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Zielsetzung und AnlaB8 des Vorhabens

Angesichts der stark steigenden Nachfrage insbesondere an metallhaltigen Rohstoffen sind neue Techno-
logien der Gewinnung und Verarbeitung gefragt, um den Rohstoffbedarf zu decken. Hierzu gehéren neben
einer effizienten Gewinnung auch effiziente Recyclingverfahren, um eine umweltfreundliche und nachhaltige
Sicherung der Ressourcen zu erméglichen. Die Biotechnologie bietet hier attraktive Mdglichkeiten. Ziel des
Projektes war die Entwicklung von innovativen und umweltfreundlichen Verfahren fir das Recycling von
seltenen Elementen wie Seltene Erden unter der Ausnutzung von mikrobiologischen Stoffwechselprozessen.
Bakterielle Laugungsverfahren (,Bioleaching“) werden bereits grotechnisch fur die Gewinnung von Kupfer,
Zink, Cobalt und Nickel angewendet. Eingesetzt werden diese Verfahren jedoch ausschlielich flr Primar-
rohstoffe. Im Projekt sollten diese mikrobiellen Prozesse auf andere Materialien wie elektronische Abfallpro-
dukte fir das Recycling von metallischen Wertstoffen erweitert werden.

Darstellung der Arbeitsschritte und der angewandten Methoden

In technischen Materialien liegen die verwendeten Seltenen Erden (REE) oft als Oxide oder Phosphatverbin-
dungen vor, die aulerst stabil sind, unter sauren Bedingungen aber gelést werden kénnen. Ziel sollte zu-
nachst sein, anhand von Modellverbindungen wie z.B. dotiertes LaPO, oder Y,0O; die prinzipielle Eignung von
Mikroorganismen zur Solubilisierung von Oxiden und Phosphaten zu testen. In einem zweiten Schritt wurde
dann die Extraktion von Seltenen Erden aus technischen Materialien wie Leuchtpulver aus Energiesparlam-
pen untersucht. Fir die Laugungsversuche wurden verschiedene Mikroorganismen mit unterschiedlichen
Stoffwechselleistungen eingesetzt. Zum einen wurden heterotrophe Mikroorganismen untersucht, die durch
die Bildung von organischen Sauren Oxide oder Phospate auflésen. Des Weiteren wurde die Eignung von
acidogenen Schwefeloxidierern fir die Laugung der Seltenen-Erd Verbindungen untersucht. In einem dritten
Ansatz wurden Mikroorganismen untersucht, die unter anaeroben Bedingungen Oxide reduzieren kdnnen. In
den Vorversuchen ausgewahlte Mikroorganismen wurden fur die Laugung von Sekundarrohstoffen wie
Leuchtpulver eingesetzt und Wechselwirkungen mittels verschiedener Methoden untersucht.
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Ergebnisse und Diskussion

Fur die Laugungsversuche wurde im Projekt das Leuchtpulver aus Energiesparlampen ausgewahlt, da
dieses hohe Konzentrationen an Seltenen Erden enthalt, bislang nicht recycelt wird und fiir die Versuche
gut zuganglich war. Die Zusammensetzung des Leuchtpulvers wurde um umfangreich mittels verschiede-
ner Methoden wie Rontgen-Fluoreszenz-Analyse (XRF) und ICP-MS untersucht. Nach diesen Analysen
betragt der Gehalt an Seltenen Erden 190,5 mg REE/g. Diese sind in den Dreibanden-Farbstoffen Ba-
Si,Os5:Eu* (23 %), BaMgAl;,017:Eu®* (BAM, 6 %), LaPO,:Ce* Tb> (LAP, 4 %), CeMgAl;;049:Tb** (CAT,
7.5 %) und Y,03:Eu® (YOE, 7 %) enthalten.

Im Projekt wurden verschiedene Organismen und Mechanismen hinsichtlich ihrer Eignung fiir die biologi-
sche Laugung der Seltenen Erden aus dem untersuchten Leuchtpulver untersucht. In einem Versuchsan-
satz wurden chemolithoautotrophe Mikroorganismen wie Acidithiobacillus ferrooxidans und A. thiooxidans
eingesetzt. Diese acidophilen Bakterien benétigen fiir ihnr Wachstum einen niedrigen pH von < 2,5. Das
Leuchtpulver wird in dem sauren Medium z.T. aufgeldst, was aber zu einer pH-Erhéhung fiihrt. Der pH
Wert muss daher standig nachreguliert werden, damit die Bakterien Gberleben kdnnen. Biologische Lau-
gungsaktivitaten konnten nur geringfiigig (bis zu 3,25 % geldste REE) nachgewiesen werden.

Versuche mit reduzierenden Bakterien wurden nicht durchgefiihrt. Vergleiche von Redoxpotenzialen ver-
schiedener anorganischer Verbindungen und Metalle mit La(lll) und Y(lll) zeigen, dass die Redoxpotenziale
dieser beiden Elemente im Gegensatz zu den anderen Elementen negativ sind. Diese Elemente sind daher
energetisch sehr schlechte Elektronenakzeptoren und eine mikrobielle Reduktion dieser Elemente ist nicht
moglich.

Erfolgreich war dagegen die Verwendung heterotropher Mikroorganismen bzw. die Verwendung von Kultur-
Uberstéanden dieser Organismen. Insgesamt wurden 18 verschiedene mikrobielle Stdmme (Bakterien und
Hefen), die verschiedene organische Sauren produzieren, hinsichtlich ihrer Bioleachingeigenschaften analy-
siert. Einige Organismen wie die Hefe Yarrowia lipolytica, Komatogateibacter xylinus, Lactobacillus casei
oder der ,Teepilz Kombucha (symbiotische Mischkultur aus Hefen und Essigsaurebakterien) 16sen in Schut-
telversuchen bis > 12 % der Seltenen Erden aus dem Leuchtpulver. Intensiver analysiert wurden vor allem
die Hefe Yarrowia lipolytica sowie die Mischkultur Kombucha. Wahrend Einzelisolate von Kombucha (Zygo-
saccharomyces lentus und das Essigsaurebakterium Komagataeibacter hansenii) kaum laugen, konnten mit
Hilfe der Mischkultur z.T. mehr als 12 % der Seltenen Erden gelést werden. Diese Kultur bildet vor allem
Essigsaure und Gluconsaure. Die Versuche zeigen auRerdem, dass vor allem Y und Eu freigesetzt wurde.
Weder Ce noch La konnten in signifikanten Mengen detektiert werden, obwohl sie Bestandteile der Haupt-
komponenten des Leuchtpulvers sind. Diese Ergebnisse zeigen, dass vor allem das dotierte Y,0O3; gelaugt
wird und evtl. Eu aus den ubrigen Farbstoffen, wahrend z.B. LaPQO, sehr inert ist. Laugungsversuche mit
reinem Y,03; und LaPQO, Pulver bestatigen diese Annahme: Nach 2 Wochen Inkubation waren mehr als 60 %
des Y,03geldst, wahrend nur 0,01 % des LaPO4 geldst wurde.

Die Arbeiten zeigten weiterhin, dass fur eine Extraktion der Seltenen Erden die Anwesenheit der Mikroorga-
nismen nicht unbedingt erforderlich ist, sondern gute Laugungsraten auch mit Kulturiiberstanden erreicht
werden kénnen. Héhere Laugungsraten bei den ,mikrobiellen® Ansatzen sind vermutlich vor allem auf eine
vermehrte Saurebildung, beeinflusst durch das Substrat, zurlickzufiihren. Zukunftige Arbeiten sollten sich
daher auf Optimierungen der Metabolitproduktion konzentrieren. Des Weiteren kdnnen die Laugungsraten
durch andere Versuchsbedingungen (optimierte Durchmischung, sequenzielle Laugung, Zugabe von Additi-
ven) verbessert werden.

Offentlichkeitsarbeit und Prédasentation

Die Ergebnisse wurden insgesamt auf 9 wissenschaftlichen Konferenzen, Workshops und Symposien in
Form von Vortragen oder Postern prasentiert. Hierzu gehdren z.B. mehrere VAAM Jahrestagungen, EREAN
Summer School on Rare Earth Technology, 18.-21.08.2014, Leuven, Belgien, International Conference on
Bioengineering and Biotechnology, 15.07.2015, Barcelona, Goldschmidt Konferenz 2015 in Prag und mehre-
re Aufbereitung und Recycling-Tagungen in Freiberg. Des Weiteren wurden die Ergebnisse in zwei wiss.
Fachzeitschriften publiziert bzw. zur Publikation eingereicht (Pollmann et al. Minerals 6(2016)54, Hopfe et al.
eingereicht), 1-2 weite Publikationen sind in Vorbereitung.

Fazit

Fir die Laugungsversuche wurde im Projekt das Leuchtpulver aus Energiesparlampen ausgewahlt. Die Ar-
beiten umfassten eine detaillierte Analytik des Ausgangsmaterials und die Durchfiihrung von Laugungsver-
suchen mit verschiedenen Mikroorganismen und Verfahren. Das Ziel des Projektes, die Erbringung eines
“proof of principle” fur die biologische Laugung von Seltenen Erden, wurde erreicht. Dabei wurden Laugungs-
raten von > 12 % flr Seltene Erden in Leuchtpulver und 65 % fir reines Y,0; erzielt. Des Weiteren wurden
Unterschiede zwischen den einzelnen Seltenen-Erd-Komponenten des Leuchtpulvers nachgewiesen. Die
derzeitig erzielten Raten sind fiir die Umsetzung in ein tatsachliches industrielles Recyclingverfahren noch zu
niedrig. Hierflr sind weitere Untersuchungen und Optimierung notwendig. Allerdings wurde die Grundlage fur
weitere Forschungen im Gebiet ,Biolaugung von kritischen Elementen aus nicht-sulfidischen Rohstoffen®
bereitet. Ergebnisse dieses Projektes werden bereits in anderen Projekten verwendet.
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Zusammenfassung

Fir die Laugungsversuche wurde im Projekt das Leuchtpulver aus Energiesparlampen ausgewahlt, da
dieses hohe Konzentrationen an Seltenen Erden enthalt, bislang nicht recycelt wird und fiir die
Versuche gut zuganglich war. Die Zusammensetzung des Leuchtpulvers wurde um umfangreich
mittels verschiedener Methoden wie Rontgen-Fluoreszenz-Analyse (XRF) und ICP-MS untersucht.
Nach diesen Analysen betrdgt der Gehalt an Seltenen Erden 190,5 mg SE/g. Diese sind in den
Dreibanden-Farbstoffen BaSi,Os:Eu®* (27 %), BaMgAl,,0.7:Eu** (BAM, 6 %), LaPO,:Ce*, Tb®" (LAP,
6 %), CeMgAl,;0.9:Th*" (CAT, 2 %), (Ce,Gd)MgBsO10:Tb*" (CBT, 2 %) und Y,0s5:Eu®" (YOE, 10 %)
enthalten.

Im Projekt wurden verschiedene Organismen und Mechanismen hinsichtlich ihrer Eignung fiir die
biologische Laugung der Seltenen Erden aus dem untersuchten Leuchtpulver untersucht. In einem
Versuchsansatz wurden chemolithoautotrophe Mikroorganismen wie Acidithiobacillus ferrooxidans
und A. thiooxidans eingesetzt. Diese acidophilen Bakterien bendtigen flir ihr Wachstum einen
niedrigen pH von < 2,5. Das Leuchtpulver wird in dem sauren Medium z.T. aufgeldst, was aber zu
einer pH-Erhohung fihrt. Der pH Wert muss daher standig nachreguliert werden, damit die Bakterien
Uberleben kdnnen. Biologische Laugungsaktivitaten konnten nur geringfiigig (bis zu 3,25 % geldste
SE) nachgewiesen werden.

Versuche mit reduzierenden Bakterien wurden nicht durchgefiihrt. Vergleiche von Redoxpotenzialen
verschiedener anorganischer Verbindungen und Metalle mit La(lll) und Y(Ill) zeigen, dass die
Redoxpotenziale dieser beiden Elemente im Gegensatz zu den anderen Elementen negativ sind.
Diese Elemente sind daher energetisch sehr schlechte Elektronenakzeptoren und eine mikrobielle
Reduktion dieser Elemente ist nicht moglich.

Erfolgreich war dagegen die Verwendung heterotropher Mikroorganismen bzw. die Verwendung von
Kulturtiberstanden dieser Organismen. Insgesamt wurden 18 verschiedene mikrobielle Stdmme
(Bakterien und Hefen), die verschiedene organische Sauren produzieren, hinsichtlich ihrer
Biolaugungseigenschaften analysiert. Des Weiteren wurden die Kulturiiberstdande naher analysiert.
Einige Organismen wie die Hefe Yarrowia lipolytica, Komatogateibacter xylinus, Lactobacillus casei
oder der , Teepilz“ Kombucha (symbiotische Mischkultur aus Hefen und Essigsaurebakterien) lsen in
Schiittelversuchen bis > 12 % der Seltenen Erden aus dem Leuchtpulver. Intensiver analysiert wurden
vor allem die Hefe Yarrowia lipolytica sowie die Mischkultur Kombucha. Wahrend Einzelisolate von
Kombucha (Zygosaccharomyces lentus und das Essigsdurebakterium Komagataeibacter hansenii)
kaum laugen, konnten mit Hilfe der Mischkultur z.T. mehr als 12 % der Seltenen Erden gelost
werden. Diese Kultur bildet vor allem Essigsdure und Gluconsaure. Die Versuche zeigen auRerdem,
dass vor allem Y und Eu freigesetzt wurde. Weder Ce noch La konnten in signifikanten Mengen
detektiert werden, obwohl sie Bestandteile der Hauptkomponenten des Leuchtpulvers sind. Diese
Ergebnisse zeigen, dass vor allem das dotierte Y,0; gelaugt wird, wahrend z.B. LaPO, sehr inert ist.

Die Arbeiten zeigten weiterhin, dass fiir eine Extraktion der Seltenen Erden die Anwesenheit der
Mikroorganismen nicht unbedingt erforderlich ist, sondern gute Laugungsraten auch mit
Kulturtiberstanden erreicht werden kénnen. Héhere Laugungsraten bei den ,, mikrobiellen” Ansatzen
sind vermutlich vor allem auf eine vermehrte Saurebildung, beeinflusst durch das Substrat,
zuriickzufihren. Zukinftige Arbeiten sollten sich daher auf Optimierungen der Metabolitproduktion
konzentrieren. Des Weiteren konnen die Laugungsraten durch andere Versuchsbedingungen
(optimierte Durchmischung, sequenzielle Laugung, Zugabe von Additiven) verbessert werden.



1.1 Anlass und Zielsetzung des Projekts

Durch die rasante Entwicklung in der Mikroelektronik und regenerativen Energietechniken in den
letzten Jahren ist insbesondere der Bedarf an seltenen, in der Vergangenheit technologisch wenig
genutzten Metallen wie Gallium, Indium, Neodym, Scandium, Tantal, vor allem aber auch der
Seltenen Erden gestiegen. So werden z.B. allein fiir die Herstellung heutiger Computerchips 60
verschiedene Rohstoffe bendtigt.

Mit dem Energiekonzept der Bundesregierung (www.bundesregierung.de), das den Umstieg auf
erneuerbare Energien, aber auch den Umstieg auf Elektroautos und effizientere Energienutzung
forciert, wird der Bedarf an Windkraftanlagen, Photovoltaikmodulen, Elektrobatterien, aber auch
energiesparender Beleuchtung steigen. Gerade diese Technologien beno6tigen aber Seltene Erden
oder Elemente wie Indium oder Gallium.

Die derzeitig praktizierten Verfahren der Gewinnung und Aufbereitung insbesondere der Seltenen
Erden aus Priméarrohstoffen sind aus Umweltgesichtspunkten als kritisch anzusehen, wie eine Studie
des Oko-Institutes Freiburg zeigt [1]. Der Abbau der Erze erfolgt in China meist im Tagebau, was
erhebliche landschaftliche Verdnderungen zur Folge hat. Zudem werden radioaktive Elemente wie
Thorium oder Uran frei gesetzt, was erhebliche gesundheitliche Beeintrachtigungen zur Folge haben
kann [2]. Die weiteren Aufbereitungsschritte umfassen das Mahlen von Gestein und die
Anreicherung der metallhaltigen Minerale durch Flotationsverfahren. Diese Schritte verbrauchen
erhebliche Mengen an Wasser und Energie, zudem werden viele verschiedene oft toxische
Chemikalien eingesetzt. Der gesamte Abfall bestehend aus groBRen Mengen Wassers,
Prozesschemikalien und Mineralien (tailings) wird in groRen kiinstlichen Sammelbecken oder
natirlichen Seen endgelagert und durch umgebende Damme geschiitzt. Aus dem angereicherten
Material werden wahrend der Prozessierung durch den Einsatz von Chemikalien wie starken Sauren
und Komplexbildnern die Seltenen Erden extrahiert und in die Einzelelemente aufgetrennt.

Zusatzlich ist zukiinftig mit einer weiterhin steigenden Nachfrage an metallhaltigen Rohstoffen zu
rechnen, so dass neue umweltfreundliche Technologien der Gewinnung und Verarbeitung gefragt
sind, um den Rohstoffbedarf zu decken. Hierzu gehéren neben einer effizienten und
umweltfreundlichen Gewinnung aus Primarrohstoffen auch die Einsparung der Rohstoffe durch
intelligente Materialentwicklungen und effiziente Recyclingverfahren. Insbesondere die letzten
beiden Punkte sind wichtig, um eine umweltfreundliche und nachhaltige Sicherung der Ressourcen
zu ermoglichen. Mit derzeitig verfligbaren Recyclingtechnologien werden gerade die
Hochtechnologie-Metalle nur unzureichend wiederverwertet.

Wahrend Gold, Silber und Kupfer, die den groBten Anteil der Metalle im Schrott bilden, bereits
routinemaRig von groflen Recyclingfirmen wie Aurubis oder Umicore zuriickgewonnen werden,
werden andere Metalle noch nicht oder nur unzureichend wieder gewonnen, wie eine Studie der
UNEP [3] zeigt. Das Problem liegt dabei vor allem in der Wirtschaftlichkeit der Verfahren, aber auch
im Verbraucherverhalten. So werden z. B. zwar derzeit 40-50 % des in Industrieanwendungen
verwendeten Rutheniums recycelt, aber nur bis zu 5 % des im Elektronikschrott enthaltenen
Rutheniums [3]. Dies liegt zum einen an einer schlechten Riicklaufquote der elektronischen Produkte
durch den Verbraucher, hat aber auch technische Griinde: hohere Recyclingquoten sind zwar
technisch machbar, erfordern aber wesentlich aufwendigere Recyclingprozesse. So liegen viele
Metalle in komplexen Verbindungen vor, deren Auflésung schwierig ist. Zudem ist die Konzentration
der Metalle oft so gering, dass sich ein Recycling derzeit wirtschaftlich nicht lohnt, wie das Beispiel



Neodym zeigt: Ein PC enthalt etwa 0,04 Gewichtsprozent Neodym, aufbereitetes Erz aus den Minen
enthalt dagegen 35 % des Metalls.

Gerade Seltene Erden werden bislang nur unzureichend recycelt, obwohl sie essenzielle Bestandteile
in neuen Technologien wie Windkraftanlagen, Elektrobatterien, energiesparende Lichtquellen wie
Compact Fluorescent lamps (CFL), LEDs, OLEDs, EL foils, sowie in Plasmabildschirmen und LCDs sind
[4]. Es gibt einige Forschungsarbeiten zur Riickgewinnung von Neodym aus Ausschuss aus der
Produktion von Magneten oder von Windkraftanlagen, zum Recycling von Ni-MH-Batterien und zur
Riickgewinnung von Yttrium und Europium aus Energiesparlampen oder Bildschirmen [5-11]. Die
Riickgewinnung Seltener Erden aus anderen Produkten, wie z.B. aus Autokatalysatoren, wurde
bislang noch gar nicht beriicksichtigt. Herkémmliche pyrometallurgische Verfahren zum Recycling
von Elektronikschrott zielen auf die Riickgewinnung von Metallen wie Kupfer oder Gold. Die Seltenen
Erden gehen wahrend dieser Behandlung verloren und verbleiben in der Schlacke. Die Biotechnologie
bietet hier attraktive Moglichkeiten, zu innovativen Recyclingverfahren beizutragen.

Ziel des Projektes war die Entwicklung von innovativen und umweltfreundlichen Verfahren fiir das
Recycling von seltenen Elementen wie Seltene Erden unter der Ausnutzung von mikrobiologischen
Stoffwechselprozessen. Von hydrometallurgischen Verfahren zur ErschlieRung von Priméarrohstoffen
ist es bekannt, dass Mikroorganismen zur Uberfiihrung von Metallen in die wésserige Phase
eingesetzt werden konnen. Hierbei spielen Stoffwechselprozesse wie Oxidation oder Reduktion eine
Rolle, aber auch die Produktion von anorganischen oder organischen Sauren. Diese bakteriellen
Laugungsverfahren (,Bioleaching”) werden bereits groRtechnisch fiir die Gewinnung von Kupfer aus
Erzen eingesetzt. Diese Verfahren wurden bereits auf andere Metalle wie Gold, Cobalt, Nickel
ausgeweitet. Eingesetzt werden diese Verfahren jedoch ausschlieBlich fir Primarrohstoffe. Im
Projekt sollten diese mikrobiellen Prozesse auf andere Materialien wie elektronische Abfallprodukte
fiir das Recycling von Wertstoffen angewendet werden. Dabei sollte ein ,proof of principle” zur
Eignung von Bioleaching-Verfahren zur Extraktion von Seltenen Erden aus technischen Produkten
erbracht werden. Leuchtpulver aus Energiesparlampen wurde dabei als Testfall gewahlt.



1.2 Darstellung der Arbeitsschritte und angewandte Methoden

Wichtige Grundlage fir die Bewertung von Laugungsergebnissen ist die genaue Kenntnis der
Zusammensetzung des zu laugendem Materials vor und nach der Laugung. Den mikrobiellen
Untersuchungen vorangestellt wurde daher eine detaillierte Analytik mittels ICP-MS, XRF, XRD und
MLA-Methoden.

Aus der Literatur sind prinzipiell verschiedene Stoffwechselaktivititen von Mikroorganismen
bekannt, die fiir Biolaugungs-Verfahren genutzt werden kdnnen. Am bekanntesten ist die
sogenannten saure Laugung mittels acidophilen schwefeloxidierenden chemolithoautotrophen
Mikroorganismen wie Acidithiobacillus ferrooxidans und A. thiooxidans, die fiir sulfidische Erze auch
industriell eingesetzt wird. Versuche anderer Gruppen hatten gezeigt, dass diese Organismen
prinzipiell auch die Laugung von Elektronikschrott und anderen Sekundarrohstoffen eingesetzt
werden konnen. In diesen Arbeiten wurde elementarer Schwefel zur Nahrlésung gegeben, um
biogene Schwefelsdure zu produzieren.

Fiir Oxide wird in der Literatur ein weiteres reduktives Laugungsverfahren beschrieben. Einige
Organismen wie Shewanella oneidensis oder Thermoanaerobacter konnen unter anaeroben
Bedingungen Oxide wie Mangan(IV)dioxid, Vanadium(V)pentoxid oder Elemente wie Fe(lll) oder
U(VI) reduzieren.

Ein dritter Forschungsansatz nutzt Stoffwechselprodukte von Mikroorganismen wie Chelatoren,
organische Sauren oder extrazelluldre Substanzen als Laugungsreagenzien. So konnte bereits 1980
die Solubilisierung von Oxiden verschiedener Seltener Erden durch Aspergillus niger-Stimme
nachgewiesen werden. Es sind auch Bakterienstimme bekannt, die schwer |6sliche mineralische
Phosphatverbindungen auflésen kénnen.

Alle drei Mechanismen sollten im vorliegenden Projekt hinsichtlich ihrer Eignung zur Laugung von
Oxiden und Phosphaten Seltener Erden untersucht werden. Das Projekt umfasste im Einzelnen
folgende Arbeitspunkte:

AP 0: Analytik, Charakterisierung von Materialien und Laugungsriickstanden

Das im Projekt verwendete Leuchtpulver (LP) wurde vom Recyclingunternehmen Larec GmbH
bezogen (Gesamtmenge 5 kg). Vor Beginn der Versuche wurde das Material mit Hilfe verschiedener
Probenteiler in Portionen bis minimal 0,85g unterteilt. AnschlieBend wurde die
Elementzusammensetzung  mittels  Rontgen-Fluoreszenz-Analyse  (XRF)  bestimmt.  Die
Farbstoffzusammensetzung des LP wurde mittels Rontgen-Beugungs-Analyse unter zu Hilfenahme
der XRF-Ergebnisse und Literaturdaten bestimmt. Des Weiteren wurden die KorngréBen bestimmt.
Die Elementbestimmung in den Laugungslosungen erfolgte mittels ICP-MS (,inductively coupled
plasma mass spectrometry“)—Analysen.

AP1: Versuche zur Laugung von Phosphaten und Oxiden mit heterotrophen
Mikroorganismen

Vorversuche hatten gezeigt, dass die Seltenen Erden aus dem Leuchtpulver insbesondere durch
organische Sauren geldst werden kdnnen. Es ist aulerdem bekannt, dass auch metallkomplexierende
Molekiile wie Chalkophore oder Siderophore und andere Stoffwechselprodukte zu einer Laugung
beitragen koénnen. Zu Beginn des Projektes wurde eine umfangreiche Literaturrecherche
durchgefiihrt und verschiedene heterotrophe Mikroorganismen fiir Screening-Versuche ausgewahlt
und in geeigneten Medien kultiviert (Tabelle 1 und Tabelle Al).



Tabelle 1: Auswahl von heterotrophen Mikroorganismen fiir Laugungsversuche

Mikroorganismus

Auswahlgrund

Acitithiobacillus ferrooxidans und
thiooxidans

klassische chemolithoautotrophe Laugungsorganismen

Bacillus caribensis

soll Oxalsaure bilden

Bacillus licheniformis

bildet Polyglutaminsaure

Bacillus megaterium

soll Zitronensdure und Aminosauren bilden

Corynebacterium species (callunae
und stationis)

sollen Glutaminsdure und weitere Sauren bilden

Haldenisolate aus der Uranabfall-
Herde Haberland

hohe Schwermetalltoleranz, evtl. auch gegen Seltene Erden,
daher ,naturnahe” Umgebung

Komatogateiibacter xylinus

Essigsdurebakterium

Lactobacillus casei

Milchsdurebakterium

Priceomyces (friher: Pichia)
haplophilus

soll Zitronensaure bilden

Pseudomonas fluorescens

bildet Siderophore

Streptomyces acidiscabies

bildet Siderophore

Yarrowia lipolytica

bildet Citronensaure und weitere Sduren

Fiir die Versuche wurden i. d. R. 0,85 g geteiltes Leuchtpulver mit 30 ml Medium versetzt und in
100 ml-Erlenmeyerkolben mit dem jeweiligen Stamm angeimpft. Aufgrund des Quecksilbergehaltes
des LPs erfolgte die Kultivierung bei Raumtemperatur unter dem Abzug. Mindestens wochentlich
wurden Proben genommen, der pH-Wert bestimmt und die Elementkonzentration mittels ICP-MS
gemessen sowie gegebenenfalls bei Laugungserfolg die gebildete Sduremenge mittels HPLC
analysiert. Der Versuchsabbruch erfolgte soweit nicht anders vermerkt nach 2 Wochen. Der
allgemeine Versuchsaufbau ist schematisch in Abbildung 1 dargestellt.
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Abb. 1: Aligemeiner schematischer Versuchsaufbau



AP2: Versuche zur Laugung von Phosphaten und Oxiden mittels azidogenen
Schwefeloxidieren

Fiir die chemolithoautotrophe Laugung wurden die Stdamme Acidithiobacillus ferrooxidans und
A. thiooxidans als ,klassische” Laugungsbakterien ausgewdahlt. Diese Mikroorganismen wachsen
unter aeroben Bedingungen bei pH 1-2,5 und konnen sulfidische Erze durch Oxidationsreaktionen
und biogene Schwefelsdurebildung auflésen. Fiir die Versuche mit A. ferroxidans wurden abweichend
3 g LP eingewogen und wochentlich mit 10 ml 3-fach-konzentriertem Medium (DSMZ M882, pH 1,8)
geflttert. Ferner wurde der pH-Wert nach 16 Tagen nochmals auf 2 eingestellt, da dieser durch das
Leuchtpulver stark gestiegen war und die Mikroorganismen dadurch nicht mehr wachsen konnten.
Der Versuchsabbruch erfolgte nach einem Monat. Ahnlich wurde mit dem Stamm A. thiooxidans
verfahren, wobei hier auf die nachtragliche Ansdauerung des Mediums und den Fed verzichtet wurde.

AP3: Versuche zur Laugung von Oxiden und Phosphaten mittels anaeroben
Mikroorganismen

Die Arbeiten in diesem Arbeitspunkt konzentrierten sich auf die Durchfiihrung von
Literaturrecherchen und die Bewertung von Laugungsstrategien und Organismen zur Anwendung fir
Oxide und Phosphate Seltener Erden aus den Literaturdaten heraus.

AP4: Vergleich und Bewertung der verschiedenen Verfahren und Mikroorganismen
hinsichtlich ihrer Laugungseffizienz

Elementfreisetzung, Laugungsraten sowie Kultivierungs- und Versuchsbedingungen der in AP1-AP3
erfolgten Versuche wurden verglichen und hinsichtlich ihrer Effizienz und technologischer
Umsetzbarkeit bewertet.

AP5: Ubertragung der in AP1 bestimmten Laugungsbedingungen und ausgewihlten
Mikroorganismen auf die Laugung von sekundaren Rohstoffen

Aus den Ergebnissen von AP1 wurden Mikroorganismen ausgewdahlt und weitere Versuche
durchgefihrt. Es wurden Kulturiiberstinde naher analysiert, um Laugungsmechanismen zu
untersuchen. Des Weiteren wurden Medien variiert und der Einfluss der Zugabe von Komponenten
wie Siderophore untersucht. Kombucha wurde als mikrobiologisches Konsortium genetisch analysiert
und Einzelstamme isoliert, charakterisiert und hinsichtlich ihrer Laugungsaktivitdten untersucht.

Bakterielle Metabolite wurden mittels HPLC untersucht und identifiziert und hinsichtlich ihrer
Laugungsaktivitaten analysiert.

AP6: Durchfiihrung von Laugungsversuchen mit Mischkulturen

Als Mischkultur wurde der ,Teepilz Kombucha ausgewihlt. Es handelt sich dabei um ein
mikrobiologisches Konsortium aus Hefen und Bakterien, das fiir die Fermentation von Tee verwendet
wird und flr seine Produktion diverser organischer Sauren bekannt ist. Diese Kultur bildet ein festes
Pellet und lasst sich daher leicht vom flissigen Medium abtrennen. Laugungsversuche wurden
sowohl stationar als auch in Schittelkultur durchgefiihrt. Die Laugungsraten der Mischkultur wurden
mit Isolaten aus dieser Mischkultur verglichen.



1.3 Ergebnisse

AP 0: Analytik, Charakterisierung von Materialien und Laugungsriickstanden

Eine genaue Kenntnis liber die Zusammensetzung Materialien ist notwendig, um Laugungseffizienzen
bestimmen zu konnen. Die Elementzusammensetzung des Leuchtpulvers wurde sowohl mittels
Rontgen-Fluoreszenz-Analyse (XRF) als auch nach Mikrowellen-Aufschluss mittels ICP-MS bestimmt.
Die Elementzusammensetzung nach XRF-Analyse ist in Abbildung 2_A dargestellt. Die Summe der
Seltenen Erden betragt 190,5 mg SE/g LP, folglich sind in den fiir die jeweiligen Laugungsversuche
eingesetzten 0,85 g LP 161,9 mg SE enthalten. Diese Ergebnisse wurden fiir die Bilanzierung der Bio-
Laugungsversuche eingesetzt.

Neben der Elementzusammensetzung sind auch Kenntnisse (iber die vorliegenden chemischen
Verbindungen notwendig, um Laugungsprozesse verstehen und bewerten zu konnen. Die
Bestandteile des Leuchtpulvers wurde mittels Rontgen-Beugungs-Analyse unter zu Hilfenahme der
XRF-Ergebnisse und Literaturdaten bestimmt (Abbildung 2_B).
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; I Dreibanden-Farbstoffe:

271 % BaSi,0, Eu?*

56 % BAM: BaMgAl O, Eu?

Il 15% CBT: (Ce,Gd)MgBsOso Th**
E 1.5 % CAT: CelMgAl104s.Th*
59 % LAP: LaPO4 Ce® Th+

L_ 99 % YOE: Y-03Eu* (05%)

Weitere Bestandteile:

9.6 % Aluminiumoxide
(reflector): AlO3

6.3 % Glass: (S10., Na:0, Ca0),
(Si02, PbO)

325 % Halophosphate (old-white):
(Ca, Sr)s(POy4)s(F,CI):Shi* Mn3*
(<0.1 %; <0,01 %)

Abb. 2: Zusammensetzung des verwendeten Recycling-LP.

Gut die Halfte des LPs besteht aus den sogenannten Dreibanden-Farbstoffen. Nur in diesem Teil sind
auch SE enthalten. Die mengenmaRig grolSte Fraktion der Seltenen Erden bildet entsprechend der
XRF-Analyse das Yttrium, welches ausschlieBlich in der Rotkomponente Yttrium-Europium-Oxid
gebunden ist. Den groRten Anteil der Dreibanden-Farbstoffe hat jedoch BaSi,Os:Eu*" mit 27 %. Der
SE-freie Teil des Leuchtpulvers besteht hauptsachlich aus Halophosphat, dem alten Weil3-Farbstoff,
sowie weiterhin aus dem Reflektor Aluminiumoxid und Glasriickstanden.
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Abb. 3: KorngroRenverteilung des Leuchtpulvers.

Die KorngroRe beeinflusst die Laugungseffizienz. Aus diesem Grunde wurde die KorngréRen-
verteilung des LP bestimmt (Abbildung 3). Demnach besteht das Leuchtpulver aus einer knapp 1um
und einer gut 5 um grofRen Fraktion. In der Literatur [12] werden ebenfalls zwei Fraktionen
beschrieben, allerdings sollen diese eine GréRe von 5 bzw. 10-15 pum haben.

AP1 Versuche zur Laugung von Phosphaten und Oxiden mit heterotrophen
Mikroorganismen

Screeningversuche

Mit den in Tab. 1 genannten Mikroorganismen wurden Laugungsversuche durchgefiihrt. Neben der
Freisetzung der Elemente wurden das Wachstum und der pH-Wert bestimmt. Die Ergebnisse zu den
untersuchten Stammen sind in Tabelle 2 dargestellt.

Die Ergebnisse zeigen unterschiedliche stammabhangige Laugungsraten. Die besten Ergebnisse
wurden mit der Hefe VYarrowia lipolytica und dem Bakterium Komatogateibacter xylinus
(Essigsdurebakterium) mit einer Freisetzung von 10,6 % und 12,6 % der eingesetzten SE erzielt.
Y. lipolytica bildet hauptsachlich Zitronensaure, K. xylinus v.a. Glucon- und Citronensdure. Diese
Stoffwechselprodukte dirften fiir die Freisetzung der Seltenen Erden verantwortlich sein.

m ”



Tabelle 2: Zusammenfassung der Laugungsergebnisse nach zwei Wochen mit den ausgewdhlten chemoorgano-heterotrophen Mikroorganismenstammen

Bewertung des

Bezugs- Medium (Zusammensetzung mittlere OD600 in mittlerer pH-Wert | mittlere Laugung abziiglich Laugung
Stamm . . . Laugungs-
quelle siehe Anhang) KMO inP durch das Medium
effekts
geringes Wachstum in der Probe, pH-Wert
Medium E analog Kontrolle mit Leuchtpulver ohne 0 -
Bacillus DSM-No: Mikroorganismen
licheniformis 8785 Mast 02 9,05 0 0
Mast mit 2% Glycerin 0,27 5,7 0,01 +
Bacillus megaterium | DSM-No: 32 Mast 0,32 8,84 0 0
geringes Wachstum in der Probe, pH-Wert
Devasto 2009 analog Kontrolle mit Leuchtpulver ohne 0 0
Burkholderia DSM-No: Mikroorganismen
i 1 132
caribensis 3236 Vst 0,08 883 0 0
Mast mit 2% Glycerin 6,35 7,61 0,03 +
i . kein Wachstum in der Probe, pH-Wert
Corynebacterium DSM-No: Delaunay 1999 ohne Citrat .
. analog Kontrolle mit Leuchtpulver ohne 0 -
callunae 20147 oder Deferoxamin; Mast ] ]
Mikroorganismen
i . kein Wachstum in der Probe, pH-Wert
Corynebacterium DSM-No: Delaunay 1999 ohne Citrat .
L. . analog Kontrolle mit Leuchtpulver ohne 0 -
stationis 20305 oder Deferoxamin; Mast . ]
Mikroorganismen
HZDR,
JG B58 . Mast 0,7 9,18 0 0
Haldenisolat
JGA13 HZDR, Mast 1,06 9,07 0 0




. . . . . o Bewertung des
st Bezugs- Medium (Zusammensetzung mittlere OD600 in mittlerer pH-Wert | mittlere Laugung abziiglich Laugung L
amm augungs-
quelle siehe Anhang) KMO inP durch das Medium gung
effekts
Haldenisolat Mast mit 2% Glycerin 3 5,38 0,2 +
HZDR, Mast 0,94 9,09 0 0
JG B37Iso 3 .
Haldenisolat Mast mit 2% Glycerin 3,79 8,78 0,02 +
HZDR, Mast 0,27 9 0 0
JG B5T .
Haldenisolat Mast mit 2% Glycerin 0,44 5,47 0,03 +
HZDR,
JG C34 . Mast 0,9 8,99 0 0
Haldenisolat
Komatogateiibacter DSM-No:
. DSMZ 105 ohne CaCO; 0,3 2,7 12,6 +++
xylinus 2325
. . DSM-No:
Lactobacillus casei DSMZ 11 0,4 4,1 5 +++
20011
kein Wachstum in der Probe, pH-Wert
Priceomyces DSM-No: Forster 2006 analog Kontrolle mit Leuchtpulver ohne 0 -
haplophilus 70365 Mikroorganismen
DSMZ 393 18,9 7,6 0,2 +
Mast 0,56 9,18 0 0
P DSM-No:
seudomonas SM-No Mast mit 2% Glycerin 1,73 8,65 0,01 +
fluorescens 50090
PAF 1,53 9,05 0,02 +
Pseudomonas Mast 0,46 9,12 0 0
HZDR
fluorescens Mast mit 2% Glycerin 1,49 8,23 0,03 +




Bewertung des

Bezugs- Medium (Zusammensetzung mittlere OD600 in mittlerer pH-Wert | mittlere Laugung abziiglich Laugung
Stamm . . . Laugungs-
quelle siehe Anhang) KMO inP durch das Medium
effekts
PAF 2,09 9,06 0,0 0
Sphingomonas DSM-No: Mast 123 9,09 0 0
melonis 14444 Mast mit 2% Glycerin 1,20 9,03 0 0
Streptomyces Mast 0,83 8,69 0 0
acidiscabies E13 MM
Lo . DSM-No: .
Yarrowia lipolytica 3286 Forster 2006 24,8 2,4 10,6 +++

P: Probe, KMO: Kontrolle Mikroorganismen (ohne LP), KLP: Kontrolle LP (ohne Mikroorganismen). Bewertung des Laugungseffekts: -: Wachstumgsinhibition durch LP, 0: keine

Laugung, +: geringer Laugungseffekt, +++: hoher Laugungseffekt.




Versuche mit Yarrowia lipolytica

Detaillierter sollen die Laugungsergebnisse zu Yarrowia lipolytica, ein Organismus, der flr seine
Produktion von Zitronensaure bekannt ist, dargestellt werden. Um die Zitronensaureproduktion
anzuregen, wurde der Stamm in einem Stickstoff-Mangelmedium kultiviert (siehe Tab. Al). Um
mogliche Fallungen von SE mit Phosphat aus dem Medium auszuschliefen, wurden aulRerdem
Versuche durchgefiihrt, in denen das Kaliumphosphat durch Kaliumchlorid bzw. Kaliumcarbonat
ersetzt wurde. Das Wachstum der Mikroorganismen war vor allem in den Ansatzen mit Kaliumchlorid
gehemmt, die maximale ODgyo betrug nur rund 13 im Vergleich zu 17 bei der Variante mit Phosphat.
Dennoch sank der pH-Wert in allen Ansatzen mit Mikroorganismen auf 2-2,5. Die hochsten Mengen
an SE konnten entsprechend Abb. 7 in den Ansatzen mit Phosphat gelaugt werden. Folglich hatte der
Ersatz des Kaliumphosphats durch andere Kaliumverbindungen keinen positiven Einfluss auf den
Laugungseffekt und eine mogliche Prazipitation der Seltenen Erden als Phosphate scheint
vernachldssigbar zu sein. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden alle weiteren Versuche in Medium mit
Phosphat durchgefiihrt.

geltste SE [%]

0 7 14
Zeit [d]

Abb. 4: Laugung von Leuchtpulver mit der Hefe Y. lipolytica auf Variationen des Mediums nach Forster (sieche Anhang).
O Originalmedium, [ ] Ersatz des Phosphats durch KCl, <> Ersatz des Phosphats durch K,CO;, Kontrolle: nur

mit Leuchtpulver (A) und nur mit Mikroorganismen (X).

Ausgehend von diesen Ergebnissen wurden weitere Versuche durchgefiihrt. Zunachst wurde die
Laugung in Medium mit Phosphat genauer untersucht. Dazu wurden die Ergebnisse von insgesamt 17
Wiederholungen ausgewertet. Die durchschnittliche Laugung betrug 10,6% nach 2 Wochen. Allen
Ansatzen gemeinsam war das Absinken des pH-Wertes wahrend der Laugung (Abb. 5 links). Daher
wurde neben dem Glucose-Verbrauch auch die Saureproduktion untersucht. Auffallig ist, dass in den
Proben die Glucose-Konzentration schneller sinkt, aber auch die Zitronensdurekonzentration
schneller steigt als in der Kontrolle mit Mikroorganismen aber ohne Leuchtpulver (Abb. 5 rechts).
Dies zeigt, dass in den Ansatzen mit Mikroorganismen und Leuchtpulver mehr Saure gebildet wurde.
Ob und durch welche Bestandteile des Leuchtpulvers die Saureproduktion angeregt wurde, ware
weiter zu untersuchen.
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Abb. 5: Laugung mit Y. lipolytica auf Medium nach Forster.

Links: prozentual gel6ste SE (durchgezogene Linie) und pH-Wert (gestrichelte Linie) im Uberstand. Rechts:
Glucose-Konzentration im Medium (durchgezogene Linie) und gebildete Zitronensaure (gestrichelte Linie).
QO Probe mit Mikroorganismen und Leuchtpulver, [] Kontrolle mit Leuchtpulver, <> Kontrolle mit
Mikroorganismen.

Die Laugung der einzelnen Selten-Erd-Elemente aus dem Leuchtpulver wurde genauer untersucht.
Die Laugungsraten der Seltenen Erden bezogen auf die Ausgangsmenge im Leuchtpulver sind in
Abbildung 6 links dargestellt. Es wird ersichtlich, dass hauptsachlich Yttrium und Europium gelaugt
wurden.

Europium dotiertes Y,0; ist mit einem Anteil von rund 10% eine wichtige Komponente des
Leuchtpulvers und eine Hauptkomponente der Farbstoffe (s. Abb. 2). Mit Europium dotiert sind
mehrere Komponenten. Andere wichtiger Komponenten, die SE enthalten, sind LaPO,:Ce* Tb*".
CeMgAInOlg:Tb3+, BaSi,0s und BaMgAIlOON:EuZ". Weder Ce noch La konnten in signifikanten Mengen
detektiert werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass vor allem das dotierte Y,0; gelaugt wird und evtl.
Eu aus den (ibrigen Farbstoffen, wahrend z.B. LaPO, sehr inert ist. Weitere Experimente mit reinem
Yttriumoxid und reinem Lanthanphosphat bestdtigten dies. So konnten in 2 Wochen Uber 3%
Yttriumoxid geldst werden, jedoch weniger als 0,1% Lanthanphosphat.

Optimierungsversuche

Ferner wurden alternative, preiswertere Energiequellen in der Nahrlésung wie Rohglycerin oder
Sonnenblumendl getestet, um Moglichkeiten fiir eine industrielle Anwendung zu evaluieren, fir die
die Verwendung preiswerter Substrate fir die Kultivierung der Mikroorganismen essenziell ist (Abb. 6
rechts). Die Laugungsraten nach 2 Wochen waren mit 5,1% fiir Rohglycerin und 5,0% fiir
Sonnenblumendl zwar nur etwa halb so hoch wie bei der Verwendung von reiner Glucose, aber die
prinzipielle Ersetzbarkeit der C-Quelle konnte nachgewiesen werden. Auffillig ist, dass mit reinem
Glycerin deutlich niedrigere Laugungsraten erzielt wurden als mit Rohglycerin. Mdoglicherweise
kénnen Verunreinigungen im Rohglycerin als zusatzliche Nahrstoffe genutzt werden.

In weiteren Versuchsansatzen wurde die Glucose-Konzentration verdoppelt um zu lberprifen, ob
damit die Sdureproduktion und folglich die Laugungsraten gesteigert werden kénnen. Wie aus dem
Diagramm ersichtlich, war eine solche Erh6hung des Laugungseffekts jedoch nicht moglich. Auch eine
Erhéhung der Durchmischung durch die Verwendung eines Ultraschall-Schittlers anstelle des
Rotationsschiittlers fiihrte zu keiner weiteren Steigerung der Laugung.
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Abb. 6: Laugung mit Y. lipolytica.
Links: Aufschliisselung der Laugung der einzelnen Selten-Erd-Elemente im Leuchtpulver. Rechts: Variation der
C-Quelle im Medium (Sonnenbl.él...Sonnenblumendl)

StandardmaRig wurden die Laugungsversuche nach 14 Tagen abgebrochen. Die bislang gezeigten
Ergebnisse zeigen jedoch, dass das Maximum in diesem Zeitraum noch nicht erreicht wurde. In
weiteren Experimenten wurde daher die Versuchszeit verlangert. Des Weiteren wurden
Moglichkeiten zur sequenziellen Laugung untersucht, d.h. das gelaugte LP wurde erneut mit frischem
Medium versetzt. In Abb. 7 sind die Ergebnisse unterschiedlicher Versuchsansatze dargestellt.

20 -

] P 14 8
= 15 E} < 12 7
= ] 3o =10 6
s 10 8 5 =
-— T -— i
3 ] z 6 4 L
S 5] 2 4 3

] 2 2

0 4 0 1
0 7 14 21 28
Zeit [d] Zeit [d]

Abb. 7: Laugung mit Y. lipolytica.

Links: Verlangerung des Versuchszeitraums auf 28 d. Proben: (O Laugung ohne Unterbrechung, X
Mikroorganismen und Leuchtpulver nach 14 Tagen abzentrifugiert und mit frischem Medium versetzt,
Mikroorganismen und Leuchtpulver nach 14 Tagen abzentrifugiert, Mikroorganismen mit frischem Medium
angeimpft, L] Kontrolle mit Leuchtpulver, <> Kontrolle mit Mikroorganismen. Rechts: Laugung mit
Kulturtiberstand von Y. lipolytica: () Probe: Leuchtpulver mit Kulturiberstand, [] Kontrolle: Leuchtpulver mit
Medium.

Die Verlangerung der Versuchszeit um 2 Wochen erhéht die Ausbeute an Seltenen Erden um rund
2,6%. Wird der Ansatz zusatzlich abzentrifugiert und mit frischem Medium versetzt, ist der
zusatzliche Laugungseffekt etwa doppelt so hoch. Der Austausch des Mediums und Neubeimpfung
mit Mikroorganismen hat einen dhnlichen Einfluss. Bei Betrachtung Laugung der einzelnen Elemente
wird deutlich, dass jedoch weiterhin hauptsachlich Yttrium und Europium aus dem Rotfarbstoff
gelaugt wird.



Wahrend des Laugungsprozesses lagerten sich Partikel an der Oberflache der Hefen an (siehe Abb. 8
links). REM-EDX-Untersuchungen ergaben, dass diese Partikel Seltene Erden enthalten. Es handelt
sich also entweder um die Partikel des Leuchtpulvers, oder um sekundar gebildete Prazipitate mit
den gelOsten Seltenen Erden.

Untersuchungen von Laugungsmechanismen

Um eine mogliche Prazipitierung der Seltenen Erden durch die Mikroorganismen zu untersuchen,
wurden Dialysereaktoren entworfen, in denen die Mikroorganismen getrennt vom Leuchtpulver
inkubiert werden kénnen (Abb. 8 rechts). Diese Reaktoren besitzen zwei Reaktionskammern, die
durch eine Dialysemembran getrennt werden. Die Dialysemembran ermoglicht es, dass das
Kulturmedium zwischen beiden Kammern ausgetauscht werden kann und sowohl Metabolite als
auch die gelésten Elemente aus dem Leuchtpulver diffundieren kénnen. Diese Reaktoren wurden
erst gegen Projektende in Betrieb genommen und die Versuche dauern hierzu noch an.

Anschlisse
obere far
Halfte: Mediums/
Medium + ] Luft-Zu- und
Y. lipolytica Abfuhr
Dialyse-
Filter
untere
Halfte: Verschluss
Mediu}n . (Klemmen)
Leucht-
pulver Boden.
platte

Abb. 8: REM-Aufnahme und Dialysereaktor. Links: REM-Aufnahme von Y. lipolytica nach 2-woéchiger Laugung mit
Leuchtpulver. Rechts: Schematischer Aufbau des Dialyse-Reaktors.

Um den biogenen Einfluss der Laugung, also Einfliisse einer direkten Interaktion der Bakterien mit
dem LP zu untersuchen, wurde die Eignung von Kulturiiberstand von Y. lipolytica zur Laugung von
Leuchtpulver getestet. Dazu wurde die Hefe fiir 2 Wochen kultiviert und anschlieBend der Uberstand
durch Zentrifugation und Sterilfiltration gewonnen. Auch mit dieser Losung konnten Seltene Erden
aus Leuchtpulver gelaugt werden (Abb. 7 rechts). Allerdings ist die Ausbeute deutlich geringer, als
wenn die Mikroorganismen direkt zugesetzt wurden. Dem gegeniber steht der Vorteil, dass die
Laugungsriickstande nach Beendigung des Prozesses nicht mit Biomasse verunreinigt sind und damit
weiteren Aufbereitungsschritten direkt zur Verfligung stehen.

Wie Tabelle 3 zeigt, enthielten die Uberstinde der mit LP versetzten Kulturen eine héhere
Saurekonzentration als die Uberstinde der Kulturen ohne LP. Dies kann die Ursache dieser
unterschiedlichen Ergebnisse sein.

Laugungsversuche mit weiteren Organismen

Neben den Versuchen mit der Hefe Y. lipolytica wurden auch mit den beiden anderen beiden gut
laugenden Mikroorganismen, dem Milchsdure-Bakterium L. casei und dem Essigsaure-Bakterium
K. xylinus sowie deren Kulturiberstinden weiterfilhrende Experimente gemacht. Eine
Zusammenfassung der Ergebnisse liefert Tabelle 3. Die hochsten Laugungsraten nach 2 Wochen
konnten mit 12,6% bei der direkten Inkubation von K. xylinus mit Leuchtpulver erzielt werden. Bei
der Bewertung fir eine Anwendung ist jedoch zu bedenken, dass dieser Stamm Cellulose bildet.



Hierdurch kommt es zu Ausbildung groRer Zellagglomerate. Die LP-Partikel kénnen in die
Cellulosematrix eingelagert werden und sind dann fiir eine Verwertung nicht mehr zuganglich.

Tabelle 3: Ubersicht iiber Laugungsraten und Sduremengen bei der Inkubation von Mikroorganismen
sowie deren Kulturiiberstanden mit Leuchtpulver

Laugung mit Mikroorganismen Laugung mit Kulturiiberstand
mittlere
Laugung nach mittlere Laugung
Stamm 2 Wochen gebildete Siuren nach 2 Wochen Sauren im Kultur-
abziiglich nach 2 Wochen abziiglich Laugung | iiberstand
Laugung durch durch das Medium
das Medium
= 151 mmol/I = 34 mmol/I
Zitronensaure Zitronensdure
Y. lipolytica | = 10,6 % =7,3%
2 453 mmol/I COOH 2 102 mmol/I COOH
= 200 mmol/I = 179 mmol/I
Lacto- Milchsaure Milchsaure
bacillus =50% =4,6%
casei
£ 200 mmol/lI COOH 2 179 mmol/lI COOH
= 63 mmol/I .
. . = 48 mmol/I Zitronen-
Zitronensaure, .
saure, 26 mmol/I
Komato- 33 mmol/I Glucon- .
gatei- saure, 9 mmol/I Gluconsdure,
=12,6 % " =34% 6 mmol/I Tartarsaure
bacter Tartarsiure
xylinus
2 182 mmol/lI COOH
2 240 mmol/I COOH

Allen drei Stammen gemeinsam ist die Bildung von organischen Sauren wahrend der Kultivierung.
Unterschiede bestehen allerdings in der Art und Menge der Sauren. So bildet Y. lipolytica zwar die
groRte Menge an COOH-Aquivalenten, die héchste Laugung tritt jedoch bei K. xylinus auf. Die
Laugung scheint demzufolge nicht nur von der Sduremenge, sondern auch von der Art der Saure
abhangig. Auch eine direkte Interaktion der Mikroorganismen mit dem Leuchtpulver oder weitere
gebildete Metabolite wie Siderophore kénnten eine Rolle spielen.

Weiterhin ist auffallig, dass mit den Kulturiberstianden grundsatzlich weniger Seltene Erden gelaugt
wurden als bei direktem Kontakt der Mikroorganismen mit dem Leuchtpulver. Gleichzeitig ist die
Sauremenge in den Kulturiiberstanden geringer, als nach 2 wochiger Inkubation von
Mikroorganismen und Leuchtpulver. Moglicherweise wird also durch die pufferende Wirkung des
Leuchtpulvers die Saureproduktion angeregt und damit die Laugung erhoht. Zusatzlich kénnte auch




die direkte Interaktion der Mikroorganismen mit dem Leuchtpulver zu einer Erhéhung des
Laugungseffekts beitragen.

Laugung mit Additiven

Neben organischen Sauren koénnten auch metallbindende organische Komplexbildner wie
Siderophore an der Laugung beteiligt sein. Um dies zu Uberprifen, wurden mit dem kommerziell
erhaltlichen Deferriooxamin E als Modellverbindung Versuche durchgefiihrt. Jeweils 0,1g
Leuchtpulver in Eppendorf-Reagenzgefallen wurden mit 1ml Laugungslosung versetzt und fir eine
Woche auf dem Rotationsschittler inkubiert. Als Konzentration wurden 0,83M Desferriooxamin bzw.
bei den organischen Sauren 0,83M COOH eingesetzt. Die Ergebnisse der Laugung sind in Abb. 9
dargestellt. Im Vergleich zu den synthetischen organischen Sauren werden bei gleicher
Bindungsstellenanzahl durch das Siderophor Desferriooxamin nur sehr geringe Mengen Seltene
Erden gelaugt. Auch Vergleiche von sauren Kulturiiberstinden mit Uberstinden von Siderophore-
bildenden Mikroorganismen bestdtigen sich diese Ergebnisse. Werden Sauren und Siderophore
gemischt, konnte nur bei der Kombination aus Essigsdure und Desferriooxamin eine
Laugungssteigerung Uber den additiven Effekt hinaus erreicht werden. Ferner wurde mit diesen
Versuchen die Vermutung aus den Experimenten mit Kulturiiberstanden bestatigt, dass die
Laugungseffizienz vor allem von der Art der organischen Sdure abhangt.

geléste SE [%]

Abb. 9: Laugung von 0,1g Leuchtpulver mit 1ml Laugungslésung im Eppendorf-Reagenzgefal} fiir 1 Woche auf dem
Rotationsschiittler.
s.: Sdure, jeweils 0,83mol/I COOH, DFO E: 0,83M Desferrioxamin E, U: steriler Kulturiiberstand, K: Kombucha.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass prinzipiell eine mikrobiologische Laugung der SE-
Komponenten mit heterotrophen Mikroorganismen moglich ist. Die Laugung wird durch die Bildung
von organischen Sauren beeinflusst. Als Laugungsagenzien sind insbesondere Gluconsidure und
Citronensaure aktiv. Insbesondere Citronensaure wirkt als Komplexbildner fiir zahlreiche Elemente,
auch fir Seltene Erden [13]. Diese Eigenschaft beglinstigt den Laugungsprozess.



AP2 Versuche zur Laugung von Phosphaten und Oxiden mittels azidogenen
Schwefeloxidieren (Chemolitho-autotrophe Laugung)

Fiir die chemolitho-autotrophe Laugung wurden die Stamme Acidithiobacillus ferrooxidans und
A. thiooxidans als ,klassische” Laugungsbakterien ausgewahlt. Beide Stamme bendtigen fir ihr
Uberleben ein saures Milieu (pH < 2,5).

Die Auflosung des Leuchtpulvers fihrt zu einer Erhéhung des pH, was fiir das Wachstum der
acidophilen Bakterien unglinstig ist. Fiir die Versuche mit A. ferrooxidans wurde daher der pH
reguliert und auf pH 2 eingestellt. Parallel durchgefiihrte Kontrollexperimente zeigen, dass bereits
durch das saure Medium SE freigesetzt werden. Ein deutlicher Unterschied zu den biologischen
Proben ist nicht zu erkennen (Abb. 10). Berechnungen zeigen, dass nur etwa 3 % der Seltenen Erden
durch mikrobielle Aktivitaten freigesetzt werden (Tab. 4). Es ist daher davon auszugehen, dass der
biogene Einfluss sehr gering ist.
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Abb. 10: Laugung mit A. ferrooxidans.
Doppelbestimmung (jeweils schwarze und graue Linie), () Probe mit Mikroorganismen und Leuchtpulver, ]

Kontrolle mit Leuchtpulver, <> Kontrolle mit Mikroorganismen. Graue Pfeile markieren die Fed-Zeitpunkte.

Im Falle von A. thiooxidans wurde auf eine nachtragliche Ansauerung und Beibehaltung des pH
verzichtet. Die Auflésung des LPs fiihrte jedoch zu einem pH-Anstieg, was sich negativ auf das
Wachstum der Bakterien auswirkte. Die Laugungsrate war mit 0,19 %/d*| dementsprechend gering
(Tab. 4).



Tabelle 4: Zusammenfassung der Laugungsergebnisse mit den chemolitho-autotrophen
Mikroorganismenstammen

Medium . . L
mikrobielle durchschnittliche
(Zusammen- . . .
Bezugs- Laugung bei mikrobielle
Stamm setzung Wachstum .
quelle ieh Versuchsende | Laugung/Tag*Liter
siehe
% %/d*I
Anhang) [%] [%/d*1]
Wachstum gehemmt durch
Acidithio- e gH ortes durch
nstieg des pH-Wertes durc
bacillus DSM-No: & P 3,27
P 14882 DSMZ 882 LP, Wachstum erst nach 3,52
erro-
) starker Ansduerung des (nach 31d)
oxidans .
Mediums
Acidithio- Wachst tark geh ;
achstum stark gehemm
bacillus DSM-No: . & 0,04
hi DSMZ 71 durch Anstieg des pH-Wertes 0,19
thio- 14887 durch Lp (nach 14d)
oxidans

LP: Leuchtpulver.

In der Literatur wird oft fur die Biolaugungsreaktionen elementarer Schwefel oder Pyrit zugesetzt,
werden nicht-sulfidische Minerale oder Materialien gelaugt. Durch diese Zugabe produzieren die
Organismen biogene Schwefelsdure, die das Medium ansduert und eine Freisetzung der Elemente
bewirkt. Im Projekt wurde dieser Ansatz nicht verfolgt, da ein weiterer Zusatz von Feststoffen, gerade
von Schwefelverbindungen, ein Recycling des Leuchtpulvers erschwert und der Einsatz von
Schwefelsdure als kritisch fur die Umwelt eingeschatzt wird. Der Anstieg des pH macht eine
kontinuierliche Kontrolle und Ansduerung des Mediums und einen entsprechend hohe Zusatz an
elementarem Schwefel erforderlich. Die Durchfliihrung von Laugungsversuchen im neutralen bis
basischen Bereich und Nutzung von heterotrophen Mikroorganismen ist daher der
umweltfreundlichere Ansatz.

AP3: Versuche zur Laugung von Oxiden und Phosphaten mittels anaeroben
Mikroorganismen

Metallreduzierende Bakterien wie Shewanella oneidensis oder Desulfovibrio desulfuricans kénnen
Elektronen auf verschiedene Akzeptoren wie Nitrit, Nitrat, Thiosulfat, Eisen, Mangan oder Uran
Ubertragen und dadurch Energie gewinnen. Ob eine Verbindung als Elektronenakzeptor wirken kann,
wird durch ihr Redoxpotenzial bestimmt. Vergleiche von Redoxpotenzialen verschiedener
anorganischer Verbindungen und Metalle mit La(lll) und Y(lll) zeigen, dass die Redoxpotenziale dieser
beiden Elemente im Gegensatz zu den anderen Elementen stark negativ sind (Tab. 5). Diese Elemente
sind daher energetisch sehr schlechte Elektronenakzeptoren. Eine mikrobielle Reduktion dieser
Elemente ist daher nicht moglich und es wurden keine Experimente durchgefiihrt.




Tabelle 5: Standardpotentiale von ausgewahiten Verbindungen und Elementen

Oxidierte Form Reduzierte Form Standardpotential E° in V
u(vi) u(Iv) +0,33

Fe(Ill) Fe(ll) +0,77

Mn(IV) Mn(II) +1,23

Thiosulfat Schwefel +0,6

Pd(Il) Pd(0) +0,915

Cr(V1) Cr(lI) +1,33

y(I Y(0) -2,37

La(Il) La(0) -2,38

Elemente, die durch Desulfovibrio reduziert werden, sind grau markiert.

Eine weitere Moglichkeit, Metalle mikrobiell zu laugen stellt die mikrobielle Oxidation der Elemente
dar. Bezogen auf die Seltene Erden enthaltenden Farbstoffe im Leuchtpulver erscheint aber auch
diese Variante nicht moglich, da die Seltenen Erden in den Farbstoffen schon in der hochsten
Oxidationsstufe vorliegen.

AP4-AP6: Vergleich und Bewertung der verschiedenen Verfahren und Mikroorganismen
hinsichtlich ihrer Laugungseffizienz, Ubertragung der in AP1 bestimmten
Laugungsbedingungen und ausgewahlten Mikroorganismen auf die Laugung von
sekundaren Rohstoffen, Durchfithrung von Laugungsversuchen mit Mischkulturen

Da insbesondere Laugungsversuche mit der Mischkultur , Kombucha” detaillierter untersucht
wurden, werden die Ergebnisse aus AP4-AP6 in einem gemeinsamen Abschnitt dargestellt.

Laugungsversuche mit dem , Teepilz“ Kombucha und Charakterisierung

Beim , Kombucha-Teepilz” handelt es sich um eine symbiotische Mischkultur aus Hefen und
Bakterien. Es gibt keine einheitliche Zusammensetzung, aber als Hauptorganismen werden in der
Literatur immer wieder verschiedene Hefen (z.B. der Gattungen Zygosaccharomyces,
Schizosaccharomyces) und Essigsdaurebakterien genannt [14]. Diese Mischkultur ist bekannt dafir,
dass sie viele verschiedene organische Sauren bildet. Im Haushalt wird die Kultur zur Fermentierung
von gesiiRtem Griinen Tee verwendet, der dann eine gesundheitsfordernde Wirkung haben soll. Die
Essigsdaurebakterien bilden dabei eine Matrix aus bakterieller Cellulose in die alle anderen
Mikroorganismen eingelagert werden, sodass eine gallertartige Schicht an der Oberfliche des
Mediums entsteht. Dadurch lasst sich das Medium leicht von der Kultur abtrennen.

Fir Laugungsexperimente bietet die Kultur verschiedene Vorteile:
— Einfache Verfligbarkeit (in vielen Haushalten vorhanden)

— Einfache Kultivierbarkeit in preiswertem Medium (gesiRter griiner Tee)



— Halt sich selber steril, zusatzliche Sterilisierung nicht notwendig und keine
Kontaminationsgefahr

— Bildung einer Vielzahl verschiedener organischer Sauren

Fir die Laugungsversuche wurde eine Kombucha-Kultur eines lokalen Haushaltes verwendet. Zur
Identifizierung der Mikroorganismen der Kultur wurden 16SrDNA-Analysen durchgefiihrt. Diese
Analysen konnten zwei Organismen identifizieren: die Hefe Zygosaccharomyces lentus (DSM-103078)
und das Essigsdurebakterium Komagataeibacter hansenii (DSM-103118). Laugungsversuche wurden
sowohl mit der Mischkultur als auch mit den isolierten Organismen durchgefiihrt. Die Kultur-
Uberstande wurden mittels HPLC analysiert, um Metabolite zu identifizieren.

Eine gute Durchmischung des Substrates beglinstigt die eine effiziente Laugung. Andererseits erfolgt
die Kultivierung von Kombucha ublicherweise bei stationdren Bedingungen ohne Schiitteln. Fir die
Untersuchungen wurden sowohl Schiittelversuche als auch Versuche mit stationdren Kulturen
durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Abb. 11 dargestellt.

Die Ergebnisse zeigen, dass innerhalb von 14 Tagen mit den Kombucha Mischkulturen
durchschnittlich ca. 8 % der Seltenen Erden aus LP gelost werden konnten, zum Teil wurden sogar
Werte Uber 12 % erhalten. Ein Vergleich von Schittelkulturen mit stationdren Kulturen weist eine
héhere Ausbringung fir die Schittelkultur nach, obwohl die Wachstumsbedingungen fiir diese Kultur
nicht optimal waren (K1 und K2). Noch groRBer waren die Unterschiede bei den Versuchen, in denen
zellfreier Kulturiiberstand verwendet wurde (Uk; und Uk,). Dies zeigt die Bedeutung einer guten
Durchmischung des Substrates fiir die Laugung. Vergleicht man die Ergebnisse der Uberstinde mit
den Ergebnissen der Kulturen, so sieht man, dass die Laugung bei der Verwendung der Uberstande
signifikant gesteigert werden konnte (K2 und Uk,). Die Uberstinde wurden optimalen
Kulturbedingungen produziert und enthalten daher viele mikrobielle Metabolite. Der Stoffwechsel
und damit die Metabolitproduktion kdnnen durch die Anwesenheit des Leuchtpulvers bzw. durch das
Schitteln jedoch beeintrachtigt sein. Vergleicht man die Laugungsraten mit den Ergebnissen von
Einzelisolaten (Zygosacchoromyces lentis und Komagateibacter hansenii), so sieht man, dass die Hefe
alleine gar nicht laugt und das Bakterium, obwohl es verschiedene organische Sauren produziert,
wesentlich weniger SE als die Mischkultur in Lésung bringt (H2 und B2). Diese Ergebnisse zeigen, dass
die Laugung durch die Mischkultur beglinstigt wird. Es kann sein, dass die Mischkultur mehr
laugungsaktive Metabolite produziert. Insbesondere die verminderte Produktion der Essigsdure bei
dem Bakterienisolat im Vergleich zur Kombucha-Kultur weist darauf hin. Es kann aber auch sein, dass
die Organismen in einer Mischkultur (insbesondere die Bakterien) vor einem negativen Einfluss des
Substrates geschiitzt werden.
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Abb. 11: Relativer Massenanteil der Seltenen Erden (schwarz, durchgezogene Linie) und pH-Entwicklung (grau,
gepunktete Linie) im Uberstand wihrend der Inkubation.

K: Kultivierung von Kombucha in Kombucha-Medium; U,: Kulturiiberstand einer zwei Wochen alten Kombucha-
Kultur; H: Zygosaccharomyces lentus Isolat auf YPD-Medium; B: Komagataeibacter hansenii auf Medium DSMZ
105; 1: stationare Kultur; 2: Schittelkultur. ¢ Kontrolle mit Medium und Mikroorganismus; o Kontrolle mit
Medium und LP; o Probe mit Medium, Mikroorganismus und LP.

Mittels HPLC wurde die Bildung von Metaboliten, insbesondere von organischen Saduren, naher
analysiert. Die Ergebnisse sind in Abb. 12 zusammengefasst.
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Abb. 12: Produktion von organischen Sauren in Kombucha-Kulturen wahrend der Laugung von LP.
K1: stationdre Kultivierung; K2: Schiittelkultur. X Gesamte COOH Produktion; A Essigsaure; ¢ Gluconsaure;

o Zitronensaure; 0 Weinsaure; grau: Kontrolle mit Mikroorganismsn; schwarz: Probe mit Mikroorganismen und
LP.

Die Daten weisen die Entstehung von Essigsdure, Gluconsaure, Zitronensaure und Weinsdure nach.
Die Gesamtproduktion ist weitestgehend unabhéangig von Kultivierungsbedingungen, sowie der An-
oder Abwesenheit von Leuchtpulver. Hauptsachlich wurden Glucon- und Essigsdure produziert.
Allerdings schwanken die Werte, im Gegensatz zu den Laugungsergebnissen, teils erheblich zwischen
den einzelnen Versuchsansatzen und lassen sich nur schwer reproduzieren. Dennoch ware nach den
Ergebnissen zu erwarten, dass vor allem Glucon- und Essigsdure zur Laugung beitragen.
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Abb. 13: Vergleich der relativen molaren Laugungsrate von SE abziiglich dem Laugungseffekt des Mediums nach 2
Wochen in mol%.

K: Kultivierung von Kombucha auf Kombucha-Medium; Uy: Kultivierungsiiberstand einer 2 Wochen alten Kultur;
Y: Zygosaccaromyces lentus auf YPD Medium; B: Komagataeibacter hansenii auf Medium DSMZ 105; 1:
stationare Kultur; 2: Schittelkultur

In weiteren Analysen wurde die Freisetzung der SE genauer analysiert. Es zeigte sich, dass ahnlich wie
bei Y. lipolytica vor allem Y und Eu in allen Versuchsansatzen freigesetzt werden (Abb. 13). Es wurde
also wieder hauptsichlich der Rotfarbstoff Y,O3:Eu®" gelaugt. Um dies zu Uberpriifen, wurden
Laugungsversuche mit reinem Y,0; und LaPO, Pulver mit Kombucha wiederholt. Nach 2 Wochen



Inkubation waren 60,1 % (stationdre Kultur) bzw. 67,9 % (geschiittelte Kultur) des Y,0; gelbst,
wahrend nur 0,01 % des LaPO, gel6st wurden (beide Varianten).

Fir diese Analysen waren eigentlich Analysen der Laugungsriickstéande ideal. Allerdings werden viele
der LP-Partikel in die Cellulose-Matrix des Kombucha-Pilzes eingelagert und sind fiir eine Analytik
nicht zuganglich. Daher konnten nur die Uberstande analysiert werden.

1.4 Diskussion

Die Ergebnisse zeigen, dass es prinzipiell moéglich ist, Seltene Erden aus technischen Produkten
mittels mikrobieller Laugung zu extrahieren. Mit Hilfe von Screening-Versuchen wurden mehrere
Mikroorganismen identifiziert, die fir eine Biolaugung infrage kommen.

Im vorliegenden Projekt stellte es sich heraus, dass insbesondere heterotrophe Mikroorganismen,
die organische Sduren produzieren, fiir derartige Laugungsreaktionen geeignet sind. Dabei gibt es
allerdings bevorzugte Verbindungen. So sind Selten-Erd-Aluminate und —Phosphate wie z. B. LaPO,
weitestgehend inert gegeniiber den Laugungsreaktionen, wahrend Y,0; gelost werden kann. Die
Laugung ist also sehr selektiv und man konnte sich in einer Anwendung ein sequentielles Recycling
vorstellen. Durch die Anwendung von Biolaugung konnte Yttrium selektiv von den anderen
Komponenten getrennt werden.

Die Laugungsraten sind allgemein noch sehr niedrig. Nur bis 15 % des Yttriums konnte aus dem LP
gelost werden. Allerdings zeigen Versuche an reinem Y,0;, dass mit > 60 % prinzipiell wesentlich
hohere Laugungsraten erreicht werden kdnnen. Dies sollte auch fiir die technischen Materialien
moglich sein. Fiir eine Wirtschaftlichkeit sollte eine Laugung von wenigstens 80 %, besser 100 %
erreicht werden kdnnen.

Die Ergebnisse zeigen auch, dass die Anwesenheit von Mikroorganismen fiir die Laugungsreaktionen
nicht zwingend erforderlich ist. Sehr gute Ergebnisse werden auch bei der Verwendung von
Kulturiiberstanden erzielt. Zukiinftige Arbeiten sollten sich daher auf die effiziente und 6konomische
Produktion von Metaboliten als Laugungsreagenzien konzentrieren.

Mit den bisher erzielten Ergebnissen wurden wesentliche Grundlagen fiir die Entwicklung von bio-
basierten Recyclingverfahren fiir Seltene Erden gelegt und damit bereits wesentliche Projektziele
erreicht. Gerade Seltene Erden wurden bislang in biohydrometallurgischen Untersuchungen nur
selten untersucht. In der Literatur finden sich Berichte zur Nutzung von Phosphat-l6senden Bakterien
fiir die Extraktion von SE aus Monazit [15, 16] oder Citronensaure bildenden Pilzen fiir die Extraktion
von SE aus Rotschlamm der Aluminiumproduktion [17]. Bereits in den 80er Jahren wurden Versuche
zur biologischen Laugung von SE aus Zirkon durchgefiihrt [18]. Mit A. ferrooxidans wurden
elementabhangig Laugungsraten zwischen 45 und 92 % erreicht, mit dem gluconsaurebildendem
Acetobacter methanolicus elementabhangige Laugungsraten zwischen 59 und 89 %. In dem
vorliegenden Projekt wurden ahnliche Versuchsansitze fir moderne technische Produkte
angewendet.

Die Projektergebnisse eroffnen Perspektiven fiir die Anwendung von Biolaugungsverfahren auch fir
andere Ressourcen mit Seltenen Erden wie z.B. verschiedene Primarrohstoffe, Reststoffe des
Bergbaus, andere Sekundarrohstoffe. So werden die im Projekt gewonnenen Erkenntnisse gerade
erfolgreich auf andere Biolaugungs-Projekte der Gruppe (libertragen, wie z.B. die Laugung von
Seltenen Erden aus lonenadsorptionstonen (BMBF-Projekt SEM?).



1.5 Offentlichkeitsarbeit

Die Projektergebnisse wurden auf mehreren wissenschaftlichen Konferenzen, Workshops und

Symposien prasentiert:

Mey, S.; Kutschke, S.; Pollmann, K. (2014) Mikrobielle Laugung von Seltenen Erden aus
Leuchtpulver. Aufbereitung und Recycling, 12.-13.11.2014, Freiberg, Deutschland (Vortrag)

Pollmann, K. Geobiotechnologie: ,Griine” Technologie zur Metallgewinnung? Vortrag,
Seminar zum Stipendienprogramm der Deutschen Bundesstiftung Umwelt, 02.09.2014,
Ostritz/Kloster Marienthal, Deutschland

Mey, S.; Kutschke, S.; Pollmann, K. (2014) Microbial leaching of Rare Earth Elements from
fluorescent phosphor. Microbiology and Infection 2014. Gemeinsamer Kongress von DGHM
und VAAM, 05.-08.10.2014, Dresden, Deutschland (Vortrag)

Mey, S.; Kutschke, S.; Mdckel, R.; Pollmann, K. (2014) Microbial leaching of Rare Earth
Elements from fluorescent phosphor. EREAN Summer School on Rare Earth Technology, 18.-
21.08.2014, Leuven, Belgien (Poster)

Konsulke, S.; Hopfe, S.; Tolosana-Delgado, R.; Matos Camacho, S.; van den Boogaart, K. G.
(2015) Method for constructing a mineralogical composition from a measured sample of
single components; The 17th annual conference of the International Association for
Mathematical Geosciences, 05.-13.09.2015, Freiberg, Deutschland (Vortrag)

Pollmann, K.; Raff, J.; Hopfe, S.; Kostudis, S.; Matys, S.; Bertheau, R.; Lehmann, F.; Suhr, M.;
Vogel, M.; Flemming, K.; Schonberger, N.; Kutschke, S. (2016) New “green” biotechnical
concepts for the recovery of metals from primary and secondary resources. Green &
Sustainable Chemistry, 04.-06.04.2016, Berlin, Deutschland (Vortrag)

Hopfe, S.; Kutschke, S.; Mdckel, R.; Pollmann, K. (2015) Screening of different microorganisms
for the biological leaching of rare earth elements from fluorescent phosphor. ICBB 2015
BARCELONA, International Conference on Bioengineering and Biotechnology, 15.07.2015,
Barcelona, Espafia (Vortrag)

Hopfe, S.; Kutschke, S.; Mdckel, R.; Pollmann, K. (2015) Bioleaching of rare earth elements
from fluorescent phosphor with the tea fungus Kombucha. Goldschmidt 2015, 16.-
21.08.2015, Prague, Ceska republika (Vortrag)

Hopfe, S.; Kutschke, S.; Pollmann, K. (2015) Mikrobielle Laugung von Seltenen Erden aus
Leuchtpulver. Aufbereitung und Recycling, 11.-12.11.2015, Freiberg, Deutschland (Poster)

Vorgesehen ist auRerdem das Publizieren dieser Ergebnisse in wissenschaftlichen Fachzeitschriften.

Eine Publikation wurde bereits veroffentlicht und eine weitere eingereicht, die sich gerade im

Begutachtungsprozess befindet. Ein bis zwei weitere Publikationen werden gerade vorbereitet (bis

2017):

Pollmann, K.; Kutschke, S.; Matys, M.; Kostudis, S.; Hopfe, S.; Raff, J. (2016) Novel
Biotechnological Approaches for the Recovery of Metals from Primary and Secondary
Resources. Minerals 6(2016)54 DOI-Link: http://dx.doi.org/doi:10.3390/min6020054

}


http://dx.doi.org/doi:10.3390/min6020054

- Hopfe, S., Flemming, K., Lehmann, F., Mockel, R., Kutschke, S., Pollmann, K. (2016) Leaching
of Rare Earth Elements from fluorescent powder using the tea fungus Kombucha. Eingereicht
bei Appl Microbiol Biotechnol

Der breiten Offentlichkeit wurden die Ergebnisse auf mehreren Veranstaltungen wie ,Tag des
offenen Labores” (2014 und 2016) des HZDR, dem Sommerfest der TUBAF (2014) oder
Lehrerfortbildungen (2013) prasentiert.

Die Arbeiten wurden im Rahmen einer Promotionsarbeit durchgefiihrt, so dass auch die Ausbildung
wissenschaftlichen Nachwuchses gefordert wurde. Die Promotion, und damit auch das Projektthema,
wird im Anschluss an das Projekt weitergefihrt und mit Institutsmitteln bis 2017 zum Abschluss
gebracht.

Weiterfiihrung des Vorhabens, Synergien zu anderen Projekten

Mit den Arbeiten konnten erstmals Erkenntnisse zur biologischen Laugung von Seltenen Erden
gewonnen werden. Die Ergebnisse konnen auch fir andere Projekte am HIF, insbesondere
Bioleaching-Projekte, verwendet werden. So sind sie eine wichtige Grundlage fir das im Jahr 2015
begonnene Projekt SEM?, bei dem Seltene Erden aus lonenadsorptionstdnen biologisch gelaugt
werden. Recycling von Seltenen Erd-Komponenten aus Leuchtpulver ist ebenfalls Thema im EU FP7
Marie-Curie-Projekt ,,MinePep” (2015-2017). Hier werden LaPO,-bindende Peptide entwickelt, die
zur selektiven Abtrennung von LaPO,-Partikeln aus Leuchtpulver eingesetzt werden sollen. Die
analytischen Daten zur Zusammensetzung des Leuchtpulvers sind fiir dieses Projekt eine wichtige
Grundlage.

Im Rahmen des Projektes konnten wichtige Kontakte zu Forschungs- und Firmenpartnern gekniipft
werden, die in zukinftigen Verbundprojekten als Kooperationspartner oder Berater mitwirken
mochten (z.B. Firma Walch-Recycling, Lars Walch GmbH & Co. KG).

Eine direkte technologische Umsetzung und Verwertung der Ergebnisse im Anschluss an das Projekt
kann allerdings nicht erfolgen. Hierfiir sind weitere Forschungsarbeiten, insbesondere eine
Optimierung der Bioleachingrate (derzeit nur 12 %, erforderlich ware > 80%), eine 6konomische
Bewertung und ein Up-Scaling notwendig.

1.6 Fazit

Fir die Laugungsversuche wurde im Projekt das Leuchtpulver aus Energiesparlampen ausgewahlt, da
dieses hohe Konzentrationen an Seltenen Erden enthdlt, bislang nicht recycelt wird und fir die
Versuche gut zugdnglich war. Die Arbeiten umfassten eine detaillierte Analytik des
Ausgangsmaterials und die Durchfihrung von Laugungsversuchen mit verschiedenen
Mikroorganismen und Verfahren.

Das Ziel des Projektes, die Erbringung eines “proof of principle” fir die biologische Laugung von
Seltenen Erden, wurde erreicht. Dabei wurden Laugungsraten von > 12 % und 65 % fir reines Y,0;
erzielt. Des Weiteren wurden Unterschiede zwischen den einzelnen Seltenen-Erd-Komponenten des
Leuchtpulvers nachgewiesen.

Die derzeitig erzielten Raten sind fir die Umsetzung in ein tatsachliches industrielles
Recyclingverfahren noch zu niedrig. Hierfiir sind weitere Untersuchungen, z.B. Einsatz anderer
Stamme, Optimierung von Metabolit-Produktion, sequenzielle Laugung, Optimierung von



Laugungsbedingungen notwendig. Allerdings wurde die Grundlage fiir weitere Forschungen im

Gebiet ,Biolaugung von kritischen Elementen aus nicht-sulfidischen Rohstoffen” bereitet. Ergebnisse

dieses Projektes werden bereits in anderen Projekten (z.B. BMBF-Projekt SEM?) verwendet. Somit ist

eine nachhaltige Nutzung der Forschungsergebnisse gegeben.
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1.8 Anhang

Tabelle Al: Herstellung und Zusammensetzung der verwendeten Medien. Sofern nicht anders angegeben

wurden die Losungen fiir 20min bei 121°C autoklaviert und nach der Sterilisation vereinigt, sodass die

angegebenen Endkonzentrationen erreicht wurden.

Medium Herstellung
Delvasto 2009 | 10 g/l Glucose, 5 g/l MgCl, x 6H,0, 0,25 g/l MgSO, x 7H,0, 0,2 g/l KCl, 0,1 g/
[19] (NH4),S0,4
DSMZ 11 10 g/l Casein-Pepton (tryptisch verdaut), 10 g/l Fleischextrakt, 5 g/l Hefeextrakt,
20 g/l Glucose, 1 g/l Tween 80, 2 g/l KH,PO,, 8,29 g/I Na-Acetat x 3H,0, 2 g/l (NH,4),-
Citrate, 0,2 g/| MgS0, x 7H,0, 0,05 g/| MnSO, x 1H,0
DSMZ 71 3 g/ KH,PQ,, 0,5 g/ MgS0, x 7H,0, 3 g/I (NH,),S0,, 0,25 g/l CaCl, x 2H,0
- pH auf 4,4-4,7 mit H,SO, einstellen
5 g/l Na,S,03 x 5H,0
-> steril filtriern
DSMZ 105 100 g/l Glucose, 10 g/| Hefeextrakt
ohne CaCO;
DSMZ 393 10 g/| Hefeextrakt, 20 g/ Pepton, 20 g/| Glucose
DSMZ 882 132 mg/l (NH),SO, , 53 mg/I MgCl, x 6H,0, 27 mg/I KH,PO,, 147 mg/I CaCl, x 2H,0,
950 ml/| destilliertes Wasser
- pH-Wert auf 1,8 mit 10 N H,SO, einstellen
20 g/l FeSO, x 7H,0
- pH-Wert auf 1,2 mit 10 N H,SO, einstellen
-> bei 112 °C fiir 30 min autoklavieren
62 pg/l MnCl, x 2H,0, 68 ug/l ZnCl,, 64 pg/l CoCl, x 6H,0, 31 ug/l H3BO;, 10 g/l
Na,Mo0,, 67 pg/l CuCl, x 2H,0
950ml Losung 1, 50ml Lésung 2 und 1ml Losung 3 mischen
Forster 2006 1g/1 (NH,),S0,, 1g/I KH,PO,, 0.16 g/l K,HPO, x 3H,0, 0.7g/l MgS0O, x 7H,0, 0.5g/I
[20] NaCl, 0.4g/l Ca(NO5)2 x 4H,0

- steril filtrieren

500 pg/l H3BOs3;, 40 pg/l CuSO, x 5H,0, 40 pg/l KI, 303,084 ug/l MnSO, x 1H,0,
200 pg/l Na,MoO, x 2H,0, 400 pg/l ZnSO, x 7H,0
- steril filtrieren

6000 g/l FeCl; x 6H,0 (geldst in 200 ul Ethanol)
- steril filtrieren

300 pg/l Thiamin-HCI
- steril filtrieren




Medium

Herstellung

60 mg/I Leucine, 20 mg/I Uracil
- steril filtrieren

100 g/l Glucose

Kombucha 10 g/1 Griinen Tee in kochendes Wasser geben, erkalten lassen
140 g/l Haushaltszucker in kochendes Wasser geben, erkalten lassen
- beide Lésungen im Verhéltnis 1:1 mischen (Endkonzentration 5 g/l Griiner Tee,
70 g/l Saccharose)

Mast (mit 2% | 10 g/l Mast, 20 ml/I Glycerin

Glycerin)

Medium E 80 g/l Glycerin, 20 g/l L-Glutaminsdure, 12 g/l Zitronensdure, 7 g/l NH,CI, 0,5 g/I

[21] MgSO, x 7H,0, 0,5 g/l K,HPO,, 0,15 g/l CaCl, x 2H,0, 0,104 g/I MnSO, x 1H,0,
0,04 g/ FeCl; x 6H,0
- pH-Wert auf 7 mit NaOH einstellen

MM [22] 10 g/l Glucose, 0,5 g/| L-Asparagin, 0,5 g/I K,HPO,, 0,2 g/l MgS0, x 7H,0, 0,01 g/I
FeSO, x 7H,0

PAF [23] 10 g/ pankreatischer Verdau von Casein, 10 g/| Proteose-Peptone, 10 g/l Glycerin,
1,5 g/l K,HPO,, 3,07 g/| MgSO, x 7H,0

[24] 20 g/l Glucose

18,344 g/l K,HPO, x 3H,0, 6 g/I KH,PO,, 0,41 g/I MgSO, x 7H,0, 8 g/I (NH,),S0,
- steril filtrieren

2,78 mg/l FeSO, x 7H,0, 1,47 mg/l CaCl, x 2H,0, 1,69 mg/l MnSO, x 1H,0,
1,363 mg/l ZnCl;
- steril filtrieren

[25] without
citrate or
desferoxamin

60 g/l Glucose

3.76 g/l Na,HPO, x 2H,0, 6 g/| KH,PO,, 2 g/ NaCl, 8 g/l (NH,),SO,, 0,4 g/| MgSO, x
7H,0

- steril filtrieren

40 mg/l FeSO, x 7H,0, 3,9 mg/| FeCl;

- steril filtrieren

0,9 mg/l ZnSO, x 7H,0, 0,3 mg/l CuCl, x 2H,0, 3,9 mg/| MnSO, x 1H,0, 0,1 mg/|
(NH;)6Mo0,0,4 x 4H,0

- steril filtrieren
0,3 mg/I Na,B,0; x 10H,0

- steril filtrieren

4 mg/| Biotin, 20 mg/| Thiamin, 2.31 g/l Glycin-Betain x 1H,0
- steril filtrieren
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