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Infoleht

Kidesolev t66 keskendub TU Keskkonnaanaliiiisi laboris vilja todtatud —aktiivmuda
denitrifikatsiooni inhibeerimise testi usaldusviirsuse kontrollimisele. Selles testis moddetakse,
millisel midral mojutab uuritav saasteaine voi reovesi denitrifikatsiooniprotsessi kiirust. See on
vajalik, sest tooOstuspiirkondades juhitakse olmereoveepuhastitesse ka aktiivmudale
potentsiaalselt ohtlikku todstusreovett. Siiani pole aga vilja tootatud kergesti rakendatavat
denitrifikatsiooni inhibeerimise testi. T60s kasutati mudelainena 3,5-diklorofenooli. Tegemist on
tuntud miirkainega, mida kasutatakse ka teistes standardiseeritud inhibitsioonitestides. Testi
usaldusvéirsust kontrolliti arvutades viie paralleclkatse ICsy (kontsentratsioon, mis inhibeerib
50% denitrifikatsiooni Kiirusest), keskvaartus, standardhélve, standardmédramatus ja suhteline
kogutud standardhélve. Lisaks vorreldi denitrifikatsiooni testi tulemuste kokkulangevust
nitrifikatsiooni ja hapnikutarbe inhibeerimise standardtestidega. Tulemuste kokkulangevuse t3ttu

vOib véljatootatud denitrifikatsiooni inhibeerimise testi usaldusvéirseks pidada.
Votmesonad: aktiivmudaprotsess, toksiline reovesi, denitrifikatsioon, inhibeerimine

CERCS kood: T270 keskkonnatehnoloogia, reostuskontroll

Abstact

This paper focuses on controling the reliability of denitrification inhibition test developed in the
laboratory of Environmental Analysis of University of Tartu. The test measures the impactof
toxicant or wastewater on denitrification rate. It is essential because industrial wastewater is
subjected to municipal wastewater treatment plants in industrial regions. Industrial wastewater
may contain potencially toxic substances to activated sludge. However, until now any easily
applicable denitrification inhibition test does not exict. In this study,3, 5-diclorophenol was used
as model chemical. It is a well-known toxic substance that is used in other standrardized
inhibitory tests as well. The reliability of the test was controlled by calculating the average of
ICso (concentration inhibiting 50% of denitrification rate), standard deviation, 95,4 % confidence
interval of the average 1Cso and coefficient of variation.These statistical caracteristics were
compared with the same values reported ISO standards of nitrification inhibition and oxygen
uptake rate inhibition tests. Due to the concurrence of these tests, denitrification test can be

counted reliable.
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Sissejuhatus

Reovesi tekib iga pdev nii meie kodudes, kontorites kui ka erinevates tdostustes. Olenemata
reovee péritolust on vaja see enne loodusesse suunamist puhastada. Pohilised saasteained, mis
tuleb reoveest eemaldada, on orgaanilised iithendid, lammastik ja fosfor. Enamlevinud meetod
reovee puhastamiseks on aktiivmudaprotsess. Aktilvmuda on suspensioon bakteritest, seentest ja
algloomadest. Selle tehnoloogia puhul kasutavad aktiivmudas elavad mikroorganismid reovees
sisalduvaid saasteaineid enda ainevahetuses.

Muutused olmereovee koostises on etteaimatavad, soltudes peamiselt ilmastikust.
Toostusreovees vOib saasteainete sisaldus ootamatult suureneda. See on tingitud sellest, et
toostusliku reovee iseloom sdltub rakendatud tootmistehnoloogiast ja parajasti labiviidavatest
protsessidest. Toostuslik reovesi voib sisaldada ka korget kontsentratsiooni ohtlikke tihendeid.
Saasteainete koguse oluline suurenemine ja ohtlike {ihendite sisaldus reovees voib pérssida
aktitlvmudapuhastis mikroorganismide poolt ldbiviidavaid reoveepuhastusprotsesse. Sellises

olukorras ei drastata reovees olevaid saasteaineid, needjuhitakse heitveega keskkonda.

Viltimaks olukorda, kus reovesi pdhjustab puhastusprotsessi efektiivsuse olulist langust, on vaja
kvantitatiivselt modta reovee moju aktiivmudale. Olemas on standardmetoodikad, et modta
reovee mdju orgaanilise aine drastamise efektiivsusele ja ldammastikudrastuse esimesele etapile —
nitrifikatsioonile. Ei ole aga usaldusvéirset ja kergestirakendatavat standardmetoodikat, et

hinnata reovee mdju lammastikuédrastuse teisele etapile — denitrifikatsioonile.

Bakalaureuset6o eesmargiks on modtareovee moju denitrifikatsioonile.Reovee moju hindamine
denitrifikatsiooniprotsessile on vajalik, et saada teada, kas ja millises koguses vOib uuritavat
reovett suunata aktiivmudapuhastisse. Eesmirgi saavutamiseks teostati laborikatsed viies
paralleelis. Katsetes moddeti denitrifikatsioonikiiruse muutust kolme tunni jooksul erineva
toksikandi  (3,5-diklorofenooli)  kontsentratsiooni  juures. Metoodika usaldusvéirtuse
kontrollimiseks arvutati viie paralleelmdotmise standardhélve, 95,4% usaldusnivoo (k=2) ja

suhteline kogutud standardhilve.



1 Kirjanduse iilevaade

1.1 Reovee omadused
Reovesi on inimtegevuse tagajdrjel tekkinud saastunud vesi. Sdltuvalt reovee paritolust

liigitatakse see olme- ja toostusreoveeks. Olmereovesi tekib igapdeva toimetuste kdigus kodustes
majapidamistes, koolides ja kontorites. Olmereovett on lihtne puhastada, sest see on suhteliselt
iihtlase koostisega, selles ei sisaldu markimisvédrses koguses aktiivmudaprotsessile pérssivaid
ithendeid.Olmereovee eeliseks on ka see, et see sisaldab aktiivmudaprotsessi toimumiseks
vajalikku orgaanilist ainet, fosforit, lammastikku ja mikrotoitaineid. Olmereovee kogus ja
kontsentreeritus sdltuvad pohiliselt ilmastikust. Lumesulaperioodil ning vihmavalingute korral
on reovee kogused suuremad ning vesi lahja. Pouaperioodil on olukord vastupidine, siis on

reovee kogused viikesed, kuid saasteainete kontsentratsioon korge (Cirja jt., 2007; Bitton, 1994).

Toostusreovesi tekib tootmise kidigus, nditeks ravimitdostuses, keemiatdoostuses voi paberi
tootmisel (Bautista jt., 2008). To6stusreovee koostis on ettevotte spetsiifiline ehk s6ltub olulisel
maédral sellest mida ja kui suurtes kogustes ettevote toodab. Kuna toostuslik reovesi ei sisalda
koiki mikroorganismidele vajalikke toitaineid, on selle puhastamisel vaja sageli protsessi

puuduolevaid toitaineid lisada ( niditeks lammastikku voi fosforit) (Hussain jt., 2015).

Toostusreovee muutlik  koostis  ning  selles sisalduvad toksilised ained védhendavad
aktiivmudaprotsessi efektiivsust (Scruggs, Randall, 1998).Aktiivmudaprotsesse parssivatest

tihenditest sisaldab todstusreovesinditeks raskmetalle ja fenoole (Bautista jt., 2008).

Osades piirkondades suunatakse olmereoveepuhastisse lisaks olmereoveele ka toostuslik reovesi.
Niimoodi on see nditeks Jarve Biopuhastis(Jdrve biopuhastus). Monikord on tddstuses
rakendatud eelpuhastust (nditeks defenoleerimine ja rasva eemaldamine), kuid sageli jouab

puhastisse ka eelnevalt to6tlemata reovesi (Chudoba, 1996).

1. 1.1 Reovees sisalduvad saasteained
Pohilise osa reovees sisalduvatest saasteainetest moodustavad orgaaniline aine, fosfor ja

lammastik. Orgaaniline aine esineb reovees siisinikuna ning voib olla kas lahustunud voi tahkel
kujul (Gray,2004). Fosfor on mittemetalliline keemiline element, mida kasutatakse palju véetiste
koosseisus ning mis on inimorganismis asendamatu element. Kuna fosfor on taimede

makrotoitelement, siis voib ta keskkonda sattudes pdhjustada veekogude eutrofeerumist. Seetottu



on fosfor reovees saasteaine.Ldmmastik on mittemetalliline element, mida kasutatakse palju
vietistes. Lisaks orgaanilisele ainele, fosforile ja ldmmastikule sisaldab reovesi ka ohtlikke
ithendeid. Ohtlikud iihendid on raskmetallid ja orgaanilised saasteained (ravimijddgid, fenoolid,
kloororgaanilised iihendid), mille eemaldamine reoveest on raskendatud. Ohtlikud {ihendid
takistavad mikroorganismide elutegevust ja metabolismi, pérssides seeldbi reoveepuhasti

puhastusefektiivsust (Bennett, 1989).

Raskmetallideks nimetatakse metalliliste omadustega elemente, mille tihedus on suurem kui
5000 kg/m*. Enamus raskmetalle on toksilised ja kantserogeensed, olles seetdttu inimestele ja
loodusele ohtlikud. Raskmetallidest sisaldab toostusreovesi koige sagedaminikaadmiumit,
elavhobedat, kroomi ja niklit (Srivastava,Majumder,2008). Lisaks raskmetallidele sisaldab
toostusreovesi ka fenoole. Fenoolid ehk hiidroksiibenseenid on bioloogilistele protsessidele viga
miirgised ning inhibeerivad suurel méiral aktiivmudaprotsessi efektiivsust.Fenoolid mojutavad

inimeste tervist nii lithi- kui ka pikajalise kokkupuute korral (Novozymes).

1. 2 Aktiivmudapuhastus
Aktiivmuda on helbeline biomass, mis koosneb seentest, algloomadest, heljumist ja

kolloidosakestest. Aktiivmuda kasutamine pohinebki just temas sisalduvate mikroorganismide

rakendamisel.

Aktiivmudaprotsess on tdnapdeval enimkasutatav bioloogiline reoveepuhastuse tehnoloogia,
mida kasutatakse nii olmereovee kui ka todstusliku reovee puhastamiseks. Aktiitvmudapuhastuse
laialdane kasutus pohineb tema paindlikkusel ehk vdimalusel tema opereerimisparameetreid
muuta. Aktiivmudatehnoloogia puhul kasutavad aktiivmudas elavad mikroorganismid enda

elutegevuseks reovees sisalduvaid saasteaineid, millest nad toodavad uut biomassi (Gray, 2004).

Aktiivmudapuhatus toimub mitmes etapis. Klassikaliselt on reoveepuhastis eristatud anaeroobne,
anoksliline ja aeroobne keskkond (joonis 1). Esimesena jGuab reovesi bioloogilise fosforidrastuse
ehk bioP mahutisse. Selles mahutis saab alguse tShustatud fosforidrastuse protsess. See on
rangelt anaeroobne mahuti, kus on suur kergestilaguneva orgaanilise aine sisaldus.BioP mahutis
tarbivad fosforit akumuleerivad mikroorganismid reovees sisalduvat kergestilagunevat

orgaanikat ning lagundavad rakkudes olevaid poliifosfaatseid ahelad ortofosfaatideks.



Ortofosfaadid ldhevad lahuse faasi. BioP protsessi anaeroobses etapis suureneb lahuses

ortofosfaatide ning viaheneb orgaanilise aine sisaldus (Sathasivan,2003).

Teine etapp on anoksliline, kus toimub lammastikuérastuse teine etapp ehk denitrifikatsioon.
Selles mahutis puudub molekulaarne hapnik, kuid sinna pumbatakse aeroobsest mahutist osa
aktiilvmudasuspensioonist, mis sisaldab nitraati (NO3-N). Kui nitraati on liiga vihe, siis on

denitrifikatsiooniprotsess hairitud (Lin jt., 2009).

Kolmas etapp on aeroobne. Olmereoveepuhastis toimub siisteemi aereerimine mehhaaniliselt.
Hapnikuga varustatus tagatakse surve all oleva dhu juhtimisel aeratsioonimahutisse. Ohumullid
tekitavad turbulentsi, mille tottu suurendab hapniku tilekanne. Lisaks bakterite piisava hapnikuga

varustamisele on aereerimine oluline ka aktiivmudasuspensiooni segamiseks (Gray, 2004).

Aeratsioonimahutis toimub kolm protsessi: fosfori drastuse teine etapp, nitrifikatsioon ja
orgaanilise aine aeroobne oksilideerimine. Fosforidrastuse teises etapis seovad mikroorganismid
hapnikurikkas keskkonnas reoveest ortofosfaadid ning talletavad need enda rakumassis

poliifosfaatidena( Sathasivan,Majumder, 2003).

Fosforit saab drastada ka keemiliselt, selleks lisatakse reoveele kas soola vai lupja ning tekib
sade (Srivastava, Majumder, 2008). Keemiliseks sadestamiseks kasutatakse erinevaid
soolasid(Fe(SO4)s; FeCls; Aly(SO4)s; MgSO,), mis reageerivad fosforiga ning moodustavad
mittelahustuva sademe (FePQOy; AIPO,4; MgNH4PO,) (Lenntech).

Aktiivmudapuhastuses talletatakse 60% orgaanilisest ainest rakumassi ning 40% oksiideeritakse

sisihappegaasiks ja veeks (valem 1).
orgaaniline aine + O, — CO; + H,0 1)

Orgaanilise aine dratusefektiivsust moddetakse peamiselt kolme néitaja jérgi. Nendeks on KHT,
BHT ja TOC. KHT ehk keemiline hapnikutarve néitab, kui palju hapnikku kulub 1 liitris vees
oleva orgaanilise aine drastamiseks. BHT ehk bioloogiline hapnikutarve niitab, kui palju
hapnikku kulub 1 liitris vees oleva orgaanilise aine bioloogiliseks oksiideerimiseks
mikroorganismide poolt. BHT jaotatakse inkubeerimisperioodi kestvuse alusel BHTs ja BHT;-
ks. BHT5 niitab viie pdeva bioloogilist hapnikutarvet ja BHT7 seitsme pdeva hapnikutarvet. TOC

nditab kogu orgaanilise siisinikusisaldust (Sawyer jt., 2003).
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Peale aereerimist suunatakse reovee ja aktiivmuda segu jarelsetitisse. Setitis eraldatakse heitvesi
ja muda teineteisest gravitatsiooniliselt ehk muda setitatakse ja puhastatud reovesi suunatakse
suublasse. Osa settinud mudast suunatakse bioP mahutisse. Seda osa mudast, mida bioP
mahutisse ei juhita nimetatakse liigmudaks. Liigmuda eemaldatakse siisteemist ning suunatakse
reoveesette kéitlemisele. Olenevalt reoveepuhasti suurusest kasutatakse erinevaid settekditluse

lahendusi (joonis 1) (Henze jt., 1995).

BioP! etapp Denitrifikatsioon Orgaanili\;'\\\(\e\g\i\rzl\é\\(:\)\i(\;[}aée rumine
Sissevool , "-,J‘firelse?}*g' Viljavool |
. Anaeroobne Anoksiline Aeroobne | %
Nitraadiringlus B
Liigmuda

Tagastusmuda

Joonis 1. Aktiivmudapuhastus

Aktiivmudaprotsessi  opereerimiseks  kasutatakse  erinevaid  parameetreid.  Pohilised
aktilvmudapuhastusega seotud opereerimisparameetrid on MLSS (mixed ligour suspended
solids), mudakoormus (F/M suhe), hiidrauliline viibeaeg (HRT-hydraulic retention time), muda
vanus (SRT- sludge retention time), muda settivuse indeks (SVI-sludge volume index) ja C:N:P
suhe. MLSS ehk aktiivmuda suspensiooni kontsentratsioon on suspendeeritud orgaanilise (k. a
mikroorganismid) ja mineraalse aine koguhulk (Bitton, 1994). MLSS on seotud tekkiva
jadkmuda hulgaga; mida suurem on MLSS seda viahem tekib muda (Gray, 2004). Mudakoormus
véljendab toitainete hulka mikroorganismide kohta ehk nditab orgaanilise aine koormust
aktiivmudapuhastile. Madala mudakoormuse korral on toitaineid vdhe, kuid mikroorganisme
palju (Waterfacts). HRT on aeg, mille sissevoolanud vesi keskmiselt puhastusprotsessis veedab.
HRT viértus on oluline orgaanilise aine drastamiseks ning nitrifikatsiooniks. SRT on mudahelbe
viibeaeg bioloogilises to6tluses (Bitton, 1994). Madal SRT viitab muda kiirele mikroorganismide
kasvule ja korge SRT aeglasele kasvule (Gray, 2004). Lammastikudrastuse efektiivseks

toimimiseks rakendatakse muda vanust vihemalt 15 pdeva. SVI néitab tihe grammi muda mahtu



milliliitrites peale 30-minutilist setitamist. Hea settivusega muda puhul on muda settivuse indeksi
véartus alla 100 (Envirolabs). C:N:P suhe nditab, kui palju on teineteise suhtes siisinikku,
lammastikku ja fosforit. Optimaalne C: N: P suhe on 100: 5: 1 (Gray, 2004). Juhul kui

lammastiku ja fosfori sisaldused on viga madalad, on vaja neid puhastusprotsessi juurde lisada.

1. 2. 1 Nitrifikatsioon
Nitrifikatsioon on kaheetapiline protsess, mille kiigus oksiideeritakse ammoonium (NHy")

nitritiks (NO;") ja nitraadiks (NOgz’). Nitrifikatsioon toimub aeroobsetes tingimustes. Optimaalne
pH vahemik on 8,0-9,0 (Henze jt.,, 1995). Nitritiks oksiideerumise reaktsiooni
nimetataksenitritatsiooniks (valem 2) ja nitraadiks oksiideerimist nitratatsiooniks (valem 3)
(Nitrification). Molemaid protsesse viivad 1dbi kemolitoautotroofsed bakterid. Energia saadakse
ammoniaagi ja nitriti okslideerimisest, siisinikuallikas on siisihappegaas (CO;) ning
elektronakseptor on hapnik. Nitritatsiooni viivad ldbi ammooniumi okstideerivad bakterid (AOB)
— Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrospira, Nitrosovibrio ja Nitrosolobus. Selle protsessi kaigus
langeb pH (Henze jt., 1995). Nitratatsiooni viivad 14dbi nitritit oksiideerivad bakterid (NOB)—

Nitrobakterid, Nitrospina, Nitrococcus ja Nitrocystis(Nitrification).
2NH;" + 30, — 2NO; + 4H" + 2H,0 2
2NO; + 0,— 2NO3 @)

Ammooniumi ja nitriti oksiideerimise madala energiasaagise tottu kasvavad nitrifitseerivad
bakterid aeglaselt. Nitrifitseerijate aeglane kasvukiirus muudab nitrifikatsiooniprotsessi
tundlikuks. Nitrifikatsiooniprotsessi tundlikkus on ka peamine nitrifikatsiooniga seotud probleem

reoveepuhastites (Henze jt., 1995).

Nitrifikatsiooni mojutavad mitmed tegurid: substraadi kontsentratioon, temperatuur, lahustunud
hapniku kontsentratsioon, pH ja toksilised lisandid reovees. Nitrifikatsiooni toimumiseks peab
lahustunud  hapniku  kontsentratsioon olema vdhemalt 0,2-0,5 mg/l. Optimaalne
temperatuurivahemik on 10°-22°C. Nitrifikatsiooni kiirus langeb, kui temperatuur tduseb {ile
35°C vo1 langeb alla 10°C. Nitrifikatsiooni inhibeerivad raskmetallid, véadvlitihendid,

aniliiniiihendid, fenoolid ja tsiianiid. Eriti tundlik on just nitritatsioon (Henze jt., 1995).
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1. 2. 2 Denitrifikatsioon
Denitrifikatsioon on bioloogiline nitraadi redutseerimise protsess, mille 13ppsaaduseks on

gaasiline ldmmastik (valem 4). Selles protsessis on molekulaarse hapniku asemel
elektoriakseptoriks nitraat. SeetSttu toimub denitrifikatsioon molekulaarse hapnikuta ehk
anoksilises keskkonnas (Lin jt., 2009).

4NOjg + 5 {CH;0} + 4H" — 2N; + 5CO; + 7H,0 (4)

Denitrifikatsiooni protsessis osaleb palju erinevaid baktereid, kes suudavad elektronakseptorina
kasutada hapniku asemel nitraati (Knowles, 1982). Denitrifitseerivad bakterid on biokeemiliselt
ja taksonoomiliselt mitmekesine bakterite rithm. Enamus on heterotroofid, kuid leidub ka
organotroofe, litotroofe, fototroofe (Knowles 1982; Lin jt., 2009). Denitrifitseerivad bakterid on
levinud enamikes looduslikes keskkondades, k.a reovees ja aktiivmudas. Koik denitrifitseerijad
on voimelised ka aeroobselt hingama ning efektiivselt oksiideerima orgaanilist ainet. Kuna
aeroobsest hingamisest saab rohkem energiat, siis hapniku olemasolul pole denitrifikatsioon
energeetiliselt maistlik (Chen, Strous, 2013). Nende omaduste tSttu pole denitrifitseerijatele vaja
luua erilist kasvukeskkonda (Lin jt. 2009).

Denitrifikatsioon toimub neljas etapis (valem 5):

1. Nitraadi redutseerimine nitritiks. Seda reaktsiooni 1dbi viivat ensiiiimi nimetatakse
nitraadi reduktaasiks;

2. Nitriti redutseerimine lammastikoksiidiks, mida viib 14bi enstitim nitriti redukaas;

3. Lammastikoksiidi redutseerimine dildmmastikoksiidiks, mida viib ldbi ensiilim
lammastikoksiidi reduktaas;

4. Dilammastikoksiidi redutseerimine gaasiliseks lammastikuks, mida viib lébi

dilammastikoksiidi reduktaas.

2NOj3" (nitraadi reduktaas) — 2NO; (nitriti reduktaas) — 2NO (lammastikoksiidi reduktaas) —
—N>0 (dilammastikoksiidi reduktaas) — N>

(5)

Organismid, kes sisaldavad vdhemalt kahte vOi kolme neist ensiiiimidest ja toodavad

dilimmastikoksiidi ~ v0i  gaasilist ~ lammastikku ~ nimetatakse  denitrifitseerijateks.
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Denitrifikatsioonil ja aeroobsel hingamisel on sama respiratsioonimehhanism. Sellest ka
denitrifitseerivate bakterite voime acroobselt hingata. Bakteri koosluste tekkimiseks kulub paevi
kuni nidalaid. Sama saab Oelda ka ensiiimide eluea kohta. Seetdttu voib denitrifitseerivatel
organismidel olla vdimatu enda hingamisrada igakord uuesti iiles ehitada, kui lahustunud

hapniku kontsentratsioon keskkonnas suureneb/vaheneb(Chen, Strous, 2013).

Lin jt.alusel peavad denitrifitseerivad bakterid vastama jargmisele nduetele: a) vahemalt 80%
redutseeritud  nitraadist vOi  nitritist muudetakse  gaasiliseks  ldmmastikuks  voi
lammastikoksiidiks, b) denitrifitseerijate suurem kasvukiirus tagab nitraadi redutseerimise
nitritiks voi ldmmastikoksiidiks See on peamine punkt, et organism denitrifitseerijaks liigitada,
c) nitraadi kontsentratsioon peab vdhenema ehk olema peamine metabolismi osa, d)
mikroorganismi rakkudes peab olema tuvastatav tsiitokroom cd voi dissimilatoorne nitriti

reduktaas. Tegemist ei tohi olla kdrvalreaktsiooniga (Lin jt., 2009).
Denitrifikatsiooni méjutavad faktorid

Denitrifikatsiooni mdjutavad lahustunud hapniku Kkontsentratsioon, orgaanilise aine

kéttesaadavus, nitraadi kontsentratsioon, pH véartus ja inhibiitorite olemasolu keskkonnas.

Hapnik pérsib lammastikoksiidi reduktaasi. Hapnik ei takista mitte ainult denitrifitseerivate
ensiiimide aktiivsust, vaid ka nende siinteesi. Isegi kui hapnik siisteemis &ra tarbitakse, on

reduktaas inhibeeritud veel 40 minutit kuni 3 tundi (McKenney jt., 1999).

Dentitrifikatsiooni toimumiseks on vaja orgaanilist siisinikku, sest see varustab mikroorganisme
vajaliku energiaga, olles reaktsioonis elektrondoonor. Orgaanilise aine puudumine voi selle
viahene hulk inhibeerib denitrifikatsiooni. Selleks et oleks piisavalt orgaanilist ainet, toimub
reoveepuhastis denitrifikatsioon enne orgaaniliste ainete eemaldamist (anoksiline keskkond on
enne aeroobset) ning substraadi (ehk nitraadi) olemasolu tagatakse nitraadiringlusega aeroobsest
etapist anoksilisse ( Mihelcic, Luthy, 1988).

Denitrifikatsiooniks sobilik pH vahemik on 7,0—- 8,0. Madal pH inhibeerib esmalt
dilammastikoksiidi reduktaas ning edasise langusega ka teised ensiiimid, pOhjustades seega

denitrifikatsiooni efektiivsuse languse. Kui k&ik muud tingimused denitrifikatsiooniks on
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tagatud, aga pH on liiga madal, siis denitrifikatsiooni ei toimu (Knowles, 1982). Korge pH

vadrtus pohjustab nitriti akumulatsiooni (Glass, Silverstein, 1998).

Denitrifikatsiooni reduktaasid on inhibiitorite suhtes tundlikud. Vaivel inhibeerib

dilimmastikoksiidi reduktaasi ning seda seostatakse N,O kuhjumisega vadvlirikastes meresetetes
(Knowles, 1982).

1. 3 Okotoksikoloogilised testid
On olemas mitmeid metoodikaid, millega hinnata reo- voi heitvee mdju keskkonnale.Sageli

kasutatakse selleks erinevaid indikaatororganisme, kellest levinuimad on Daphnia magna ja
Pseudomonas putida.

Daphnia magna on viike planktiline koorikloom, kes elab puhta veega keskkondades. Seda liiki
on hea okotoksikoloogilistes testide kasutada, sest ta paistab l&bi ning tema sisemust saab
mikroskoobi abil ndha (Animal Diversity Web).Daphnia magnaga tehakse kahte erinevat testi.
Number 202 on akuutse immobilisatsioon test, kus indikaatororganismidele lisatakse
kasvukeskkonda erinevas kontsentratsioonis uuritavad reovett voi spetsiifilist saasteainet.
Maéiratakse kontsentratsioon, mille puhul 50% indikaatororganismidest hukkuvad (ICsp).
Numbriga 211 tdhistatakse kroonilise toksilisuse testi, mille 10pus loendatakse, kui palju jirglasi
tekib lihe organismi kohta. Nii saab méédrata madalaima saasteainete kontsentratsiooni, mis

pohjustab negatiivse efekti (OECD guideline).

Pseudomonas putida on pinnases ja veekogudes levinud bakter, kellega tehakse
kasvuinhibitsiooni testi. Tegemist on heterotroofse mikroorganismiga, kes elab puhtas vees. 1SO
nimekirjas kannab see test numbrit 10712. Seda saab kasutada pinnase-, pdhja- ja reovee
uuringutes (ISO 10712:1995).

Olemas on ka mitmed standardmetoodikad, et hinnata reovee mdju aktiivmudaprotsessidele.
Neist enimkasutatud on Zahn-Wellensi biolagundatavuse test, hapnikutarbe inhibeerimise test ja

nitrifikatsiooni inhibeerimise test.

Zahn-Wellensi metoodikat kasutatakse, et hinnata reovees sisalduva orgaanilise aine
biolagundatavust aktiivmudaprotsessis (ISO 9888).Testis lisatakse proovindusse aktiivmuda ja

uuritav reovesi ning aereeritakse pidevalt 28 pdeva jooksul.Testi alguses, vahepeal ja
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16pusmoddetakse orgaanilise aine sisaldust. Orgaanilise aine kontsentratsioon méiratakse kas
lahustunud orgaanilise siisiniku (DOC- dissolved organic carbon) voi keemilise hapnikutarbe
jargi (KHT). Selle testiga hinnatakse, millisel mdiral on voimalik aktilvmudaprotsessiga reoveest
drastada orgaanilist ainet (ISO 9888:1999).

Nitrifikatsiooni inhibeerimise testiga (ISO 9509) moddetakse reovee voi uuritava saasteaine
mdju  aktiivmuda  nitrifikatsioonikiirusele.  Katses lisatakse  aktiivmudale erinevas
kontsentratsioonis uuritavat reovett voi saasteainet ning Moddetakse ammooniumi nitraadiks
okstideerimise kiiruseid kolme tunni jooksul. Katsetulemustest on vdimalik anda hinnang, kas

uuritav reovesi majutab nitrifikatsiooniprotsesside efektiivsust voi mitte (ISO 9509:2006).

Hapnikutarbe inhibeerimise test (ISO 8192) on meetod, millega mdddetakse reovee voi uuritava
saasteaine mdju aktiivmudas elavate mikroorganismide hapnikutarbele. Testiga saab hinnata,
millisel médral m&jutab uuritav reovesi voi saasteaine aktiivmudapuhastis aeroobseid protsesse,

eriti orgaanilise aine eemaldamist (ISO 8192:2007).

Reovee vOi uuritava saasteaine mdju denitrifikatsioonilesaab maéérata atsetiileenmeetodiga.
Atsetiileen inhibeerib  denitrifikatsiooni  viimase reduktaasi ehk dilammastikoksiidi
reduktaasining protsessi 10pp-produkt on N,O.Mdddetakse N,O teket protsessis kuue tunni
viltel.Metoodika puuduseks on see, et vajalik on gaaskromatograafi olemasolu, mistottu ei ole
see alati kergesti rakendatav. Gaaskromatograaf on kallis seade, mis ei ole kittesaadav igale
laborile. Lisaks on reoveepuhastitele oluline just véljavoolu jddva nitraadi kontsentratsioon,
mistottu on selle véirtuse jargi inhibitsiooni véljendamine monikord rohkem pdhjendatud

(Daum, Schenk, 1997;Milenkovski, 2010).

1. 4 Metoodika usaldusviirsuse kontrollimine
Metoodika  usaldusvidarsuse  kontrollimiseks  kasutatakse = metoodika  valideerimist.

Metoodikavalideerimine on protsess,mille eesmérk on vilja selgitada, kas metoodika vastab
eesmirgile, s.t kas ta kolbab analiilisiks,milleks teda soovitatakse kasutada. Metoodika
kolblikkuse kriteerium on vastavus konkreetse analiiiisi jaoks esitatud nduetele. Noudeid vdivad
esitada néiteks labori klient voi seadusandlik akt, millele vastavust analiiidiga kontrollitakse.
Sageli on nduded ka korduvusele ja korratavusele ning enamasti defineeritakse nduetega ka

rakendusala ( analiiiit, maatriks, sisalduse piirid). Valideerimise kédigus méératakse metoodika
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karakteristikud ja piirangud ning selgitatakse millised mojurid ja millisel méédral voivad neid
muuta.Valideerimine voOimaldab demonstreerida, kas metoodikaga saadud tulemused on
usaldusvédrsed ja kas metoodika on sobiv antud analiiiisiks. Valideerimise andmetele tuginedes
saab metoodikat parendada: leida voimalikud veaallikad ja need elimineerida. Valideerimiseks
kasutatakse mitmeid vahendeid. Valideerimise kidigus méadratakse vastavalt esitatavatele nduetel
erinevad parameetrid: selektiivsus, rakendusala, avastamis- ja madramispiir, lineaarne ala ja
metoodika toesus. Iga testi puhul ei méddrata ilmtingimata koiki parameetreid (Leito, Viitak,

2007).

Uks enimkasutatud meetod médramatuse hindamiseks on Nordtest. Nordtesti laialdane
kasutamine pohineb tema lihtsusel. Lihtsus seisneb selles, et méidramatuse hindamisel saab
kasutada igapdevase kvaliteedikontrolli tulemusena saadud andmeid, eeskatt kontrollkaarte ja
vordlusmodtmiste tulemusi. Kontrollkaardi enk X-kaardi puhul vaadeldakse mdddetud analiiiisi
sisalduse kokkulangevust ning selle koostamisel eeldatakse, et 99% punktidest jadb vahemikku +
3 standardhélvet ehk kontrolltsooni. Tulemused mis jddvad vahemikku + 1 standardhdlvet ehk
kesktsooni on usaldusvédirseimad. + 2 standardhélbe piiridesse e hdiretsooni langevad tulemused
ei ole enam nii usaldusvéarsed, tuleb leida viga ning see likvideerida.Kontrolltsooni langevad
tulemused on ebausaldusviarsed ning proov tuleb uuesti votta. Viga tuleb otsida ka siis, kui mitu
punkti jérjest langevad hiire- v3i kontrolltsooni. See nditab, et midagi on valesti, eriti
tahelepanelik tuleb olla, kui tulemused hakkavad kasvavalt kuhugi poole triivima (Leito, Viitak,
2007; NT Technical Report).

Nordtest meetodi méadramatuse allikad on jaotatud juhuslikeks ning stistemaatilisteks. Juhuslikke
vigade tottu ei saada samas laboris erinevatel pdevadel tdielikult kokkulangevaid tulemusi.
Stistemaatilise hélbe tottu saadakse referentsvairtusest siistemaatiliselt madalamad voi korgemad
védartused. Samuti v3ib olla, et tulemused saadakse kord madalamad, kord korgemad (ehk

tulemused ei halbi kindlas suunas).

Nordtesti midramatuse hindamine koosneb mitmetest etappidest. Nordtesti rakendaval
laboriltekivad andmed méairamatuse hindamiseks automaatselt igapdevase t60 kdigus ja lisaks
pole vaja uuringuid teha. Teiseks ecliseks on méadramatuse allikate (nt proovi ettevalmistamisest

tulenev méadramatus) automaatne arvesse vOtmine kui kasutatavad andmed holmavad koiki
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analiiiisi etappe. Sel juhul on médramatuse hinnangud véga realistlikud (Leito, Viitak, 2007; NT

Technical Report).
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2 Eksperimentaalne osa

2. 1 Katse kirjeldus
Katseid teostati ajavahemikus 26.11.2015- 24.02.2016 Tartu Ulikooli Keskkonnatehnoloogia ja

Keskkonnaanaliiiisi laborites. Katsete tegemiseks kasutati olmereoveepuhasti aktiivmuda, mis ei
olnud enne katse algust laboris seisnud kauem kui kaks paeva. Tulemuste to6tlemiseks kasutati
programmi MS Excel. Arvutati juhuslikku viga iseloomustavad parameetrid, mis sisalduvad
Nordtesti meetodis. Siistemaatilist viga arvutustesse ei kaasatud, sest puudub mudelaine, mille

inhibeeriv moju denitrifikatsioonile oleks tépselt teada.
1. Toitelahuse ettevalmistamine:

— Aktilvmuda pestil-liitrilises mootsilindris  kraaniveega 1dbi,  vajadusel
kontsentreeriti voi lahjendati aktiivmudasuspensiooni, milleruumala silindris oli
peale pesemist 300-400 ml.

— Samasse silindrisse lisati:

e Fosfaatpuhver — 1 ml

e MgSO,* 7TH,0 — 1ml

e CaCl* 7H,0 — 1ml

e FeCl*6H,0 —1mi

e Aluselised mikroelemendid — 2ml
e Happelised mikroelemendid — 2 ml
e NaHCO3(5,04 g/500ml) — 50ml

— Mootsilinder tdideti kraaniveega 500 ml-ni.

— Toitelahuse kohastumine anoksilistele tingimustele (0,1-0,2 mgOy/I).

— deaereeriti muda gaasilise ldmmastikuga 20-30 minutit, misjirel suleti
analiilisipudel 6hukindlalt.

— Adaptatsiooniperioodi kestis 1-2 tundi.
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2. Katsepudelite ettevalmistamine

Katseseeriate ldbiviimiseks kasutati seitset 250 ml proovipudelit, millest igaiiks sisaldas nitraati,
naatriumatsetaati (CH;COONa), erinevas kontsentratsioonis mudelainet (3, 5- diklorofenooli),
destilleeritud vett ning toitelahust (tabel 1). Proovipudelitesse juhiti katse alguses ja peale igat
proovivottu ldmmastikku, et tagada anoksiline keskkond. Proovid vdeti alghetkel, 1. tunnil ja
3.tunnil ning méérati nitraatlimmastiku kontsentratsioon.Lisaks médrati katse MLSS ning pH

katse alguses ja 1opus. Katsete keskmine MLSS oli 1,74 g/l.

Tabel 1- Proovipudelitesse lisatud lahused ja nende hulgad

Inhibiitori Na- _ ) )
Reovee ) NO3-N Dest. vesi | Toksikant | Toitelahus
kontsentratsioon atsetaat
osakaal lahus (ml) (ml) (ml) (ml)
(mg/L) (ml)
0% 0 15 25 160 0 50
0,25% 2,5 15 25 ~159 0,625 50
0,5% 3 15 25 ~159 1,25 50
0,75% 5 15 25 ~158 1,875 50
1% 10 15 25 157,5 2,5 50
3% 30 15 25 152,5 7,5 50
5% 50 15 25 1475 12,5 50
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2 .2 Metoodika
Katse kdigus madrati denitrifikatsiooni inhibitsioonikiiruse soltuvus erinevast 3,5-diklorofenooli

kontsentratsioonist proovides.

Tabel 2- Kasutatud meetodite loetelu, vastavad standardid ja kasutatud aparatuur

Parameeter Meetod Kasutatud aparatuur

NO3z-N* loonkromatograafiline loonkromatograaf: Metrohm
madramine 930 Compact IC Flex; kolonn:

METROSEP A Supp
5100/0,4;

NO3-N SFS 5752 — kolorimeetriline Spektrofotomeeter: Hach
madramine Lange DR 2800
naatriumsalitsiilaadi ja
vidvelhappega

pH Potentsiomeetriline pH meeter: Hach Sension 1
médramine

MLSS Gravimeetriline madramine Kaal: Scaltech SBC 31;

kuivatuskapp: SNOL 67/350,
Leedu

*Uhe paralleelkatse puhul méirati nitraadi sisaldus ioonkromatograafiga.
Kasutatud arvutusvalemid:

Denitrifikatsiooni Kiirus

- (c0—c¢) x At
- MLSS

V — denitrifikatsiooni kiirus (mg NO3-N/gMLSSx*h)
Co— NOs-N konsentratsioon alghetkel (mg/l)

¢ — NOs-N konsentratsioon uuritaval ajahetkel (mg/l)
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At — katse kestus (h)
MLSS — muda kuivaine sisaldus (g/l)

Inhibeerimine

Uy

v
[ = * 100%

Vo
| — denitrifikatsiooni inhibeerimine (%)
Vo— denitrifikatsiooni kiirus nullproovil (mg NO3-N/gMLSS*h)

Vy— denitrifikatsiooni kiirus uuritaval toksikandi kontsentratsioonil (mg NO3-N/gMLSS*h)

MLSS

m * 1000
MLSS = ———

MLSS- muda kuivaine sisaldus(g/l)
m- kuivatatud muda kaalutis (g)

V- voetud proovi ruumala (ml)

Absoluutne standardhilve

n—1

s(y) _ \/Z?_1(yi—ykeskmine)2

s(y) — absoluutne standardhélve (mg/l)

yi— I-nda mdotmise tulemus (mg/l)
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Ykeskmine—mOOtmisttulemuste aritmeetiline keskmine (mg/l)

N— mootmiste arv

Standardméiiramatus katteteguriga kaks (e laiendmidramatus)

Uy) =2*s(y)
U(y)- standardmééramatus katteteguriga 2 (mg/1)
s(y)- absoluutne standardhélve (mg/l)

Suhteline kogutud standardhélve

j o2 )2, (1)
u= keskmine

(n-1)

u— suhteline kogutud standardhélve (%)
s(y) — absoluutne standardhélve (mg/l)
Ykeskmine — MOOtmisttulemuste aritmeetiline keskmine (mg/l)

n — paralleelkatsete arv
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3 Tulemused

Denitrifikatsiooni inhibeerimise maéar arvutatakse vastavalt sellele, kui palju vdheneb
denitrifikatsiooni kiirus kindla kontsentratsiooni uuritava aine korral. Joonisel 1 on toodud viie
paralleelkatse nullproovide denitrifikatsiooni kiirused, mis on arvutatud alghetkest katse 16puni
(0-3h) ja esimesest tunnist katse 16puni (1-3h). Nullproovid on proovid, kuhu ei lisatud 3,5-

diklorofenooli ehk denitrifikatsiooni kiirust ei mojutatud.

Alghetkest kuni 3. tunnini mdddetud denitrifikatsiooni kiirused on samavéirsed voi natukene
madalamad (v.a 2. katseseeria puhul), keskmine denitrifikatsiooni kiirus oli 2,1 mg NOs-
N/gMLSSxh. 1.-3. tunnil toimus denitrifikatsioon natukene kiiremini, keskmine kiirus oli 2,3
NO3-N/gMLSSxh. Nullproovide denitrifikatsiooni kiirused on 1.-3.tunnil on suuremad
toendoliselt seetottu, et esimesel tunnil mikroorganismid veel kohastuvad. Kohastumisperioodi
kasutatakse ka nitrifikatsiooni inhibeerimise testi tulemuste esitamisel (ISO 9509). Sellest
tulenevalt on bakalaureusetods inhibeerimise vadrtused arvutatud 1. —3. tunnini. Joonisel 1 on ka
néha, et nullproovide denitrifikatsiooni kiirused erinesid ligikaudu 2 korda. Nullproovi viga

madala efektiivsuse korral vdoime inhibeerivat toimet iile hinnata.

= 40
*

4

s 3,5
2

= 3,0 -
[32]
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§ 2,0
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' 1,5 T
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@ 1,0 -
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’g 0,5 -
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o 0,0

1 2 3 4 5

Katseseeria number 0-3h m1-3h

Joonis 1. Viie paralleelkatsedenitrifikatsioooni kiirused alghetkest katse 1opuni (0-3h) ja

esimesest tunnist katse 1opuni (1-3h)
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Uuritava saasteaine moju reoveepuhastusprotsessi  efektiivsusele viljendatakse sageli
inhibitsioonikdveraga. Joonisel 2 on toodud denitrifikatsiooni inhibeerimise kdver 3,5-
diklorofenooli kontsentratsioonidel kuni 50 mg/l. Inhibiitori kontsentratsioonil 2,5 mg/l on
saadud suured veapiirid. Keskmine 3,5-diklorofenooli kontsentratsioon, mis inhibeeris 50%
denitrifikatsioonikiirusest (ICsp) oli 5,8 mg/l. Olulist muutust denitrifikatsiooni kiiruses on

mérgata kuni 10 mg/l, millest alates protsessi kiiruse vahenemine aeglustus oluliselt.

100

80

60

1Cs A
40 ;—'

20

Inhibeerimine (%)

-20
0 580 1o 20 30 40 50

Inhibiitori kontsentratsioon, mg/l

Joonis 2. Inhibitsiooni véirtused erinevatel 3,5-diklorofenooli kontsentratsioonidel

Teostatud denitrifikatsiooni  inhibeerimise testi  tulemuste kokkulangevust  vorreldi
nitrifikatsiooni inhibeerimise testi (ISO 9509) ja hapnikutarbe inhibeerimise testi (ISO 8192)
standardites olevate vastavate véadrtustega (tabel 3). Tulemusi saab omavahel vorrelda, sest

koigis kolmes inhibeerimise testis on kasutatud mudelainena 3,5- diklorofenooli.

Esimene parameeter mille alusel kolme inhibeerimise testi vorreldi, on keskmine 3,5-
diklorofenooli kontsentratsioon, mis inhibeeris 50% denitrifikatsioonikiirusest (1Csp). Keskmise
ICsovadrtuste leidmisel eeldati Kirjandusele tuginedes, et kdige tundlikum on saasteaine
sisaldusele nitrifikatsioon ning denitrifikatsiooniprotsessi pérsib miirkaine sisaldus reovees
vidhem (Liu, jt., 2013). Tabelis 3 on aga ndha, et denitrifikatsiooni ja nitrifikatsiooni

inhibeerimise testides on ICsovadrtused vdga sarnased. Denitrifikatsiooni testis oli keskmine
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véaartus 5,8 mg/l ja nitrifikatsiooni inhibeerimise puhul 5,6 mg/l. Nende tulemuste sarnasuse
pohjal saab jareldada, et ka denitriftseerivad bakterid vdivad kindlate saasteainete suhtes olla
vaga tundlikud.Tulemusest ei saa aga jareldada, et reoveepuhastis toimuv
denitrifikatsiooniprotsess on reoainetele sama tundlik kui nitrifikatsioon. Nitrifitseerivatel
mikroorganismidel on oluliselt madalam kasvukiirus kui denitrifitseerijatel. Seetottu talub
reaalses olukorras denitrifikatsiooniprotsess ohtlikke tihendeid enam kui nitrifikatsioon. Samal
ajal on aga denitrifikatsiooniprotsess enne nitrifikatsiooni, mistdttu on seal saasteainete

sisaldused alati kdrgemad.

Ootuspdaraselt oli korgeim ICsgvadrtus hapnikutarbe inhibeerimise testis—9,8 mg/l.Heterotroofsed

hapniku tarbivad mikroorganismid taluvad kdrgematinhibiitori kontsentratsiooni reovees.

Teise parameetrina on vorreldud standardhilvet. Inhibeerimistestide standardhilbed erinevad
teineteisest suurel maiéral. Denitrifikatsiooni inhibeerimistesti standardhdlve on 0,8 mgl/l,
nitrifikatsiooni inhibeerimise standardhélve on 3,0 mg/l ja hapnikutarbe standardhélve 6,5 mg/l.
Tulemused varieeruvad suurtes piirides, kui katseid teostatakse erineva aktiivmudaga, erinevates
laborites ja erinevate inimeste poolt. Nitrifikatsiooni ja hapnikutarbe inhibeerimise teste on
libiviidud vastavalt kiimnes ja viieteistkiimnes erinevas laboris.Kuna Tartu Ulikooli
Keskkonnaanaliiiisi labor on ainus, kus teostatakse aktiivmudal baseeruvaid inhibeerimise teste,
on denitrifikatsiooni inhibeerimise testi katsed sooritatud iihes laboris ning iihe inimese poolt (ei
viidud 1ibi laboritevahelisi vdrdlusmddtmisi). Uhes laboris ja ithe inimese poolt libiviidud

testide tulemused on sarnasemad kui erinevate laborite ja testide sooritajate puhul.

Standardmiiramatus niditab normaaljaotusele alluvate suuruste korral tulemuste digsust 68%
toendosusega. Maéadramatuse usaldusnivoo suurendamiseks korrutatakse standardmédramatus
katteteguriga ning saadakse laiendmidramatus. Antud toos voeti katteteguriks kaks, et saada
modtetulemus usaldatavusega 95,4%. Denitrifikatsiooni absoluutne standardhélve on 0,80 mg/l
ehk standardmdiramatus Kkatteteguriga kaks on vahemikus 4,2 — 7,4. Hapnikutarbe
inhibeerimisetesti 1Csy jddb katteteguriga kaks vahemikku 1,9 - 16,7. Vaorreldes
denitrifikatsiooni ja hapnikutarbe inhibitsiooni testidega on ndha, et hapnikutarbe inhibeerimise
testi vahemik on palju suurem. See on seotud absoluutse standardhélbe suurusega, mis on

hapnikutarbe inhibitsioonitestil suurem.
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Suhtelist kogutud standardhélvet vorreli denitrifikatsiooni ja nitrifikatsiooni inhibeerimise testide
puhul. Denitrifikatsiooni suhteline kogutud standardhélve on 13,8% ning nitrifikatsioonil 54%.

Nitrifikatsiooni testi suhteline kogutud standardhélve on oluliselt suurem kui denitrifikatsioonil.

Tabel 3 - Denitrifikatsiooni, nitrifikatsiooni ja hapnikutarbe inhibeerimise testide statistiliste

karakteristikute vordlus

Keskmine ECso (mg/l) 5,8 5,6 9,3

Absoluutne 0,8 3,0 3,7
standardhilve (mg/l)

Standardméiiramatus 4,2...7.4 Pole arvutatud 1,9...16,7

katteteguriga kaks

(mg/l)

Suhteline kogutud 13,8 54 Pole arvutatud
standardhilve (%)

Laborite arv 1 10 15

Madalamad veapiirid denitrifikatsiooni inhibeerimise testis ei ole tingitud sellest, et antud
metoodika oleks oluliselt parem kui varem véljatootatud standardiseeritud metoodikad.
Denitrifikatsiooni testi teostati vaid iihes laboris, iithe inimese poolt ja iihest reoveepuhastist

parineva aktiivmudaga. Koik need asjaolud vdhendavad oluliselt juhusliku vea suurust.

Kuigi tavapéraselt tehakse X-kontrollkaardid metoodikatele, kus on paralleelmdotmisi 10-50, siis
denitrifikatsiooni inhibeerimise metoodikale tehti X—kaart kasutades viite paralleelmdotmist.
Paralleelmo06tmisi tehti viis, sest denitrifikatsiooni inhibeerimise test on killaltki toomahukas. X-

kaardile kantakse edaspidi laboris perioodiliselt tehtud kontrollmdotmisi, et hinnata tulemuste
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usaldusvairsust. Graafikut 3 vaadates on nidha, et 5-st tulemusest 3 ( 1., 2. ja 4.) jddvad
kesktsooni ehk + 1 standardhélbe piiridesse, sellisel juhul on tulemused usaldusvéérsed ning
korrigeerivad meetmed puuduvad. 3. ja 5. moStmise tulemused langevad hairetsooni, mille puhul
tuleb kindlaks teha, kus peitub viga ning see likvideerida. Antud juhul on aga tulemuste arv liiga

viike, et selliseid jareldusi teha.

9,00

8,00

= = Keskjoon

Kesktsoon (alumine)

Kesktsoon (tlemine)
6.00 ° Hairetsoon (alumine)
Hairetsoon (llemine)

5,00 —— Kontrolltsoon (alumine)

——Kontrolltsoon (lemine)

o Analiiisi tulemus
4,00

Joonis 4. X-tiiiipi kontrollkaart
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Kokkuvote

Kéesolev t66 keskendub denitrifikatsiooni inhibeerimise testi metoodika usaldusvéirsuse
kontrollimisele.Denitrifikatsioon testi metoodika to6tati vilja Tartu Ulikooli Keskkonnaanaliiiisi
laboris. Vilja tootatud testiga saab hinnata reovee vOi reovees sisalduvate saasteainete moju
denitrifikatsiooniprotsessi  Kiirusele. Denitrifikatsioon on bioloogiline ldmmastikudrastuse
protsess, mille kdigus redutseeritakse nitraat molekulaarseks lammastikuks. Tegemist on iihe
osaga aktiivmudaprotsessist ning ldmmastiku efektiivseks &drastamiseks on selle toimimine
vajalik. Vilja tootatud metoodika teeb eriliseks selle Kiiresti rakendatavus ning odav hind.
Denitrifikatsioonikiiruse inhibeerimiseks kasutati mudelainena 3,5-diklorofenooli. 3,5-

diklorofenool on tuntud miirkaine, mida kasutatakse ka teistes inhibeerimise testides.

Metoodika rakendamisel saadud tulemuste oigsust kontrolliti koostatud Nordtest meetodil.
Selleks koostati X—kaart. X-— kaart chk kontrollkaart vodimaldab standardhélbeid
kasutadeshinnata, kas saadud tulemused on usaldusvdirsed. Usaldusvédrsuse hindamiseks
jaotatakse X-— kaardi osad standardhilbeid kasutades erinevateks tsoonideks. Vilja tootatud
denitrifikatsiooni testi tulemuste usaldusvéairsusustkontrolliti ka arvutatud 1Csq keskvéértuse,
standardhélbe, standardméiramatuse ja suhtelise kogutud standardhélbe abil. Lisaks arvutatud
statistilistele karakteristikutele vorreldi ka laborite arvu, kus Saadud statistilisi karakteristikuid

vorreldi nitrifikatsiooni ja hapnikutarbe ISO standardite vastavate viértustega.

Vilja tootatud metoodikat saab usaldusvéirseks pidada, sest denitrifikatsiooni inhibeerimise testi
ning ISO standardite nitrifikatsiooni ning hapnikutarbe inhibeerimise testi tulemuste
kokkulangevuse tottu. Metoodika usaldusvéirsust nditab ka Nordtest meetodil koostatud X-—
kaart.

Vilja tootatud metoodika valideerimiseks tuleks sooritada veel denitrifikatsioonikiiruse
inhibeerimise katsed, et suurendada paralleelkatsete arvu. Suurema arvu paralleelkatsete korral

on tulemused usaldusviarsemad.
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Summary

This paper focuses on controlling the reliability of denitrification inhibition test. Denitrification
test was developed in the laboratory of Environmental Analysis of the University of Tartu. The
test permits to evaluate the influence of waste water or toxic substances on denitrification rate.
Denitrification is a biological process of nitrogen removal, where nitrate is reduced to molecular
nitrogen. Denitrification is part of activated sludge process and its effective operation is an
important part of nitrogen removal. The invented test is easily applicable and inexpensive. 3,5
diclorophenol was used as a model chemical. It is a well-known toxic substance that is used in

other inhibitory tests as well.

The accuracy of the test was controlled by using Nordtest method.A X—card was composed. X—
card (control card) enables to evaluate whether the results are reliable. X—card is divided into
three different zones by using standard deviation. The reliabilty of denitrification test was
controlled by calcuting the average of ICs, standard deviation, 95,4 % confidence interval of the
mean ICsq and coefficient of variation. The statistical caracteristics of denitrification were

compared with 1SO standards results of nitrification and oxygen uptake rate inhibition tests.

Developed denitrification test can be regarded reliable because of the concurrence with
nitrification and oxygen demand test results. Reliability can also be seen in the X— card of
Nordtest.

To validate the denitrification inhibition method more tests should be made, to enlarge the

amount of paralleel tests. The results are more trustworthy with larger amount of paralleel tests.

28



Kasutatud kirjanduse loetelu

Artikkel ajakirjas

J. L Barnard, P. G. J, 1988, Dissolved oxygen control in the activated sludge process in: Water
Science and Technolgy 20 (4/5), pp 93-100.

G. F. Bennett, 1989, Impact of toxic chemicals on local wastewater treatment plant and the

environment, Environmental Geology and Water Sciences, Vol. 13, Issue 3, pp 201-212.

D. Browna, J. Kulish, B. Thomsonc, T. H. Chapmand, D. B. Mawhinneyd, 2006, Occurrence of
antibiotics in hospital, residential, and dairy effluent, municipal wastewater, and the Rio Grande
in New Mexico Kathryn, Vol. 366, issues 2-3, pp. 772-783. doi:10.1016/j.scitotenv.2005.10.007.

A. G, Calley, C.F. Forster, D.A Stafford, 1977, Treatment of Industrial Effluents, Hodder and
Stoughton, London.

J. Chudoba, 1989, Activated sludge-Bulking control, Encyclopedia of Environmental Control
Technology, Vol. 3, Wastewater Treatment Technology, P.N. Cheremisinoff, Ed. Gulf Publishing
Co., Houston, TX, pp. 171-202.

P.Chudoba, R. Pujol, 1996, Activated sludge plant facing grape harvest periood- A case of study.
Water Science and Technology, Vol. 34, issue 11, pp.25-32,d0i:10.1016/S0273-1223(96)00817-7.

J. Chen, M. Strous, 2013, Biochimica et Biophysica Acta Denitrification and aerobic respiration,
hydrid electron transport chains and co-evolution, BBA-Bioenegetics, VVol. 1827, issue 2. pp 136-
144,

M. Cirja, P. Ivashechkin, A. Schéffer, P. F. X. Corvini, 2007, Factors affecting the removal of
organic micropollutants form wastewater in conventional treatment plants (CTP) and membrane
bioreactors (MBR), Reiviews in Environmental Science and Bio/Technology, Vol. 7, Issue 1,
pp.61-78.

D. Daum, M. K. Schenk, 1997, Evaluation of the acetylene inhibition method for measuring
denitrification in soilless plant culture systems, Biology and Fertility of Soils, Vol. 24, issue 1,
pp. 111-117.

29


http://dx.doi.org/10.1016/S0273-1223(96)00817-7

C. Glass, J. Silverstein, 1998, Denitrification kinetics of high nitrate concentration water: pH
effect on inhibition and nitrate accumulation, Water Reasearch, Vol. 32, Issues 3,
doi:10.1016/S0043-1354(97)00260-1.

A. Hussain, 1, S. K. Dubeyb, V. Kumarc, 2015, Kinetic study for aerobic treatment of phenolic
wastewater, Vol. 11, pp. 81-90, doi:10.1016/j.wri.2015.05.002.

R.Knowles, 1982, Denitrification,Microbiological reviews, Vol. 46, issue 1, pp 43-70.

S. J. Kulkarni, Dr. J. P. Kaware, 2013, Review on Research for Removal of Phenol from
Wastewater, International Journal of Scientific and Research Publications, Vol. 3, Issue 4.

V. H Lewin, J. R Henley, 1972, Diffused air supersedes mechanical surface aeration at Oxford
in: Effluent and Wastewater Treatment Journal 18, pp. 163-165.

Y. Lin, J.Tay, Y. Liu et al 2009, Biological Nitrification and Denitrification Processes in:

Handbook of Environmental Engineering, Vol. 8 pp. 539-588.

C. Liu, K.Wang, X. Zheng, 2013, Effects of nitrification inhibitors (DCD and DMPP) on nitrous
oxide emission, crop yiled and nitrogen uptake in a wheat- maize cropping system,

Biogeosciences.

D. J. McKenney, C. F. Drury,* and S. W. Wang, 1999, Effects of Oxygen on Denitrification
Inhibition, Repression, and, Derepression in Soil Columns, Soil Science Society of America.

J. R. Mihelcic, R. G. Luthy, 1988, Microbial Degradation of Acenaphtene and Naphthalene
Under Denitrification Conditions in Soil-Water Systems, Applied and Environmental
Microbiology, pp. 1188-1198.

Milenkovski S, Baath E, Lindgren PE, Berglund O (2010) Toxicity of fungicides to natural
bacterial communities in wetland water and sediment measured using leucine incorporation and
potential denitrification. Ecotoxicology 19:285-294. doi: 10.1007/s10646-009- 0411-5.

N. Nakada, T. Tanishima, H. Shinohara, K. Kiri, H. Takada, 2006,Pharmaceutical chemicals and
endocrine disrupters in municipal wastewater in Tokyo and their removal during activated sludge
treatment, Vol 40, Issue 17, pp.3297-3303, doi:10.1016/j.watres.2006.06.039.

30


http://dx.doi.org/10.1016/S0043-1354(97)00260-1
http://dx.doi.org/10.1016/j.wri.2015.05.002

G.Ramanathan, C.Sales, W.Shieh, 2014. Simultaneous autotrophic denitrification and
nitrification in a low-oxygen reaction environment in: Water Science & Technology volume 70,

issue 4.

A. Sathasivan, 2003, Biological Phosphorus Removal Processes for Wastewater Treatment,
Water and Wastewater Treatment Technologies.

C. E. Scruggs, C. W. Randall, 1998, Evalutaion of filamentous microorganism growth factors in
an industriaal wastewater activated sludge system, Water Science and Technology, Vol. 37,
issues 4-5, pp. 263-270.

N.K. Srivastava, , C.B. Majumder, 2008 Novel biofiltration methods for the treatment of heavy
metals from industrial wastewater, Vol 151, Issue 1, pp. 1-8 doi:10.1016/j.jhazmat.2007.09.101.

C. Wang, X. Hu, M. Chen, Y. Wu , 2005, Total concentrations and fractions of Cd, Cr, Pb, Cu,
Ni and Zn in sewage sludge from municipal and industrial wastewater treatment plants, Vol. 119,
Issues 1-3, pp. 224-245, doi:10.1016/j.jhazmat.2004.11.023.

X. Zheng, P. Sun, J. Han. Y. Song, Z. Hu. H. Fan. S. Lv, 2014, Inhibitory factors affecting the
process of enhanced biological phosphorus removal (EBPR), Vol.49, Issue 12, pp.2207-2213,
doi:10.1016/j.procbio.2014.10.008.

Materjalid internetist ja standardid

Animal Diversity Web— Daphnia Magna
http://animaldiversity.org/accounts/Daphnia_magna/, viimati kiilastatud 14.05.2016.

Biological phenol degradation

http://www.novozymes.com/en/solutions/wastewater-solutions/applications/Biological-

phenol-degradation-wastewater-treatment/Pages/default.aspx, viimati kiilastatud 14.05.2016.

Eesti standard EVS-EN ISO 9509:2006 Vee kvaliteet. Meetod kemikaalide ja heitvee pidurdava

toime hindamiseks aktiivmudas mikroorganismidest pohjustatud nitrifitseerimisele.

31


http://dx.doi.org/10.1016/j.jhazmat.2004.11.023
http://animaldiversity.org/accounts/Daphnia_magna/
http://www.novozymes.com/en/solutions/wastewater-solutions/applications/Biological-phenol-degradation-wastewater-treatment/Pages/default.aspx
http://www.novozymes.com/en/solutions/wastewater-solutions/applications/Biological-phenol-degradation-wastewater-treatment/Pages/default.aspx

Envirolabs LTD. HOKLAS laboratory

http://lwww.envirolabs.com.hk/services.php?catid=9&id=6, viimati kiilastatud
14.05.2016.

ISO 10712:1995 Water quality Pseudomonas putida growth inhibition test (Pseudomonas cell

multiplication inhibition test)

http://www.iso.org/iso/iso_catalogue/catalogue_tc/catalogue_detail.htm?csnumber=1880
0, viimati kilastatud 14.05.2016.

ISO 8192:2007 Water quality Test for inhibition of oxygen consumption by activated sludge for

carbonaceous and ammoonium oxidation

http://www.iso.org/iso/iso_catalogue/catalogue_tc/catalogue_detail.htm?csnumber=3736
9, viimati kiilastatud 14.05.2016.

ISO 9509:2006 Toxicity test for assessing the inhibition of nitrification of activated sludge

microorganisms

http://www.iso.org/iso/iso_catalogue/catalogue_tc/catalogue_detail.htm?csnumber=3481
2, viimati kiilastatud 14.05.2016.

ISO 9888:1999 Water quality Evaluation of ultimate aerobic biodegradability of organic

compunds in aqueous medium Static test (Zahn-Wellens method)

http://www.iso.org/iso/iso_catalogue/catalogue_tc/catalogue_detail.htm?csnumber=2812
1, viimati kiilastatud 14.05.2016.

Jarve biopuhastus
www.idavesi.ee, viimati kiilastatud 14.05.2016.
Nitrification

http://nitrification.org/.

32


http://www.envirolabs.com.hk/services.php?catid=9&id=6
http://www.iso.org/iso/iso_catalogue/catalogue_tc/catalogue_detail.htm?csnumber=18800
http://www.iso.org/iso/iso_catalogue/catalogue_tc/catalogue_detail.htm?csnumber=18800
http://www.iso.org/iso/iso_catalogue/catalogue_tc/catalogue_detail.htm?csnumber=37369
http://www.iso.org/iso/iso_catalogue/catalogue_tc/catalogue_detail.htm?csnumber=37369
http://www.iso.org/iso/iso_catalogue/catalogue_tc/catalogue_detail.htm?csnumber=34812
http://www.iso.org/iso/iso_catalogue/catalogue_tc/catalogue_detail.htm?csnumber=34812
http://www.iso.org/iso/iso_catalogue/catalogue_tc/catalogue_detail.htm?csnumber=28121
http://www.iso.org/iso/iso_catalogue/catalogue_tc/catalogue_detail.htm?csnumber=28121
http://www.idavesi.ee/
http://nitrification.org/

NT Technical Report Handbook for Calculation of Measurement Uncertainty in Environmental

Laboratories.

NT Technical Report Uncertainty of Sampling

OECD Guideline for testing of chemicals ,, Daphnia sp., Acute Immobilisation Test and

Reproduction Test*

http://www.oecd.org/chemicalsafety/risk-assessment/1948249.pdf, viimati allalaetud
14.05.2016.

Phosphorous removal from wastewater, Lenntech
http://www.lenntech.com/phosphorous-removal.htm, viimati kiilastatud 14.05.2016.
Waterfacts F:M ratio Wastewater Information

http://www.waterfacts.net/Formulas/F-M_Ratio/f-m_ratio.html,  viimati  kiilastatud
14.05.2016.

Raamatud
Bitton, 1994, Wastewater microbiology, pp 139-167, 209-229.

N. F. Gray, 2004, Biology of wastewater treatment, VVol. 2, Imperial College Press, Ireland,
2004, pp. 465-628.

M. Henze, P. Harremoes, Jes la Cour Jansen, E. Arvin, 1995, Wastewater Treatment (Biological

and Chemical Processes).
I. Leito, A. Viitak Kvaliteeditagamine analiiiitilises keemias, TTU kirjastus, 2007.
J.1. Prosser, Autotrophic Nitrification in Bacteria, pp 125-133.

C. N. Sawyer, P. L. McCarty, G. F. Parkin, 2003, Chemistry of Environmental Engineering and
Science, 5th Edition

33


http://www.oecd.org/chemicalsafety/risk-assessment/1948249.pdf
http://www.lenntech.com/phosphorous-removal.htm
http://www.waterfacts.net/Formulas/F-M_Ratio/f-m_ratio.html

Tanusonad

Autor soovib tinada inimesi, kes olid abiks kdesoleva t66 valmimisel:
Kati Kleini suureparase juhendamise ja igakiilgse toe eest.

Taavo Tennot juhendamise eest.

Kristel Krooni abi ja nduannete eest.

Kursusekaaslasi toetuse eest.

34



Lihtlitsents 10putoo reprodutseerimiseks ja 10putoo iildsusele kittesaadavaks
tegemiseks

Mina Liselle Luks

(autori nimi)

(stnnikuupaev: 15.04.1994 )

annan Tartu Ulikoolile tasuta loa (lihtlitsentsi) enda loodud teose

__Denitrifikatsiooni inhibeerimise testi metoodika usaldusvaarsuse kontrollimine

(loputdd pealkiri)

mille juhendaja on ___Taavo Tenno, Kati Klein :

(juhendaja nimi)

1.1.reprodutseerimiseks sailitamise ja uldsusele kattesaadavaks tegemise eesmargil, sealhulgas
digitaalarhiivi DSpace-is lisamise eesmargil kuni autoridiguse kehtivuse tahtaja |I6ppemiseni;

1.2.Uldsusele kattesaadavaks tegemiseksTartu Ulikooli veebikeskkonna kaudu, sealhulgas
digitaalarhiivi DSpace’i kaudu kuni autoridiguse kehtivuse tahtaja [6ppemiseni.

2. olen teadlik, et punktis 1 nimetatud Gigused jaavad alles ka autorile.

3. kinnitan, et lihtlitsentsi andmisega ei rikuta teiste isikute intellektuaalomandi ega isikuandmete
kaitse seadusest tulenevaid digusi.

Tartus, _16.05.2016 (kuupéev)

35



