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INFOLEHT

Mikroobsed riskifaktorid biogaasi tootmise jäägis

Käesolev töö annab kirjanduse põhjal ülevaate biogaasi kääritusjäägis leiduvatest

mikroobsetest riskifaktoritest nagu patogeenid ja antibiootikumiresistentsusgeenid ning neid

mõjutavatest protsessidest. Töös on keskendutud enamlevinud digestaadi käitlemise

meetoditele.
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Assessment of microbial hazards in biogas digestate

The current thesis presents an overview, based on literature, of microbial hazards connected

to biogas digestate, such as pathogens and antibiotic resistant bacteria, and processes

influencing these hazards, with emphasis on most common processing methods.
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KASUTATUD LÜHENDID

ARG- antibiootikumiresistentsusgeen

ARM- antibiootikumiresistentsed mikroobid

CFU- Colony forming unit

DM- kuivaine

DS- kuiv tahke materjal

Dw- kuivkaal

MPN- most probable number

PCR- polümeraasahelreaktsioon

PFU- plaque-forming units

qPCR- kvantitatiivne polümeraasahelreaktsioon

RT-qPCR- kvantitatiivne pöördpolümeraasahelreaktsioon

VFA- lenduvad rasvhapped
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Sissejuhatus

Biogaas on orgaanilise aine anaeroobse kääritamise kaudu saadud kütus mis on võtmas

Euroopas üha olulisemat rolli ühe taastuvenergia allikana. Eestis valmis esimene

biogaasijaam 1987 aastal ning hetkel on Eestis 17 töötavat biogaasi jaama (Eesti Biogaasi

Assotsiatsioon, 2023). Biogaas võib olla oluline osa meie tuleviku energia võrgustikust

täiendades teisi taastuvenergia liike.

Mitmed biogaasijaamad toetavad ka hajusat energia tootmist, mis on oluline meie energia

iseseisvuse ja julgeoleku vaatekohalt. Biogaasi oluliseks eeliseks on see, et seda saab toota

orgaanilistest jäätmetest ja taimsest biomassist, olles nii ringmajanduse oluliseks lüliks.

Biogaasi tootmisel tekkiv kääritusjääk ehk digestaat omab väärtust väetisena ning pakub

alternatiivi mineraalväetistele, edendades samas ka kohaliku tootmist ja tarbimist. Siiski

kaasnevad digestaadi kasutamisega põllumajanduses ohud nagu patogeenide ja

antibiootikumiresistentsete mikroobide (ARM) levimine keskkonda ja toiduahelasse.

Käesoleva töö eesmärk on anda ülevaade biogaasi tootmisest, kääritusjäägis leiduvatest

mikroobsetest riskifaktoritest nagu patogeenid ja antibiootikumiresistentsed mikroobid ning

neid mõjutavatest protsessidest.

Kirjanduse põhjal koostatud ülevaate tulemuste põhjal analüüsitakse võimalust kavandada

kehtivate hügieeni ja ohutusnõuetele vastav väikesemõõduline biogaasi tootmise reaktor

kodumajapidamisele.

Kirjanduse otsimiseks kasutati Google Scholar otsingumootorit, Tartu Ülikooli raamatukogu

ja DSpace digitaalarhiivi.
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1. Biogaas

Biogaas on orgaanilisest ainest anaeroobse kääritamise teel saadud gaasiline kütus, mis

koosneb põhiliselt metaanist (ca. 60%) ja süsihappegaasist (ca.40%), kuid sisaldab vähesel

määral ka veeauru, divesiniksulfiidi (H2S), ammoniaaki (NH3) vingugaasi ja lämmastikku

(N2). On leitud arheoloogilisi andmeid biogaasi tootmise ja kasutamise kohta juba assüürlaste

poolt 17. Saj Ekr (Kriipsalu et al., 2016). Sõltuvalt metaani sisaldusest on biogaasi

kütteväärtus üldjuhul vahemikus 5-7 kWh/m3 (Eesti Biogaasi Assotsiatsioon, 2023)

Biogaasi saab toota ükskõik millisest orgaanilisest materjalist, mille põhikoostisteks on

süsivesikud, valgud, rasvad, tselluloos ja hemitselluloos.(Braun, 2007)

Biogaas tekib metaankäärimisel anaeroobses keskkonnas erinevate arhede ja bakterite

ainevahetuse tulemusel ning jaguneb üldiselt neljaks faasiks:

1) Võrdlemisi aeglane hüdrolüüs, kus bakterid lagundavad tahkeid orgaanilisi

kompleksühendeid monomeerseteks ühenditeks

2) Kiire happemoodustumisfaas, kus atsetogeensed bakterid muudavad monomeersed

ühendid lenduvateks rasvhapeteks, süsinikdioksiidiks ja vesinikuks

3) Kiire käärimisfaas, kus bakterid muudavad pikema ahelaga orgaanilised happed ja

alkoholid äädikhappeks ja molekulaarseks vesinikuks H2

4) Aeglane gaasitekkefaas, milles obligatoorselt anaeroobsed arhed viivad lagunemise

lõpuni, kusjuures ühed toodavad metaani vesinikust ja süsihappegaasist, teised aga

äädikhappest

(Kriipsalu et al., 2016)
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Joonis 1. Orgaanilise aine lagunemisetapid anaeroobses keskkonnas (Angelidaki et al., 2011
põhjal,tõlkis: Seevri, 2016)

Biogaasi ja digestaadi keemiline koostis on mõjutatud kasutatavast substraadist, kääriti

tehnoloogiast ja käärituse ajast (Braun, 2007).

1.1 Biogaasi tootmine

Traditsioonilised biogaasi tootmise substraadid on loomasõnnik ja reovesi või reoveesete

(Weiland, 2009). Need on suure ohufaktoriga jäätmed, kuna tõenäoliselt sisaldavad

patogeene, ravimijääke ja antibiootikumiresistentseid mikroobe (Calero-Cáceres et al., 2014;

Sahlström, 2003). Lisaks toodetakse biogaasi toidujäätmetest, energiakultuuridest,

haljastusjäätmetest, ja erinevatest tööstusjäädetest (Biogaasi Tootmine Ja Kasutamine, 2009).

Biogaasi tootmise tehnoloogiaid on erinevaid ning neid eristavad üksteisest protsessi etappide

arv, kääritamise temperatuur, kääriti täitmise viis ning kuivaine sisaldus substraadis (Biogaasi

tootmine ja kasutamine, 2009).
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Tabel 1 Biogaasi tootmise tehnoloogiad erinevate kriteeriumite alusel (Biogaasi Tootmine Ja
Kasutamine, 2009)

1.1.1. Tootmis etappide arv

Põllumajanduslikes biogaasijaamades kasutatakse peamiselt ühe- või kaheastmelisi protsesse.

Üheastmelistes protsessides toimuvad kõik käärimise faasid (hüdrolüüs, hapete

moodustumine, äädikhappe teke, metaani teke) ühes mahutis. Kaheastmelistes protsessides

eraldatakse mingid faasid üksteisest ruumiliselt. Näiteks on kaheastmelises protsessis

hüdrolüüsi, hapete moodustumine esimeses mahutis ning äädikhappe ja metaani teke teises

mahutis.

1.1.2. Kääritamise temperatuur

Termofiilne (50-57°C) kääritamine on kõige kiirem ja tõhusam ka umbrohuseemnete

hävitamisel. Samas on see kõige energiakulukam ning termofiilsed mikroorganismid on

tundlikumad temperatuuri kõikumistele kui mesofiilsed (Kriipsalu et al., 2016)

Mesofiilne (30-38°C) käärimine on aeglasem, kuid väiksema küttevajaduse tõttu on

energiatootlikus sarnane termofiilsega. Samas on mesofiilse kääritamise puhul soodsamad

tingimused horisontaalse geeniülekande jaoks, mille kaudu võivad levida

antibiootikumiresistentsust kodeerivad geenid. (Ziemba & Peccia, 2011)

Vähesel määral toodavad metaani ka mõned psührofiilsed arhed (20-6°C), kuid nii madalatel

temperatuuridel on metaani tootlikkus väga madal ( Hall, 2023; Kriipsalu et al., 2016).
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1.1.3. Kääriti täitmise viisid

Biogaasijaamade mahutite täitmine jaguneb tsükliliseks, pooltsükliliseks ja pidevaks.

Tsüklilise täitmise puhul täidetakse õhukindel anum substraadiga ning sellel lastakse lõpuni

käärida ja seejärel anum tühjendatakse

Pidevate ja pooltsükliliste täitmis viiside seast on levinuimaks läbivoolu meetod kus

kääritisse antakse värsket toorainet iga päev, ning kääritusjääk väljub vastavalt lisatud

substraadi kogusele lõpphoidlasse.(Biogaasi Tootmine Ja Kasutamine, 2009)

Joonis 2. Klassikaline pidevalt täidetava maa-aluse kääriti skeem(Rakotojaona, 2013, tõlkis
Kukke, 2015)

1.1.4.Kuivaine sisaldus

Märgkääritamisel on substraat pumbatav (kuivaine sisaldus <15%) ning kuivkääritamisel

kuhjatav (kuivaine sisaldus >20%) (Biogaasi Tootmine Ja Kasutamine, 2009)

1.2. Biogaasi puhastamine ja kasutamine

Biogaas sisaldab lisaks metaanile ka süsihappegaasi, veeauru, ammoniaaki (NH3)

vingugaasi, lämmastikku (N2) ja väävelvesinikku (H2S), mis on toksiline

mädamunalõhnaline gaas. Väävelvesinikku kokkupuutel biogaasis oleva veeauruga tekib

divesiniksulfiidhape (H2S), mis kahjustab biogaasi torustikku, põletusseadmeid (katel,
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mootor jm) ja heitgaasi torustikku. Seetõttu on vaja biogaasi enne kasutamist puhastada

(Biogaasi Tootmine Ja Kasutamine, 2009)

Üheks väävelvesinikku eemaldamise meetodiks on biogaasi juhtimine läbi rauapuru, mis

reageerib väävelvesinikuga ning seob seda (Hall, 2023).

Teine levinud biogaasi puhastamise meetod, põhineb füüsikalisel absorbeerimisel, kus

erinevad gaasid lahustuvad vees erinevatel rõhkudel ja temperatuuridel. Kuna vees

lahustuvad hästi nii CO2, kui ka väävlit sisaldavad ained, on selle puhastusmeetodiga

võimalik saada 98% metaan, mida kasutatakse sarnaselt maagaasiga (Kask et al., 2014).

Soojema kliimaga maades on levinud koduselt toodetud biogaasi kasutamine toidu

küpsetamiseks ja kütusena gaasi lampides.

2. Kääritusjääk ja selle kasutamine

Kääritusjääk ehk digestaat on biogaasi tootmise vedel kõrvalprodukt, mis koosneb

mikroobide biomassist ning orgaanilistest ja anorgaanilistest ühenditest, ning omab väärtust

väetisena (Kumar, 2012).

Lisaks muudab kääritamine toitained taimedele kergemini kättesaadavaks võrreldes algse

materjaliga (M.Mutli 2014)

Vastavalt lähtematerjalile võib käärimisjääki laotada põllule väetisena või tuleb seda

järeltöödelda. Näiteks reoveesette ja loomasõnniku digestaadiga tuleb toimida vastavalt

jäätmeloale. Levinud digestaadi järeltöötlemise meetod on eraldada vedel ja tahke fraktsioon

(väduks ja taheseks) ning viimane kompostida (Kriipsalu et al., 2016).Vedelat digestaati on

võimalik kasutada ka hüdropoonilistes ja aeropoonilistes süsteemides (Möller & Müller,

2012) ning anaeroobne kääritamine on väga efektiivne taimepatogeenide eemaldamisel

(Seadi & Lukehurst, 2012).

Kääritusjäägi valmistamisel tuleb arvestada, et kasutatavad biolagunevad jäätmed ei tohi

sisaldada ohtlikke aineid või aineid, mis biolagunemisel võivad ohtlikke aineid tekitada,

samuti biotsiide ning aineid, mis võivad jäätmete biolagunemist takistada (nt säilitusained)

(Riigi Teataja, 2016).
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Mineraalväetiste asendamine digestaadiga edendab kohalikku ringmajandust (Carraturo et al.,

2022), ning vähendab keskkonnasaastet (Banks et al., 2011). Siiski kaasnevad digestaadi

kasutamisega ka mõned ohud nagu patogeenide ja toksiliste ainete võimalik jõudmine

põldudele (Carraturo et al., 2022; Roopnarain et al., 2023).

Tõvestavate- ja antibiootikumiresistensete mikroobide sisaldus digestaadis sõltub

kääritamiseks kasutatud algmaterjalist. Võrreldes toidu- ja taimejäätmetega on sõnnikus ja

reovees suurtemates kogustes ohtlikke mikroobe, kuid ka toidujäätmetes võib leiduda

inimestele ohtlike patogeene (Sahlström, 2003)(Jones & Martin, 2003; Seadi & Lukehurst,

2012).

Lisaks on reoveesetted üks kõige rikkalikum antibiootikumiresistentsusgeenide reservuaar

(Calero-Cáceres et al., 2014).

2.1.Digestaadiga seotud patogeenid

Orgaanilised jäätmed võivad sisaldada erinevaid patogeene, mis pärinevad kas surnud

loomsetest kudedest või elavate haiguskandjate väljaheidetest ja eritistest (Sahlström, 2003),

seega võib ka jäätmetest saadud käärimisjääk vastavalt lähtematerjalile sisaldada erinevaid

patogeene. Eraldi kogutud toidu- ja haljastusjäätmete puhul on patogeenide sisalduse oht

väike. Reoveesette ning loomsete kõrvalsaaduste puhul on aga patogeenide sisalduse

tõenäosus märkimisväärne ning nendest saadud käärimisjäägi kasutamine on Eestis

seadusega reguleeritud (Riigi Teataja, 2016)

Põhilisteks tõvestavateks bakteriteks, mis kujutavad endast ohtu digestaadi kasutamisel

väetisena on Salmonella, Listeria, Escherichia coli, Campylobacter, Mycobacteria, Clostridia

ja Yersinia (Nag et al., 2020; Sahlström, 2003)

● Salmonella

Salmonella on gram-negatiivsete bakterite perekond, mis kuulub Enterobacteriaceae

sugukonda ja koosneb kahest liigist, Salmonella bongori ja S. enterica. Kõik S.

enterica serovarid on ohtlikud nii loomadele kui ka inimestele ning kõige tavalisem

Salmonella põhjustatud haigus on toidumürgitus (Sahlström, 2003)
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● Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes on zoonoos ehk ta võib põhjustada listerioosi haigestumist nii

inimestel kui ka loomadel. Listeeriabakterit on leitud pinnasest, silost, väljaheidetest

ja eritistest, kuid teda peetakse põhiliselt toiduga levivaks patogeeniks (Sahlström,

2003).

● Enterohemorraagiline Escherichia coli

Shiga-toksiini tootvad E.Coli tüved koondnimega enterohemorraagiline Escherichia

coli- EHEC (sealhulgas E. coli O157) põhjustavad verist kõhulahtisust ja kõhukrampe

ning tüsistusena võib kujuneda hemolüütilis ureemiline sündroom (HUS), mida

iseloomustab äge neerupuudulikkus ja närvisüsteemi talitlushäired. HUS kujuneb

tavaliselt ühe nädala jooksul pärast haigestumist ja võib lõppeda surmaga.

Nakkusallikaks on patogeenset kolibakterit kandvad kariloomad või haige inimene.

EHEC paljuneb hästi temperatuuril 7°–50°C ja hävib temperatuuril üle 70°C.

Kuni 85%-l haigusjuhtudest on levinud haigustekitaja saastunud toidu ja joogivee

kaudu. Sagedamini levib haigustekitaja mittepastöriseeritud piima, ebapiisavalt

kuumtöödeldud liha, taime idude, rohelise salati ja muude köögiviljadega.

Hügieeninõuete mittetäitmisel võib inimene nakatuda ka haige poolt saastatud

pindade või esemetega kokku puutumisel. Nakatuda võib ka suplemisel saastunud

vees (Terviseamet, 2023a)

Põhiliseks E. coli O157 reservauriks on veised ning seda bakterit on leitut veise

sõnnikust, mis on tavaline biogaasi tootmise substraat (Kudva et al., 1998; Sahlström,

2003)

● Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis

Mycobacterium paratuberculosis tekitab mäletsejatel kroonilist peensoolepõletikku.

Patogeen levib läbi väljaheidete, saastunud vee ja toidu kaudu (Sahlström, 2003).

● Campylobacter jejuni

Campylobacter on Euroopas kõige sagedamini esinev zoonoos (Terviseamet, 2023)

ning on paljudes riikides üheks põhiliseks bakteriaalseks mao-soole põletiku

põhjuseks inimestel (Sahlström, 2003). Kampülobakterid esinevad tapaloomade

(peamiselt veiste, kuid ka broilerite) seedetraktis, kuid nakatuda võib ka vee kaudu,
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koertelt ning kassidelt. Nii kodu- kui ka metsloomad võivad kogu oma elu olla

bakterikandjad (Terviseamet, 2023)

Kearney et al. (1993) näitas mesofiilse anaeroobse kääritamise laboriuuringus, et

elavaid C. jejuni organisme on võimalik tuvastada 112 päeva hoiustamisel olnud

digestaadis (Kearney et al., 1993).

● Clostridium spp.

Perekonna Clostridium liigid on anaeroobsed sporuleeruvad bakterid, kes põhjustavad

erinevaid raskeid haigusi nagu teetanus (Clostridium tetani), botulism (Clostridium

botulinum) ja gangreen (Clostridium chauvoie). Clostridium spp. ja ka teised

sporuleeruvad bakterid on anaeroobse kääritamise suhtes väga vastupidavad ning

spoorid võivad keskkonnas elus püsida aastaid (Sahlström, 2003). Elmerdahl Olsen &

Errebo Larsen, (1987) näitasid, et Clostridium perfringens elab üle nii mesofiilset kui

ka termofiilset kääritamist.

● Yersinia enterocolitica

Yersinia enterocolitica põhjustab jersinioosi ehk seedetrakti vaevusi.

Jersinioosi võib nakatuda haigustekitajaga saastunud sea- ja veiseliha kaudu, kuhu

bakter pääseb looma keelelt ja neelust. Lisaks toidule võib mikroob pesitseda ka vees.

Haigust esineb ka kõrge elatustasemega maades. Jersiiniad on vastupidavad,

optimaalne paljunemistemperatuur jääb vahemikku +22–28°kuid nad võivad areneda

ka 0 kuni +4°C juures, seega külmkapi temperatuuril (Terviseamet, 2023b)

● Helmintid ehk nugiussid

Helmintid on selgrootud kõhuparasiidid, kes põhjustavad erinevaid haigusi. Nugiusside

tavaliseks indikaatoriks jäätmetes kasutatakse Ascaris sp. mune, kes on ka levinuim helmint

Eestis ning põhjustab maailmas iga aasta umbes 20 000 inimese surma. Nakatumine toimub

suu kaudu haigustekitajate munadega saastunud aedviljade, marjade, muude toiduainete ning

samuti saastunud käte vahendusel ja joogiveega. Nakkusallikaks on roojaga ussimune

eritavad inimesed ja loomad (Aitken et al., 2005; Terviseamet, 2023).

14



Joonis 2. Erinevate patogeensete bakterite tüüpilised kandjad (Lin et al., 2022)

Enamus patogeenseid baktereid on kohanenud elama peremeesorganismi kudedes või

vedelikes temperatuuril circa 37°C ning üldiselt ei paljune väljaspool vastavat keskkonda. Ka

viirused, algloomad ja helmintid vajavad paljunemiseks loomset kude. Samas on erandeid

nagu E.coli ja Salmonella, kes on võimelised paljunema fekaalidega reostunud vees või

vastavate toitainete olemasolul ka steriliseeritud kompostis (Jones & Martin, 2003).

Mõistlik on inimeste ja kariloomade jäätmeid eraldi käidelda ning vältida inimeste ja

loomade patogeenide segunemist keskkonna organismidega

(Baquero et al., 2008).

2.2. Antibiootikumiresistentsed mikroobid digestaadis

Suureks ohuks digestaadi kasutamisel väetisena võib olla antibiootikumiresistentsete

mikroobide (ARM) ja antibiootikumiresistentsusgeenide (ARG) sattumine põldudele ning

seal levimine (Baquero et al., 2008; Heuer et al., 2011). Kuna antibiootikumi resistentsust

kodeerivad geenid asuvad tihti plasmiididel ja teistel mobiilsetel geneetilistel elementidel,

võivad nad sattuda patogeensete bakterite genoomi läbi horisontaalse geeniülekande (Palmer

et al., 2010).
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Antibiootikumiresistentsus on looduses esinev nähtus, kus mikroorganismidel on

mehhanismid teiste organismide poolt toodetud toksiliste ainete üle elamiseks (Su et al.,

2015). Keskkond kus on palju ravimijääke soodustab antibiootikumiresistentsuse teket ja

püsimist. Suur oht on antibiootikumiresistentsuse tekkimiseks antibiootikumide valel

kasutamisel (Baquero et al., 2008).

Antibiootikumiresistentsed patogeenid on inimestele ohtlikud, kuna nad ei pruugi alluda

ravile tuntud antibiootikumidele (Kemper, 2008).

Erinevatest läga töötlevatest biogaasijaamade digestaatidest on leitud järgmisi ARM-e:

Acinetobacter baumannii, Bacillus cereus, B. licheniformis, B. pumilus,

vankomütsiini-resistentsed enterokokid (VRE), metitsilliini-resistentsed stafülokokid (MRS),

C. perfringens ja Escherichia/Shigella (Derongs et al., 2020; Glaeser et al., 2016; Pulami et

al., 2020; Schauss et al., 2016; Sun et al., 2020).

Lisaks on seostatud Salmonellat antibiootikumiresistentsus geenidega (Antunes et al., 2005).

3. Patogeenide ja antibiootikumiresistentsetegeenide tuvastamine digestaadis

3.1. Tuvastamise meetodid

Kõige levinumad meetodid patogeenide tuvastamiseks on kultiveeritud patogeenide

kolooniate loendamine ja polümeraasahelreaktsioon. Mikroobide kultiveerimine on kordades

aeglasem kui PCR meetod, kuid mõlemaga saab lõplikke ja ühemõttelisi tulemusi ning tihti

kasutatakse mõlemaid meetodeid üheskoos kindlamate tulemuste saamiseks (Lazcka et al.,

2007).

3.1.1.Mikroobide kultiveerimine

Mikroobide kultiveerimine on vanim bakterite tuvastamise viis. Kindlate bakteriliikide jaoks

kasutatakse erinevaid selektiivseid söötmeid, mis sobivad ainult soovitud bakterile või

põhjustavad uuritava bakteri koloonia värvumist. Nähtavate kolooniate tekkimisel on

võimalik neid visuaalselt loendada (Lazcka et al., 2007). Kultiveerimise eelisteks on odavus

ja lihtsus (Foddai & Grant, 2020), kuid see on väga aeganõudev protsess. Vaatamata sellele

kasutatakse kultiveerimist kõrge selektiivsuse ja tundlikkuse tõttu (Lazcka et al., 2007).

Lisades kultiveerimise söötmele antibiootikume, on võimalik tuvastada ka

antibiootikumiresistentseid mikroobe (Schwartz et al., 2003).
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3.1.1.1. Mittekultiveeritavad bakterid

Paljusid keskkonnas leiduvaid mikroobe ei ole võimalik kultiveerida ning mitmetel

patogeenidel, nende hulgas E.coli, Salmonella, Listeria, Shigella, Enterococcus, C.jejuni

esineb mittekultiveeritav seisund. Erinevad bakterid võivad ebasoodsate keskkonnatingimuste

üle elamiseks siseneda VBNC (viable but not-culturable) seisundisse. Sellises olekus bakteri

rakud ei paljune, kuid neil säilib aeglustunud ainevahetus, ning nad võivad sobivatel

tingimustel uuesti paljunema hakata (J. D. Oliver, 2010).

Kuna patogeensete bakterite jaoks on kasvuks sobivad tingimused peremehe organismis,

omavad ka VBNC seisundis patogeenid ohtu tervisele (Cappelier et al., 1999; Colwell et al.,

1996).

Üks baktereid uuesti paljunevaks muutev töötlus on digestaadi tahkise ja vädu eraldamine

tsentrifuugi abil (Higgins et al., 2007).

3.1.2.Molekulaarsed meetodid

Alternatiiviks mikroobide kultiveerimisele nende tuvastamiseks on molekulaarsed meetodid,

nende seas DNA sekveneerimine ja qPCR abil märklaudgeeni koguse tuvastamine

(Ginzinger, 2002).

PCR on meetod, mille abil on võimalik kindlat nukleiinhappe molekuli katseklaasis

paljundada miljoneid kordi. Esmalt sünteesitakse kaks lühikest oligonukleotiidi mis

kinnituvad soovitud DNA vastas otstele. Kinnituskohal saab lisatud ensüüm (DNA

polümeraas) alustada geneetilise info lugemist ja uue DNA loomist. Seejärel proovi

kuumutatakse, mille tulemusel DNA ahelad eralduvad üksteisest nii, et reaktsiooni saab

uuesti korrata.(The Nobel Prize in Chemistry, 1993)

Kvantitatiivse PCR (qPCR- quantitativePCR) meetodi puhul mõõdetakse reaktsiooni

toimumise jooksul produkti moodustumist ja amplifikatsioonikõverate alusel saab hinnata

algset märklaudgeeni kogust proovis (Ginzinger, 2002).

qPCR on kiire, täpne, tundlik, korratav ja automatiseeritav (Valasek & Repa, 2005) ning

sellega on võimalik tuvastada ka antibiootikumiresistentsust kodeerivaid geene (Mutli, 2014).

17



Lisaks on molekulaarsete meetoditega võimalik tuvastada ka mittekultiveeritavaid baktereid

kes ainult kultiveerimismeetodite puhul jääksid tuvastamata (Higgins et al., 2007).

Nimelt on võimalik qPCR-iga mõõta mRNA kogust proovis, mis on sobiv nukleiinhape

bakterite elujõulisuse indikaatoriks kuna tal on keskne roll valgusünteesis ning selle

kadumise kineetika on seotud elujõulisuse kadumisega ja mRNA laguneb kiiresti peale rakku

surma.(Sheridan et al., 1998)

Sheridan et al. (1998) uurisid mRNA tuvastamise ja raku elujõulisuse vahelist seost kuuma

või etanooliga surmatud E.Coli rakkudel. Kuumaga hukatud rakkude puhul, ei olnud

võimalik mõndasi märklaud geene enam tuvastada peale 2 kuni 16 tundi, kuid etanooliga

surmatud rakkude puhul oli võimalik mRNA-d võimalik tuvastada ka peale 16 tunni

möödumist. Vastukaaluks, oli võimalik surnud rakkude 16s RNA-d tuvastada ka peale 16

tunnist inkubeerimist toatemperatuuril.

Enterokokide tuvastamine qPCR meetodi abil on kasulik tööriist patogeensete bakterite

kontsentratsiooni ja saatuse indikeerimiseks biojäätmetes.

Kultiveerimise ja qPCR andmeid kõrvutades saab teada ka paljunemisvõimeliste patogeenide

osakaalu (Viau & Peccia, 2009).

3.2. Indikaatororganismid

Biojäätmetes ja digestaadis võib esineda palju erinevaid patogeene väikestes kogustes ning

nende tuvastamine võib olla keeruline ning aeganõudev. Seetõttu kasutatakse fekaalse saaste

tuvastamiseks indikaatorbaktereid. Indikaatorbakterid on eelistatavalt mitte-tõvestavad

bakterid, keda leidub loomulikult suurtes kogustes inimeste ja loomade seedekulglates

(Sahlström, 2003).

Levinumaiteks indikaatorbakteriteks on Salmonella ja E.coli (Lazcka et al., 2007).
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Joonis 3. Enim kasutatud indikaatorbakterid kirjanduse põhjal (Lazcka et al., 2007)

Eestis kasutatakse käärimisjäägi puhul indikaatoritena salmonellabakterit, E.coli, ja

enterobaktereid (Riigi Teataja, 2016).

Tabel 2. Nõuded biolagunevatest jäätmetest biogaasi tootmisel tekkiva kääritusjäägi kohta
(Riigi Teataja, 2016)

4. Patogeenide ja ARG omavate mikroobide inaktiveerimine

4.1. Patogeenide inaktiveerimine käärimisel

Anaeroobse kääritamisega on võimalik patogeene vähendada, kuid see ei pruugi olla piisav

nende täielikuks eemaldamiseks ning esialgses substraadis leiduvad patogeenid võivad

protsessi üle elada (Nag et al., 2020).

Anaeroobse käärimise puhul mõjutavad patogeenide inaktiveerimist patogeenide omapära,

konkurents kohaliku mikrobioomiga, toitainete kättesaadavus, temperatuur, metabolismi

vaheproduktid, pH ja käärimise aeg (Kunte et al., 2000; Pecson et al., 2007; Smith et al.,

2005).
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Tsüklilise täitmise viisiga biogaasi jaamad on edukamad patogeenide inaktiveerimisel, kuna

käärimise ajal ei lisata substraadiga kaasnevaid patogeene (Jiang et al., 2020)

Erinevalt märgkäärimisest akumuleerub kuivkääritamise puhul rohkem toksilisi

vaheühendeid (Jiang et al., 2020), ning kuivkääritamine on efektiivne sporuleeruvate ja

mitte-sporuleeruvate bakterite inaktiveerimisel, kuid kõrge kuivaine sisalduse nõude tõttu ei

ole kuivkääritamine sobiv viis sõnniku töötlemiseks (Subirats et al., 2022).

4.1.1. Temperatuuri mõju

Kuna mesofiilne käärimine toimub enterobakteritele kodusel temperatuuril (Roberts et al.,

1996), on selle termiline mõju patogeenidele väike. Madalal temperatuuril kääritamise puhul

on põhilisteks patogeene inaktiveerivateks faktoriteks toidupuudus, mürgised laguained ja

konkurents kohaliku mikrobioomiga (Orzi et al., 2015; Smith et al., 2005)

Üldiselt peetakse tõhusamaks hügieeni nõuete täitmisel termofiilset kääritamist.

Jiang et al (2020) tõid oma ülevaate artiklis välja, et keskmiselt on mesofiilse kääritamisega

võimalik saavutada kuni 3 log10 patogeenide vähendamine, samas kui termofiilsega on

saavutatud 4-5 log10 vähendamine (Jiang et al., 2020).

Temperatuuri tõustes muutub raku membraan vedelamaks ja läbilaskvamaks ning membraani

valgud denatureeruvad (Bischof et al., 1995). See omakorda kiirendab mürgiste ainete

difusiooni rakku. Lisaks võib temperatuur mõjutada ka mürgiste vaheainete, nagu lenduvad

rasvhapped ja ammoniaak, moodustumist (Jiang et al., 2020).
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Tabel 3. Erinevate töötlemisviiside mõju kultiveeritavatele bakteritele, viirustele ja
helmintidele kirjanduse andmetel.

Patogeen
Lähte-

materjal

Kääriti temp.

(°C)

Kääriti

toite-

süsteem

Arvukus

lähte-

materjalis

log10
vähenemine

Arvukus

digestaadis

Kirjanduse

viide

Salmonella

spp
sealäga 20 pidev

2.2x103

(CFU/mL)
1.2–1.4

(Massé et al.,

2011)

lehmasõnnik 55 pidev
1000-1500

MPN/g DM

<1

MPN/g DM

(Harikishan &

Sung, 2003)

seasõnnik 22 tsükliline
106-107

(CFU/mL)

101-102

(CFU/mL)

(Fongaro et

al., 2018)

Listeria

monocytogene

s

jääkmuda 35 pidev >106/g DS 1.8×104/g DS
(Horan et al.,

2004)

Enterococcus jääkmuda 34-39 pidev
3.6x104

(CFU/mL)
2x103

(Sahlström et

al., 2004)

jääkmuda 55 pidev
3.2x104

(CFU/mL)

Ei

tuvastatud

(Sahlström et

al., 2004)

fekaalsed

koli-laadsed

bakterid

Sealäga +

põllu-

majandus

jäätmed

39 pidev
1.55x105

(CFU/mL)

1.09x103

(CFU/mL)

(Orzi et al.,

2015)

Escherichia

coli
jääkmuda 34-39 pidev

3.6x105

(CFU/mL)

8.4x103

(CFU/mL)

(Sahlström et

al., 2004)
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lehmasõnnik 55 pidev

0.54x106-

1.44x106

(CFU/mL)

< 102

(CFU/mL)

(Aitken et al.,

2007)

lehmasõnnik 25 tsükliline
6.5 × 107

(CFU/mL)

< 102

(CFU/mL)

(Pandey &

Soupir, 2011)

Toidujäätmed

ja sealäga
37 tsükliline

7.9 × 108

(CFU/mL)
Ei tuvastatud

(Jiang et al.,

2018)

Piimakarja

läga
52.5 tsükliline

2.5x 107

(CFU/mL)
Ei tuvastatud

(Pandey &

Soupir, 2011)

Clostridium

spp.
jääkmuda 55 pidev

1.7x105

(CFU/mL)

105

(CFU/mL)

(Sahlström et

al., 2004)

jääkmuda 34-39 pidev
1.7x105

(CFU/mL)

6x104

(CFU/mL)

(Sahlström et

al., 2004)

jääkmuda
Meso-

fiilne
tsükliline

1.31x105

±1.41 × 105

(CFU/mL)

3.9x104

± 4.85x104

(CFU/mL)

(Xu et al.,

2014)

lehmasõnnik 55 tsükliline
103-104

(CFU/mL)
<1

(Watcharasuk

arn et al.,

2009)

Poliovirus jääkmuda 51 tsükliline
104-106

PFU/L

Alla tuvastus-

piiri

(Aitken et al.,

2005)

jääkmuda 34 pidev
106

PFU/L
~1.2

(Sanders et

al., 1979)
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Ascaris

munad
jääkmuda 49 tsükliline

4x105

muna/L

101-102

muna/L

(Aitken et al.,

2005)

jääkmuda 55 tsükliline
4x105

muna/L

Alla tuvastus-

piiri

(Aitken et al.,

2005)

Samas leidsid Fu et al. (2014) molekulaarseid meetodeid kasutades, et anaeroobsel

kääritamisel mõjutab temperatuur vaid bakterite kultiveeritavust, mitte ei hävita neid.

Nende läbiviidud katses langes kultiveeritava E.coli hulk mitte tuvastatavale tasemele

termofiilsel ja mesofiilsel kääritamisel vastavalt 7 ja 22 päevaga, kuid RT-qPCR abil

tuvastatud elujõuliste bakterite arv oli sarnane, vastavalt 108 MPN g/dw ja 107MPN g/dw.

Kääritusjääkide tsentrifuugimise tagajärjel tõusis mõlemas digestaadis kultiveeritav E.Coli

sarnasele tasemele 102MPN g/dw.

Peale 30 päeva toatemperatuuril hoiustamist püsis mõlemas digestaadis elujõuliste bakterite

arv 108 MPN g/dw kandis, kuid kultiveeritavate bakterite arv oli termofiilse käärituse jäägis

tõusnud tasemele 2.7 log1o MPN g/dw ja mesofiilse omas langenud tasemele 1.6log10MPN

g/dw (Fu et al., 2014).

Q. Jiang et al. (2013) leidsid samuti, et mesofiilse kääritamise käigus püsisid elujõuliste E.

coli, Salmonella typhimurium ja Shigella flexneri bakterite arvukused võrdlemisi stabiilsed,

kuid kultiveeritavate bakterite arvukus langes vastavalt 3, 5 ja 5 log ühiku võrra.

4.1.2 Toksilised vaheühendid

Lenduvad rasvhapped (VFA) on bakterite jaoks mürgised vaheühendid, mis läbivad

rakumembraani ja eraldavad tsütoplasmasse H+ ioone, mille väljutamine on energiakulukas

ning kurnab rakku (Puchajda & Oleszkiewicz, 2006).

Lenduvate rasvhapete toksilisust bakteritele mõjutavad pH, temperatuur ja rasvhappe pikkus

(Jiang et al., 2020).

Temperatuuri tõusmisega, suureneb lenduvate rasvhapete difusioon läbi rakumembraani.

Neutraalse pH juures on VFA mõju patogeenidele väike, kuid toksilisus tõuseb jõudsalt

happelises keskkonnas (Salsali et al., 2006).
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Ammoniaak tekib valkude anaeroobsel lagunemisel ning on mürgine paljudele

mikroorganismidele, kaasa arvatud viirused ja parasiidid (Jenkins et al., 1998; Park &

Diez‐Gonzalez, 2003; Ward, 1978), kuid kõrge ammoniaagi tase häirib ka

metaankäärimisega seotud mikroobe (Hashimoto, 1986).

4.2. Anaeroobse käärimise mõju antibiootikumiresistentsetele bakteritele ja

antibiootikumiresistentsusgeenidele

Koos üleüldise indikaatororganismide vähenemisega, väheneb ka kultiveeritavate

antibiootikumiresisntsete bakterite (ARB) kontsentratsioon termofiilsel käärimisel rohkem

kui mesofiilsel käärimisel (Youngquist et al., 2016). Näiteks Beneragama et al. (2013)

läbiviidud katses langesid kindlate kultiveeritavate kanamütsiini ja oksütetratsükliini

resistentsete bakterite populatsioonid lehmasõnniku meso- ja termofiilse kääritamise käigus

vastavalt 90% ja 100% ning Han et al. (2009) ei tuvastanud ARB peale 3 päeva termofiilset

kääritamist.

ARG-dele pühendunud uuringud annavad aga vastakaid tulemusi, kus käärimisel mõned

ARG-d vähenevad, teised aga võivad paljuneda ning ARG konsentratsioon kääritusjäägis on

tugevalt mõjutatud käärituse tehnoloogiast ja kohaliku mikrobioomi liigilisest koosseisust

(Ma et al., 2011; Miller et al., 2013).

Ma et al. (2011) uurisid anaeroobse käärimise mõju ARG-dele sulⅠ, sulⅠⅠ, erm(B),

erm(F),tet(O), tet(W), tet(C), tet(G), tet(X). Lisaks jälgiti ka geeni intI1, et hinnata

horisontaalse geeniülekande potentsiaali.

Mesofiilne käärimine vähendas märgatavalt geene sulⅠ, sulⅠⅠ, tet(C), tet(G), ja tet(X),

kuid geenide tet(W), erm(B) ja erm(F) tasemed tõusid võrreldes substraadiga.

Termofiilne kääritamine tagas tõhusama erm(B), erm(F), tet(O), ja tet(W) geenide

vähendamise, kuid teiste ARG ja intI1 puhul tagas mesofiilsega sarnase või halvema

vähendamise. Termiline hüdrolüüs eeltöötlusena vähendas drastiliselt kõiki ARG, kuid

üldiselt need taastusid järgneva kääritamise käigus).

Miller et al. (2013) läbiviidud katses olid samuti tet(O) ja tet(W) tasemed kõrgemad peale

mesofiilset kääritamist
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Mario Mutli läbiviidud katses, kus uuriti patogeenide ja ARG-de sisaldust lüpsikarja

vedelsõnnikus ja sellest toodetud digestaadis, tuvastati digestaadis patogeen E. faecalis ning

ARG-d tetA, tetB, sul1, qnrS blaTEM1 ja blaCTX-M. Anaeroobne kääritamine vähendas

märgatavalt ARG-de qnrS, blaTEM1 ja blaCTX-M arvukust, kuid suurendas patogeeni E.

faecalis ning ARG-ide tetA, tetB ja sul1 arvukust (Mutli, 2014).

Riaz et al. (2020) uurisid kanasõnniku kääritamise mõju ARG-dele ning leidsid, et

anaeroobne käärimine suurendas geenide ere(A) ja tet(A) üldist kogust.

Lisaks täheldati ARG-de ja intl1 koos esinemist.

4.3. Digestaadi eel- ja järeltöötlus

Lisaks anaeroobsele kääritamisele on veel mitmeid meetodeid patogeenide vähendamiseks

lõpptootes, nende seas kompostimine, töötlemine lubja, kloori, UV-kiirguse, osooni või kõrge

rõhuga (Álvarez et al., 2003; Erickson & Ortega, 2006). Kõige tavapärasemaks eeltöötluseks

vastavalt Euroopa komisjoni soovitustele on enne kääritamist substraadi pastöriseerimine

70°C juures 1 tund (Nag et al., 2020; Smith et al., 2005). Mõned patogeenid, nagu

Clostridium spp. võivad tänu kaitsemehhanismidele selle üle elada (Sahlström et al., 2008).

Läbi digestaadi lisatöötluse on võimalik saada kvaliteetsem ja ohutum toode ning

levinumaks järeltöötluseks on kääritusjäägist tahkise eraldamine ja selle komposteerimine

(Zeng et al., 2016).

4.4. Digestaadi käitlemine kompostimise abil

Kompostimine on kontrollitud tingimustes kulgev aeroobne eksotermiline bioloogiline

lagundamisprotsess, milles orgaaniline aine laguneb bakterite ja seente ning muude

organismide elutegevuse toimel homogeenseks huumusrikkaks materjaliks (Riigi Teataja,

2013).

Eestis on tööstuslikule kompostimisele seadusega seatud järgmised nõuded:

(1) komposti tootja peab tagama toimiva kompostimise protsessi.

(2) kompostitava materjali viibeaeg peab sõltuvalt temperatuurist olema:

1) kompostimisel avatud aunades temperatuuril ≥55 °C vähemalt 10 ööpäeva;

2) kompostimisel avatud aunades temperatuuril ≥65 °C vähemalt 3 ööpäeva;
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3) kompostimisel kinnises reaktoris või välitingimustest eraldatud süsteemis temperatuuril

≥60 °C vähemalt 3 ööpäeva.

Aunades kompostimisel tuleb kompostitav materjal regulaarselt mehaaniliselt läbi segada või

lisada aunadesse gaasivahetuse kanalid, et tagada nõuetekohane protsess kogu materjali

ulatuses (Riigi Teataja, 2013).

4.4.1. Patogeenide inaktiveerimine kompostimisel

Üldiselt peetakse kompostimist tõhusaks meetodiks patogeenide inaktiveerimisel ning õigetel

tingimustel on võimalik eemaldada enamik patogeene (Manga et al., , 2023). Ebapädev

kompostimine võib aga tuua kaasa patogeenide nagu Clostridium sp., E.coli ja Salmonella

püsimise lõpptootes (Jones & Martin, 2003)

Enamus patogeenseid baktereid on kohanenud elama peremeesorganismi kudedes või

vedelikes temperatuuril ca. 37°C ning üldiselt ei paljune väljaspool vastavat keskkonda. Ka

viirused, algloomad ja helmintid vajavad paljunemiseks loomset kude. Samas on erandeid

nagu E.coli ja Salmonella, kes on võimelised paljunema fekaalidega reostunud vees või

vastavate toitainete olemasolul ka steriliseeritud kompostis (Jones & Martin, 2003)

Kompostimine on tüüpiliseks digestaadi järeltöötlemise meetodiks, kus väga olulisteks

faktoriteks on termofiilse faasi temperatuur ja kestus.

Lisaks mõjutavad patogeenide inaktiveerimist kompostimisel niiskus, õhustatus, segamise

sagedus, tugiaine, toitainete hulk, happelisus, toksilised laguained ning kohalik mikrobioom

(Manga, Muoghalu, & Acheng, 2023; Subirats et al., 2022).

Digestaadi tahke osa kompostimine muudab selles olevad toitained taimedele kergemini

omastatavaks vähendab patogeenide sisaldust ja fütotoksilisust (Song et al., 2021; Zeng et al.,

2016).

4.4.1.1. Temperatuuri mõju
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Erinevatel patogeenidel on erinevad temperatuuri taluvuse piirid. Kindla temperatuuri

saavutamisel raku ensüümid denatureeruvad ning muutuvad pöördumatult kasutuks, mille

tagajärjel muutub ka rakk eluvõimetuks, kuna ensüümid mängivad olulist rolli raku

elutegevuses (Wichuk & McCartney, 2007).

Kompostimise temperatuur sõltub lähtematerjali C:N suhtest, niiskusest,, hapniku

kättesaadavusest ja välistemperatuurist. Lisaks on temperatuuri mõju mikroorganismidele

sõltuv muutujatest nagu pH, niiskus, segamise sagedus ja tugiaine (Manga et al, 2023)

On tõendeid, et kompostimise termofiilses faasis saavutatud kõrge temperatuur aitab

vähendada ARB ja ARG kogust (Youngquist et al., 2016), kuna kõrge temperatuur takistab

konjugatiivset plasmiidi ülekannet bakterite vahel (Guan et al., 2007).

Kuigi sporuleeruvad bakterid on väga vastupidavad ebasoodsatele tingimustele, on

kompostimisega võimalik neid vähendada (log vähenemine 1.7-6.5), kui kompostimise

temperatuur ulatub termofiilses faasis >60 °C (Subirats et al., 2022).

Xu et al. (2016) läbiviidud katses suudeti aunkompostimisega vähendada C. perfringens ja C.

difficile arvukust jääkmudas vastavalt 2.8 ja 3.4 log võrra, kui temperatuur ulatus >70 °C.

Lisaks bakteritele on kompostimine tõhus ka patogeensete algloomade ja helmintide

inaktiveerimisel, kui temperatuur ulatub mõneks päevaks 60-70°C (Manga et al., 2023).

Déportes et al. (1998) täheldasid, et Ascarise munad püsisid kompostimise käigus elus 27

päeva, millest 16 päeva oli temperatuur >55°C.

Samas täheldasid Cabañas-Vargas et al. (2013) kõigest 81% helmintide munade

inaktivatsiooni jääkmuda kompostimisel 30 päeva jooksul, kus temperatuuri >55°C hoiti üle

15 päeva .

Koné et al. (2007) näitasid, et 90%-100% Ascarise munade suremus on võimalik saavutada

jääkmuda ja orgaaniliste jäätmete koos-kompostimisel 80 päevaga, millest 40 päeva oli

temperatuuril >45°C ja 21 päeva >60°C, kuid munad püsisid elujõulisena peale termofiilset

faasi veel 55 päeva ning need inaktiveerusid komposti küpsemise faasis, mille põhjal saab

hüpotiseerida, et patogeenide inaktivatsioon kompostimisel ei põhine ainult temperatuuril .

Franke-Whittle et al. (2014) kasutasid molekulaarseid meetodeid uurimaks

mikroobikoosluste muutusi digestaadi kompostimisel. Nad tuvastasid Salmonella peale
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termofiilset (55°C) faasi värskes (20 päeva) ja poolküpses (34 päeva) kompostis, kuid

Salmonella kogus oli langenud alla tuvastamispiiri küpses (63 päeva) kompostis kahes

kolmest katses. See näitab, et lisaks temperatuurile on muid digestaadi kompostimisel

hügieeni mõjutavaid faktoreid. Lisaks tuvastati kõigis toormetes Listeria, kuid seda ei

tuvastatud üheski küpses kompostis.

4.4.1.2. Segamine ja õhustatus

Pidev aeratsioon soodustab soojuse teket ja komposti mikroobide arengut, kes konkureerivad

patogeenidega toitainete pärast või toituvad neist (Ravva & Sarreal, 2014). On täheldatud, et

aeroobsed tingimused on efektiivsed enteroviiruste ja ssDNA viiruste hävitamisel ning

aereerimine vähendab kindlate patogeenide inaktiveerimis aega (Grewal et al., 2006; Munch

et al.,1987).

Lisaks aitab sageda komposti läbisegamine vähendada E.coli ja Enterococcus spp. arvukust,

kuna tihe segamine toob kaasa mitmeid soojenemis tsükleid, mis on tõhusamad patogeenide

inaktiveerimisel ka madalamatel temperatuuridel.

Seega on aeratsioon oluline parameeter patogeenide inaktiveerimisel, eriti kompostimise

mesofiilses ja küpsemise faasis (Manga et al, 2023; Manga, Muoghalu, Camargo-Valero, et

al., 2023).

4.4.1.3. Tugiained, toksilised laguained ja pH

Tugiained mängivad kompostimisel olulist rolli, kuna nende koostis võib soodustada või

takistada patogeenide inaktivatsiooni.

Põhu kasutamine tugiainena kiirendab inaktivatsiooni oma kõrge pH ja kiudaine sisalduse

tõttu (Lepesteur, 2022).

Söe lisamine võimaldab saavutada kõrgemaid temperatuure pikema aja vältel kuna süsi on

poorne ning aitab seeläbi kaasa õhutamisele ning on pinnaks kohalikele mikroobidele (Manu

et al., 2021; Wu et al., 2017).

Ligniini sisaldavad tugiained nagu saepuru aitavad kaasa patogeenide inaktiveerimisele, kuna

nende lagundamise käigus tekivad mürgised fenoolsed ühendid (Erickson et al., 2014).
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Kompostimise käigus tavaliselt pH väärtus tõuseb metaboolsete kõrvalproduktide nagu

süsihappegaas, orgaanilised happed ja ammoniaak tõttu (Popat et al., 2010), mis võivad olla

mürgised ning aidata kaasa patogeenide inaktiveerimisele (Avery et al., 2012). Näiteks

ammoniaak on väga reageeriv ja efektiivne fekaalsete kolibakterite ja helmintide munade

inaktiveerimisel, kuid selle toksilisus on sõltuv pH-st (Pecson et al., 2007).

4.4.1.4. Komposti mikrobioom

Kompostis leiduvate mikroobide poolt toodetud toksilised ained mängivad olulist rolli

patogeenide inaktiveerimisel (Manga, Muoghalu, & Acheng, 2023).

Sidhu et al. (2001) täheldasid katses, et steriliseeritud ja Salmonella typhimuriumiga

nakatatud kompost koloniseeriti kiiresti jõudes koguseni 108g-1, samas kui

mitte-steriliseeritud kompostis oli Salmonella kasv pidurdatud ning jõudis tasemele 103g-1 .

Mõned mikroorganismid nagu näiteks Penicillium toodavad Salmonellat ja teisi patogeene

pärssivaid antibiootikume (Larsen & Knøchel, 1997).

Patogeene pärssivaid mikroobe saab kompostile lisada erinevate tugiainetega.

Piimakarja sõnnikus leiduvad saprofüütsed bakterid toodavad antimikroobseid aineid, mis

aitavad kaasa patogeenide inaktivatsioonil (Manga, Muoghalu, & Acheng, 2023).

Linnu suled kannavad endaga bakterit Bacillus lichenoformis, kes suudab mesofiilsetes

tingimustes toota helmintide mune surmavaid ensüüme.

Manga et al. (2016) täheldasid 100% helmeniitide munade suremust 4 nädalaga jääkmuda

kompostis kuhu oli lisatud kanasulgi, kui ilma saavutati 8 nädalaga 93.7% suremus .

Lisaks võib kisklust pidada üheks patogeene hävitavaks faktoriks kompostis. Puri & Dudley

(2010) täheldasid olulist Escherichia coli O157:H7 vähenemist protistide kiskluse tagajärjel

kompostis. Li et al.(2022) katses täheldati tetratsükliini resistentsete geenide vähenemist

seene Phanerochaete chrysosporium tõttu, kuna tetratsükliini-resistentsus geene kandvad

bakterid tungisid seene rakku, jäid sinna kinni ja lüüsiti koos oma geenidega seene poolt ära.
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4.4.1.5. Niiskus

Niiskuse sisaldus mõjutab orgaanilise aine lagundamise kiirust ning sporuleeruvate bakterite

hävinemist, kuna endospooridel on suurem vastupanu võime kuivale kuumusele. Lisaks

mõjutab niiskus kompostimise temperatuuri ja õhustatust (Harvey, 2019; Manga, Muoghalu,

& Acheng, 2023).

4.4.1.6. Kompostimise tehnoloogia

Reaktor-kompostrid on tõestanud ennast patogeenide inaktiveerimisel, kuid nad on kallid

ning neil on kõrged ülalpidamiskulud ja suur energianõudlus. Aunkompostimine on odavam,

kuid täieliku patogeenide inaktivatsioon tagamiseks (rohkem kui 99.99% või 4-log

vähenemine) peaks temperatuur ületama 55°C 100 päeva. Kuna soovitud temperatuuri

peavad saavutama kõik komposti osad, on soovitatav tihe segamine, et tagada kogu komposti

massi läbi soojenemine (Manga, Muoghalu, & Acheng, 2023).

Lisaks on võimalik digestaati töödelda ka vermikompostimisega (Krishnasamy et al., 2014).

4.4.2. Kompostimise mõju antibiootikumiresistentsetele bakteritele ja

antibiootikumiresistentsusgeenidele

Kuigi kompostimine on levinud digestaadi käitlemise viis, on kirjandust mis uurib

kompostimise mõju digestaadis leiduvatele ARG-dele vähe. Rohkem on kirjandust, mis

keskendub sõnniku kompostimisele, kuid ka siin leidub vastakaid tulemusi.

Kompostimisega võimalik vähendada mitmeid meditsiinilise tähtsusega ARG-ne, aga need

püsivad ka küpses kompostis ning võivad levida keskkonda (Oliver et al., 2020; Riaz et al.,

2020; Walczak & Xu, 2011).

Lisaks on täheldatud ka kindlate ARG-de tasemete tõusu kompostimisel (Riaz et al., 2020; Su

et al., 2015)

30



ARG-de saatust kompostimisel mõjutavad kompostimise tehnoloogia, antibiootikumide ja

nende jääkide sisaldus algaines, raskemetallid, horisontaalne geeniülekanne ning muutused

mikrobioomis (Qian et al., 2018; 2016).

Gurmessa et al., (2021) uurisid ARG-de erm(B), tet(K), tet(M), tet(O) ja tet(S) saatust

digestaadi kompostimisel ning leidsid, et sõltuvalt tugiainest on võimalik eemaldada rohkem

kui 80% kõigist uuritud ARG-dest ning nad seostasid ARG-de kadu mikrobioomi

muutustega).

Tabel 4. ARG-de muutused kompostimisel
Viide ARG geen Muutus Algaine

(Gurmessa et

al., 2021) ermB vähenes >80% digestaat

tetK vähenes >80% digestaat

tetM vähenes >80% digestaat

tetO vähenes >80% digestaat

tetS vähenes >80% digestaat

(Qian et al.

2016) tetC vähenes lehmasõnnik

tetG vähenes lehmasõnnik

tetM vähenes lehmasõnnik

tetQ vähenes lehmasõnnik

tetX vähenes lehmasõnnik

ermB vähenes lehmasõnnik

aac(6’)-Ib-cr vähenes lehmasõnnik

intl2 vähenes lehmasõnnik

sul1 stabiilne lehmasõnnik

sul2 stabiilne lehmasõnnik
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(Riaz et al.,

2020) blaCTX-M vähenes kanasõnnik

intl1 vähenes kanasõnnik

aac6’-Ib vähenes kanasõnnik

aadA vähenes kanasõnnik

oqxB vähenes kanasõnnik

qnrD tõus kanasõnnik

sul1 tõus kanasõnnik

tetA tõus kanasõnnik

(Cao et al.,

2022) blaCTX-M vähenes sea ja kanasõnnik

intl1 vähenes sea ja kanasõnnik

oqxB vähenes sea ja kanasõnnik

aac6’-Ib vähenes sea ja kanasõnnik

aadA vähenes sea ja kanasõnnik

qnrD vähenes sea ja kanasõnnik

sul1 vähenes sea ja kanasõnnik

tetA vähenes sea ja kanasõnnik

ereA tõus sea ja kanasõnnik

(Sharma et al.,

2009) tetG vähenes veisesõnnik

ermB vähenes veisesõnnik

ermC vähenes veisesõnnik
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ermF vähenes veisesõnnik

ermT vähenes veisesõnnik

ermX vähenes veisesõnnik

5. Patogeenide ja antibiootikumiresitentsusgeenide püsivus keskkonnas

Kuna muld on väga keeruline ja mitmekülgne keskkond, on raske ennustada patogeenide

püsivust mullas, mis on tingitud paljudest faktoritest, nende hulgas patogeeni liik ja kogus,

mulla lõimis, kohalik kliima, kohalik mikrobioom jne (Piveteau et al., 2022).

Coelho et al. (2020) näitasid, et digestaadis domineerivad mikroobid ei suutnud asustada

mulda ning 2 aastat digesaadiga väetamist ei mõjutanud mulla mikrobioomi.

Goberna et al. (2011) uurisid kultiveeritava E.coli, Salmonella ja Listeria püsivust mullas

peale väetamist värske ja anaeroobselt kääritatud sõnnikuga ning leidsid, et uuritud

patogeenid langesid kontrolltasemele 3 kuuga.

Gondim-Porto et al. (2016) uurisid kolibakterite, enterokokide ja Clostridium spp. spooride

püsivust jääkmuda digestaadiga väetatud mullas.

Madala digestaadi koguse (40 Mg·ha− 1) puhul langes kolibakterite arvukus kontrolltasemele,

kuid kõrge koguse (160 Mg·ha− 1) puhul püsis kolibakterite tase kõrge (4–5 log10CFUs·g−1)

peale 24 kuud. Ka enterokokid ja Clostridium spp. spoorid olid arvukamad digestaadiga

väetatud muldades peale 24 kuud.

Gómez-Brandón et al. (2016) võrdlesid erinevate orgaaniliste väetistega mulda viidud

bakterite püsivust mullals. 60 päeva peale väetamist oli kultiveeritava C.perfringens tase

madalaim digestaadiga väetatud mullas.

Samas tõid autorid välja, et digestaat on vedel ja sellega mulda viidud mikroorganismid

võivad kergemini sattuda sügavamale mulla kihtidesse.
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Nõlvak et al. (2016) uurisid ARG-de sul1, tetA, blaCTX-M, blaOXA2, qnrS ning

horisontaalse geeniülekandega seotud geenide intl1 ja intl2 muutusi mullas erinevate väetiste

kasutamisel. Mitte-väetatud mullas esinesid stabiilsed tetA, blaCTX-M ja sul1 tasemed,

millest kõige arvukam oli tetA (9.63 × 104koopiat g− 1 dw− 1) ning blaCTX-M ja sul1 kogused

olid üks või kaks suurusjärku väiksemad.

Sõnniku või digestaadiga väetamise järel tõusid geenide Sul1, blaCTX-M, intl1 ja intl2

kogused, mis aja möödudes langesid, kuid ei saavutanud katse lõpuks (180 päeva) esialgseid

tasemeid. Enne katse algust võetud proovidega määrati, et eelneval aastal digestaadiga

väetatud mullas oli märgatavalt kõrgem blaCTX-M kogus ja osakaal võrreldes kontrolliga

kuid väiksem tetA kogus ja osakaal, mis viitab tõenäoliselt püsivamatele muutustele mulla

bakterite kooslustes väetamise tulemusena.

6. Arutelu

Biogaasi ja kääritusjäägi tootmine omab suurt potentsiaali ringmajanduse edendamisel, kuid

kääritusjäägi kasutamisel tuleb veenduda selle ohutuses

Hetkel Eestis kehtivad kääritusjäägi kvaliteedinäitajad ei arvesta vastupidavate patogeenidega

nagu Clostridium sp. ega mittekultiveeritavas olekus bakteritega.

Klassikalised biogaasi toormed: sõnnik ja reovesi, sisaldavad patogeene, millest

vastupidavamad (nt. Clostridium sp.) elavad üle levinud kääritamise meetodeid (Sahlström,

2003; Subirats et al., 2022). Siiski on võimalik kääritamisprotsessi optimeerida võimalikult

väikse patogeenide sisalduse saavutamiseks. Käesoleva töö autor peab sõnniku ja reovee

käitlemisel sobivaks tsüklilise täitmisviisiga termofiilseid biogaasijaamu, mis on üldiselt

edukamad patogeenide vähendamisel . Vaatamata sellele vajab reoveest ja sõnnikust saadud

digestaat ohutuse saavutamiseks enamasti täiendavat töötlust (Subirats et al., 2022).

Levinud lisatöötlused on toorme pastöriseerimine enne kääritamist (Nag et al., 2020) ning

kääritusjäägi tahese kompostimine (Zeng et al., 2016).

Eestis kehtivad nõuded tööstuslikule kompostimisele tagavad märkimisväärse patogeenide

vähenemise, kuid aunkompostimine ei pruugi tagada täielikku patogeenide hävimist).
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Aunkompostimise tõhusust patogeenide eemaldamisel saab mõjutada õhustamise ja

tugiainetega ning kui digestaadi kompostimisel keskenduda kääritamist üle-elanud

mikroobidele, on võimalik saavutada hügieeninõuetele vastav toode).

Eestis peab aunkompostimisel arvestamaga ka kliimaga, kuna talvel on raskem saavutada

nõutele vastavale temperatuuril püsimist. Siiski on talvistes oludes aunkompostimine

võimalik, kui kasutada sobivaid tugimaterjale (nt sütt) ning protsessi optimeerida (Liiv,

2019).

Orgaanilistest jäätmetest toodetud väetiste ohutuse hindamisel tuleks tähelepanu pöörata ka

mittekultiveeritavatele bakteritele .

Töö autor ei leidnud ühtegi uuringut mis jälgiks elujõuliste patogeenide saatust läbi

järgnevate käitlemis etappide: tooraine-kääritamine-kompostimine-mulda viimine.

Samas võib eeldada, et kui anaeroobsel käärimisel VBNC olekusse sunnitud bakterid peavad

läbima ebasoodsaid tingimusi ka kompostimisel ning mullas, ei kujuta nad endast suurt ohtu,

kuna töötlus protsessi jooksul tekitatud stress kurnab neid ja VBNC olekus bakterid

eemaldatakse olulisel määral.

Üheks võimaluseks patogeensete VBNC bakterite ohu vähendamiseks oleks vädu ja tahese

eraldamine kasutades teisi meetodeid kui tsentrifuugimine, mis põhjustab bakterite väljumist

VBNC olekust (Higgins et al., 2007).

Kuigi kääritamise ja kompostimisega on võimalik vähendada kindlaid meditsiinilise

tähtsusega ARG-ne substraadis, ei taga kumbki töötlus täielikku ARG eemaldamist ning

mõned ARG-d võivad töötluse käigus ka paljuneda (Ma et al., 2011; Riaz et al., 2020).

Pidev ARG-de rikka väetise kasutamine võib kaasa tuua püsivamaid muutusi mulla

mikrobioomis (Nõlvak et al., 2016).

Koduseks biogaasi tootmiseks peab autor paslikuks kasutada väikese ohufaktoriga taimset

päritolu toormeid, et vältida kääritusjäägi lisatöötlemise vajadust.
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Lisaks on Eesti kliimas mõistlik võtta eeskuju Rootsis asuvast Suderbyni kogukonna

biogaasijaamast, kus on inokulaadina kasutatud segu meso- ja psührofiilsetest metaani

tootvatest mikroorganismidest. See tagab biogaasi tootmise ka jahedates tingimustes (≥ 6°C)

(R. Hall, personal communication, 2023; Suderbyn, 2023).

Kodustes tingimustes kõrge riskifaktoriga toormest toodetud digestaadi kasutuseks võiks

kaaluda energiavõsa või viljapuude väetamist, vältides digestaadi sattumist taime

maapealsetele osadele.
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Kokkuvõtte

Käesolev töö annab kirjanduse põhjal ülevaate biogaasi kääritusjäägis leiduvatest

mikroobsetest riskifaktoritest nagu patogeenid ja antibiootikumiresistentsusgeenid ning neid

mõjutavatest protsessidest. Töös on keskendutud enamlevinud digestaadi käitlemise

meetoditele.

Tähelepanu pööramine mikroobsed riskifaktoritele on oluline just sõnniku ja reovee

käitlemisel, mis on ühed levinud biogaasi tootmise toormed Eestis. Anaeroobse kääritamise

ning kääritusjäägi kompostimise protsesse optimeerides on ka neist võimalik saavutada

kehtivatele ohutusnõuetele orgaaniline väetis.

Kääritusjäägi ning sellest toodetud komposti ohutuse hindamisel peaks arvestama ka

mittekultiveeritavate ja sporuleeruvate patogeenidega, mis hetkel ei kuulu Eestis kehtivate

kvaliteedinäitajate hulka.

Kirjanduse andmete põhjal anaeroobne kääritamine ega kompostimine ei taga täielikku

antibiootikumiresistentsus geenide hävitamist digestaadis ning ARG rikka väetise kasutamine

põhjustab nende levikut keskkonda.

Kodustes tingimustes biogaasi ja digestaadi tootmisel tuleks vältida suure riskifaktoriga

substraate, et saada kehtivatele hügieeninõuetele vastav toode.
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Assessment of microbial hazards in biogas digestate

Harold Oja

Summary

The current thesis presents an overview, based on literature, of microbial hazards connected

to biogas digestate, such as pathogens and antibiotic resistant bacteria, and processes

influencing these hazards, with emphasis on most common processing methods.

Microbial hazards are prevalent in manure and sewage sludge, which are common substrates

for biogas production. By optimising the anaerobic digestion and subsequent composting,

even these substrates can be turned into organic fertilisers that meet the current safety

standards.

When evaluating the safety of organic fertilisers, viable-but-not-culturable pathogens and

spore-forming pathogens should also be considered, but they are not included in the current

safety standards in Estonia.

Neither anaerobic digestion, nor composting can completely remove microbes possessing

antibiotic resistance genes (ARGs) from manure or sewage sludge, and usage of fertilisers

containing high amounts of ARGs can lead to their dissemination into soil.

When producing biogas at home, substrates with potentially high hazard should be avoided to

obtain a digestate that meets current safety standards.
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