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Mikrobilaakkeille resistenttien bakteerikantojen yleistyminen on kasvava maailmanlaajuinen ongelma.
Suomessa antibioottien kayttd tuotantoeldimilla on useisiin muihin maihin n&hden vahaistd, mutta silti
potentiaalinen riski. L&&kittyjen eldinten lantaan erittyy mikrobiladkejadmida ja resistentteja bakteerikantoja,
ja lannan lannoitekaytt6 voikin olla riski niiden leviamiseen peltoon ja edelleen luontoympéristdén. Lannan
tehokas kayttd edistdd ravinnekiertoa maataloudessa ja Suomikin tavoittelee lisdd lannan prosessointia.
Keskitetyista laitoksista lagdkejadmat ja resistentit bakteerikannat voivat levité entisté laajemmalle. Toisaalta
prosessointi voi mahdollistaa l&4&kejadmien ja resistenttien kantojen tuhoutumisen. Biokaasuprosessi
mahdollistaa yhtaaikaisen lannan ravinteiden ja energian hyédyntamisen. Mikrobildékkeet voivat kuitenkin
héirita sen mikrobiologiaa. Toisaalta ladkeaineet voivat myos hajota taysin tai osin prosessin aikana.

Kahden Suomessa yleisesti eldinlddkityksessa kéytetyn antibiootin, oksitetrasykliinin ja siprofloksasiinin,
vaikutusta lypsykarjan lietelannan metaanintuottoon tutkittiin eri pitoisuuksina ja seoksina. Kokeella sel-
vitettiin, miten ja mill& pitoisuuksilla antibiootit vaikuttavat metaanintuottoa alentavasti.

Tutkimus toteutettiin 30 vrk panostoimisella kokeella kayttden automatisoitua metaanipotentiaalin mit-
tauslaitteistoa AMPTS Il (Bioprocess Control AB, Ruotsi). Kokeessa seurattiin lypsykarjan lietelannan
hajoamista ja ymppina oli maatilan biokaasulaitoksen médate. Antibiootit lisattiin lannan ja ympin seokseen
vesiliuoksina. Kokeessa oli 14 koejasenté. Lietelantakontrollin ja pelk&n ympin lisdksi oli 12 erilaisia
antibioottikasittelyja: 4 oksitetrasykliinipitoisuutta (10-500 mg kg?), 4 siprofloksasiinipitoisuutta (2-50 mg
kgl) seka 4 seosta, joissa siprofloksasiinipitoisuus oli 10 ja 20 mg kg* ja oksitetrasykliinipitoisuus 50 ja
100 mg kg™

Lietelannan metaanipotentiaali oli 218 m3CH, MgVS? (kontrolli). Eniten lannan hajoamista esti oksitetra-
sykliinipitoisuus 500 mg kg, joka tuotti metaania 48% vahemman, 105 m*CH4 MgVS™. Oksitetrasykliinin
pitoisuudella 10 mg kg™ ei havaittu vaikutusta metaanintuottoon, mutta seuraavaksi suuremmalla annoksella
50 mg kg* metaanintuotto heikkeni selvasti (170 m*CH, MgVS?). Samoin siprofloksasiinin pienimmalla
annoksella 2 mg kg? ei vaikutusta havaittu, mutta 10 mg kg vahensi metaanintuottoa (197 m3CH; MgV'$s
). Seoskasittelyiden iepimmallé_ tutkitulla pitoisyua/hdistequalla (oksitetrasykliini 50 mg kg! +
siprofloksasiini 10 mg kg™) metaanintuotto oli 161 m°CHs MgVS™.

Antibioottien vaikutus metaanintuottoon oli selkea tiettyjen pitoisuuksien ylittyessa; mitd suurempi antibi-
oottiannostus oli, sitd vahemmaén metaania muodostui. Tutkitut antibioottipitoisuudet olivat kuitenkin
selvasti korkeampia kuin suomalaisessa lypsykarjan lietelannassa samassa tutkimuksessa havaittiin (oksi-
tetrasykliini 5 pg kg, siprofloksasiini alle maaritysrajan 3 pg kg?). Nailla pitoisuuksilla metaanintuoton ei
havaittu hairiintyvan.

Asiasanat: antibiootti, biokaasu, lietelanta

Johdanto

Mikrobiléakkeille resistenttien bakteerikantojen yleistyminen on kasvava maailmanlaajuinen ongelma
(WHO 2014). Suomessa antibioottien kayttd tuotantoeldimilla on useisiin muihin maihin nahden vahéista,
mutta silti potentiaalinen riski. LA&&kittyjen eldinten lantaan erittyy suuri osuus kéytetyistd
mikrobilddkkeistd joko sellaisenaan tai metaboliatuotteina ja liséksi resistenttejd bakteerikantoja
(Marshall ja Levy 2011).
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Lannan lannoitekayttd voikin olla riski niiden levidmiseen peltoon ja edelleen luontoymparistéon. Lannan
tehokas kayttd kuitenkin edistdd ravinnekiertoa maataloudessa ja lannan kaytdén tehostaminen on
keskeisessa roolissa Suomen hallituksen kéarkihankkeena olevassa kiertotalouden edistdmisessd. Suomikin
tavoittelee lannan tehokkaampaa hyddyntamistd, mika voi tarkoittaa myds suurempia prosessointiyksikoita.
Keskitetyista lannan prosessointilaitoksista ladkejadamat ja resistentit bakteerikannat voivat levita entista
laajemmalle alueelle. Toisaalta prosessointi voi mahdollistaa la&kejddmien ja resistenttien kantojen
tuhoutumisen.

Biokaasuprosessi mahdollistaa yhtaaikaisen lannan ravinteiden ja energian hyddyntamisen. Se perustuu
useiden mikrobiryhmien yhteistyéna tapahtuvaan orgaanisen aineksen hajotukseen lopulta metaaniksi
(CH.). Mikrobil&akkeet voivat kuitenkin hairitd sen mikrobiologiaa, mutta toisaalta laékeaineet voivat myods
hajota taysin tai osin prosessin aikana.

Kahden Suomessa yleisesti eldinlaakityksessd kaytetyn mikrobild&kkeen, oksitetrasykliinin (OTC) ja
siprofloksasiinin (CIP), vaikutusta biokaasuprosessin mikrobiologiaan, eli metaanintuottoon tutkittiin eri
pitoisuuksilla erikseen ja ladkeaineiden seoksina. Panostoimisilla kokeilla selvitettiin, miten ja milla
pitoisuuksilla antibiootit vaikuttavat metaanintuottoa alentavasti. Tutkittavana sy6ttdmateriaalina oli
lypsykarjan lietelanta, koska nautatiloilla k&ytetddn Suomessa suhteellisen paljon mikrobilddkkeitd
verrattuna muihin eldinlajeihin (Thomson ym. 2008). Tutkittavien mikrobild&kepitoisuuksien perustana
kaytettiin hankkeen aiemmissa osioissa selvitettyja navettaympéristdssa ja lannoissa havaittuja OTC- ja
CIP-pitoisuuksia. Lisdksi korkeampia pitoisuuksia lannoissa ja biokaasukokeissa kartoitettiin aiempien
tutkimusten perusteella kirjallisuudesta.

Tutkimus toteutettiin osana Nami-hanketta (Mikrobilddkeresistenssi ja -jadmat nautatiloilla - vaikutukset
ympaéristoon ja terveyteen), MMM 2015-2017. Hankkeessa selvitettiin, miten mikrobilddkkeille resistentit
bakteerit ja resistenssigeenit sekd mikrobildékkeet aineenvaihduntatuotteineen kulkeutuvat Suomen olo-
suhteissa ladkityistd naudoista lantaketjun kautta tilaymparistéon ja edelleen muuhun ympéristdon. Anti-
bioottien kayttaytymista (hajoaminen/sailyminen) biokaasuprosessissa tutkittiin laboratoriomittakaavassa
simuloidussa lantaketjussa.

Materiaalit ja menetelmét

Tutkimus toteutettiin kahdella erilliselld 30 vrk panostoimisella kokeella (kokeet A ja B) kéyttaen auto-
matisoitua metaanipotentiaalin mittauslaitteistoa AMPTS 1l (Bioprocess Control AB, Ruotsi). Kokeissa
seurattiin Luken Minkion navetan lypsykarjan lietelannan hajoamista metaaniksi ja ymppind oli Luken
Maaningan 90 eldimen maitotilan biokaasulaitoksen madate. Lannan ja mikrobiympin orgaanisen kuiva-
aineen (VS) suhde panoskokeessa oli 0.75:1. Metaanipotentiaalikoe suoritettiin kolmena rinnakkaisena
kasittelynd lampotilassa 37 °C. Muodostuvan metaanin tilavuusmittaus perustui nesteensyrjaytykseen,
jonne metaani johdettiin biokaasun hiilidioksidin poiston jalkeen. Antibiootit lisdttiin lannan ja ympin
seokseen liuoksina, joista OTC oli liuotettu pelkéstdén veteen ja CIP liuotukseen kéytettiin liséksi 1
molaarista natriumhydroksidia annostuksella 20 g kg?*. Molemmissa kokeissa oli antibioottikasiteltyjen
pullojen liséksi mukana lietelantakontrollin ilman antibioottilisdysté seka pelkk& mikrobiymppi.

Ensimmadiseen kokeeseen (A) mikrobiladkekasittelyt valittiin Minkion navettaympéristossa ja lannoissa
havaittujen pitoisuuksien sekd Kkirjallisuudessa esitettyjen, havaintoja korkeampien pitoisuuksien
perusteella. Minkion navetalla tehdyissd ndytteenotoissa (n=4) lietelannan CIP-pitoisuudet olivat alle
maaritysrajan (<3 pg kg?) ja OTC-pitoisuudet 4-7 pg kg?. Kuivikelantandytteissa pitoisuudet olivat
korkeimmillaan 137 pg kg (CIP + sen aineenvaihduntatuote enrofloksasiini ENR) ja OTC 91 ug kg™. Seka
siprofloksasiinia ettd oksitetrasykliinid tutkittiin panoskokeessa neljalla eri pitoisuudella sekd yhdella
yhteiskasittelylla. Testatut CIP-pitoisuudet pulloissa olivat 0.01; 0.1; 1 ja 2 mg kg*. OTC-pitoisuudet olivat
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0.1; 1; 3 ja 10 mg kg™. Lisaksi oli yksi yhteiskasittely, CIP-pitoisuus 1 mg kg™ ja OTC-pitoisuus 3 mg
kgt

Panoskoe uusittiin myéhemmin samana vuonna korkeammilla antibioottipitoisuuksilla (koe B). Kokeessa
B oli 14 koejasentd, joista 12 oli erilaisia antibioottikasittelyja. Siprofloksasiinin pitoisuudet olivat 2-50 mg
kg™ ja oksitetrasykliinin 10-500 mg kg™. Liséksi mukana oli 4 antibioottien seosta. Kokeessa B suunnitellut
ja toteutuneet antibioottipitoisuudet on esitetty taulukossa 2. Kyseisessé kokeessa mitatut OTC-pitoisuudet
olivat noin 33% korkeampia kuin laskennalliset pitoisuudet. Ero menee kuitenkin OTC-analyysin
mittausepavarmuuden piiriin.

Taulukko 1. Kokeen B kasittelyt (1-14) seké suunnitellut ja toteutuneet antibioottien pitoisuudet (mg kg2

Suunniteltu pitoisuus (mg kg?) Analysoitu pitoisuus (mg kg™?)
Kasittely  Ymppi Ig?eulgﬁpa Siprofloksasiini  Oksitetrasykliini  Siprofloksasiini  Oksitetrasykliini
B-1 X
B-2 X X
B-3 X X 2 2
B-4 X X 10 10
B-5 X X 20 19
B-6 X X 50 a7
B-7 X X 10 14
B-8 X X 50 69
B-9 X X 100 138
B-10 X X 500 726
B-11 X X 10 50 11 67
B-12 X X 20 100 21 112
B-13 X X 10 100 10 127
B-14 X X 20 50 23 65
Tulokset

Ensimmadisessa koejaksossa (A) ei havaittu metaanintuoton alentumista tai hidastumista millaén tutkitulla
mikrobildakepitoisuudella tai -yhdistelmalla. Panosreaktorit ilman l&&keainelisdysta tuottivat lietelannasta
metaania 212 m* MgVsS, ja mikrobilaakkeita sisaltaneissa panosreaktoreissa metaanintuotto oli 202-243
m® Mg1VS. Koetta jatkettiin suuremmilla antibioottipitoisuuksilla (koe B), koska haluttiin selvittaa,
inhiboiko lannassa olevat pitoisuudet prosessia ja milla pitoisuustasolla inhibitiota alkaa tapahtua.

Lietelannan metaanipotentiaali kontrollindytteessa kokeessa (B) oli 218 m® Mg1VS. Taulukossa 2 on esi-
tetty lannan metaanintuottopotentiaalit 30 vrk panoskokeessa eri antibioottikasittelyilla, ja kuvissa 1-3 on
esitetty siprofloksasiini-, oksitetrasykliini- sekd néiden yhteiskasittelyiden kumulatiiviset metaanintuotot
orgaanista ainesta kohti esitettynd. Eniten lannan hajoamista inhiboi kasittely B-10, eli korkein oksitetra-
sykliinipitoisuus, jossa metaanintuottopotentiaali oli vain 105 m® MgVS.



SUOMEN MAATALOUSTIETEELLISEN SEURAN TIEDOTE NRO 35

250
paeaea8®®
& 200
z QQQQ AA““QQQQQQ
[=2]
S g0 R AL e+ 0B-2 (kontroll)
E Q Al 0% +7
= Q .ﬁ’””” xB-3 (2 mg kg-1)
[e]
£ 100 %“ AB-4 (10 mg kg-1)
=}
™ $ ®B-5 (20 mg kg-1)
I
O 50 8 +B-6 (50 mg kg-1)
8
Om T T T T T T \
0 5 10 15 20 25 30 35

vrk

Kuva 1. Lannan kumulatiivinen VS-kohtainen metaanintuotto eri siprofloksasiinipitoisuuksilla
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Kuva 2. Lannan kumulatiivinen VS-kohtainen metaanintuotto eri oksitetrasykliinipitoisuuksilla
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Kuva 3. Lannan kumulatiivinen VS-kohtainen metaanintuotto siprofloksasiinin (CIP) ja oksitetrasykliinin (OTC)
yhteiskasittelyissa
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Siprofloksasiinin pienimmaéll& pitoisuudella (kasittely B-3) ei vaikutusta havaittu, mutta seuraavaksi suurin
pitoisuus 10 mg kg? (kasittely B-4) vahensi metaanintuottoa (197 m® Mg*VS). Korkeimmalla tutkitulla
CIP-pitoisuudella, kasittely B-6, metaanituotto oli 185 m®* Mg?VS. Samoin kuin siprofloksasiinilla,
oksitetrasykliinin pienimmalla pitoisuudella, k&sittely B-7, ei havaittu vaikutusta metaanintuottoon, mutta
seuraavaksi suuremmalla pitoisuudella, kasittely B-8, metaanintuotto heikkeni selvasti (170 m®> Mg1Vs).
OTC-kasittelyiden suurimmalla pitoisuudella, kasittely B-10, metaanintuotto oli 105 m® Mg'VS. Seos-
kasittelyiden pienimmalla tutkitulla pitoisuusyhdistelmalla (kasittely B-11) metaanintuotto oli 161 m® Mg
VS, ja vastaavasti suurimmalla pitoisuusyhdistelmalla (kasittely B-12) 110 m®* MgVvs.

Taulukko 2. Lietelannan kumulatiiviset metaanintuotot (30 vrk) eri mikrobilaakekasittelyilla tuorepainoa (FM),
kuiva-ainetta (TS) ja orgaanista kuiva-ainetta (VS) kohti laskettuna, keskihajonnat VVS-kohtaiselle tulokselle seka
metaanintuottopotentiaalin ja metaanintuoton inhibition osuus kontrollikasittelyn B-2 tuottoon verrattuna

CHymoneons Crvom
Kasy'tte' m3MgFM  m3 MgiTS m3 Mgivs % %
B-2 9.6 175 218 + 8.7 100 0
B-3 9.6 175 218+ 0.5 100 0
B-4 8.7 158 197+ 1.4 90 10
B-5 8.5 154 192 + 4.6 88 12
B-6 8.2 148 185 + 2.0 85 15
B-7 9.8 178 203 + 3.4 102 2
B-8 7.5 136 170 + 12.4 78 22
B-9 5.4 99 123+ 0.6 56 44
B-10 46 84 105+ 1.3 48 52
B-11 7.1 129 161 + 6.1 74 26
B-12 48 88 110 + 4.4 50 50
B-13 5.3 96 119 +5.3 55 45
B-14 5.8 105 131+ 3.0 60 40

Tulosten tarkastelu

Antibiootit inhiboivat metaanintuottoa selkeasti tiettyjen mikrobildakepitoisuuksien ylityttyd. Kokeessa A,
jossa pitoisuudet olivat alhaisia, metaanintuoton véhenemista ei havaittu milldén testatulla pitoisuudella.
Sen sijaan kokeessa B antibioottien vaikutus metaanintuottonopeuteen havaittiin jo kokeen alussa; mité
suurempi antibioottiannostus oli, sitd véhemman metaania muodostui. Eniten lannan hajoamista inhiboi
kasittely B-10, eli korkein oksitetrasykliinipitoisuus, jossa metaanintuotto oli 52% vahemméan kuin
kontrollilla. Metaanintuottojen osuudet verrattuna kontrolliin ovat taulukossa 2.

Siprofloksasiinikasittelyissa inhibition raja oli CIP-pitoisuuksien 2 ja 10 mg kg valilla; 10 mg kg* CIP-
pitoisuudella metaanintuotto inhiboitui 10%. CIP-kasittelyissa pitoisuuksilla 20 ja 50 mg kg? oli
havaittavissa myos metaanintuotannon uudelleen aktivoitumista kokeen kuluessa (Kuva 1). Fluoro-
kinolonien, joihin siprofloksasiini kuuluu, vaikutuksia biokaasuprosessiin on tutkittu huomattavasti vé-
hemman kuin tetrasykliinien vaikutuksia. Metaanintuoton hairiintymistd on kuitenkin havaittu jatkuvatoi-
misesta prosessista enrofloksasiinilla pitoisuudella 40 mg kg* VS (Bauer ym. 2014). Liu ym. (2013) tutkivat
panoskokeissaan siprofloksasiinin vaikutusta nimenomaan metanogeneesiin ja havaitsivat sen inhiboituvan
selvasti CIP-pitoisuuksilla 80-100 mg I,
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OTC:n aiheuttaman metaanintuoton inhibition raja oli pitoisuuksien 14 ja 69 mg kg™ valilla; 14 mg kg*
OTC-pitoisuus ei aiheuttanut metaanintuoton vahenemista, mutta 69 mg kg OTC-pitoisuudella lannan
metaanintuotto oli 78% kontrollista (inhibitio 22%). OTC-pitoisuudella 138 mg kg-1 (kasittely B-9) me-
taanintuotto oli 56 % kontrollista (inhibitio 44%). Havaittu metaanintuoton hairiintyminen OTC:n vaiku-
tuksesta oli padosin hieman vahaisempéé kuin useissa kirjallisuudessa esitetyissa tutkimustuloksissa. Arikan
ym. (2006) mukaan mikrobildakittyjen nautojen lannalla tehdyissa panoskokeissa metaanintuotto laski 27%
kontrollista jo OTC-pitoisuudella 9.8 mg kg. Sianlannalla tehdyssa kokeessa OTC:n ja klooritetrasykliinin
(CTC) yhteiskasittelylla (molempien ladkeaineiden pitoisuus 50 mg I*) metaanintuoton inhibitio oli 56.5%
(Alvarez ym. 2010). Beneregaman ym. (2013) raportoimassa termofiilisessa naudanlannan kokeessa
metaanintuoton inhibitio oli tatd koetta vastaava, OTC-pitoisuuksilla 30, 60 ja 90 mg I inhibitio oli
vastaavasti 20.9; 29.7 ja 31.4% verrattuna kontrolliin. Toisaalta Lallai ym. (2002) kokeessa edes
pitoisuuksien 125 mg OTC I ja 250 mg OTC I ei havaittu vaikuttavan metaanintuottoon sianlannalla.

Yhteiskasittelyillda CIP+OTC metaanintuoton inhibitio oli voimakkaampi kuin kummankaan antibiootin
kanssa yksind&n samoilla pitoisuuksilla. T&méa oli odotettavissa kokonaisantibioottipitoisuuden noustessa
korkeammaksi.

Eroihin biokaasuprosessia héiritsevissd OTC- ja CIP-pitoisuuksissa vaikuttavat ainakin kéytetyn ympin ja
tutkitun lannan ominaisuudet ja antibiooteille altistumisen historia sekd ymppi:substraatti -suhde.
Mikrobiston tottuminen, antibioottien hajoaminen prosessin aikana ja mahdolliset vaihtoehtoiset
metaboliareitit voivat myds selittdd prosessin selvidmista korkeillakin mikrobildéketasoilla.

Kéytannossa kaikki tutkitut mikrobilédékkeiden pitoisuudet olivat selvésti korkeampia kuin suomalaisessa
lypsykarjan lietelannassa samassa tutkimuksessa havaittiin (oksitetrasykliini 5 pg kg2, siprofloksasiini alle
madritysrajan 3 pg kgt). Nailla pitoisuuksilla metaanintuoton ei havaittu hairiintyvan.

Johtopéaatokset

Antibioottien kdytén aiheuttamat hairiét naudan lietelannan biokaasuprosessiin ja sen metaanintuottoon
Suomessa havaituilla lannan mikrobildaketasoilla ovat ndiden panoskokeiden perusteella epatodennakdista.
Mikali mikrobilddkejaadmid sisdltava lanta ja esim. antibioottimaito kasitellddn erikseen, metaanintuoton
hairiot voisivat olla mahdollisia. Antibiooteilla oli kuitenkin havaittavissa selked metaanintuottoa haittaava
vaikutus tiettyjen pitoisuustasojen ylittyessa. Vaikka vaikutukset metaanintuottoon vaativat hyvin korkeita
mikrobilddkkeiden pitoisuuksia, tulisi mikrobilddkkeiden esiintyminen lannassa ottaa silti vakavasti
huomioon, olipa lanta tarkoitus prosessoida tai ei. Mikrobilddkejd&dmien ja -resistenssin levidminen
ympéristdon voi aiheuttaa odottamattomia vaikutuksia ekosysteemeihin.
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