EE 201600003 A

EESTI VABARIIK

PATENDIAMET

12 PATENDITAOTLUS

TR A

an EE 201600003 A

(51) Int.Cl.
C22B 3/18 (2017.01)
E21B 43/22 (2017.01)
CI2P 5/02 (2017.01)

(21) Patenditaotluse number: P201600003
(22) Patenditaotluse esitamise

kuupdev: 16.02.2016
(43) Patenditaotluse

avaldamise kuupéev: 15.09.2017

(71) Patenditaotleja:

BiotaTec OU
Miealuse 4, 12618 Tallinn, EE

(72) Leiutise autorid:

Anne Menert
Vaksali 3-24, 50410 Tartu, EE

Sirli Sipp Kulli
Hamariku tee 15, Tabasalu,
76901 Harju maakond, EE

Maia Kivisaar
Mbaisavahe 42-47, 50708 Tartu, EE

Ain Heinaru
Riia 5-8,51010 Tartu, EE

Tiit Maidre
Linnamie tee 5-18, 13912 Tallinn, EE-

(54) Meetod graptoliitargilliidi metallorgaanilise aine 16hustamiseks mikroobikoosluse abil

(57) Leiutises kirjeldatakse meetodit, mis seisneb stabiilse adap-
teeritud mikroobikoosluse toimel graptoliitargilliidi metallorgaanilise
aine IShustamises anaeroobses keskkonnas, millega kaasneb
metallide bioleostumine ja metaani eraldumine. Esitatakse leiutist
kinnitavad katsetulemused ja niidatakse betaiini toimet kasvu-
keskkonnas argilliidi metallorgaaniliste whendite lagundamisel.
Iseloomustatakse neid protsesse 14bi viivat mikroobikooslust.

(57) The present invention describes a method which consists in
decomposition of graptolite argillite organometallic matter in
anaerobic environment by a stable adapted microbial consortium,
accompanied by bioleaching of metals and methane generation.
Supporting experimental data is presented and the effect of betaine
in biodegradation of argillite organometallic compounds is demons-
trated. Microbial communities provoking these processes are
characterized.
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Meetod graptoliitargilliidi metallorgaanilise aine 16hustamiseks mikroobikoosluse abil
Tehnikavaldkond

Kiesolev leiutis kuulub biotehnoloogia, bioremediatsiooni ja hiidrobiometallurgia valdkonda.
Leiutises kirjeldatakse meetodit mikroobikoosluse abil metallorgaanilist ainet sisaldava
argilliitmaagi lagundamiseks, millega kaasneb metallide bioleostumine ja metaani
eraldumine, ning nendeks protsessideks sobivaid keskkonnatingimusi ja toitelahuseid.
Argilliidist eraldatud mikroobikoosluse biodegradatsioonivdimet saab kasutada argilliidi
keskkonnakahjuliku toime ko&rvaldamiseks ja selle kdigus tekkivate kasulike produktide

tootmiseks.
Tehnika tase

Suhteliselt siigaval paiknevad ja vdhese kiipsusega kildad on teatavasti biogeense metaani
tekke allikad. Metaan tekib kilda orgaanilisest osast — kerogeenist. Niisugustesse kivimitesse
rajatud puuraukude probleemiks on aga madal tootlikkus, mida on vdimalik bioloogiliste
meetoditega tdsta [Patent WO 2006/118569 A1; U.S. Pat. No. 8,302,683, Patent application
WO02008/041990; Patent application CA2801558 AI]. Eesti must kilt (graptoliitargilliit -
eargilliit) koosneb pohiliselt orgaanilisest ainest (kerogeenist) koos p#evakivi, kvartsi,
savimineraalide, viikese koguse Fe-sulfiidide ja kipsiga [Maremée, 1988]. Kerogeeni on aga
viga raske uurida, sest ta praktiliselt ei lahustu enamikes orgaanilistes lahustites [Aaloe jt.,

2006].

Fosforivit on Eesti loodusvara, mille varud on suurimad Euroopas [Reinsalu, 2012]. Tema
ohutu kaevandamine on aga seotud lasundiga kohakuti asuvate pdlevkivi- ja argilliidikihtide
kasutusvdimaluste ja -tehnoloogiatega. Eelkdige on probleem graptoliitargilliidis.
Graptoliitargilliit on eritiiiibiline pdlevkivi, olemuselt kdvastunud ja orgaaniline ainega
segunenud savikivim, mille varuks Eestis loetakse 60 miljardit tonni [Bauert, Kattai, 1997].
Seda pole aga vdimalik kasutada kiituseliigina, sest temas leiduva orgaanilise aine sisaldus on
madal (12-17%; kiittevddrtus 1500-1600 kcal/kg e. 5-7 MJ/kg). Graptoliitargilliit sisaldab 2-
6% ulatuses hajusalt v3i pesadena raudsulfiidset mineraali — piiriiti (FeSz). Tema
keskkonnaohtlikkus seisneb piiriidi, orgaanilise aine, vee, hapniku ja bakterite koostoimes.
Nimelt reageerib piiriit hapnikuga, mille tulemusel eraldub soojus. Raua- ja védvlibakterid
aktiveeruvad, olles aktiivsed 50-60 °C-ni, millele jdrgneb aktiivne orgaanilise aine

okstideerumine (argilliidi isesiittimine) ja temperatuuri tdus 1000-1500 °C-ni. Uheks


riina.prank
Typewriter
Description


10

15

20

25

30

EE 201600003 A

2

reaktsioonisaaduseks on védvelhappe ja miirgiste gaaside eraldumine [Puura jt., 1999]. Seega

tuleb argilliidi tootlemisel piirata hapniku juurdepéésu.

Eesti argilliit sisaldab mérkimisvéirses koguses raskmetalle [Lippmaa jt., 2009], olles
rikastatud uraani (minimaalne rikastusvaartus, minimum enrichment value, m.e.v. 30 ppm),
moliibdeeni (m.e.v. 200 ppm), vanaadiumi (m.e.v. 1000 ppm), plii (m.e.v. 100 ppm) ja
koobaltiga (m.e.v. 30 ppm), aga ka tsingi, reeniumi, nikli jt. elementidega [Petersell, 2008;
Voolma jt., 2013]. Metallid esinevad argilliidis kas sulfiidsete mineraalidena vai
metallorgaaniliste thendite (geopoliimeeride) koosseisus. Traditsiooniliselt eraldatakse
metalle argilliidist hapetega, okstideerimise voi hﬁdrogeenimisega [Lippmaa jt., 2011]. Sel
juhul on aga suureks probleemiks maakides sisalduvad orgaanilised tihendid, mis seovad
metalle. Aastatel 1949-1952 toodeti Sillaméel 250 000 tonnist argilliidist iile 69 tonni
uraaniithendeid [Aaloe jt., 2006]. Metallorgaaniliste komplekside mikrobioloogiline
lagundamine ja metallide bioleostamine vdimaldaks védrindada argilliiti  kui
fosforiidikaevandamisel kaasnevat keskkonnaohtlikku kd&rvalprodukti. Vastavad uurimused

aga senini kirjanduses puuduvad.

Geopoliimeeride mikrobioloogilist lagundamist koos metaangaasi moodustamisega
stimuleeritakse mitmete metanogeensete substraatidega [Meslé jt., 2013; Urios jt., 2012,
2013; Jones jt., 2008; Harris jt, 2008, U.S. Patent No. 9004162 B2, U.S. Patent No. 7696132],
sealhulgas metanooli ja trimettitilamiini abil [Wuchter jt., 2013; Patent application
W02009/140313; Patent application US 20130116126 AI], kuid puuduvad viited betaiini
kasutamise kohta selleks otstarbeks. Samas on hiljuti kirjeldatud betaiini (trimetiiiilgliitsiini)
tarbivaid metanogeene [Watkins jt., 2014; Ticak jt, 2015]. Betaiini roll v&ib seisneda
metanogeneesi  stimuleerimises metiilotroofsete metanogeenide tdiendava substraadiga

varustamise kaudu [Asakawa jt., 1998; Ticak jt., 2015].
Leiutise olemus

Leiutises kirjeldatakse meetodit, mis seisneb stabiilse adapteeritud mikroobikoosluse toimel
graptoliitargilliidi metallorgaanilise aine Ihustumises anaeroobsetes tingimustes, millega

kaasneb metallide bioleostumine ja metaani eraldumine.

Kdigepealt valitakse vélja tShusaim argilliidi orgaanilise aine (kerogeeni) lagundamist
soodustav kasvukeskkond. Metanogeensete mikroorganismide kasvatamisel segakultuuris on

eriti oluline toitainelahuse piisav puhverdusvdime, sest fermentatiivsete mikroorganismide
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metabolismiproduktide tdttu hapustub kasvukeskkond kiiresti, metanogeenidele on aga
soodne vaid aluseline kasvukeskkond (vahemikus pH 7-9). Oluline on mikroelementide ja
vitamiinide lisand, samuti soodustab metanogeenide kasvu metabolismi vaheproduktide ja
metanogeensete substraatide lisamine. Seetdttu on metallorgaanilisi komplekse lagundava
mikroobikoosluse eraldamiseks argilliidist sobiv kasutada vedels6odet R2A (parmiekstrakt
0,5 g/L; Difco peptoon 0,5 g/L, CAS-aminohapped 0,5 g/L, glitkoos 0,5 g/L, lahustuv térklis
0,5 g/L, Ko2HPO4 0,3 g/L, MgS04.7H20 0,05 g/L, Na-piiruvaat 0,3 g/L), millele on lisatud
betaiini ning anaeroobset kasvatamist perioodilises reaktoris (argooni keskkonnas)
temperatuuril 37 °C. S66tme esialgne pH 7,5 peaks sdilima kultiveerimise 16puni. Kui valitud
toitelahusega on saadud argilliidi orgaanilist osa efektiivselt kasutav mikroobikooslus, siis
viitab sellele metaani teke gaasifaasi (mdddetav gaaskromatograafiga). Esialgu eraldatud
mikroobikoosluse kasutamisel inokulumina vérskete argilliidiproovide Kkultiveerimisel
vedels6otmes R2A pluss betaiin on vdimalik sellest kooslusest selekteerimise ja
adapteerimisega saada uus, parema biodegradatsioonivdimega kooslus, millega saavutatakse

suurem metaani saagis ning {ihtlasi metallide parem bioleostumine.

Metaani eraldumine gaasifaasi on argilliidi metallorgaaniliste komplekside lagunemise iiheks
tdendiks. Mikroorganismide abil vaib argilliidist eralduda 10-250 umol CHq /g kivimi kohta
[Wuchter jt., 2013; Meslé jt., 2015]. Kui gaasifaasi eraldunud metaani saagis on suurem,
nditab see, et eraldatud kooslus on efektiivne metallorgaaniliste komplekside lagundaja.
Metaani péritolu argilliidi orgaanilisest osast kontrollitakse isotoopanaliiiisiga 8'°C meetodil.

Stabiilsete isotoopide omavaheline suhe méératakse vOrrelduna standardiga.

(=) -
PO 1} % 1000 %o
(58

s1C =
>standard

Siisinikuanaliitisi tulemuste esitamisel karbonaatsetest kivimitest ja setetest kasutatakse PDB
(Belemnitella Americana, Peedee Formation, Cretaceous Period, South Carolina) skaalat,
kus null-punktiks on vdetud fossiilne karbonaat. §'*C iseloomustab stabiilsete isotoopide *C
ja '2C erinevust tuhande iihiku kohta (per mil, %o), kus positiivne tulemus néitab, et proov on

vorreldes standardiga raskemast isotoobist kiillastunud ning negatiivne, et raskemast

isotoobist vaesunud [Sepp, 2013]. Kerogeensest materjalist périt metaani tiiipilised védértused

on -50 kuni -70 %e.
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Argilliidi metallorgaaniliste komplekside IShustumise teiseks tdendiks on metallide
leostumine “kasvukeskkonda, mida on vdimalik mddta aatomabsorptsioonspektromeetria
(4AS) voi induktiivsidestatud plasma-mass-spektromeetria (/CP-MS) abil. Argilliidis

sisalduvatest metallidest on metallorgaanilistes kompleksides Mo, Ni, Re, U, V, Co.

Kolmandaks tdendiks argilliidi metallorgaaniliste komplekside I6hustumise kohta on
iseloomulik mikroorganismide kooslus. Selle midramiseks kultiveerimiskeskkonnast véetud
proov tsentrifuugitakse, et eraldada mikroorganismide biomass, millest omakorda eraldatakse
DNA ja sekveneeritakse 16S rRNA geeni jirgi, kasutades mass-sekveneerimise tehnikaid
(454 Life Sciences piirosekveneerimine, MySeq Illumina jms). Argilliidi metallorgaanilisi
komplekse lagundavas ja metaani moodustumist stimuleerivas kasvukeskkonnas on tilekaalus
klassi Bacilli esindajad ning leidub metanogeenide perckonna Methanosarcina liikmeid.
Kasvukeskkondades, milles metaanitootmine puudub véivad olla iilekaalus klassi Clostridia
esindajad, peamiselt védvli metabolismiga seotud perekond Desulfotomaculum. Metaani
tekkeks on oluline tasakaal sulfaadi redutseerijate .ja metanogeenide vahel, nii et protsess

ldheks metanogeneesi suunas.

Reeglina on maailmas teostatud kiltade bioleostamise katsed olnud hapniku juurdepddsuga —
sellisel ja&b juhul “lihtne orgaaniline aine” (orgaanilised happed, aromaatsed ja alifaatsed
stisivesinikud) aeroobses keskkonnas lahusesse, kus see vdib takistada metallide
bioleostumist [Matlakowka jt., 2013]. Kdiesolevas leiutises kirjeldatud meetodi puhul
tekitatakse aga anaeroobses keskkonnas “lihtsast orgaanilisest ainest mikroorganismide abil

metaangaas.
Leiutise teostusvormid

Leiutises kirjeldatud meetodi — graptoliitargilliidi metallorgaaniliste komplekside
Idhustamine stabiilse mikroobikoosluse toimel, millega kaasneb metallide bioleostumine ja

metaangaasi eraldumine kohta esitame jargmised tdendid.

Leiutises kasutatud mikroobide toitelahusega R2A (1,5-3,0 g/L), millele oli lisatud betaiini
(0,675-1,35 g/L) ja kasutades inokulumina adapteeritud mikroobikooslust eraldus
temperatuuril 37 °C lébiviidud anaeroobses kultiveerimiskatses argooni keskkonnas

gaasifaasi kuni 7,92+0,39 liitrit metaani kg (354+17umol) argilliidi kohta (FIG 1b). Argilliidi

orgaanilise aine lagundatav osa moodustas kuni 19.86 + 0.98% kogu orgaanilisest ainest.
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Adapteeritud kultuur toimis ilma lag-faasita, kuid samavéarselt adapteerimata kultuuriga (lag-

faas kuni 50 péeva) (FIG 1a).

Metaani piritolu argilliidi orgaanilisest osast t3estati isotoopanaliilisiga 8'3C meetodil.
Argilliidisisaldusega s66tmega proovide ja ilma argilliidita s66tmega proovide (tithiproovide)
metaani keskmised 8'C-vadrtused olid vastavalt -51,99 + 4,60 %o ja -72,86 + 5,35 %o (FIG
2). Teatavasti on kerogeensest materjalist périt atsetiklastiliselt tekkinud metaani tiitipiline

vadrtus -50 %eo.

Leiutises kasutatud mikroobide toitelahusega R2A (3,0 g/L) bioleostus argilliidist
kasvukeskkonda anaeroobsetes tingimustes argooni keskkonnas kasvatamisel 26,2 %
koobaltit ja 9,14 % niklit nende metallide maksimaalsest sisaldusest argilliidis (FIG 3).

Molemad elemendid on vajalikud bakterite ja arhede enstitimide kofaktoritena.

Toendiks argilliidi metallorgaaniliste komplekside lagunemise kohta on ka kivimi viliste
omaduste muutus. Katseteks purustati kivimit sisaldav puurstidamik 1 (10 cm, FIG 5a)
tilkikesteks m&dtmetega 1-2 cm (FIG 4). Metaani eraldumisega katsetes murenes kivim
kultiveerimise kidigus liivasarnaseks materjaliks, moodustades kultiveerimiskeskkonnas
musta virvusega suspensiooni 3, milles oli mérgatav gaasimullide eraldumine (FIG 5a).
Kultiveerimiskatsetes, milles metaani eraldumine oli tagasihoidlik v&i puudus ildse, jdi
kultiveerimiskeskkond ldbipaistvaks (FIG 5b) sarnaselt ttihiproovidega 2, mis sisaldasid

{iksnes kultiveerimiskeskkonda (FIG 5a).

Piirosekveneerimise  tulemuste pShjal olid metaani moodustumist stimuleerivas
kasvukeskkonnas R2A pluss betaiin tilekaalus klassi Bacilli esindajad — bakterite 16S rRNA
geenile spetsiifiliste praimerite jéirgi' perekond Ureibacillus ja arhede 16S rRNA geeni
praimerite jirgi sugukond Bacillaceae, kuid samuti metanogeenide perekond Methanosarcina
(FIG 6 ja FIG 7). Ni-ensiilimi ureaas sisaldav perekond Ureibacillus moodustas 87,43% ning
Co- ja Ni-ensiiiime sisaldav perekond Methanosarcina 3,69% kdigist taksonitest. Seevastu
kasvukeskkondades R2A ja R2A pluss metanool olid iilekaalus klassi Clostridia esindajad,

peamiselt vidvli metabolismiga seotud perekond Desulfotomaculum, kes moodustasid 50-

85% koigist médratud taksonitest.
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Kirjeldatud mikroobikooslus piisib eluvdimelisena séilitamisel argilliidiga kasvukeskkonnas
temperatuuril 37 °C kuni neli kuud ning sobib stabiilseks uute kultuuride inokuleerimiseks

(1/20 mahus) ja pikaajaliseks sdilitamiseks gliitseroolikultuurina temperatuuril -80 °C.

Siin kirjeldatud tunnused ja eelised ei ole kdikehdlmavad ning vaadates jooniseid, detailset
kirjeldust ja ndudluspunkte on ka tavaspetsialisti jaoks ilmsed paljud lisatunnused ja -eelised.
Veel enam, tuleb mirkida, et kirjelduse keel on pohimdtteliselt valitud loetavuse ja

juhendamise eesmérgil ega piira leiutise ulatust.
Jooniste ja muu illustreeriva materjali loetelu

FIG 1 — metaani eraldumise diinaamika ja saagis argilliidist, kasutades s66det R2A pluss
betaiin: a) kasvukeskkonnaga adapteerumata, argilliidile omase mikroobide kultuuriga;

b) kasvukeskkonnaga adapteeritud mikroobide kultuuriga.
FIG 2 — metaani péritolu médramine isotoopanaliiiisil (§'*C meetod).

FIG 3 — metallide bioleostumine argilliidist erinevates kasvukeskkondades; Y-teljel on

metallide saagis metalli maksimaalsest sisaldusest argilliidis (rikastusvédrtus).
FIG 4 — kultiveerimiskatseks ettevalmistatud argilliidiproov tiikikeste médtmetega 1-2 cm.

FIG 5 - Graptoliitargilliidi valiste omaduste muutus kasvukeskkonnas kultiveerimisel: a)
metaani eraldumisega katsetes tekkis mustjas suspensioon; b) katsetes, milles metaani
eraldumine oli tagasihoidlik v3i puudus iildse, jéi kasvukeskkond ldbipaistvaks. 1 —
argilliidi puurstidamiku 16ik, 2 — reaktor toitelahuse ja mikroobikooslusega, 3 — reaktor

toitelahuse, argilliidi ja mikroobikooslusega.

FIG 6 — kooslustest piirosekveneerimisel tuvastatud liigid bakterite 16S rRNA V2 piirkonnale
sobiva praimeripaariga BSR357-BSF8 [McKenna jt., 2008] erinevates
kasvukeskkondades: a) erinevate taksonite (operational taxonomic unit, OTU)

protsentuaalne jaotus; b) tdhtsamate taksonite osa koosluses.

FIG 7 — kooslustest piirosekveneerimisel tuvastatud liigid arhede 16S rRNA V2 piirkonnale
sobiva praimeripaariga Arch349F-A934b [Takai jt., 2000; Grosskopf jt., 1998]
erinevates kasvukeskkondades: a) erinevate taksonite (OTU) protsentuaalne jaotus); b)

tdhtsamate taksonite osa koosluses.
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Leiutise teostamise niited

Niide 1. Leiutises kirjeldatud meetodil initsieeriti graptoliitargilliidile omase adapteerimata
mikroobikoosluse ja sodtmega R2A pluss betaiin anaeroobses kultiveerimiskatses argooni
keskkonnas 500 ml katsepudelis 2 (FIG 5) temperatuuril 37 °C ja pH 7,5 juures biogeense
metaani eraldumine gaasifaasi. Gaasifaasi rdhku mdddeti manomeetrilise siisteemiga OxiTop
(WTW, Saksamaa) ja gaasifaasi koostist analtilisiti gaaskromatograafiga GC-2014
(Shimadzu, Jaapan; metaani médramispiirkond 10ppb — 30%). Kasutades substraadina 25 g
purustatud argilliiti (ttkikeste mddtmed 1-2 cm) saadi 90 pdeva jooksul 417 ml gaasi
metaanisisaldusega gaasifaasis 15-28%, saagisega 3,1 liitrit metaani 1 kg argilliidi kohta (FIG
1a). Maksimaalselt eraldus 671 ml biogeenset gaasi metaanisisaldusega kuni 37,5%, mis teeb
saagiseks 6,4 liitrit metaani 1 kg kivimi (argilliidi) kohta. 77. p#eval vdeti
kultiveerimiskeskkonnast vedelfaasi proov metallide sisalduse médramiseks leek-AAS-
meetodil (ISO 8288). Graptoliitargilliidile omase mikroobikoosluse toimel oli kivimist
kasvukeskkonda eraldunud 26,2% koobaltit ja 9,14% niklit nende metallide maksimaalsest
sisaldusest esialgses proovis (FIG 3). Samal pdeval vdeti kultiveerimiskeskkonnast proov
mikroorganismide identifitseerimiseks. Proov tsentrifuugiti (5000 p/min, 10 min), et eraldada
mikroorganismide biomass, millest omakorda eraldati DNA Powersoil komplekti (MoBio,
USA) abil ning sekveneeriti 16S rRNA geeni jargi, kasutades 454 Life Sciences
piirosekveneerimise tehnoloogiat ja praimereid, vastavalt [Uuring Eesti argilliidist..., 2014].
Kasvukeskkonnas R2A pluss betaiin moodustas bakterite 16S rRNA geenile sobiva
praimeripaariga BSR357-BSF8 méératuna kdigist taksonitest perekond Ureibacillus 87,43%,
klass Clostridia, selts D8A-2 2,72% ja perekond Thermacetogenium, liikk Firmicutes
bacterium 3,07% (FIG 6). Arhede 16S rRNA geenile sobiva praimeripaariga Arch349F-
A934b midratuna moodustas kdigist méadratud taksonitest arhede perekond Methanosarcina
3,69% ning bakteritest selts Bacillacae 36,25%, perekond Desulfotomaculum 16,7% ja klass
Clostridia 10,5%. (FIG 7).

Niide 2. Kasutades virskelt jahvatatud argilliiti ja s66det R2A pluss betaiin kéivitati Néites 1
kirjeldatud katse kultiveerimiskeskkonnast 129. pdeval vdetud prooviga (5% inokulum) uus
katse anaeroobsetel tingimustel argooni keskkonnas 1000 ml katsepudelis 3 (FIG 5a)
temperatuuril 37 °C pH 7,5 juures. Gaasifaasi réhku mdddeti manomeetrilise slisteemiga

OxiTop (WTW, Saksamaa) ja gaasifaasi koostist analiilisiti gaaskromatograafidega GC-2014
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(Shimadzu, Jaapan, metaani méiramispiirkond 10ppb -30%) ja Varian Inc., Model CP-4900
(metaani midramispiirkond 1-100%). Kasutades substraadina 50 g purustatud argilliiti
(tiikikeste moStmed 1-2 cm) eraldus gaasifaasi 7,92+0,39 liitrit metaani kg (354417umol)
argilliidi kohta (FIG 1b). Metaan pérines argilliidi orgaanilisest osast, sest
5 argilliidisisaldusega s66tmega proovide ja ilma argilliidita s66tmega proovide (tithiproovide)
metaani keskmised 8'3C-vidrtused olid vastavalt -51,99 + 4,60 %o ja -72,86 + 5,35 %o (FIG
2). Argilliidi orgaanilise aine lagundatav osa moodustas 36,40+1,80% kogu orgaanilisest
ainest. Seega saadi adapteerunud mikroobikultuuriga kultiveerimiskatses s6otmega R2A
pluss betaiin, kasutades vérskelt jahvatatud argilliiti 1,4 korda enam metaani kui varasemalt
10  on sarnastest mustadest kildast eraldatud. Metaan hakkas kasvukeskkonnast eralduma kohe,
ilma kohanemisfaasita (FIG 1b) ning argilliit lagunes peensuspensiooniliseks materjaliks 3

(FIG 5a).
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Patendindudlus

Meetod graptoliitargilliidi metallorgaanilise aine I3hustamiseks mikroobikoosluse
abil, millega kaasneb biogeense metaani eraldumine, mis erineb selle poolest, et
metaani produktsiooniks kasutatakse vedelat toitekeskkonda R2A pluss betaiin ning
anaeroobses keskkonnas toimub metallide bioleostumine.

Meetod vastavalt ndudluspunktile 1, mis erineb selle poolest, et bioleostuvad metallid
on nikkel ja koobalt.

Meetod vastavalt ndudluspunktidele 1-2, mis erineb selle poolest, et biogeense
metaani eraldamiseks metallorgaanilisest ainest ja sellega kaasnevaks metallide

leostamiseks kasutatakse graptoliitargilliidile omast mikroobikooslust.

Meetod vastavalt ndudluspunktidele 1-3, mis erineb selle poolest, et vérskete
argilliidiproovide inokuleerimisel graptoliitargilliidile omase mikroobikooslusega
saadakse uus, parema biodegradatsioonivdimega adapteeritud kooslus, mis annab

suurema metaanisaagise.
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FIG. 6a

Kasvukeskkond Tihtsamad taksonid ja nende osa koosluses

Perekond Desulfotomaculum (49,71%);
R2A Assigneerimata (44,41%);

Perekond Bacillus

(1,21%).

Perekond Desulfotomaculum, (76,56%);

R2A pluss metanool ~ Sugukond Enterob

acteriaceae (7,36%);

Perekond Clostridium (5,78%).

Sugukond Bacillaceae, perekond Ureibacillus (87,43%);
R2A pluss betaiin Klass Clostridia, selts D8A-2 (2,72%);
Perekond Thermacetogenium, Firmicutes bacterium (3,07%).
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Kasvukeskkond Tihtsamad taksonid ja nende osa koosluses

R2A

Perekond Desulfotomaculum (55,03%);
Liik Desulfotomaculum carboxydivorans (26,10%);
Liik Tepidanaerobacter (14,06%).

R2A pluss metanool

Perekond Desulfotomaculum (62,58%);
Liik Desulfotomaculum carboxydivorans (24,58%);
Perekond Bacillus (6,39%).
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Perekond Desulfotomaculum (16,68%);
Klass Clostridia (10,51%).
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