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Tiivistelma

Jatevesilietteen ja kotitalousbiojatteen soveltuvuutta kierratyslannoitteen raaka-aineeksi
kartoitettiin analysoimalla muovipartikkelit (>2 mm) ja taudinaiheuttajat. Taman lisaksi
tutkimme jatevesilietteen hygienisointia tuhkan avulla sekd mittasimme jatteen biokaasun
tuotantoa madattamalla. Hygienisointi tuhkalla perustuu jatteen pH:n s3datoon, silla
emaksinen ympadristd rajoittaa useiden bakteerien kykyda kasvaa ja pysyd hengissa.
Tutkimuksessamme havaitsimme, ettd > 10 pH vdahentdad merkittdvasti taudinaiheuttajien
kasvua, mutta samalla vapautuu ammoniakkikaasua. Tdssa tutkimuksessa pH 10,7 (50 %
tuhkaa lietteen tuorepainosta) rajoitti Escherichia coli -bakteerin kasvua merkittavasti ja
viljelykokeella paastiin lainsdadannon asettamaan tavoitteeseen (< 1000 pmy/g).
Taudinaiheuttajia tutkittiin myds bakteeriyhteis6analyysilla. Taudinaiheuttajien maara oli
lajitasolla tarkasteltuna jatevesilietteessa hyvin alhainen (< 0,05 % kaikesta geneettisestd
materiaalista). Biojatteen sekoittaminen jatevesilietteeseen ei lisannyt biokaasun tuotantoa
madatyskokeessa. Muoviroskan maara oli kaikissa tutkituissa nadytteissa reilusti alle
lainsdddannon maarittdman raja-arvon (0,5 % tuorepainosta).
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1 Tutkimuskysymykset ja metodit

Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittaa jatevesilietteen ja jatevesilietteesta seka
erilliskeratysta kotitalousbiojatteesta tehdyn sekoitteen soveltuvuutta kierratyslannoitteen
raaka-aineeksi.  Tutkimuksen tarkeimpdnd tavoitteena oli tarkastella jatteen
taudinaiheuittajia ja jatteen hygienisointia kemiallisesti tuhkan avulla. Lisdksi tutkittiin
jatteen madatyksessa syntyvan biokaasun maaraa ja laatua, jotta jatteen hyddynnysta
energiantuotannossa voidaan kartoittaa.

Jatteen soveltuvuutta kierratyslannoitteen raaka-aineeksi tarkasteltiin lainsdadadannon
nakokulmasta, selvittamalla taudinaiheuttajien maarad, kemiallisen hygienisoinnin
tehokkuutta ja vierasaineiden (> 2 mm muovipartikkeleiden) maarda. Kemiallista
hygienisointia testattiin kayttamalla lentotuhkaa, jonka potentiaali havittaa taudinaiheuttajia
perustuu raaka-aineen happamuuden sdatéon. Tuhkan avulla jatteestd saadaan
emaksisempaa, jolloin mikrobien kasvu hidastuu tai lakkaa. Myos jatteen kokonaistyppea
(NHz-N) seka liukoisten ammoniumionien (NHs*) maaraa tarkasteltiin, silla happamuus
vaikuttaa typen kayttaytymiseen.

Naytteet olivat koontindytteita kolmesta eri jatevesien kasittelylaitoksesta seka Kuusamon
seudun erilliskerattya kotitalousbiojatettd. Naytteistd kerattiin 16S rRNA-ndytteet ennen
kokeiden aloitusta, madatyskokeiden jalkeen ja tuhkan lisdyksen jalkeen. Niista tarkastettiin
taudinaiheuttajat ja niiden suhteelliset osuudet kaikista |6ydetyistd mikrobeista.

Madatyskokeet tehtiin kolmen eri laitoksen jatevesilietteistda tehdylle sekoitteelle seka
jatevesilietesekoitteelle, johon oli lisatty erilliskerdttyd biojatettd. Kaasundytteitd, joista
mitattiin  hiilidioksidin ja metaanin maard, otettiin madatyskokeiden aikana.
Madatyskokeiden lopuksi mitattiin kaasuntuotanto kokonaisuudessaan. Tuhkan vaikutusta
taudinaiheuttajien suhteelliseen maaraan mikrobiyhteisdssa testattiin lisdaamalla sita
jatevesilietteen  madatejaannokseen.  Samalla  tarkasteltiin  tuhkan  vaikutusta
kaasuntuotantoon.

Taudinaiheuttajien kykya kasvaa erilaisissa pH-olosuhteissa tutkittiin vield erikseen kahdella
bakteerikannalla, silla siten voitiin laskea pesakkeiden maara tarkasti. Ensin kasvatettiin
puhdasviljeltyja bakteereita (Bacillus sp. ja Escherichia coli) maljoilla, joiden pH:ta oli sdadetty.
Taman tarkoituksena oli tarkastella kahden tunnetun kannan avulla pH:n vaikutusta
bakteeripesdkkeiden maaraan. Taman jalkeen tarkasteltiin ndytteiden koliformisten
bakteeripesdkkeiden maards, kun naytteisiin sekoitettiin jalleen eri konsentraatiot,
lentotuhkaa. Tarkastelu rajattiin koliformisiin bakteereihin, silla niihin kuuluva E. coli toimii
lannoitevalmisteasetuksessa (nro 24/11) indikaattorilajina, jolle on ilmoitettu raja-arvoksi
1000 pesakettda grammassa tuorepainoa kohden.



Lannoitevalmisteasetuksessa (nro 24/11) ilmoitetaan myos sallitun roskan (kivet, metallit,
luut ja muovi) maardksi 0,5 % tuorepainossa. Roskat madritetaan yli 2 mm kokoisista
partikkeleista, joten myo6s tdssa tutkimuksessa keskityttiin  tdhdan kokoluokan
muovipartikkeleiden suhteen. Partikkelit poimittiin mikroskoopin alla vetyperoksidilla (30 %)
kasitellysta naytteestd 2 mm silmakoon siivildlta. Poimitut partikkelit todennettiin muoviksi
Raman-spektroskoopilla.

2 Raaka-aineet

Tekstissa ja taulukoissa viitataan tutkittuihin raaka-aineisiin seuraavilla nimilla:
Lietesekoite
Kuivatusta jatevesilietteesta koontindyte:

- Mantyselan jatevesipuhdistamo 66 %
- Rukan jatevesipuhdistamo 21 %
- Kuusamon Juusto, meijerijatevesiliete 13 %

Liete ja biojate

- Jatevesilietteen koontindyte 67 %

- Erilliskeratty biojate Kuusamosta (kasittelematon) 33 %
Tuhka

Koontinayte:

- Torangin voimalaitoksen A-suodattimen lentotuhka (nayte otettu 7.2.2023) 50 %
- Torangin voimalaitoksen A ja B suodattimen lentotuhka (nayte otettu 22.3.2023) 50 %

Tutkimuskysymykset maarittivat mita raaka-aineita kadytettiin naytteina eri kokeissa. Kaikille
listatuille seoksille ei siis tehty samoja toimenpiteita. Tuhkaa lisattiin lietesekoitteeseen pH-
mittausta varten, lietesekoitteen madatejaannokseen seka taudinaiheuttajien viljelykokeessa
liete ja biojate sekoitukseen. Tuhkan maara suhteutettiin jatteen tuorepainoon.

3 Jatevesilietteen pH:n muutos tuhkakasittelyssa

Lietesekoitteen pH mitattiin maaperdan pH:n mittaukseen tarkoitetun laboratoriostandardin
(ISO 10390:1994E) mukaisesti. Mittaus tehtiin pelkélle lietesekoitteelle, lietesekoitteelle,
johon lisattiin tuhkaa (suhteutettuna tuorepainoon) ja pelkdlle tuhkalle (Taulukko 1).
Lietesekoitteet olivat mahdollisimman tuoreita. Rinnakkaisnadytteitd oli kaksi jokaisesta



ndytteestd. Mittauspisteet olivat 2 h tuhkan lisdyksen jalkeen sekd 24 h tuhkan lisdyksen
jalkeen. Lietesekoitteen pH oli neutraali (6,9) ja tuhka vahvan emaksinen (12,6).Jo 5 % tuhkaa
lietteen tuorepainosta nosti seoksen pH:ta tehokkaasti.

Taulukko 1. Lietesekoitteen pH:n muutoksen keskiarvo ja keskihajonta (n=2) eri tuhkakonsentraatioiden kanssa.
Tuhkan osuus on suhteutettu lietteen tuorepainoon.

Nayte pH (2 h) pH (24 h) pH (keskiarvo 2 h & 24 h)
Lietesekoite 7,1+0,01 6,6 £0,2 6,9

Lietesekoite + 5 % tuhkaa 8,7+0,2 7,9+0,08 8,3

Lietesekoite + 10 % tuhkaa 8,6 £ 0,07 8,2+0,05 8,4

Lietesekoite + 20 % tuhkaa 9,4 +0,1 9,1+0,2 9,2

Lietesekoite + 25 % tuhkaa 9,7 £ 0,07 9,6 +0,01 9,6

Lietesekoite + 30 % tuhkaa 9,9 + 0,09 9,6 £ 0,05 9,7

Lietesekoite + 40 % tuhkaa 10,7 £ 0,02 10,0 £ 0,02 10,3

Lietesekoite + 50 % tuhkaa 11,0+ 0,5 10,3+0,1 10,7

Lietesekoite + 60 % tuhkaa 11,4 £ 0,06 10,5+ 0,08 10,9
Lietesekoite + 80 % tuhkaa 11,8 + 0,07 11,2 £ 0,02 11,5
Tuhka 12,7 £ 0,02 12,6 £ 0,01 12,6

Madatyskokeen jalkeen mitattiin myds ndytteiden pH. Jatevesilietesekoitteen pH nousi
madatysprosessissa, mutta korkeammissa tuhkapitoisuuksissa madatejaannoéksen pH oli
matalampi kuin tuoreella sekoitteella tehdyssa kokeessa (taulukko 2).

Taulukko 2. Lietesekoitteen madatejaannoksen pH:n muutoksen keskiarvo ja keskihajonta (n=4) eri
tuhkakonsentraatioiden kanssa. Tuhkan osuus on suhteutettu lietteen tuorepainoon.

Tuhkan osuus lietteen tuorepainosta pH
Lietesekoitteen madatejaannos 7,5+0,06
Lietesekoitteen madatejaannds + 10 % tuhkaa 8,7 +£0,07
Lietesekoitteen madatejaannds + 25 % tuhkaa 9,2 +0,05
Lietesekoitteen madatejaannds + 50 % tuhkaa 10,0+£0,1
Lietesekoitteen madatejaannos + 80 % tuhkaa 10,7 £ 0,08




4 Kosteuden, orgaanisen kuiva-aineen ja ammoniumtypen osuus
naytteissa

Lietesekoitteen seka lietesekoitteen, johon oli sekoitettu biojatettd, kosteus ja orgaanisen
aineen maara mitattiin. Nelja rinnakkaisndytetta punnittiin upokkaissa, ja asetettiin 105 °C
noin 8 h. Kuivatut ndytteet punnittiin, ennen kuin niitda hehkutettiin 500 °C 1 h, jonka jdlkeen
ndytteet punnittiin uudestaan. Nédin saatiin selville orgaanisen aineksen osuus kaikesta kuiva-
aineesta (TVS, total volatile solids, Taulukko 3).

Taulukko 3. Lietesekoitteen sekd biojatetta ja lietettd sisaltavdn seoksen keskimaarainen kosteus ja orgaanisen
aineen maara (n=4). Orgaanisen aineen maara on ilmoitettu sekd mg/g ja osuutena.

Ndyte Kosteus (%) Orgaanisen aineen Orgaanisen aineen osuus
maara (TVS, mg/g) kuivapainosta (TVS, %)

Lietesekoite 71,3+0,7 11,2+0,3 78,3+0,6

Liete + biojate 62,0+ 10,6 78,1+5,2 96,5+0,3

Typpi on jatevesilietteessa liukoisena ammoniumionina (NHsz*) sekd kaasumuodossa
ammoniakkina (NHs). Lisdksi typpea on sitoutuneena materiaalin aminohappoihin, joista se
voi vapautua molekyylien pilkkoutuessa mikrobitoiminnan seurauksena. Ammoniakkikaasun
maara riippuu lietteen lampdotilasta sekd pH:sta, silla ammonium kaasuuntuu lampétilan tai
pH:n noustessa.

Ammouniumtyppi (NHs-N) maaritettiin lietesekoitteesta ennen madatystd, madatyksen
jalkeen (1 kk) sekd madatejaannoksestd, jota oltiin inkuboitu tuhkan kanssa viikon ajan
(taulukko 4). Ammonium-typpi maaritettiin myos biojatteen ja lietteen sekoituksesta.
Lietesekoitteesta (ennen madatysta ja madatyksen jilkeen) ja biojatteen ja lietteen
sekoituksesta tarkasteltiin kolme rinnakkaisnadytetta. Tuhkalla kasitellyista
madatejdannoksistd tarkasteltiin  ammonium-typen maaraa vain yhdestd naytteesta
tuhkakasittelya kohden.

Ammonium-typen maara vahentyi merkittavasti, kun lietesekoitetta madatettiin (taulukko 4).
Madatysprosessin aikana lietteen lampotilan noustessa ja biologisten prosessien muuttaessa
jatteen rakennetta sekd happamuutta, ammonium siis kaasuuntuu. Tuhkan vaikutus
madatejaanndksen ammonium-typen maaraan ei ollut merkittava.



Taulukko 4. Lietesekoitteen, sen madatejaanndksen, eri tuhka konsentraatioilla kasitellyn lietesekoitteen
madatejdannoksen ja lietteen ja biojatteen sekoituksen ammonium-typpi (NHa-N) pitoisuus mg/I. Pitoisuus on
ilmoitettu keskiarvona ja keskihajonnan kanssa naytteissa ilman tuhkaa (n=3).

Niyte NHa-N, mg/|
Lietesekoite 42,8+4,3
Lietesekoitteen madatejaannds 10,3+0,5
Liete ja biojate 37,614,0
Tuhkalla kasitellyt lietesekoitteen madatejaannokset

Lietesekoite + 10 % tuhkaa 9,6
Lietesekoite + 25 % tuhkaa 71
Lietesekoite + 50 % tuhkaa 11,3
Lietesekoite + 80 % tuhkaa 7,5

5 Kaasuntuottopotentiaali ja hiilidioksidin sekd metaanin osuus kaasun
koostumuksesta

Madatyskoe tehtiin jatevesilietesekoitteelle seka jatevesilietesekoitteelle, jonka joukkoon oli
lisatty erilliskerattya biojatettda. Madatys tehtiin 1 | lasipulloissa, jotka typetettiin ennen
kokeen aloitusta. Jatteen lisaksi pulloihin lisattiin ultrapuhdasta vetta 200 ml. Kokeen aikana
keratiin 5 ml kaasunaytteita noin. 2 vuorokauden valein. Naytteiden kerdys tapahtui ruiskulla
silikonisen kannen ladpi, jolloin se ei hadirinnyt madatysprosessia. Naytteistd mitattiin
hiilidioksidin (CO2) ja metaanin (CHi) maard kasvihuonekaasukromatografialla. Lisdksi
koepulloissa oli kiinni 20 L pussit, joihin kerattiin kaikki kokeen aikana syntyva kaasu. Kaasun
kokonaisvolyymi mitattiin kokeen purun yhteydessa ja tulokseen lisattiin 5 ml kaasunaytteet.
Madatyskoe kesti 30 vuorokautta ja se tapahtui 35°C (kuva 1). Madatyskokeen jalkeen
lietesekoitteen madatejaanndkseen sekoitettiin tuhkaa ja tarkasteltiin tuhkan vaikutusta
kaasuntuotantoon. Tuhka lisattiin suoraan koepulloon madatyskokeen jalkeen ja sekoitettiin
hyvin. Jotta, tuhka ja madatetty liete saatiin tasaiseksi massaksi, lisattiin ultrapuhdasta vetta
kuhunkin koepulloon. Pullot typetettiin ja kaasundytteet kerattiin samalla tavalla kuin
madatyskokeessa. Sen annettiin inkuboitua 7 vuorokautta. Inkubaatio tapahtui myos
35°C:ssa. Tuhkaa ei lisatty jatevesilietteen ja biojatteen madatteeseen.



Vaihe 2. Madatejaannés, n=4

Madatejaannds + 10 % tuhkaa, n=4

Kaasuvolyymi ja
tuhkan lisdys

35°C Madatejaannoés + 25 % tuhkaa, n=4
7 vrk

Madatejaannos + 50 % tuhkaa, n=4

Madatejaannos + 80 % tuhkaa, n=4

Kuva 1. Madatyskokeen ja tuhkainkubaation koeasetelma. Ensimmainen madatyskoe tehtiin lietesekoitteelle ja
aluksi koepulloja oli 20. Kokeen jalkeen mitattiin kaasun kokonaistuotanto ja pulloihin lisattiin tuhka. Kutakin
tuhkakonsentraatiota kohden oli nelja rinnakkaisnaytetta (kuvassa “n=4“). Kontrollina toimi madatejaannos
ilman tuhkalisaysta.

Lietesekoitteen kokonaiskaasuntuotanto oli kuukauden aikana keskim&arin 2,4+1,2 |.
Kuukauden inkuboinnin aikana madatys lahti puutteellisesti kayntiin, silla hiilidioksidin
tuotanto oli koko ajan korkeampaa kuin metaanin tuotanto. Hiilidioksidin tuotanto oli
suurinta noin 15 vuorokauden jalkeen kokeen aloittamisesta, jonka jalkeen sen tuotanto alkoi
kadantya laskuun (kuva 2). Metaanin tuotanto nousi tasaisesti kokeen loppuun asti. Madatys
on herkka prosessi ja hyvin pienikin maara happea voi haitata sen toimintaa. Koeasetelmaa
on kaytetty aikaisemmin onnistuneesti. Yksittdisten pullojen valilla oli eroja kaasun
tuotannossa. Tama johtuu materiaalin heterogeenisyydestd, jonka takia jokaisessa pullossa
oli hiukan omanlaisensa mikrobiyhteis6.
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Kuva 2. Biokaasun koostumus jatevesilietesekoituksen mesofiilisessa madatyksessa (35 ° C) 30 vuorokauden
aikana (n=20). Kuvan viiva nayttda keskimaardisen kasvihuonekaasujen maaran. Kuvassa ndkyy myos hajonta
rinnakkaisnaytteiden valilla (pisteet).

Madatejaannokseen lisattiin tuhkaa. Tuhkan lisdyksen jalkeen kaasun tuotanto oli 0,7+0,3 | (7
vrk).  Erilaiset tuhkakonsentraatiot eivdt tehneet merkittdvda eroa kaasuntuotantoon
kasittelyiden valilla (“vaihe 2”, kuvassa 1). Erot kaasuntuotannossa olivat yksittdisten pullojen
valilla suurempia kuin eri tuhkakasittelyiden valilla.

Biojatteen lisdys jatevesilietteeseen ei myoskaadn lisannyt kaasun tuotantoa. Tdssa toisessa
madatyskokeessa kaasun kokonaistuotanto oli 0,6 + 0,3 | (26 vrk). Maara oli siis huomattavan
alhainen, mika kielii, ettei madatysprosessi ole lahtenyt oikealla tavalla kayntiin. Tama nakyy
my0s kaasujen sisallossd, silla metaanin tuotanto ei juurikaan noussut koko kuukauden
kokeen aikana (kuva 3). Suurin selittava tekija madatyksen epdonnistumiselle biojatekokeessa
oli jatteen happamuus. Jatteen pH oli 5,4 kokeen lopussa. Han ym. (2019) havaitsivat
tutkimuksessaan, etta pH 5,5 ja sitda happammat olosuhteet rajoittavat metanogeenisten
bakteerien toimintaa. Heiddan mukaansa tdma onkin yleisin syy jatevesilietteen madatyksen
epdonnistumiselle.
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Kuva.3 Biokaasun koostumus jatevesiliete sekoituksen ja biojatteen mesofiilisessa madatyksessa (35 ° C) 26
vuorokauden aikana (n=9). Kuvassa nakyy kasvihuonekaasujen keskimaardinen maara seka hajonta.

6 Ammoniumin maard lietesekoitteen tuhkalla kasitellyssa
madatejaanndksessa

Liuenneen typen eli ammoniumionien (NHs*) madra mitattiin lietesekoitteen
madatejdaannoksesta sekda madatejadanndksesta johon oli sekoitettu tuhkaa. Mittaukseen
kaytettiin UV-vis-spektroskopiaa (650 nm). Standardiliuokset ja naytteisiin sekoitettavat
liuokset valmistettiin Zaffaron ym. (2020) kuvaamalla tavalla juuri ennen mittausta.
Madatejaannos, johon sekoitettiin tuhkaa, kestavoitiin lisaamalla 4 M rikkihappoa (H,SO4).
Happoa lisattiin, kunnes nadytteen pH oli 2—4. Kestavointi ei vaikuttanut ammoniumionien
mittaukseen.

Madatejaannoksessa oli ammoniumioneja keskimaarin 21,6 + 8,9 g /kg (n=20). Tuhkan lisays
muutti ammoniumionien maaraa naytteissa (kuva 4). Emaksinen tuhka muuttaa naytteiden
typped ammoniakiksi (NHs), jolloin liuenneen typen maara vahenee. Kun naytteiden pH oli
10,7 (50 % tuhkaa) ammoniumionin maara oli 18,3 g /kg.
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Kuva 4. Ammoniumionien maardan muutos jatevesilietteen madatejadnnoksessa (keskiarvo, n=4), joka on
kasitelty eri maarilld tuhkaa. Tuhka muuttaa jatteen pH:ta. 10 % tuhkaa on pH 8,7, 25 % on pH 9,2, 50 % on pH
10ja 80 % on pH 10,7.

7 Taudinaiheuttajat

7.1 Bakteeriyhteis6analyysi

Ndytteiden taudinaiheuttajat analysoitiin 16S rRNA -analyysilla. Ndytteet otettiin ennen
tuhkan lisdystd madatejaannokseen ja madatejaannoksestd, joka oli kasitelty tuhkalla.
Saaduista tuloksista etsittiin mahdolliset taudinaiheuttajat. Taudinaiheuttajia arvioitiin
sukutasolla seka lajitasolla. Esimerkiksi Clostridium -sukuun kuuluu useita taudinaiheuttajia,
mutta myo6s laaja kirjo harmittomia bakteereita. Taudinaiheuttajat onkin valittu siten, etta
my6s normaalit suolistobakteerit, jotka voivat aiheuttaa terveysongelmia otollisissa
olosuhteissa, on otettu mukaan. RNA-analyysin avulla saatiin selville jatteen eri
taudinaiheuttajien lajikirjon lisaksi niiden suhteellinen osuus kaikesta geneettisesta
materiaalista. Tallaisten sukujen suhteellinen osuus kaikesta geneettisestd materiaalista oli
kokonaisuudessaan todella alhainen (taulukko 5). Niiden osuus oli korkeimmillaankin vain 1,7
% (Bacillus). Havaitut suvut, joita 16ytyi kaikista ndytteistda vain alle 0,01 % on poistettu
tuloksista. Tuhkan lisdys naytti joidenkin sukujen kohdalla lisdavan niiden mahdollisuuksia
kasvaa. Tama voi johtua esimerkiksi kilpailun vahentymisestd, tuhkan rajoittaessa taas toisten
bakteerisukujen kasvua.
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Taulukko 5. 16S rRNA- analyysin tulokset jatevesilietesekoitteesta ennen madatystd (taulukossa: “alku”),
madatejaannoksestd (taulukossa “MJ”) ja madatejadannoksestd johon sekoitettiin eri maarat tuhkaa, suhteessa
jatteen tuorepainoon. Taulukossa on bakteerisuvut, joihin kuuluu taudinaiheuttajia ja I6ydettyjen bakteerien
suhteellinen osuus kaikesta geneettisesta materiaalista.

OTU %

Suku Alku mJ MI+10% MJ+25% MJ+50% MJ+80%
tuhkaa tuhkaa tuhka tuhkaa

Bacillus 0 0,17 0,34 0,15 1,67 1,47
Bacteroides 1,14 0,23 0,16 0,19 0,38 0,48
Chryseobacterium 0,02 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Citrobacter 0,03 0,05 <0,01 0 <0,01 <0,01
Clostridium 0,13 0,61 0,6 0,99 1,84 0,66
Coxiella <0,01 0,03 0,03 0,02 0,02 0,03
Enterococcus 0,18 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Erysipelothrix 0,12 0,02 0,02 0,03 0,02 0,05
E.Shigella 0,02 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Legionella 0,01 0,03 0,02 0,04 0,03 0,06
Mycobacterium 0,03 0,06 0,07 0,06 0,06 0,05
Pseudomonas 0 0,07 <0,01 0 0 0
Ruminococcus 0,21 0,03 0,01 0,02 0,01 0,02
Streptococcus 0,03 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Yersinia 0,08 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,01

Myos lajitasolla tarkasteltuna taudinaiheuttajien suhteellinen osuus kaikesta geneettisesta
materiaalista oli vdahadinen (taulukko 6). Suhteellinen osuus antaa osviittaa patogeenien
maarasta, mutta ei kuitenkaan suoraan kerro onko niita paljon tai vahan. Tuhkan lisdyksella
ei ollut juurikaan vaikutusta taudinaiheuttajien osuuksiin. Tahankin voi vaikuttaa naytteen
heterogeenisyys, seka se, etta taudinaiheuttajien maara oli ylipdataan hyvin alhainen. Miltein
kaikkia lajilleen tunnistettuja taudinaiheuttajia oli alle 0,01 % geneettisestda materiaalista.
Pseudomonas aeruginosa, Chryseobacterium hominis ja Escherichia coli vahentyivat tuhkan

lisayksen johdosta.
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Taulukko 6. 16S rRNA- analyysin tulokset jatevesilietesekoitteesta ennen madatystd (taulukossa: “alku”),
madatejaanndksesta (taulukossa “MJ”) ja madatejadannoksesta johon sekoitettiin eri maarat tuhkaa, suhteessa
jatteen tuorepainoon. Taulukossa on bakteerisuvut, joihin kuuluu taudinaiheuttajia ja I6ydettyjen bakteerien
suhteellinen osuus kaikesta geneettisesta materiaalista. E.coli on korostette, silla sitd kdytetdan lainsaadannossa
indikaattorilajina. Lyhentaméattomat nimet on listattu liitteeseen 1. Taulukkoon 1.

OTU %
Laji Alku MJ MI+10% MI+25% MJ+50% MJ+80%
tuhkaa tuhkaa tuhkaa tuhkaa

P. aeruginosa 0 0,07 <0,01 0 0 0

C. hominis 0,02 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
E. coli 0,02 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
P. yeei <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
B. ovatus <0,01 <0,01 0 <0,01 <0,01 <0,01
N. aromaticivorans <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
G. balaenopterae 0,01 <0,01 <0,01 0 <0,01 0

B. thetaiotaomicron 0,01 0 0 <0,01 0 <0,01
E. faecalis <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
B. cereus 0 0,02 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
C. paraputrificum 0 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
C. difficile 0 0 0 0 <0,01 0

C. Legionella jeonii <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
B. ovatus <0,01 <0,01 0 0 <0,01 0
C.sartagoforme 0 0 0 <0,01 <0,01 <0,01
B. cohnii 0 0 0 0 <0,01 <0,01
A. johnsonii <0,01 0 <0,01 0 <0,01 0

D. nishinomiyaensis 0 0 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
S. mutans 0] <0,01 0] <0,01 0 0

E. cloacae 0 <0,01 <0,01 0 <0,01 0

P. citronellolis 0 <0,01 0 0 0 0

7.2 pH:n vaikutus taudinaiheuttajien kasvuun

Escherichia coli ja Bacillus sp. bakteereja kasvatettiin puhdasviljelmista Luria Broth-
agarmaljoilla, joiden pH:ta saadettiin natriumhydroksidilla (NaOH) vastaamaan tuhkan
aiheuttamaa pH:n muutosta lietesekoitteessa. Nama bakteerit valittiin, silld E.coli toimii
lannoitevamistusasetuksessa (nro 24 /11) indikaattorilajina ja Bacillus-sukuun kuuluu useita
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taudinaiheuttajia. Lisdksi Bacillus péarjaa hyvin monenlaisissa kasvuolosuhteissa.
Bakteeritiheys mitattiin spektrofotometrisesti 600 nm aallonpituudella 24 tunnin ja 48 tunnin
inkuboinnin jalkeen.

Havaittiin, etta seka Bacillus sp. etta E.coli kasvavat neutraalin pH:n lisdksi pH:ssa 8.2 (kuva 5
a ja b). Bacillus -bakteerilla kasvua havaittiin 48 h jalkeen myos pH:ssa 9.6 ja 10.2. E.coli
vaikuttaisikin siis olevan herkempi kasvualustan emadksisyydelle, ja siten myds tuhkan
lisdykselle, kuin Bacillus sp.
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Kuva 5. A) E.coli ja Bacillus sp. —bakteereiden pesidkkeiden tiheyden muutokset 24 tunnin jilkeen. B)
pesakkeiden tiheyden muutokset 48 tunnin jalkeen.
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7.3 Tuhkan vaikutus koliformisiin taudinaiheuttajiin

Koliformisten bakteerien maaraa naytteissa ja tuhkan vaikutusta niihin tutkittiin viljelemalla
bakteereita jatevesilietesekoitteesta, jossa oli mukana erilliskeratty biojate. Naytteisiin
sekoitettiin myos tuhkaa, jotta voitiin tarkastella tuhkan vaikutusta taudinaiheuttajien
kasvuun. Naytettd punnittiin 25 g kuhunkin pulloon ja tuhkan osuus suhteutettiin
tuorepainoon. Pulloihin lisattiin ultrapuhdasta vetta, niin, etta kaikkien pullojen koostumus
oli samanlainen. Pullot laitettiin inkuboitumaan 35 °C 7 vuorokaudeksi.

Viljelyyn kaytettiin Coliform ChromoSelect —agareita (Sigma-Aldrisch). Ne toimivat
selektiivisena kasvualustana vain koliformisille bakteereille ja eri bakteerit esiintyivat niilla
tunnistamista helpottavina varillisind pesdkkeina. Naytteet laimennettiin ennen maljausta
Woods Hole mediumilla, joka on steriilia. Maljat inkuboituivat 37 °C ja pesakkeet laskettiin 24
tunnin jalkeen.

Vaaleanpunaiset pesdkkeet olivat Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii ja Klebsiella
pneumoniae. Ne luetaan patogeenisiin bakteereihin, vaikka ne ovat myds osa normaalia
suolistofaunaa. 25 % tuhkaa (pH 9,6) ndytti lisddvan juuri ndiden bakteerien kasvua (taulukko
7). Lievasti emaksinen ymparisto nayttaisi siis taman kokeen perusteella sopivan ndille lajeille,
mutta kun tuhkan maara oli 50 % jatteen tuorepainosta (pH 10,7) ne eivdt enda kasvaneet.
Myos alustavissa kokeissa havaittiin, ettd yli 10 pH vahentaa kaikkien bakteerien kasvua
merkittavasti.

Taulukko 7. Koliformisen sekaviljelmdn Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii ja Klebsiella pneumoniae
pesakkeitd muodostavat yksikot grammassa lietetta ja biojatetta.

Ndyte pmy/g
Jatevesiliete ja biojate 780
Jatevesiliete ja biojate + 10 % tuhkaa 120
Jatevesiliete ja biojate + 25 % tuhkaa 1920
Jatevesiliete ja biojate + 50 % tuhkaa O

E.coli esiintyi kasvualustalla tummansinisind pesakkeina. Lannoitevalmisteasetuksessa nro
24/11 maaritellaan taudinaiheuttajien suhteen seuraavasti: "Ei todettavissa 25 grammassa
naytetta (salmonella), Escherichia coli 1000 pmy/g ja alle 100 pmy/g ammattimaiseen
kasvihuoneviljelyyn tarkoitetuissa kasvualustoissa, joissa syotavat kasvinosat ovat suoraan
kosketuksissa kasvualustaan ".

E.coli -pesakkeita muodostavia yksikoita oli alle tdman raja-arvon, kun jatteeseen sekoitettiin
25 % tuhkaa (pH 9,6) eikd yhtaan pesaketta havaittu, kun jatteeseen sekoitettiin 50 % tuhkaa
(pH 10,7)(Taulukko 8).
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Taulukko 8. Koliformisen sekaviljelman E.coli -pesakkeitd muodostavat yksikot grammassa lietetta ja biojatetta.

Niyte pmy /g
Jatevesiliete ja biojate 1080
Jatevesiliete ja biojate + 10 % tuhkaa 1170
Jatevesiliete ja biojate + 25 % tuhkaa 730
Jatevesiliete ja biojate + 50 % tuhkaa o

8 Mikromuovin (> 2 mm) maara naytteissa

Suuret mikromuovit laskettiin Mantyseldan ja Rukan jatevesilietteesta erikseen, seka
jatevesilietteen sekoitteesta, johon oli edella mainittujen lisaksi sekoitettu Kuusamon juuston
jatevesilietettd. 25 g ndytetta kasiteltiin vetyperoksidilla (30 %) yon yli ja ndyte siivilditiin 2
mm silmakoon metallisiivilalla. Siiviladn jaanyt aines tarkasteltiin valomikroskoopin alla ja
kaikki mahdollisesti muoviset partikkelit otettiin sivuun jatkotarkastelua varten. Ne
todennettiin muoviksi Raman-spektroskopialla, jolla tarkastellaan materiaalin funktionaalisia
ryhmia, jotka nakyvat laitteen piirtamadssa spektrissa uniikin Raman-sirontansa ansiosta.
Tunnistus perustui laitteen kirjastoon sekd spektrin tarkasteluun. Tunnistetut
muovipartikkelit punnittiin.

Kaikissa naytteissd oli muovia alle lainsdadanndon maarittaman raja-arvon (0,5 %
tuorepainossa). Taulukossa 9 esitetddn > 2 mm kokoisten muovipartikkeleiden maara
kappalemaarana, niiden paino sekda niiden osuus lietteen tuorepainoon nahden.
Kokonaisuudessaan partikkeleita oli vahan, vain 29 partikkelia, joista 21 I6ytyi Rukan
jatevesilietteesta. Yleisin loydetty muovilaatu oli eteenivinyyliasetaatti (EVA), jota oli
yhteensa 15 partikkelia. Muut I6ydetyt muovilaadut olivat polyvinyyliasetaatti (PVA),
polypropeeni (PP) ja polyakryyliamidi (PAM).

Taulukko 9. Eri jatevesilietteiden keskimaarainen mikromuovipartikkelien maara (>2 mm) 25 g naytetta seka
niiden painon keskiarvo ja osuus tuorepainoa kohden.

Niayte kpl g %/g
Mantyselka 2 0,001 0,004
Ruka 7 0,001 0,006
Lietesekoite 3 0,003 0,01
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9 Johtopaatokset

Tutkimuksessa tarkasteltiin eri lahteista keratyn jatevesilietteen seka siihen sekoitetun
erilliskeratyn biojatteen soveltuvuutta kierratyslannoitteen raaka-aineeksi. Tutkimuksessa
keskityttiin kartoittamaan, kuinka tuhka soveltuu raaka-aineen kemialliseen hygienisointiin.
Tuhkan hygienisoiva vaikutus perustuu materiaalin happamuuden sddatamiseen
emaksisemmaksi. Lannoitevalmisteasetuksen (nro 11/24) indikaattorilaji Escherichia coli -
bakteerin pesdkkeiden maara oli alle l[ainsdaddanndn asettaman raja-arvon, kun tuhkaa oli 25
% lietteen tuorepainosta (pH 9,6). Vaikka E. coli -bakteerin kasvu voi hidastua jo pH:ssa 9,6,
muut bakteerit voivat olla sinnikkdampid. Tutkimuksen tarkein havainto olikin, ettd 50 %
tuhkaa jatevesilietesekoitteen  tuorepainosta (pH 10,7) rajoittaa  useimpien
taudinaiheuttajien kasvua.
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Liite 1 Taudinaiheuttajien nimet

Raportin taulukossa 6 esitettyjen taudinaiheuttajien nimet ilman lyhennysta (taulukko 1).
Taulukon bakteerit olivat lajilleen tunnistetut taudinaiheuttajat 16S rRNA-analyysissa
jatevesilietesekoitteesta.

Taulukko 1. Jatevesilietesekoitteesta lajilleen tunnistettujen taudinaiheuttajien nimet lyhennettyna seka

kokonaisuudessaan.

Lyhenne

Koko nimi

P. aeruginosa

C. hominis

E. coli

P. yeei

B. ovatus

N. aromaticivorans
G. balaenopterae
B. thetaiotaomicron
E. faecalis

B. cereus

C. paraputrificum
C. difficile

C. Legionella jeonii
B. ovatus
C.sartagoforme

B. cohnii

A. johnsonii

D. nishinomiyaensis
S. mutans

E. cloacae

P. citronellolis

Pseudomonas aeruginosa
Chryseobacterium hominis
Escherichia coli
Paracoccus yeei
Bacteroides ovatus

Novosphingobium aromaticivorans

Granulicatella balaenopterae
Bacteroides thetaiotaomicron
Enterococcus faecalis

Bacillus cereus

Clostridium paraputrificum
Clostridioides difficile
Candidatus Legionella jeonii
Bacteroides ovatus
Clostridium sartagoforme
Bacillus cohnii

Acinetobacter johnsonii
Dermacoccus nishinomiyaensis
Streptococcus mutans
Enterobacter cloacae
Pseudomonas citronellolis
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