaktsioon 11). Atsetoklastilises metanogeneesis I6hustatakse atsetaat metaaniks
ja susinikdioksiidiks (reaktsioon 12). Metullotroofses metanogeneesis kasutatakse atsetaadi asemel
substraadina metileeritud C1 Gihendeid (metanooli, metitlamiini, dimetudlsulfiidi jne) ja muundatakse

need metaaniks (reaktsioon 13). (Angelidaki, et al. 2011)

4H, + CO2 — CH4 + 2H,0 (11)
CHsCOO + H* — CHy +CO» (12)
4CH30H — 3CH4 + CO» + 2H,0 (13)

Enamus metanogeneesi kdigus eralduvast metaanist toodetakse heterotroofsete metanogeenide poolt
ning 30% eralduvast metaanist hudrogenetroosfel metanogeneessil susinikdioksiidi taandamisel.
(Angelidaki, et al. 2011)
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4. Too eesmark

T66 eesmark on uurida purustatud e-romu ehk elektri- ja elektroonikajaatmete bioloogilise to6tlemisi
voimalusi, et teada saada, kas selline bioloogiline td6tlemisviis sobib nende ulitiliseerimiseks, ning
kindlaks teha, missugused mikroorganismid peavad vastu anaeroobsetes ja aeroobsetes tingimustest. E-
romu parineb Hispaania firmalt Reydesa Ltd, kellega firma BiotaTec OU teeb projekti raames koostood..
Tavaparaselt kasutatakse metallide bioleostamiseks autotroofseid mikroorganisme, nt Acidithiobacillus,
Leptospirillum jt. Firma BiotaTec OU on vilja to6tanud metallide leostamise kaheastmelise protsessi,
mille abil on e-jdatmete mittemetallilistest fraktsioonidest voimalik vélja leostada vaartuslikke metalle.

Samuti vOimaldab see e-jdatmete orgaanilistest fraktsioonidest anaeroobse protsessi abil biogaasi toota.
5.  Materjalid ja metoodika

Magistritod raames teostati katseid anaeroobsetes ja aeroobsetes tingimustes 20-liitrise reaktoris.
Anaeroobse etapi katseid tegin sligisel. Aeroobseid katseid tehti anaeroobsete katse produktiga alates

jaanuarist 2021. Mdlemad katsed tegin koostdds firmaga BiotaTec OU..

5.1. Anaeroobsed katsed

Reaktori katse alustamiseks tehti kdigepealt katseid Oxitop®-i tulipi stisteemi abil. Stusteem koosneb
kolmest osast: hermeetiliselt suletavast katseklaasist, mis oli kaetud manomeetrilise modteseadme
korgiga ning kiilgedel hermeetiliste korkidega. Kdljekorke kasutati proovide votmiseks vedel- ja
gaasifaasist. Rohumodtmisseadmega loeti korkide peal asuvast mdodtjast andmeid ja need kanti
analuusimiseks arvutisse lle. Md0detavad parameetrid olid katsetes katsepudelisisene réhk ja gaasisegu
koostis, mille abil oli vBimalik koostada mikroorganismide kasvukdver. Anaeroobsel lagunemisel
eralduv gaas tostis rohku katseklaasis. Proovipudelites saavutati anaeroobsus argooni labipuhumisega
enne katse alustamist. Kultiveerimiskeskkonnana kasutati R2A vedels6tdet, mis autoklaaviti koos
katsepudelitega. (Menert. T, 2015)

5.1.1. Anaeroobse katse inokulum

Oxitopi katse alustamisel oli kdigepealt vajalik teha kaalutuste arvutamine. Valmistati ette neli

katseklaasi. Kahte katseklaasi lisatati e-romu ja kahte mitte. Katseklaase, kuhu romu ei lisatud, olid
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blankid. See on vajalik, et ndha, kuidas rohk katseklaasis muutus. Katseproovidesse lisatud komponendid

on vélja toodud tabelis 2.

Tabel 2. Katsepudelitesse lisatud komponendid

Komponendid | 600 ml 150 ml
E-romu 6 gr 159r
NaHCOs3 1,51 gr 0,38 gr
Betaiin 0,81 gr 0,2gr
Tslsteiin 0,27 gr 0,068 g
NazS 0,135 gr 0,034 gr

Komponendid viidi s6otmesse 0,2 pm poorisuurusega filtriga (Sartorius Minisart Syringe Filter). Betaiin
ja NaHCOs3 on s66tme siisinikuallikad ja metonogeneesi substraadid. Tsisteiin ja Na,S on anaeroobse
keskkonna tekitajad. Tdmbekapi all lisati vajalikud ained katseklaasidesse. Kdige 16pus lisati e-romu ja
inokulum. Inokuleerimiseks kasutati —80 kraadi juures glutseroolis séilitatud kooslust 5A. Inokulume
kasvatati ette neli pdeva. Anaeroobsuse saavutamiseks katse alguses puhuti katseklaasie argooniga, sest
see surus vélja katsepudelis oleva 6hu. Argoon on inertne gaas, mis tdhendab, et ta ei reageeri teiste
katses olevate komponentidega. Argooniga puhuti katseklaase ldbi umbes 5 minutit. Keskkonna
segamiseks ja sobiva temperatuuri sdilitamiseks viidi katseid labi termostateerivas loksutis (t=37°C, 100
pOoret minutis). (Menert. A, 2020)

5.1.2. Anaeroobsete katsete proovide kogumine

Katseid moddeti iga pédev Oxitop®-i mddtjaga ning voeti vedelikuproov. Gaasiproov voeti vajadusel, kui
katsepudelis oli rdhk muutunud piisavaks. Gaasiproovi jaoks oli vaja tihendit, mis Gihendab vakumeeritud
pudelit ja katseproovi. K&igepealt on vaja avada vakumeeritud pudeli kraan ning siis proovi kraan.
Ettevaatlikult tuleb avada katsekraan, et gaas liiguks pudelisse. Seejarel tuleb katseproov ile modta

dataloggeriga. Vedelikuproovi jaoks valmistati tdbmbekapp ette, viies sinna vajalikud esemed.
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Vedelikuproovi oli vaja koguda 1,5 ml. Seda tehti sustlaga ning proov pandi epsidesse, mis oli varem
maérgistatud katse numbri ja kuupdevadega. Mérgistatud epsid viidi kilmkappi, kus vedelikuproovid

séilisid —24°C juures. See oli vajalik edasiste mikroorganismide kiilvamiste jaoks.

5.1.3. Mikroorganismide arvukuse maaramine

Oxitopi katses madrati elurakkude arvukust kaudselt, kasutades véljakilvi meetodit. Katsetest voetud
vedelikufaaside proovid kulvati detsimaalsete lahendustega R2A sddtmega tassile. Kolooniaid
moodustavate Uhikute loendamise (colony forming unit ehk CFU/mI) abil leitud kolooniate arvukuse
kohta koostati Exceli tabel, kus on ndha mikroorganismide arvukuse muutus ajas. Lahjendused tehti
vahemikus 107 kuni 108 kolmes paralleelses korduses ning kolooniaid loendati visuaalselt (joonis 14).
Vaéljakilvid viidi termokappi (t=37°C) ning 24 tunni moddudes vaadeldi, kas Petri tassidel on toimunud

uleskasv. Kui uleskasv puudus, viidi tassid tagasi termokappi. (Heinaru & Naanuri, 2011)

Reaktori katses kasutati kolme erinevat valjakilvi meetodit: tilkkilv (ingl drop-plate), pindkulv (ingl
spread-plate) ja suviskilv (ingl pour-plate). Tilkkulviga kilvatakse so6tmepinnale ehk Petri tassile 12
tilka ja selleks kasutatakse 10 pl pipetti. Oluline on, et peale kilvamist tilkkulvet ei liigutata enne, kui
vedelik on imendunud sd6tmesse. Pindkulvi korral kasutatakse spaatlit, mille abil hddrutakse vedelfaasi
tilk s66tmesse. Enne spaatli kasutamist steriliseeritakse see etanoolis ja tbmmatakse labi gaasileegi.
Spaatel jahutatakse Petri tassi kaane vastu ja alles jahtunud spaatliga hodrutakse inokulum agarplaadil
laiali. Stviskulvi meetodil valatakse vedelsodde Petri tassile. Vedelsodde on temperatuuril 50 kraadi ja
kogus, mis tassile valatakse, on 15-20 ml. S66de valatakse tassile ja suletakse Petri tassi kaanega, samal
ajal segatakse vedelfaasi tilk s66tmesse, tehes tdmbekapi laual ringikujulisi liigutusi. S66tmeks
kasutatakse R2A (koostis: 0,5 g/l parmiekstrakti, 0,5 g/l peptooni, 0,5 g/l CAA, 0,5 g/l glikoosi, 0,5 g/l
tarklist, 0,3 g/l Na-plruvaati, 0,3 g/l KzHPO4,0,05 g/l MgSOa4, 15 g/l agarit) (Heinaru & Naanuri, 2011)
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Joonis 13. Mikroorganismide arvukuse maaramine valjakilvi meetodil

Mikroorganismide arvukuse madramiseks arvestati keskmist kolooniate arvu, lahendusfaktorit ja
kilvimadra. Kolooniate loendamine tugineb sellel, et Ghest mikroorganismist kasvab vélja silmaga

néhtavad kolooniaid (vt joonis 13). Lahjendusfaktor leitakse (Heinaru & Naanuri, 2011):

proovi maht (ml)voi kaal (g) + lahjendusvee hulk (ml)

Lahjend ktor =
ahjendusfaktor proovi maht (ml)vdi kaal (g)

Arvukust viéljendatakse kolooniaid moodustavate thikutena (CFU) 1 ml algproovi kohta. Arvukus

leitakse valemi jargi (Heinaru & Naanuri, 2011):

CFU) _ kolooniate arv (CFU) « lahjendusf aktor

Arvukus (
ml

kulvimaar (ml)

5.1.4. ROhu tbus

Oxitop®-i mdodtja pea mdddab katseklaaside korkide andurite abil réhku. Rdhku mdodetakse
hektopaskalites (1 hPa = 102; Pa = 1 mbar). R6hu muutustest sbltuvalt saab arvutada vabanenud

gaasihulka valemiga pV = nRT, kus

p — gaasi réhk, N/m?2 vdi hPa

V — gaasi ruumala, m3
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R — universaalne gaasikonstant (R= 8,314 J/mol*K)
T — gaasi absoluuttemperatuur, K
n — moolide arv, gaasi normaaltingimustel n=1 vastab 22,4 |

Oxitopi andmehdive seadme toorikfaili andmetest saab Exceli tabelis arvutada katsepudelis oleva

kumulatiivse réhu (hPa). Kumulatiivset rohku saab arvutada Psymt = Psumt-1 + Pt — Pt.1, Kus

Psum,t — eelmise katsepunkti kogurdhk, hPa
Pt — praeguse katsehetke rohk, hPa

Pt1 — rohu hetkevaartus katse eelnevas punktis, hPa

Gaasi koostis méératakse hiljem gaaskromatograafiga Eesti Maatlikoolis.

5.2. Reaktorikatse

Reaktorikatse jaoks oli vaja enne teha Oxitopi katseid, et jalgida protsesse ja koguda inokulumi. Reaktori
kogumahtuvus oli 20 liitrit. Reaktor kaivitati 29.09.2020. Eelneval péeval taideti reaktor destilleeritud
veega (14,5 ) ja jaeti soojenema kuni reaktori kdivitamiseni. Veetemperatuur pidi olema 37 kraadi.

Kaaluti ka vastavad vajalikud toorained, mis on valja toodud tabelis 3.

Tabeli 3. Reaktori katse jaoks vajalikud komponendid

Komponendid 20 I reaktor
E-romu 150 gr
R2A sd6de 45 gr
Betaiin 20,25 gr
NaHCO3 37,8 gr
NazS 3,375 gr
Tsusteiin 6,75 gr
Inokulum 600 ml
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Katse alustamisel voeti reaktorist liiter destilleeritud vett (H20), et lahustada vajalikud komponendid
enne nende lisamist rektorisse. Reaktori pH enne komponentide lisamist oli 6,6. KGigepealt lisati katsesse
e-romu, jargmisena NaHCOg3, mille jarel keskkonna pH tdusis 8,28 juurde. Seejarel lisati betaiini, peale
seda lisati juurde R2A sd6det ning pH langes. Peale s66tme lisamist valati keskkonda tsusteiini ja peale
seda inokulumi. Kdige viimasena lisati juurde Na,S. Seejérel puhuti argooniga reaktori katse 1&bi. Kui
kdik vajalikud toorained olid lisatud, oli keskkonna pH reaktoris 7,79. Katsest vdeti vedeliku- ja

gaasiproov. Katse téhistati numbriga 200.

Reaktori katset alustati 29.09.2020 ja see I0petati 26.10.2020. Katse alguses veti vedelikufaasi proove
pidevalt, gaasiproove vastavalt vajadusele, kui andur nditas, et gaasi on piisavalt reaktoris. 07.10.20 oli
reaktori pH tdusnud, mis oli vajalik metanogeenide tooks. Ideaalne pH kasvukeskkond metanogeenidele
on7,.2.

Kultiveerimiseks ja s66tme optimeerimiseks valiti esimeseks faasiks anaeroobne protsess. Orgaanilise
aine lagundamisel tekib anaeroobsetes tingimustes metaani. Anaeroobse kadritamise bioleostumise faasi

skeem (joonis 14) reaktoris.

Anaeroobne
t=37°C
pH=7

CH.

CO:

E-romu

Metalli sulfiidid
(soltuvalt pH-st
lahustunud v&i1

tahked)

Kelaatunud
vormis metallid

P

Hiidroliiiitilised, vadvlit ja sulfaati
redutseerivate bakterite ja
metanogeensed konsortsium

Lahustunud
sulfaatides
metallid

A 4

Joonis 14. Anaeroobse protsessi skeem (ringiga osa kasutatakse aeroobses reaktori katses)

3.2.1. Mikroorganismide arvukus reaktoris

Alguses kasutati tilkkllvi meetodit, aga kahjuks see ei andnud vastavaid tulemusi. Bakterikultuurid

kasvasid kull tassile, aga neid kolooniaid ei olnud vdimalik loendada ja silmaga eristada (joonis 15 a).
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Bakterikultuuri, mida ei saa silmaga eritada, kutsutakse muruks. Joonisel 15 a on v6imalik vaadelda, et
lahjendusastmetel 10-2 kuni 10-° on néha kolooniaid, kuid neid ei ole vdimalik silmaga eristada ja kokku
lugeda. Oluline oli katse kéigus teada saada, kuidas ja kui palju bakterikultuure reaktoris on. Jargmiseks
meetodiks oli pindkulv. Pindkulv ei andnud loodetud tulemusi. Tassile kasvasid bakterikultuurid, aga
kahjuks ei olnud véimalik neid silmaga eristada ja visuaalselt loendada (joonis 15 b). Sel meetodil tehti
lahjendused vahemikus 10° kuni 10-2. Suviskiilvi meetod andis vajalikud tulemused bakterikolooniate
loendamisel. Tassilt sai neid silmaga eristada ja kolooniaid loendada (joonis 15 c¢). Kdik vedelfaasis
vOetud katseproovid kulvati kuupédevade jargi ja erinevate lahjendusfaktoritega tassidele.

Lahjendusvahemik, mis selles kiilvis tehti, oli 10°kuni 10°.

Bakterid kiilvatud tardsootmele Bakterid kiilvatud tardsdodtmele
tilkktlvi meetodiga pindkiilvi meetodiga
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Bakterid kullvatud tardsodtmele
stviskllvi meetodiga

Joonis 15. Bakterid kiulvatud tardséotmele erinevate meetoditega
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5.2.1. Gaasiproovid

Gaasiproovide gaasikoostise madras Kaja Orupdld Eesti Maaitilikoolis gaaskromatograafiga Varian Inc.,
Model CP-4900 (metaani mé&aramispiirkond 0-100%). Varian Inc., Model CP-4900 on varustatud kahe
kolonniga: Molsieve 5A Backflush kuumutatud kolonn (20 m x 0,53 mm), kus kandjagaasina kasutatakse
argooni, ning PoraPLOT U kuumutatud kolonn (10 m x 0,53 mm), kus kandjagaasina kasutatakse
heeliumi. Esimese kolonni sisestustemperatuur oli 110°C, kolonnitemperatuur 120°C ja réhk 50 Psi.

Teise kolonni sisestustemperatuur oli 110°C, kolonnitemperatuur 150°C ja réhk 22 Psi. (Korb, 2016)
5.2.2. Metallianaluis

Metallianaliiiisid tehti Tartu Ulikooli Chemicumi laboris ja metallide sisalduse maaras Paarn Paiste.

26.11.2020 viisin metallianaltitisid Chemicumi laborisse.
6.  Aeroobse protsessi katse happelise kasvukeskonnaga

Enne aeroobse protsessi alustamist oli vaja ette kasvatada Acidithiobacillus ferrooxidans
kollektsioonkultuuri kollektsioonist Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen. Valiti
A. Ferrooxidansi mikroorganismi kultuur, sest see on ks enim kasutatavaid mikroorganisme metallide

bioleostamiseks e-romust.

6.1. Inokulumi ettekasvatamine

Kultuuri ettekasvatamine toimus kahes osas. Esimese kultuuri ettekasvatamist alustasin 11.12.2020
(joonis 16). Kollektsioonkultuuri inokuleerisin 100 ml Leptosprillium mediumi (Lisa 2) s66tme kolbi.
Sootmes algselt pH-d ei reguleerinud, seega pH oli ~ 1,5. Teise kultuuri ettekasvatamist alustasin
16.12.2020. Kollektsioonkultuuri inokuleerisin 50 ml Leptosprillium mediumi s66tme kolbi. Selles
sootmes reguleerisin pH-d NaOH-ga, pH oli s6tmes ~ 2,0. Otsus, miks pH-d oli vaja reguleerida, tulenes

sellest, et Acidithiobacillus ferrooxidans kultuurile sobib paremini kérgema pH-ga happeline keskkond.

Leptosprillium mediumi s66tme valmistamiseks oli vajalik katsekolbid &ra autoklaavida. S66tme jaoks
arvutasin vajalikud lahused. Tabelis 4 on toodud vajalikud lahuste kogused. Lahused A ja B mddtsin

eraldi falkonitesse ja lahuse C lisasin kolbi pipetiga.
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Tabel 4. Leptospirillium medium s66tme kogused

Lahuste kogused | 100 ml 50 ml
Lahus A 95 ml 47,5 ml
Lahus B 5ml 2,5ml
Lahus C 100 pl 50 ul

Peale s66tme valmistamist inokuleerisin kultuuri s66tmesse. Mdlemad s66tmed kasvasid termokapis 25
kraadi juures. Esimesena ettekasvatatud sodde oli termokapis 26 pédeva, parast 24 paeva olid bakterid
saavutanud optimaalse kasvu. Teisel katsepéeval oli s66tmes pH langenud theni. PH tdus toimus alles

17. péeval, ku pH oli muutunud ~ 1,5. Katse 26. paevaks oli pH muutunud 1,8.

Leptospirillium medium Leptospirillium medium sf6tmesse
sootmesse  inokuleeritud  At. inokuleeritud At. ferrooxidans 20.
ferrooxidans 6. katsepaeval katsepdeval
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Leptospirillium medium Leptospirillium medium
s0otmesse  inokuleeritud  At. sootmesse  inokuleeritud  At.
ferrooxidans 24. katsepéeval ferrooxidans 26. katsepéeval

Joonis 16. 11.12.20 kilvatud so6tme varvuse muutus ajas

Inokolum, mis pandi kasvama 16.12.20 (joonis 17). Selles katses reguleerisin sodtme pH 2-ni. VVorreldes
esimese s00tmega, kasvas pH 2-ni reguleeritud At.Ferrooxidans kultuur Kiiremini. Katse oli termokapis

21 péeva, parast 19. pdevad olid bakterid saavutanud optimaalse kasvu.

Leptospirillium medium Leptospirillium medium séétmesse
sootmesse  inokuleeritud  At. inokuleeritud At. ferrooxidans 15.
ferrooxidans 7. katsepaeval katsepdaeval
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Leptospirillium medium Leptospirillium medium
sootmesse  inokuleeritud  At. sootmesse  inokuleeritud  At.
ferrooxidans 19. katsepéeval ferrooxidans 20. katsepéeval

Joonis 17. 16.12.2020 kilvatud s66tme varvuse muutus ajas

Detsembri keskel alustatud soddet oli kahe katse peale kokku 123 ml. Selleks ajaks olid mélemas katses
bakteritel saavutatud eksponentsiaalne kasvufaas, et katsega edasi minna. See inokulum oli vajalik
reaktorikatse inokulumi sodtme ettekasvatamisel. Reaktorikatse jaoks oli vaja so0det ette kasvatada kolm
kolbi, mille mahuks oli 400 ml. Leptospirillium medium s66tme (tabel 5) pH-d reaguleerisin NaOH-ga.

Katsega alustasin 08.01.21 ning katse kestis 12 paeva.

Tabel 5. Leptospirilliumi medium s66tme kogus 400 ml

Lahuse kogus 400 mi
Lahus A 380 ml
Lahus B 20 ml

Lahus C 400 pl

Leptospirillium medium s66tme valmistasin 07.01.21, kahjuks said samal paeval otsa pH-ribad ning ma
el saanud soddet reguleerida. Boksi all valasin kokku 100 ml ja 50 ml inokulumid. Edasi jagasin 41 ml
inokulumi vordselt kolme kolbi. Inokulumi valasin s66tmesse 08.01.2021. Kolme katse peale kokku
saavutasid mikroorganismid oma optimaalse kasvu tiheksandal vdi kiimnendal katsepéeval. Joonisel 19
olev pilt on tehtud 19.01.21.
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Edasikulv kolbi A Edasikulv kolbi B Edasiklv kolbi C
11. katsepéev 11. katsepéev 11. katsepéev

Joonis 18. 08.01.21 kolme erinevasse kolbi kilvatud At. ferrooxidans kultuur reaktori katse jaoks
6.2. Biomassi mé&ramine

Bakteriaalse kasvu alla mdistetakse mitte ainult raku jagunemist, vaid ka rakumassi suurenemist, mis on
seotud kogu rakumaterjali sunteesiga. Kui biomassi suurenemine on proportsionaalne rakkude
arvukusega, siis on tegemist balansseeritud kasvuga. Nimelt suureneb lag-faasis raku biomass ilma
rakkude arvu kasvuta ja logaritmilises kasvufaasi 16pus toimub raku suuruse véhenemine ning tduseb

pohiliselt rakkude arv. (Heinaru & Naanuri, 2011)

Oma t60s kasutasin biomassi maaramiseks kaudset meetodit, milleks on rakususpensiooni hégusus. See
biomassi madramise viis pdhineb spektrofotomeetrilisel meetodil, mis vdimaldab mé&&rata mikroobset
biomassi kullalt tapselt ja kiiresti. Meetod pdhineb suspensioonis olevate rakkude poolt pdhjustatud
valguse neeldumise mddtmisel, kus neeldud valguse hulk on proportsionaalne rakkude arvuga. (Heinaru
& Naanuri, 2011)

Standardsetest tingimustes nimetatakse neeldumist optiliseks tiheduseks (optical density) ehk OD- ks.
Alaindeksiks olev arvuline vaartus néitab modtmiseks kasutatavat lainepikkust. Valguse lainepikkus

peab olema valitud selline, et oleks tagatud maksimaalne absorbtsioon. Mikroobisuspensioonide
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hégusust mdddetakse 420-660 nm juures. Pikemalainelist spektriosa kasutatakse pohjusel, et rakud
neelavad seda valgust kdige paremini ja s66tme varvuse segav toime on minimaalne. (Heinaru &
Naanuri, 2011) OD maaramisel kasutasin alaindeksina 580 nm. Optilise tiheduse vééartused ei anna otsest

teavete rakkude arvukuse kohta, seetdttu loendasin baktereid tldise arvukuse maaramiseks.

Vedelfaasist votsin proove 1,5 ml, et mé&érata biomassi ja arvukust. 11.12.20 alustatud kultuuril votsin
proove 26 pdeva ning 16.12.20 katselt votsin 21 péeva proove biomassi médramiseks. Samamoodi
maarasin biomassi ka 08.01.21 alustatud katsel. 11.12.20 katse puhul toimus mikroobiraku lag-faas 5.-
17. katsepéeval. Sellel ajal hakkas suurenema raku biomass, ilma et toimuks veel rakkude
eksponentsiaalne kasv. 24.-26. katsepdeval toimus logaritmiline kasvufaas, kus rakud jagunesid Kiiresti.
16.12.20 katsel toimus rakkude lag-faas 7.-12. katsepdevadel ning logaritmiline kasvufaas 19.-21.

katsepéevadel.

6.3. Arvukuse maaramine vedelfaasis

Vedelfaasis olevate At.Ferrooxidans kultuuri otsese arvukuse madramiseks kasutasin loendamist
loenduskambris. Otsene arvukuse madramine mikroobipopulatsioonist teostatakse spetsiaalsete
loenduskambrite abil. Loenduskambrid on paksemad mikroskoobi alusklaasid, mille pinnale on
graveeritud kahesuguse suurusega ruudukesed: suuremate pindala on 0,04 mm? ja vaiksematel 0,0025
mm?. Ruudustik asub stivendis, mille kdrguseks on 0,1 mm. Tagamaks htlast suspensioonikihi paksust,
kaetakse kamberkatteklaasiga nii, et see liibuks tihedalt vastu alusklaasi lihvitud pinda ja servadele
tekiksid nn Newtoni rongad. Kambri taitmiseks asetatakse suspensiooni tilk ettevaatlikult katteklaasi
serva juure nii, et see imenduks kambrisse. Uleliigse suspensiooni kogunemiseks ja drajuhtimiseks on

klaasplaadile graveeritud kanalid. (Heinaru & Naanuri, 2011)

Loenduskamber mikroskoobitakse kuivslisteemis 40-kordse suurendusega. Vastavalt rakkude tihedusele
loendatakse rakud kas suuremates voi vaiksemates ruutudes. Loendamisele kuuluvad kdik rakud ruudu
sees ja lisaks neile veel kahele ruudu piirile jd&vad rakud. Statistiliselt on korrektne, kui rakkude arvukus
vaikses kambris oleks ~ 10 ja suuremas ~ 30 rakku. (Heinaru & Naanuri, 2011) Mina loendasin rakke

vaiksemates ruutudes, sest rakkude tihedus oli vaiksem.
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11.12.20 katses saavutas bakterikultuur eksponentsiaalse kasvufaasi 24. péeval. 16.12.20 katses saavutas

kultuur ekponentsiaalse kasvu 19. pdeval. Reaktorikatseks saavutas bakterikultuur oma eksponentsiaalse
kasvu Uheksandal vdi kiimnendal katsepéeval.
6.4. Reaktorikatse

Aeroobse reaktorikatse jaoks oli vaja kasvatada ette At. Ferroooxidans kultuuri. 20 reaktori katsesse
alustati kultuuri ettekasvatamist 08.01.21. Reaktori katse kaivitati 20.01.21 koos firmaga BiotaTec OU

ja katse 16ppes 04.04.2021. Tabelis 6 on kirjas vastavad toorained, mis moddeti valja.

Tabeli 6. Reaktorikatse jaoks vajalikud komponendid

Komponendid 20 | reaktor
Anaeroobse katse jadk | 150 gr
(e-romu)

Lahus A 14250 ml
Lahus B 750 ml
Lahus C 1,5ml
Inokulum 11572,25 ml

Koigepealt lisati reaktorisse anaeroobse katse jadk (e-romu), seejérjel valati katsesse lahus A, B ja C ning
kdige viimasena lisati inokulum. Aeroobses katses (joonis 19) oli temperatuur 37 kraadi ning pH
vahemikus 6,2-9. Katsest vOeti perioodiliselt vedelikuproove ning pH-d mo6ddeti online-mddtmise
kaudu. Katse tahistati numbriga 207. Voetud vedelikuproovid kilvati edasi Petri tassile, et méarata
organismide arvukust reaktoris. Temperatuur pusis konstantsena reaktoris. PH saavutas optimaalse

taseme 5 pdevaga (pH 3,8) edasi langes pH kuni 1,5-ni.
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Aeroobne

t=37°C
pH=6.5-9

—> CcO,

E-romu Kelaatunud vormis
EN :

metallid
N Sulfaatsed metallid
(lahustunud)
Heterotroofsed
mikroorganismid

Joonis 19. Reaktori aeroobne katse
6.2.1. Mikroorganismide arvukuse maaramine

Vedelikufaasis vBetud proovid kulvati Petri tassile, millele oli tehtud Leptospirillium ja agaroosi sédde.
So6tme valmistamine on toodud vélja Lisa 1. Kilvamiseks kasutasin pindkilvi meetodit lahjendusastmel
109-103. Leptosprilliumi + agaroosi tardsootme korral peab ootama, kuni spaatel on maha jahtunud (2-3
minutit). Vastasel korral, kui on spaatel liiga kuum ning hakatakse inokulumi agarplaadil laiali h6éruma,
laheb tardsoode katki. Suuremal osal tassidel lahjendusastmega 10°-10 ei olnud vdimalik lugeda
kolooniaid (joonis 20 a). Lahjendusastmetel 102 ja 10~ oli vdimalik kolooniad silmaga eristada ja neid
loendada (joonisel 20 b).
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Katse 207 At.ferrooxidans Katse 207 At.ferrooxidans
kilvamine tards6otmele kilvamine tardsdotmele pindkulvi
pindkilvi meetodiga, 10° meetodiga, 1072

Joonis 20. Reaktori vedelproovi edasikulv tardso6tmele
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7.  Tulemused

7.1. Mikroorganismide arvukus anaeroobses reaktoris

Reaktorikatsest vOetud vedelfaasi proove sai kilvatud Petri tassile igal nadalal. Alguses tegin kulve tilk-

ja pindkulvi meetodiga. Mikroorganismide avukus on ndha Exceli tabeli graafikult (joonis 21).

1.00E+08
1.00E+07
1.00E+06
1.00E+05
1.00E+04
1.00E+03
1.00E+02
1.00E+01

1.00E+00
1.00E-01 © 5 10 15 20 25

CFU/mlI

aeg, paevades
—e—CFU

Joonis 21. Mikroorganismide arvukus tardsootmele kiilvatud tilkkulv ja pindkulvi meetodiga

Kilvamise alguses tundus, et tilk- ja pindkllvi meetod annab tulemusi, sest reaktoris oli aeroobseid
mikroorganisme. Esimesed valjakulvid tegin 01.10.2020. Kahjuks olid need tassid tlhjad ja viisin
termokappi tagasi. 07.10.2020 sain tassidelt lugeda esimesi kllve. Jooniselt 22 on ndha aeroobsete

mikroorganismide arvukust.

27.10.2020 hakkasin véljakilve tegema suviskiilvi meetodiga. Jooniselt 22 on ndha, et alguses toimus
anaeroobsetel mikroorganismidel lag-faas, kus toimub kohanemine uute keskkonnatingimustega. Lag-
faas kestis umbes 5-6 katsepdeva. Statsionaarne faas on ndha katse 16pu poole, kus mikroorganismide

arvukus ei muutu otseselt ajas.
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Joonis 22. Mikroorganismide arvukus tardso6tmele kilvatud suviskilvi meetodiga

Tulemused nditasid, et reaktoris oli ka algselt aeroobseid baktereid. Stviskulvi meetodist sain loendada
anaeroobseid mikroorganismide kasve. See tdhendab, et reaktorisse olid tekkinud heterotroofsed
fakultatiivsed anaeroobid ja metanogeensed arhed. Reaktori pH oli terve katse jooksul 7 ringis, mis on

metanogeensetele bakteritele ideaalne.

7.2. Gaasiproovide tulemused anaeroobses katses

Anaeroobsete katsete gaasifaasi koostist analliisiti gaaskromatograafiga. Esimene gaasiproov voeti katse
alguses. Kokku voeti 10 gaasiproovi. 18.10.2020 voetud gaasiproovi ei saanud kasutada, sest

gaasipudelisse oli 6hk sisse lainud. Puudus, mis katsest valja tuli, oli gaasiflitri ummistumine.

Gaasikoostise graafikult (joonis 23) on néha, et katse alguses sisaldas gaasifaas p&hilistel CO2, mis viitab
orgaanilise materjali lagunemisele. O, koostis katse kaigus on pusivalt madal, 9. katsepdeval on koostis
1,40%. Parast 15. katsepaeva stabiliseerus CO- sisaldus 16,50 %. Alates 6. katsepdevast hakkas CO-
koostis vdhenema ning domineerima hakkas CHa. 8. katsepéeval moodustas CH4 48% eraldanud gaasist.
Metaani eraldumine muutus véga intensiivseks 10.-15. katsepdeva moddudes ja maksimaalne CHa

sisaldus oli 62%.

N2 sisaldus oli katsepaevade alguses kuni katse keskpaigani suhteliselt madal. Ullataval kombel parast

15. katsepéeva tduseb jarsku N2 sisaldus koostises mérgatavalt. Eksperimendi I6puks on N tisna kdrge
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— 29,40%. N, korge kontsentratsioon on seotud denitrifikatsiooni protsessiga, kus mikroorganismid
kasutavad siisiniku allikana metanooli.

Gaasi koostises mdddeti HoS kontsentratsiooni, mis anaeroobse sulfaadi redutseerimisega moodustub

ning mis vOib parssida bioprotsesse. H>S koostis oli katse 16pus 0,02%.
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Joonis 23. Gaasifaasi koostis anaeroobses reaktorikatses

7.3. Metallianaliisid anaeroobses katses

Metallianaltside graafikud on rihmitatud keemiliste elementide jargi: litofiilseteks, siderofiilseteks,
kalkofiilseteks ja atmofiilseteks metallitihenditeks.

Metallianaltisidest selgus, anaeroobses katses leostus kdige rohkem valja liitumit (Li). Kokku leostus
Li vélja 1055,18%. Graafikul (joonis 24) on néha litofiilsete metallirihmade véljaleostumine. Samalt
jooniselt on néha, et rubiidium (RDb) ei leostunud ldse vélja. Tseesiumit (Cs) alguses ei leostunud valja,
alles 5. katsepédeval hakkas tseesiumi vélja leostuma. Litofiilsetest metallirihmadest leostus kdige
rohkem valja liitumit. Joonisel 25 on naha litosfiilseid metallirihmi, millest leostusid valja vanaadium

(V), boor (B), kaltsium (Ca). Katse I6puks oli vanaadiumi valja leostunud 36,19%, boori 37% ja
kaltsiumi 38,26%.
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Siderofiilsete metallide valjaleostumine on ndha joonisel 26. Katse 16puks leostus vélja kdige rohkem
plaatina (Pt) 86,82%, koobaldit (Co) 64,45%, mangaani (Mn) 53,07%. Joonisel 27 on naha kalkofiilsete
elementide leostumine. Elektroonikaromudest parinevate kalkofiilsete elementide leostumine

anaeroobsetes tingimuses oli tagasihoidlik. Vaske (Cu) leostus valja 20,30% ja antimoni (Sb) 40,74%.
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Joonis 24. Litofiilsed metallid, mis leostusid anaeroobses protsessist valja
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Joonis 25. Litofiilsed metallid, mis leostusid anaeroobses protsessist valja
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Joonis 27. Kalkofiilsed metallid, mis leostusid anaeroobses protsessis valja
7.4. Mikroorganismide arvukus aeroobses katses

Aeroobse reaktorikatse vedelfaasis voetud proove sai kiilvatud igal nddalal Petri tassidele pindkilvi

meetodi abil. Mikroorganismid, mida tassidelt loendasin, olid At. ferrooxidans’id.
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Joonis 28. At. ferrooxidanside arvukus tardsédtmele kilvatud pindkulvi meetodiga

Aeroobne reaktorikatse kestis 71 katsepédeva, mille jooksul voetud vedelikuproovid kilvasin Petri
tassidele erinevate lahjendusastmetega. Katse alguses on mikroorganismide arvukus vaike, sest toimub
lag-faas, kus mikroobirakud kohanevad uute keskkonnatingimustega. Logaritmiline kasvufaas toimub
mikroorganismidel 20.-50. katsepdeval. Selles faasis on mikroorganismide kasvukiirus konstantne.
Statsionaarse faasi saavutasid mikroorganismid 50.-61. katsepdeval, kus juurde tulevaid ja hdvinevaid

rakke on populatsioonis tihepalju ning bakteripopulatsioon ei muutu ajas.

7.4.1. Petri tasside edasikilv vedelfaasi

Petri tassidelt tegin edasi kilve vedelfaasi kaks korda 17.02.2021 ja 06.04.2021. 17.02.2021 vedelfaasi
katsed said kulvatud 20.01.21, 27.01.21 ja 08.02.21 reaktorikatsetel kasvama pandud Petri tassidele
lahjendusega 10°. Vedelfaasis Leptospirillium mediumi reguleerisin NaOH-ga, et pH oleks s66tmes 2.
At. Ferrooxidans’id on vedelfaasis olnud 91 katsepédeva. Ainult 20.01.21 edasi kilvatud vedelfaasis
olevad mikroorganismid on joudnud surmafaasi. Seda saab pohjendada sellega, et proov voeti katsepéeva
alguses. Bakteritel on lag-faas ja nad kohanevad uue keskkonnaga. Teised proovid (27.01.21 ja 08.02.21)
on voetud hiljem ja seal on rohkem mikroorganisme (joonis 29). 27.01.21 ja 08.02.21 on vedelfaasis
vBimalik mikroskoobi all loendada mikroorganisme. 06.04.21 edasikiilvid on tehtud Biotateci vedelfaasi
proovist, At. Ferrooxidans puhaskultuurist ja 18.02.21 reaktorikatse Petri tassi kilvist. Hetkel on need

kolm katsekolbi termostaadis olnud 39 katsepéeva.
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Joonis 29. Vedelfaasi kiilvati 17.02.2021 mikroorganismide arvukus
7.5. Metallianalliisid aeroobses katses

Metallianalttsidest selgus, et litofiilsetest metallirihmadest (joonis 30) leostus vélja kdige enam
berulliumi (Be), alumiiniumi (Al) ja uraani (U). 39. katsepéeval toimus eriti suur valjaleostumine uraanil
(102,47%). Kalkofiilsetest elementidest (joonis 31) leostusid At. ferrooxidansi mikroorganismidega vélja
aeroobses katses kdige paremini tina (Sn), tsink (Zn), vask (Cu), kaadium (Cd), titaan (Ti). Sn kdige
suurem valjaleostumine toimus 7. katsepéeval — 110,27%. Siderofiilsetest elementidest (joonis 32)
leostusid katses vélja koobalt (Co), nikkel (Ni) ja mangaan (Mn). Tehnilistel pdhjustel puudub kahjuks

alates 11. katsepdevast reeniumi (re) véljaleostumine.

Kergete haruldaste muldmetallid (REEd) (joonis 33) elementidest leostusid katsest vélja tseerium (Ce),
praseodiim (Pr) ja euroopium (Eu). Rasketest REEd (joonis 34) elementidest leostusid vélja kdige enam

disproosium (Dy), holmium (Ho) ja tuulium (Tm).

Kahjuks leostus aeroobses katses véga vaike protsent hdbedat (Ag). Terve katse peale ainult 15,36%.

Kulda (Au) ja plaatina (Pt) ei leostunudki terve katse valtel elektroonikaromudest.
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Joonis 31. Kalkofiilsed metallid, mis leostusid aeroobses protsessis valja
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Joonis 32. Siderofiilsed metallid, mis leostusid aeroobses protsessis vélja
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Joonis 33. Kerged haruldased muldmetallid, mis vélja leostusid aeroobses protsessi vélja
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8. Arutelu

Elektri- ja elektroonikat6dstus kasvab iga aastaga ning jarjest enam on vaja kasutusele votta uusi
tooraineid, samuti kasvavad selle to0stusega ka elektri- ja elektroonikaromude kogused. Uueks
lahenduseks e-romude tootlemisel voiks olla biohidrometallurgia. Kdaesolevas tdds uuriti
elektroonikaromude bioleostamise protsesse. Bioleostumise protsess on kaheastmelisena: esimene on
anaeroobne protsess ja teine on aeroobne. Anaeroobse protsessi katse jaoks kasvatati eelnevalt
anaeroobne inokulum. Anaeroobse inokulumi kasvatamist alustas 2020.a. suve I6pus firma BiotaTec.
Aeroobse inokulumi kasvatamine toimus 2020. aasta novembri keskpaigas, kui Saksamaalt saabus At.
Ferrooxidansi puhaskultuur. Reaktorikatsete eesmargiks oli valja uurida, millised metallid leostuvad
kaheastmelistes protsessides. Reaktorikatsete vedelfaasidest tehti valjakilve, et maarata

mikroorganismide arvukus katsepéevadel.

Anaeroobne reaktorikatse kestis 28 katsepdeva. Selle jooksul voeti vedeliku-, gaasi- ja metalliproove.
Mikroorganismide arvukus anaeroobses katses (joonis 22) oli piisavalt suur, et tekiks kdrge metaani
eraldamine. Katse 5. pdeval oli mikroorganismide arvukus 9,71E+06 CFU/mI. Katse 16pus joudsid
mikroorganismid statsionaarsesse faasi. Petri tassidele kulvatud tulemused nditasid, et algselt oli
reaktoris aeroobseid mikroorganisme. Enne anaeroobse katse algust ei sekveneeritud OxiTopis olevaid
mikroorganisme. Mdned paevad peale katse kéivitamist tekkisid reaktorisse fakultatiivsed anaeroobid ja
metanogeensed arhed. Anaeroobsed mikroorganismid olid reaktorisse tekkinud katse kuuendal péeval,
sest siis hakkas toimuma metaani tootmine. Metaani tootmine reaktoris oli efektiivne (joonis 23). Nditeks
10. katsepéeval oli reaktoris olevas gaaside segus 55,10%. Katse 16pus N2 kontsentratsioon gaaside segus
tdusis. Lammastikku ei saa tdielikult eraldada anaeroobsetes tingimustes, selleks on vaja anaeroobse ja
aeroobse protsesside kombinatsiooni. Anaeroobses protsessis eralduvat metaani saaks kasutada
biohudrometallurgiga tegelev ettevote ise, sest biogaasil on energeetiline vaartus. Metallide anallusist
selgus, et kdige rohkem leostus anaeroobsest katsest vélja liitumit. Kalkofiilsete metallide

véljaleostumine oli tagasihoidlik.

Aeroobne reaktorikatse kestis 71 katsepdeva. Selle aja jooksul vOeti vedeliku- ja metalliproove.
Mikroorganismide arvukus reaktoris oli alguses madal. Mikroorganismide arvukuse k&ikumine on

normaalne katsepédevade alguses, sest bakterid kohanevad uue keskkonnaga.
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Aeroobses protsessis leostus valja 50 metalli. Lootsime, et reaktorikatsest leostuvad vélja vaarismetallid,
nagu plaatina, kuld ja hdbe. Kahjuks selgus analuisist, et plaatina ja kulda ei leostunud Gldse vélja. Nende
metallide valjaleostumiseks on vaja kasutada tstianogeenseid baktereid (Pseudomonas putida,
Chromobacterium violaceum). Hobedat leostus terve katse peale valja 15,36%. Uhe uuringugrupi poolt
varem labiviidud katsetest selgus, hdbeda efektiivseks valjaleostumiseks tuleb kasutada heterotroofseid
atsidofiile (Aspergillus niger). Katse lahuse pH oli vahemikus 7,0-9 ja temperatuur 25-30 °C. (Diaz-
Matinez, et al. 2019) Meie kasutasime oma reaktorikatses kemolitoautotroofseid atsidofiile ja pH oli
vahemikus 3,8-1,5.
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9. Kokkuvdte

Elektri- ja elektroonikajadtmed on oma koostiselt heterogeensed ja keerulised, kuid sisaldavad
vaartuslikke metalle, mida saaks taaskasutada. E-romude mittetéotlemine vo6i valede tehnoloogiate
kasutamine v@ivad teha kahju inimeste tervisele loodusele. Elektri- ja elektroonikaromud koosevad ja
sisaldavad vahemalt 57 erinevat elementi, mis on leitavad perioodilisustabelis. E-romude to6tlemise

tehnoloogiateks on hetkel piro-, hiidro- ja biometallurgia.

Antud t66 eesmargiks oli uurida e-romu bioleostumise kaheastmelist protsessi, mille to6tas vélja firma
BiotaTec OU. Kaheastmelise protsessi esimene etapp oli anaeroobne protsess. Mikroorganismide
inokulumid kasvatamist alustati suve 18pul. Inokulumid pandi kasvama 250 ml ja 600 ml Oxitop®-i
pudelitesse. 20-liitrilise reaktori katset alustati 29.09.2020 ja see I8petati 26.10.2020. Esimeses astmes
lagundatakse anaeroobsete mikroorganismide abil suurem osa tooraines olevast orgaanilistest ainetest,
millest 16ppkokkuvdttes saavad tekkida metaan ja stisihappegaas ning lammastik. Metaani tootlikkus
reaktoris oli markimisvaarne. Tekkivat biogaasi saaks firma ise kasutada, sest sellel on energeetiline
vadrtus. Uldiselt leostus kaheastmelisest protsessist vélja umbes 50 erinevat metallitihendit. Metallide
analidsist selgus, et esimeses etapis leostus valja kdige enam liitumit, mis kuulub litofiilsesse
metallirihma. Terve katse peale leostus valja Li 1055,18%. Kalkofiilsete metallide bioleostumine oli

tagasihoidlik, naiteks vaske leostus véalja anaeroobses protsessist 20,30%.

Kaheastmelise protsessi teine etapp oli aeroobne protsess. Mikroorganismid, mida kasutati aeroobses
protsessis oli At. ferrooxidans’i kultuur. Puhaskultuur saabus Saksamaalt 2020.a. novembri alguses ning
inokulumi kasvatamisega vedelfaasis alustasin novembri keskpaigas. 20-liitrist aeroobset reaktorikatset
alustati 20.01.2021 ja I6petati 04.04.2021. Vedelfaasis voetud proovid, mida kulvati Petri tassidele,
andsid tlevaate, milline on mikroorganismide arvukus reaktoris. Samamoodi dnnestus Petri tassidele
kulvatud mikroorganismid lahjendusel 10° edasi kiilvata vedelfaasi. Metallide analtitisist selgus, et
kalkofiilsetest metallelementidest leostus vélja tina, tsink, vask, kaadium ja titaan. Katses loodeti, et

vadrismetallid, nagu kuld, hdbe ja plaatina leostuvad vélja, kuid tulemustes selgus, et seda ei juhtunud.
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Summary

Nowadays rapid economic growth, constant technological innovation and the improvement of living
standards have led to a large amount of electrical and electronical equipment waste being produced, i.e.,
e-waste. Regards to this e-waste, printed circuit boards containing precious metals are considered to be
the most valuable. Regulations related to e-waste are becoming more strict and proper waste recovery is
becoming increasingly important. Technologies which emphasize the recovery and recycling of metals
are being encouraged more than ever. Unfortunately, the main obstacle regards to the recovery and
recycling of metals is the heterogeneity and complex composition of WEEE, as electronic equipment
consists of many different and complex components. Different technologies are being used for the
recovery of metals from e-waste: pyro-, hydro- and biohydrometallurgy. The biohydrometallurgy method
is based on bioleaching process in which microorganisms convert solid metal compounds into soluble

and extractable metal compounds that can be recycled.

The aim of the work is to study the bioleaching processes of shredded WEEE in an anaerobic and aerobic
environment. Using a largescale, 20-liter test device, the aim was to determine how the microorganisms
tolerate the conditions at different stages of the process and which metals are bioleaching during the
process. The experiments are part of the WEEE leaching research project named “LIFE
17/ENV/ES/000216 Bioleaching of electronic equipment processing residues” and were carried out at

the University of Tartu in cooperation with BiotaTec OU.

The bioleaching process consists of two stages: the first is anaerobic process and the second is aerobic.
An anaerobic inoculum was precultured for the anaerobic process experiment. The cultivation of
anaerobic inoculum started at the end of 2020 summer at the BiotaTec company. Aerobic inoculum

cultivation took place in mid-November 2020, after At. Ferrooxidans pure culture arrived from Germany.

The anaerobic reactor process lasted for 28 test days. During this time liquid, gas and metal samples were
taken. The number of microorganisms in the anaerobic experiment (fig. 22) was large enough to produce
high methane removal. The results plated on Petri dishes shows that aerobic microorganisms were
initially present in the reactor. Before we started anaerobic experiment, we did not sequence the
microorganisms that were in OxiTop. A few days after the start of the experiment, optional anaerobes

and methanogenic arches had developed in the reactor. The anaerobic microorganisms were in the reactor
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on the sixth day of the experiment and during that time the methane production started. Methane
production in the reactor was efficient (fig 23). For example, on the 10" experiment day, the gas mixture
in the reactor was 55,10%. Analysis on the metals in anaerobic process showed that the most leached out

element was lithium. The leaching of chalcophiles metals was modest.

The aerobic reactor process lasted for 71 test days. During this time fluid and metal samples were taken.
Samples taken in the liquid phase and seeded in Petri dishes gave an overview of the number of
microorganisms in the reactor. Similarly, the microorganisms inoculated into the Petri dishes were able
to inoculate to the liquid phase at a dilution of 10°. Analysis of the metals in aerobic process showed that
tin, zinc, copper, cadmium, and titanium were leached from the chalcophile metal elements. We expected
that during the experiment precious metals such as gold, silver and platinum will leach out, but the results

showed that this did not happen.
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Lisad

Lisa 1. Leptrospirilliumi mediumi tardsé6tme valmistamine
Enne s66tme valmistamist: viia kolvid (4 x 100 ml) autoklaavimisse
Agaroosi valmistamine:

e 17,5 ml (dest vett) jaoks l&heb vaja 4% agaroosi;

e agaroos kaaluda;

e kaalutis valada 4 x 50 ml kolbi;

e 17,5 ml dest vett valada kolbi ja 6rnalt segada agaroosi segu, et see lahustuks;

e lahus viia autoklaavimisse.
Kui agaroosi lahus on klaavimisest tulnud, siis see on termokapis (60 °C) juures.
Leptrospirilliumi mediumi valmistamine:
100 ml s66tme koguselt saab 5 Petri tassi valada.

Tabel 1. Leptospirilliumi medium sé6tme kogus 100 ml

Lahuste kogused | 100 ml
Lahus A 95 ml
Lahus B 5ml
Lahus C 100 pl

Kolvid, kindad, falkonid, pipett, pipetiotsad boksi UV-valguse alla. Lahused boksi all kolbi valada ja
pH ribadega sootme keskkonda reguleerida (pH > 2). S66det NaOH-ga reguleerides tuleb olla
tdhelepanelik. Kui s66tmest hakkab NaOH valja sadenema, tuleb teha uus s66de, muidu on Petri tassid
rikutud. Kui lahused kolbi valatud ja pH reguleeritud, siis soé6tmed termokappi (60 °C) viia. S66det tuleb

kindlasti termokapis soojendada umbes 15 minutit.
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Petri tasside valamine:

Samal ajal kui s60de termokapis soojeneb, tuleb ette valmistada Petri tassid. Tassi kaanele kirjutada
so6tme nimi. Petri tasse tuleb valada boksi all. Boksi alla viia kahe kaupa agaroos ja Leptospirilliumi
so0de. Agaroos valada s66tmesse, samal ajal kolbi drnalt ringjate liigutustega liigutada. Leptospirillium

+ agaroosi soode valada Petri tassile. Uhele tassile tuleb soddet valada 20 ml. Peale s66tme valamist Petri

tassile kaas kohe peale ja jahtuma jatta.
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Lisa 2. Leptospirillium (HH) medium koostis

Lahus A koostis

(NH4)2S0y4 132,0 mg
MgCl2 x 6H20 53,0 mg
KH2PO4 27,0 mg
CaClz x 2H>0 147,0 mg
Destilleeritud vesi | 950,0 ml

Reguleerida pH 1,8 10 N H2SO4

Lahus B koostis

FeSO4 x 7H.0 20,09

0,25 N H2SO4 50,0 ml

Selle lahuse pH peab olema 1,2.

Lahus C koostis

Mikroelementide 1,0 ml

lahus (vt allpool)

Valmistamine: Steriliseerige lahus A ja lahus C autoklaavimisega 121 °C juures 20 minutit ja lahus B
autoklaavimisega 112 °C juures 30 minutit. Enne kasutamist segage lahused A ja B ning lisage

mikroelementide lahus. Loplik so6tme pH peab olema 1,8. Inkubeerida staatiliselt ilma loksutamata.
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Mikroelementide koostis

MnCl2 x 2H20 62,0 mg
ZnCl, 68,0 mg
CoCl; x 6H.0 64,0 mg
HsBos 31,0 mg
Na2MoO4 10,0 mg
CuCl; x 2H.0 67,0 mg
Destilleeritud vesi 1000,0 ml
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