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Lenduvate rasvhapete miairamine reoveepuhasti sissevoolust

Laanemere eutrofikatsiooni probleemi on seiratud aastakiimneid. Toitainete sissevool
La4nemerre oli kdrgeim 80ndatel ning praegusel hetkel on koormuse hulk vahenenud rangete
nduete tottu reoveepuhasti valjavooludele toitainete suhtes. Fosfori eemaldamiseks on mitmeid
protsesse — keemilised (néiteks sadestamine), flusikalised (naiteks adsorptsioon) ja
bioloogilised. Neist viimase edukaks opereerimiseks reoveepuhastis on oluline lenduvate
rasvhapete juuresolek stisteemis protsessi energiaallikana fosforit akumuleerivate organismide
ehk PAO-de elutegevuseks. Bakalaureuset6ds uuritakse lenduvate rasvhapete sisaldust
olmereovee sissevoolust mdGtmiste samapdeva proovidest ning kaks pdeva anaeroobsetes
tingimustest hoitud proovidest, kasutades selleks kolme metoodikat. T66 tulemusena antakse
esmane hinnang erinevate analliisimeetodite omadustele ja sobivusele lenduvate rasvhapete

méaaramiseks heterogeensete omadustega sissevoolus.

Mérksonad: Lenduvad rasvhapped, sissevool, reoveepuhastus, bioloogiline fosforidrastus
CERCS kood: T270 Keskkonnatehnoloogia, reostuskontroll; P305 Keskkonnakeemia
Determination of volatile fatty acids in wastewater treatment plant influent

The problem of eutrophication in the Baltic Sea has been monitored for decades. The inflow
of nutrients into the Baltic Sea was highest in the 1980s, and currently, the nutrient load has
decreased due to strict requirements for wastewater treatment plant effluents. There are several
processes for phosphorus removal — chemical (such as precipitation), physical (such as
adsorption), and biological. Successful operation of the latter in wastewater treatment plants is
crucial for the presence of volatile fatty acids in the system as an energy source for phosphorus-
accumulating organisms, or PAOs. The bachelor's thesis examines the content of volatile fatty
acids in raw sewage from same-day measurements and from samples stored under anaerobic
conditions for two days, using three different methodologies. The primary aim of the study is
to provide an initial assessment of the properties and suitability of different analytical methods

for determining volatile fatty acids in heterogeneous inflows.
Keywords: Volatile fatty acids, inflow, wastewater treatment, biological phosphorus removal.

CERCS code: T270 Environmental Technology, Pollution Control; P305 Environmental
Chemistry.
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Sissejuhatus

Fosfor on hiddavajalik keemiline element. Ta omab tdhtsust struktuurse elemendina DNA ja
RNA chituses. Majanduslikult téhtis on fosforist tehtavad véetised. Elementaarfosforit
kasutatakse farmaatsia-, toiduainete- ja keemiatoostuses. Fosfor on samuti muutunud oluliseks
probleemiks veereostuses. Inimtekkeliste jddtmete ja pollumajandusliku dravoolu tulemusena
jouab fosforirikas vesi veekogudesse ning pohjustab eutrofeerumist. Eutrofikatsioon on
pohjustatud vetikate produktsiooni suurenemisest, millega kaasneb vegetatsiooniperioodi
16pus biomassi lagunemine, mistdttu tekib sageli hapnikupuudus ja veekogude veekvaliteet
halveneb. Lisaks vdivad kindlad vetikate liigid eritada inimestele ja loomadele miirgiseid

toksiine. (Vu et al. 2023)

Laanemere eutrofikatsiooni probleemi on ndhtud mitmeid aastakiimneid. 1950ndatest aastatest
on tidheldatud ja moddetud hapnikuvaegust ning vee labipaistvuse vihenemist. Selle probleemi
dgestumist saab tugevalt viidata inimtekkeliste toitainete koormuse suurenemise peale.
Toitainete sissevool Ladnemerre oli kdrgeim 80ndatel ning praegusel hetkel on koormuse hulk
vihenenud efektiivsemate reoveepuhastussiisteemide tottu. Seevastu on viimastel
aastakiimnetel ndhtud sagedasi sinivetikate Oitsenguid ning suuri hapnikuvaeguse alasid

Laanemeres, pohjuseks on toitainete pikaajaline akumulatsioon meres. (Andersen et al. 2017)

Selleks, et tagada veekogude Okosiisteemide joukust ning veekvaliteedi parandamist peab
efektiivselt eemaldama fosforit veest. Fosfori eemaldamiseks on mitmeid protsesse —
keemilised (nditeks sadestamine), fiilisikalised (nditeks adsorptsioon), bioloogilised (niiteks
tehismérgalad). Fosfori eemaldamine, kasutades fosforit akumuleerivaid organisme kuulub

bioloogilise protsessi hulka. (Vu et al. 2023)

Fosforit akumuleerivate organismide ehk PAO-de abil on voimalik eemaldada fosforit,
kasutades lenduvaid rasvhappeid ehk VFA-sid kui protsessi energiaallikaks. Fosfor
akumuleerub organismide siserakus poliifosfaatidena ning PAO-sid saab eemaldada koos
aktilvmudaga reoveepuhastis. Lenduvad rasvhapped tekivad hapnikuvaeses keskkonnas

toimuva lagunemise produktina.

Kéesoleva t66 eesmirgiks on méédrata lenduvaid rasvhappeid olmereovee sissevoolust
moOtmiste samapdeva proovidest ning kaks pdeva anaeroobsetes tingimustest hoitud

proovidest, kasutades selleks kolme metoodikat. T66 iiheks hiipoteesiks on, et kaks pdeva



seisnud proovide lenduvate rasvhapete sisaldus on korgem vorreldes sissevooluga ning
erinevad analiiisimeetodid annavad erineva tulemuse. Bakalaureuseto6 tulemusena antakse
esmane hinnang erinevate analiilisimeetodite omadustele ja sobivusele lenduvate rasvhapete
midramiseks heterogeensete omadustega sissevoolus. T60 tulemusi saab kasutada bioloogilise
fosforidrastuse tehnoloogiliste detailide tépsustamiseks, et parandada selle tavapidraselt

keeruka protsessi opereerimisjuhendeid reoveepuhastis.



1. Teoreetiline taust
1.1. Lenduvad rasvhapped

Lenduvate rasvhapete (VFA-de) all loetakse madala molekulmassiga ning lihikese ahelaga
rasvhappeid, enamasti on ahelad 1-6 sisinikuga (Tabel 1). Nad kuuluvad alifaatsete
monokarboksuulhapete alla ning nad on kdrge polaarsusega ja tugevalt hidrofiilsed (Raposo
et al. 2015). Tabelis 1 toodud dissotsiatsioonikonstandid néitavad orgaanilise ndrga happe
dissotsieerumise méaéra ja seeldbi mdju segu pH vééartusele. Etaanhappel on kbige kdrgem Ka

vaartus pohjustades madalaimat pH vaartust proovides.

Tabel 1. Lenduvad rasvhapped — nende sustemaatiline ja igapdevaselt kasutatav lihtnimetus
(Euroopa Uhenduste Komisjon 2002), siisinike arv molekulis, molekulvalem ja vastav
dissotsiatsioonikonstant (Ka) (Dippy 1938; Wasewar ja Shende 2011).

Sustemaatiline nimetus  C arv Lihtnimetus Molekulvalem Ka

Etaanhape 2 Aadikhape C2H402 1,75 x 107
Propaanhape 3 Propioonhape C3Hs02 1,33 x 107
2-metlulpropaanhape 4 IsovBihape C4HsO2 1,38 x 10°
N-butaanhape 4 N-vGihape C4Hs02 1,50 x 10°
3-metudlvdihape 5 Isopentaanhape CsH1002 1,67 x 10°
N-pentaanhape 5 N-palderjanhape CsH1002 1,38 x 10°
Heksaanhape 6 Kapronhape CeH1202 1,57 x 10°

Lenduvad rasvhapped tekivad anaeroobse k&arimise teel. Anaeroobse kaarituse teel hapniku
vabas keskkonnas bakterid lagundavad orgaanilist ainet, nagu toidujaatmeid ja sonnikut (US
EPA 2019).

Anaeroobsel todtlusel 1abib toddeldav aine kolme peamist protsessi — hidrolulsi, atsidogeneesi
ja metanogeneesi. Esimese puhul lagundatakse keerulised komponendid lihtsamateks
Uhenditeks, naiteks monosahhariidideks. Teise etapi tulemusel tekivad lenduvad rasvhapped
(VFA-d), alkohol ja susinikdioksiid. Metanogeneesis lagundatakse teise faasi produktid

metaaniks, susinikdioksiidiks ja vesinikuks. (Lim et al. 2020)

Kuna VFA-d tekivad orgaanilise aine anaeroobse biolagunemise téttu voib neid leiduda
aktilvmudas, prigilate ndrgvees ja reovees. Neid on tahtis mddta, kuna nad osalevad

bioloogilise fosfori eemaldamise protsessis. Samuti vdivad VFA-d mdjutada jaatmete
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poletamisel tekkivate jaékide stabiilsuse sailitamist, vahendades jaékide pH-d ning muutes ja
suurendades raskmetallide ning radioaktiivsete isotoopide mobiilsust. Lisaks kuuluvad VFA-d
kemikaaliklassi, mis vastutab reovees tekkiva ebameeldiva I6hna eest, koos amiinide ja
vaavlithenditega. (Siedlecka et al. 2008)

1.2. VFA-de maiaramismeetodid

Lenduvaid rasvhappeid saab madrata erinevatel viisidel. Uhed levinumatest on
gaaskromotograafia (GC) ja kdrgsurvevedelikkromotograafia (HPLC). (Raposo et al. 2015)
Gaaskromotograafiat loetakse koige usaldusvéarsemaks, saab VFA-sid madrata siiski ka
tiitrimise teel. Tiitrimise teel tehtud m6dtmised voivad olla aegandudvad, aga enamasti on nad
kéepédrasemad ning odavamad vorreldes gaaskromotograafiaga, mist6ttu ka eelistatumad

igapéevastel VFA-de maaramistel. (Jobling Purser et al. 2014)

Gaaskromotograafias aurustatakse proovi ja liikuv gaasifaas l&abib kolonni. Sealt suudame
eraldada uksikkomponente segust nende Uksikainete suhtelise aururdhu ja afiinsuse alusel
statsionaarse faasi suhtes. Meetodi eeliseks on vGime eraldada ning mddta Uksikute VFA-de
kontsentratsioone ehk on sellel meetodil hea eraldusvdime. Samuti pakub gaaskromotograafia
madalaid madramispiire ning laia dinaamilist ulatust. Seevastu on meetodis vajaminevate

proovide ettevalmistamine tddmahukas ning vajab Kkallist aparatuuri. (Fernandez et al. 2016)

Tiitrimise puhul kasutatakse sagedamini happe-aluse tiitrimist. Mille puhul tiitritakse tugeva
happega, nagu HCI v6i H.SO4 pH = 5, kus 95% vesinikkarbonaatidest on dra tiitritud ning
vahemikus pH =5 ja pH = 4 jadvad alles peamiselt lenduvad rasvhapped ning tiitrides selles
vahemikus, suudetakse madrata nende kogust lahuses. Probleemiks on ebatdpsus kuna
tiitrimisel pH = 5/6 osa VFA-dest tiitritakse &ra ning osa vesinikkarbonaadist jaab alles
tiitrimisel pH =5 kuni pH = 4. (Liu et al. 2021)

Peale eelmainitud meetodite, kasutatakse ka spektrofotomeetrilist l&henemist VFA-de
méaaramisel. Aramrueang et al. (2022) artiklis on toodud viélja, et spektrofotomeetrilise meetodi
kasutus on kiire, annab suurema tépsusega tulemusi ning on vdhemtundlik proovis olevate

teiste komponentide moédtmise hariva toime vastu (Aramrueang et al. 2022).
1.3. VFA-de olulisus reoveepuhastuses

Tavalise aktiivmudapuhastiga on vdimalik katte saada 10-30% reoveega sisenenud fosforist,

mis ei sobi Eestis kuna siin lastakse heitvesi pinnaveekogudesse ehk tekib eutrofikatsiooni
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probleem. Uheks fosfori arastamise tehnoloogiaks on bioloogiline fosfori arastus (Bio-P). Selle
kohaselt kasutatakse mikroorganisme ning vahelduvaid aeroobseid ning anaeroobseid
tingimusi, et saada vOimalikult tShusat fosfori &rastamist. Organisme, mis suudavad siduda
rohkem fosforit, kui neil on elutegevuseks vajalik nimetatakse PAO-deks ehk polifosfaate

akumuleerivateks organismideks. (Kuusik et al. 2023)

PAO-d kasutavad VFA-sid energiaallikana ning nad on vdimelised neid adsorbeerima
anaeroobses faasis PHA-dena (polihudroksihapetena), mida hiljem need organismid tarbivad
ara aeroobselt voi anoksiliselt, et saavutada fosfori eemaldust (Carvalheira et al. 2014). Siit on
vOimalik jéreldada, et tekitades reoveepuhastites soodsaid tingimusi lenduvate rasvhape
tekkeks, suudaksime t6husamalt kasutada PAO-sid, et eemaldada suurema hulga fosforit

reoveest.
1.3.1. Poliifosfaate akumuleerivad organismid

Polifosfaate akumuleerivatel organismidel on oluliselt suurem rakusisene fosforisisaldus,
mistdttu nende eemaldamine omab tahtsat rolli fosforidrastuse tShususes. PAO-sid on
erinevaid ning enamasti jaotatakse nende metaboolsete eriparade jargi kolmeks — klassikalised,

fermenteerivad ja denitrifitseerivad. (Kuusik et al. 2023)

Klassikalised PAO-d kasutavad energiaallikaks just VFA-sid ning sdilitavad neid rakusiseste
varupolimeeridena. Selliste PAO-de teket soodustavad suured VFA-de kontsentratsioonid ja
kadritavate substraatide vahene esinemine keskkonnas. Fermenteerivad PAO-d kasutavad
energiavajaduse tditmiseks anaeroobsetes tingimustes polifosfaadi lagundamisel ja
ortofosfaadi vabanemisel aeroobsetes tingimustes salvestatud energiat. Fermenteerivad PAO-
d domineerivad susteemides, kus esineb palju orgaanilisi aineid, nditeks toostuslikus reovees.
Denitrifitseerivad PAO-d suudavad paljuneda anoksilistes tingimustes. Neid leidub nii
klassikaliste kui ka fermenteerivate PAO-de hulgas. (Kuusik et al. 2023)

1.3.2. VFA-de ja leelisuse (TAC) suhe

Lenduvate rasvhapete ja leelisuse ehk TAC suhe on tahtis indikaator reoveepuhastite
anaeroobsete protsesside tohususest. VFA-de ja leelisuse tasakaalus hoid on téhtis, et valtida
reaktorite hapestumist. Metanogeenid ehk metaanibakterid kasutavad substraadina lenduvaid
rasvhappeid, et toota metaani. Juhul, kui neid baktereid pole piisavalt véi nende elutegevus on
parsitud, ei kasutata &ra tekkivaid VFA-sid piisava kiirusega, mis viib hapestumiseni. Seetottu
on tahtis jalgida VFA ja TAC suhet anaeroobses reaktoris, kus nende kdrge suhe viitab
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ststeemi tasakaaluta olekule ehk madalale stisteemi puhverdusvGimele ning tbendolisele
hapestumisele. VFA ja TAC suhe vdiks pisida vahemikus 0,15-0,3. (Kuusik et al. 2023)

1.3.3. Sissevoolu roll fosfori drastusel

Lenduvaid rasvhappeid on téhtis madrata sissevoolust, et paremini algatada bioloogilise fosfori
arastust. Lisaks bioloogilisele fosforidrastusele tuntakse ja kasutatakse ka keemilist &rastust,
mille puhul lisatakse metallisoolasid, mis reageerivad lahustunud fosfaadiga ning reaktsiooni
tulemusel tekivad rasklahustuvad (hendid, mis settivad ja mida eemaldatakse mudaga.
Kasutatavateks sooladeks on — raud(lll)kloriid, raud(lll)sulfaat, raud(ll)sulfaat ja

naatriumaluminaat. (Graziani 2006)

Vorreldes bioloogilise fosforidrastusega on keemiline drastus pikaajalises perspektiivis kulukas
pidevalt vajaminevate kemikaalide ning tekkiva muda kaitlemise kulude t&ttu (Graziani 2006).
Samuti keemilisel drastusel, pulbrilise aktiivséega, eemaldatakse fosforit reoveesettega, mis
suurendab settes ohtlike Uhendite, nagu raskmetallide, osakaalu (Lember et al. 2019). Seet6ttu

ei ole vBimalik sellist reoveesetet taaskasutada fosfori kattesaamiseks (Lember et al. 2019).

1.4. Keemiline hapnikutarve

Keemiline hapnikutarve ehk KHT naitab, kui palju hapniku kulub proovis olevate orgaaniliste
uhendite téielikuks okstideerimiseks, kasutades tugevat okstideerijat, ehk saab antud testiga
arvutada orgaanilise aine sisaldust. Okstdandiks kasutatakse dikromaati ning véaavelhappe
lahuse segu. (Kuusik et al. 2023)

Joonisel 1 on esitatud KHT erinevad fraktsioonid, mille jargi saab ennustada reoveepuhasti
orgaaniliste ja anorgaaniliste ainete kaitumist. KHT jaguneb kaheks fraktsiooniks —
biolagunevaks ja mittelagunevaks. Reovees oleva aine fraktsioonide tundmine on oluline,
naiteks, tehes kindlaks kergesti laguneva KHT, on vB8imalik saada informatsiooni sellest, kas
on vBimalik soovitud mahus korraldada tdhustatud bioloogilist drastamist. (Kuusik et al. 2023)

Joonise 1 jargi on samuti ndha seost KHT, VFA-de ja PAO-de vahel.
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Kogu KHT

Biolagunev Mittelagunev
KHT KHT
I I
! ! ! 1
Kergesti Aeglaselt Lahustunud Heljumiga seotud
lagunev KHT lagunev KHT mittelagunev KHT mittelagunev KHT
l ! | 1
Kidritav kergesti Kolloidne Heljumi
biolagunev KHT KHT KHT

VFA-de KHT

| Poliifosfaate akumuleerivad organismid (PAO) |

Joonis 1. KHT olulisemad fraktsioonid ning VFA-de seos PAO-dega (Wilderer 2010; Kuusik
et al. 2023).
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2. Materjalid ja metoodika

T60s kasutati kolme metoodikat VFA-de méaramiseks olemereovee sissevoolust. Nendeks
metoodikateks on Nordmanni FOS/TAC metoodika, HACH kolorimeetriline metoodika
klvettidega ning DilLallo ja Albertsoni tagasitiitrimismetoodika. Samuti mdddeti proovides
sisalduvat holjumit ja KHT véartust.

VFA-de kontsentratsioone mdddeti eripdevadel voetud sissevoolu proovidest — mdotmise
péaeval voetud proovidest ja kaks paeva enne médtmisi vBetud ning anaeroobsetes tingimustes
séilitatud proovidest. Eripdevadel voetud proovide modtmine ning nendest saadud tulemuste
vordlemine on vajalik, et ndha kui palju VFA-sid tekib, kui lasta proovil seista anaeroobsetes

tingimustes kindel arv péevi.

Lenduvate rasvhapete anallitsimise tulemusel ei mdddetud eraldi happeid vaid nende
summaarset kogust proovis. Anallusil saadi tulemused milliekvivalentidena ja etaanhappele
vastavaid milligramme liitri kohta. Milliekvivalendid viidi (le etaanhappele vastavale
milligramm liitri kohta korrutades milliekvivalentides saadud vé&rtused etaanhappe
(CH3COOH) molaarmassiga ehk 60 g/mol. VFA-de mé&&aramise metoodikatel ja KHT
maddtmisel kasutati otse voi peale tsentrifuugimist labi 5-8 pm poori suurusega filtri filtreeritud

sissevoolu proove.

2.1. Nordmanni FOS/TAC metoodika

Metoodika p6hineb Nordmanni FOS/TAC meetodil, mille puhul FOS téhistab lenduvaid
rasvhappeid ja TAC leelisust ehk proovi puhvermahtuvust. Lenduvate rasvhapete méaramiseks
kasutati 0,01N H2SO4, mitte 0,1N nagu seda on kirjeldatud Liu et al. (2021) artiklis, kuna 0,1N
happe tiitrimisel kulus hapet liiga véhe ning selleks, et saada tdpsemaid tulemusi lahjendati
hapet 10 korda (Liu et al. 2021). Maaramisel on veel vaja biretti, pH-meetrit, magnetsegajat

ja magnetsegaja pulka.

Arvutustes kasutatud valemid, et leida VFA-de ja leelisuse (TAC) kontsentratsioone (1 ja 2):

FOS = ((B/10 x 4 x 1,66) — 0,15) x 500, (1)
A XC x50045
TAC = L’ )
SA
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Kus: FOS tahistab empiirilist VFA-de kontsentratsiooni (mg CH3COOH/I); A titrandi mahtu,
tiitrides pH-ni 5,0 (ml); C on happe (H2SO4) kontsentratsioon (0,01N); SA on proovi maht
(ml); B titrandi maht tiitrimisel pH 5,0-st kuni 4,4-ni (ml).

2.1.1. Katse kiaik

Proovi filtreeriti ning VFA-de mééaramiseks voeti 5 ml proovi ja 50 ml destilleeritud vett 150
ml keeduklaasi. Klaasi lisati magnetsegaja pulga ja lahusesse asetati eelnevalt dra kalibreeritud
pH-elektrood. Pandi kirja buretis oleva 0,01N H2SO4 happe hulga ja tiitriti pH-ni 5,0 ning
maérgistati kulunud happe koguse. Jargnevalt tiitriti sama proovi pH-ni 4,4 ning pandi kirja
kulunud happe koguse. Tiitrimisel pH-ni 5,0, kulunud happe koguse jérgi, arvutati leelisust.
Kulunud happe, tiitrimisel pH vahemikus 5-st kuni 4,4, jargi arvutati lenduvate rasvhapete

koguse.

2.2. HACH kiivett kolorimeetriline metoodika

Suhteliselt lihtsa protseduuri, lihikese anallisiaja ja kéttesaadavate reaktiividega, HACH
kivett kolorimeetriline meetodika, kivettestiga spektrofotomeetrilise protseduuriga, péhineb

Montgomery meetodil (Siedlecka et al. 2008).

Maddbtmisel kasutati automaatpipetti, Hach Lange LT200 termostaati ja spektrofotomeetrit Hach
Lange DR 2800. Spektrofotomeeter mdddab skaneerides kuvetil olevat triipkoodi ning valib
vastava lainepikkuse, mis on antud t66s 497 nm. Metoodika m&aramispiir langeb vahemikku:
50-2500 mg CH3COOH/I ning 75-3600 mg C3H;COOH (Hach Company 2020).

Anallisis kasutati neli reagenti, mis on margistatud vastavalt — A, B, C, D. Kaasatulnud
klvetid sisaldavad etiileengliikooli ((CH20OH)>); reagent A — 19,5 N véaavelhapet (H2SO4); B —
10% huadroksidlamiin vesinikkloriidi (NH.OH x HCI); C — 4,5 N naatriumhudroksiidi
(NaOH); ja D —raud (l1kloriidi (FeCls) (Siedlecka et al. 2008).

2.2.1. Katse kaik

Ettleenglikooli sisaldavatesse kiivettidesse pipeteeriti 0,4 ml reagenti A ja 0,4 ml filteeritud
proovi ning kivett suleti ning poorati taielikuks segunemiseks mitu korda Umber. Peale seda,
sisestati kivett 10-ks minutiks, eelnevalt 100 °C-ni soojendatud, termostaati. Peale
kuumutamist, peab kivett jahtuma ning jdudma toatemperatuurini. Jahtumisele jargneb 0,4 ml
reagent B lisamine, peale mida lisati 0,4 ml reagenti C ja 2 ml reagenti D; peale iga reagendi

lisamist peab kiiveti sulgema ning pé6rama mitu korda imber. Peale viimase reagendi lisamist
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lasti klvetil seista 3 minutit ja mdddeti neeldumist kolorimeetriliselt skaneerides kivettidel

paiknevaid triipkoode.

2.3. DiLallo ja Albertsoni tagasitiitrimise metoodika

Antud tagasitiitrimise metoodika oli vélja tootatud 1961. aastal DiLallo ja Albertsoni poolt, kes
soovisid tekitada tdpsemat VFA-de mdbotmismeetodit, mis ei oleks liiga kulukas. (Lahav ja
Morgan 2004)

Meetodi kohaselt peaks tiitrima happega (0,1M HCI-ga) pH-ni 3,3-3,5, et saada vdimalikult
tapset leelisuse nditu. Seejarel peab proovi keetma 3 minutit, et eemaldada CO»-te proovist.
Peale proovi jahtumist toatemperatuurini, et valtida lenduvate rasvhapete &ra lendumist,
tiitritakse proovi alusega (0,1M NaOH-ga) pH-ni 7, et arvutada VFA-de kontsentratsiooni.
(Lahav ja Morgan 2004)

Kaesolevas t66s kasutati nii DiLallo ja Albertsoni poolt pakutud pH vahemikku tiitrimisel kui
ka anaeroobse tehnoloogia tarnija poolt modifitseeritud pH vahemikku — happega tiitriti pH-ni
3,0 ning alusega pH-ni 6,5. Lisaks on juhendis mainitud, et tdpse tulemuse saamiseks ei tohi
proovis olla VFA-sid rohkem kui 180 mg/l (Paques 2021). Md6tmise teostamiseks kasutati
blrette, magnetsegajat koos magnetpulgaga, pH-meetrit, keeduklaasi, pliiti, kuumuskindlat
kolbi, Friedrich’i pistjahutit.

Metoodikal pdhinevad VFA ja leelisuse arvutamise valemid (3 ja 4):

(B x101)-(Z+100) 100

VFA = >
99,23 v

(3)

100
Leelisus = (Z — B) x T 4)

Kus: VFA tahistab lenduvaid rasvhappeid (meg/l); Z on tiitritud 0,21M HCI lahuse maht (ml);
B on tiitritud 0,1M NaOH maht; V on proovi ruumala (ml); ja leelisus naitab tldleelisuse
kontsentratsiooni (meg/L)

Selleks, et saada tulemused milligramm liitri kohta, tuleb korrutada VFA tulemust CH;COOH

molaarmassiga ehk 60 g/mol ja leelisust CaCO3 molaarmassiga ehk 100 g/mol.
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2.3.1. Katse kaik

Maéaramisel pipeteeriti 10 ml filtreeritud proovi 250 ml keeduklaasi ja lisati 90 ml destilleeritud
vett ning magnetsegaja pulga. Lahusesse panti pH-elektrood ning tiitriti proovi pH-ni 3,0; peale
mida kirjutati Gles kulunud 0,1M HCI lahuse kogust. Sellele jargnevalt kallati proov
umarapdhjalisse kuumuskindlasse kolbi. Keeduklaas loputati destilleeritud veega, mida samuti
lisati kolbi, et saada kogu proovi katte ning kolb tihendati jahutiga. Lahus soojendati ja keedeti
3 minutit, peale kuumuselt daravétmist lasti jahutiga tihendatult proovil veel 2 minutit jahtuda.
Peale jahuti eemaldamist kohe suleti kolb korgiga, et valtida hapete &ra lendumist, ning lasti
jahtuda toatemperatuurini. Proov valati tagasi keeduklaasi ning loputati destilleeritud veega,
mida ka lisati keeduklaasi. Proovi tiitriti 0,1M NaOH-ga pH-ni 6,5 ja margistati dles tiitrimisel

kulunud aluse mahtu.

2.4. KHT maaramine

Kéesolevas t60s kasutati KHT méaéaramiseks M704:07.06.2023 metoodikat. Metoodika pdhineb
EVS-EN 872:2005 standardil. Metoodikas kasutati Hach Lange kuvett-teste KHT
kontsentratsiooni maaramiseks vahemikus LCK 514 (100-2000 mgOo/l). Kivettide
kuumutamiseks kasutati Hach Lange LT200 termostaati. Neelduvuse mdotmiseks kasutati

spektrofotomeetrit Hach Lange DR 2800 lainepikkusel 605 nm.

Méaramiseks filtreeriti proov labi filterpaberi. Reagente sisaldavatesse kiivettidesse pidi
automaatpipetiga pipeteerima 2 ml proovi voi proovilahjendust. Kiivetid suleti ning paar korda
loksutati, et hoolikalt segada reagendid ja proov libi. Seejérel asetati kiivetid termostaati ning
kuumutati neid 148 °C juures kaks tundi. Peale kuumutamist panti kiivetid jahtuma, kuni nad
joudsid toatemperatuurini. Jahutatud kiivetid mdddeti spektrofotomeetriga ning saadi

tulemused mg O2/1 kohta.

2.5. Heljumi m&aramine

Heljumit (HA) mé&arati M706:07.06.2023 metoodikaga, mis pdhineb EVS-EN 872:2005
standardil. M706 peamine erinevus standardist on 0,45 um poliamiidmembraanfiltrite
kasutamine klaasfiltrite asemel. Poliamiidmembraanfiltrite kaalumiseks kasutati analtilist
kaalu Scaltec Instruments SBC31. Madramiseks kasutati ka vaakumi tekitamiseks
vaakumseadet, proovide filtreerimiseks filtreerimisseadet, kuivatuskappi SNOL 67/350, mille

temperatuur oli seatud 105 + 2 °C juurde, automaatpipetti, Petri tassi ning eksikaatorit.
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Heljumi méaaramiseks algselt kaaluti analtutiliste kaaludega membraanfiltrite kaalu. Seejérel
seadistati  Ules vaakumiga Uhendatud filtreerimisseade. = Membraanfilter  asetati
filtreerimisseadmesse ning lisati destilleeritud vett, et kinnitada filtri vaakumiga seadme kdilge.
Seejdrel lisati automaatpipetiga kindla proovi koguse (5, 10, 15 ml) ning tekitati vaakum.
Eemaldades liigset niiskust vaakumiga, asetati filtrid Petri tassile ning panti kuivatuskappi.
Kuivatuskapis peavad filtrid kuivama vahemalt tund aega ning jahutamiseks asetati filtrid koos
Petri tassiga eksikaatorisse. Toatemperatuurini jahtunud filtrid kaaluti analtditilise kaaluga ning

arvutati heljumi sisaldust proovis.

Heljumi arvutamiseks kasutatakse jargnevat valemit (5):

HA = w x 1000, ©)

Kus HA téhistab heljumi kontsentratiooni (mg/l); A on filtri ning kuivanud jadgi summaarne

ehk I6ppkaal (g); B on filtri ehk tuhikaal (g); ja V on proovi ruumala (ml).
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3. Tulemused ja arutelu

3.1. Metoodikate tulemuste vordlus

Kéesolevas to0s maidratakse VFA-de kontsentratsiooni olmereovee sissevoolust. Lenduvate
rasvhapete médramiseks kasutati mootmistega samal péaeval voetud proove (SVOP) ja kaks
pieva enne modtmisi voetud ja anaeroobsetes tingimustes hoitud proovidest (SV2P). VFA-sid

moddeti, kasutades kolme metoodikat.
3.1.1. HACH Kkiivett kolorimeetrilise metoodika tulemused

HACH kiivett kolorimeetrilise metoodika tulemused loeme koige digemateks, kuna rasvhapete
modtmine toimub kdige otsemal viisil. Proovi ei ole vaja lahjendada ehk on vihem samme,
mis vihendab voimalikku modtemadramatust. Chatterjee et al. (2018) ja Aramrueand et al.
(2022) artiklis samuti leiti, et modifitseeritud spektrofotomeetriline meetod néitas tulemusi

suure tdpsusega (Chatterjee et al. 2018; Aramrueang et al. 2022).
3.1.2. Nordmanni FOS/TAC metoodika tulemused

Tabelis 2 on toodud kaks ndidet standardhédlbe vaartustest kahel mddtmispédeval, mille
arvutamiseks kasutati valemit (6). Vaadeldes standardhdlbe protsentuaalset suhet on niha, et
korgema lenduvate rasvhapete kontsentratsiooniga lahustest tuleb viiksem modteméédramatus.
Seda jareldust on nédha ka joonisel 2, mille andmed on niha lisas 1, kus samapédeva proovide
ehk madalamate VFA-de kontsentratsioonidega lahustes standardhdlve kodigub suuremates
vahemikes (6,3-50%) vorreldes kahepédevaste proovidega (0—7,7%). Eksperimentaalse t60
tulemused néitasid, et madalate VFA-de sisalduste puhul on tiitrimise happe kulu vidike, mis

voib vdhendada tiitrimismeetodi mdodtetipsus.
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Tabel 2. Niide kahe modotmispdeval teostatud kolme kordusmdotmisega saadud VFA
kontsentratsioonid,  kasutades @ Nordmanni FOS/TAC  metoodikat. Leitud on
kontsentratsioonide keskmised, standardhélve (s) ja selle protsentuaalne vaartus. SVOP téhistab
modtmisega sama pieva sissevoolu proovi ning SV2P tdhistab kaks pdeva enne mddtmisi

voetud proovi.

Mo66tmis Katse VFA, Keskmine, S

_piev | PYOV | r | mgCH:COOH/I| mgCH3COOH/ mg(()?g;lCO o
1 01

SVOP | 2 74.4 85,5 9,58 11,2
| 3 91
1 240,4

SV2P | 2 223.8 2293 9,58 4,2
3 223.8
1 140,8

SVOP | 2 157.4 151,9 9,58 6,3
5 3 157 4
1 263.6

SV2P | 2 273.6 264,7 8,36 32
3 257

- /Z(Xl;v—i)z, (6)

Kus s tdhistab standardhilvet (mgCH3COOH/1); x; tdhistab kindla katse VFA-de viirtust
(mgCH3COOH/1); x kindla katse kordusmddtmiste keskmist vaartust (mgCH3COOH/1); N

kindla proovi katsete arvu (kdikide puhul vairtus 3)
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Joonis 2. A osa viljendab Nordmanni FOS/TAC metoodikaga arvutatud standardhilbed
moOtmistega samapdevaste proovide tulemustest ja kaks pdeva enne mdotmisi voetud ja
anaeroobsetes tingimustes hoitud proovidest. B osa viljendab kahepéevaste proovide tulemuste
suurendatud vaadet, kus on kdik tulemused v.a 17,4 % oma. Erinevad virvid véljendavad

kindla mddtmispieva sama- ja kahepdevase proovi standardhélbe tulemusi.

3.1.3. Nordmanni FOS/TAC ja HACH Kkiivett kolorimeetrilise metoodika tulemuste
vordlus

Joonisel 3 on ndiha Nordmanni FOS/TAC metoodikaga saadud VFA-de kontsentratsioonide
vordlus HACH kolorimeetrilise kiivett metoodikaga. Keskmiselt erinesid metoodikate
tulemused modtmistega samal pdeval vdetud proovidest umbes 68 mgCH3;COOH/I ning
kahepdevastest enne modotmisi voetud ja anaeroobsetes tingimustes hoitud proovides
keskmiselt 36 mgCH3COOH/1 ehk kahekordselt vahenes erinevus. Siit on voimalik jareldada,
et keskmiselt kdrgemate lenduvate rasvhapete kontsentratsioonidega proovides véiheneb ka
metoodikate vaheline mdodtmiserinevus. Praktikas on Nordmanni meetodi l&biviimine
automaattitraatoriga moistliku kemikaalide ja ajakuluga ning seetottu eelistatud meetod. Joonis
3 toodud soltuvuse alusel saab leida tiitrimise meetodile vastava HACHi1 meetodi tulemuse,

mida loetakse tidpsemaks VFA-de analiilisitulemused tdesuse moistes (Aramrueang ef al.
2022).
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Joonis 3. Nordmanni FOS/TAC ja HACH metoodikate lenduvate rasvhapete

kontsentratsioonide vordlus.
3.1.4. DiLallo ja Albertsoni tagasitiitrimise metoodika tulemused

DiLallo ja Albertsoni tagasitiitrimise metoodika néitas kdige ebatdpsemaid tulemusi. Katsete
labiviimisel oli proovitud tiitrida nii DiLallo ja Albertsoni poolt pakutud pH vahemikuga kui
ka anaeroobse tehnoloogia tarnija poolt modifitseeritud pH vahemikuga. Tiitrides happega kuni
pH-ni 3,3-3,5 ning peale keetmist alusega pH-ni 7 kulus alust liiga vdhe ning lenduvate

rasvhapete maddramiseks kasutatud valemi (3) tulemused tulid negatiivsete viirtustega.

DiLallo ja Albertsoni lenduvate rasvhapete méadramisel kasutati 0,1M HCI ja NaOH lahuseid,
olmereovee sissevoolu punktproovides on VFA-de kontsentratsioon suhteliselt madal, mistdttu
kulub alust samuti vihe, et jouda pH-ni 7,0. Hapet ja alust ei olnud voimalik modifitseerida
ehk lahjendada, kuna arvutusvalem on koostatud kindla molaarsuse — 0,1M — happe ja lahuse
jaoks, mistottu on tulemused samuti ebamidirased ning ebatidpsed. Chatterjee et al. (2018)
artiklis on samuti leitud DiLallo ja Albertsoni meetodil suurt modtemédramatust — lenduvaid

rasvhappeid sai midrata umbes 75% tidpsusega (Chatterjee et al. 2018).
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Samuti peab arvestama, et metoodika vajab nii hapet kui alust tiitrimiseks ning proovi keetmist.
Seega selline meetod, ei oleks moistlik rakendada reoveepuhastites, kuhu sobivad meetodid

lihikese proovi ettevalmistusajaga ning ressursside poolest kokkuhoidlikumad.

3.2. Lisamismeetodi uurimine

3.2.1. Lisamismeetodi rakendamise andmed

Sissevoolu proovide heterogeensest koostisest tulenevalt vdib esineda maatriksiefekt, mis
muudab lenduvate rasvhapete analliisimise modtemadramatust. Tundmatu koostisega
proovide puhul soovitatakse maatriksiefekti arvestamiseks kasutada lisamismeetodit. Selleks
lisatakse uuritud proovile kindel kogus etaanhappe standardlahust ning vorreldakse arvutatud
ning moddetud tulemusi (joonis 4). Proovide analttsimiseks lisamismeetodiga leiti
vajaminevad lisatavad standardlahuse kogused (tabel 3) ning vdrreldi Nordmanni meetodiga

saadud tulemusi (tabel 4)

Tabel 3. Lisamismeetodis vajaminevate arvutuste néidis standardse 100 mgCH3COOH/I VFA-
de kontsentratsiooniga umbes 1%-lises d44dikhappe lahuses arvutatud vajamineva dadikhappe
koguse, kui on soov suurendada VFA-de kogust proovis 50% vorreldes algselt analiiiisitud
tulemusega. Vordluseks on toodud tegeliku proovi mdddetud VFA kontsentratsiooni ning kui

palju on vaja umbes 0,1% etaanhapet, et lisada 50% &dddikhapet proovile juurde.

Niidislahus ~ Mddadetud Uhik
Aidikhappe lahuse konts. 0,998 0,0998 %
Algne mdddetud konts. 100 151,87 mg CH;COOH/I
Lisame juurde 50 50 %
Teoreetiline uus konts. 150 227,81 mg/l
Proovi kogus 5 5 ml
Proov sisaldab 0,5 0,5 mg CH;COOH
Lisame juurde 0,25 0,25 mg CH3;COOH
Hapet tuleb mdota 0,024 0,379 ml
Ehk 24 379 um

Tabel 4. Mdddetud lenduvate rasvhapete kontsentratsioon, millele on arvutatud erinevate
etaanhapete koguse lisamisel uute lahuste kontsentratsioone. Rakendades Nordmanni

FOS/TAC metoodikat on leitud peale lisamismeetodi rakendamist moddetud uued
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kontsentratsioonid. Lisaks on arvutatud teoreetiliste ja empiiriliste tulemuste erinevust ehk

mootemaaramatust.
Moodetud tulemus 151.87 mgCH3COOH/1
CH3;COOH konts., % 0,0998 0,998
) % 5 25 50 100 200 500
Lisame
ul 38,0 189,8 379,7 759,3 1518,7 380,4

Arvutatud, mg CH3;COOH/I 159,5 189,8 227,8 303,773  455,6 911,2
Uus konts., mg CH;COOH/I 174,0 190,6 207,2 3234 472,8 8214
Erinevus, % 9,12 0,40 -9,04 6,47 3,78 -9,86

Eksperimentaalsed tulemused niitavad, et lisatava analiilidi proportsiooni tdstmisel (5-500%)

ei suurene mdddetud ja arvutatud sisalduste erinevus jaddes vahemikku 3—10% (tabel 4).

Tabelis 5 mootmisega samal paeval voetud proovidele lisati 5% ja 100% 0,0998% etaanhappe
lahust ning kahepéevastele proovidele 5% ja 50%. Antud modtmispdeva SVOP proovi
keskmine lenduvate rasvhapete kogus oli 85,5 mgCH3COOH/I, koikide mddtmispédevade
keskmine oli 77,9 mgCH3;COOH/I ning maksimaalne mdddetud kogus 151,9 mgCH3COOH/I,
vastavalt sellele otsustati lisada 5%, mis vastaks keskmisele vairtusele ning 100 %, mis vastaks
maksimaalsele tulemusele. Sarnaselt tehti SV2P prooviga, mille antud pdeva keskmine oli
229,3 mgCH3;COOH/1, koikide mdotmiste keskmine ja maksimaalne tulemus olid vastavalt

220,6 ning 301,3 mgCH3COOH/I ehk see vastab umbes 5%-le ja 50%-le.
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Tabel 5. Uhel moddtmispideval kolme kordusmddtmisega teostatud lisamismeetodi
rakendamisega leitud standardhédlve (s) ja selle protsentuaalne véadrtus. SVOP tdhistab
modtmisega sama pieva sissevoolu proovi ning SV2P tdhistab kaks pdeva enne mddtmisi

voetud proovi.

Lisati juurde VFA, . S,
Prooy | [KAtse mgCH;Coon/ | Keskmine, 1 cHsco | %
nr % ul ) mgCH3COOH/1 OH/I
1 o1
2 | s | 213 71,08 78,83 10,67 | 135
3 74,4
SVOP = 140,8
2 | 100 | 4273 157.4 151,87 958 | 63
3 157.4
1 190,6
2 | s | 573 207.2 207,20 1660 | 8,0
3 2238
SV2P 336,68
2 | 50 | 5733 330,04 324,51 1569 | 48
3 306.8

Tabeli 5 standardhélbe protsentuaalsete védrtuste jargi on ndha, et mida vdhem lisame
happekogust proovile juurde, seda suurem on standardhilve. See viitab sellele, et lisades
viiksema happekoguse korral mdjutavad maatriksi ehk lahuses olevad muud komponendid
modtmistdpsust, mis viheneb suuremate VFA-de kontsentratsioonide juures. Samuti mdjutab
ka inimfaktor, mille puhul madala happekoguse lisamise ajal viiksemgi ebatidpsus voib
pOhjustada modtmistulemuste suuremat variatsiooni, mis ole niivord nihtav suurema happe

koguse lisamisel lahusesse.
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3.2.2. Lisamismeetodi tulemused
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Joonis 4. Sama péeva sissevoolu lenduvate rasvhapete sisaldus proovides, kuhu lisati 5%, 25%,
50%, 100%, 200% ja 500% etaanhapet arvestades proovi esialgset (0%) VFA-de sisaldust

arvutatuna etaanhappe milligrammideks.

Uuritava proovi arvutusliku algsisalduse leidmiseks kasutati médtmisvéljundi séltuvust lisatud

standardi sisaldusest. Joonisel 3 on toodud eelnevalt kirjeldatud eksperimentaalsed andmed,

mille lineaarse soltuvuse sirget ekstrapoleeriti abtsissteljeni. Abtsissi absoluutvéértus naitab

proovi arvutuslikku algsisaldust, milleks on 169 mg/l, mis erineb Nordmanni

tiitrimismeetodiga saadud tulemusest 12%.
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Joonis 3. Uuritava proovi arvutusliku algsisalduse leidmiseks saadud sirgevdrrand, mida saadi

ekstrapoleerides sirget abtsissteljeni.

Mddbtmispéeva sissevoolu punktproovide VFA-de sisaldused varieerusid vahemikus 26-90
mgCH3COOH/I ning kahepéevaste proovide sisaldus oli keskmiselt ligikaudu 180% suurem.
Praktikas automaattitraatoriga koige lihtsamalt rakendatava Nordmanni tiitrimismeetodi
uurimiseks enamikele proovidele vastavas sisalduste vahemikus uuriti lisamismeetodi tulemusi

sama paeva prooviga.

3.3. Heljumi maaramise tulemused

Heljumi tulemused varieerusid vahemikus 63-2743 mg/1 (tabel 6). Suurt tulemuste kdikumist
vOib selgitada punktproovide heterogeensuse tdttu, mistdttu monedes proovides on véga
korged heljumi kontsentratsioonid ja monedes viga madalad. Kolmanda modtmispédeva
heljumi madalat kontsentratsiooni on voimalik selgitada lume sulaveest tingitud lahjema
proovi tottu. Keskmiselt on heljumi sisaldus kahepdevastes anaeroobsetes tingimustest hoitud
proovides madalam vorreldes mootmistega samapédeva proovides, mis on eeldatav kuna

anaeroobse kddrimise tulemusel toimub orgaanilise aine lagunemine.
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Tabel 6. Kuuel mootmispédeval saadud proovide heljumi sisaldused mg/l kohta. SVOP tdhistab
moOdtmisega sama pideva sissevoolu proovi ning SV2P tdhistab kaks pdeva enne mootmisi

voetud proovi.

Mootepiev 1 2 3 4 5 6
SVOP, mg/l 506 63 803 420 920 440
SV2P, mg/l 2743 110 127 140 327 146

Kuigi heljumi méaramisel filtreeriti proovi 0,45 pm poliamiidmembraanfiltri, siis KHT ja
VFA-de médidramisel olid punktproovid filtreeritud 14bi 5-8 pum poori suurusega filtri, mis
tehniliselt tdhendab, et filtreerimise tulemusel oli eemaldatud osakesed, mis olid suuremad kui

5-8 um ning filtreeritud proovi jéi alles osakesed, mis olid poorisuurusest viiksemad.

Kuna proovi jéi osa mittelahustunud osakesi ehk heljumit voisid KHT tulemused ndidata nii
proovis lahutunud ainete kui ka osaliselt mittelahtunud ainete KHT-d. Nagu joonisel 1 on néha
VFA-d kuuluvad lahustunud KHT ossa, seega meid huvitab just lahustunud osa KHT véiértus,

mitte tervikliku oma.

3.4. VFA/KHT suhe

Lenduvate rasvhapete ja keemilise hapnikutarve suhte jérgi on vdimalik ennustada PAO-de
voimalikku teket. Jing et al. (2023) artiklis on ndidatud, kuidas VFA/KHT suhe mdjutab fosfori
eemaldamise tohusust siinteetilises reovees (Jing et al. 2023). Kui VFA/KHT suhe on 15% siis
44% fosfaati oli voimalik eemaldada, aga olukorras, kus suhe oli 100% siis peaaegu 99%
fosfaati oli voimalik eemaldada. Siit on vdimalik jéreldada, et mida kdrgem on VFA/KHT suhe
seda tdohusamini on voimalik eemaldada fosforit. Kuigi peab arvestama, et siinteetilise reovee

maatriks vOib oluliselt erineda tegeliku reovee omast. (Jing ef al. 2023)
3.4.1 VFA/KHT suhte tulemused erinevatel meetodikatel

Tabelis 7 on ndha, et kolme metoodika VFA/KHT suhted varieeruvad, kus kdige viiksem
véartus on 0,07 ning suurim 0,47. DiLallo ja Albertsoni iiks negatiivne tulemus on tulnud VFA
arvutatud negatiivse tulemuse tottu, kuna kulus liiga vdhe alust tiitrimisel, mistdttu on suhe ka
negatiivne. Tabelis 5 tulemuste jirgi on ndha, et HACH kiivett kolorimeetrilise metoodikaga

tulid koige korgemad VFA/KHT viirtus — maksimaalne peaaegu 50%.
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Tabel 7. Samale proovile kolme metoodika leitud protsentuaalsed VFA/KHT suhted kahel
modtmispdeval. SVOP tdhistab modtmisega sama péeva sissevoolu proovi ning SV2P tdhistab

kaks pdeva enne mdotmisi voetud proovi. Nii VFA-de kui KHT puhul on ithik mgO2/1.

Meetodid Moéootepiev 1 Mootepiev 2
Svop Sv2p SVop Sv2p
VFA/KHT, %
Nordmann 16 24 7 32
HACH 28 47 20 37
DiLallo -38%* 25 19 17

* negatiivse vadrtuse selgitus peatiikis 3.1.4.
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Kokkuvote

Kéesoleva t00 eesmirgiks oli maéddrata lenduvaid rasvhappeid olmereovee sissevoolust,
kasutades selleks kolme metoodikat — HACH kiivett kolorimeetrilist metoodikat, Nordmanni
FOS/TAC metoodikat ning DiLallo ja Albertsoni tagasitiitrimise metoodikat. T66 alguses
plstitati hiipotees, et kaks pdeva seisnud proovide lenduvate rasvhapete sisaldus on kdrgem

vorreldes sissevooluga ning tulemused erinevad erinevate analiilisimeetodite puhul.

Lenduvaid rasvhappeid méiérati sissevoolu samapideva proovidest ja kaks pdeva enne modtmisi
voetud ja anaeroobsetes tingimustes hoitud proovidest. Metoodikate vordlemisel selgus, et
DiLallo ja Albertsoni metoodika osutus ebaméidraseks ning sellega saadud lenduvate
rasvhapete tulemused osutusid negatiivseteks voi puuduva korrelatsiooniga samapieva ja
kahepédevaste proovide vahel. Nordmanni FOS/TAC metoodika puhul tehti igale proovile
kokku kolm modtmist ning selle pdhjal leiti proovide standardhilbed, mille pohjal oli nédha, et
samapdeva proovides olid vidirtused suured ning suurema variatsiooniga (6,3—50%), aga
kahepdevastes proovides olid viiksemad védrtused ning véiksem kdikumise vahemik (0—
7,7%). HACH Kkiivett kolorimeetrilise metoodika jargi saadud VFA-de kontsentratsioonid loeti
koige digemateks, kuna lenduvate rasvhapete mddtmine, just selle metoodikaga, toimub kdige

otsemal viisil.

Vorreldes HACH ja Nordmanni metoodika tulemusi selgus, et mddtmistega samapéeva
proovides esines suurem keskmine vahe metoodikate VFA-de kontsentratsioonide véértuste
vahel — 68 mgCH3COOH/l. Kahepédevastes proovides, kus on suuremad VFA-de
kontsentratsioonid, oli metoodikate vahelised keskmised védrtused umbes kaks korda
viitksemad — 36 mgCH3COOH/I. Arvestades seda on vdimalik jdreldada, et lenduvate

rasvhapete midramine korgematel kontsentratsioonidel annab usaldusvédrsemaid tulemusi.

Lisamismeetodi rakendamisel uuriti, kuidas etaanhappe standardlahuse lisamine mdjutab
lenduvate rasvhapete méaramist olmereovee proovides. Eksperimentaalsed tulemused néitasid,
et lisatava analiiiidi proportsiooni tdstmisel (5-500%) ei suurene mdddetud ja arvutatud
sisalduste erinevus oluliselt, jdddes vahemikku 3-10%. Samuti lisati {ihe mddtmispdeva
samapdeva proovidele 5% ja 100% ning kahepéevastele proovidele 5% ja 50% umbes 0,1%
etaanhappe lahust. Selgus, et mida vdhem happekogust proovile lisati, seda suurem oli
standardhilve, viidates maatriksiefektile ja inimfaktori mdjule véiksemate happekoguste

puhul.
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Heljumi tulemused varieerusid vahemikus 63-2743 mg/l, mis tuleneb punktproovide
heterogeensest koostisest. Moned proovid sisaldasid védga korgeid heljumi kontsentratsioone,
samas kui teised olid méargatavalt madalamad, mida mojutas ka viliskeskkond, niiteks lume
sulavee lahjendav mdju. Keskmiselt oli heljumi sisaldus kahepdevastes anaeroobsetes
tingimustes hoitud proovides madalam vorreldes samapdeva proovidega, mis on ootuspérane,

kuna anaeroobse kédidrimise tulemusel toimub orgaanilise aine lagunemine.

VFA/KHT tulemused néitasid suurt varieeruvust, ulatudes vadrtustest 0,07 kuni 0,47. Kolmest
kasutatud meetodist andis HACH kiivett kolorimeetriline meetod kdige kdrgemad suhte
véadrtused, maksimaalselt peaaegu 50%. Eelnevate uuringute kohta on kdrgema VFA/KHT
suhte korral fosfori eemaldamise efektiivsus suurem, toetades ideed, et VFA/KHT suhte

jélgimine voib olla kasulik bioloogilise fosforidrastuse efektiivsuse hindamisel.

Algselt piistitatud hiipotees pidas paika, kuna kaks pédeva seisnud proovide lenduvate
rasvhapete sisaldus oli kdrgem ning nende méadramisel erinevate analiilisimeetoditega saadi
varieeruvad  tulemused.  Bakalaureuset66  tulemusi saab  kasutada  Nordmanni
tiitrimismeetodiga ja HACH kolorimeetrilise meetodiga saadud tulemuste oma vaheliseks

vordlemiseks VFA-de analiiiisimisel reoveepuhasti sissevoolust.
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Determination of volatile fatty acids in wastewater treatment
plant influent

Sandra Koplus

Summary

The aim of this study was to determine volatile fatty acids from municipal wastewater inflow
using three methods: the HACH cuvette colorimetric method, the Nordmann FOS/TAC
method, and the DiLallo and Albertson back-titration method. The hypothesis was that the
content of volatile fatty acids in samples that had been kept in anaerobic conditions for two
days would be higher compared to the influent, and that the results would differ between the

different analytical methods.

VFAs were measured from same-day inflow samples and samples which were taken two days
prior and kept under anaerobic conditions. Comparison of the methods revealed that the
DiLallo and Albertson method was unreliable, producing negative results or inconsistent
correlations between same-day and two-day samples. The Nordmann FOS/TAC method was
performed by doing three repeated measurements per sample, with standard deviations
indicating large values with big variation for same-day samples (6.3-50%), but smaller and
more consistent values for two-day samples (0-7.7%). VFA concentrations obtained using the
HACH cuvette colorimetric method were considered the most accurate due to the direct

measurement process.

Comparing results from the HACH and Nordmann methods, it was found that the average
difference in VFA concentrations was larger for same-day samples, at 68 mgCH3COOH/I,
while for two-day samples, where VFA concentrations were higher, the average difference
between methods was about half, at 36 mgCH3COOH/I. This suggests that VFA determination

at higher concentrations yields more reliable results.

When applying the standard addition method, the influence of adding acetic acid standard
solution on VFA determination in municipal wastewater samples was investigated.
Experimental results showed that increasing the proportion of the added analyte (5-500%) did
not significantly increase the difference between measured and calculated contents, remaining
within the range of 3-10%. Additionally, 5% and 100% of approximately 0.1% acetic acid

solution was added to same-day samples, and 5% and 50% to two-day samples. It was found

30



that lower added acid amounts resulted in higher standard deviations, indicating a matrix effect

and the influence of human error on smaller acid additions.

Suspended solids results ranged from 63 to 2743 mg/l, due to the heterogeneous composition
of point samples. Some samples had very high suspended solids concentrations, while others
were significantly lower, influenced by external factors such as dilution from melting snow.
On average, suspended solids content in two-day anaerobic samples was lower compared to
same-day samples, which is expected due to the degradation of organic matter during anaerobic

fermentation.

VFA/COD ratio results showed a wide range of values from 0.07 to 0.47. Of the three methods
used, the HACH cuvette colorimetric method provided the highest ratio values, with a
maximum of nearly 50%. The results confirm that a higher VFA/COD ratio corresponds to
greater phosphorus removal efficiency, supporting the hypothesis that monitoring the

VFA/COD ratio can be useful in assessing the effectiveness of biological phosphorus removal.
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LISAD

Lisa 1. Scitsme mddtmispieval teostatud kolme kordusmddtmisega saadud VFA-de

kontsentratsioonid,  kasutades = Nordmanni FOS/TAC  metoodikat. Leitud on

kontsentratsioonide keskmised, standardhélve s ja selle protsentuaalne vaartus.
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