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Cattle manure

Cattle manure (CM) is mostly used as an inoculum in order to start-up of agricultural biogas plants
or as a co-substrate in the anaerobic digestion of lignocellulosic content. Rumen fluid microbiota is
also considered to be effective in lignocellulose digestion. It is known that microorganisms in the
ruminal waste facilitate the hydrolysis of lignocellulosic structures. However, there are few studies
on the inoculum effect of rumen microorganisms on bioreactor performances when rumen content is
used as co-substrate and inoculum together with cattle manure, and it is not clear how rumen waste
can be used in various anaerobic digestion systems. In this study, biogas production efficiencies
obtained from lignocellulosic content in mono and cosubstrate (1:1 and 1:2 Volatile Solids)
bioreactors formed by using ruminal waste (RW) and CM microbial communities were investigated.
In order to determine the biogas production efficiencies, biomethane potential (BMP) experiments
that simulate anaerobic digestion process conditions in a laboratory environment were applied.
Treatment with 50% application of RW cosubstrate, 65.51% biogas and 70.64% methane production
efficiency increases were achieved compared to monosubstrate CM bioreactor.
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Biyogaz Miktarinin Artirilmasi Amaciyla Sigir Giibresi ve Rumen Atiklarinin
Anaerobik Birlikte Sindirimi
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Sig1r giibresi

Tarimsal biyogaz tesislerinin baslatilmasi i¢in ¢ogunlukla biiyiikbag hayvan giibresi inokuliim (as1)
veya lignoseliilozik hammaddenin anaerobik sindiriminde kosubstrat olarak kullanilir. Rumen sivist
mikrobiyotasinin da lignoseliiloz sindiriminde etkili oldugu kabul edilmektedir. Rumen atiginda (RA)
bulunan mikroorganizmalarin, lignoseliilozik yapilarin hidrolizini kolaylastirdigi bilinmektedir.
Ancak rumen atiginin sigir giibresi (SG) ile birlikte kosubstrat ve inokuliim olarak kullanildigt
durumda rumen mikroorganizmalarinin biyoreaktor performanslarinda gosterdikleri inokuliim etkisi
konusunda simirli ¢alisma vardir ve gesitli anaerobik ¢iiriitme sistemlerinde rumen atiginin nasil
kullanilabilecegi agik degildir. Bu galismada RA ve SG mikrobiyal topluluklari ile olusturulan mono
ve kosubstrat (1:1 ve 1:2 Ugucu Kat1 Madde) biyoreaktdrlerinde lignoseliilozik igerikten elde edilen
biyogaz iiretim verimleri arastirilmistir. Biyogaz iiretim verimlerini tespit edebilmek amaciyla
anaerobik sindirim siireci kosullarini laboratuar ortaminda simiile eden biyometan potansiyeli (BMP)
denemeleri uygulanmistir. RA kosubstratinin %50 oraninda uygulanmasiyla monosubstrat SG
biyoreaktoriine gore %65,51 biyogaz ve %70,64 biyometan {iretim verim artist saglanmustir.
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Giris

Anaerobik sindirim, bir dizi mikroorganizma faaliyeti
ile seliiloz iceren biyokiitleyi (organik maddeyi) biyogaza
doniistiirebilen karmasik dogal bir biyolojik siiregtir
(Mirmohamadsadeghi ve ark., 2021). Biyokiitle atiklari, en
onemli yenilenebilir enerji kaynaklarindan biri olarak
kabul edilmektedir (Appels ve ark., 2011). Anaerobik
¢lirlitme, biyoenerji geri kazanim, bitki besin maddesi geri
kazanimi ve karbon ayak izinin azaltilmasi amaciyla
alternatif ¢oziimler sunabilmektedir (Ma ve ark., 2018).

Lignoseliiloz tiikkenmeyen ve her yerde bulunabilen
dogal bir kaynaktir.  Toplumsal ve ¢evresel
stirdiiriilebilirlik kapsaminda lignoseliilozik biyokiitleden
biyogaz iiretimi, fosil yakit kullaniminin azaltilmasinda
onemli bir adimdir. Ancak lignoseliillozun dogasi geregi
heterojen ve anaerobik sindirime direncli yapisi, biyogaz
tesislerinde kullanimini kisitlamaktadir (Wagner ve ark.,
2018). Biyokiitle kaynaklarindan biri olan mezbaha atiklari
yiikksek diizeyde organik madde ve kirletici icerikleriyle
¢evre sorunlarina neden olabilmektedir. Anaerobik
cliritme (AC), ekosistemi ve halk sagligini olumsuz
etkileyebilen bu gibi Kkirleticilerin etkilerini en aza
indirmek i¢in uygulanan biyolojik aritma yontemlerinden
biridir (Mohammed ve ark., 2019).

Mezbaha atiklarindan biri olan rumen atig1, tam olarak
sindirilmemis yiiksek miktarda lignoseliilozik biyokiitle ve

mikroorganizmalarca enerji kaynagi olarak
kullanilabilecek besin maddeleri igeren mezbaha
atiklarindan  biridir. Rumende yasayan ¢ok sayida

mikroorganizma, biyokiitleye kompostlastirma yapilan
organik tarim giftlikleri i¢in de ¢ok degerlidir. Rumende
bakteri, protozoa ve bir dizi mantar dahil olmak tizere
birgok  mikroorganizma  bulundugundan  organik
kompostun olgunlagsma siirecini hizlandirmak igin bir
biyoaktivator olarak kullanilmaktadir (Bernal ve ark.,
2009; Suhardjadinata ve ark., 2018). Ek olarak besin
acisindan da zengin olmasina ragmen sigir ve keci gibi
ruminant kesimhanelerinin rumen igerikleri, genellikle
¢Ope atilmaktadir (Pancapalaga ve ark., 2021).

Hayvan giibresi igeriginde bulunan lignoseliilozik
bilesikler, anaerobik ¢iirlitmede hidroliz asamasini
smirlamaktadir (Barakat ve ark., 2012; Obiukwu ve
Nwafor, 2016). Kosubstrat ilavesi, besin dengesini
gelistirerek, tamponlama kapasitesini artirarak ve toksik
bilesikleri seyrelterek kararli anaerobik fermentasyon elde
etmeye yardimei olur (Mata-Alvarez ve ark., 2014).

Zhang ve ark. (2013), inek giibresi ve gida atiklarinda
kosubstrat stratejileri uygulayarak anaerobik
fermantasyonda biyogaz iiretim miktarini ve biyometan
verimini  artirabilmiglerdir.  Literatiirde  lignoseliiloz
bozunmasini arttirmak i¢in rumen atiklarinin kosubstrat
olarak kullanim stratejileri ile ilgili ¢aligmalar ilgi
gormektedir (Xing ve ark., 2020). Rumen igeriginin
inokuliim olarak kullanilmasi, rumen popiilasyonlarinin
anaerobik sindirimi sirasinda hidrolizi artirabilecegini
gostermistir (Deng ve ark., 2018).

Bu caligma, rumen atig1 ve sigir giibresinin laboratuvar
Olcekli biyoreaktorlerde birlikte ciiriitiilerek baslangic
prosesinin  hizlandirilmasini,  hidroliz ~ asamasinin
iyilestirilmesini, lignoseliillozik materyalin maksimum
diizeyde kullanilmasin1 ve biyogaz iiretim miktarmin
arttirilmast amactyla yapilmistir. Ayrica bilyiik o6lgekte

isletilecek bir tarimsal biyogaz tesisinin baglatilmasi
asamasinda inokuliim ve kosubstrat olarak kullanilabilecek
optimum SG ve RA karisim oranlar1 belirlenmistir.

Materyal ve Yontem

Calismada kullanilan sigir giibresi taze olarak Van
Yiiziincii Y1l Universitesi hayvan ciftliginden, rumen
atiklari ise Van ilinde yer alan 6zel bir kesimhaneden temin
edilmistir. Bu c¢alismada VDI 4630 standardi referans
almarak teskil edilen, 1slak hacmi 6 L olan, toplam 10 L
hacimli kesikli biyoreaktorler isletilmistir (Sekil 1.A).
Biyoreaktorler anaerobik ortamda ve mezofilik kosullarda
calistirllmistir. Deney siiresince tiim biyoreaktorler, Fonoll
ve ark. (2021) tarafindan bildirilen rumen sicaklig1 da goz
oniinde bulundurularak 39+1°C* de 60 giin boyunca
isletilmistir. Sekil 1.B’de gosterilen ve 80 devir/dk donme
hizindaki karistiricilar yardimiyla isletilen biyoreaktorler,
10 dk araliklarla 10 dk boyunca karistirilmistir (Kariyama
ve ark., 2018).
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Sekil 1. (A) Biyometan potansiyelinin belirlenmesinde
kullanilan biyoreaktorlerin sematik gosterimi, (B) BMP
deney diizenegi.
Figure 1. (A) Schematic representation of bioreactors
used to determine biomethane potential, (B) BMP
experimental setup.
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Sekil 2. R1, R2, R3, R4 biyoreaktorlerinde iiretilen giinliik spesifik biyogaz miktarlar1 (ml/gr UKM/giin)
Figure 2. Daily specific biogas amount (ml/gr VS/day) produced in R1, R2, R3, R4 bioreactors
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Sekil 3. R1, R2, R3, R4 biyoreaktorlerinde iiretilen giinliik spesifik metan konsantrasyonlart (ml/gr UKM/giin)
Figure 3. Daily specific methane concentrations (ml/gr VS/day) produced in R1, R2, R3, R4 bioreactors

Cizelge 1. Biyokiitlelerin baglangi¢ kimyasal ve fiziksel 6zellikleri.
Table 1. Initial chemical and physical properties of the biomass

pH TKM (%) UKM (%) Karbon/Azot Hemiseliiloz Seliiloz Lignin
R1 7,35 7,72 82,39 15,8 22,60 38,72 6,99
R2 6,70 9,44 85,48 17,5 26,70 32,09 6,91
R3 6,32 8,07 84,01 19,8 24,76 31,23 6,48
R4 5,48 9,86 85,41 24,2 25,13 31,37 5,21

Cizelge 2. Kiimiilatif biyogaz ve metan iiretim degerleri ile spesifik biyogaz verim miktarlar1 ve metan konsantrasyonlari
Table 2. Cumulative biogas and methane production values, specific biogas yield amounts and methane concentrations

Kumulazll_f)Bly()gaZ Kiimiilatif Metan (L)  Spesifik Biyogaz (ml/gr UKM)  Spesifik Metan (ml/gr UKM)
R1 59,1 36,25 338,07 207,37
R2 95,03 54,01 516,60 293,57
R3 44,43 26,23 312,55 184,51
R4 31,14 17,9 211,19 121,40
Cizelge 3. Cikis numunelerindeki hemiseliiloz, seliiloz ve lignin miktarlar
Table 3. Amounts of hemicellulose, cellulose and lignin in the output samples
Hemiseliiloz Seliiloz Lignin T.UYA
R1 17,17 35,51 10,49 236,09
R2 17,38 27,74 9,6 56,14
R3 19,54 23,04 7,68 58,04
R4 16,90 23,49 7,12 104,23
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Hazirlanan materyaller biyoreaktorlere beslenmeden
once, UKM igerikleri yaklagik 25 g/L olacak sekilde distile
su ile seyreltilip elle karistirilmak suretiyle homojen hale
getirilmistir (Fonoll ve ark., 2021). Monosubstrat ve
kosubstrat biyoreaktorleri sirasiyla asagidaki sekilde
isletmeye alinmustir.

R1— %100 Sigir Giibresi,

R2— Sigir Giibresi + Rumen atig1 (1:1 UKM),

R3— Sigir Giibresi + Rumen atig1 (1:2 UKM),

R4— %100 Rumen atig1.

Toplam Kat1 Madde igerigi (TKM) ve UKM igerigi
analizleri Standart Metotlar APHA-2540’a (2005) gore
yapilmigtir. pH degerleri WTW pH 3110 SET 2 marka
tasmabilir bir pH metre ile dl¢iilmiistiir. Monosubstrat ve
kosubstrat numunelerinin nétr deterjan fiber (NDF), asit
deterjan fiber (ADF) ve asit deterjan lignin (ADL) igerik
analizleri icin Van Soest yontemi kullanilmistir (Van Soest
ve ark.,, 1991). Lignoselillozik analizlerden 0&nce
numuneler 12 saat boyunca, 105 °C’de etiivde
kurutulduktan sonra mekanik pargalayici ile 1 mm’den
kiiciik olacak sekilde par¢alanmistir. NDF ve ADF
analizleri, ANKOM?220 Fiber Analiz cihazinda (ANKOM
Technology, @ Macedon, NY, Amerika) iiretici
protokollerine uygun olarak gergeklestirilmistir. ADL
analizi ise ADF kalintilarinin kullanimi sonrasi tartilmasi
ile tespit edilmistir. Bu amagla ADF kalintilar1 igeren
keseler %72’lik H,SOs igerisinde 30 dakikada bir
calkalanarak 3 saat siiresince bekletilmis, bu siire sonunda
tartimi yapilarak ADL miktar1 belirlenmistir (Van Soest ve
ark., 1991). ADF esas olarak hiicre duvarlarindaki
bilesenler olan selilloz, lignin ve ¢dziinmeyen
proteinlerden olusmaktadir. Seliiloz miktari, ADF ile ADL
arasindaki fark, hemiseliiloz miktar1 ise ADF ve NDF
arasindaki fark olarak hesaplanmistir. Lignin igeridi ise,
Triolo ve ark. (2011) tarafindan bildirildigi iizere lignine
bagli azot fraksiyonunun 6nemsiz oldugu varsayimiyla
ADL degeri olarak hesaplanmuistir.

Karbon ve azot analizleri elemental analiz cihazi ile
iiretici prosediiriine gore yapilmistir (Thermo scientific,
flash 2000, Amerika). Ugucu Yag Asidi (UYA) analizleri
Standart Metotlar’a gore yiiksek performanslt sivi
kromatografisi (HPLC Agilent, 1100, Almanya) ile
Ol¢iilmiistiir (APHA, 2005).

Uretilen biyogaz, giinliik olarak 10 L’lik gaz numune
torbalarinda (Tedlar bag, Dupont, Amerika) toplanmustir.
Icinde gaz biriktirilen torbalar her giin, biyoreaktdrlerin ve
torbalarin iizerinde yer alan pnomatik vanalar kapatildiktan
sonra bagli oldugu reaktoérden ayrilip, bir biyogaz sayacina
(Ritter milligascounter, Dr. Ing. Ritter Apparatebau
GmbH, Bochum, Almanya) baglanarak biyogaz miktarlari
(ml/giin) dl¢iilmiistiir. Biyogazin 6l¢iilmesi esnasinda bir
biyogaz analizorii (BenchOne, BlueSens, Almanya)
aracilifiyla metan konsantrasyonlar1 (CHs igerigi) analiz
edilmistir. Okunan biyogaz miktarlar1 VDI4630, (2006)
standardina gore standart sartlara (273 K, 1,013 bar)
doniistiiriilerek normalize edilmistir.

Bulgular ve Tartisma
Biyogaz ve Metan Uretim Degerleri

Calismada elde edilen kiimiilatif biyogaz ve metan
miktarlar1 ile spesifik biyogaz verimleri ve metan

konsantrasyonlar1 Tablo 2’de, giinliik iiretilen spesifik
biyogaz ve metan miktarlar1 ise Sekil 2 ve Sekil 3’te
belirtilmistir.

Liu ve ark. (2021), piring samani, saf selilloz ve saf
hemiselillozun ~ domuz  giibresi  inokulimu  ile
gergeklestirdikleri anaerobik ¢iirlitmede biyogaz iiretim
potansiyellerini sirastyla 283,75, 412,50 ve 620,64 ml/g
UKM degerleriyle bildirmislerdir. Chynoweth ve Owen
(1993), rumen sivist inokulimi ile yaptiklan BMP
caligmalarinda metan verim miktarlarini bitkisel yag, ilk
¢okeltme camuru, gida atiklari, seliiloz (kontrol), seker
kamuisi, napier ¢cimi ve kentsel kat1 atik igin sirasiyla 940,
590, 540, 390 (kontrol), 290, 290 ve 220 ml/g UKM olarak
bildirmislerdir. Bu ¢alismada Tablo 2’de gosterildigi lizere
spesifik biyogaz verimleri R1, R2, R3 ve R4 biyoreaktorleri
icin sirastyla 338,07, 516,60, 312,55 ve 211,19 ml/gr UKM,
metan verimleri ise 207,37, 293,57, 184,51 ve 121,40 ml/gr
UKM olarak tespit edilmistir. Elde edilen verilere gére en
yiiksek biyogaz ve metan verimliligi R2, 1:1 sigir giibresi ve
rumen ati@i  biyoreaktoriinde ger¢eklesmistir.  RA
kosubstratimin 1:1 oraninda uygulanmasiyla monosubstrat
SG biyoreaktoriine gore %60,79 biyogaz ve %49 biyometan
iiretim verim artig1 saglanmustir.

Standart BMP prosediiriindeki inokuliim-substrat orani
ucucu kat1 bazinda yaklasik 1,0°dir. Seliiloz, seker kamusi,
napier otu ve rumen sivisli inokulimii ile yapilan
calismalarda diisiik inokuliim-substrat degerlerinde yiiksek
ucucu organik asit degerleri elde edildiginden standart
BMP prosediiriic modifiye edilerek bu oranin 2,0’a
cikarilmas: tavsiye edilmektedir (Chynoweth ve Owen,
1993). Bu galismada elde edilen en yiiksek biyogaz verimi
standart BMP prosediiriine uygun olarak 1:1 degerinde
goriilmistir. Bu durumun nedeni SG ve RA
substratlarinda bulunan lignoseliilozik igerik miktarmin
inhibisyon olugturacak seviyelerde olmamasi seklinde
aciklanabilir. Ayrica yukarida Ozetlenen c¢aligmalardan
farkli olarak bu ¢alismada rumen igeriginin tiimii alinarak
elde edilen rumen atig1 degerlendirilerek sigir giibresinin
anaerobik sindirilmesinde hem inokuliim ve hem de
kosubstrat etkileri incelenmistir.

pH

Anaerobik ¢iiriitmenin baslatilmasinda kabul edilebilir
pH araliginin teorik olarak 5,5 ila 8,5 arasinda oldugu
bildirilmistir (Buekens, 2005). Calismada, kullanilan
monosubstrat ve kosubstrat pH degerleri 5,48 ila 7,35
araliginda 6l¢iilmiis ve biyoreaktdrler literatiirde belirtilen
sinir degerler icerisinde baslatilmistir (Tablo 1).

Toplam Kati Madde ve Ucucu Katt Madde

TKM degeri, asitlerin metan iireten arkeler tarafindan
metana doniistiiriilmesinde ihtiyag duyulan su miktarinin
gostergesidir. UKM  konsantrasyonu ise bir substratin
biyogaz potansiyelini tahmin etmek ve bozunma derecesini
belirlemek amaciyla kullanilabilmektedir Sigir giibresi ile
yapilan ¢aligmalarda sistemin baslatilmasi i¢in en uygun
TKM degerinin %7-9 aralifinda oldugunu belirtilmistir
(Zennaki-Bensouda ve ark., 1996). Bu ¢aligmada
kullanilan substrat, inokuliim ve substrat-inokuliim
karisimlarinda TKM degerleri referans degerler goz
oniinde bulundurularak %8-10 araliginda tutulmustur.
Tablo 1 incelendiginde sistemin baglatilmast igin
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hazirlanan igeriklerin TKM oranlart literatiire uygun olarak
%7,72 ila 9,86 arasinda gozlenmistir.

Karbon/Azot

Bu caligmada diisiik karbon/azot oranina sahip sigir
giibresi, karbon/azot orani bakimindan daha zengin olan
rumen igerigi ile birlikte c¢riitiilerek ideal karbon/azot
orani elde edilmeye calisilmistir. Tek asamali anaerobik
clirlitmede uygun fermantasyon ortami saglamak amaci ile
karbon/azot oraninin 15 ila 25 arasinda olmasi gerektigini
bildirilmigtir (Dobre ve ark., 2014). Bu c¢alismada
baslangi¢ karbon/azot oranlar1 Tablo 1°de belirtildigi gibi
15,8 ila 24,2 arasinda tespit edilmistir.

Ucucu Yag Asitleri

Literatiirde anaerobik bir fermantasyonun saglikli bir
sekilde  ilerlemesi i¢in  ugucu yag  asitleri
konsantrasyonunun 2,000 mg/L’nin altinda olmasi
gerektigi bildirilmistir (Sreekrishnan ve ark., 2004). Bu
calismada ¢ikig numuneleri incelendiginde UY A miktarlar1
2000 mg/L altinda tespit edilmis ve birikimin s6z konusu
olmayarak herhangi bir inhibisyon etkisinin olmadig1
gozlenmistir (Tablo 3).

Hemiseliiloz, Seliiloz ve Lignin

Calismada, lignoseliilozik malzemelerin giderimini
incelemek amaciyla ADF-NDF-ADL analizleri yapmak
suretiyle baslangi¢ ve ¢ikis numunelerindeki hemiseliiloz,
seliiloz ve lignin miktarlart tespit edilmistir. Baslangic
numunelerindeki hemiseliiloz, seliiloz ve lignin miktarlar1
Tablo 1°de, ¢ikis numunelerine ait hemiseliiloz, seliiloz ve
lignin miktarlar1 ise Tablo 3’te belirtilmistir.

Elde edilen verilere gore hemiseliiloz giderimi R1, R2,
R3 ve R4 biyoreaktorleri icin sirasiyla %24,03, 34,91,
21,08 ve 32,75 olarak, seliiloz giderimi ise %8,29, 13,56,
26,22 ve 25,12 olarak hesaplanmistir.

Sonuclar

Bu ¢alismada SG monosubstratinda literatiir verileriyle
benzer miktarda spesifik biyogaz tiretim degeri (338 ml/g
UKM) elde edilmistir. SG ve RA kosubstrat denemelerinde
ise standart BMP prosediiriine uygun olarak uygulanan
inokuliim/substrat degerinin 1:1 oldugu durumda en
yiiksek biyogaz verimi (516,60 ml/g UKM) elde edilmistir.
SG monosubstratinda, RA monosubstratina kiyasla daha
yiiksek kiimiilatif biyogaz tiretilmistir. RA kosubstratinin
1:1 oraninda uygulanmasiyla monosubstrat SG
biyoreaktdriine gore %60,79 biyogaz ve %49 metan iiretim
verim artigi saglanmigtir. Bu ¢alisma sonunda elde edilen
lignoseliilozik igerik (hemiseliiloz, seliiloz ve lignin)
analizlerine gore, biyogaz ve metan verimine benzer
sekilde, SG ve RA’nin 1:1 oraninda birlikte sindirilmesi ile
en yliksek verim elde edilmistir.
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