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Sissejuhatus

Lammastik on eluslooduses vdga oluline toiteelement, mida vajavad peaaegu koik
elusorganismid igapdevaseks elutegevuseks. Lihtsasti kdttesaadavaid lammastikuiihendeid on
looduses enamasti piiratud koguses ning enamik kooslusi on sellega kohanenud. Kui keskkonda
satub aga oluliselt suuremas koguses ldmmastikuiihendeid kui tavaliselt, vdib muutuda
Okosiisteemide tasakaal, mis loob tingimused niiteks vetikate vohamiseks ning pikemas

perspektiivis ka veekogude kinnikasvamiseks.

Uks laimmastikiihendite potentsiaalseid allikaid on meie enda elutegevuse kiigus tekkiv reovesi.
Puhastatud reoveele ehk heitveele on kehtestatud ranged piirnormid nii orgaanilise aine, fosfori
kui lammastikusisalduse osas. Olmereoveepuhastis ongi pohirdhk just nende ainete voimalikult
efektiivsel drastamisel. Denitrifikatsioon kui olmereoveepuhastuses viga levinud bioloogiline
lammastikuédrastusprotsess on antud t66 pohifookuseks. Tegemist on lilemaailmselt pohjalikult
uuritud protsessiga, enamasti just olmereoveepuhastuse vaatepunktist. Teatud artiklites on
taheldatud protsessi mittetdielikku kulgu (nitritlimmastiku akumulatsiooni), mida tavapérase
puhasti seisukohast tuleb véltida. Enamik antud ndhtusele keskenduvad artiklid on iiritanud

nitrittimmastiku kuhjumist hoida minimaalsena.

Viimase paarikiimne aastaga on tdnu mikrobioloogia ja geenitehnoloogia valdkonnas tehtud
edusammudele arusaam lammastikuringest tugevalt avardunud. Mitmed uued ldhenemised
bioloogilisele ldmmastikuérastusele on toonud kaasa valdkonna olulise arengu. Tanu uutele
teadmistele on voimalik ka nitriti akumulatsiooni denitrifikatsioonis eesmargipohiselt dra
kasutada. Antud t66 eesmairgiks on uurida nitriti akumulatsiooni tekkimist mageveelises
siisteemis ning seda voimalusel vdimendada. Tekkinud nitritit saaks edasi kasutada néiteks
anammoks (anaeroobne ammooniumi oksiidatsioon) protsessi ldhteainena. Selline
kombinatsioon voOimaldab puhastada tavapérasest korgema lammastiku- kuid madalama

siisinikkoormusega reovett.

Kiesolevas to0s teostati denitrifikatsiooni uuringuid nii liihiajalistes annuskatsetes kui
pidevtoitelises bioreaktoris. Katsetest analiiiisiti limmastikuiihendeid, atsetaatsiisinikku, pH-d,

kuivainet ja temperatuuri, saadud tulemuste jargi arvutati C/N suhted.



I Kirjanduse iillevaade

1.1 Lammastik toitainena

Lammastik on orgaaniliste iihendite koosseisus véga levinud element, seetdottu ka iiks
tahtsamaid toitaineid. Looduses on ldmmastik oluline limiteeriva toitainena (koos fosforiga),
piirates mitmete autotroofsete organismide kasvu (taimed ja vetikad). Pdllumajanduses
kasutatakse taimekasvu parandamiseks ldmmastikvéetisi, mis nditeks vihmaveega
looduslikesse veekogudesse joudes muudavad oluliselt sealset Okoloogilist tasakaalu.
Suurenenud l&dmmastikukoguseid suudavad efektiivselt dra kasutada niiteks vetikad, kattes
looduslikud veekogud suvel rohelise vetikakihiga. Oésiti kasutavad vetikad hingamiseks aga
vees lahustunud hapnikku ning sellest pohjustatud hapnikupuudus voib tuua looduslikus
koosluses kaasa olulisi muutusi. Pikemaajalise saastatuse korral vdivad veekogud hakata ka

kinni kasvama ehk eutrofeeruma.

Lammastik on liikuv tihend ning vdib looduslikus keskkonnas esineda viies vormis: gaasilise,
orgaanilise, ammoonium-, nitrit- ja nitraatlimmastikuna (Kumar and Lin 2010).
Evolutsiooniliselt on biosfdéris vilja kujunenud olulised protsessid, mis suudavad lammastikku
muundada iihest vormist teise. Mitmetel mikroorganismidel on vdimalus oma metabolismis
energia saamiseks ldmmastikuiihendeid redutseerijate vOi oksiideerijatena kasutada.
Hapnikuvaestes tingimustes on hingamiseks iiks energeetiliselt efektiivsemaid meetodeid
nitraadi koosseisus oleva hapniku omastamine. Looduslikult lihtsa ja levinud protsessina
kasutatakse bioloogilist ldmmastikudrastust ka olulise lammastikudrastustehnoloogiana

reoveepuhastuses.

1.2 Limmastikuirastus reoveepuhastuses

Olmereovesi sisaldab keskmiselt 60 mg-N/L ldmmastikku, mis tuleb reoveepuhastuse kdigus
veest drastada. Reovees esineb lammastik suuremas osas maksimaalselt redutseerunud kujul —
ammooniumioonina. Enamikes ténasel pdeval tdoOtavates suuremates reoveepuhastites
kasutatakse ldmmastiku eemaldamiseks reoveest bioloogilisi meetodeid. Bioloogilised
meetodid on flilisikaliste ja keemiliste meetodite ees eelistatud peamiselt kuluefektiivsuse

poolest (Vackova et al. 2011).



Koige levinumaks bioloogiliseks ldmmastikudrastusprotsessiks on nitrifikatsioon-
denitrifikatsioon (Wu et al. 2011). Lisaks on viimase paarikiimne aastaga arendatud anoksilist
ammooniumi oksiidatsiooni ehk anammoks-protsessi, mida hetkel kasutatakse mitmetes
reoveepuhastites néiteks metaankééritist vdljuva lammastikurikka settevee puhastamiseks.
Uldised bioloogilised muundumised erinevate limmastikuvormide vahel ning neile vastavad

bioloogilised protsessid on toodud Joonis 1.
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Joonis 1 - Limmastikuvormid ning omavahelisi muundumisi Kirjeldavad protsessid

(Berks et al. 1995)

Efektiivse ldmmastikudrastuse saavutamisega on reoveepuhastitel voimalik sddsta nii raha
(keskkonnatasud ja -trahvid) kui keskkonda. Seetottu uuritakse ja arendatakse
lammastikuidrastusprotsesse laialdaselt nii teaduses kui praktikas. Selle t60 kontekstis on
pohjalikumalt neist késitletud vaid denitrifikatsiooni, mis oli ka teostatud katsete peamiseks

uurimisobjektiks.



1.3 Denitrifikatsioon

Denitrifikatsioon on anoksilistes tingimustes heterotroofsete bakterite poolt 1dbi viidud protsess.
Denitrifikatsioonil kasutatakse oksiideeritud ldmmastikuvorme, mille redutseerimisel
orgaanilise silisiniku kaasabil on vOimalik saada energiat ka hapnikuvaestes tingimustes
(Godden et al. 1991). Denitrifikatsioonivdime on viga paljudel bakteritel, osa mikroorganisme
on suutelised vastavalt keskkonnatingimustele kasutama nii aeroobset hingamist (energia

saamiseks kasutatakse hapnikku) kui ka denitrifikatsiooni (Lu et al. 2014).

Peamiselt kasitletakse denitrifitseerivate organismidena gram-negatiivseid baktereid, kuid
denitrifikatsioonivdimet on tdheldatud ka gram-positiivsetel bakteritel. Laia kasutuse tottu
mikroorganismide metabolismis, v0ib denitrifikatsiooni tdpne kineetika ja seda ldbiviivad
enslitimid oluliselt erineda. Traditsioonilist denitrifikatsiooni voib kirjeldada etapiviisilise

protsessina (Joonis 2):
= MaR s MiR =z NoR - MNos
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Joonis 2 - Traditsioonilist denitrifikatsiooni lidbiviivad ensiiiimid: NaR - nitraadi
reduktaas, NiR - nitriti reduktaas, NoR - lAmmastikoksiidi reduktaas, NoS -

dilimmastikoksiidi reduktaas (Sun ez al. 2009)

Lopliku denitrifikatsiooni puhul, mida enamasti ka rakenduslikult saavutada soovitakse,
redutseeritakse  nitraat  tdielikult  gaasiliseks  ldmmastikuks  (Nz).  Olenevalt
keskkonnatingimustest on aga tdheldatud olukordi, kus denitrifikatsiooni erinevad etapid ei ole

tasakaalus ja ei toimi samaaegselt. Sellises ndhtuse puhul kuhjuvad lahuses vaheiihendid.
1.3.1 Kineetika

Traditsioonilist denitrifikatsiooni viivad 14bi neli ensiitimi: nitraadi reduktaas (NaR), nitriti
reduktaas (NiR), ldmmastikoksiidi reduktaas (NoR) ja dilimmastikoksiidi reduktaas (NoS)
(Joonis 3). Kokkuleppeliselt on denitrifitseerijad sellised baktereid, kellel esineb vdhemalt 2

vOi 3 nimetatud ensiilimidest (Chen and Strous 2013). Viéga laia leviku tdttu on



denitrifikatsioonil mitmeid erijuhte, kus spetsiifilised ensiilimid suudavad kasutada lisaks
lammastikiihenditele teatud etappides ka niiteks hapnikku (osaliselt aeroobne denitrifikatsioon)
vOi metalliioone (rauda voi vaske). Antud to0s on pikemalt késitletud traditsioonilist

denitrifikatsioonirada, mis on bakterite seas enamlevinud (Chen and Strous 2013).
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Joonis 3 - Traditsiooniline denitrifikatsiooni metabolismirada (Shapleigh 2006)

1.3.1.1 Nitraadi reduktaas

Nitraati redutseerivad ensiiiimid tdidavad bakterites mitmeid flisioloogilisi rolle ning leiavad
lisaks denitrifikatsioonile kasutust ka kddrimises ja fotosiinteesis (Chen and Strous 2013;

Richardson et al. 2001). Uldist nitraadi redutseerimist kirjeldab valem 1 (Berks et al. 1995):
NO; +2H" + 2¢"— NO, + H,0 (Valem 1)

Eristatakse kolme erinevat nitraadi reduktaasi klassi: NAS, NAP ja NAR. NAS on tsiitoplasmas
asuv limmastikku assimileeriv (NOj3™ viiakse NH4" kujule) ensiiiim, peamiselt tuvastatud

fotosiinteesivatest tstianobakteritest (Richardson et al. 2001). NAP asub periplasmas ning voib



osa votta nii denitrifikatsioonist kui fermentatsioonist, tsiitoplasmas asuv NAR on spetsiifiline
denitrifikatsioonile. NAR on hapnikuvaestes tingimustes energeetiliselt efektiivsem ning
denitrifitseerivate bakterite puhul enim kirjeldatud. Samas on téheldatud, et nitraadivaestes
tingimustes avaldub eelistatumalt NAP ja siisinikuvaesetes tingimustes NAR (Richardson et al.
2001). NAR-i ja sellega seotud kompleksi t66 kidigus kasutatakse elektronpaari kohta 2
prootonit nitraadi redutseerimisel ning lisaks transporditakse 6 prootonit periplasmasse (Chen

and Strous 2013).

1.3.1.2 Nitriti reduktaas

Nitrititi reduktaas on spetsiifiline denitrifikatsiooni ensiilim, mis redutseerib nitritist

lammastikoksiidi. Nitriti redutseerimist kirjeldab valem 2 (Berks et al. 1995):
NO; +2H" + ¢ — NO + H20 (Valem 2)

Ka nitriti reduktaasil on kaks erinevat vormi, kuid erinevalt nitraadi reduktaasi vormidest,
erinevad need iiksteisest ainult ehituslikult, tdites rakkudes samasugust eesmirki (Shapleigh
2006). Uks nitriti reduktaasidest kasutab protsessi kiigus vaheiihendina vaske, teine rauda
(Godden et al. 1991). Sama liigi bakteritel on tdhendatud mdlemat ensiiiimivormi olemasolu,
kuid milline neist iiksikisenditel vélja kujuneb, ei ole selge (Shapleigh 2006). A. Cycolastes
bakteriga teostatud tdpsema uuringus kéigus leiti, et NIR pH optimumiks antud bakteri puhul
on 6.2 (Godden et al. 1991).

1.3.1.3 Ldmmastikoksiidi reduktaas

Lammastikoksiidi reduktaas on rakumembraani sees asuv kahest osast koosnev kompleks, mis
suudab kahest lammastikoksiidist redutseerida dilimmastikoksiidi (Valem 3) (Watmough et al.

2009):
2NO + 2H" + 2¢" — N0 + H,0 (Valem 3)

Kompleksi esimene osa NorB vdtab vastu periplasmast elektroni ning transpordib selle
kompleksi teise ossa (NorC). NorC enstitim on suure rauasisaldusega (koosneb nii heemsest kui
metallilisest rauast), mis votab aktiivtsentrites vastu kaks ldmmastikoksiidi molekuli, 16hub

molemas N-O sideme ja tekitatab asemele N-N sideme (Shapleigh 2006). Vajalikud prootonid



saadakse periplasmast (Hino ef al. 2012). Monedes mikroorganismides on olemas ka ensiitimi
erijuht NorZ, mis koosneb ainult iihest osast, kasutades membraanis talletatud energiat (Chen
and Strous 2013). Kuna ldmmastikoksiidi kasutatakse antibakteriaalse tihendina, leiab NorZ
kasutust ka mitmetes patogeenides, kes rakendavad ensiitimi enda kaitseks (Hino et al. 2012;

Watmough et al. 2009).

1.3.1.4 Dilaimmastikoksiidi reduktaas

Dildammastikoksiidi (Nos) reduktaas on periplasmas asuv homodimeer. Nos koosneb kahest
aktiivtsentrist (vask), millest iiks votab periplasmast vastu elektroni (tsiitokroom c) ning teine
viib ldbi dildmmastikoksiidi redutseerimist (Chen and Strous 2013). Reaktsiooni kirjeldab

valem 4 (Berks et al. 1995):
N2O + 2H" + 2 — N2 + H,0 (Valem 4)

Dildmmatikoksiidi reduktaasi on leitud lisaks denitrifitseerijatele ka muudes organismides, kes
suudavad dilammasikoksiidi kasutada ainsa oksiideerijana (Shapleigh 2006). Kuna N2O on iiks
tahtsamaid kasvuhoonegaase, tuleb selle piisivaks redutseerimiseks tagada keskkonnas piisav

vasekontsentratsioon (Shapleigh 2006).

1.3.2 Nitriti akumulatsioon

Nitriti ehk iihe denitrifikatsiooni vaheiihendi kuhjumist on senini pdhiliselt uuritud reovee
denitrifikatsioonil tekkiva probleemina. Vaheiihendite kuhjumine tihendab enamasti, et
denitrifikatsioon ei ole tdies ulatuses 16puni toimunud. Teatud mikroorganismid on vdimelised
1abi viima aga vaid iksikuid l&mmastikiihendite redutseerimisetappe. On vdimalik, et kui
nitraati redutseerivate mikroorganismide arvukus on suurem, kui nitriti redutseerijatel,

tarbitakse rohkem nitraati kui nitritit.

Praktikas on nitriti akumulatsiooni tdheldatud peamiselt siisinikupuuduse voi bioreaktorite
iilekoormusel (Fernandez-Nava ef al. 2008). Seni teostatud uuringud néitavad, et nitritit kuhjub
enamasti madalates kontsentratsioonides ning liihiajaliselt. Tehnoloogilise protsessina nitriti
kuhjamist tdnaseks rakendatud ei ole. Nitriti akumulatsiooni esilekutsuvate tingimustena on

peamiselt uuritud C/N suhet, erinevate siisinikuallikate mdju, soolsust ning pH-d.



1.3.2.1 C/N suhte moju

Stisiniku ja ldmmastiku suhe on seniste todde pohjal iiks olulisi tegureid, mis mojutab
akumuleeruva nitriti kogust. Samas ei modjuta C/N suhe oluliselt nitriti ja nitraadi
redutseerimiskiiruseid. Sun et al., 2009 saavutas sama nitraadi ja nitriti redutseerimiskiiruse (35
ja 15 mg N * I'! * h'!) nii C/N suhte 2,25:1 kui 12:1 korral. Oluline mdju esineb aga olukorras,
kus nitraat on lahuses peaaegu otsas. Sellisel juhul jitkatakse siisiniku iilejdégi puhul senini
akumuleerunud nitriti redutseerimist. Korgemate C/N suhete korral redutseeritakse nitrit 1dpuni.
Viljavoolu jaib nitrit ainult siis, kui siisinik saab nitraadi redutseerimise kdigus otsa. Shen et
al., 2009 saavutasid C/N suhetel 1,25, 1,45 ja 1,56 vastavalt 950, 50 ja 4 mg * I'' akumuleerunud
nitritit. Tépne nitraadi redutseerimiseks kuluv silisiniku kontsentratsioon, oleneb aga
siisinikudoonorist, tdielik nitraadi ja nitriti redutseerimine vdib varieerud C/N suhtest 1,6 kuni

3,75 (Jafari et al. 2015; Shen et al. 2009; Sun et al. 2009).

1.3.2.2 Siisinikuallika méju

Ka konkreetne stisinikuallikas, mida protsessis kasutatakse, vOib modjutada nitriti
akumulatsiooni. Sun et al., 2009 viis lébi katse C/N suhtel 6:1 (16 °C, pH 8,3) viie erineva
orgaanilist  siisinikku sisaldava iihendiga (metanool, etanool, naatriumatsetaat,
naatriumpropionaat ja gliikoos). Kdige kiirem nitriti akumulatsioon saavutati etanooliga (16 mg
NO>-N * h'' * |l maksimum 32 mg * '), kdige kdrgem akumulatsioon aga
naatriumatsetaadiga (10 mg NO>-N * h'! * I'!, maksimum 40 mg * I'"). Kdigi katsete puhul oli
siisinikku liias, seega piisivat nitriti akumulatsiooni ei saavutatud. Gliikoosiga sooritatud katses
nitraadi redutseerimist 10 tunni jooksul ei tdheldatud. Samas Ge et al., 2012 katsetes 28 + 2 °C
(pH 7,5) juures saavutati kdrgeim nitriti akumulatsioon gliikoosiga (14,5 mg * 1), keskmine
metanooliga (10,8 mg * 1) ja madalaim naatriumatsetaadiga (8,4 mg * 17'). Konkreetse
siisinikuallika mdju vdib seega suuresti erineda, olenedes niiteks véljakujunenud biomassi

tiilibist ja tdpsematest mikroorganismide tiivedest.

1.3.2.3 Soolsuse méju

Denitrifitseerivate mikroorganismide kooslus soltub oluliselt lahuse soolsusest. Korgema
soolsusega lahuses on eelistatud halofiilsemad mikroorganismid, néditeks mitmed

denitrifikatsiooni ldbiviivad arhed (Haloferax denitrifican (Shapleigh 2006)). Tavapdrastele
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denitrifitseerijatele voib korge soolsus tekitada stressi ning vdhendada nende aktiivsust,
tekitades lisaks nitritile ka N>O akumulatsiooni (Zhao et al. 2013). Pikemalt kdrge soolsusega
(pérast paari pdeva kuni 20 g * I'") opereeritud katsetes aga kummagi iihendi akumulatsiooni ei
tdheldatud (Jafari ef al. 2015). See tihendab, et pikemaajalises katses voivad mikroorganismid
korgema soolsusega kohaneda ning olulist moju nitriti akumulatsioonile ei esine (Zhao et al.

2013; Jafari et al. 2015).

1.3.2.4 pH méju

pH on denitrifikatsiooni {iks olulisemaid parameetreid, mille optimum enamike
mikroorganismide jaoks on 7-8 (Wang et al. 1995). Samas on tdheldatud, et denitrifikatsiooni
kiirus ei soltu pH-st vahemikus 7,5 - 9,5 (Glass and Silverstein 1998). Madalama soolsusega ja
puhvrita siisteemides pH denitrifikatsiooni kdigus tduseb. Valem 5 kirjeldab prootonite
tarbimist tdieliku denitrifikatsiooni korral, kus siisinikuallikana on kasutatud atsetaatiooni

(Glass and Silverstein 1998):

5CH3COO" + 8NOs + 3H" — 10HCO5™ + 4N, + 4H,0 (Valem 5)

Hoolimata otsese mdju puudumisest denitrifikatsiooni kiirusele, on kdorgematel pH vaartustel
saavutatud korgemaid akumuleerunud nitriti kontsentratsioone. Korgema soolsusega vees
(ligikaudu 20 g * I'") sooritatud katses saavutasid Glass ja Silverstein, 1998 pH viirtustel 7,5,
8,5 ja 9,0 nitriti akumulatsioonikiirused vastavalt 19, 24 ja 44 mg NO>-N/(g*MLSS*h). Vottes
arvesse, et nditeks Achromobacter cycloclastes puhul on nitriti reduktaasi (Nir) optimaalseks
pH-ks mdddetud 6,2 (Godden et al. 1991) voib suurenev akumulatsioon toimuda just Nir-i

aktiivsuse vihenemise tottu.

1.3.3 Rakendusvoimalused

Nitriti akumulatsiooni denitrifikatsioonil on siiani vaadeldud peamiselt ebasoodsa nidhtusena,
mida tuleks korralikult to6tava denitrifikatsiooniprotsessi puhul viltida (Ferndndez-Nava et al.
2008). Teiste ldmmastikudrastusprotsessidega  kombineeritult  voimaldab  osaline
denitrifikatsioon vilja arendata uudseid tehnoloogilisi lahendusi. Osalise denitrifikatsiooni
kaigus kulutatakse ligikudu 50% vihem orgaanilist siisinikku, seega madalama orgaanilise aine

sisaldusega reovee puhul puuduks vajadus lisada reoveepuhastusel vilist siisinikuallikat (Luo
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et al. 2014). Tekkinud nitrit vOib olla tavapdrases reoveepuhastis bakteritele toksiline, kuid

kombinatsioonis anammoks-protsessiga tekib voimalus see ldhteainenea éra kasutada.

Anammoks-protsess (anaeroobne ammooniumi oksiidatsioon) on eelmise sajandi I0pus
avastatud ldmmastikudrastuse protsess, milles kasutatakse ammooniumi oksiideerimiseks
elektronaktseptorina nitritiooni (Hu et al. 2014). Anammoks-protsess on viiksema
aeratsioonienergia tarbe ja madalamate opereerimiskulude (tekib vdhem liigmuda) tottu
tavapérasele nitrifikatsioon-denitrifikatsioon protsessile heaks alternatiiviks (Ahn 2006; Wang
et al. 2010). Protsessi viivad ldbi litoautotroofid, kes kasutavad orgaanilise siisiniku asemel
karbonaatset siisinikku (HCO3") (Ahn 2006). Protsessi stohhiomeetria, taandatult {ihe mooli

kulutatud ammooniumiooni kohta on toodud valemis 6 (van der Star et al. 2007).

NH;" + 1,32NO; + 0,066HCO3™ + 0,13H" —

1,02N2 + 0,26NO3™ + 0,066CH200,5No,15 + 2,03 H2 O (Valem 6)

Ligikaudu 10% ldmmastikust oksilideeritakse anammoks-protsessi kdigus nitraatiooniks, mida
oleks denitrifikatsiooni kdigus véimalik kasutada. Seega voimaldaks nitriti akumuleerumine
saada tlihte anammoks-protsessi ldhteainetest (Kumar and Lin 2010). Lisaks tarbitakse
denitrifikatsiooni kéigus orgaaniliste siisinik (tekib surnud baktermassi lagunemisel), mis voib
korgemates kontsentratsioonides olla anammoks-protsessile inhibeeriv (You et al. 2009).
Osalist nitrifikatsiooni (nitritatsiooni), anammoksi ja osalist denitrifikatsiooni kombineerides
oleks voimalik saavutada 99% ldmmastikudrastus olenemata lammastiku kontsentratsioonist

reovees (Lan et al. 2011).
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11 Eksperimentaalne osa

2.1 Katse iildiseloomustus

Annus- ja pilootkatseid teostati perioodil 08.10.2014 - 20.04.2016. Annuskatsetes uuriti nitriti
akumulatsiooni liihiajaliselt, iihe katse pikkuseks oli keskmiselt 6 tundi. Pilootkatsetes uuriti
antud efekti pikemaajaliselt (poolteist kuud). Mdlemate katsete tulemused on esitatud

alapeatiikis 2.4.

Mbolema katsetiitibi puhul kasutati nitraadiallikana KNO;s (kaaliumnitraati) vdi NaNOs3
(naatriumnitraati), siisinikuallikana CH3COONa (naatriumatsetaati). Atsetaati kasutati nii
veevaba kui hiidraatunud soolana (CH3COONa * 3H,0). Reaktorkatsetes lisati sissevoolu ka
lisatoitaineid, et baktermassi pikemaajaliselt elujoulisena hoida (koostis peatiikis 2.2.2). pH

reguleerimiseks kasutati vajadusel 1,5M NaOH-d.

2.2 Katse kiik

2.2.1 Annuskatsed

Liihiajalisi katseid teostati kiimme korda, iga katse kolmes paralleelses 1-liitrises annuspudelis
(Joonis 4). Anoksiliste tingimuste loomiseks deaereeriti katsepudeleid terve katse jooksul
gaasilise lammastikuga. Katsed toimusid toatemperatuuril (21,9 + 0,7 °C) Kasutati iihte viie
kaelaga ja kahte kolme kaelaga pudelit, viie kaelaga pudelisse oli lisatud katse paremaks
kontrollimiseks pH ja temperatuuri andurid. Katsed kestsid 4 - 6 tundi. Katsepudelitest voeti
proovi ldmmastikuga {ilerdhu tekitamise teel. Katsepudelites toimus pidev segamine

magnetsegajaga.
Enne annuskatse algust lisati katsepudelitesse:

e 300 ml (3x labipestud) Tartu reoveepuhasti aktiivmuda;
e 925ml2 g/l CH3COONa * 3H,0 lahust;
e 40 ml 1 g/l KNOs lahust;

e lisati destilleeritud vett 1 liitrise ruumala saavutamiseni.
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Joonis 4 - Annuskatse tehniline iilesehitus

Pérast muda lisamist ning enne reagentide lisamist deaereeriti pudeleid 15 minutit gaasilise
lammastikuga. Pérast reagentide lisamist vdeti nullproov ning edasised proovid iga tunni aja
tagant. Aktiivmuda suspensiooni (MLSS) proovid vdeti parast aktiivmuda ldbipesu, kuid enne
katsepudelitesse lisamist. Katsete keskmiseks MLSS-i vaartuseks oli 2,1 + 0,6 g/l. Moddetud
C/N suhe oli katsetes 2,19 £+ 0,24. Teostatud annuskatsed jagunevad kahte seeriasse, mis

erinesid iiksteisest vaid pH kontrolli (1,5M NaOH lisamise) poolest:

1. Baaskatsed (6 katset) - katsete pH-d ei reguleeritud
2. Korge pH katsed (4 katset) - katse kdigus lisati 1,5M NaOH lahust

2.2.2 Pilootkatsed

Reaktorkatseid teostati 48 pdeva pikkusel perioodil, kahes paralleelses reaktoris (Joonis 5).
Kasutati 10 1 ruumalaga pleksiklaasist timmarguse pohiplaaniga reaktoreid. Reaktoreid
opereeriti toatemperatuuril (20,5 = 1 °C), segunemine reaktorites saavutati magnetsegajatega.

Kaivitamisel lisati reaktoritesse:

e 1,51 Tartu reoveepuhasti aktitvmuda (3x 14bipestud);
e 460 ml 2 g/l CH;COONa * 3H>0 lahust;
e 200 ml 1 g/l KNO; lahust;

e Lisati destilleeritud vett 5-liitrise ruumala saavutamiseni.
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Joonis 5 - Pilootreaktorite tehniline iilesehitus

Opereerimisel kasutati annusreaktorite pohimdtet: iga 4 tunni tagant said reaktorid toidet,
reaktorite tlihjendamine toimus aga keskmiselt 5 - 6 pédeva tagant (tagasi 5 liitrini).
Tiihjendamisele eelnes settimisperiood 30 minutit, et vihendada tithjendamise kdigus biomassi
viljakannet. Iga tiihjendamise jarel mdddeti reaktoritest MLSS. Reaktorite ruumala oli muutuv,
jaddes vahemikku 5-10 liitrit. Reaktorid olid pealt avatud (kaaneta), mis on anoksiliste mahutite
puhul praktikas tavaline. Proove vdeti reaktoritest iga paari pieva tagant, alustusperioodil ka

lihiajaliselt iga tunni tagant.

Reaktorite sissevoolu lisati katse jooksul erinevas suhtes (C/N suhe 1,5 - 2,0) KNO; ja
CH3COONa * 3H,O (voi periooditi asendusena NaNOsz ja hiidraadivaba CH3COONa).
Sissevoolu lisati alati 1 ml/l kohta koiki alljdrgnevaid toitelahuseid (bioloogilise hapnikutarbe

toitelahused), et tagada bakteritele pikemaajaliseks ellujadmiseks vajalikud toiteained:

e fosfaatpuhver 29,5 g PO4*7/1;

e 225 g/ MgSO4 * TH>0;

o 275 g/l CaCly;

e 0,25 g/l FeCl; * 6H,0;

¢ happeline mikroelementide lahus (Zhang et al. 2009);

e aluseline mikroelementide lahus (Zhang et al. 2009).
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Esimest korda toimus reaktorite toide pdrast kdivitamist katse 12. tunnil, edaspidi iga kuue tunni
tagant 18., 24., 30, 36., 42. ja 48. tunnil. Alates 48. tunnist muudeti toide tihedamalt ning katse
16puni toimus toide iga 4 tunni tagant. Toiteperioodi pikkus oli 15 minutit, mille jooksul said
molemad reaktorid ligikaudu 150 ml toitevett. Pilootseadmetel puudus véljavool - reaktoreid

tithjendati keskmiselt iga viie pideva tagant, katseperioodi jooksul kokku 9 korda.

2.3 Metoodika

Nitriti akumulatsiooni hindamiseks voetud proovid koigepealt tsentrifuugiti kiirusel 3000
pOoret minutis. Proovidest moddeti 1dmmastikvormide kontsentratsioonid (mg NO3™-N/I, mg
NO,-N/I ja mg NH4*-N/1), atsetaatsiisiniku kontsentratsioon (mg CH3COO™-C/1), aktiivmuda
suspensiooni kontsentratsioon (g MLSS/l) ja pH (Tabel 1). Atsetaatsiisiniku kiiremaks ja
odavamaks madramiseks tootati katsete kdigus vdlja meetod atsetaatsiisiniku
ioonkromatograafiliseks maéadramiseks, kasutades referentsina (kalibratsioon) Hach Lange

kiivett-testi LCK 380. Kasutatud referents on toodud peatiikis 2.3.1.

Proove analiiiisiti Tartu Ulikooli Katsekoja Keskkonnaanaliiiisi laboris. Analiiiisitulemuste

tootlemiseks kasutati programme MS Excel, AutoCAD ja OriginLab.

Tabel 1 - Kasutatud analiiiisimetoodikad ja aparatuur

Moddetud parameeter | Meetod Aparatuur
NOs-N Ioonkromatograafiline Ioonkromatograaf: Metrohm 930
NO2-N madramine Compact IC  Flex; kolonn:
CH;COO™-C METROSEP A Supp 5 100/0,4;
elluent: 3,2 mM Na>COs ja 1,0 mM
NaHCOs3;
CH;COO™-C Hach Lange kiivett LCK 380 | Spektrofotomeeter: Hach Lange
(diferentsiaalmeetod, DR 2800; termostaat: Hach Lange
persulfaatne lagundamine) LT 200
NH4'-N USEPA 8038 - Nessleri | Spektrofotomeeter: Hach Lange
meetod DR 2800
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Aktitvmuda- Gravimeetriline midramine Kaal: Scaltech SBC 31;

suspensiooni kuivatuskapp: SNOL  67/350,

kontsentratsioon Leedu.

(MLSS)

pH Potentsiomeetriline pH meeter: Jenway 3520
midramine

2.3.1 Atsetaatsiisiniku ioonkromatograafiline mafiramine

Atsetaatslisiniku odavamaks ja kiiremaks madramiseks tootati magistritoos vilja meetod selle
ioonkromatograafiliseks madramiseks. Varasemate katsete kdigus on tdheldatud, et anioonide

madramiseks kasutatava meetodi kéigus tekib atsetaati sisaldava lahuse puhul

kromatogrammile lisapiik (Joonis 6). Kontakteerudes Metrohm-i pohjamaade miiiligiesindajaga,

saadi kinnitust, et antud meetodiga on vdimalik atsetaatiooni lahusest eraldada.

pSjem
23,0

22,0 A

Nitrate 5,67

21,0 A

20,0 A

Nitrite 4,07

19,0 4

18,0

17,0

16,0

> Chloride 3,47
Bromide 4,97

L
> Acetate 2,64

Sulfate 9,14

15,0

=

14,0

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5.0 6,0 7,0 8,0 9,0

10,0

min

Joonis 6 - Atsetaadi piik kromatogrammil A supp 5 100/0,4 kolonniga

Kuna kromatograafilise meetodi kalibreerimiseks kasutatud standardlahus (Thermo Scientific
Dionex Secen Anion Standard II) ei sisalda atsetaatiooni, tuli kontsentratsiooni mootmiseks
vajalik kalibratsioonigraafik teha teiste vahenditega. Kalibreerimiseks kasutati 2 g CH3;COO7/1
lahusest valmistatud proove, mida mdiérati korraga nii ioonkromatograafiga kui TOC

midramiseks modeldud Hach Lange kiivettidega LCK 380. Kiivettidega mdddetud
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kontsentratsiooni  suhestamisel kromatogrammilt saadud piigi pindalasse saadi
kalibratsioonikdver. Kalibreerimist teostati kokku 3 korda, saadud kalibratsioonikdoverad on

toodud Joonis 7.

@ | referents @Il referents @ 1l referents

200
180 | referents &
160 y=24.12x+1.3219 JeRe
R2 =0.998
—~ 140 L I referents
S 120 et y = 24.699x - 4,559
oo sttt —
£ 100 R R2 =0.9792
O 80 e
= 60 e e lll referents
y = 25.258x - 3.0812
40 R R% = 0.9962
6%
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Atsetaatiooni piigialune pindala ioonkromatograafis
(uS * em! * min)

Joonis 7 - Atsetaadi ioonkromatograafilise maaramise kalibratsioonigraafikud Hach

Lange LCK 380 kiivetiga.

Koik saadud kalibratsioonikdverad on viga tugeva tihilduvusega, millest voib vélja lugeda, et
atsetaadi ioonkromatograafiline miiramine on kasutuskdlblik ja korge tdpsusega meetod.
Kalibratsioonid on teostatud keskmiselt poole aasta tagant (seoses ioonkromatograafi iildise
kalibreerimisega) ning proovide atsetaatsiisiniku kontsentratsiooni arvutamisel on kasutatud
ajaliselt koige lahema kalibratsiooni sirge vorrandit. Tulemused néditavad, et antud meetod on
sobilik sagedaseks atsetaatsiisiniku médramiseks. Samas on meetodit voimalik kasutada ainult
juhul, kui proovi lisatakse ainsa siisinikallikana atsetaati, nditeks inhibitsioonitestide ja
mudelkatsete puhul. Teistest allikatest parit orgaanilise siisiniku médramiseks antud meetod ei
sobi, kuna kasutatud on ioonkromatograafi méairatud spetsiifilist atsetaatiooni piiki. Kasutatav
ioonkromatograafiline meetod on vdimeline eraldama ka iiksikuid muid siisinikku sisaldavaid

anioone, kuid nende tdpsemaks mddtmiseks on vaja teostada uus spetsiifiline kalibratsiooni.
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2.4 Tulemused ja analiiiis

2.4.1 Annuskatsed

Annuskatsete tulemused ja nende analiilis on esitatud kolmes osas. Esimeses ja teises osas on
vaadeldud pH muutust erinevate katsete jooksul. Kolmandas osas on toodud summaarsed
tulemused ning katsete kdigus vélja tulnud iildised seosed. Koigil summaarsetel graafikutel on
kasutatud keskmistatud pH véairtusi - pH tugeva muutumise tottu kasutatakse katsetunni
iseloomustamiseks tunni alguses ja tunni 16pus moddetud védrtuse keskmist. Antud véértuse
kasutamine tagab tugevamad seosed pH ja teiste parameetrite vahel ning aitab paremini aru

saada toimuvate protsesside iseloomust.

2.4.1.1 Baaskatsed

Baaskatseid sooritati kokku 6 korda, igaiiks neist kolmes iseseisvas katsepudelis. Baaskatsete
kiigus ei lisatud pH-d puhverdavaid voi muutvaid lahuseid. pH muutumist baaskatsete kdigus
kirjeldab joonis D1. Katsete alg-pH oli 7,9 + 0,3 ning pH tdusis koigis katsetes. Kdrgematel pH

vadrtustel tous aeglustub, selle kirjeldamiseks saab kasutada Joonis 8 toodud valemit.

@l katse @Illkatse OIllkatse @IVkatse @V katse ©VIlkatse

10.0
9.5
< — < N— 8
- ‘ ............... 8 ...... 8 o
s 8 Q- S
8.5 . ........... g
? .............. (@) y= -0.0518x2 + 0.5286x + 7.8964
8.0 ®
" I I T T 1
0 1 5 : 4 ;
Aeg (tund)

Joonis 8 - Baaskatsete pH muutumine katsetundide jooksul
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pH tous katses on seletatav prootonite tarbimisega denitrifikatsiooni kéigus. Baaskatsete
tulemustest ldhtuvalt toimub pH iseeneslik tous optimumini 9,5. Kdrgemate pH véirtuste

saavutamiseks sooritati 4 katset, kus katse kdigus doseeriti juurde leelist.

2.4.1.2 Korge pH katsed

Korge pH katseid sooritati kokku 4 korda, igaiiks neist kolmes iseseisvas katsepudelis. VII - IX
katses doseeriti teisel katsetunnil 2 ml 1,5 M NaOH lahust, X katses kohe katse alguses 1 ml
1,5 M NaOH lahust. Saavutatud pH tulemused ja nende ajaline muutumine on esitatud Joonis
9. VII-IX katse nullproov ja esimene tund on sarnased baaskatsetes toodud tulemustega, pérast

leelise lisamist toimus aga pH maérgatav hiipe vdartuseni 10,5 + 0,2.

@Vl katse @Villkatse @IXkatse @Xkatse
11.0
@ .
10.5 /’O 8 ~
10.0 { 8 §
95 @ \ @ @ o 0
T 90
Q Kl
© / +2 ml 1,5M NaOH
8.0 ¢ o
7.5
7.0 3 ; : - .
0 1 2 3 4 5
Aeg (tund)

Joonis 9 - Korge pH katsete pH muutumine katsetundide jooksul

Korge pH katsetes selgus, et viga kdrgete pH véartuste korral hakkab pH optimumini (9,5)
langema. Selle pohjuseks voib olla nitriti reduktaasi t66 peatumine, mille tulemusena prootonite
tarbimine vdheneb. Prootoneid tekib juurde nitraadi reduktaasi t66 kdigus, kus iga kasutatud
elektronpaari kohta transporditakse periplasmasse 6 prootonit (Chen and Strous 2013). pH
lahenedes optimumile hakkab nitriti reduktaas jark-jargult t66le ning prootonite tarbimine
taastub. Viimases katses lisati leelist katse alguses ning saavutatud optimaalne pH edasistel
tundidel enam oluliselt ei muutunud (pH véértus terve katse jooksul oli 9,51 + 0,07). Sellest
voib jireldada, et pH 9,5 juures muutub protsess stabiilseks ning tarbitavad ja toodetavad

prootonid on omavahel tasakaalus.
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2.4.1.3 Summaarsed tulemused

Olulisemate seoste analiilisimisel kasutati koigi 10 annuskatse tulemusi summaarselt, kus
erinevate parameetrite muutumisi suhestati pH védrtustesse. Koigi parameetriliste seoste vahel

on arvutatud korrelatsioon ja p-véértus.
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E 'ﬂ @9 ©
v ‘_.E 5.0 © ®
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Joonis 10 - Nitraatlimmastiku redutseerimise Kiirused aktiivmuda suspensiooni kohta

erinevatel pH viirtustel

Joonis 10 on toodud nitraadi redutseerimise kiiruse ja pH omavaheline seos (r = 0,50; p <0,05).
Madalamatel pH véértustel on antud suhe véiga ndrk, reaalne seos avaldub alles 1dhenedes pH
optimumile. Sellest voib jéreldada, et optimumist madalamatel pH véértustel ei soltu nitraadi
reduktaasi aktiivsus oluliselt pH-st. Optimumist kdrgematel pH-del on nitraadi redutseerimine
iildiselt aeglasem. Korgeimad nitraadi tarbimise kiirused mdddeti madalamatel pH-del,

maksimaalsed ja minimaalsed kiirused erinevad kuuekordselt.

Nitriti akumuleerimise kiiruste ja pH védrtuste soltuvus on kujutatud Joonis 11 (r = 0,63; p <
0,05). Hoolimata graafiliselt silma hakkavatest anomaaliatest on statistiline seos pH ja
kuhjunud nitritiooni vahel tugev. Erinevalt NO3™-N redutseerimise kiirusest kasvasid NO>™-N
akumulatsiooni kiirused edasi ka optimumist (pH 9,5) korgematel pH-del, ndhtav kiiruse
alanemine toimus alates pH-st 10,0. Nitriti kuhjumiseks oli sobivaim pH vahemik 9,0 - 10,0.
Tunnis akumuleeriti maksimaalselt 1,75 mg NO>-N * ¢! MLSS, mis on tunduvalt vihem

vorreldes maksimaalse nitraadi redutseerimise kiirusega (6 mg NO3-N * g! MLSS). Sellest
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voib jareldada, et ka praktilises kasutuses jaéks nitritit akumuleeriva reaktori kiirus tavapirasele

denitrifikatsioonile alla.
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Joonis 11 - Nitritiliimmastiku akumulatsiooni kiirused aktiivmuda suspensiooni kohta
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Selleks et hinnata nitriti redutseerimise kiirust, lahutati NO3;™-N redutseerimise kiirustest maha

NO>-N kuhjumise kiirused (Joonis 12). Statistiline seos nitritlimmastiku redutseerimise kiiruse
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ja pH vahel on tugev (r = 0,73; p < 0,05). pH tdustes vihenes antud kiirus mérgatavalt, eriti
jarsult joonistub vilja kiiruse langus pH véairtustel iile 9,5. On suur tdendosus, et antud optimum
tulenebki sellest, et nitriti reduktaas ei suuda korgematel pH-del enam redutseerimist 1ébi viia.
Nitriti redutseerimise peatumine voi aeglustumine vdhendab prootonite tarvet periplasmas,
mistottu jadvad kasutamata nitraadi redutseerimisega periplasmasse transporditavad prootonid.

See voib kaasa tuua pH langemise, mida iseloomustab ka Joonis 9.

Kuna koigis paralleelides jdid mdddetud ammooniumldmmastiku kontsentratsioonid alla
médramispiiri (<1 mg NH4"-N I'!), vdib eeldada, et limmastik, mis ei akumuleerunud nitritina,
redutseeriti edasi modda tavapérast denitrifikatsioonirada. Kuna antud t66s gaasilisi
lammastikuvorme (NO, N2O ja N») ei moddetud, ei ole voimalik hinnata teiste denitrifikatsiooni

vahetihendite kuhjumist.

Atsetaatsiisiniku tarbe hindamiseks erinevate redutseerimisprotsesside kdigus vorreldi
statistiliselt CH3COO™-N tarbimise kiirust nitraadi redutseerimise, nitriti akumulatsiooni ja
nitriti  redutseerimise kiirustega. Joonis 13 on esitatud silisiniku tarbimise ja nitriti
redutseerimise kiiruste vaheline seos (r = 0,9; p < 0,05). Nitraadi redutseerimise ja siisiniku
tarbimise kiiruste vaheline seos oli veidi ndrgem (r = 0,81; p < 0,05), nitriti akumulatsiooni seos
veelgi ndrgem (r = 0,40; p < 0,05). Nendest tulemustest voib jireldada, et kdige olulisem
stisnikutarbija antud katses oli nitriti reduktaas ja sellele jirgnevad denitrifikatsiooni etapid.
Oluline osa atsetaatsiisinikust kasutati dra ka nitraadi redutseerimisel, kuid eeldatavasti

moodustab see alla poole kogusiisiniku tarbimisest.
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Joonis 13 - Nitritlimmastiku redutseerimise Kiiruse ja tarbitud atsetaatsiisiniku seos
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Joonis 13 regressiooni alusel tarbiti 1 mg NO™-N redutseerimiseks keskmiselt 4 mg CH3COO"
-C. Osa siisinikust tarbiti aga juba nitraadi redutseerimise kdigus. Kdiki katseid arvestades,
redutseeriti keskmiselt tunnis 2,52 mg NOs-N * g! MLSS, millest 0,83 mg akumuleerus
nitritina ja 1,69 mg redutseeriti nitritist edasi gaasilisteks ldmmastikuiihenditeks. Reaalne
keskmine atsetaatsiisiniku tarve tunnis oli 5,22 mg CH;COO™-C * g'! MLSS. Kui nitraadi ja
nitriti redutseerimised kulutaksid vordselt siisinikku, kasutaksid nii 1 mg NO3™-N kui ka 1 mg
NO2™-N redutseerimine 1,24 mg CH3COO™-C. Eelmises 1digus toodud statistiliste seoste ajendil
vOib aga eeldada, et paris vordselt mdlemas redutseerimises siisinikku ei kasutata ja tegelik

tarbimine on NO>-N reduktaasil suurem.

Uldiselt vdib katsetulemustest jireldada, et osalise denitrifikatsiooni rakendamisel oleks
voimalik kokku hoida iile poole orgaanilise siisiniku kuludest. Tavapirastes olmereovetes ei
pruugi see erilist kokkuhoidu veepuhastuse kulude seisukohast anda, sest enamasti on
sissevoolus olemas piisav hulk orgaanilist siisinikku. Spetsiifilisemate reovete korral, kus C/N
suhe on madalam, voib osalise denitrifikatsiooni rakendamine tuua olulise kulude kokkuhoiu.
Kombinatsioonis nitritatsiooni-anammoks protsessiga voib kergestilaguneva siisiniku

juurdelisamine muutuda aga téielikult ebavajalikuks.
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Joonis 14 - Kulutatud nitraatlimmastiku ja tekkinud nitritliimmastiku katsekeskmised

suhted erinevatel pH viartustel

Osalise denitrifikatsiooni ja selle pH soltuvuse tdpsemaks kirjeldamiseks arvutati vélja
kulutatud NO3™-N ja tekkinud NO;-N suhted. Saadud tulemused on kujutatud Joonis 14.

Parameetrite vahel oli statistiliselt tugev nii lineaarne (r = 0,91; p < 0,05) kui ka ruutsdltuvus (r
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=0,96; p < 0,05). Kumbki seos ei viljenda aga suhte tasakaalupunktini joudmist pH véartustel
iile 10, kus joutakse ligi 100% nitriti akumulatsioonini. Optimaalsel pH-1 9,5 on nitriti

akumulatsioon stabiilselt 50-60% vahel.

Soovides arendada vdimalikult odavat tehnoloogiat, peab ka pikaajaliselt toGtavas reaktoris
opereerima pH-d optimaalse véirtuse ldhedal. Viline pH mojutamine suuremahulistes
reaktorites  tekitab lisakulusid nii  doseeritavate kemikaalide kui automaatsete
juhtimissiisteemide arvelt. See tdhendab, et hinnanguliselt on pikaajaliselt opereeritud reaktoris
voimalik nitritina akumuleerida 50-60% nitraatlimmastikust, {ilejddanud nitraat redutseeritakse

toendoliselt tavapérast denitrifikatsioonirada pidi gaasiliseks ldimmastikuks.

2.4.2 Pilootkatsed

Kuna liihiajaliste annuskatsete tulemustega ei ole voimalik kirjeldada protsessi pikaajalist kdiku,
otsustati teostada pilootkatsed nitriti akumulatsiooni iseloomustamiseks pikemal perioodil kui
6 tundi. Korraga pandi kdima kaks paralleelset reaktorit, mis opereerisid sama toitevee ja -
tsilkliga. Reaktoreid opereeriti kokku 48 pdeva. Vorreldes annuskatsetega voib reaktoritega

sooritatud katsetes vilja tuua 2 peamist erinevust:

e Reaktoreid ei opereeritud rangelt anoksilistes oludes - reaktorid olid pealt avatud ning
seetdttu oli vdimalik hapniku osaline ligipdds. Ka reoveepuhastites rakendatavad
anaeroobsed ja anoksilised reoveemahutid on enamasti pealt avatud.

e Toitelahus sisaldas lisaks nitraadi- ja atsetaadilihenditele ka véikeses koguses muid
toitelahuseid, et tagada bakteritele pikemaajaliseks ellujddmiseks ja kasvamiseks

vajalikud mikro- ja makrotoitained. Annuskatsetes neid katse liihiduse tottu ei lisatud.

Pilootreaktorite kdivitamisel jdljendati annuskatsete metoodikat - reaktoritest voeti ja analiiiisiti
proove 0., 1.,2.,3.,4.ja6. tunnil. Antud katse eesmirgiks oli jdlgida, kas pilootkatsete esimesed
tunnid on sarnased annuskatsetes saavutatud tulemustega. Toitainete puhverdava moju

uurimiseks on Joonis 15 toodud esimese kuue tunni pH muutused.
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Joonis 15 - pH muutus pilootreaktorite esimese kuue tunni jooksul

Joonis 8 ja 15 vorreldes on vdimalik ndha deaeratsiooni &dra jatmise moju pH tdusule.
Annuskatsetes oli pH tous tunni kohta suurem, mis vdib tuleneda mikroaeroobsetest
tingimustest pilootreaktorites. Lahustunud hapnik on reaktorites otsa saanud tdenéoliselt 2. ja
3. tunni vahel, sest kolmanda tunni tulemustest on niha jarsemat pH tdusu. Osaliselt aeroobsete
tingimuste moju on ndha ka Joonis 16, kus on toodud tekkinud NO™-N ja kasutatud NO3™-N

suhte muutumine pH kasvades.
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Joonis 16 - Kulutatud nitraatlimmastiku ja tekkinud nitritlimmastiku suhted erinevatel

pH véartustel
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Néhtav denitrifikatsiooniprotsess hakkas reaktorites kdima alles alates 1. tunnist ning ka
joonisel on ndhtav teatud hiippelisus reaktor 1 tulemustes. Alates 3. tunnist on tulemused
stabiilsemad ning saavutati ligikaudu 50% nitriti akumulatsioon, mida annuskatsete tulemuste
pohjal ka eeldati. Uldiselt on saavutatud akumulatsioonid veidi kdrgemad, kui annuskatsetel
samadel pH-del. Pohjuseks voivad taas olla osaliselt aeroobsed tingimused, mille tottu voidi
osa tekkinud nitritist tagasi nitraadiks okstideerida. Pikema perioodi jooksul peaks hapnik aga
vedelik-gaas piirpinnalt piisavalt vidikestes kogustes lahustuma, mistdttu nitrifikatsioon

reaktoreid oluliselt ei mojuta.
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Joonis 17 - Pilootreaktorite pH muutus alates esimesest toitetsiiklist

Joonis 17 on toodud pH muutus mdlemas pilootreaktori kogu 48 pievase katseperioodi ajal.
Selleks, et paremini ndidata pH vdiksemaid muutusi, on jooniselt vélja jaetud esimesed 12 tundi,
mille pH véartused on toodud juba varem joonisel R1. Kogu katseperioodi jooksul oli 1. reaktori
keskmine pH 9,53 £+ 0,15 ning 2. reaktori pH 9,59 + 0,11. Tervel katseperioodil oli aga
tuvastatav aeglane pH optimumi tdus (r = 0,41; p < 0,05). 48 pdeva jooksul tousis pH optimum
algselt 9,5-1t ligikaudu 9,65-ni. Antud muutuse vdis pohjustada mikroorganismide kohanemine
- néditeks nitriti reduktaas, mille t60 aeglustumine tdendoliselt annuskatsetes pH optimumi
tekitas, vois pikema perioodi jooksul aeglaselt kohastuda to6tama ka veidi korgematel pH-
vaartustel. Lisaks voisid antud néhtuse pohjustada pikema perioodi jooksul tekkivad muutused
bakterikoosluses. Reaktorites mdddetud aktiivmuda suspensioonide (MLSS) ja sissevoolu

siisinikukontsentratsioonide vordlus on toodud Joonis 18. Aktiivmudasuspensiooni
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kontsentratsioonide puhul on joonisele lisatud vaid tiithjendamisjirgsed vaartused, reaktori

ruumala kdikumisega seotud muutused on selguse tagamiseks vilja jaetud.
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Joonis 18 - Sissevoolu atsetaatsiisiniku ja reaktorite tiihjendamisjirgse

aktiivmudasuspensiooni kontsentratsioonide vordlus

Kuigi algselt inokuleeriti mdlemaid reaktoreid sama koguse biomassiga, on juba 5. pdeval
tehtud modtmiste alusel aktiivmuda suspensiooni kontsentratsioonid oluliselt erinevad. Terve
katseperioodi jooksul oli reaktor 2 MLSS ligi kaks korda madalam, kui reaktor 1 oma. Selle
pohjuseks voivad olla reaktorite erinevad magnetsegajad. Kuigi modlema reaktori
magnetsegajate voimsus oli keeratud samale tasemele, tekitas reaktor 1 magnetsegaja tunduvalt
suurema segunemise ja hapniku sissekande 14dbi piirpinna kui reaktor 2 magnetsegaja.
Hilisemad magnetsegajate voimsuse korrigeerimised enam MLSS-i kontsentratsiooni oluliselt

el mojutanud.

Suurema MLSS-i kontsentratsiooni tousu pdhjus 16. pdevaks (Joonis 18) on tdendoliselt
siisinikukontsentratsiooni tostmine sissevoolus. Oluliselt suurema orgaanilise siisiniku hulga
tottu hakkasid mikroorganismid kiiremini poolduma, ndhtav biomassi koguse suurenemine
toimus 24. opereerimispdevani. 32. opereerimispievaks oli toimunud aktiivmudasuspensiooni

kontsentratsioonis suur langus, mis voib olla tingitud reaktoris akumuleerunud toitainete otsa

28



saamisest. Kuigi CH;COO™-N kontsentratsioon oli alates 32. opereerimispaevast piisivalt korge,

siis uut kiiret mikroorganismide kasvu ei taheldatud.

Vahepealsed langused atsetaatsiisiniku kontsentratsioonis on seotud sissevoolu riknemisega -
nimelt suure kergesti laguneva siisiniku kontsentratsiooni tdttu hakkasid sissevoolus toimuma
mikrobioloogilised protsessid, mille kdigus silisinik dra tarbiti. Alates 20. opereerimispdevast
hakati sissevoolu tegema ette vaid 2-3 pédevaks, mis viltis toiteainerikka vee riknemise. Siiski
nditasid juhuslikult teostatud analiiiisid, et ka teiseks ja kolmandaks pédevaks oli aeg-ajalt kuni
10% sissevoolu siisinikust ja [dmmastikust sissevoolukanistris dra tarbitud. Selle véltimiseks
oleks vajalik edaspidistel reaktorkatsetel vahetada siisinikuallikat voi saavutada hermeetiline ja
bakterivaba keskkond sissevoolu hoiustamiseks. Antud katsetes ei saanud aga vordlusmomendi

saavutamiseks siisinikuallikat vahetada ning seetdttu {iritati sissevoolu valmistada tihedamini.

Joonis 19 ja 20 on toodud mdlemas pilootreaktoris mdodetud ldmmastikvormide ja
atsetaatsiisiniku kogused terve katseperioodi jooksul. Uldiselt saavutas reaktor 1 tunduvalt
parema nitritilimmastiku akumulatsiooni. Efektiivse akumulatsiooni periood oli nii 1-3 pdev
kui 12-24 piev. Modlemat perioodi iseloomustab korge atsetaatsiisiniku kontsentratsioon ning
eelnev nitraatldmmastiku kuhjumine. Sarnased tingimused olid loodud reaktoris 1 ka alates 31.
pédevast, kuid tulemused néitavad, et kogu reaktoris tekkinud nitrit redutseeriti ka dra. Joonisel
R4 on kujutatud biomassi madalseis 32. paeval, mis vdis olla tingitud akumuleerunud toitainete
(eriti atsetaatsiisiniku) vdhesusest. On ka vdimalik, et kuu ajaga oli reaktorisse kasvanud
baktermass, mis suutis ldbi viia efektiivset nitriti redutseerimist ka korgema pH (9,6) juures.
On vdimalik, et see viis nitraadi ja nitriti reduktaaside kiirused vordseks ning akumulatsiooni

seetottu el toimunud.

21-31 péaevadeks vdhendati sissevoolus 30% vdrra atsetaatsiisiniku kontsentratsiooni, et véltida
sisiniku iilejddgi tottu akumuleerunud nitriti aeglast draredutseerimist. Saavutati aga
vastupidine tulemus: molemas reaktoris vihenes selle perioodi jooksul oluliselt akumuleerunud
nitriti kogus ning kasvas kuhjunud nitraadi kogus. Pdhjuseks voib olla vaikselt toimuma
hakanud nitriti redutseerimine, mis ka siisinikukontsentratsiooni vdhenedes piisis aktiivsena
ning tarbis osaliselt dra nitraadi redutseerimiseks moeldud siisiniku. Eeldatavasti redutseeriti
nitraati vahem kui nitritit, mis tekitas reaktorites peaaegu téieliku nitrititarbe ning nitraadi 70-

80% akumulatsiooni.
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Joonis 19 - Reaktor 1 akumuleerunud iimmastikuvormide ja atsetaatsiisiniku kogused
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Joonis 20 - Reaktor 2 akumuleerunud liimmastikuvormide ja atsetaatsiisiniku kogused

Reaktor 2 tulemuste puhul peab tddema, et olulist pikaajalist nitriti akumulatsiooni iihelgi
perioodil ei tdheldatud. Vaiksemad nitriti akumulatsiooni piigid, mille kdigus piisisid reaktoris
kuhjununa suuremad nitriti kontsentratsioonid olid 2.-3., 12.-13., 19.-20., 24. ja 31. péeval.
Vahepealsetel pdevadel toimus aga olulisel médral nitriti redutseerimine. Kuna ainsaks
suuremaks erinevuseks kahe reaktori vahel oli segamiskiirus, voib eeldada, et kohev ja
suspendeerunud denitrifikatsiooni biomass on paremini suuteline nitritit akumuleerima kui
viiksema kohevusega biomass. Uldised nitraatlimmastiku ja atsetaatsiisiniku muutuste trendid

on molemal reaktoril sarnased.
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Pilootkatsete perioodil toimus mdlemas reaktoris ka moddetav ammooniumldmmastiku
kuhjumine, reaktoris 2 aga ligi 40% suuremates kogustes (keskmine 72,5 + 42,6 mg NH4'N)

kui reaktoris 1 (53,5 + 33,2 mg NH4'N). Ammooniumldammastik vdis tulla kahest allikast:

e osa nitritlimmastikust voidi redutseerida ammooniumldmmastikuni, reaktor kahes on
20-28 pdeval ndha NH4"-N tdusu kohe pirast NO»™-N langemist, mis vdib viidata antud
protsessile;

e mikroorganismide suremuse tagajirjel vabaneb nende massi seotud orgaaniline
lammastik, mis vette jddb enamasti ammooniumi kujul. Seda vdivad viljendada

ammooniumldmmastiku tdusud reaktorites paevadel 8-12 ja 28-32.

Reaktor 2 suurema ammooniumldmmastiku koguse pdhjuseks on arvatavasti eelmise kahe
kombinatsioon - vdiksema segamise tottu sattus reaktorisse lébi vedelik-gaas piirpinna vihem
hapnikku, mistdttu oli tldine bakterite suremus korgem. Lisaks vdisid anoksilisemad

tingimused tekitada eelise selliste bakterite kasvuks, kes seovad nitritiooni ammooniumiooniks

vOi orgaaniliseks ldmmastikuks.
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Joonis 21 - Pilootreaktorites kulutatud nitraatlimmastiku ja akumuleerunud

nitritlimmastiku suhe

Kogu perioodi jooksul mdddetud kulutatud NO3™-N ja akumuleerunud NO>™-N suhted on toodud
Joonis 21. Esimese nelja pdeva jooksul on molema rektori puhul voimalik tdheldada korgeid
NO>™-N akumulatsioone, kuni 80% redutseeritud NO3™-N kuhjus reaktorisse nitritldimmastikuna.

Ka 12.-32. pdeval on modlema reaktori puhul niha akumulatsioonipiike, kuid reaktor 1 puhul on
31



need oluliselt tthedamad. Reaktor 2 puhul on antud perioodil niha kaks suuremat piiki (paevad
12 ja 24), mdlemad vahetult parast uue sissevoolu valmistamist (uus sissevool 11. ja 24. pdeval).
On vdimalik, et reaktoris oli tekkinud mdne mikro- vdi makrotoitaine puudus, mida nitriti
akumuleerimiseks vajati, ning selle tottu suudeti nitritlimmastikku akumuleerida ainult kohe

parast uue sissevoolu valmistamist.

Selleks, et saavutada reaktoris plisivat nitritlimmastiku akumulatsiooni peaksid olema antud

katseandmete jérgi tdidetud jargmised tingimused:

e optimaalne orgaanilise siisiniku kogus (atsetaadi puhul ligikaudu C/N suhe 1.8/1), et
nitraadi redutseerimise kdigus saaks otsa ka orgaaniline siisinik;

e piisavalt tugev segamine, et anda reaktorisse piisavas koguses hapnikku biomassi
paremaks kasvatamiseks ning hoida biomassi suspendeerunud olekus;

e pH puhvrite ja suuremate mdjutajate vaba keskkond, et protsess saaks kulgeda

iseenesliku optimumi lédhedal;

Lisaks on katsetulemustest 1dhtuvalt vajalik vahetada néiteks 30 pdeva tagant mahutis biomassi
- eraldada vana aktiivmuda ning lisada uus aeroobsest mahutist périt biomass. Tdpsem biomassi
vahetamise sagedus vdib oleneda ka muudest tingimustest ja mahtudes, mida tuleb tdpsemate
tehnoloogiliste lahenduste puhul eraldi vaadelda. Voimalik on ka biomassi pidevas ringluses
hoidmine, mille puhul vahetub reaktoris biomass iga pdev teatud koguses. Kui suudetakse
tagada, et mikroorganismid ei kohastu 14bi viima tdielikku denitrifikatsiooni véiga korgetel pH
véartustel (pH > 9,5), on vdimalik saavutada ka pikaajaliselt stabiilne nitritlimmastiku

akumulatsioon.
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Kokkuvote

Selles magistritods uuriti pH moju nitritlimmastiku akumulatsioonile magedaveelises
denitrifikatsioonisiisteemis. Selleks teostati nii annuskatseid (kuni 6 tundi) kui ka pilootkatseid
reaktorites (48 pdeva). Too kdigus moddeti regulaarselt [dimmastikuiihendite, atsetaatsiisiniku

ja aktiivmuda suspensiooni (MLSS) kontsentratsioone ning pH véértust.

Annuskatsetest selgus, et denitrifikatsiooni kdigus touseb pH iseeneslikult véértuse 9,5 poole.
Antud viirtusest korgemal pH véértusel on nitriti reduktaasi aktiivsus juba niivord madal, et
protsessi efektiivselt 1dbi ei viida. Sellest tulenevalt leiti ka tugev nitritilimmastiku
akumulatsiooni kasvamine pH tdustes. pH optimaalsel vairtusel 9,5 jéi nitritlimmastiku
akumulatsioon vahemikku 50-60%. Kuigi veelgi korgematel pH viirtustel joudis nitriti
akumulatsioon peaaegu 100%-ni, ei ole sellistes tingimustes reaalse reaktori opereerimine
otstarbekas ning pH pideva tdstmisega kaasneksid reoveepuhastile lisakulutused kemikaalide

oSsas.

Pilootkatsetes selgus, et biomassi kohastumisel voib optimaalne pH véértus veidi tdusta (9,65-
ni 48. paevaks). Samas ei saavutanud nitriti akumulatsioon pH 9,65 juures enam annuskatsetes
moddetud kontsentratsioone. Pigem toimus biomassi kohanedes denitrifikatsioon 16puni ning
nitriti akumulatsiooni alates 32. pdevast ei tdheldatud. Enne seda saavutati periooditi korged
kuhjunud nitritlimmastiku vdartused (kuni 140 mg/l), mis vdiks ndidata, et denitrifikatsioon on

nitriti akumuleerimiseks rakendatav.

Et suuremamahulises katses tagada pikaajaliselt tootav  nitritit  akumuleeriv
denitrifikatsiooniprotsess, on t6ds toodud vilja kaks suuremat soovitust - vahetada reaktoris
biomassi iga teatud aja tagant (vOi pidevalt vdikeses mahus) ning jélgida orgaanilise siisiniku
kontsentratsiooni. Liiga suure siisinikukontsentratsiooni korral drastatakse reaktoris 10puks dra

ka kuhjunud nitritlimmastik, mis ei ole protsessi iseloomu arvestades sobilik.

Toos teostatud tulemuste pdhjal voib Oelda, et osaline denitrifikatsioon on tehnoloogilise
protsessina rakendatav. Kombineeritult nitritatsioon-anammoks protsessiga on nitriti
akumulatsiooni voimalik rakendada néiteks kdrge ldmmastik- aga madala siisinikkoormusega
reovee puhul ning saavutada sealjuures ligi 100% ldmmastiku &rastusefektiivsus. Antud

lahendust on kavas edaspidises uurimistods pohjalikumalt uurida.
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The effect of pH on nitric nitrogen accumulation in a freshwater

denitrification system

Markus Raudkivi

Summary

As nitric nitrogen accumulation in a denitrification system has been previously reported by
many researchers, the aim of this research was to elucidate the effect of pH on aforementioned
process. Nitric nitrogen accumulation was researched in both batch tests and pilot-scale reactors.
pH and the concentrations of nitrogen compounds, acetate and mixed liquor suspended solids

(MLSS) were measured from all samples.

The results of the batch tests showed, that during a denitrification process, the pH value rises to
9,5 by its own. As the optimal pH of nitrite reductase is much lower, no significant nitrite
reduction was measured on higher pH values. That also meant a significant rise of nitric
nitrogen accumulation, on pH value of 9,5, about 50-60% on reduced nitrate accumulated in
the system. Though even higher pH values created even bigger accumulations (up to 100%),
operating a reactor on necessary values would be unpractical in real life due to higher expenses

of added chemicals.

In the pilot-scale experiments, the optimal pH value rose to 9,65 by the 48™ day as the biomass
adapted to higher pH values in the environment. While the pH optimum in the reactors rose, no
significant rise in nitrite accumulation was measured. Furthermore, from the 32" day on no
nitric nitrogen accumulated in the reactors as the biomass adapted to higher pH values and full
denitrification process became dominant in the systems. Nevertheless, the high accumulated
nitric nitrogen values acquired on the first 30 days (up to 140 mg/L) show the potential of the

process for real-life technological use.

In order to operate a full-scale partial denitrification process with nitric nitrogen accumulation,
two main recommendations were given - to exchange the biomass in the reactor either once
every couple of weeks or continuously in small amounts in order to avoid adaption to higher
pH values and to carefully monitor the organic carbon concentrations in the reactor. When the
organic carbon is not fully used up by the nitrate reduction stage, the accumulated nitrite

nitrogen can also be slowly reduced.
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The studied process shows great potential when combined with other biological wastewater
treatment process. For example, combination with anammox process could result a cost-
effective technology for high nitrogen and low carbon load wastewater with up to 100%
effectiveness in nitrogen elimination. The combination of nitritation-anammox and partial
denitrification with nitric nitrogen accumulation will be the aim of continued research on given

topic.
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Infoleht

pH moju nitritlimmastiku akumulatsioonile magedaveelises

denitrifikatsioonisiisteemis

Denitrifikatsioon on bioloogiline ldmmastikuirastusprotsess, mis teatud tingimustes kulgeb
mittetdielikult, tekitades nitriti akumulatsiooni. T66s uuriti pH mdju antud ndhtusele, teostati
annuskatsed (kuni 6 tundi) ning pilootkatsed (48 pédeva). Annuskatsetes tdheldati pH
iseeneslikku tdusu véirtuse 9,5 poole, millega kaasnes ka oluline nitriti akumulatsiooni tdus.
Akumulatsioon voib tuleneda nitriti reduktaasi osalisest inhibeeritusest korge pH véértuse poolt,
mille tdttu osa toodetud nitritist jadb keskkonda alles. Pilootkatsetes saavutati katse alguses
sarnased tulemused, kuid biomassi kohanedes korge pH védrtusega nitriti akumulatsioon
vahenes. Nitriti akumulatsiooni kasutamiseks tehnoloogilise protsessina soovitatakse biomassi

pidevalt reaktoris vahetada, et viltida selle kohastumist tugevalt aluselise keskkonnaga.
Marksonad: denitrifikatsioon, nitritlimmastiku akumulatsioon, magedaveeline keskkond, pH

CERCS koodid: P305 Keskkonnakeemia, T270 Keskkonnatehnoloogia, reostuskontroll

The effect of pH on nitric nitrogen accumulation in a freshwater

denitrification system

Denitrification is a biological nitrogen removal process, in which nitric nitrogen can accumulate
on certain conditions. In this thesis, the effect of pH on aforementioned process was studied in
batch tests (up to 6 hours) and pilot scale tests (48 days). In batch test, the pH value rose towards
9,5 spontaneously during which accumulated nitrite concentrations rose as well. This can be
the result of pH inhibition to nitrite reductase, which cannot sufficiently reduce all produced
nitrite on high pH values. In pilot scale tests, same effect was observed during the beginning of
reactor operation, though due to biomass adaption nitrite accumulation stopped by the 32th day.
In order to use nitrite accumulating denitrification as a technological process, the biomass inside

the reactor should be changed either once every couple of weeks or continuously every day.
Keywords: denitrification, nitric nitrogen accumulation, freshwater, pH

CERCS codes: P305 Environmental Chemistry, T270 Environmental technology, pollution

control
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