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Infoleht

Lenduvate rasvhapete analiiiisimetoodikate vordlev analiiiis

Bakalaureuset6ds vorreldi kolme erinevat metoodikat lenduvate rasvhapete médramiseks:
Nordmanni FOS/TAC kahepunktiline tiitrimismeetod (Nordmann), Hach LCK365 Organic
acid (fatty acid)/Butanoic acid kolorimeetriline metoodika (HACH) ning DiLallo ja Albertsoni
tagasitiitrimismetoodikat (DiLallo&Albertson). Analiiiisiti toOstusreovee anaeroobse seadme
sisse- ja viljavoolu. Tod eesmérgiks oli vorrelda reoveest lenduvate rasvhapete
kontsentratsiooni midramise metoodikaid. Selleks analiiiisiti kahte tiitrimismeetodit ja iihte
spektrofotomeetrilist méaaramismetoodikat ning vorreldi neid tulemuste tdpsuse ning
metoodika lihtsuse ja kiire rakendatavuse seisukohast. Bakalaureusetods teostati ka koige
kiirema ja lihtsama, automaat-titreerimise seadmel AT1000 Biogas Titrator rakendatava
Nordmanni FOS/TAC metoodika jaoks korrektsioonifunktsioon. T66 tulemusel tootati vilja
usaldusvdirne, lihtne ja kiire metoodika anaeroobse reoveepuhastusprotsessi jilgimiseks
lenduvate rasvhapete ja leelisuse suhtes.

Mairksdnad: lenduvad rasvhapped, leelisus, anaeroobne kddritamine, tiitrimine, kolorimeetria

CERCS kood: P305 Keskkonnakeemia, T270 Keskkonnatehnoloogia, reostuskontroll

Abstract

A comparative study of volatile fatty acid analysis methodologies

In this thesis three different methodologies for the determining volatile fatty acids (VFAs) were
compared: the Nordmann FOS/TAC two-point titration method (Nordmann), the Hach
LCK365 Organic acid(fatty acid)/Butanoic acid colorimetric method (HACH) and the DiLallo
and Albertson back-titration method (DiLallo&Albertson). The analysis was conductes on the
influent and effluent of an industriaal wastewater anaerobic treatment system. The aim of this
study was to compare the methodologies for determining VFAs in wastewater. Two titration
methods and one spectrophotometric method were analyzed and compared in terms of accuracy
of results, simplicity, and fast aplicability of the methodology. Adiddionally, a correction
function was developed for the Nordmann FOS/TAC method, which can be implemented on
the AT1000 Biogas Titrator, an automated titration device known for its speed and simplicity.
As a result of this study, a reliable, simple, and fast methodology was developed for
monitooring volatile fatty acids and alkalinity in anaerobic wastewater treatment processes.
Keywords: volatile fatty acids, alkalinity, anaerobic digestion, titration, colorimetry
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Sissejuhatus

Toostusreovee anaeroobse tootlusega saadakse orgaanikarikkast reoveest kasulik ressurss,
nagu biogaas, millega kaasneb ka keskkonnamdjude vihenemine. Lisaks energia saamisele
viheneb toostusreovee eeltodtluse kiigus reoveepuhastisse saadetava vee reostuskoormus ning
seeldbi vdhenevad ka kulud. Anaeroobse tootluse kidigus kasutatakse spetsiaalseid
mikroorganisme, mis lagundavad orgaanilisi aineid hapniku puudumisel. Uks oluline
parameeter anaeroobse tootluse jélgimiseks, on lenduvate rasvhapete (VFA) sisaldus.
Lenduvad rasvhapped on orgaanilised iihendid, mis tekivad keerulise, mitmeetapilise
anaeroobse lagundamise kidigus. VFA-d on mikroorganismide toitaineks ja aitavad hoida
protsessi stabiilsena. Anaeroobse kadritusprotsessi efektiivseks opereerimiseks tuleb jélgida
VFA-de sisaldust anaeroobse reaktori toGtamise ajal. Liiga madal VFA-de sisaldus v3ib viidata
toitainete puudusele, mis pérsib mikroorganismide aktiivsust. Liiga korge VFA-de sisaldus
vOib aga viidata protsessi héiretele, nagu rasvhapete kuhjumine voi pH tasakaalust véljumine.
Anaeroobse kddritamise protsessi optimaalne pH on iildiselt vahemikus 6,0-8,5, mis on oluline
mikroorganismide kasvu seisukohalt. Vajaliku puhversiisteemi selleks annab leelisus, mis on
oluline anaeroobses kéddritis oleva keskkonna stabiilsena hoidmiseks.

Anaeroobse kadriti opereerimisel on oluline jilgimisparameeter lenduvate rasvhapete ja
leelisuse (FOS/TAC) suhe, mis on fermentatsiooniprotsesside hindamise indikaator. FOS
tahistab lenduvate rasvhapete sisaldust, TAC on leelisus, millega saab hinnata protsessi hapete
suhtes. Uldiselt peetakse optimaalseks FOS/TAC suhteks vahemikku 0,3-0,6, kuid see vdib
varieeruda soltuvalt reovee koostisest, mikroorganismide tiiiibist ja protsessi tingimustest.
Téapset lenduvate rasvhapete kontsentratsiooni on nende lenduvuse tottu keeruline moota.
Tuntumad VFA-de médramismeetodid on gaaskromatograafia, tiitrimine, kolorimeetria ja
destilleerimine. Gaaskromatograafia on kallis, kolorimeetriat peetakse ebatdpseks ning
destilleerimine on aegandudev protsess, seega eelistatuim médramismeetod on tiitrimine,
millele pohinevalt on tehtud eelmise sajandi 16pust mitmeid erinevaid metoodikaid.
Bakalaureuset6ds vorreldakse kolme erinevat metoodikat lenduvate rasvhapete médramiseks:
Nordmanni FOS/TAC meetod (Nordmann), Hach Organic acid/Butanoic acid LCK365
kolorimeetrilist metoodikat (HACH) ning Dilallo ja Albertsoni tagasitiitrimismetoodikat
(DiLallo&Albertson).

Bakalaureuset6o teoreetilises osas antakse iilevaade anaeroobse kddritamise protsessidest,

sealhulgas téhtsaimatest opereerimis- ja jilgimisparameetritest, kuhu kuuluvad lenduvad



rasvhapped ning pH ja leelisus. Kdesolevas t60s kéasitletakse ka kasutatavate metoodikate iildist
tausta ja mddramisprotseduure.

T66 eesmirgiks on vorrelda reoveest lenduvate rasvhapete kontsentratsiooni médramise
metoodikaid. Selleks analiilisiti kahte tiitrimismeetodit ja {ihte spektrofotomeetrilist
madramismetoodikat ning vorreldi neid tulemuste tdpsuse ning metoodika lihtsuse ja kiire
rakendatavuse seisukohast. Bakalaureusetod iliheks hiipoteesiks olnud viite, et automaat-
tiitrimise seadme tulemus on madalamatel VFA-de sisalduselt suurema modtemédaramatusega
vorreldes ~ korgemate  kontsentratsioonidega,  kontrollimiseks  ning  tulemuste
imberarvutamiseks koostati rakendatava Nordmanni FOS/TAC metoodika jaoks

korrektsioonifunktsioon.



1. Kirjanduse ilevaade

1.1. Anaeroobne kiiritamine

Anaeroobne kddritamine on protsess, mille kdigus erinevad mikroorganismid lagundavad ja
kasutavad elutegevuse kdigus orgaanilisi materjale, mille tulemuseks on puhas ja taastuv
energiaallikas, mida tuntakse biogaasi nime all. Biogaas on biokiitus, mis koosneb peamiselt
metaanist ja siisinikdioksiidist. Protsess on mitmeastmeline, mis holmab nii fakultatiivsete kui
ka rangelt anaeroobsete organismide stinergilist koostodd (Onwosi et al., 2019). Anaeroobse
kadritamisprotsessi  eelduseks on orgaanilise materjali kéttesaadavus ja madal
redokspotsentsiaal. (Henze et al., 2008)

Anaeroobne todtlemine on védga tShus biolagunevate orgaaniliste iihendite eemaldamisel, jéttes
lahusesse mineraliseerunud iihendid (NH4", PO4*, S;). Seda saab libi viia lihtsates
siisteemides, tekkiva liigmuda kogus on viga véike ja hésti stabiliseerunud. (Henze et al., 2008)
Anaeroobset kddritamist mojutavad tegurid holmavad olulisi jélgimisparameetreid, néiteks pH,
leelisus ning lenduvad rasvhapped ja opereerimisparameetreid, néiteks, temperatuur, orgaanika
laadimisméddr, hiidrauliline retentsiooniaeg ning substraadi koostis ja tasakaal. Need
opereerimis- ja seireparameetrid mojutavad mikroorganismide kasvu anaeroobses kééritis ja
toimivad vastavalt kogu protsessi stabiilsuse indikaatoritena. (Onwosi et al., 2019)
Evolutsiooni kiigus on vilja kujunenud erinevad metaani moodustavate bakterite liigid
erinevate temperatuurieelistustega ning on tuvastatud kolm suurenenud gaasitootmisega
temperatuurivahemikku: psiihrofiilne— ~10° C, mesofiilne— 32—50° C ning termofiilne— 50—
70° C. Kuigi kéériti to6tamine termofiilsetes tingimustes annab suurema biogaasi saagise, on
reaktoris termofiilse temperatuuri hoidmiseks vaja suuremat energiasisendit, tehnoloogilisi
joupingutusi ning termofiilne fermentatsioon on bioloogiliselt vihem stabiilne, seetdttu
tootavad enamus reaktorid mesofiilsetel temperatuuridel. (Bilitewski et al., 1996; Onwosi et

al., 2019)

1.1.1. Orgaaniliste poliimeeride lagundamine

Anaeroobne kddritamine on mitmefaasiline ja omavahel seotud mikroobne protsess, mis
holmab hiidroliiiisi, atsidogeneesi, atsetogeneesi ja metanogeneesi (Henze et al., 2008; Onwosi
et al., 2019). Nende etappidega seotud mikroorganismid klassifitseeritakse bakteriaalseteks ja
arheaalseteks mikroorganismideks. Viimased osalevad metanogeenses staadiumis, esimesed

aga etappides, mis pakuvad sobivaid substraate metaani tootmiseks. Biogaasi tootmise



stabiilsus anaeroobsetes kidritites soOltub tugevalt selle mikroobikoosluse stabiilsusest.
(Onwosi et al., 2019)
Anaeroobne lagunemisprotsess hdlmab keerulist toiduvorku, milles orgaanilist ainet
lagundavad jdrjestikku mitmed mikroorganismid. Peamised reaktsioone vahendavad
bakteririihmad:

e fermentatiivsed bakterid

e vesinikku tootvad atsetogeensed bakterid

e vesinikku tarbivad atsetogeensed bakterid

e siisinikdioksiidi redutseerivad metanogeenid

o atseetiklastsed metanogeenid
Hiidroltiiisi kéigus eritavad fermentatiivsed bakterid ensiilime, mis lagundavad aeglaselt
lagunevad iihendid ning lahustumata materjali vihem keerukateks lahustunud iihenditeks, mis
voivad ldbida fermentatiivsete bakterite rakuseinu ja membraane.(Henze et al., 2008)
Atsidogeneesi kidigus fermentatiivsete bakterite rakkudes olevad lahustunud iihendid
muudetakse paljudeks lihtsateks iihenditeks, mis seejirel fermentatiivsete bakterite rakkudest
erituvad. Selles faasis toodetud iihendite hulka kuuluvad lenduvad rasvhapped (VFA),
alkoholid, piimhape, CO», H>, NH3 ja H>S, mis on samuti uus rakumaterjal. (Henze et al., 2008)
Atsetogenees, mis on hapete vahepealne tootmine, kus laguproduktid muudetakse atsetaadiks,
vesinikuks (Hz) ja CO>-ks. (Henze et al., 2008)
Metanogeneesi kdigus muudetakse atsetaat, vesinik ja karbonaat, formiaat vdi metanool

metaaniks, CO»-ks ja uueks rakumaterjaliks. (Henze et al., 2008)

1.2. Lenduvad rasvhapped (VFA-d)

Lenduvateks rasvhapeteks (VFA), tuntud ka kui liilhikese ahelaga rasvhapped (SCFA),
peetakse  vastavalt orgaaniliste {ihendite siistemaatilisele = nomenklatuurile 1-6
stisinikuaatomiga karbokstiiilhappeid: metaan-, etaan-, propaan-, butaan-, pentaan- ja
heptaanhape. Erialases kirjanduses kasutatakse ka triviaalseid nimetusi nagu nditeks
addikhape, propioonhape jt. Need happed (enamasti d4dik- ja propioonhape) on potentsiaalselt
taastuvad siisinikuallikad ja neil on lai valik kasutusalasid, nagu bioplasti, biogaasi, biodiisli
tootmine ning toitainete bioloogiline eemaldamine reoveest. (Mu et al., 2018)

Lenduvad rasvhapped on anaeroobse lagundamise (atsidogeneesi) vaheproduktid ja nende
logaritm happe dissotsiatsioonikonstandist (pKa) on tavaliselt vahemikus 45, mis tagab selles

pH vahemikus puhverdusvoime. Korge VFA kontsentratsioon pdhjustab pH languse ja



mikroorganismide inhibeerumise, mille tulemuseks voib olla ebastabiilne keskkond. VFA-de
madramine on vajalik anaeroobsete reaktorite tootingimuste hindamiseks. (V. T. Mota et al.,
2015)

Uldiselt on VFA-de tootmine reoveest anaeroobne protsess, mis hdlmab atsidogeneesi, mida
tuntakse ka kui atsidogeenset kadritamist vOi tumekddritamist. VFA-de tootmise
maksimeerimiseks on tehtud mitmeid joupingutusi, uurides eri tiilipi jddtmeid ja reguleerides

anaeroobse reaktori tootingimusi.

1.3. VFA-de mairamismeetodid

Tuntumad VFA-de miiramismeetodid on gaaskromatograafia, tiitrimine, kolorimeetria,
destilleerimine. Vorreldes aegandudva destilleerimise, ebatdpse kolorimeetria ja kalli
gaaskromatograafiaga on tiitrimine eelistatud meetod VFA kontsentratsiooni médramiseks.
(Mu et al., 2018)

Gaaskromatograafia on segus olevate iihendite eraldamise protsess, mille kdigus proov
aurustatakse ja litkuv gaasifaas ehk kandegaas kannab seda 1dbi kolonni. Erinevate
komponentide eraldamine toimub nende suhtelise aururdhu ja afiinsuse alusel statsionaarse
faasi suhtes. Tehnika toimimiseks peavad analiilisitavad komponendid olema lenduvad ja
termiliselt stabiilsed. See on iiks tdpseim analiiiitiline meetod. (Fernandez et al., 2016)

Kuna VFA-d on termostabiilsed ja lenduvad iihendid, saab neid gaaskromatograafia abil
kergesti eraldada, muutes need seega mdddetavaks. Uldiselt pakub gaaskromatograafia kdrget
eraldusvdimet, madalaid tuvastamispiire ja laia diinaamilist ulatust, kuid kuna seda kasutatakse
keerukate maatriksite jaoks, on vaja rohkem proovi eeltodtlust, mistdttu on see todmahukas ja
kulukas tehnika. (Fernandez et al., 2016)

Lihtsamad meetodid VFA-de ja leelisuse méddramiseks pdhinevad happe-aluse tiitrimisel, mis
on lihtne ja odav meetod. Tiitrimisel tugeva happega (HCI vdi H2SO4) jélgitakse reagendi kulu
ja pH muutumist vastavalt siisihappe- ja dddikhappe dissotsiatsioonikontstantidele. (Liu et al.,
2021)

Joonisel 1 tdhistab TAC iildleelisust ning FOS lenduvaid rasvhappeid. Esimese etapina
tiitritakse proovi happega kuni pH-ni 5, millega médratakse leelisust pdhjustavate
vesinikkarbonaatioonide ja siisihappegaasi sisaldust proovis. Jooniselt on ndha, et pH 4-5
juures on proovis veel HCO3™ ja ka CO», kuigi t60 teise etapina alustatakse juba rasvhapete
tittrimist. Liu jt (Liu et al., 2021) on leidnud, et VFA-de sisalduse tiitrimisel pH vahemikus 4—

5 tuleb arvestada, et tulemusest umbes 5% moodustavad anorgaanilised siisinikuiihendid.



Sarnane kattuvus on pH vahemikus 5-6, kus leelisuse tiitrimise vahemikus méiiratakse ka

VFA-sid, peamiselt dissotsieerunud kujul.
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Joonis 1. Erinevate iihendite happe-aluse tasakaalud pH funktsioonina 25° C juures (Liu et al.,
2021)

Tiitrimismeetoditel on eeliseks lihtsus, kiirus ja madal hind, selle peamiseks puuduseks on aga
madal selektiivsus, hapete eristamiste ja detekteerimise keerulisus ning nende ebatdpsus, mis
on tingitud segavate lhendite olemasolust. Anaeroobsete reaktorite seireks kasutatakse
laialdaselt Ripley, Kapi ja DiLallo meetodeid. (V. T. Mota et al., 2015)

Kéesolevas bakalaureusetdos on kasutatud tiitrimis- ja spektrofotomeetrilist meetodit.

1.4. pH jaleelisus anaeroobses kairitis

Anaeroobse kééritamise protsessi pH on iildiselt vahemikus 6,0—8,5. Kuna metanogeenide
optimaalne kasv on neutraalse pH iimber, voivad sellest vahemikust vilja jddvad vairtused
nende kasvu pirssida, pohjustades kadriti ebastabiilset joudlust ja monikord isegi protsessi
ebadnnestumist. Seetdttu on viga oluline séilitada metanogeense tegevuse jaoks optimeeritud
pH, et tagada kairimisprotsessi jiatkuv toimimine. Vajaliku puhversiisteemi selleks annab
leelisus, mida antud pH vahemikus pdhjustavad peamiselt vesinikkarbonaatioonid. pH
kasvamisel lisanduvad karbonaatioonid ning madalate pH viértuste juures esineb siisteemis
lahustunud CO,. Lisaks omavahel pH-st sdltuvas tasakaalus olevatele anorgaanilistele
siisinikiihenditele seovad vesinikioone ka muud anioonid, kuid nende osa leelisuses on juba

vdiksem. Anaeroobse kadriti opereerimise seisukohalt on leelisus oluline keskkonna stabiilsena

10



hoidmiseks, tagades kddrimisprotsessi puhverdusvoime happeid neutraliseerida. Korgemad
leelisuse kontsentratsioonid véljendavad anaeroobse kéariti voimet seista vastu pH muutustele
ja aitavad seda stabiliseerida. (Onwosi et al., 2019)

Leelisust nditab proovis leiduvate anorgaaniliste anioonide voimet siduda vesinikioone, mida
viljendatakse molaarse kontsentratsiooniga. Praktikas kasutatakse mitmesuguseid erinevaid
iihikuid, nagu kareduskraadid, meq/l, mg Ca?"/l ja ppm. Bakalaureusetdds on leelisus
véljendatud kui mg CaCO3/1, mis nditab, kui palju CaCOs tuleb vees lahustada sama leelisusega

proovi saamiseks. (Onwosi et al., 2019)
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2. Metoodika

Toos vorreldakse kolme erinevat metoodikat lenduvate rasvhapete maaramiseks: Nordmanni
FOS/TAC meetod (Nordmann) automaattitraatoriga, HACH Organic acid (fatty
acid)/Butanoic acid LCK365 kolorimeetrilist metoodikat (HACH) kiivettidega ning DiLallo ja
Albertson’i  tagasitiitrimismetoodikat  lenduvate rasvhapete (VFA) ja leelisuse
kontsentratsiooni midramiseks (DiLallo&Albertson). Analiiiisiti to0stusreovee anaeroobse
seadme sisse- ja viljavoolu ning valideerimislahuseid.

Kodikide proovide temperatuurid peavad olema vahemikus 15-35°C. HJdljuvaine
eemaldamiseks tsentrifuugitakse voi filtreeritakse analiilisitavad proovid 1dbi 25 um pooridega
filterpaberi.

Lenduvate rasvhapete analiilisimise tulemus niitab erinevaid rasvhappeid kokku, seega
miiratakse kompleksparameetrit. Uhikutena kasutatakse milliekvivalente, millimoole ja
etaanhappele vastavaid milligramme liitri kohta. Viimane tihik voib olla kidepirane anaeroobse
reaktori opereerimisel, kuna néitab, kui palju etaanhapet tuleks votta sama suure lenduvate
rasvhapete sisalduse saavutamiseks. Milliekvivalent on aine kogus, mis vastab iihele moolile
vesinikioonidele. Kasutades etaanhapet mudelmolekulina, on milliekvivalendid ja millimoolid

vordsed, milligrammid saadakse korrutamisel CH;COOH molaarmassiga (60 g/mol).

2.1. Nordmanni FOS/TAC metoodika

Metoodika pdhineb Nordmanni FOS/TAC meetodil, mida Hach Company on modifitseerinud
proovi kogusega. FOS/TAC suhe on fermentatsiooniprotsesside hindamise indikaator. FOS
(saksa k. Fliichtige Organische Sduren — lenduvad orgaanilised happed) véértus vastab
lenduvate rasvhapete sisaldusele ning TAC (fotal inorgaanic carbon) véértus on leelisus ehk
proovi puhvermahtuvuse hinnang. Tulemused arvutatakse empiiriliselt Nordmanni meetodi
jargi. (Liu et al., 2021)

Analiiiisiks kasutatav seade on Hach AT1000 Biogas Titrator, mille FOS/TAC mg/l programm
tootab Nordmanni meetodi pohiselt.

Nordmanni meetod FOS-i méddramiseks pdhineb katsetel 20 ml proovi ja 0,1 N (vastab 0,05
mol/l) HoSO4 lahusega. Automaattitraatori valem on tootja poolt kohandatud 5 ml proovi
madramiseks. Oluline on teha tiitrimine Nordmanni tingimustele voimalikult 1&hedal. (Liu et
al., 2021)

Programmi FOS/TAC mg/l kuvatavad tulemused on:
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e TAC mg CaCOs/1
e FOS mg CH3COOH/I
e FOS/TAC.

2.1.1. Miaramisprotseduur

Proovi filtreeritakse 1dbi 25 um poori suurusega filterpaberi, voetakse 5 ml proovi proovitopsi
ja lisatakse 50 ml destilleeritud vett. Segu tiitrimiseks kéivitatakse peamentiiis FOS/TAC mg/1
védrtuse rakendus ning tiitritakse 0,1 N HoSO4 lahusega pH 5,0-ni. Kulunud happe hulga jérgi
arvutab seade leelisuse véartuse iihikutes mg CaCOs/1. Seade jatkab automaatset tiitrimist kuni
pH-ni 4,4, mille alusel arvutab lenduvate rasvhapete (FOS) véartuse tihikutes mg CH3COOH/I.
Titraator teeb koiki tiitrimisetappe ja arvutusi automaatselt ning kuvab saadud tulemuse

ekraanile.

2.1.2. Tulemuseks kasutatavad empiirilised arvutused
Nordmann’i metoodikal pohinevad empiirilised valemid (Liu et al., 2021) VFA (FOS) ja

iildleelisuse (TAC) kontsentratsioonide arvutamiseks (1 ja 2):

FOS=((B x 4 x 1,66) — 0,15) X 500, (1)
A X CXx50045

TAC= 252222 &)

SA

kus: A titrandi maht pH-ni 5,0 (ml)
C titrandi (H2SO4) kontsentratsioon (0,1 N)
SA  proovi maht (ml)
B titrandi maht pH 5,0-st kuni pH 4,4-ni (ml)

2.2. DiLallo ja Albertsoni tagasitiitrimismetoodika

Antud metoodika on empiiriline tagasitiitrimise meetod, mis on vilja téotatud DiLallo ja
Albertsoni poolt, aastal 1961. (Lahav & Morgan, 2004)

Metoodika kohaselt tiitritakse proovi vesinikkloriidhappe lahusega pH vahemikku 3,3-3,5, mis
vastab leelisusele. Seejdrel proovi kergelt keedetakse 3 minutit CO> eemaldamiseks.

DiLallo&Albertsoni metoodika jargmiseks etapiks on naatriumhiidroksiidi lahusega tiitrimine
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pH-ni 7, mille kédigus saadakse VFA kontsentratsiooni arvutamiseks NaOH kogus. (Lahav &
Morgan, 2004)

Kéesolevas t60s on DiLallo&Albertsoni metoodika anaeroobse tehnoloogia tarnija poolt
modifitseeritud pH vahemikuga- HCI tiitrimine pH-ni 3,0 ning NaOH-ga tiitrimine 6,5-ni.
Analiiiisis kasutatavad reagendid on 0,1 M vesinikkloriid (HCI) ning 0,1 M naatriumhiidroksiid
(NaOH). Analiitisiks vajalikud seadmed on kuumuskindel kolb 250 ml, pliit, Friedrich’i
plstjahuti, tsentrifuug ja tsentrifuugitoru vai vihese tuhasisaldusega filterpaber poorisuurusega
25 um, pH - meeter, magnetsegaja, mdlema reagendi jaoks biiretid, keeduklaas, stopper ning
modtpipett.

Juhendis on margitud, et tdpse tulemuse saamiseks, ei tohi proovis olla VFA-sid rohkem kui
180 mg/l, seega on vajalikud lahjendused. DilLallo ja Albertson on vilja toonud ka
paranduskoefitsendi (1,5), kui VFA kontsentratsioon on iile 180 mg/I.

2.2.1. Maaramisprotseduur

Proov filtreeriti 1dbi 25 pm paberfiltri, pipeteeriti 10 ml filtreeritud proov 250 ml keeduklaasi
ning lisati 90 ml destilleeritud vett ja magnetsegaja pulga. pH-elektrood asetati lahusesse ning
proovi tiitriti 0,1 M HCI lahusega, kuni saavutati pH 3,0 ja mérgiti iiles tiitritud HCI lahuse
maht (Z). Lahus kallati iimarapdhjalisse kolbi ning tihendati Friedrichs’i piistjahutiga. Keedeti
lahust drnalt 3 minutit. Seejdrel voeti kolb pliidiplaadilt ja lasti 2 minutit jahtuda jahutiga
ithendatult. Jahutit loputati destilleeritud veega. Piistjahuti eemaldati ning kolb sulgeti ja lasti
proovil jahtuda toatemperatuurini. Vedelik valati ettevaatlikult tagasi 250 ml keeduklaasi ja
loputati destilleeritud veega, mis kallati samuti keeduklaasi. Proovi tiitriti 0,1 M NaOH-ga,

kuni saavutati pH 6,5 ja margiti iiles tiitritud NaOH lahuse maht (B).

DiLallo ja Albertson’i metoodikal pohinevad empiirilised valemid (Laan & Hobma, 1978)

VFA ja leelisuse arvutamiseks (3 ja 4):

_ (Bx101)—(Z+100) 5 100

VFA 99,23 4 (3),
kus: VFA lenduvate rasvhapete kontsentratsioon (meq/1)

Z tiitritud 0,1 M HCI maht (ml)

B tiitritud 0,1 NaOH maht (ml)

Vv proovi maht (ml)
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100

Leelisus=(Z — B) X — 4),
kus:  Leelisus iildleelisuse kontsentratsioon (meq/1)

Z tiitritud 0,1 M HCI maht (ml)

B tiitritud 0,1 NaOH maht (ml)

A" proovi maht (ml)

Tulemused on viljendatud meq/l, et saada iihik milligrammi liitri kohta, korrutatakse leelisuse
tulemus CaCO3 molaarmassiga (M= 100 g/mol) ning VFA tulemus CH3COOH molaarmassiga
(M= 60 g/mol).

2.2.2. Segavad faktorid

DiLallo ja Albertsoni pakutud meetodil on mitmeid puudusi. Nimelt meetod nduab nii happe
kui ka aluse kohustuslikku lisamist ning proovi keetmist, mis muudab protsessi pikaajaliseks
ja ressursikulukaks. Lisaks nendivad Lahav & Morgan, (2004), et mitmed protseduuri etapid
voivad pdhjustada suurt ebatépsust. Kuigi DiLallo ja Albertson soovitavad 3-minutilist ,,0rna*
keetmist, siis sellist protseduuri on keeruline standardiseerida ning proovi keetmisel CO;
eemaldamiseks vOib eralduda ka lenduvaid rasvhappeid. Metoodikas on vilja toodud
paranduskoefitsient VFA kontsentratsioonidele, mis tiletavad 180 mg/1 (1,5), kuid Lahav &
Morgan, (2004) ldbiviidud wuuringus andis antud koefitsiendi kasutamine VFA

kontsentratsioonis 23% vea.

2.3. HACH kiivett kolorimeetriline metoodika

HACH metoodika on kiivetttestidega spektrofotomeetriline protseduur, mis pohineb
Montgomery meetodil. Meetodi pohimote on méérata kolorimeetriliselt raudhiidroksamaadiga
karboksiitilestreid. Kdik proovis leiduvad VFA-d on esitatud nende ekvivalentidena mg
CH;COOH/1 kohta. Seda meetodit iseloomustab lihtne protseduur, tldiselt kittesaadavad
reaktiivid ja lithike analiiiisiaeg. (Siedlecka et al., s.a.)

Rasvhapped reageerivad happelises keskkonnas dioolidega, moodustades rasvhapete estreid.
Neid redutseerivad raud(Ill)soolad, moodustades punaseid komplekse, mida hinnatakse
spektrofotomeetriliselt. (Hach Company, 2020)

Metoodika médramispiirkond on 50-2500 mg/l CH3COOH vé1 75-3600 mg/l C3sH;COOH.
(Hach Company, 2020)

15



Vastavalt LCK365 juhendile soojendatakse termostaat esterdamiseks 100° C-ni ja kiivette
kuumutatakse 10 minutit. (Hach Company, 2010)

HACH kiivettidel on peal triipkoodid, mille kaudu spektrofotomeeter tuvastab, millise
analliiisiga tegu on ja médrab automaatselt vajaliku lainepikkuse, mis antud metoodika puhul
on 495 nm.

Analiiiisis kasutatavad reagendid on margistatud A, B, C, D. Kiivett sisaldab etiileengliikooli
((CH20H)z), seega, A — 19,5 N védvelhape (H2SO4), B - 10% hiidroksiiiilamiin vesinikkloriid
(NH20H - HCl), C - 4,5 N naatriumhiidroksiid (NaOH) ning D - raud(Ill)kloriid (FeCls)
(Siedlecka et al., s.a.). Analiiiisis kasutatavad seadmed on HACH LCK365 kiivetttestid, 1 ml

automaatpipett, termostaat (Hach HT200S), spektrofotomeeter (Hach DR3900) ning stopper.

2.3.1. Maaramisprotseduur

Kiivetid sisaldavad etiileengliikooli, kuhu pipeteeritakse 0,4 ml reagenti A ning 0,4 ml proovi.
Seejdrel suletakse kiivett ja pooratakse paar korda timber, et kdik seguneks. Kiivett sisestatakse
10-ks minutiks termostaati, mis on soojendatud 100°C-ni. Kiivett peab parast kuumutamist
laskma jahtuda toatemperatuurini ja siis lisada iilejddnud reagendid. Pérast iga reagendi
lisamist peab kiiveti sulgema ja podrama, et proov oleks segunenud. Seega, 0,4 ml reagenti B,
0,4 ml reagenti C ning 2 ml reagenti D. Seejérel peab laskma kiivetil seista 3 minutit ning

moota kolorimeetriliselt.

2.4. Valideerimislahused

Bakalaureusetoos valmistati meetodite kontrollimiseks valideerimislahused, et vorrelda
erinevate meetoditega saadud tulemusi. Valideerimislahused valmistati Hach Company poolt
avaldatud ,,EZ7252 Volatile Fatty Acids and Total Alkalinity analyser* juhendi jargi.
Valideerimislahused on mdeldud seadme AT1000 Biogas Titrator kontrolliks, mis pohineb
Nordmanni metoodikal, kuid antud lahuseid kasutati ka DilLallo&Albertsoni ja HACH
metoodikate kontrolliks. (Hach Company, 2021)
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2.4.1. Kontrolliks kasutatavad reagendid ja valmistamisjuhend

Tabel 1. Pohilahusteks vajalikud tihendid ja kogused

Kasutatavad tihendid Valem Molaarmass Kaalutis (g) 1 liitri
(g/mol) lahuse kohta

Naatriumatsetaat C2H3NaO, 82,03 13,67

Naatriumvesinikkarbonaat | NaHCO3 84,01 84,04

10000 mg CH3COOH/1 lenduvate rasvhapete pdhilahuse valmistamiseks lahustati tdpselt
13,67 g naatriumatsetaati 300 ml destilleeritud vees, kasutades 1000 ml mdotekolbi. Seejirel
taideti kuni 1000 ml-ni destilleeritud veega. (Hach Company, 2021)

50000 mg CaCOs/1 iildleelisuse pohilahuse valmistamiseks lahustati tépselt 84,04 g
naatriumvesinikkarbonaati (NaHCO3) 300 ml destilleeritud vees, kasutades 1000 ml
modtekolbi. Seejdrel tdideti kuni 1000 ml-ni destilleeritud veega. (Hach Company, 2021)
Uuritavas toostusreovees ulatusid VFA kontsentratsioonid ligikaudu 2002000 mg/1, leelisuse
kontsentratsioonid 500 — 2000 mg/l. Kuna kéesolevas bakalaureuseto6s on peamiseks
uuringuteemaks VFA-de kontsentratsioon, tehti VFA pohilahusest kuus erineva
kontsentratsiooniga  valideerimislahust ning iildleelisuse  pohilahusest tehti  {iks
valideerimislahus, mis jéi igas lahuses samaks. 10000 mg/l VFA podhilahusest tehti 126 mg/1,
180 mg/1, 300 mg/l, 480 mg/l, 720 mg/l ja 1000 mg/l VFA lahused. Uldleelisuse jaoks tehti
50000 mg/l1 CaCOs3 pohilahusest 1000 mg/l CaCOs3 lahus. Koik lahjendused tehti 100 ml-sse
mddtkolbi.

Tabel 2. Lahjenduskordajad 10000 mg/1 VFA podhilahusest valideerimislahuste valmistamiseks

Kontsentratsioon | 126 180 300 480 720 1000
(mgCH3COOH/)
Lahjenduskordaja | 79,37 55,56 33,3 20,83 13,89 10
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3. Tulemused ja analiiiis

3.1. Valideerimislahuste tulemused ja analiiiis

Bakalaureusetod eesmirgiks on uurida lenduvate rasvhapete maéadramismetoodikate
modtemédramatust ning leida korrektsioonifunktsioon modtmisandmete tdpsustamiseks.
Seejuures on iiheks hiipoteesiks, et korgeim mddtemédramatus on praktikas eelistatava
automaat-tiitrimise meetodi madalamate lenduvate rasvhapete moddetud véartuste puhul. T66
kdigus viidi 1dbi analiilisid kindla teadaoleva kontsentratsiooniga lahustega ning koostati
koikidele uuritud metoodikatele korrektsioonifunktsioonid.

VFA valideerimislahused tehti kontsentratsioonidel 126 mgCH3COOH/1, 180 mgCH3COOH/I,
300 mgCH;COOH/I, 480 mgCH3COOH/I, 720 mgCH3COOH/I ja 1000 mgCH3COOH/L

Leelisuse kontsentratsioon oli kdikides valideerimislahustes sama— 1000 mg CaCOx3/1.
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Joonis 2. Nordmann FOS/TAC, DiLallo&Albertson ja HACH kiivett metoodikatega
valideerimislahuste moddetud tulemused vorreldes valideerimislahuste teoreetilise
kontsentratsiooniga (teoreetiline trendijoon). Paralleelmddtmiste veapiirid véljendavad

standardhilvet.

Jooniselt 2 ilmneb sissejuhatuses mainitud hiipoteesi kinnitus- Nordmanni FOS/TAC

metoodika hindab VFA madalaid kontsentratsioone silmndhtavalt iile, mida kdrgemaks
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kontsentratsioon ldheb, seda lihemal on mdddetud tulemused teoreetilisele trendijoonele.
DiLallo&Albertsoni ja HACH metoodika modtmistulemused paigutuvad stabiilselt teoreetilise

trendijoone ldheduses. Mdddetud tulemuste protsendiline erinevus on vélja toodud tabelis 3.

Tabel 3. Lenduvate rasvhapete analiiiisitulemuste keskmine eksperimentaalne tulemuse
erinevatel kontsentratsioonidel ning selle erinevus valideerimislahustest (%)

Meetod/kontsentratsioon | 126 180 300 480 720 1000 | Keskmine

mg/l mg/l | mg/l | mg/l mg/l | mg/l | %

Nordmann (%) 148,41 | 95,44 | 40,56 | 14,64 | 6,04 2,42 | 51,25
DiLallo&Albertson (%) | 28,95 18,02 [12,95 | 14,20 | 5,14 1,97 | 13,54
HACH kiivett (%) 16,01 5,06 11,33 | 7,08 10,60 | 2,70 | 10,02

Nordmanni FOS/TAC metoodika erineb valideerimislahuste teoreetilisest kontsentratsioonist
keskmiselt 51,25%, DiLallo ja Albertsoni metoodika 13,54% ja HACH kiivett metoodika
10,02%.

3.1.1. Metoodikate korrektsioonifunktsioonid

Kéesolevas bakalaureusetos tehti valideerimislahuste mdotmises kajastuvate tulemuste pohjal
Nordmanni, DiLallo ja Albertsoni ja HACH metoodikatele korrektsioonifunktsioonid.
Valideerimislahuste analiiiisidel saadud tulemused on kantud joonisele 3. Nende tulemuste
kirjeldamiseks on arvutatud 2. astme poliinoom, mis kirjeldab Nordmanni meetodikaga
mdddetud tulemuste puhul 99,92% (R? = 0,9997), DiLallo ja Albertsoni metoodika puhul
99,92% (R? = 0,9992) ja HACH metoodika puhul 99,65% (R? = 0,9965) uuritava tunnuse
hajuvusest. Et saadud poliinoome saaks kasutada edaspidi korrektsioonifunktsioonidena, tuleb
leida poordfunktsioonid uuritavates vahemikes. Poordfunktsioonid (5, 6 ja 7) vastavalt

meetoditele on kujul:

Nordmann: y = —0,000465x2 + 1,843x — 403,112 %)
DiLallo&Albertson:  y = 0,0002x2 + 0,8295x — 7,4815 (6)
HACH kiivett: y = 0,0003x% + 0,645x + 39,893 N,

kus: x on meetodiga moddetud tulemus ja y on korrigeeritud VFA tulemus.

Korrektsioonifunktsioon peaks teoreetiliselt histi tootama madalate

kontsentratsioonitulemuste korrigeerimiseks, kuna valideerimislahuseid tehti vaid vahemikus
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126-1000 mg CH3COOH/I. Et teada, kuidas uuritavad metoodikad korgemaid VFA
kontsentratsioone moddaksid, tuleks teha kontrollkatseid suuremas vahemikus.
Saadud korrektsioonifunktsioone kontrolliti valideerimislahuste tulemustega ning kasutati

sisse- ja viljavoolu tulemuste vordluses.

Tabel 4. Korrektsioonifunktsiooniga 1dbi arvutatud keskmiste VFA eksperimentaaltulemuste
erinevus valideerimislahuste teoreetilisest kontsentratsioonist (%)

Meetod/kontsentratsioon | 126 180 300 480 720 1000 Keskmine

mg/l mg/l |mg/l |mg/l |mg/l |mgl %

Nordmann (%) 1,70 4,25 2,91 2,07 1,76 0,38 2,18
DiLallo&Albertson (%) | 5,22 1,25 1,15 5,69 2,09 4,63 3,34
HACH kiivett (%) 11,59 | 4,09 3,71 6,09 3,32 4,83 5,61

Tabelist 4 on ndha metoodikate korrekteeritud tulemuste paremat kokkulangevust
valideerimislahuste teoreetilise kontsentratsiooniga, kui oli nididatud tabelis 3. Vorreldes
erinevate metoodikate valideerimislahuste korrekteeritud mootmistulemusi, saime madalaima
keskmise erinevuse teadaolevast kontsentratsioonist Nordmanni FOS/TAC metoodikaga.
Viimane asjaolu on oluline tulemus bakalaureusetod rakendatavuse seisukohalt.
Korrektsioonifunktsiooni rakendamine vdimaldab oluliselt tdpsemalt lenduvate rasvhapete
madramist kiire ja lihtsa automaat-tiitrimise meetodiga, mida kasutatakse praktikas anaeroobse

kadriti protsesside jalgimiseks.

3.1.2. Proovilahjendamise moju DiLallo ja Albertsoni metoodika tulemustele

Bakalaureuset6d hiipoteesi, et mddtmismetoodika (eriti automaat-tiitrimise) tulemuse
modtemadramatus voOib soltuda proovi sisaldusest, kontrollimiseks, viidi 1dbi uuring
lahjendatud proovidega Dilallo ja Albertsoni metoodikale. Juhendi jdrgi on meetodi
madramispiir VFA-de suhtes 180 mgCH3;COOH/I, kuid mitmed keskkonnaproovid on

korgema lenduvate rasvhapete sisaldusega (vt. Joonis 6).
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Joonis 3. Proovi lahjendamise mdju lenduvate rasvhapete ja leelisuse méddramisel DiLallo ja

Albertsoni meetodiga.

Valideerimislahuste lahjendatud proovide tulemustest ndhtub, et korrektsioonifunktsiooni
rakendamine ldhendab moo&tmistulemust kontrollkontsentratsioonile, kuid alates
kontsentratsioonist 480 mgCH3COQOH/] saadakse lahjendustegurit arvesse vottes kuni 15%

korgemad tulemused.

3.1.3. Leelisuse sisalduse méju hinnang Nordmanni metoodika tulemustele

Leelisuse madramiseks tiitritakse Nordmanni meetodis proovi H2SO4 lahusega pH-ni 5, kuid
seejuures voidakse analiiiisida ka vdheses koguses lenduvaid rasvhappeid. Selle hiipoteesi
kontrollimiseks viidi automaat-titraatoriga 1dbi analiiiiside seeria, kus proovides muudeti

lenduvate rasvhapete sisaldust, kuid leelisus oli kdikidel juhtudel 1000 mgCaCOs/1 (Tabel 5).
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Tabel 5. Leelisuse mdotetulemuse muutus sdltuvalt lenduvate rasvhapete kontsentratsioonist
ning korgete leelisuse sisalduste moju VFA-de midramistulemusele. Valideerimislahuse
leelisus on kdigil juhtudel 1000 mgCaCOz3/1, tulemused vihemalt 3 paralleelkatse keskmised
Lenduvate rasvhapete | 126 180 300 480 720 1000

kontsentratsioon
valideerimislahuses
(mgCH3;COOH/)
Maddetud leelisus (mgCaCOs/1) 961 963 985 1018 1050 1091
Moddetud  ja  korrekteeritud | 120 183 291 470 733 977

lenduvate rasvhapete
kontsentratsioon,
(mgCH3COOH/1)

Moddetud  ja  korrekteeritud 4.4 1,9 2.9 2,0 1,8 2,3

rasvhapete kontsentratsiooni

erinevus kontrollist, (%)

Tabel 5 toodud andmetest nihtub, et automaat-tiitrimise seade mdddab kdrgemate lenduvate
rasvhapete kontsentratsioonide juures ka kdrgemaid leelisuse véértusi. Tiitrimise meetod ei ole
spetsiifiline leelisuse suhtes ning osaliselt midratakse ka lenduvaid rasvhappeid. Sarnaselt
mojutab leelisuse sisaldus VFA-de maéddramist, kuna pH 5 juures on lahuses veel
vesinikkarbonaatiooni. Eksperimentaalsete ja korrekteeritud mdotetulemuste viike erinevus
teadaolevast kontsentratsioonist langeb kokku Liu jt (Liu et al., 2021) uuringuga, et lenduvate

rasvhapete méddramisel moodustavad tulemusest umbes 5% anorgaanilised siisinikuiihendid.

3.2. Anaeroobse kiiriti veeproovide analiiiisitulemused

To6 kdigus mooddeti Nordmann, DiLallo&Albertson ja HACH metoodikatega viite proovi
erinevate VFA sisadustega. Proovid 1 ja 2 on sissevoolust; 3, 4 ja 5 vdljavoolust. Nii sisse- kui
véljavoolule tehti kdikide metoodikatega kolm paralleelproovi ning arvutati tulemuste
keskmine, mis kajastuvad joonistel 4 ja 5. Joonisele 4 on lisatud koikidele meetoditele

koostatud korrektsioonifunktsiooniga l14bi arvutatud keskmised tulemused.
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Joonis 4. VFA kontsentratsioonide analiilisitulemused sisse- ja viljavooluproovides, lisaks
koikide meetodite korrektsioonifunktsiooniga arvutatud tulemused. Iga proovi puhul on
kasutatud kolme eri metoodikat: Nordmann FOS/TAC, DiLallo&Albertson ja HACH kiivett.

Paralleelmdotmiste veapiirid véljendavad standardhélvet.

Jooniselt 4 ilmneb korrekteeritud tulemuste madalamatel VFA kontsentratsioonidel
metoodikate analiiiisitulemuste parem kokkulangevus, vorreldes mooddetud védrtustega.
Proovide 1 ja 2 tulemustes on ndha suurt metoodikate vaheliste analiilisitulemuste erinevust,
kus korrektsioonifunktsiooni kasutamine kaasa ei aidanud. See viitab peatiikis 3.1.1 vilja
toodud hiipoteesile, et arvutatud korrektsioonifunktsioone ei saa usaldusvéérselt kasutada VFA
kontsentratsioonidel iile 1000 mg CH3COOH/l. Samuti korrektsioonifunktsioon ei pruugi
tootada anaeroobse kadriti proovide korgetel kontsentratsioonidel samavéiérselt
valideerimislahustega, mille pohjuseks voib olla proovi eripdra. 5. proovi korrekteeritud
Nordmanni ja DiLallo&Albertsoni tulemustes on ndha head kokkulangevust, kuigi VFA

kontsentratsioon on 1000 mg/1 l&heduses.
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Joonis 5. Leelisuse kontsentratsioonide analiilisitulemused sisse- ja vdljavooluproovides. Iga
proovi puhul on kasutatud kolme eri metoodikat: Nordmann FOS/TAC, DiLallo&Albertson ja

HACH kiivett. Paralleelmodtmiste veapiirid viljendavad standardhilvet.

Jooniselt 5 on néha, et proovides 1 ja 2 oli Nordmanni ja DiLallo ja Albertsoni metoodikate
leelisuse kontsentratsioon sarnane, kuid proovides 3-5 esineb ligikaudu kahekordne vahe. See
voib olla tingitud mineraalsest karboniseerimisest- lagunemisprotsessi kdigus tekkinud CO;
reageerib anaeroobse kddriti lahuses metallioksiididega ning moodustub vastav karbonaat,

praegusel juhul kaltsiumkarbonaat. (Salek et al., 2016)
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3.3. Aegrida lenduvate rasvhapete ja leelisuse analiiiisitulemustest anaeroobse

kéariti sisse- ja viljavoolust
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Joonis 6. Anaroobse kiiriti sisse- ja véljavooluproovide (vastavalt SV ja VV) VFA
kontsentratsioonide maoodtmistulemused Nordmanni meetodit rakendava seadme AT1000

Biogas Titrator’iga kaheksa kuu viéltel.

Jooniselt 6 ilmneb kédriti kiivitamise alguspievadel (pdevad 1 —4) sissevoolus kdrgemad VFA
kontsentratsioonid, hiljem olukord stabiliseerus ning VFA Kkontsentratsioonid jdid
500-2000 mg CH3COOH/I piiridesse, mis on kédriti sissevoolus tdiesti normaalne vahemik.
Pédevadel 1-150 on véljavoolus ndha madalaid VFA kontsentratsioone, millest saab jareldada,
et VFA-sid tarbivad metanogeensed bakterid suudavad sissevoolust sissekantavat ja kadritis
tekkivat VFA-d edukalt dra tarbida ja seeldbi toota metaani, mis viitab anaeroobse kéériti
ootuspdrasele toimimisele.

Joonisel 6 on niha alates 150-dast pdevast lenduvate rasvhapete kontsentratsiooni tdusu, mille
korgeim piik oli 207-ndal pédeval (2760 mg CH3COOH/]) ja jargnevatel pdevadel hakkas
vaikselt langema. Viimased pdevad (238 ja 240) oli VFA kontsentratsioon jdlle kaariti
optimaalseks toimimiseks soovituslikus vahemikus. Lenduvate rasvhapete tous oli tingitud

anaeroobse kaariti héirest.
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Joonis 7. Anaroobse kéériti sisse- ja viljavooluproovide (vastavalt SV ja VV) leelisuse (TAC)
kontsentratsioonide maoaotmistulemused Nordmanni meetodit rakendava seadme AT1000

Biogas Titrator’iga kaheksa kuu viltel.

Jooniselt 7 ilmneb sissevoolu leelisuse kontsentratsioonide kdikumine 500—1500 mg CaCO3/1
vahel, véljavoolus on leelisuse kontsentratsiooni kdikumine veidi korgemate
kontsentratsioonide vahel - ligikaudu 1000-2500 mg CaCOs/l. Nii sisse- kui véljavoolu
proovidel olid moned mdotmised kirjeldatud vahemikest véljas, kuid anaeroobse tanki

opereerimisel jilgitakse proovide kontsentratsioonide valdavat enamust.
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Kokkuvote

To6 eesmirk oli vorrelda lenduvate rasvhapete kontsentratsiooni madramise metoodikaid
toostusreoveest. Selleks analiitisiti  kahte tiitrimismeetodit ja {ihte kolorimeetrilist
midramismetoodikat ning vorreldi neid tulemuste tépsuse ning metoodika rakendatavuse
seisukohast. Bakalaureusetods tootati vilja korrektsioonifunktsioon automaat-tiitimise

seadmel AT1000 Biogas Titrator rakendatava Nordmanni FOS/TAC metoodika jaoks.

Too kdigus analiiiisiti kuue erineva VFA kontsentratsiooniga (126—1000 mgCH3COOH/ 1)
valideerimislahuseid ning to0stusreovee anaeroobse seadme sisse- ja viljavoolu.

Metoodikate keskmiste eksperimentaaltulemuste pdhjal arvutati protsendilised erinevused
valideerimislahustest: Nordmanni FOS/TAC meetod 51,25%, jérgnes DiLallo ja Albertsoni
metoodika 13,54%-ga ning HACH kiivett 10,02%.

Valideerimislahuste modtmises kajastuvate tulemuste pohjal arvutatud
korrektsioonifunktsioonide kasutamine nditas moddetud tulemuste paremat kokkulangevust
valideerimislahuste teoreetiliste ~ kontsentratsioonidega. Metoodikate  keskmiste
eksperimentaaltulemuste korrekteeritud viértuste keskmised protsendilised erinevused
valideerimislahustest: Nordmanni FOS/TAC meetod 2,18%, DiLallo ja Albertsoni meetodil
3,34% ning HACH kiivett meetod 5,61%.

Too kéigus uuritud proovi lahjendamise moju DilLallo&Albertsoni metoodikale nditas, et
korrektsioonifunkttsiooni rakendamine lahendab modtmistulemust
kontrollkontsentratsioonile, kuid alates 480 mgCH3COQOH/1 saadakse lahjendustegurit arvesse
vottes kuni 15% korgemad tulemused.

Leelisuse sisalduse mdju hinnang Nordmanni FOS/TAC meetodi tulemustele néitas
kdrgemate rasvhapete kontsentratsioonide juures ka kdrgemaid leelisuse védrtusi. See selgitab,
et tiitrimise meetod ei ole spetsiifiline leelisuse suhtes ning osaliselt midratakse ka lenduvaid
rasvhappeid.

Sisse- ja viljavooluproovides ilmnes korgetel VFA kontsentratsioonidel metoodikate
vahelistel tulemustel suur erinevus. Tulemuste korrigeerimisel seis ei muutunud. See voib olla
tingitud sellest, et valideerimislahused, mille modtmiste alusel saadi korrektsioonifunktsioon,
tehti kontsentratsioonivahemikus 126-1000 mgCH3COOH/I. Et korrektsioonifunktsioon
holmaks suuremat VFA-de vahemikku, tuleks teha modtmisi iile 1000 mg CH3COOH/L.

Madalamate kontsentratsioonidega viljavoolu proovidel olid meetodite vahelised erinevused
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vidiksemad ning meetodite korrekteeritud tulemused iihtisid paremini vorreldes mdodetud
tulemustega.

Kaheksa kuu viltel Nordmanni FOS/TAC analiilisimetoodikaga mdddetud tulemused néitasid
paevadel 1-150 sisse- ja viljavoolus kidriti toimimiseks optimaalset lenduvate rasvhapete
sisaldust. Alates 150-dast pdevast ldks VFA-de kontsentratsioon korgeks kuni 207-da paevani
ning jargnevatel pdevadel hakkas langema. VFA-de kontsentratsiooni tdus oli tingitud
anaeroobse kadriti pH langusest ja seetdttu ka rasvhapete kuhjumisest. Sissevoolu leelisuse
kontsentratsioonid piisisid iildiselt stabiilselt vahemikus 500-1500 mg CaCOs/1, véljavoolus
veidi kdrgemas vahemikus — ligi 1000 — 2500 mg CaCOs/1. Tulemustest jareldati, et lenduvate
rasvhapete kontsentratsioonide tousu ajal jdi leelisus stabiilselt samasse vahemikku. Seega
pohjustasid lenduvad rasvhapped anaeroobse reaktori hapestumist ning leelisus kui

puhversiisteem ei suutnud pH-d enam tasakaalustada.
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Summary

A comparative study of volatile fatty acid analysis methodologies

The aim of this study was to compare methodologies for determining the concentration of
volatile fatty acids in industriaal wastewater. Two titration methods and one colorimetric
method were analyzed and compared in terms of result accuracy and applicability. A correction
function was developed for the Nordmann FOS/TAC method, which can be implemented on
the AT1000 Biogas Titrator, an automated titration device.

Six validation solutions with varying VFA concentrations (126—1000 mgCH3;COOH/I) were
analyzed, as well as the influent and effluent of an industrial wastewater anaerobic treatment
system. The percentage differences between the average experimental results of the
methodologies and the validation solutions were calculated: Nordmann FOS/TAC method had
a difference of 51,25%, followed by the DiLallo and Albertson method with 13,54%, and the
HACH cuvette method with 10,02%.

Using the correction functions calculated based on the results form the validation solutions,
better agreement was achieved between the measured results and the theoretical concentrations
of the validation solutions. The average percentage differences between the corrected values
of the average experimental results and the validation solutions were: Nordmann FOS/TAC
method 2,18%, DiLallo and Ablertson method 3,34% and HACH cuvette method 5,61%.

The effect of sample dillution on the DiLallo and Albertson method showde that applying the
correction function brings the measurement results closer to the control concentration, but
starting form 480 mgCH3COOH/1, dilluted sampled yielded up to 15% higher results when
considering the dillution factor.

The influence of alkalinity on the results of the Nordmann FOS/TAC method showde that
higher VFA concentrations were associated with higher alkalinity values. This indicates that
the titration method is not specific to alkalinity and partly determines the concentration of
volatile fatty acids.

Significant differences were observed between the results of the methodologies for influent
and effluent samples with high VFA concentrations. Even after result correction, the
differences remained. This may be due to the fact that the validation solutions used for
calculating the correction function were prepared in the concentration range of 126—1000
mgCH3COOH/I. To include a wider range of VFA concentrations, measurements above 1000

mgCH3COOH/I should be conducted. Lower concentration effluent samples showde smaller
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differences between the methodologies, and the corrected results of the methods matched the
measured results better.

Over the course of eight months, the results obtained using the Nordmann FOS/TAC analytical
methodology showed optimal VFA concentrations for proper functioning of the anaerobic
digester in the influent and effluent samples from days 1 to 150. From day 150 onwards, VFA
concentrations increased until day 207, after which they started to decrease. The increase in
VFA concentrations was caused by a decrease in anaerobic digester pH and subsequent
accumulation of fatty acids. Alkalinity concentrations in the influent generally remained stable
within the range of 500—1500 mgCaCOs/1, while in the effluent, they were slightly higher,
ranging from approximately 1000—2500 mgCaCOs/l. Based on the results, it was concluded
that during the increase in VFA concentrations, alkalinity remained consistently within the
same range. Therefore, volatile fatty acids caused acidification af the anaerobic reactor, and

the alkalinity buffer system was unstable to balance the pH anymore.
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