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1

JOHDANTO

Uusiutuvien energianlahteiden tutkimuksella ja kehittamisella seka uusiu-
tuvan energian tuotantomenetelmien jalostamisella tahdataan kotitalouk-
sien ja teollisuuden hiilidioksidipaastdjen seka jatteiden syntymisen va-
hentamiseen. Eras ldhestymistapa tahan on kiertotalousajattelu: toisen
jate on toisen raaka-aine. Tata lahestymistapaa hyodyntaa Stl Renewable
Energy Oy, joka on tdman opinnaytetyon toimeksiantaja. Yhtion visiona on
olla johtava CO2-hyvan energian valmistaja ja myyja.

St1 Renewable Energyn tuotantokonseptit voidaan jakaa kolmeen katego-
riaan: pdasaantoisesti juoma- ja leipomoteollisuuden sivuvirtoja hyédyn-
tavaan Etanolixiin, erilliskerattyja kotitalouksien ja teollisuuden biojatteita
hyédyntavaan Bionolixiin seka sahanpurua, jatepuuta ja muuta lignonsel-
luloosaa sisaltavia jatejakeita hyodyntavaan Cellunolixiin. Tassa opinnady-
tetydssa keskitytdan Hameenlinnassa, Karanojan jatteidenkasittelyalu-
eella, sijaitsevaan Bionolix-laitokseen, jossa tuotannon lopputuotteina
ovat bioetanoli ja biokaasu sekd kaasuntuotannon sivuvirtoina syntyvat
lannoitevalmisteet: konsentroitu rejektivesi eli nestemdinen lannoite ja
madate eli kiinted maanparannusaine.

Opinndytetyon taustalla oli laitoksen biokaasureaktorin poisteen, eli ma-
datysjaannoksen, jatkokasittelyssa — toisin sanoen lannoitteeksi ja maan-
parannusaineeksi prosessoimisessa — ilmenneet ongelmat, joiden vuoksi
tuotteiden Maa- ja metsatalousministerion asetuksen (24/11) mukainen
Escherichia coli -pitoisuus on paikoitellen ylittanyt sallitut raja-arvot. Opin-
naytetyon aihe on ajankohtainen ja ongelma halutaan ratkaista kestavasti
mahdollisimman pian, silla raja-arvojen ylittaminen on johtanut seka kas-
vaneisiin tuotantokustannuksiin — muun muassa henkiléstokulujen ja lan-
noite-erien takaisinvetojen muodossa — etta tuotannon keskeytymisista
johtuvaan tuotantokapasiteetin huononemiseen.

Opinndytetyossa tarkasteltiin pH-saadon vaikutuksia E. coliin seka kon-
sentroidun rejektiveden ja kiintedn maanparannusaineen typpipitoisuu-
teen. Tutkimuskysymyksina olivat seuraavat:

— Voidaanko E. colin kasvu inhiboida sadatamalla madatysreaktorin pois-
teen pH:ta emaksisempadn suuntaan?

— Kuinka emaksiset olosuhteet ja kuinka pitka viipymaaika tarvitaan E.
colin inhiboimiseksi?

— Mika on pH-saadetysta madatysreaktorin poisteesta prosessoitujen
lannoitetuotteiden typpipitoisuus verrattuna pH-saatamattomasta
poisteesta prosessoitujen lannoitetuotteiden typpipitoisuuteen?



Tyo6ssa koottiin kirjallisuuskatsauksen muodossa madatysprosessin ja ma-
datysjaannoksen kasittelyn teoriataustaa seka lopputuotteiden lannoite-
kayttoon liittyvia riskeja ja lainsaadantoa siten, etta lukija saa selkedn ko-
konaiskuvan biokaasutuotannon perusteista ja prosessiin vaikuttavista
olosuhteista. Lisaksi tydssa syvennyttiin, tutkimuskysymysten mukaisesti,
koliformisten bakteerien mikrobiologisia ominaisuuksia ja pH-sdaadon vai-
kutuksia tutkiviin julkaisuihin.

Tyon tavoitteena oli tuottaa informaatiota pH-saadon vaikutuksista E. co-
liin ja lannoitetuotteiden typpipitoisuuteen. Tyon valmistuttua toimeksian-
tajayrityksella on kaytdssaan koottua tietoa Hameenlinnan tuotantolaitok-
sen prosessimuutosten suunnittelun tueksi.



2 ANAEROBINEN HAJOAMISPROSESSI

Anaerobisessa hajoamisprosessissa biokaasureaktorin syotteet hajoavat
hapettomissa olosuhteissa. Hajoamisprosessin tuotteena on metaanista
(CH4) ja hiilidioksidista (CO2) muodostuva biokaasu. Prosessissa hajoa-
matonta ainesta nimitetadan madatysjaannokseksi, joka prosessoidaan
usein neste- ja kuivajakeeksi. (Kymaldinen & Pakarinen 2015, 59, 99.)

2.1 Paavaiheet

Anaerobinen hajoamisprosessi (kuva 1) koostuu neljasta paadvaiheesta,
jotka ovat hydrolyysi, asido-, aseto- ja metanogeneesi. Jokaisessa paavai-
heessa eri mikrobit saavat aikaan erilaisia biokemiallisia reaktioita. (Luora-

nen 2011, 5.)
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Kuva 1. Anaerobinen hajoaminen (Luostarinen 2013, 10).

Hydrolyysissa tapahtuu suurien orgaanisten molekyylien, kuten hiilihyd-
raattien, proteiinien ja rasvojen pilkkoutuminen yksinkertaisiksi, liukoisiksi
vhdisteiksi. Hajottamisprosessin mahdollistamiseksi hydrolyyttisiksi bak-
teereiksi kutsutut mikrobit erittavat ulkopuolelleen hiilihydraatteja hajot-
tavia amylaasientsyymeja, proteiineja hajottavia proteaaseja ja rasvoja ha-
jottavia lipaaseja. Hajotusprosessien tuotteena syntyy sokereita ja amino-
happoja seka pitkdketjuisia rasvahappoja (LCFA, long chain fatty acids) ja
glyserolia. (Kymaldinen & Pakarinen 2015, 61; Lehtomaki, Paavola,
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Luostarinen & Rintala 2007, 22.) Hydrolyysia pyritdan tehostamaan raaka-
aineen esikasittelylld, kuten pilkkomisella tai jauhamisella. Talléin hydro-
lysoitavien materiaalien entsyymien kanssa kosketuksissa oleva pinta-ala
saadaan maksimoitua hydrolyysin tehostamiseksi. (Luostarinen 2013, 11.)

Asidogeneesissa, eli happokaymisessa, haponmuodostajamikrobit jatka-
vat ensimmaisen pdavaiheen lopputuotteena syntyneiden yksinkertaisten
sokereiden, aminohappojen seka glyserolin ja alkoholien pilkkomista oman
kasvunsa ja metaboliansa ravinnonlahteena. Asidogeneesin lopputuot-
teina muodostuu erilaisia lyhytketjuisia, haihtuvia rasvahappoja (VFA, vo-
latile fatty acids), kuten voihappo, propionihappo ja valeriinihappo. (Luos-
tarinen 2013, 11.)

Asetogeneesissa haihtuvat rasvahapot hajoavat vetya tuottavien baktee-
rien ansiosta asetaatiksi (etikkahappo) seka vedyksi (H) ja hiilidioksidiksi.
Asetogeneesissa tapahtuvat reaktiot ovat anaerobisia — asetogeeniset
bakteerit toimivatkin symbioosissa vetya kuluttavien metanogeenien
kanssa. Tata asetogeenien ja metanogeenien valista yhteytta kutsutaan
syntrofiseksi yhteydeksi: vetya siis kuluu ja muodostuu tasapainoisesti.
(Kymaldinen & Pakarinen 2015, 62.)

Metanogeneesissa obligaattianaerobit, eli hapellisessa elinymparistossa
kuolevat metanogeenit, muodostavat metaania asetoklastisella (70 %) ja
hydrogenotrofisella (30 %) metanogeneesilla. Asetoklastisesta metanoge-
neesista vastaavat asetotrofiset metanogeenit pilkkovat asetaattia metaa-
niksi ja hiilidioksidiksi seuraavan reaktioyhtdlén mukaisesti (Janhunen
2012, 19).

CH5;COOH - CH, + CO,

Hydrogenotrofiset metanogeenit, puolestaan, muuttavat hiilidioksidia ja
vetya metaaniksi ja vedeksi seuraavasti (Janhunen 2012, 19).

CO, + 4H, > CH, + 2H,0

Asetotrofiset metanogeenit kahdentuvat hitaasti — kerran 2—12 vuorokau-
dessa. Tdma on otettava huomioon muun muassa jatkuvatoimisen biokaa-
sureaktorin viipymaaikaa maaritettdessa, silla liian lyhyt viipymaaika saat-
taa johtaa asetotrofisten metanogeenien uloshuuhtoutumiseen. (Kymalai-
nen & Pakarinen 2015, 62—63.)

2.2 Prosessiolosuhteet

Anaerobisen hajoamisprosessin tehokkuus ja tasapaino, toisin sanoen an-
aerobisten mikro-organismien kasvunopeus ja aktiivisuus, riippuu proses-
siolosuhteista. Merkittavimmat madatysprosessiin vaikuttavat tekijat ovat
hapettomuuden lisdksi sopiva lampédtila ja pH. Prosessin ravitsemukselliset



olosuhteet maaraytyvat syotteiden koostumuksen ja hajoamisen seurauk-
sena. (Al Seadi ym. 2008, 23; Kymalainen & Pakarinen 2015, 63.)

Madatysprosessi voidaan toteuttaa, syotteen kuiva-ainepitoisuudesta riip-
puen, joko kuiva- tai markaprosessina. Lisaksi prosessi voi olla jatkuvatoi-
minen tai panosluonteinen. Markaprosessissa, joka on kuivaprosessia huo-
mattavasti yleisempi biokaasuntuotantoprosessi Suomessa, reaktorin ko-
konaismassasta vahintdaan 85 % on vetta (kuva 2) ja loput kuiva-ainetta
(TS). Kuiva-aineesta 75 % on orgaanista ainesta (VS) ja loput 25 % tuhkaa.
(Kymaldinen & Pakarinen 2015, 23, 94; Luostarinen 2009.)

Syotteen koostumus prosentteina
kokonaismassasta

|
15% TS

0 20 40 a0 80 100
BVesi BVS ETuhka

Kuva 2. Syotteen koostumus prosentteina kuiva-aineesta (mukailtu |ah-
teestd Kymaldinen & Pakarinen 2015, 23, 94).

Biokaasuprosessien operointi tapahtuu useimmiten joko mesofiilisella
(35—38 °C) tai termofiiliselld (n. 55 °C) lampétila-alueella. Myo6s psykrofiili-
nen kasittely on mahdollista — tall6in prosessilampétila on <20 °C. (Lehto-
makiym. 2007, 31.) Prosessilampotilasta riippuen metabolisista reaktioista
vastaavia metanogeenibakteereja kutsutaan vastaavasti joko mesofiileiksi,
termofiileiksi tai psykrofiileiksi (Kymaldinen & Pakarinen 2015, 64).

Mesofiilisen prosessin etuna on sen vakaa toiminta verrattuna lamp6étilan
ja pH:n muutoksille seka inhibiittorien vaikutuksille herkkaan termofiili-
seen prosessiin. Lampdtilan ja pH:n kohotessa metaanintuottoa inhiboivan
ammoniakin maara nousee (kuva 3, s. 6), joten mesofiilisessd prosessissa
ammoniakin maara on termofiilista vahaisempi vastaavilla typpipitoisuuk-
silla. Lisaksi termofiilisessa prosessissa kasiteltavan jatteen mesofiilista
prosessia nopeampi hajoaminen voi johtaa liukoisen orgaanisen aineen
maaran kasvuun ja metaanituottoa inhiboivien rasvahappojen kertymi-
seen. (Lehtomaki ym. 2007, 32.)
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Kuva 3. Lampdtilan ja pH:n vaikutus ammoniakin (ammonia, NHz) ja am-
moniumionin (ammonium, NHa*) véliseen tasapainoon (Fricke,
Santern, Wallmann, Hiittner & Dichtl 2007, 32).

Termofiilisen prosessin eduiksi voidaan lukea kasiteltdvan jatteen nope-
ammasta hajoamisesta johtuva pienempi reaktoritilavuuden tarve. Lisaksi
mesofiilisen prosessin lampotilaa korkeampi prosessilampatila hygienisoi
kasiteltdvan materiaalin tehokkaammin. Suuremmasta reaktorin lammi-
tystarpeesta huolimatta termofiilisen prosessin energiasaanto voi olla me-
sofiilisen prosessin saantoa suurempi. (Lehtomaki ym. 2007, 31-32.)

Lampotilan lisaksi toinen madatysprosessin tehokkuuteen eniten vaikut-
tava tekija on pH. Mesofiilisessa biokaasuprosessissa parhaaseen metaa-
nituottoon paastaan pH:n ollessa 7-8 metanogeenien toimiessa parhaiten
pH:n ollessa 6,5-8. (Jayaraj, Deepanraj & Sivasubramanian 2014; Sibiya,
Muzenda & Tesfagiorgis 2014). Madatysreaktorin pH:ta alentavat hiilihyd-
raattipitoisten syotteiden hajoamistuotteena syntyvat VFA-hapot ja hiilidi-
oksidi. Proteiinipitoiset syotteet puolestaan nostavat pH:ta niiden ha-
joamisprosessissa syntyvan ammoniakin vuoksi. (Kymaldinen & Pakarinen
2015, 65; ks. myds Sibiya, Muzenda & Tesfagiorgis 2014).

Anaerobisesta hajoamisprosessista vastaavat mikro-organismit tarvitsevat
ravinteita sekd energianlahteeksi etta solukasvun ravintoaineeksi. Naiden
mikro-organismien padaravinteita ovat hiili (C), typpi (N), fosfori (P) ja rikki
(S), mutta valttamattoman entsyymitoiminnan yllapitamiseksi tarvitaan
myos hivenaineita ja vitamiineja. Madatysprosessin solujen tarvitsemista
hivenaineista tarkeimpia ovat muun muassa nikkeli (Ni), koboltti (Co),
rauta (Fe), sinkki (Zn) ja kupari (Cu). Optimaalisesti toimivassa biokaa-
suprosessissa hiilen ja typen suhdeluku on valilld 15-25, mutta kaytdn-
nossa syotteen hiili ja typpi ovat usein eri tavoin sitoutuneina yhdisteina
mahdollistaen prosessin toimivuuden C/N-suhteen ollessa aina viidestd
jopa 50:een saakka. (Kymaldinen & Pakarinen 2015, 26—-27, 66—67.)



3 MADATYSJAANNOKSEN KASITTELY JA HYODYNTAMINEN

Tyypillisesti alle 10 % reaktorin sydtteen massasta muuttuu biokaasuksi ja
yli 90 % poistuu reaktorista madatysjaanndoksena. Madatysjaannds sovel-
tuu lannoitevalmisteeksi sellaisenaan, mutta sen jatkojalostaminen on tar-
peen kaytettavyyden, varastoinnin ja kuljetettavuuden parantamiseksi.
Madatysjadanndksen jatkojalostaminen alkaa useimmiten sen erottami-
sesta rejektivedeksi kutsutuksi nestejakeeksi ja kuivajakeeksi. Prosessissa
jakeiden ravinnepitoisuudet muuttuvat, kun madatysjaanndksen sisalta-
masta typesta valtaosa paatyy nestejakeeseen ja valtaosa fosforista kuiva-
jakeeseen. (Kymaldinen & Pakarinen 2015, 99; Marttinen ym. 2014, 12.)

Madatysjadnndksen mekaanisessa erottelussa kaytetdan muun muassa
ruuvipuristinta ja suotonauhakuivainta, mutta linkous on erottelukeinoista
yleisimmin kadytetty sen tehokkuuden — erityisesti ravinteiden erotuksen
kannalta —vuoksi. Yleisimmin kdytetty linkotyyppi on dekantterilinko (kuva
4), jonka toiminta perustuu niin kutsutun keskipakoisvoiman ja lingon rum-
mun sisalla pyorivan ruuvikuljettimen yhteistoimintaan. Lingon pyorimis-
nopeutta kasvattamalla voidaan saavuttaa jopa 1 000-4 000-kertainen
kiihtyvyys verrattuna maan vetovoimaan. Veden erottamisen tehosta-
miseksi prosessoitavaan lietteeseen lisatadan usein kemikaaleja. Yleensa
kemikaalilisana kaytetaan flokkautumista parantavia polymeereja. (Kyma-
ldinen & Pakarinen 2015, 100-102.)

niat distributor \ N

N Screw conveyor
Caarbox \
iquid !

Wal of the bowd
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Kuva 4. Dekantterilinko (DC Solids Control 2016).

Rejektivesia kasitelldan usein joko strippaamalla, haihduttamalla tai kemi-
allisella saostuksella. Ndiden tavoitteena on konsentroida lannoitteen si-
saltamat ravinteet pienempaan nestetilavuuteen. Strippauksessa nesteen
sisdltdama ammoniumtyppi konvertoidaan haihtuvaksi ammoniakkikaa-
suksi, joka voidaan ottaa talteen kaasunpesurin avulla tai lauhduttamalla
ammoniakkia sisaltava vesihoyry takaisin nestemdiseen muotoon. Typen
erottamistehokkuuteen ammoniakkina vaikuttavat kuvan 3 (s. 6) mukai-
sesti pH ja lampdétila. (Kymaldinen & Pakarinen 2015, 103; Marttinen ym.
2013, 12.)



Haihduttamisessa rejektivedesta haihtunut neste lauhdutetaan jaahdytta-
malla lauhdevedeksi. Haihtuneen veden mukana haihtuu pH:sta riippuen
erilainen maara orgaanisia happoja ja ammoniakkia — mita alhaisempi pH,
sitd vdhemman haihtuu ammoniakkia, mutta enemman happoja ja pdin-
vastoin. Alhaisen typpipitoisuuden omaavaa lauhdevetta voidaan hy6dyn-
taa esimerkiksi biokaasuprosessin syotteen laimennukseen ja ylimaara voi-
daan johtaa jatevedenpuhdistamolle, mikali erittdin laimea vesi ei hairitse
sen puhdistusprosessia. (Kymaldinen & Pakarinen 2015, 107.) Haihdutus
voidaan toteuttaa myods perinteisia haihdutusmenetelmia energiatehok-
kaammalla MVR-haihdutuksella (mechanical vapor recompression), joka
erottelee rejektiveden volyymistda 90 % tislatuksi vedeksi ja lopputuot-
teena syntyy ravinnerikasta, lannoitteeksi soveltuvaa rejektivetta (Adven
n.d.).

Eri tuotteet soveltuvat eri kayttotarkoituksiin, mutta kaytettavyyden kan-
nalta oleellista on se, etta tuotteet ovat seka ravinnepitoisuudeltaan, ra-
vinteiden kayttokelpoisuudeltaan, stabiilisuudeltaan ettda hygieeniselta
laadultaan kayttokohteeseensa sopivia. Tuotteiden tulee olla myds hel-
posti levitettdvia ja tasalaatuisia, eivatka ne saa sisaltaa ympariston kan-
nalta haitallisia maaria haitta-aineita. Biokaasulaitokselta saatavan loppu-
tuotteen laatuun vaikuttavat raaka-aineen lisdksi kdytossa olevat proses-
sit. (Marttinen ym. 2014, 13.)



4 HYGIENIA JA HAITTA-AINEET

Teollisuuden sivuvirroista ja yhdyskuntien biohajoavista jatteista muodos-
tuva raaka-ainepohja tuo mukanaan erilaisia prosessia inhiboivia aineita ja
vhdisteita seka tuotantoon liittyvia riskitekijoita, kuten taudinaiheuttajia,
orgaanisia haitta-aineita, haitallisia metalleja, ladkeaineita ja hormonijaa-
mia. Muun muassa eldimista ihmisiin tarttuvia taudinaiheuttajia, zonoo-
seja, on tunnistettu kasittelemattémasta, jatepohjaisesta raaka-aineesta
yli 150 lajia. Taudinaiheuttajien tuhoutuminen voidaan varmistaa lampo-
kasittelylla (kuva 5), mutta muut edella mainitut riskitekijat voivat kulkeu-
tua osittain tai kokonaan prosessin lapi paatyen valmistettavaan loppu-
tuotteeseen. (Marttinen ym. 2013, 31.)

Temperature ("C)

25 4 Entamoeba’,
hitltutyt‘um'n‘l
\
20 ¥ + f 4
1 10 | 100}, J1000  [100OM
1day 1week 1month 1year
Time (hours)

Kuva 5. Patogeenien tuhoutuminen lampdtilan ja ajan funktioina (Car-
rington 2001, 12).

Madatysprosessin hygieniariskit hallitaan useimmiten erillisellda hygieni-
sointikasittelylld, jossa materiaaleja lampdkasitellddan alle 12 mm:n pala-
koossa tunnin ajan vahintaan 70 °C:n lampédtilassa. Hygienisoinnista vas-
taava hygienisointiyksikko voidaan sijoittaa joko ennen tai jalkeen mada-
tysprosessin. (Kymaldinen & Pakarinen 2015, 97.)
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4.1 Taudinaiheuttajat

Orgaanisesta jatteestd koostuvan raaka-aineen kasittelyyn liittyva, ihmis-,
eldin- tai kasviperaisesta lahteesta oleva, tautiriski tulee huomioida orgaa-
nista ainesta kasiteltdessa. Orgaanisessa jatteessa esiintyvia taudinaiheut-
tajia ovat muun muassa bakteerit, virukset, loiset ja sienet. Nadista tunnet-
tuja, tauteja aiheuttavia, bakteerisukuja ovat esimerkiksi Salmonella, Lis-
teria, Escherichia, Campylobacter, Clostridium ja Yersinia. Nadista Salmo-
nella spp. voi sdilya elinkykyisena jopa 8—12 kuukautta maaperassa ja yli 77
vuorokautta lietteessa, lisddantyen lampotilan ollessa 6—47 °C. (Marttinen
ym. 2013, 31.) Suomessa esiintyvista salmonellan serotyypeista Salmonella
Typhimurium on tarkein. Maailmanlaajuisesti tarkeimmat serotyypit ovat:
Salmonella Enteritidis ja Salmonella Infantis (Evira 2018a). Salmonellabak-
teerit tuhoutuvat varmuudella [ampdkasittelyssa [ampdtilan ollessa 70 °C
60 minuutin ajan (Bagge 2009, 49).

Baggen (2009, 32) mukaan Listeria monocytogenes on bakteeri, jota esiin-
tyy kaikkialla: muun muassa maaperassa, sdilorehussa, ulosteessa ja jate-
vesissd. L. monocytogenes sdilyy taysin elinkykyisena maaperassa useita
viikkoja ja lietteessa useita kuukausia, mutta se ei selvia anaerobisissa olo-
suhteissa 60 vuorokautta pidempaa. L. monocytogenes selvida alkaalisessa
pH:ssa, mutta tuhoutuu 70 °C:n lampdtilassa muutamissa sekunneissa (Ne-
meth ym. 2011, 162).

Escherichia coli -bakteerit ovat fakultatiivisesti anaerobisia gram-negatiivi-
sia sauvoja, jotka tuottavat happoa ja kaasua laktoosista (Evira 2012a). E.
coli -bakteerin muotoja on useita ja niita esiintyy ihmisen ja tasalampois-
ten eldinten suoliston normaalifloorassa. Niiden tehtdva on estaa tautia ai-
heuttavia mikrobeja tarttumasta isannan suolistoon tai lisdadantymasta
sielld. Osa E. coli -bakteereista on kuitenkin muuntunut ominaisuuksiltaan
siten, etta ne pystyvat aiheuttamaan suolistotulehduksia. Yksi E. colin suo-
listotulehduksia aiheuttava muoto on Enterohemorraginen E. coli (EHEC).
Kolibakteerit eivat kesta korkeita lampatiloja ja ne kuolevatkin 70 °C:n lam-
potilassa. Limpokasittelyssa on kuitenkin huomioitava, ettd kuumennetta-
van kappaleen on oltava kauttaaltaan vahintdan tassa lampédtilassa. (Evira
2016a).

Lampokestoiset kampylobakteerit, Campylobacter jejuni ja Campylobacter
coli, ovat yleisia tasalampoisten eldinten ja lintujen suolistobakteereja,
jotka kasvavat parhaiten noin 40 °C:n lampdtilassa vahdahappisessa ympa-
ristdssa. Kampylobakteeria voi esiintya myos luonnonvesissa, sdilyen elin-
kykyisena jopa useita viikkoja tai kuukausia. Bakteeri kuolee E. colin tavoin
70 °C:n lampotilassa. (Evira 2016b.)

Bacillus spp. ja Clostridium spp. ovat iti6llisia bakteereja, joiden vegetatii-
viset solut voivat muodostaa erittdin pysyvia sisditiomuotoja. Itiot sdilyvat
elinkykyisind vaikeissakin olosuhteissa sietden hyvin myos kuumuutta.
Bakteerien itiomuodot voivat sdilyd maaperassa vuosikymmenien ajan.
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(Marttinen ym. 2013, 33.) Bacillus spp. ja Clostridium spp. -sukujen baktee-
rien muodoista useimmat ovat vaarattomia. Tautia aiheuttavia lajeja ovat
esimerkiksi B. anthracis, C. botulinum, C. chauvoei, C. haemolyticum, C.
septicum, C. sordellii ja C. tetani seka tietyissa olosuhteissa B. cereus ja C.
perfringens. Bacillus ja Clostridium -sukujen bakteereja on eristetty lan-
nasta, teurastamon sivutuotteista ja biojatteista. Lisaksi Clostridium spp. -
bakteereja on eristetty myds maatuneesta kasvimateriaalista. Kestavia
itiomuotoja muodostavista bakteereista muun muassa C. perfringens ja
Bacillus spp. -bakteerien on osoitettu selviytyvan tunnin kestaneesta lam-
pokasittelysta 70 °C:n lampdtilassa. (Bagge 2009, 24-28, 56.)

Yersinia-suvun bakteereista Yersinia enterocolitica ja Yersinia pseudo-
tuberculosis ovat yleisia maaperdssa ja vesistoissa esiintyvia bakteereja.
Yersinia-bakteereja on eristetty linnuista, kaloista, sammakkoelaimista ja
nisdakkaista. Y. enterocolitica -bakteeri kuuluu sian ruoansulatuskanavan,
etenkin nielun, normaaliin bakteeristoon. Y. enterocolitica paasee lihaan
huonon teurastushygienian seurauksena. Bakteeri saadaan tuhottua pas-
téroimalla. (Evira 2016c¢.)

Ihmis- ja eldinperaisten jatteiden lisaksi my0ds kasviperaisissa jatteissa voi
esiintya taudinaiheuttajia: sieni-, bakteeri- ja virusperaisia. Useat sienilajit
selvidvat hygienisointiprosessista, mutta anaerobinen biokaasuprosessi
vahentaa sienilajistoa. Lajimaaran vahentyessa elinkykyisten lajien pesak-
keitd muodostava maara ei kuitenkaan viahene. Mesofiilisessa madatys-
prosessissa selvidvat lahinna lampokestavat Talaromyces ja Paecilomyces-
sukujen lajit. Termofiilisessa prosessissa puolestaan selvidvat vain T.
crustaceus ja T. lanuginosus. Prosessin jalkeinen madatysjaanndksen kuu-
kauden mittainen jalkivarastointi vahentda sienten maaraa. (Marttinen
ym. 2013, 34.)

Kasveista peraisin olevia bakteeri- ja virustauteja silmalla pitden termofiili-
nen madatysprosessi on mesofiilista parempi vaihtoehto, silla esimerkiksi
Mohojuuren (Plasmodiophora brassicae) infektointikyky ei heikenny me-
sofiilisessa prosessissa lainkaan, mutta termofiilinen prosessi 14 vuorokau-
den viipymalla heikentaa sitd huomattavasti. Méhojuuren on osoitettu eli-
minoituvan termofiilisessa prosessissa taydellisesti jopa vain kymmenen
tunnin viipymaajalla. (Marttinen ym. 2013, 34.)

Mohojuuren tapaan 14 vuorokauden viipymaaikaa ja termofiilista mada-
tysprosessia suositellaan myo6s esimerkiksi tylppalehtihierakan (Rumex
obtusifolius), verihirssin (Digitaria sanguinalis) ja tomaatin (Lycopersicon
lycopersicum) siementen itamiskyvyn taydellisen eliminoitumisen kan-
nalta. Tupakan mosaiikkivirus (TMV) tarvitsee tuhoutuakseen lisdksi vahin-
tdan 19 vuorokauden jalkikompostoinnin. (Marttinen ym. 2013, 34.)
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4.2 Orgaaniset haitta-aineet ja ladkeaineet

Prosessikemikaalijadmien ja raskasmetallien lisdksi biokaasuprosessissa
saattaa esiintya erilaisia orgaanisia haitta-aineita ja ladkeaineita, jotka paa-
tyvat teollisuuden ja kotitalouksien jatevesien mukana vedenpuhdista-
moille ja sieltd puhdistamolietteen mukana biokaasulaitoksille ja edelleen
lannoitevalmisteiden mukana ymparistoon. Ladkeaineita saattaa paatya
prosessiin myos yhdyskuntien biojatteiden mukana, mikali lajittelua ei ole
jatteiden syntypaikalla tehty oikein. (Kymaldinen & Pakarinen 2015, 97—
98.)

Haitalliset orgaaniset yhdisteet ja ladkeaineet sisaltavat ominaisuuksiltaan
hyvin erilaisia yhdisteita, jotka kayttaytyvat erilaisissa kasittelyvaiheissa ja
prosessoinnissa hyvin eri tavoin. Osa hajoaa jatevedenpuhdistamolla, osa
paatyy purkuvesien mukana vesistoihin, osa sitoutuu lietteeseen ja osa ha-
joaa biokaasuprosessissa. Jaljelle jaaneet yhdisteet jakautuvat mahdolli-
sissa jatkoprosesseissa ominaisuuksiensa mukaan eri jakeisiin ja paatyvat
loppukaytdssa ymparistoon. Ymparistoon paatyneista yhdisteista osa ha-
joaa auringon UV-sateilyn vaikutuksesta, mutta esimerkiksi dioksiinit,
PBDE ja PCF ovat hyvinkin pysyvia ja voivat kertya maaperaan ja paatya
sieltd edelleen ravintoketjuun. Kuitenkin, suurimmalla osalla Biosafe-hank-
keen loppuraportissa (Marttinen, Suominen, Lehto, Jalava & Tampio 2014)
tutkituista kemikaaliryhmistd, biokaasulaitosten lopputuotteiden peltole-
vityksen ja ilmalaskeuman kuormituksen (taulukko 1) ei arvioitu vaaranta-
van elintarviketurvallisuutta. (Kymalainen & Pakarinen 2015, 98.)

Taulukko 1. Haitallisten kemikaalien pitoisuudet biokaasulaitosten kasit-
telyjaannoksissa kuiva-ainetta kohti (Marttinen, Suominen,
Lehto, Jalava & Tampio 2014, 32)

Aineryhma Materiaali n Minimi Maksimi Keskiarvo Mediaani Yksikkd
Madatysjaannos 21 <Lon 220 3,88 1,49

Dioksiini Kuivajae 3 0,008 10.4 417 2,04 ng TEQWkg
Rejektivesi 2 0,013 0,47 0,24 0,24
Madéatysjaannos 11 =50 =50 =50 =50

PCB(T) Kuivajae 0 ea ea. ea. ea. pualkg
Rejekiivesi 0 ea ea ea. ea.
Madatysjadnnis 16 6,4 11300 1780 1040

PBDE Kuivajae 9 6.5 2640 1330 1570 ug/kg
Rejektivesi 9 6,8 569 187 99
Madatysjagnnds 7 <1000 =1000 =1000 <1000

HBCD Kuivajae 0 ea e.a. ea. ea. ug/kg
Rejekiivesi 0 ea e.a. e.a. e.a.
Madatysjaannos 7 0,7 62 245 8,00

TEBPA Kuivajae 0 ea ea ea. ea. ug/kg
Rejekiivesi 0 ea ea ea. ea.
Madatysjaannos 20 0.10 20,6 211 0,68

PAH(18) Kuivajae 5 0,41 219 5,20 1,97 moikg
Rejektivesi 4 0,06 2.1 0,69 0,30
Madatysjaannos 19 0,97 168 423 18,5

PFC Kuivajae 10 1,56 120 27,6 12,5 pakg
Rejektivesi 9 400 282 58,9 239
Madatysjaannos 20 =LoQ 54,0 11,2 75

NP+NPEO Kuivajae 4 2,10 130 409 13,9 ma/kg
Rejektivesi 3 535 20,3 149 19,0
Madatysjaannds 20 1,00 107 229 9,50

DEHP Kuivajae 5 1,30 106 431 30,0 ma/kg
Rejektivesi 4 4,00 7,00 5,35 5,00
Madatysjagnnds 20 =100 2000 975 1100

LAS Kuivajae 4 =100 3400 1420 1140 malkg
Rejektivesi 2 =LOQ 400 200 200
Madatysjaannis 20 =<5 2100 284 100

AOX Kuivajae 3 130 1100 500 270 mg/kg
Rejekiivesi 1 22 22 22 22

n analyysien lukumaara, <LOQ: tulos alle maaritysrajan; e.a: i analysoitu
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5 YMPARISTOOLOSUHTEIDEN VAIKUTUS MIKROBIEN ELINKYKYYN

Ympariston kemialliset ja fysikaaliset ominaisuudet, kuten ravinteet, |lam-
potila, aktiivisen veden maara, pH ja happipitoisuus vaikuttavat suuresti
mikrobien elinkykyyn. Mikrobien lisaantyminen hidastuu tai estyy, jos jo-
kin naista tekijoista puuttuu tai on mikrobin nakékulmasta kaukana nor-
maalista arvosta. Osa mikro-organismeista pystyy kuitenkin elamaan hyvin
ankarissa elinolosuhteissa. Tallaisia organismeja kutsutaan ekstremofii-
leiksi. Ekstremofiilit voivat eldd muun muassa darimmaisissa lampotiloissa,
erittdin kuivissa seka hyvin happamissa ja emaksisissa olosuhteissa. (Evira
2017; Solunetti n.d.a.)

Energianlahteesta riippuen mikro-organismit voidaan jakaa kahteen meta-
boliseen luokkaan: kemiallisista yhdisteistd energiansa saaviin kemotrofei-
hin ja valosta energiansa saaviin fototrofeihin. Taman lisaksi organismit
voidaan luokitella tarkeimman makroravinteensa, hiilen, lahteen perus-
teella orgaanisia yhdisteita hiilenlahteenaan kayttaviksi heterotrofeiksi tai
hiilidioksidin epdorgaanista hiilta kayttaviksi autotrofeiksi. Hiilen lisaksi toi-
nen mikro-organismien tarked makroravinne on organismien nukleiinihap-
pojen ja proteiinien rakenteeseen vaikuttava typpi. (Solunetti n.d.b.)

Lampotila on mikrobien lisddntymisnopeuteen oleellisesti vaikuttava olo-
suhdetekija. Jokaisella mikrobilla on oma optimilampoétilansa, mutta useat
mikrobit voivat lisddntya myos epaoptimaalisissa lampatiloissa. Alle 0 °C:n
lampotilassa mikrobit eivat lisddanny, mutta ne sailyvat paasaantoisesti li-
saantymiskykyisina. (Evira 2017; Ruokatieto n.d.)

Aktiivisen veden (aw) maaralla tarkoitetaan kemiallisesti sitoutumatonta
vettd, joka on vapaata mikrobien kadytettavaksi. Veden aktiivisuus ilmais-
taan asteikolla 0—1. Mitd pienempi arvo, sitd harvemman mikrobin lisdan-
tymisedellytykset tayttyvat. Useimpien bakteerien lisdantymiskyky heikke-
nee aw-arvon ollessa 0,95. Talloin solun sisalla oleva vesi siirtyy osmoosissa
diffuusion avulla solun sisalta sitd ymparoivdaan, vakevampaan ainekseen.
(Taimisto A-M 2006; Solunetti n.d.c.)

Mikro-organismien suhde happeen vaihtelee: toiset pystyvat kasvamaan
ainoastaan hapellisissa ja toiset hapettomissa olosuhteissa. Osa mikro-or-
ganismeista pystyy kasvamaan kummassakin. Ndiden ominaisuuksien mu-
kaan organismit jaotellaan aerobeihin ja anaerobeihin ja edelleen obliga-
torisiin ja fakultatiivisiin aerobeihin sekd ehdottomiin ja aerotolerantteihin
anaerobeihin. (Solunetti n.d.d.)

Luonnollisten elinymparistdjen pH vaihtelee padasaantodisesti valilla 5-9,
joka on neutrofiileiksi kutsutuille organismeille yleisin pH-optimialue. Hy-
vin matalassa pH:ssa (pH 1-5) eldvia organismeja kutsutaan asidofiileiksi ja
korkeassa (pH 9-12) vastaavasti alkalofiileiksi. Mikro-organismeilla voi kui-
tenkin olla useampikin pH-optimialue riippuen muista sen hetkisista
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kasvuolosuhteista, kuten lampotilasta ja ravinteiden saatavuudesta. (Solu-
netti n.d.e.)

Ympadriston pH:sta riippumatta solun sisdisen pH:n tulee pysytella [ahella
neutraalia makromolekyylien stabiiliuuden sailyttamiseksi (Solunetti
n.d.e). Neutrofiilit pystyvat sdadtamaan sytoplasmansa pH:ta happamam-
maksi tai emaksisemmaksi ympariston pH:n mukaisesti (Padan, Bibi, Ma-
sahiro & Krulwich 2005).

Asidofiilit suojautuvat ympariston happamuudelta erittamalla puskuroivia
molekyyleja ja pumppaamalla vetyioneja aktiivisesti ulos solusta muuttaen
taten solukalvonsa koostumusta. Alkalofiilit puolestaan sailyttavat sisdisen
homeostaasin (tasapaino) aktiivisen ja passiivisen saatelyn avulla. Alentu-
nut solukalvon lapadisevyys ja sytoplasman (solulima) runsas positiivisesti
varautuneiden orgaanisten yhdisteiden maara, polyamiinipitoisuus, pus-
kuroivat sytoplasmaa. Lisdksi plasmolemman (solukalvo) ionikanavat osal-
listuvat aktiivisesti solun pH:n alentamiseen. (Solunetti n.d.e.)

E. colin tapauksessa elinymparistén pH:n muutos on stressitekija, johon
bakteeri reagoi saatamalla aineenvaihduntaansa. Esimerkiksi E. colin ai-
neenvaihdunnassa sen mieluisimman hiilen ldhteen, glukoosin, fermen-
taatio tuottaa lyhytketjuisia happoja, jotka bakteeri poistaa sisdltaan,
mutta happojen maaran lisddntyessa ne palaavat solulimaan aiheuttaen
solun sisdistd happamuustason nousua. (Maurer, Yohannes, Bondurant,
Radmacher & Slonczewski 2005; Aidberg ym. 2014.) Bakteeri sopeutuu
happamiin olosuhteisiin sytoplasmaa emaksisempaan suuntaan muutta-
vien dekarboksylaasien avulla (Gale & Epps 1942, 603). Emaksisissa olo-
suhteissa, puolestaan, bakteerin useat aminohappoaineenvaihdunnan
entsyymit, kuten tryptofaanideaminaasi (TDA) ja seriinideaminaasi (SDA),
lisdantyvat muodostaen happoa tuottavan mekanismin taten mahdollis-
taen bakteerin sopeutumisen (Padan, Bibi, Masahiro & Krulwich 2005).
Luonnollisessa elinymparistossaan, ihmisen ruuansulatuksessa, bakteerin
taytyy sopeutua seka happamiin etta emaksisiin olosuhteisiin (Maurer ym.
2005). Bakteerin on raportoitu selvidvan erittdin happamissa olosuhteissa,
pH:n ollessa 3, jopa useita vuorokausia (Jordan, Oxford & O’Byrne 1999).

Tutkittaessa jatevedesta eristetyn E. colin kasvamista ja selviytymista
fluidin pH:n noustessa (kuva 6, s. 15) on kyetty osoittamaan, etta bakteeri
pystyy kasvamaan vield pH:n ollessa 9,2, mutta pH:n noustessa 9,4:aan E.
colin kasvu ei ainostaan pysahtynyt vaan bakteeri kuoli yhden vuorokau-
den kuluessa taysin. (Parhad & Rao 1974, 983.) Toisaalta Small, Blanken-
horn, Welty, Zinser & Slonczewski (1994) ovat raportoineet E. colin kyke-
nevan sopeutumaan erilaisiin ympariston pH-arvoihin kyeten selviytymaan
jopa pH:n ollessa 10,2.
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Kuva 6. pH-saadon vaikutus E. colin kasvuun (Parhad & Rao 1974, 983).

Parjad & Rao (1974, 982-983) selvittivat myods pH-sdaatoon kaytetyn emak-
sen kationin (positiivisesti varautunut ioni) vaikutuksia E. colin kasvuun
(kuva 7, s. 16). Emaksina kaytettiin 1 M lipeda (NaOH), kaliumhydroksidia
(KOH) ja kalsiumhydroksidia Ca(OH).. Tutkimuksen perusteella voitiin to-
deta, ettd emakseen sitoutuneella kationilla ei ollut merkittavaa vaikutusta
tuloksiin, silla E. coli saatiin eliminoitua kaikissa tapauksissa lahestulkoon
identtisesti. (Parhad & Rao 1974, 982-983.)
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6 LAINSAADANTO JA ASETUKSET

Biokaasulaitoksen madatysjaannos katsotaan joko raakalannaksi tai lan-
noitevalmisteeksi laitoksen toimintaperiaatteesta riippuen. Kaytannossa
raakalannaksi katsotaan ainoastaan maatilakohtaisen biokaasulaitoksen
madatysjaannds, mikali laitoksella kdsitellaan vain tilan omia jatteita ja ma-
datysjaannos hyodynnetaan sen omilla pelloilla. Mikali laitoksella valmis-
tettuja lannoitevalmisteita luovutetaan tilan ulkopuolelle, katsotaan tama
lannoitevalmisteiden markkinoille saattamiseksi, jolloin lopputuotteiden
on tdytettdva lannoitevalmistelainsadadanndn (lannoitevalmistelaki
2006/539) vaatimukset. (Kymaldinen & Pakarinen 2015, 184-186.)

Lannoitevalmisteiden ja soveltuvin osin niiden raaka-aineiden valmistuk-
seen markkinoille saattamista varten, markkinoille saattamiseen, kayt-
toon, kuljettamiseen, maahantuontiin seka maastavientiin sovelletaan lan-
noitevalmistelakia (2006/539), jonka tavoitteena on elintarvikkeiden ja
ymparistdon laadun turvaamiseksi edistaa hyvalaatuisten, turvallisten ja
kasvintuotantoon sopivien lannoitevalmisteiden tarjontaa, lannoitevalmis-
teiksi soveltuvien sivutuotteiden hyotykayttoa seka riittavien, lannoiteval-
misteita koskevien, tietojen antamista niiden ostajille ja kayttdjille (Lannoi-
tevalmistelaki 2006/539§ 1, 2.)

Lannoitetuotteiden tyypeistd, tyyppinimiryhmista, tyyppinimikohtaisista
vaatimuksista, lannoitevalmisteiden laatu-, merkinta-, pakkaus-, kuljetus-,
varastointi-, kdyttd- ja muista vaatimuksista seka lannoitevalmisteiden
raaka-aineista puolestaan sdadetdaan Maa- ja metsatalousministerion ase-
tuksessa (2011/24/11). Asetuksessa (2012/11/12) puolestaan saadetaan
toiminnanharjoittajan ilmoitusvelvollisuudesta, tiedostonpitamisvelvolli-
suudesta, omavalvontavelvollisuudesta, ennakkoilmoitusvelvollisuudesta,
laboratoriohyvaksynndstd, lannoitevalmisteiden sisamarkkinakaupasta ja
maahantuonnista koskien lannoitevalmisteita. Lisaksi asetuksessa saade-
tdan orgaanisia lannoitevalmisteita tai niiden raaka-aineita valmistavan,
teknisesti kasittelevan tai varastoivan laitoksen hyvaksynnasta seka lannoi-
tevalmisteita koskevan valvonnan jarjestamisesta. (Maa- ja metsatalous-
ministeri6 2011/24/11 § 1, 2012/11/12§ 1.)

Omavalvontavelvollisuuden toteuttamiseksi toiminnanharjoittajan on il-
moitusvelvollisuuden mukaisesti toimitettava omavalvontasuunnitelma
Elintarviketurvallisuusvirastolle (MMA 2012/11/12 § 1, 4). Omavalvonta-
suunnitelman tulee sisaltda soveltuvin osin muun muassa tuotekohtaiset
tiedot markkinoille saatettavan lannoitevalmisteen raaka-aineista, niiden
alkuperasta ja laadusta seka toimenpiteistd, joilla varmennetaan erakoh-
tainen jaljitettavyys. Suunnitelman tulee sisdltdaa myds raaka-aineita, tuo-
tantoa ja lopputuotetta koskeva laadunvalvonta- ja naytteenottosuunni-
telma seka toimenpiteet, joihin ryhdytaan, mikali lannoitevalmiste tai sen
raaka-aine ei tayta sille asetettuja laatuvaatimuksia tai on vanhentunut. Li-
saksi suunnitelman tulee sisadltdad kuvaus lannoitevalmisteiden ja niiden
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raaka-aineiden maahantuonti-, varastointi-, sdilytys- ja kuljetusjarjeste-
lyista seka naihin liittyvien dokumenttien sisallosta ja arkistoinnista. Val-
mistusprosessissa valvottavat kohteet painottuvat raaka-aineiden ja tuot-
teiden ominaisuuksiin ja prosessiparametreihin. (Evira 2016d.) Omaval-
vontavelvollisuuden toteutumista seurataan vuosittain laadittavalla oma-
valvontaraportilla, josta kayvat ilmi kriittisten valmistus- ja kasittelyvaihei-
den valvonnan tulokset seka omavalvonnassa havaitut ongelmat ja puut-
teet seka se, kuinka ne on ratkaistu (Lannoitevalmistelaki 2006/539 § 15).
Omavalvontaan liittyvien analyysien virallisena laboratoriona toimii joko
Elintarviketurvallisuusviraston oma, tai viraston hyvaksyma, laboratorio
(Lannoitevalmistelaki 2006/539 § 19).

Orgaanisia lannoitevalmisteita tai niiden raaka-aineita valmistavalla, tekni-
sesti kasittelevalla tai varastoivalla on ennen toimintansa aloittamista ol-
tava Elintarviketurvallisuusviraston myontama laitoshyvaksynta (Lannoite-
valmistelaki 2006/539 § 14). Hyvaksyntaa haetaan Eviran lomakkeella ja
hyvaksynnan edellytyksena on, etta laitoksen toiminta tayttaa lannoiteval-
mistelaissa asetetut vaatimukset. Lisaksi eldimista saatavia sivutuotteita
kasittelevan laitoksen on tadytettdva sivutuoteasetuksen (EY 2009/1069)
vaatimukset. Laitoshyvaksynnan hakijan on osoitettava, etta laitoksella
syntyva lannoitevalmiste tai sen raaka-aine on turvallista ja kdyttéon so-
veltuvaa. Hakemuksen liitteena on toimitettava yksityiskohtainen kuvaus
toiminnasta ja laitoksesta, omavalvontasuunnitelma, ymparistélupa tai -
lupahakemus. (Evira 2016e.)

Ympéristolupa tarvitaan ymparisténsuojelulain (2014/527) mukaisesti ym-
pariston pilaantumisen vaaraa aiheuttaville toiminnoille. Lupa voidaan
vaatia muun muassa jatevesipadstojen ja muun toiminnan aiheuttamien
vesistovaikutusten seka naapurille aiheutuvien haittojen vuoksi. Ymparis-
télupa on hallintapaatos, jossa maaritelladan hankkeelle tapauskohtaisesti
arvioiden hyvaksyttavat, ympariston kayttoon ja rasitukseen liittyvat, mal-
lit ja rajat. Ymparistolupaa haetaan kirjallisesti ymparistonsuojeluasetuk-
sen (2014/713) maaraamalta lupaviranomaiselta. (MTK 2017.)

Lannoitevalmistelain ja sivutuoteasetuksen (EY 2009/1069) perusteella lai-
toksella muodostuvien lannoitevalmisteiden markkinointi ja myynti edel-
lyttaa Eviran tuotehyvaksyntaa. Tuotehyvaksynnan tarkoitus on varmistaa
tuotteiden ja valmisteiden turvallisuus, laatu ja aitous. Hyvaksynnan kri-
teereina on, etta lannoitevalmisteille on laadittu tuoteselosteet ja niiden
hygieeninen laatu on todennettu hyvaksytyssa laboratoriossa. (Kymalai-
nen & Pakarinen 2015, 184-186.)

Mikali lannoitevalmistaja valmistaa, maahantuo tai kdyttaa prosesseissaan
kemikaaleja, tulee yrityksen Euroopan parlamentin ja neuvoston REACH-
asetuksen (EY 2006/1907) mukaan rekister6ida aineensa ja tehda siina yh-
teistyota muiden samoja aineita rekisterdivien yritysten kanssa. Asetuk-
sen tarkoituksena on varmistaa, etta yritykset tunnistavat ja hallitsevat ris-
kit, jotka liittyvat niiden Euroopan unionissa valmistamiin ja markkinoimiin



19

aineisiin. Rekisterdinnit vastaanottaa kemikaalivirasto, jolle toimijan on
osoitettava, miten ainetta voidaan kayttaa turvallisesti. Mikali riskeja ei
voida hallita, voivat viranomaiset rajoittaa aineiden kadyttoa ja pitkalla ai-
kavalilla kaikkein vaarallisimmat aineet on korvattava vahemman vaaralli-
silla. (ECHA n.d.; Kemikaalivirasto n.d.)

Suomessa myytavissa ja kdytettavissa lannoitteissa ja muissa lannoiteval-
misteissa haitallisten aineiden sallittu enimmaispitoisuus (taulukko 2) ei
saa ylittaa niille asetettuja rajoja. Lisaksi Suomessa myytavien ja kdytetta-
vien lannoitevalmisteiden tautia aiheuttavien tai siita indikoivien mikro-or-
ganismien sallituille maarille on saadetty enimmaismaarat: biokaasulaitok-
sen lannoitevalmisteessa ei saa esiintya lainkaan salmonellaa ja E. coli -pi-
toisuuden on oltava alle 1 000 pmy g*. (Evira 2018b; ks. myds MMA
2011/24/11.)

Taulukko 2. Haitallisten aineiden enimmaispitoisuus Suomessa myyta-
vissa ja kaytettadvissa lannoitteissa ja muissa lannoitevalmis-
teissa (Evira 2018b)

Alkuaine Enimmadispitoisuus mg/kg  Enimmadispitoisuus mg/kg kuiva-
ka. ainetta metsitaloudessa
kadytettavissa

tuhkalannoitteissa ja niiden
raaka-aineissa

Arseeni (As) 25 40

Elohopea (Hg) 1,0 1,0
Kadmium (Cd) 1,5 25

Kromi (Cr) 300 300
Kupari (Cu) 600 700
Lyijy (Pb) 100 150
Nikkeli (Ni) 100 150

Sinkki (Zn) 1500 4500
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7 MATERIAALIT JA MENETELMAT

Opinndytetyon kokeellista osuutta varten laadittiin erillinen tyésuunni-
telma, jossa kaikki ennakkotietojen mukaiset tyévaiheet eriteltiin ja aika-
taulutettiin. Kokeellisessa osuudessa selvitettiin, taustaselvitykseen noja-
ten, madatysjaannodksen pH-saadon vaikutuksia E. coli -bakteeriin. Tydssa
selvitettiin, voidaanko E. colin kasvu inhiboida saatamalla madatysjaan-
noksen pH:ta emaksisempdan suuntaan. Taman selvittamiseksi pH-saa-
detty madatysjaannds ympattiin Stl:n Hameenlinnan tuotantolaitokselta
eristetylla E. coli-kannalla ja inkuboinnin jalkeen naytteille suoritettiin mik-
robiologiset maaritykset. Lisdksi opinnaytetydssa selvitettiin pH-saadon
vaikutuksia madatysjaannoksesta jalostettujen lannoitetuotteiden, kiin-
tedan maanparannusaineen ja konsentroidun rejektiveden, typpipitoisuu-
teen.

7.1 Naytteenotto

Naytteenotto suoritettiin laboratoriotéiden aloituspdivan aamuna proses-
sin ollessa normaalitilassa. Naytteet otettiin madatysreaktorilta |ahtevasta
linjasta mahdollisimman l|dheltad reaktoria, jotta esimerkiksi putkistoihin
kertyvaa struviittia (magnesiumammoniumfosfaatti) ja muita epapuhtauk-
sia paatyisi ndytteisiin mahdollisimman vahan.

Ennen ndytteenottoa naytteenottoputken suu desinfioitiin noin 70-pro-
senttisella etanoliliuoksella (EtOH). Taman jalkeen madatysjaannosta valu-
tettiin naytteenottoputkesta jatesaaviin reilun parin litran verran, jotta
varsinaiset naytteet olisivat edustavia.

Naytepurkeista yksi sijoitettiin HAMK:n laboratorion jadkaappiin alkuvii-
kon analyyseja varten ja loput naytepurkit pakastettiin. Pakastettuja nayt-
teitd sulatettiin jadkaapissa noin vuorokauden verran myohempia analyy-
seja varten.

7.2 pH-saitod

Naytteiden pH-saato toteutettiin kolmessa osassa siten, etta ensimmainen
saato on lahinna koetitraus ja seuraavat kaksi varsinaisten, mikrobiologi-
sesti analysoitavien naytteiden saatoa. Titrauskokeen perusteella lasket-
tiin naytteiden pH-saatdéon tarvittavan 1lmolaarisen natriumhydroksidin
maara seuraavien tyovaiheiden nopeuttamiseksi. Titraus suoritettiin
byrettien, automaattisekoittajan ja jatkuvaan mittaukseen kykenevan pH-
mittarin avustuksella. Titrauskemikaaleina kaytettiin 1-molaarisen nat-
riumhydroksidin lisdksi 16,63 massaprosenttista rikkihappoa (H2S0a), seka
vaahdonestoaineena polypropyleeniglykolia (Polypropylene glycol 2000).
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7.3 Mikrobiologiset analyysit

Mikrobiologisissa analyyseissa sovellettiin Eviran (2012b) toimintaohjetta
(LAB 728/1). Mikrobiologiset maljaviljelyt suoritettiin ensimmaisessa ko-
keessa pintaviljelymenetelmalld Chromocult-elatusainetta (Chromocult
Coliform Agar ES) kdyttaen. Toinen koe tehtiin pintaviljelyn sijaan maljava-
lumenetelmalla. Kasvatusalustat valmistettiin Chromocult-elatusainetta
sisaltavan purkin ohjeiden mukaisesti. Pintaviljelymenetelmaa varten val-
mistetut maljat valettiin mahdollisimman pian valmistuksen jalkeen alus-
tojen pilaantumisen valttamiseksi. Maljojen valamista varten alustat tem-
peroitiin 45-50 °C:ssa. Valmiita maljoja sdilytettiin pohja ylospdin auto-
klaavipusseihin suljettuna jaakaapissa, josta ne otettiin lampiamaan huo-
neenlampdon mikrobiviljelypdivan aamuna. Naytteiden homogenisointiin
ja laimennokseen kaytettiin steriilia Buffered Peptone Water -liuosta
(BPW).

7.4  Sentrifugointi, haihdutus ja Kjeldahl-menetelma

Madatysjaannosta kasiteltiin dekantterilinkoa ja MVR-menetelmaa simu-
loiden. Dekantterilinkoa simuloitiin Thermo Scientific Sorvall Lynx 4000 -
sentrifugilla, jolla madatysjaannos eroteltiin neste- ja kiintojakeeksi. Ta-
man jalkeen nestejae, rejektivesi, konsentroitiin haihduttamalla keittole-
vylla. Seka konsentroidulle rejektivedelle etta kiintoainekselle suoritettiin
Kjeldahl-menetelmalla (NMKL 6, 4 laitos, 2003) analyysit niiden sisdltaman
kokonaistypen (N-tot) ja ammoniumtypen (NHz-N) maarittamiseksi.
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8 TYON TOTEUTUS — ENSIMMAINEN KOE

Opinndytetyon tavoitteena oli selvittaa, voidaanko E. colin kasvu inhiboida
saatamalla madatysjaannoksen pH:ta emaksisempdan suuntaan, ja etta
kuinka emadksiset olosuhteet tahan vaadittaisiin. Lisaksi haluttiin selvittaa
E. colin kasvun inhiboivalle pH-tasolle sadadetyn, madatysjaannoksesta pro-
sessoidun, kiinto- ja nestejakeen kokonais- ja ammoniumtyppipitoisuus.

Kokeet suoritettiin Himeen ammattikorkeakoulun (myohemmin HAMK)
Visamaden kampuksen B-rakennuksen laboratorioissa aikavalilla 11.—
26.6.2018 Mikrobiologiset maaritykset nayttivat kuitenkin kaikkien nayt-
teiden E. coli -pitoisuudeksi 0 pmy ml?, joten maaritykset paatettiin tehda
talta osin uudestaan ajanjaksolla 3.-9.7.2018.

8.1 Titrauskoe

Pienelle naytemaaralle suoritettiin titrauskoe, jonka tarkoituksena oli maa-
rittaa laskennallinen NaOH-maara myéhemmin suoritettavan pH-saatoko-
keen naytteille. Koe suoritettiin vetokaapin sijaan kohdeimun alla, silla ko-
keessa kaytetyt byretit olivat niin korkeita, ettd niiden mahduttaminen ve-
tokaappiin olisi ollut mahdotonta — puhumattakaan byrettien tayttami-
sestd vetokaapissa. Kokeessa kaytettiin byrettien lisdksi CAT M5 magneet-
tisekoitinta seka WTW Inolab pH 720 -pH-mittaria, joka kalibroitiin ennen
kokeen aloitusta kayttaen pH 7,00 ja pH 10,00 puskuriliuoksia. Jadkaapissa
sailytettyd naytettd punnittiin koetta varten Mettler Toledo PB5001 -
vaa’alla 200 grammaa kolmeen 250 ml:n dekantterilasiin.

Naytteiden aloitus-pH:n mittaamisen jalkeen niihin lisattiin vaahdonesto-
ainetta, jonka tarkoituksena oli estdd vaahdon muodostumista ja mittaus-
ten vaadristymista saatokemikaalin tarttuessa vaahtokupliin ja jaddessa kel-
lumaan naytteen pinnalle. Vaahdoneston jalkeen naytteisiin annosteltiin
NaOH:a byretilld tippa kerrallaan. Naytteen pH:n saavutettua arvon 8,00
byretistda merkattiin muistiin pinnan korkeus, jonka jalkeen pH-saatoa jat-
kettiin samoin metodein pH-arvoihin 9,00 ja 10,00.

NaOH-titrauksen (taulukko 3, s. 23) jalkeen naytteiden pH:t sdadettiin ta-
kaisin neutraalille tasolle (pH 7,00) 16,63-massaprosenttisella rikkihapolla.
Tassa merkattiin ylés vain rikkihapon kokonaiskulutus, silla tarkemmat,
naytekohtaiset, kulutukset aiottiin selvittda myohemmassa tyovaiheessa.
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Taulukko 3. Madatysjaannoksen titrauskoe

Madatysjadanndksen titrauskoe
NaOH (ml), kumulatiivinen H,504(ml)
Nayte m(g) |pHalussa|] pH8,00 | pH9,00 | pH10,00 | pH(1h) | 16,63 m-%
1 201,5 7,57 2,00 8,90 28,15 10,07 31,95
2 200,0 7,63 1,30 8,00 26,00 10,06 14,20
3 200,0 7,68 1,30 7,80 26,35 10,05 10,40
Keskiarvo 200,50 7,63 1,53 8,23 26,83 10,06 12,30

Taulukosta voidaan huomata ensimmaiseen naytteeseen lisatyn rikkiha-
pon maaran poikkeavan selvasti verrokkindytteistaan, minka vuoksi tulos
merkattiin punaisella varilla. Titrauskokeen tulosten perusteella maaritet-
tiin laskennallinen naytteiden pH-saatoon tarvittavan NaOH:n maara (tau-
lukko 4).

Taulukko 4. 1 M NaOH:n laskennallinen tarve aloitus-pH:n ollessa 7,63

1 M NaOH:n laskennallinen tarve/200 ml madatysjaannosta
pH, aloitus pH, tavoite NaOH (ml/200 g), laskennallinen
8,00 153
8,50 4,86
7,63 9,00 8,21
9,50 17,44
10,00 26,76

8.2 Mikrobiologiset maaritykset

Naytteille tehdyilld mikrobiologisilla maarityksilla oli tarkoitus tutkia pH-
saadon vaikutuksia E. coli -bakteerin kasvuun. Tdssa eritelladan maarityksiin
liittyneet, aseptisesti tehdyt, tyovaiheet.

8.2.1 pH-saato ja E. coli -ymppays

Mikrobiologisia maarityksia varten nayte jaettiin Mettler Toledo PB5001 -
vaa’alla 16:een 200 gramman erdan (taulukko 5, s. 24). Alustava tarkoitus
oli kayttaa 18:aa 200 gramman erad, mutta sulatettu naytemaara ei ollut
tahan riittava. Kirjallisuuskatsauksen perusteella voitiin olettaa, etta kaik-
kein emaksisimmassa naytteessa E. coli kasvaisi huonosti, jos ollenkaan ja
toisaalta pH-sdaatamattéoman verrokkindytteen oletettiin olevan tasalaa-
tuista. Taten katsottiin, ettd maarityksissa voitaisiin ndiden kahden koh-
dalla tyytya kahteen rinnakkaiseen naytteeseen. Lopputulemana seka pH-
saatamattomalle verrokille ettd pH-arvoon 10,00 sdadettavalle naytteelle
saatiin kaksi rinnakkaista naytetta ja pH-arvoihin 8,00; 8,50; 9,00 seka 9,50
saadettavalle naytteelle kolme rinnakkaista naytetta.
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Taulukko 5. Madatysjaannoksen pH-saato ja E. coli -ymppdays mikrobio-
logisia maarityksia varten
Ensimmadisen niyte-erdn pH-siito (pH alussa 7,36)
pH inkuboinnin 16,63 m-%
Niytteen pH NaOH (ml)/200 | (24h/37°C) H,SO.
Nayte (tavoite) | Naytemaara (g) g jélkeen (ml)/200g
1 Saatdmaton 200,7 0,00 7,80 1,20
2 200,3 0,00 7,81 1,20
3 8,00 201,7 1,53 7,81 1,98
4 200,0 1,53 7,83 2,00
5 200,0 1,53 7,86 2,00
6 8,50 200,0 4,86 8,16 2,65
7 200,2 4,86 8,26 2,65
8 200,0 4,86 8,27 2,65
9 9,00 200,1 8,21 8,63 2,95
10 200,2 8,21 8,66 2,95
11 200,1 8,21 8,58 2,95
12 9,50 200,4 17,44 9,27 4,04
13 200,0 17,44 9,31 4,05
14 200,1 17,44 9,36 4,05
15 10,00 200,8 26,76 9,74 6,13
16 199,9 26,76 9,77 6,15

* Rikkihapon ja NaOH:n maarat ilmoitettu millilitroina/200 g niytetti. Kokeessa rikkihapolla

saddettyjen naytteiden massat olivat koetitrausten vuoksi 75 % alkuperdisen ndytemaaran
massoista.

Naytteiden sadilépulloihin jakamisen jalkeen pulloihin pipetoitiin nelja tip-
paa elinoin 100 pl vaahdonestoainetta. Taman jalkeen pulloihin pipetoitiin
aiemmin tehdyn titrauskokeen (taulukko 3, s. 23) perusteella lasketut maa-
rat NaOH:a (taulukko 4, s. 23). Pulloja sekoitettiin kevyesti pH-saatokemi-
kaalin tasaisen jakautumisen takaamiseksi. Naytteiden annettiin asettua
noin tunnin verran ennen E. colilla ymppaamista.

Naytteiden ymppaamiseen kaytettiin St1:n Hameenlinnan tuotantolaitok-
selta eristettya E. coli -kantaa. Ymppi siirrettiin pakastimesta jadkaappiin
lampiamaan ymppadyspaivan aamuna. Ymppiampullin E. coli -pitoisuudeksi
oli maéritetty 136 000 000 pmy ml?, joten ymppia taytyi laimentaa (kaava
1) koesuunnitteluvaiheessa lasketulla tavalla:

c1 = Ympin E. coli -pitoisuus = 136 000 000 pmy ml*
¢z = Tavoiteltava E. coli -pitoisuus = 1 000 pmy ml

Vi="?

V7 = Naytteen maara = 200 ml|

o~
Il

cLxVi=cy*xV,

c, x V,

1=

1

1000 2 4 200 mi

ml

136 000 000

pmy

ml

~ 0,00147 ml

(1)
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Tama vastaa noin 0,15 %:a millilitrasta, joten ndytetta taytyi laimentaa kol-
meen otteeseen ennen ymppaamista (taulukko 6). Ympin taytyi riittaa
14:3an naytteeseen, joten kolmatta laimennosta tehtiin kolme 10 millilit-
ran eraa.

Taulukko 6. E. coli -ympin laimentaminen

E. coli -ympin laimentaminen

Laimennos | Laimennossuhde | Pitoisuus laimennoksen jilkeen (pmy/ml)
1 1:10 13 600 000
2 1:10 1360 000
3 1:10 136 000

Kun viimeista laimennosta pipetoitiin kuhunkin ndytteeseen 1,5 millilitraa,
saatiin naytteiden laskennalliseksi E. coli -pitoisuudeksi 1 020 pmy ml?,
joka on melko ldhelld Suomessa myytaville ja kdytettaville lannoitevalmis-
teille sdadettya E. coli -pitoisuuden ylirajaa: 1 000 pmy ml. Pipetoinnin
jalkeen naytteita sekoitettiin kevyesti ja niitd inkuboitiin 24 tuntia 37 °C:n
lampotilassa.

8.2.2 E. coli -pitoisuuden maarittaminen

Naytteiden E. coli -pitoisuuden oletettiin olevan suuri, joten naytteita tay-
tyi esikasitelld ja laimentaa ennen maljaviljelya. Esikasittelyyn ja laimen-
nokseen, seka viljelyyn liittyvat tyovaiheet suoritettiin aseptisesti Eviran
(2012b) toimintaohjeen (LAB 728/1) mukaisesti. Seka naytteiden homoge-
nisoinnissa ettd laimennossarjoissa kaytettiin laimennosliuoksena BPW-
liuosta.

Ennen homogenisointia, laimennossarjojen valmistusta ja maljoille viljelya
taytyi ndytteiden pH sdataa takaisin neutraaliin arvoon (pH 7,00), silla ela-
tusaineena kaytetty Chromocult Coliform Agar ES antaa luotettavan tulok-
sen vain naytteen pH:n ollessa valilla 6,80—7,20. Naytteiden pH-saatoa var-
ten kustakin naytteesta punnittiin neljasosa dekantterilasiin. Laseissa ole-
vien ndytteiden pH:t sdddettiin kohdassa 8.1 (s. 22) esitetyn menetelman
mukaisesti titraten arvoon 7,00 jatkuvatoimisen pH-mittauksen ja mag-
neettisekoittimen avulla. Ennen rikkihapon lisddamista kuhunkin nayttee-
seen pipetoitiin nelja tippaa vaahdonestoainetta. Kun naytteiden pH:t saa-
vuttivat tavoitearvon, merkittiin rikkihapon kulutus muistiin. Lopuksi kun-
kin ndytteen pH-sdaatéon kuluneen rikkihapon maara kerrottiin kolmella —
ndin saatu lukema vastaisi sdildpulloihin jaljelle jadneen naytemaaran vaa-
timaa rikkihappomaaraa.

Sailopulloihin pipetoitiin nelja tippaa vaahdonestoainetta ja laskennallinen
maara rikkihappoa. Nadytteiden annettiin asettua ja niiden pH tarkistettiin
pipetoimalla pieni maara naytetta pH-paperille, jonka asteikko oli 5,5-9,0.
Paperin mukaan jokaisen ndytteen pH oli tavoitetasolla, joten pH-saadon
voitiin katsoa onnistuneen.
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Naytteiden homogenisointi suoritettiin Interscience MiniMix® -laitteella.
Homogenisointia varten naytetta ja laimennosliuosta punnittiin steriiliin
homogenisointipussiin 50 grammaa suhteessa 1:10 siten, ettd naytteen
osuus oli viisi grammaa ja laimennosliuoksen osuus 45 grammaa kokonais-
massasta. Homogenointiaikana kaytettiin kahta minuuttia ja laitteen te-
hona max-arvoa.

Homogenisoitua naytetta pipetoitiin yksi millilitra koeputkeen, johon oli
pipetointivaihetta valmisteltaessa pipetoitu 9 millilitraa BPW-liuosta. Ta-
man jalkeen koeputken sisalto sekoitettiin IKA Mixer Vortex MS2 -sekoitti-
mella ja koeputkesta pipetoitiin yksi millilitra liuosta seuraavaan koeput-
keen jatkaen samalla tavalla aina kuudenteen koeputkeen asti saaden koe-
putkien laimennoskertoimiksi 10°-108,

Laimennettujen naytteiden maljaviljely suoritettiin pintaviljelytekniikalla,
kayttaen kullekin koeputkelle kahta rinnakkaista, laboratoriotéiden aloi-
tuspaivana valmistettua, Chromocult-maljaa. Kunkin maljan reunalle pipe-
toitiin 0,1 millilitraa naytettd maljaa vastaavasta koeputkesta laimeim-
masta naytteesta aloittaen — talldin pipetin karkea ei tarvinnut vaihtaa siir-
ryttaessa koeputkesta toiseen. Maljojen pinnalle pipetoitu nayte levitettiin
steriloiduilla ja kertakayttoisilla, L-kirjaimen muotoisilla muovisauvoilla
aloittaen, sauvojen sadstamiseksi, jalleen laimeimmasta naytteesta. Vilje-
lyn jdlkeen maljojen annettiin kuivua, kunnes niiden pinnat olivat silma-
maaraisesti tarkastellen kuivia. Lopuksi maljat pinottiin yldsalaisin kaan-
nettyna lampdkaappiin inkuboitumaan. Inkubointiaika oli 24 tuntia ja -lam-
potila 37°C.

Inkuboinnin jalkeen maljoilla kasvaneiden pesdakkeiden huomattiin olevan
variltaan lapikuultavia tai vaaleita, joten niiden todettiin olevan jotain
muuta kuin E. colia, jonka kuuluisi kasvaessaan muodostaa maljoille tum-
man sinisia tai violetteja pesakkeitd. Tassa vaiheessa voitiin todeta, etta
mikrobiologiset maaritykset tulisi tehdad uudestaan, jahka mahdolliset epa-
onnistumiseen johtaneet seikat olisi saatu kartoitettua. Epdonnistuneiden
viljelmien maarittamattomien, gram-negatiivisten pesakkeiden maarat
kuitenkin laskettiin ja niiden perusteella madaritettiin naytteille nadiden
gram-negatiivisten bakteerien pitoisuudet.

8.2.3 Kuiva-aineen ja orgaanisen kuiva-aineen maaritys

Kun naytteisiin 3-16 oli lisatty pH-saatéon tarvittava, laskennallinen,
maara NaOH:ia suoritettiin naytteille standardin SFS 3008 mukaiset maa-
ritykset kuiva-aineen ja orgaanisen kuiva-aineen pitoisuuden selvitta-
miseksi (taulukko 7, s. 27).
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Taulukko 7.  Ensimmaisen ndyte-eran madatysjaanndsnaytteiden TS- ja
VS-pitoisuudet

Maditysjddnnoksen kuiva-aineen (TS) ja orgaanisen kuiva-aineen (VS) maaritys
Keskiarvo
Niyte TS (%) VS (%) TS (%) VS (%)
1 3,61 2,56
2 3,67 2,60 3,64 2,58
3 3,69 2,58
4 3,76 2,68
5 3,70 2,60 3,72 2,62
6 3,72 2,56
7 3,74 2,58
8 3,65 2,50 3,70 2,55
9 3,64 2,45
10 3,69 2,49
11 3,75 2,52 3,69 2,49
12 3,76 2,43
13 3,83 2,43
14 3,82 2,42 3,80 2,43
15 3,79 2,43
16 3,69 2,36 3,74 2,40

8.3 Dekantterilingon ja MVR:n simulointi

Mikrobiologisten maaritysten jalkeen madatysjaannosta prosessoitiin de-
kantterilinkoa ja MVR—menetelmaa simuloiden, tavoitteena mahdollisim-
man totuudenmukaisen typpipitoisuuden maarittaminen seka neste- etta
kiintojakeelle. Dekantterilingon simulointi toteutettiin sentrifugoimalla ja
MVR-menetelman simulointi haihduttamalla.

8.3.1 Sentrifugointi ja haihdutus

Kirjallisuuteen ja ensimmaisiin mikrobiologisiin maarityksiin nojaten ma-
datysjaannoksen pH saadettiin bakteerien kasvun inhiboivalle tasolle. Kir-
jallisuuden perusteella pH 9,4 voisi olla riittava E. colin tuhoamiseksi, joten
pH-arvoksi valittiin ensimmaisessd kokeessa gram-negatiivisten baktee-
rien kasvun estanyt ja siten lupaavalta vaikuttanut pH 9,27. Verrokkina
kdytettiin pH-saatamatonta madatysjaannosta. Happamuustason sdato
(taulukko 8, s. 28) toteutettiin jatkuvan pH-mittauksen ja magneettisekoi-
tuksen avulla kdyttden titrauslaitteena — titrauskokeesta poiketen — digi-
taalisella ndytolla varustettua Brand® Digital Birette Il bottle-top -byret-
tia.
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Madatysjaannoksen pH-saatd typpimaarityksia varten

Madatysjaannoksen pH-saato typpimaarityksia varten

pH alussa

1 M NaOH (ml)

pH lopussa

pH-saadetty

7,55

97,85

9,27

7,55

7,55

pH-sadatamaton

pH-sdadon jalkeen naytteet jaettiin kuuteen 500 millilitran sentrifugiput-
keen siten, etta seka pH-sdaadetysta ettd -sadgtamattomasta naytteesta tuli
kolme rinnakkaista putkea. Sentrifugiputket punnittiin saaden niiden mas-
saksi tasaisesti noin 400 grammaa. Lopuksi ndayteputket asetettiin Thermo
Scientific Sorvall Lynx 4000 -sentrifugin roottoriin ja roottori kiinnitettiin
paikalleen. Laitteen kierrosnopeudeksi asetettiin 12 000 rpm ja pyori-
misajaksi 10 minuuttia. Kun ndytteita tultiin, noin 15—-20 minuutin kulut-
tua, noutamaan huomattiin, etta sentrifugi oli pysahtynyt ennen aikojaan.
Syyksi selvisi putkien punnituksessa tapahtuneen epatarkkuuden vuoksi
epatasaisesti jakautunut kuorma. Ennakkoon kuitenkin tiedettiin, etta
sentrifugi todenndkoisesti erottelisi jakeet jopa liilan hyvin, joten nayttei-
den nayttdessa silmamaaraisesti tarkasteltuna silta, etta ne olivat jakautu-
neet neste- ja kiintojakeeseen varsin kelvollisesti, paatettiin tyota jatkaa
suunnitelman mukaisesti.

MVR:n simuloiminen suunniteltiin alun perin toteutettavaksi Rotavapor® -
haihduttimella. Laitetta ei kuitenkaan kontaminaatioriskin vuoksi saatu lai-
naan toimeksiantajayrityksen laboratoriosta, joten simulointi toteutettiin
haihduttamalla. Haihdutusta varten sentrifugilla kiintojakeesta erotetut
nestejakeet kaadettiin 1 000 millilitran keittopulloihin siten, etta pH-saa-
detylle ja -saatamattomalle naytteelle oli oma pullonsa. Kummankin nayt-
teen massaksi punnittiin 700 grammaa ja keittopullojen asteikon mukaan
ndytteiden tilavuudet olivat lahella 700 millilitraa. Nestejakeiden kuiva-ai-
nepitoisuudet (taulukko 9) analysoitiin Precisa SM60 IR-kuivaimella 1aht6-
tason selvittamiseksi. Kuiva-ainepitoisuus analysoitiin my6s haihdutuksen
aikana ja haihdutuksen loputtua.

Taulukko 9. Precisa SM60 IR-kuivaimen ilmoittamat nestejakeen kuiva-
ainepitoisuudet ennen haihdutusta, haihdutuksen aikana ja

haihdutuksen jalkeen

Nestejakeen kuiva-ainepitoisuudet ennen haihdutusta, haihdutuksen aikana ja haihdutuksen jélkeen

Kuiva-ainepitoisuus (%)
Nayte Alussa Tavoite 300 ml haihdutuksen jdlkeen Haihdutuksen loputtua
pH-saatamaton 0,96 14 2,15 13,37
pH-saddetty 1,58 14 2,45 17,68

Kuiva-ainepitoisuudessa paastiin pH-saatamattoman naytteen osalta Ia-
helle tavoiteltua 14 %:n kuiva-ainepitoisuutta (St1 2018a) mutta pH-saa-
detyn nadytteen kuiva-ainepitoisuus nousi liian suureksi. Tarkemman kuiva-
ainepitoisuuden selvittamiseksi sekd neste- etta kiintojakeelle suoritettiin
haihdutuksen jalkeen standardin SFS 3008 mukaiset maaritykset (taulukko
14, s. 39).
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Haihdutus toteutettiin vetokaapissa magneettisekoitteisen lampdlevyn
avustuksella. Haihdutettavan nesteen maara laskettiin (kaava 2) pH-saata-
mattomalle nestejakeelle seuraavalla tavalla (Internetix n.d.):

ZM—x _ 5

M y (2)
0,9904M — x — 0.86

M —x o

0,9904M — x = 0,86M — 0,86x

_ 0,1304M
= T014

, missa

M = alkuperdinen kokonaismassa,
x = haihdutettavan veden maara ja
y = tavoiteltava nestepitoisuus

z = alkuperdinen nestepitoisuus

Talloin haihdutettavan veden maaraksi prosentteina alkuperdisen veden
maarasta saatiin

0,1304M

0,14
0,9904M

* 100 % =~ 94,05 %
Alkuperadisen veden massaksi saatiin siis

0,9904 « 700 g = 693,28 g
, alkuperaisen kuiva-aineen massaksi

(700 — 693,28) g =6,72 g
ja haihdutettavan veden massaksi

0,9405 * 693,28 g ~ 652,03 g

Kun nesteen tiheyden oletettiin olevan 1 g ml%, saatiin haihdutuksen jal-
keiseksi nestetilavuudeksi

(700 — 652,03 + 6,72) ml = 54,69 ml = 55 ml
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pH-sdddetylle nestejakeelle laskutoimitukset olivat seuraavanlaiset:

0,9842M — x

= 0,86
M —x

0,9842M — x = 0,86M — 0,86x

_0,1242M
YT T014

Talldin haihdutettavan veden maaraksi prosentteina alkuperdisen veden
madrasta saatiin

0,1242M
0,14

I A, 0 ~ 0,

0.9842M * 100 % = 90,14 %

Alkuperaisen veden massaksi saatiin siis
0,9842 x 700 g = 688,94 g
, alkuperdisen kuiva-aineen massaksi
(700 — 688,94) g = 11,06 g
ja haihdutettavan veden massaksi
0,9014 x 688,94 g ~ 621,01 g

Kun nesteen tiheyden oletettiin olevan 1 g ml?, saatiin haihdutuksen jal-
keiseksi nestetilavuudeksi

(700 — 621,01 + 11,06) ml = 90,05 ml = 90 ml

Haihdutuksessa kaytetyt keittopullot olivat varsin suuria, joten nestepin-
nan laskiessa alemmas naytteet siirrettiin pienempiin pulloihin, joista ne
nestepintojen laskiessa siirrettiin vielda pienempiin pulloihin. Ndin neste-
pinnan korkeutta pystyttiin tarkkailemaan paremmin.

Ennen haihdutusta keittopulloihin lisdttiin vaahdonestoa ja haihdutuksen
aikana sita jouduttiin lisddmaan useaan otteeseen. Tasta huolimatta pH-
saadetystd naytteesta erotettu nestejae vaahtosi jatkuvasti hankaloittaen
nestepinnan tarkkailua. Haihdutuksen lopuksi huomattiin, etta pH-saade-
tystd nadytteestd oli haihtunut hieman liikaa nestettd, jolloin naytteen
kuiva-ainepitoisuus nousisi jonkin verran tavoitearvoa korkeammaksi. Ta-
man ei kuitenkaan uskottu vaikuttavan typpipitoisuuden maarityksessa
saataviin tuloksiin merkittavasti.
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8.3.2 Typpipitoisuuden madrittaminen

Sentrifugoinnin ja haihdutuksen jalkeen naytteille suoritettiin kokonaistyp-
pipitoisuuden maaritys Kjeldahl-menetelmalla. Tydvaihe aloitettiin asetta-
malla 15 Kjeldahl-putkea telineeseen ja annostelemalla niihin pieni maara
kiehumakivia. Taman jalkeen putket asetettiin yksitellen vaa’alle pysty-
asentoon, vaaka taarattiin ja putkiin punnittiin noin 1-2 grammaa kutakin
nadytetta siten, ettd jokaisesta naytteesta tuli kolme rinnakkaista putkea.
Naytteiden tarkat painot kirjattiin muistiin. Seuraavaksi jokaiseen naytetta
sisaltavaan putkeen mitattiin mittalasilla 45 millilitraa RO-vettd, seka kah-
teen tyhjaan putkeen 50 millilitraa RO-vetta ja yhteen 50 millilitraa 10-pro-
senttista glysiinia (standardi). Lopuksi kuhunkin Kjeldahl-putkeen lisattiin
yksi Kjeldahl-tabletti ja 8,00 millilitraa vakevaa (93 %) rikkihappoa. Lopuksi
putket asetettiin vetokaappiin sijoitettuun, FOSS Labtec™ Line Digesto-
rista ja SR 210 Scrubberista koostuvaan, Kjeldahl-polttolaitteeseen. Nayt-
teiden polton ja jaahtymisen jalkeen naytteiden sisaltama kokonaistyppi
madaritettiin FOSS Kjeltec™ 8400 Tecator™ Line -tislauslaitteella. Tassikin
vaiheessa kaytettiin nayteputkien lisaksi kahta pelkkdaa RO-vetta sisaltavaa
putkea ja yhta pelkkaa glysiinia sisaltavaa standardiputkea.

Kokonaistyppipitoisuuden maarittamisen jalkeen naytteille tehtiin ammo-
niumtyppimadritykset samaisella tislauslaitteistolla. Kutakin ndytetta pun-
nittiin Kjeldahl-putkiin noin 2-3 grammaa, jonka jalkeen putkiin mitattiin
jalleen 45 millilitraa RO-vetta. Lisdksi kahteen tyhjaan putkeen mitattiin 50
millilitraa RO-vetta ja yhteen standardiputkeen 50 millilitraa ammonium-
sulfaattiliuosta.
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9 TYON TOTEUTUS — TOINEN KOE

Kokeellisen osuuden mikrobiologiset maaritelmat paatettiin tehda uudel-
leen, silla ensimmaisen, pintaviljelymenetelmalla tehdyn, maljaviljelyn to-
dettiin epaonnistuneen — maljoilla kasvaneiden bakteeripesakkeiden to-
dettiin olleen E. colin sijaan muita, maarittamattémia gram-negatiivisia pe-
sakkeitd. Tarpeettoman toistamisen valttamiseksi toisiin mikrobiologisiin
maarityksiin liittyneet tydvaiheet kaydaan lapi typistetysti.

Uusien maaritysten onnistumiseksi mahdolliset aiempien maaritysten epa-
onnistumiseen johtaneet seikat kaytiin lapi toimeksiantajayrityksen tutki-
musinsindori Tarmo Hautalaa konsultoiden. Epdonnistumisen todettiin to-
denndkoisesti johtuneen joko inkuboinnin jalkeisen pH-saadon tai ymp-
payksen epdonnistumisesta — myos pintaviljelymenetelman soveltuvuutta
epailtiin. Uudet maaritykset paatettiin tehda pintaviljelymenetelman si-
jaan maljavaluna ja ympin E. coli -pitoisuus paatettiin tarkistaa tekemalla
viljely my0s siita. Lisaksi rikkihapolla toteutettavaan, inkuboinnin jalkei-
seen, pH-sdaatoon paatettiin kiinnittaa erityista huomiota.

Uudet maaritykset aloitettiin hakemalla uusi nayte-era St1:n Hameenlin-
nan tuotantolaitokselta. Ndytetta otettiin kaksi kahden litran naytepurkil-
lista kohdan 7.1 (s. 20) mukaisin, aseptisin metodein. Talla kertaa paatet-
tiin viljelyiden maaran vahentamiseksi kayttaa kunkin ndytteen kohdalla
kolmen sijaan kahta rinnakkaista ndytettd. Ennen pH-sdatoa ja ymppaa-
mista ndytteita sdilytettiin vuorokauden verran HAMK:n kellarissa sijaitse-
van laboratorion jadkaapissa. Naytteiden aloitus-pH (7,65) oli [dhestulkoon
identtinen aiemman nayte-eran (pH 7,63) kanssa, joten pH-sdato (taulukko
10) paatettiin toteuttaa aiempien laskelmien mukaisesti (taulukko 4, s. 23).

Taulukko 10. Toisen nayte-erdn pH-sdato

Toisen nadyte-erdn pH-sadto (pH alussa 7,65)
pH inkuboinnin | 16,63 m-%
Niytteen pH (24 h/37°C) H,S0,

Niyte (tavoite) |N3ytemaara (g) INaOH (ml)/200g jélkeen (ml)/200 g
1 Sddtamaton 200,00 0,00 8,10 1,73
2 200,00 0,00 8,12 1,73
3 8,00 200,00 1,53 8,23 1,73
4 200,00 1,53 8,37 2,13
5 8,50 204,50 4,86 8,63 2,48
6 200,00 4,86 8,63 2,53
7 9,00 200,00 8,21 9,12 3,33
8 200,10 8,21 9,05 3,33
< 9,50 200,10 17,44 9,64 573
10 200,00 17,44 9,63 5,73
11 10,00 202,80 26,76 9,90 7,23
12 200,10 26,76 9,74 7,33

* Rikkihapon ja NaOH:n méirit ilmoitettu millilitroina/200 g niytetti. Kokeessa rikkihapolla
sdddettyjen ndytteiden massat olivat koetitrausten vuoksi 75 % alkuperdisen ndytem3aaran
massoista.
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pH-saadon jdlkeen naytteille suoritettiin standardin SFS 3008 mukaiset
maaritykset TS- ja VS-pitoisuuden selvittamiseksi (taulukko 11) ja naytteille
suoritettiin E. coli —ymppays, jonka jalkeen ndytteita inkuboitiin 24 tuntia
37 °C:ssa.

Taulukko 11. Toisen nayte-erdan madatysjaannoksen TS- ja VS-pitoisuus

Madatysjddnnoksen kuiva-aineen (TS) ja orgaanisen kuiva-aineen (VS) pitoisuus
Keskiarvo
Niyte TS (%) VS (%) TS (%) VS (%)
1 3,27 2,24
2 3,18 2,23 3,23 2,23
3 3,20 2,18
4 3,35 2,28 3,27 2,23
5 3,32 2,26
6 3,33 2,28 3,33 2,27
7 3,44 2,36
8 3,39 2,31 3,42 2,33
9 gi58 2,27
10 3,54 2,44 3,54 2,36
11 3,43 2,13
12 3,43 2,22 3,43 2,18

E. colilla ympattyjen naytteiden inkuboinnin jalkeen kustakin nadytteesta
punnittiin edellisen ndyte-eran pH-saadén mukaisesti neljasosa pH-saato-
testiin kaytettavaksi. Testin tarkoituksena oli maarittaa se rikkihapon
maara, jolla naytteiden pH saataisiin asettumaan mahdollisimman lahelle
arvoa 7,00. Testissa kaytettiin jatkuvatoimista pH-mittausta ja magneet-
tisekoitusta. Tavoite-pH:n saavuttamisen jdlkeen kaytetty rikkihapon
maara kirjattiin muistiin ja se kerrottiin kolmella. Taten saatiin selville jal-
jelle jaaneen naytemadaran vaatima rikkihapon maara.

Rikkihapon naytteisiin pipetoinnin jalkeen naytteita sekoitettiin kevyesti ja
niiden annettiin asettua hetken. Naytteiden pH:t tarkistettiin pH-paperilla
ja ndytteitd punnittiin kahden naytteen erissa 5 g/45 g BPW-liuosta ho-
mogenointia varten. Homogenoinnin jalkeen naytteesta tehtiin laimen-
nossarjat ja kutakin laimennosta pipetoitiin petrimaljalle yksi millilitra
kdayttden kahta rinnakkaista maljaa. Maljoille pipetoitujen naytteiden
padlle kaadettiin noin 15 millilitraa lampdhauteessa 47 °C:n lampétilaan
saadettya Chromocult-elatusainetta. Maljoja sekoitettiin kevyesti kahdek-
sikon muotoista rataa pyorittden. Maljojen annettiin asettua tasaisella
alustalla sen aikaa, etta elatusaine jahmettyi. Kun kaikki naytteet oli saatu
valettua, tehtiin ympistd laimennossarja ympin E. coli -pitoisuuden maarit-
tamiseksi. Ymppi valettiin maljoille naytteiden tavoin. Alustojen jahmetyt-
tya ne pinottiin lampdkaappiin ylosalaisin ja niitd inkuboitiin 24 tuntia 37
°C:ssa. Inkuboinnin jalkeen huomattiin maljoilla olevan tumman sinisia E.
coli -pesakkeita, joten viljelyjen todettiin onnistuneen edellisia paremmin.
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10 TULOKSET

Tassa luvussa esitetdaan HAMK:n laboratoriossa suoritettujen maaritysten
tulokset ja tuloksista tehdyt havainnot. Tulokset esitetaan joko taulukoin,
graafisesti tai kuvin.

10.1 pH-saadon vaikutus E. coliin

Madatysjaannodksen pH-saadon E. colin kasvua inhiboivia vaikutuksia tar-
kasteltiin ensimmaisessa kokeessa pintaviljelytekniikalla suoritetulla mal-
javiljelylla. Toisessa kokeessa viljelyt paadyttiin tekemaan pintaviljelyn si-
jaan maljavaluna.

pH-sdadadossa kaytetyn 1 M NaOH:n kulutuksen perusteella laskettiin pH-

saatoon tarvittavan NaOH:n maarat, mikali kaytossa olisi 20, 50 tai 100
massaprosenttinen NaOH (kuva 8).

pH-sdatoon vaadittavan NaOH:n kulutus

NaOH (kg/tn TS)

pH

e 20 -9 50m-9 100 m-%

Kuva 8. pH-saatoon tarvittavan NaOH:n kulutus kilogrammoina kuiva-ai-
netonnia kohden.

10.1.1 Ensimmainen koe — pintaviljelytekniikka

Maljaviljely osoittautui epdonnistuneeksi, silla maljoilla ei kasvanut ainut-
takaan tumman sinisena tai violettina esiintyvaa E. coli -pesdketta. Sen si-
jaan maljoilla kasvoi muiden gram-negatiivisten bakteerien muodostamia
varittomia ja lapikuultavia pesakkeita (kuva 9, s. 35). Maljaviljelyn laimen-
noskertoimet olivat 103-108.
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Kuva 9. Gram-negatiivisia pesakkeita petrimaljalla laimennoskertoimen
ollessa 103,

Maljoilla kasvaneet pesakkeet kuitenkin laskettiin ja niiden perusteella
madritettiin maljojen bakteeripitoisuus (pmy mg™). Pitoisuudet on esitetty
taulukossa 12 (s. 36).
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Taulukko 12. Ensimmadisen ndyte-eran pH-saddettyjen ndytteiden gram-
negatiivisten bakteerien pitoisuus

Naytteiden bakteeripitoisuus
Nayte pH (pmy/mg) | Keskiarvo

1 7,80 47273

2 7,81 55000 51136
3 7,81 10000

4 7,83 0

5 7,86 36000 23000
6 8,16 33000

7 8,26 8000

8 8,27 0 20500
9 8,63 12000
10 8,66 8500
11 8,58 14000 11500
12 9,27 0

13 9,31 0

14 9,36 0 0
15 9,74 0

16 9,77 0 0

Pesakelaskennassa jatettiin huomiotta kaikki alle viiden pesdakkeen maljat,
silla niin pienet pesakemaarat saattavat johtua esimerkiksi ilman mukana
naytteisiin paatyneistda epdpuhtauksista tai maljaviljelyyn tai pipetointiin
liittyvista virheista. Lisaksi pitoisuuksien keskiarvoja laskettaessa jatettiin

huomiotta selvasti poikkeavat rinnakkaisndytteet (ndyte 4 ja nayte 8).

10.1.2 Toinen koe — maljavalutekniikka

Toisen nadyte-eran maljaviljely suoritettiin maljavalutekniikalla. Viljelyssa
kaytetyt laimennoskertoimet olivat 10"2=10®. Lisiksi suoritettiin maljavalu
E. coli -ympille kdyttaen laimennoskertoimia 10°-10°. Tilld kertaa osalle
maljoista saatiin selkeitd, tumman sinisia E. coli -pesakkeita (kuva 10, s.

37).
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Kuva 10. Kolmannen naytteen ja tdman rinnakkaisviljelman E. coli -pesak-
keitd maljoilla laimennuskerrointen ollessa 101-103.

Pesdkkeiden maarat olivat kuitenkin maljoilla varsin vahaisia ja epdjohdon-
mukaisia (taulukko 13, s. 38). Tdma johtunee osittain siitd, ettd ympin E.
coli -pitoisuus osoittautui huomattavasti luultua pienemmaksi: ympin E.
coli -pitoisuus oli 136 000 000 pmy mg™ sijaan vain 30 500 000 pmy mg™.
Pesakkeiden vahdinen maara saattoi toki johtua myds siita, ettda E. colin
kasvu oli onnistuttu inhiboimaan pH-sdadolla tehokkaasti. Ympista tehty
viljelma on nahtavissa kuvassa 11 (s. 38).



Kuva 11. E. coli -ympista tehty viljelma (alempi) ja sen rinnakkaisviljelma
(ylempi) laimennoskertoimin 10%-10° ja 10°-101.

Viljelmista tehdyn pesakelaskennan perusteella naytteille laskettiin E. coli
-pitoisuudet. Tulokset on esitetty taulukossa 13. Ympin huomattavasti en-
nakkotietoa (136 000 000 pmy ml?t) vahdisemman E. coli -pitoisuuden
vuoksi naytteiden ymppaamisen jalkeiseksi E. coli -pitoisuudeksi saatiin
vain noin 230 pmy ml?. Kun t3ta vertaa naytteiden 3 ja 6 (taulukko 13) E.
coli -pitoisuuteen voidaan todeta, etta bakteerin kasvu on ollut naytteissa
likimain olematonta.

Taulukko 13. Toisen nayte-eran pesakelaskennan tulokset

E. coli -pitoisuus

Nayte pH (pmy/mg)

1 8,10 0

2 8,12 0

3 8,23 700

4 8,37 0

5 8,63 0

6 8,63 209

7 9,12 0

8 9,05 0

9 9,64 0

10 9,63 0

11 9,90 0

12 9,74 0
Ymppi Ei mitattu 30500 000
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10.2 Konsentroidun rejektiveden ja kiintedn maanparannusaineen typpipitoisuus

Madatysjadannoksesta sentrifugilla erotellusta kiinto- ja nestejakeesta ana-
lysoitiin seka kokonais- ettd ammoniumtyppipitoisuus. Analyyseja varten
nestejaetta konsentroitiin haihduttamalla tavoitteena tuoteselosteen (St1
2018a) mukainen 14 % kuiva-ainepitoisuus. Jakeiden, standardin SFS 3008
mukaan tehtyjen analyysien mukaiset, kuiva-ainepitoisuudet on esitetty
taulukossa 14.

Taulukko 14. Madatysjaannoksen kiintojakeen ja konsentroidun nesteja-
keen TS- ja VS-pitoisuus

Madatysjaannoksen kiinto- ja nestejakeen kuiva-aineen (TS) ja orgaanisen kuiva-aineen (VS) maéritys
Keskiarvo
TS (%) VS (%) TS (%) VS (%) VS/TS (%)
7 12,91 5,37
pH-saatamaton 8 13,96 6,37
. 9 14,59 7,28 13,82 6,34 45,38
Nestejae
10 15,48 6,06
pH-siddetty 11 15,61 6,54
12 15,85 6,54 15,65 6,38 40,78
1 16,16 13,45
pH-sdatamaton 2 16,23 13,55
Lo 3 16,37 13,61 16,25 13,54 83,29
Kiintojae
4 15,34 12,37
pH-sdddetty 5 15,31 12,36
6 15,43 12,46 15,36 12,40 80,71

Nestejakeen kuiva-ainepitoisuudessa paastiin keskimaarin varsin lahelle
tavoitteena ollutta, tuoteselosteen mukaista 14 %:n kuiva-ainepitoisuutta,
vaikkakin pH-saadetyn nestejakeen kuiva-ainepitoisuus padsi nousemaan
hieman liian suureksi haihdutuksessa esiintyneen vaahtoamisen ja siita
seuranneen nestepinnan laskun tarkkailun vaikeutumisen vuoksi. Myos
nestejakeen orgaanisen aineen osuus kuiva-aineesta (VS/TS) asettui varsin
lahelle tavoitteena ollutta 45 prosenttia.

Kiintojakeen kohdalla tavoitteena oli 80 prosenttia seka kosteuspitoisuu-
den ettd VS/TS-suhteen osalta (St1 2018b). Kosteuspitoisuus jdi hieman ta-
voiteltua suuremmaksi kuiva-ainepitoisuuden jaddessa 20 prosentin sijaan
noin 16:een (pH-saatamaton) ja 15:een (pH-saadetty) prosenttiin. VS/TS-
suhteen osalta kuitenkin paastiin Iahelle tavoitetta. Kiintojakeiden koostu-
mus oli kuitenkin silmin ndhden varsin vetista johtuen siita, ettd kokeessa
ei kaytetty flokkautumista parantavaa polymeeria.

Kaiken kaikkiaan, kaytossa olleiden menetelmien epatarkkuus huomioon
ottaen, seka kiintojakeen ettd konsentroidun nestejakeen koostumuksien
voitiin katsoa vastanneen tavoitteita erittdin hyvin. Jakeiden kokonaistyp-
pipitoisuudet on esitetty taulukossa 15 (s. 40).
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Taulukko 15. Sentrifugilla erotellun ja haihduttamalla konsentroidun nes-
tejakeen seka kiintojakeen kokonaistyppipitoisuus

Kokonaistyppi, pH-sdddetty ja -sddtamaton kiinto- ja nestejae
Niyte mgN/g, kerroinkorjattu gN/kg ka gN/kg ka, keskiarvo
1 4,3749 31,66039
pH-s34tamaton 2 4,1193 29,81032
. 3 4,2534 30,78088 30,7505
Nestejae
4 6,0780 38,84593
pH-saddetty 5 0,0000 0,00000
6 6,0331 38,55916 38,7025
7 13,4353 82,66132
pH-s3itimiton 8 13,8709 85,34178
L 9 14,1088 86,80550 84,9362
Kiintojae
10 11,7850 76,72534
pH-saidetty 1 11,9173 77,58672
12 11,7819 76,70528 77,0058

Tuoteselosteen mukainen tavoite sekd konsentroidun nestejakeen etta
kiintoaineksen kokonaistyppipitoisuudelle oli 85 gN/kg ka. Tavoitteesta
jaatiin konsentroidun nestejakeen tapauksessa selkedsti, mutta kiintoja-
keen tapauksessa tavoitteen voidaan katsoa toteutuneen.

Kokonaistyppipitoisuuden maarittamisen jalkeen jakeista haluttiin selvit-
tdd myos ammoniumtyppipitoisuus. Analyysien tulokset on esitetty taulu-
kossa 16.

Taulukko 16. Sentrifugilla erotellun ja haihduttamalla konsentroidun nes-
tejakeen seka kiintojakeen ammoniumtyppipitoisuus

Ammoniumtyppi, pH-sdddetty ja -sddtamaton kiinto- ja nestejae
Ndyte |mgNH4-N/g, kerroinkorjattu| gNH4-N/kgka |gNH4-N/kg ka, keskiarvo
1 0,1947 1,40865
pH-saatamaton 2 0,1633 1,18146
) 3 0,1647 1,19159 1,2606
Nestejae
4 0,1895 1,21098
pH-sdadetty 5 0,1959 1,25191
6 0,1877 1,19967 1,2209
7 3,1138 19,15767
pH-sdatamaton 8 3,1995 19,68494
- . 9 3,0664 18,86648 19,2364
Kiintojae
10 2,7035 17,60110
pH-sdadetty 11 2,6828 17,46585
12 2,6262 17,09754 17,3882

Neste- ja kiintojakeen kokonais- ja ammoniumtypen maarat on esitetty
graafisesti kuvassa 12 (s. 41). pH-sdadetyn ndytteen pH-saatamatonta kor-
keampi kokonaistyppipitoisuus voi selittya silla, etta pH-saato on liukoista-
nut ndytteestd jotain ei-ammoniumtypped (Kannisto 2018). Erot kokonais-
typpipitoisuuksissa voivat selittya myos silla, etta nadytteita sentrifugoitiin
lilan lyhyen ajan, jolloin madatysjaannoksen typpi ei jakautunut neste- ja
kiintojakeen kesken odotusten mukaisesti.
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Kokonais- ja ammoniumtyppi, nestejae

45,00
40,00
35,00
30,00
25,00 m gN/kg ka
20,00  gNH4-N/kg ka
15,00
10,00

5,00

26 22
0,00
pH-sadtamaton (pH 7,63) pH-saddetty (pH 9,27)
Kokonais- ja ammoniumtyppi, kiintojae

100,00

90,00

80,00

70,00

60,00

50,00 M gN/kg ka

40,00 H gNH4-N/kg ka

30,00

20,00

10,00

0,00

pH-sdadtamaton (pH7,63) pH-sdddetty (pH 9,27)

Kuva 12. Neste- ja kiintojakeen kokonais- ja ammoniumtypen maarat.
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11 TULOSTEN TARKASTELU, POHDINTA JA JOHTOPAATOKSET

Tyon kokeellinen osuus oli monivaiheinen ja haastava, mutta erittdin mie-
lenkiintoinen ja opettavainen — tulihan tyon puitteissa tydskenneltya labo-
ratoriossa todennakoisesti enemman kuin mita koko opiskeluaikana yh-
teensa. Tyon edetessa tehtiin aikataulussa pysymista silmalla pitdaen useita
yksittdisia ratkaisuja, jotka vaikuttivat osaltaan tyon lopputulokseen.

Tyon tulosten perusteella E. colin kasvu nayttaisi olevan NaOH:lla saade-
tyssa madatysjadanndksessa heikkoa tai olematonta. Tuloksien luotetta-
vuutta arvioitaessa taytyy kuitenkin huomioida, etta ympin E. coli -pitoi-
suus poikkesi ldhtotiedoista huomattavasti ollen 136 000 000 pmy ml™ si-
jaan vain 30500 000 pmy ml?. Tastd syystd, luonnollisesti, ndytteiden
ymppaamisen jalkeinen E. coli -pitoisuus jai vain noin yhteen neljasosaan
tavoitellusta 1 000 pmy ml? -pitoisuudesta. Lisaksi ndytteiden maljavilje-
lyja edeltanyt, rikkihapolla toteutettu, pH-saato saattoi joidenkin nayttei-
den kohdalla jaada Chromocult -kasvatusalustan vaatiman pH -alueen (pH
6,80-7,20) ulkopuolelle, silla lopulliset pH-arvojen tarkistukset tehtiin
aseptisuuden vuoksi pH-paperilla. Tarkistuksessa kaytetyn pH-paperin
skaala oli 5,5-9,0, eikd taten valttamatta riittdvan tarkka. Taman epa-
luotettavuustekijan poistamiseksi naytteita olisikin ollut hyva tutkia jollain
vaihtoehtoisella, viahemman pH-arvosta riippuvaisella, elatusalustalla. Tyo
sisalsi myos erittdin paljon kasin tehtya pipetointia, mikd puolestaan voi
tuoda mukanaan seka pipettien tarkkuuteen liittyvia kysymyksia etta inhi-
millisten virheiden mahdollisuuksia.

Konsentroidun rejektiveden ammoniumtyppipitoisuus oli erittdin pieni ja
kokonaistyppipitoisuus jai huomattavasti alle tavoitetason. Typpipitoi-
suuksien maarityksissa epatarkkuustekijat liittyvat pitkalti kaytettyihin me-
netelmiin, joita olivat sentrifugointi ja haihduttaminen. Haihduttamisessa
epatarkkuus korostui, silla haihdutettavan nesteen maara oli laskennalli-
sesti selvitetty ja nestepinnan tarkkailu toteutettiin silmamaaraisesti keit-
topullojen mitta-asteikkoja apuna kayttaen. pH-saadetyn naytteen koko-
naistyppipitoisuus oli ennakko-odotuksista poiketen pH-sdaatamatonta ver-
rokkia suurempi. Tama saattaa johtua esimerkiksi pH-sdaadon aiheutta-
masta naytteen ei-ammoniumtypen liukoistumisesta. On myds mahdol-
lista, etta naytteita ei onnistuttu jakamaan sentrifugoimalla kiinto- ja nes-
tejakeeseen riittavan hyvin. Tasta indikoisi pH-saddetyn naytteen, sentri-
fugoinnin jalkeinen, yllattdvan suuri kuiva-ainepitoisuus. Kiintojakeen
osalta kokonaistyppipitoisuus vastasi tavoitteita varsin tarkasti ja ammo-
niumtyppipitoisuus vaikutti jopa yllattavan suurelta.

Kaiken kaikkiaan laboratoriokokeiden ja kirjallisuuden perusteella voidaan
todeta pH-sddadon olevan kaytdnnossa toimimaton ldhestymistapa hygie-
niaongelman ratkaisemiseksi, silla Small, Blankenhorn, Welty, Zinser &
Slonczewski (1994) ovat todenneet E. colin kykenevan sopeutumaan hy-
vinkin happamiin ja emaksisiin olosuhteisiin ja toisaalta pH-saato vaatisi
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huomattavia maaria pH-saatokemikaalia (kuva 8, s. 34). pH-saadon vaiku-
tuksista lannoitetuotteiden typpipitoisuuteen ei laboratoriokokeiden pe-
rusteella voida vetda suoranaisia johtopaatoksia, silla kaytetyt menetelmat
poikkesivat laitoksen prosesseista varsin paljon. Teoriatasolla voidaan kui-
tenkin todeta, etta pH-tason nosto lisda lannoitteen typen haihtumista am-
moniakkina. Alentunut typpipitoisuus aiheuttaa pH-sdaadetyn, kon-
sentroidun rejektiveden lannoitearvon alenemista.

Hygieniaongelman kestavaksi ratkaisumenetelmaksi voidaan ehdottaa
bakteerin varmasti tuhoavaa 70 °C:n l[ampétilassa tapahtuvaa, tunnin kes-
tavaa lampokasittelya, jonka tulisi tapahtua madatysreaktorin jalkeen,
mutta ennen madatysjaanndksen jatkoprosessointia. Lisaksi olisi hyva tut-
kia struviitin talteenottomenetelman, kuten Ostara Pearl®:n ja siihen liite-
tyn WASSTRIP® (Waste Activated Sludge to Remove Internal Phosphorous)
-laitteiston kayttokelpoisuutta osana prosessihygienian takaamista (Os-
tara Pearl® n.d.).



LAHTEET

44

Adven (n.d). Biopolttoaineiden tuotantoa voidaan tehostaa — Biokraft AS
ja Adven Oy aloittavat yhteistyon Norjassa. Haettu 6.6.2018 osoitteesta
https://www.adven.fi/fi/uutishuone/ajankohtaista/biopolttoaineiden-
tuotantoa-voidaan-tehostaa-biokraft-ja-adven-oy-aloittavat-yhteistyon-
norjassa/?ccm_paging p b2026=6

Aidelberg, G., Towbin, B. D., Rothschild, D., Dekel, E., Bren, A. & Alon, U.
(2014). Hierarchy of non-glucose sugars in Escherichia coli. BMC systems
biology, 8(1), 133. Haettu 16.5.2018 osoitteesta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4304618/

Bagge, E. (2009). Hygiene aspects of the biogas process with emphasis on
spore-forming bacteria (Vol. 2009, No. 28). Haettu 30.4.2018 osoitteesta
https://pub.epsilon.slu.se/1980/

Al Seadi, T., Rutz, D., Prassl, H., Kbttner, M., Finsterwalder, T., Volk, S. &
Janssen, R. (2008). Biogas handbook Esbjerg. Denmark, October. Haettu
6.6.2018 osoitteesta http://www.lemvigbiogas.com/BiogasHandbook.pdf

Carrington, E. G. (2001). Evaluation of sludge treatments for pathogen re-
duction — final report. European Commission report no. CO, 5026.1. Ha-
ettu 1.5.2018 osoitteesta http://ec.europa.eu/environment/archi-
ves/waste/sludge/pdf/sludge eval.pdf

DC Solids Control (2016). Share of Dachuan decanter centrifuge operation
principle. Haettu 4.6.2018 osoitteesta http://www.dcsolidcont-
rol.com/share-of-dachuan-decanter-centrifuge-opearating-principle/

ECHA (n.d.). REACH-asetus tutuksi. Haettu 5.7.2018 osoitteesta
https://echa.europa.eu/fi/regulations/reach/understanding-reach

Euroopan parlamentin ja neuvoston asetus (EY) N:o 2006/1907. Haettu
5.7.2018 osoitteesta https://eur-lex.europa.eu/legal-con-
tent/FI/TXT/PDF/?uri=CELEX:02006R1907-20140410&from=EN

Euroopan parlamentin ja neuvoston asetus (EY) N:o 2009/1069. Haettu
3.5.2018 osoitteesta https://publications.europa.eu/fi/publication-de-
tail/-/publication/cd2b6c68-b889-46b0-8edc-5787397a0a40/language-fi



https://www.adven.fi/fi/uutishuone/ajankohtaista/biopolttoaineiden-tuotantoa-voidaan-tehostaa-biokraft-ja-adven-oy-aloittavat-yhteistyon-norjassa/?ccm_paging_p_b2026=6
https://www.adven.fi/fi/uutishuone/ajankohtaista/biopolttoaineiden-tuotantoa-voidaan-tehostaa-biokraft-ja-adven-oy-aloittavat-yhteistyon-norjassa/?ccm_paging_p_b2026=6
https://www.adven.fi/fi/uutishuone/ajankohtaista/biopolttoaineiden-tuotantoa-voidaan-tehostaa-biokraft-ja-adven-oy-aloittavat-yhteistyon-norjassa/?ccm_paging_p_b2026=6
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4304618/
https://pub.epsilon.slu.se/1980/
http://www.lemvigbiogas.com/BiogasHandbook.pdf
http://ec.europa.eu/environment/archives/waste/sludge/pdf/sludge_eval.pdf
http://ec.europa.eu/environment/archives/waste/sludge/pdf/sludge_eval.pdf
http://www.dcsolidcontrol.com/share-of-dachuan-decanter-centrifuge-opearating-principle/
http://www.dcsolidcontrol.com/share-of-dachuan-decanter-centrifuge-opearating-principle/
https://echa.europa.eu/fi/regulations/reach/understanding-reach
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/FI/TXT/PDF/?uri=CELEX:02006R1907-20140410&from=EN
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/FI/TXT/PDF/?uri=CELEX:02006R1907-20140410&from=EN
https://publications.europa.eu/fi/publication-detail/-/publication/cd2b6c68-b889-46b0-8edc-5787397a0a40/language-fi
https://publications.europa.eu/fi/publication-detail/-/publication/cd2b6c68-b889-46b0-8edc-5787397a0a40/language-fi

45

Evira (2012a). Escherichia coli —bakteerin lukumaaran maarittaminen ela-
vistd simpukoista. Menetelmé&ohje Evira 3506/2. Haettu 2.7.2018 osoit-
teesta https://www.evira.fi/globalassets/tietoa-evirasta/esittely/toi-
minta/vertailulaboratoritoiminta/ohjeet vert labr toi-

minta/evira 3506 v2 escherichia coli.pdf

Evira (2012b). Naytteen esikasittely ja laimentaminen kvantitatiivista mik-
robiologista tutkimusta varten. Toimintaohje LAB 728/1. Haettu
20.6.2018 osoitteesta https://www.evira.fi/globalassets/tietoa-evi-
rasta/esittely/toiminta/vertailulaboratoritoiminta/ohjeet vert labr toi-
minta/lab 728 v1 naytteen esikasitt ja laimentaminen .pdf

Evira (2016a) Escherichia coli / EHEC (VTEC / STEC) ruokamyrkytysten ai-
heuttajana. Haettu 1.5.2018 osoitteesta https://www.evira.fi/elintarvik-
keet/tietoa-elintarvikkeista/elintarvikevaarat/ruokamyrkytykset/ruoka-
myrkytyksia-aiheuttavia-bakteereja/escherichia-coli/

Evira (2016b). Kampylobakteeri. Haettu 1.5.2018 osoitteesta
https://www.evira.fi/elintarvikkeet/tietoa-elintarvikkeista/elintarvikevaa-
rat/ruokamyrkytykset/ruokamyrkytyksia-aiheuttavia-bakteereja/kampy-

lobakteeri/

Evira (2016c). Yersiniabakteerit. Haettu 1.5.2018 osoitteesta
https://www.evira.fi/elintarvikkeet/tietoa-elintarvikkeista/elintarvikevaa-
rat/ruokamyrkytykset/ruokamyrkytyksia-aiheuttavia-bakteereja/yersi-

niabakteerit/

Evira (2016d). Omavalvontasuunnitelmaan kuuluvat asiat. Haettu
5.7.2018 osoitteesta https://www.evira.fi/yhteiset/omavalvonta/lannoi-
tevalmisteet/omavalvontasuunnitelma/

Evira (2016e). Lannoitevalmistelaitosten hyvaksynta. Haettu 5.7.2018
https://www.evira.fi/kasvit/viljely-ja-tuotanto/lannoitevalmisteet/laitos-

hyvaksynta/

Evira (2017). Mikrobien kasvua edistavat tekijat. Haettu 4.7.2018 osoit-
teesta https://www.evira.fi/elintarvikkeet/tietoa-elintarvikkeista/elintar-
vikevaarat/ruokamyrkytykset/yleista-mikrobeista/mikrobien-kasvua-edis-

tavat-tekijat/

Evira (2018a). Salmonellatartunnat. Haettu 30.4.2018 osoitteesta
https://www.evira.fi/elaimet/elainten-terveys-ja-elaintaudit/elaintau-
dit/usealle-elainlajille-yhteiset-taudit/salmonellatartunnat/

Evira (2018b). Haitalliset aineet ja hygienia. Haettu 3.5.2018 osoitteesta
https://www.evira.fi/kasvit/lannoitevalmisteet/lannoitteet-ja-lannoite-
valmisteet/haitalliset-aineet-ja-hygienia/



https://www.evira.fi/globalassets/tietoa-evirasta/esittely/toiminta/vertailulaboratoritoiminta/ohjeet_vert_labr_toiminta/evira_3506_v2_escherichia_coli.pdf
https://www.evira.fi/globalassets/tietoa-evirasta/esittely/toiminta/vertailulaboratoritoiminta/ohjeet_vert_labr_toiminta/evira_3506_v2_escherichia_coli.pdf
https://www.evira.fi/globalassets/tietoa-evirasta/esittely/toiminta/vertailulaboratoritoiminta/ohjeet_vert_labr_toiminta/evira_3506_v2_escherichia_coli.pdf
https://www.evira.fi/globalassets/tietoa-evirasta/esittely/toiminta/vertailulaboratoritoiminta/ohjeet_vert_labr_toiminta/lab_728_v1_naytteen_esikasitt_ja_laimentaminen_.pdf
https://www.evira.fi/globalassets/tietoa-evirasta/esittely/toiminta/vertailulaboratoritoiminta/ohjeet_vert_labr_toiminta/lab_728_v1_naytteen_esikasitt_ja_laimentaminen_.pdf
https://www.evira.fi/globalassets/tietoa-evirasta/esittely/toiminta/vertailulaboratoritoiminta/ohjeet_vert_labr_toiminta/lab_728_v1_naytteen_esikasitt_ja_laimentaminen_.pdf
https://www.evira.fi/elintarvikkeet/tietoa-elintarvikkeista/elintarvikevaarat/ruokamyrkytykset/ruokamyrkytyksia-aiheuttavia-bakteereja/escherichia-coli/
https://www.evira.fi/elintarvikkeet/tietoa-elintarvikkeista/elintarvikevaarat/ruokamyrkytykset/ruokamyrkytyksia-aiheuttavia-bakteereja/escherichia-coli/
https://www.evira.fi/elintarvikkeet/tietoa-elintarvikkeista/elintarvikevaarat/ruokamyrkytykset/ruokamyrkytyksia-aiheuttavia-bakteereja/escherichia-coli/
https://www.evira.fi/elintarvikkeet/tietoa-elintarvikkeista/elintarvikevaarat/ruokamyrkytykset/ruokamyrkytyksia-aiheuttavia-bakteereja/kampylobakteeri/
https://www.evira.fi/elintarvikkeet/tietoa-elintarvikkeista/elintarvikevaarat/ruokamyrkytykset/ruokamyrkytyksia-aiheuttavia-bakteereja/kampylobakteeri/
https://www.evira.fi/elintarvikkeet/tietoa-elintarvikkeista/elintarvikevaarat/ruokamyrkytykset/ruokamyrkytyksia-aiheuttavia-bakteereja/kampylobakteeri/
https://www.evira.fi/elintarvikkeet/tietoa-elintarvikkeista/elintarvikevaarat/ruokamyrkytykset/ruokamyrkytyksia-aiheuttavia-bakteereja/yersiniabakteerit/
https://www.evira.fi/elintarvikkeet/tietoa-elintarvikkeista/elintarvikevaarat/ruokamyrkytykset/ruokamyrkytyksia-aiheuttavia-bakteereja/yersiniabakteerit/
https://www.evira.fi/elintarvikkeet/tietoa-elintarvikkeista/elintarvikevaarat/ruokamyrkytykset/ruokamyrkytyksia-aiheuttavia-bakteereja/yersiniabakteerit/
https://www.evira.fi/yhteiset/omavalvonta/lannoitevalmisteet/omavalvontasuunnitelma/
https://www.evira.fi/yhteiset/omavalvonta/lannoitevalmisteet/omavalvontasuunnitelma/
https://www.evira.fi/kasvit/viljely-ja-tuotanto/lannoitevalmisteet/laitoshyvaksynta/
https://www.evira.fi/kasvit/viljely-ja-tuotanto/lannoitevalmisteet/laitoshyvaksynta/
https://www.evira.fi/elintarvikkeet/tietoa-elintarvikkeista/elintarvikevaarat/ruokamyrkytykset/yleista-mikrobeista/mikrobien-kasvua-edistavat-tekijat/
https://www.evira.fi/elintarvikkeet/tietoa-elintarvikkeista/elintarvikevaarat/ruokamyrkytykset/yleista-mikrobeista/mikrobien-kasvua-edistavat-tekijat/
https://www.evira.fi/elintarvikkeet/tietoa-elintarvikkeista/elintarvikevaarat/ruokamyrkytykset/yleista-mikrobeista/mikrobien-kasvua-edistavat-tekijat/
https://www.evira.fi/elaimet/elainten-terveys-ja-elaintaudit/elaintaudit/usealle-elainlajille-yhteiset-taudit/salmonellatartunnat/
https://www.evira.fi/elaimet/elainten-terveys-ja-elaintaudit/elaintaudit/usealle-elainlajille-yhteiset-taudit/salmonellatartunnat/
https://www.evira.fi/kasvit/lannoitevalmisteet/lannoitteet-ja-lannoitevalmisteet/haitalliset-aineet-ja-hygienia/
https://www.evira.fi/kasvit/lannoitevalmisteet/lannoitteet-ja-lannoitevalmisteet/haitalliset-aineet-ja-hygienia/

46

Fricke, K., Santen, H., Wallmann, R., Hiittner, A. & Dichtl, N. (2007). Oper-
ating problems in anaerobic digestion plants resulting from nitrogen in
MSW. Waste Management, 27(1), 30—43. Haettu 27.4.2018 osoitteesta
https://cues.rutgers.edu/bioreactor-landfill/pdfs/13-Frickeetal2007 Wast-
ManagementANaerobicdigestionN.pdf

Gale, E. F., & Epps, H. M. (1942). The effect of the pH of the medium dur-
ing growth on the enzymic activities of bacteria (Escherichia coli and Mi-
crococcus lysodeikticus) and the biological significance of the changes
produced. Biochemical journal, 36(7-9), 600-618. Haettu 17.5.2018 osoit-
teesta https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1266844/

Internetix (n.d.). Prosenttiyhtaldista — prosentin kdyttaytymisesta yhta-
|6issd. Haettu 30.6.2018 osoitteesta http://opinnot.interne-
tix.fi/fi/muikku2materiaalit/lukio/mab/mab01/3 prosenttilas-
kenta/mabl 3.5. prosenttiyhtaloista.pdf?C:D=hNot.hv3A&m:sel-
res=hNot.hv3A

Janhunen, M. (2012). Jidteveden biokaasutus ja lietteen kaasun tuottavuu-
den mddrittéiminen. Opinndytetyd. Energiatekniikan koulutusohjelma. Sa-
vonia-ammattikorkeakoulu. Haettu 26.4.2018 osoitteesta
http://urn.fi/URN:NBN:fi:amk-201205076733

Jayaraj, S., Deepanraj, B. & Sivasubramanian, V. (2014). Study on the ef-
fect of pH on biogas production from food waste by anaerobic digestion.
In 9th International Green Energy Conference (pp. 25-26). Haettu
3.7.2018 osoitteesta https://www.researchgate.net/publica-
tion/264545493 STUDY ON THE EFFECT OF pH ON BIOGAS PRODUC
TION _FROM FOOD WASTE BY ANAEROBIC DIGESTION

Jordan, K. N., Oxford, L. & O’Byrne, C. P. (1999). Survival of low-pH stress
by Escherichia coli 0157: H7: correlation between alterations in the cell
envelope and increased acid tolerance. Applied and Environmental Micro-
biology, 65(7), 3048—3055. Haettu 3.5.2018 osoitteesta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC91455/

Kannisto, L. (2018). Tiedustelu koulun laboratorion kadytosta. Sahkoposti-
viesti tekijalle 18.7.2018.

Kemikaalivirasto (n.d.). REACH-asetus ja sen liitteet. Haettu 5.7.2018
osoitteesta https://kemikaalineuvottelukunta.fi/reach-asetus

Kymaldinen, M. & Pakarinen, O. (2015). Biokaasuteknologia: Raaka-ai-
neet, prosessointi ja lopputuotteiden hyédyntaminen. Forssa: Forssa
Print Oy.

Lannoitevalmistelaki 2006/539. Haettu 30.5.2018 osoitteesta
https://www.finlex.fi/fi/laki/alkup/2006/20060539#Pidp450250640



https://cues.rutgers.edu/bioreactor-landfill/pdfs/13-Frickeetal2007WastManagementANaerobicdigestionN.pdf
https://cues.rutgers.edu/bioreactor-landfill/pdfs/13-Frickeetal2007WastManagementANaerobicdigestionN.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1266844/
http://opinnot.internetix.fi/fi/muikku2materiaalit/lukio/mab/mab01/3_prosenttilaskenta/mab1_3.5._prosenttiyhtaloista.pdf?C:D=hNot.hv3A&m:selres=hNot.hv3A
http://opinnot.internetix.fi/fi/muikku2materiaalit/lukio/mab/mab01/3_prosenttilaskenta/mab1_3.5._prosenttiyhtaloista.pdf?C:D=hNot.hv3A&m:selres=hNot.hv3A
http://opinnot.internetix.fi/fi/muikku2materiaalit/lukio/mab/mab01/3_prosenttilaskenta/mab1_3.5._prosenttiyhtaloista.pdf?C:D=hNot.hv3A&m:selres=hNot.hv3A
http://opinnot.internetix.fi/fi/muikku2materiaalit/lukio/mab/mab01/3_prosenttilaskenta/mab1_3.5._prosenttiyhtaloista.pdf?C:D=hNot.hv3A&m:selres=hNot.hv3A
http://urn.fi/URN:NBN:fi:amk-201205076733
https://www.researchgate.net/publication/264545493_STUDY_ON_THE_EFFECT_OF_pH_ON_BIOGAS_PRODUCTION_FROM_FOOD_WASTE_BY_ANAEROBIC_DIGESTION
https://www.researchgate.net/publication/264545493_STUDY_ON_THE_EFFECT_OF_pH_ON_BIOGAS_PRODUCTION_FROM_FOOD_WASTE_BY_ANAEROBIC_DIGESTION
https://www.researchgate.net/publication/264545493_STUDY_ON_THE_EFFECT_OF_pH_ON_BIOGAS_PRODUCTION_FROM_FOOD_WASTE_BY_ANAEROBIC_DIGESTION
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC91455/
https://kemikaalineuvottelukunta.fi/reach-asetus
https://www.finlex.fi/fi/laki/alkup/2006/20060539#Pidp450250640

47

Lehtomaki, A., Paavola, T., Luostarinen, S. & Rintala, J. (2007). Biokaa-
susta energiaa maatalouteen — raaka-aineet, teknologiat ja lopputuot-
teet. Jyvaskylan yliopiston bio- ja ymparistotieteiden laitoksen tiedonan-
toja 85. Haettu 26.4.2018 osoitteesta
https://iyx.jyu.fi/dspace/bitstream/handle/123456789/47694/978-951-
39-3075-2.pdf?sequence=1

Luoranen, M. (2011). Biokaasun valmistus kasvibiomassasta laboratorio-
mittakaavan biokaasureaktorilla. Insin6orityd. Kemiantekniikan koulutus-
ohjelma. Metropolia ammattikorkeakoulu. Haettu 26.4.2018 osoitteesta
http://urn.fi/URN:NBN:fi:amk-201104144285

Luostarinen, S. (2009). Biokaasun tuotantoprosessi ja —teknologiat. Ha-
ettu 4.7.2018 osoitteesta https://jukuri.luke.fi/bitstream/han-
dle/10024/538734/Luostarinen-Sari-2009-10-22-20339595.pdf?se-

quence=1

Luostarinen, S. (2013). Biokaasuteknologiaa maatiloilla 1. Biokaasulaitok-
sen hankinta, kdyttoonotto ja operointi — kdaytannon kokemuksia MTT:n
maatilakohtaiselta laitokselta. Haettu 26.4.2018 osoitteesta http://ju-
kuri.luke.fi/bitstream/handle/10024/481263/mttraporttil13.pdf?se-

quence=1

Maa- ja metsatalousministerion asetus lannoitevalmisteista 2011/24/11.
Haettu 30.5.2018 osoitteesta https://www.finlex.fi/data/nor-
mit/37638/11024fi.pdf

Maa- ja metsatalousministerion asetus lannoitevalmisteita koskevan toi-
minnan harjoittamisesta ja sen valvonnasta 2012/11/12. Haettu 2.7.2018
osoitteesta https://www.finlex.fi/data/normit/39201/12011fi.pdf

Marttinen, S., Paavola, T., Ervasti, S., Salo, T., Kapuinen, P., Rintala, J., Vik-
man, M., Kapanen, A., Torniainen, M., Maunuksela, L., Suominen, K.,
Sahlstrom, L. & Herranen, M. (2013). Biokaasulaitosten lopputuotteet
lannoitevalmisteina. Haettu 30.4.2018 osoitteesta
http://urn.fi/URN:ISBN:978-952-487-432-8



https://jyx.jyu.fi/dspace/bitstream/handle/123456789/47694/978-951-39-3075-2.pdf?sequence=1
https://jyx.jyu.fi/dspace/bitstream/handle/123456789/47694/978-951-39-3075-2.pdf?sequence=1
http://urn.fi/URN:NBN:fi:amk-201104144285
https://jukuri.luke.fi/bitstream/handle/10024/538734/Luostarinen-Sari-2009-10-22-20339595.pdf?sequence=1
https://jukuri.luke.fi/bitstream/handle/10024/538734/Luostarinen-Sari-2009-10-22-20339595.pdf?sequence=1
https://jukuri.luke.fi/bitstream/handle/10024/538734/Luostarinen-Sari-2009-10-22-20339595.pdf?sequence=1
http://jukuri.luke.fi/bitstream/handle/10024/481263/mttraportti113.pdf?sequence=1
http://jukuri.luke.fi/bitstream/handle/10024/481263/mttraportti113.pdf?sequence=1
http://jukuri.luke.fi/bitstream/handle/10024/481263/mttraportti113.pdf?sequence=1
https://www.finlex.fi/data/normit/37638/11024fi.pdf
https://www.finlex.fi/data/normit/37638/11024fi.pdf
https://www.finlex.fi/data/normit/39201/12011fi.pdf
http://urn.fi/URN:ISBN:978-952-487-432-8

48

Marttinen, S., Suominen, K., Lehto, M., Jalava, T. & Tampio, E. (2014). Hai-
tallisten orgaanisten yhdisteiden ja [adkeaineiden esiintyminen biokaasu-
laitosten kasittelyjaannoksissa seka niiden elintarvikeketjuun aiheutta-
man vaaran arviointi. BIOSAFE-hankkeen loppuraportti. Haettu 1.8.2018
osoitteesta http://www.mtt.fi/mttraportti/pdf/mttraporttil35.pdf

Maurer, L. M., Yohannes, E., Bondurant, S. S., Radmacher, M. &
Slonczewski, J. L. (2005). pH Regulates Genes for Flagellar Motility, Catab-
olism, and Oxidative Stress in Escherichia coli K-12. Journal of bacterio-
logy, 187(1), 304—319. Haettu 16.5.2018 osoitteesta
http://jb.asm.org/content/187/1/304.full

MTK (2017). Ymparisto. Ymparistolupa. Haettu 5.7.2018 osoitteesta
https://www.mtk.fi/ymparisto/ymparistoluvat/fi Fl/ymparistoluvat/

Nemeth, C. S., Friedrich, L., Pasztor-Huszar, K., Pipoly, E., Suhajda, A., &
Balla, C. S. (2011). Thermal destruction of Listeria monocytogenes in lig-
uid egg products with heat treatment at lower temperature and longer
than pasteurization. African Journal of Food Science, 5(3), 161-167.
Haettu 30.4.2018 osoitteesta http://www.internationalegg.com/wp-con-
tent/uploads/2015/11/Nemeth%20-%202011.pdf

Ostara Pearl® (n.d.). Nutrient Recovery Technology Customised To Meet
Your Needs. Haettu 24.7.2018 osoitteesta http://ostara.com/nutrient-
management-solutions/

Padan, E., Bibi, E., Masahiro, I., Krulwich, T.A. (2005). Alkaline pH homeo-
stasis in bacteria: New Insights. Biochimica et biophysica acta (BBA)-
biomembranes, 1717(2), 97—88. Haettu 2.5.2018 osoitteesta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3072713/

Parhad, N.M., Rao, N.U. (1974). Effect of pH on Survival of Escherichia
coli. Journal (Water Pollution Control Federation), 980—986. Haettu
2.5.2018 osoitteesta http://www.jstor.org/stable/25038739

Ruokatieto (n.d.). Mikrobiologia. Lamp6étila. Haettu 4.7.2018 osoitteesta
https://www.ruokatieto.fi/ruokakasvatus/lupa-kokata-elintarvikehygie-
nian-perusteet/mikrobiologia/lampotila

Sibiya, N. T., Muzenda, E., & Tesfagiorgis, H. B. (2014). Effect of tempera-
ture and pH on the anaerobic digestion of grass silage. Int'l Conf. on
Chemical Engineering & Advanced Computational Technologies
(ICCEACT). Haettu 3.7.2018 osoitteesta https://www.re-
searchgate.net/publication/281837326 Effect of Tempera-

ture and pH on the Anaerobic Digestion of Grass Silage

Small, P., Blankenhorn, D., Welty, D., Zinser, E. & Slonczewski, J. L. (1994).
Acid and base resistance in Escherichia coli and Shigella flexneri: role of


http://www.mtt.fi/mttraportti/pdf/mttraportti135.pdf
http://jb.asm.org/content/187/1/304.full
https://www.mtk.fi/ymparisto/ymparistoluvat/fi_FI/ymparistoluvat/
http://www.internationalegg.com/wp-content/uploads/2015/11/Nemeth%20-%202011.pdf
http://www.internationalegg.com/wp-content/uploads/2015/11/Nemeth%20-%202011.pdf
http://ostara.com/nutrient-management-solutions/
http://ostara.com/nutrient-management-solutions/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3072713/
http://www.jstor.org/stable/25038739
https://www.ruokatieto.fi/ruokakasvatus/lupa-kokata-elintarvikehygienian-perusteet/mikrobiologia/lampotila
https://www.ruokatieto.fi/ruokakasvatus/lupa-kokata-elintarvikehygienian-perusteet/mikrobiologia/lampotila
https://www.researchgate.net/publication/281837326_Effect_of_Temperature_and_pH_on_the_Anaerobic_Digestion_of_Grass_Silage
https://www.researchgate.net/publication/281837326_Effect_of_Temperature_and_pH_on_the_Anaerobic_Digestion_of_Grass_Silage
https://www.researchgate.net/publication/281837326_Effect_of_Temperature_and_pH_on_the_Anaerobic_Digestion_of_Grass_Silage

49

rpoS and growth pH. Journal of bacteriology, 176(6), 1729-1737. Haettu
10.7.2018 osoitteesta https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/arti-
cles/PMC205261/pdf/jbacter00024-0187.pdf

Solunetti (n.d.a.). Mikrobipopulaation kasvuvaiheet. Ymparistotekijat. Ha-
ettu 2.5.2018 osoitteesta http://www.solunetti.fi/fi/solubiologia/ympa-
ristotekijat 1/2/

Solunetti (n.d.b.). Mikrobipopulaation kasvuvaiheeet. Ravinteet. Haettu
4.7.2018 osoitteesta http://www.solunetti.fi/fi/solubiologia/ravin-

teet 1/3/

Solunetti (n.d.c.). Mikrobipopulaation kasvuvaiheet. Osmoottiset tekijat.
Haettu 4.7.2018 osoitteesta http://www.solunetti.fi/fi/solubiolo-

gia/vesi/3/

Solunetti (n.d.d.). Mikrobipopulaation kasvuvaiheet. Happipitoisuus. Ha-
ettu 4.7.2018 osoitteesta http://www.solunetti.fi/fi/solubiologia/happipi-

toisuus 1/3/

Solunetti (n.d.e.). Mikrobipopulaation kasvuvaiheet. pH. Haettu 2.5.2018
osoitteesta http://www.solunetti.fi/fi/solubiologia/vesi/3/

Stl intranet (2018a). Tuoteseloste. St1 Bionolix lannoite.
Stl intranet (2018b). Tuoteseloste. St1 Bionolix Maanparannusaine.

Taimisto A-M. (2006). Tuotteen veden aktiivisuuden tunteminen auttaa
riskinarvioinnissa. Kehittyvd Elintarvike 3/2016. Haettu 4.7.2018 osoit-
teesta http://kehittyvaelintarvike.fi/teemajutut/40-tuotteen-veden-aktii-
visuuden-tunteminen-auttaa-riskinarvioinnissa

Valtioneuvoston asetus ymparistonsuojelusta (2014/713). Haettu
5.7.2018 osoitteesta https://www.finlex.fi/fi/laki/ajan-
tasa/2014/20140713

Ympéristonsuojelulaki (2014/527). Haettu 5.7.2018 osoitteesta
https://www.finlex.fi/fi/laki/alkup/2014/20140527



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC205261/pdf/jbacter00024-0187.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC205261/pdf/jbacter00024-0187.pdf
http://www.solunetti.fi/fi/solubiologia/ymparistotekijat_1/2/
http://www.solunetti.fi/fi/solubiologia/ymparistotekijat_1/2/
http://www.solunetti.fi/fi/solubiologia/ravinteet_1/3/
http://www.solunetti.fi/fi/solubiologia/ravinteet_1/3/
http://www.solunetti.fi/fi/solubiologia/vesi/3/
http://www.solunetti.fi/fi/solubiologia/vesi/3/
http://www.solunetti.fi/fi/solubiologia/happipitoisuus_1/3/
http://www.solunetti.fi/fi/solubiologia/happipitoisuus_1/3/
http://www.solunetti.fi/fi/solubiologia/vesi/3/
http://kehittyvaelintarvike.fi/teemajutut/40-tuotteen-veden-aktiivisuuden-tunteminen-auttaa-riskinarvioinnissa
http://kehittyvaelintarvike.fi/teemajutut/40-tuotteen-veden-aktiivisuuden-tunteminen-auttaa-riskinarvioinnissa
https://www.finlex.fi/fi/laki/ajantasa/2014/20140713
https://www.finlex.fi/fi/laki/ajantasa/2014/20140713
https://www.finlex.fi/fi/laki/alkup/2014/20140527

