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ANAEROBNA FERMENTACIJA GOVEDEG GNOJA
NA MEZOFILNOJ TEMPERATURI

U radu su prikazani rezultati istrazivanja
Sarzne anacrobne fermenatcije govedeg
gnoja. Pokusi su provedeni u laboratorij-
skim uvjetima s ciljem da se istrazi mogué-
nost anaerobne fermetacije gnoja uz naku-
pljanje bioplina (metana). IstraZivan je
utjecaj razli€itih koncentracija suhe tvari
gnoja na tok anaerobne fermentacije, s de-

finiranim vremenom fermentacije. Kao
inokulum je koriSten mezofilni anacrobni
mulj. Govedi gnoj je 50 dana fermentiran
na temperaturi 35 °C. Postignuti rezultati
pokazali su da tijckom procesa fermentaci-
je nije bilo inhibicije procesa amonijakom,
koji se¢ nakupljao tijekom tih 50 dana. U
pokusima s koncentracijama suhc tvari

gnoja od 22,11; 16 i 10 posto primijeéena je
inhibicija metanogenih bakterija. Najveéi
prinos metana dobiven je u pokusu s 5 pos-
to suhe tvari gnoja kao supstrata.

Kljuéne rijeci: anaerobna fermentacija, or-
ganski otpad, otpadne vode, temperatura, in-
hibicija, hlapive masne kiseline, kinetika

ANAEROBIC FERMENTATION
OF CATTLE MANURE
AT MESOPHILIC TEMPERATURE

The paper presents the results of an investigation into the charge
anacrobic fermentation of the cattle manure. The experiments
were conducted under the laboratory conditions and the purpose
was to research the possibility of anaerobic fermentation of
manure by biogas (methane) buildup. The impact on anacrobic
fermentation was researched of different dry matter concentra-
tions in manure within defined fermentation time. The meso-
philous anacrobic sludge was uscd as inoculum. The manure was
fermented at 35 °C during 50 days. The results indicated that the
fermentation process was not inhibited with ammonium that built
up during 50 days. Mcthanogcnic bacteria inhibition was noticed
in experiments conducted with the manure dry matter concentra-
tions of 22.11%, 16% and 10%. Thce highest methanc yicld was
obtained in the experiment with 5% of manure dry matter as sub-
strate.

Key words: anaerobic fermentation, organic waste, leachate, tem-
perature, inhibition, volatile fat acids, kinetics

DIE ANAEROBE FERMENTATION
DES VIEHDUNGERS BEI
MESOPHYLLTEMPERATUR

In diesem Aufsatz sind die Forschungsergebnisse iiber die anaer-
obe Schubfermentation des Viehdiingers dargelegt. Das Ziel der
unternommenen Laborversuche war es, die mogliche anaerobe
Diingerfermentation bei Methanakkumulieren zu erforschen.
Untersucht wurde die Wirkung verschiedener Trockenstoffkon-
zentrationen auf den Verlauf und die Dauer der anaeroben
Fermentation. Als Inokulum wurde der anaerobe Meso-
phyllschlamm verwendet. Der Viehdiinger wurde 50 Tage bei
Temperatur von 35 °C gegart. Die Versuchsergebnisse zeigen, dafl
der Gérungsprozel3 nicht durch das tiber 50 Tage akkumulierte
Ammoniak inhibiert wird. Bei den Versuchen mit den
Diingertrockenstoffkonzentrationen von 22,11 %, 16 % und 10 %
wird cinc Inhibition der methanogenen Bakterien gemerkt. Die
hochste Methananhiufung wurde beim Versuch mit der
Diingertrockenstoffkonzentration von 5% als Substrat erhalten.

Schliisselworte: anaerobe Fermentation, organischer Abfall,
Abwasser, Temperatur, Inhibition, evaporierende Fettsiuren,
Kinetik
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1. UVOD

Anaerobna fermentacija (digestija) organskog otpa-
da danas se sve vie primjenjuje kao metoda za pre-
radu stoénih i drugih vrsta organskog otpada radi
proizvodnje bioplina i gnojiva /1/. Tim se postupkom
postizu mnogobrojni uéinci, primjerice ekonomski,
dobivanjem bioplina kao energije, i ekoloski, proizvod-
njom gnojiva ¢ime se rjeSava problem otpada koji
oneciSéuje povrsinske i podzemne vode.

Organski sastojci poput ugljikohidrata, masti, bje-
lan&evina i hlapivih masnih kiselina (VFA) mogu biti
povoljan supstrat za proces anaerobne fermentacije.
Anaerobna fermentacija odvija se slijedom sloZenih
biologkih reakcija temeljenih na tri osnovne reakcije:
hidrolizi, kiselinskoj fermentaciji i metanskoj fer-
mentaciji, koje provode brojne vrste mikroorganizama
(slika 1.). Produkt anacrobne fermentacije organskih
sastojaka je bioplin, a njegovi osnovni sastojci su
metan i ugljik(IV)-oksid /2-4/.

Amonijak je neophodan hranjivi sastojak za rast
bakterija u procesu anaerobne fermentacije. Medutim

prisutan u veéoj koncentraciji inhibira aktivnost meta-
nogenih bakterija. To moZe biti slu¢aj kod procesa
anaerobne fermentacije, pri ¢emu se iz podloge trosi
malo amonijakalnog duSika zbog malog prirasta anae-
robnih mikroorganizama. Istrazivanje inhibitorskog
uc¢inka amonijaka na aktivnost anaerobnih mikroorga-
nizama bila je predmetom brojnih studija u kojima je
utvrdeno da toksi¢nost amonijaka ovisi o pH-vrijed-
nosti, temperaturi i aktivnosti inokuluma koji se koristi
kao mikrobno cjepivo. Angelidaki i Ahring /5/ su
pokazali da koncentracija amonijaka od 4000 mg/ ili
veda inhibira termofilnu fermentaciju govedeg gnoja.
Porastom pH-vrijednosti i temperature fermentacije
koncentracija slobodnog amonijaka raste u supstratu
§to moZe imati utjecaja na aktivnost anaerobnih mi-
kroorganizama /1/. Inhibitorska koncentracija amoni-
jaka takoder ovisi i o stupnju adaptacije mikroorgani-
zama /6/. U literaturi se mogu nadi razli¢ite vrijednosti
koncentracije amonijaka pri kojima sc inhibira aktiv-
nost anaerobnih mikroorganizama. Tako je, prema
Angelidakiju i Ahringu /1/, inhibitorski utjecaj amoni-
jaka zapaZen pri njegovoj koncentraciji od 700 mg/l.

ORGANSKI SASTOJCI SLOZENIH KEMIJSKIH SUPSTRATA

BJELANCEVINE

UGLJIKOHIDRATI | |

MASTI

!

AMINOKISELINE, SECERI

HIDROLIZA
Fermentativne bakterije

MASNE KISELINE, ALKOHOLI

Fermentativne bakterije

MEDUPRODUKTI
PROPIONAT, BUTIRAT, VALERIJAT

o

FERMENTACIJA
Acetogene bakterije

OCTENA KISELINA

ACETOGENEZA
Fermentativne bakterije

VODIK, CO;

HOMOACETOGENEZA
Homoacetogene bakterije

METANOGENEZA
pomocu obvezatno

METANOGENEZA
pomodu uvjetno
anaercbnih bakterija
(metanogenc bakterije)

METAN,
UGLJIK (IV)-OKSID

anaerobnih bakterija
(metanogene bakterije)

Slika 1. Shematski prikaz anaerobne razgradnje organskih sastojaka u bioplin (metan i ugljiik(IV)-oksid)
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Van Velsen /6/ je dokazao se da u Sarznom (diskon-
tinuiranom) reaktoru s cjepivom mikroorganizama
adaptiranim na visoke koncentracije amonijaka, me-
tanska fermentacija moZe neometano odvijati pri kon-
centraciji amonijaka vecoj od 5000 mg/l.

Toksi¢ni utjecaj hlapivih masnih kiselina na proces
anaerobne fermentacije istrazivali su brojni autori /7-8/.
Oni su ukazali da je pad pH-vrijednosti prema kiselom
podrudju osnovni pokazatelj inhibicije procesa. Prema
Kugelmanu i suradnicima /9/ hlapive organske kiseline
u koncentraciji do 6000 mg/l nisu toksi¢ne za metano-
vene bakterije. Propionska je kiselina pri toj koncen-
traciji neznatno toksi¢na za bakterije koje proizvode
hlapive kiseline. Vecina autora navodi da stabilnost
procesa ovisi o koncentraciji pojedinaénih hlapivih
kiselina. Tako, primjerice, koncentracija acetata veca
od 780 mg/l uzrokuje nestabilnost procesa /10/. Autori
takoder smatraju da propionat moze biti bolji pokaza-
telj stabilnosti procesa od acetata /11-12/, te stoga pred-
lazu da pradenje vrijednosti omjera propionat/acetat
{P/A) bude pokazatelj stabilnosti anacrobnog procesa.
Hill i suradnici /10/ su dokazali da koncentracija
octene Kiseline veéa od 800 mg/l i/ili omjer P/A vedi od
1,4 inhibiraju aktivnost anaerobnih mikroorganizama.
Dugolanéane masne kiseline (C4-Cs), posebice njihovi
izo-oblici, takoder su pokazatcelji stabilnosti anaerob-
nog procesa /13/. Cobb i suradnici /13/ navode da kon-
centracija izo-butirata i izo-valerijata manja od 3,6
mg/l omoguéuje stabilan proces, dok su koncentracije
izmedu 3,6 mg/l i 10,2 mg/l pokazatelj poremecaja
procesa.

Cilj rada je bio da se na osnovi laboratorijskih
istrazivanja ukaze na moguénost koriStenja SarZne
anaerobne fermentacije govedeg gnoja na mezofilnoj
temperaturi, u svrhu proizvodnje bioplina (metana).

2. POKUSI ANAEROBNE
FERMENTACIJE

Za provedbu pokusa koriStene su staklene boce vo-
lumena 120 mi kao $arZni reaktori. Boce su napunjene
sa 25 g uzorka priredenog govedeg gnoja i 2,5 g cjepi-
va. Da bi se osigurali anaerobni uvjeti, staklene boce
su propuhivane sa plinskom smjesom No/CO: (volum-

ni omjer 80:20) kroz vrijeme od 90 sekundi. Zatim su
boce zatvorene gumenim i metalnim zatvarac¢ima kako
bi se odrZavali anaerobni uvjeti. Nakon toga smjeStene
su u inkubator na temperaturi od 35 °C tijekom 50
dana. Pokusi su provedeni u tri paralele s razlicitim
koncentracijama suhe tvari gnoja. Za usporedno pra-
¢enje koli¢ine nastalog metana (bioplina) tijekom
provedbe pokusa koristen je Duncanov test viSestrukih
raspona. Kao cjepivo je koriSten adaptirani mezofilni
anaerobni mulj iz uredaja za proci§éavanje gradskih
otpadnih voda grada Llcide (Spanjolska). Govedi gnoj
potjece s farme Juncosa, smjeStene blizu grada Lleide.

U pokusima je istraZivana anaerobna razgradnja
govedeg gnoja kao supstrata s koncentracijama suhe
tvari: 22,11 % (pokus 1), 16 % (pokus 2), 10 % (pokus
3)i5 % (pokus 4).

Sastav gnoja kao supstrata za fermentaciju dan je u
tablici 1.

Za odredivanje ukupnih i hlapivih ¢évrstih Cestica
(TS/VS), kemijske potrosnje kisika (KPK), pH-vrijed-
nosti i amonijakalnog dusika (N-NHg) koriStene su
standardne metode APHA /14/.

Koncentracija slobodnog amonijaka (N-NHj)
odredena je racunski. Sastav plina (N2, CH4, COgz)
odreden je plinskom kromatografijom, upotrebom
kromatografa Thermoquest 8000 opremljenog detek-
torom termicke provodljivosti (TCD) i kolonom tipa
Poropak N. Za analizu hlapivih masnih kiselina (VFA)
koristen je plinski kromatograf TRACE 2000 oprem-
lien kapilarnom kolonom (FFAP).

3. REZULTATI ISTRAZIVANJA

Koli¢ina nakupljenog metana i prinos metana,
postignuti tijekom 50 dana pokusa SarZne anaerobne
fermentacije gnoja s razli¢itim postotkom suhe tvari,
dani su tablicom 2.

Prema rezultatima prikazanima tablicom 2. mogu se
vidjeti razlike u koli¢ini nakupljenog metana i prinosu
melana s obzirom na po&etnu koncentraciju hlapivih
¢vrstih Cestica (VS,). Prema Duncanovom testu ta
odstupanja u dobivenim vrijednostima koliine na-
kupljenog plina i prinosa metana iznose 5 posto. Samo

Tablica 1. Sastav gnoja kao supstrata za istraZivanje anaerobne fermentacije

Pokus | SvjeZ gnoj | Destilirana TS VS KPK N-NH4 N-NH3 pH
% voda % (gkg) (gkg) | (802/kg) (mg/) (mg/h)
1 100 0 230,89 190,26 293,079 623,7 101,51 8,23
2 72,36 27,64 115,91 95,93 196,032 418,37 32,49 7,86
3 45,23 54,47 86,25 71,31 128,754 251,53 25,31 7,99
4 22,60 77,39 52,63 44,32 48,756 78,28 10,06 8,11
TS = ukupna Cvrsta Cestica
VS = hlapljiva ¢évrsta Cestica
HRVAT. VODE, 9(2001)37, 367-372 (&i
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Tablica 2. Koli¢ina nakuplienog metana i prinos metana
nakon 50 dana Sarine anaerobne fermentacije
gnoja sa razlicitim postotkom suhe tvari

Pokus Koli¢ina nakupljenog Prinos
metana metana
(ml CHy) (ml CH4 /g VSo)
1 26.44 5.56
2 48.66 20.29
3 119.06 66.79
4 206.89 186.73

VS, = pocetna koncentracija hlapivih ¢vrstih ¢estica

tvari gnoja u podlozi, nakon 20. dana s¢ odvija i metan-
ska fermentacija, pri ¢emu se kiseline - octena, propi-
onska i izomasla¢na - prevode u metan, §to je i dokaz
znacajnije koli¢ine nakupljenog plina (slika 2.). U
pokusima 1, 2 i 3 je vidljivo nakupljanje navedenih
hlapivih masnih kiselina (slika 4.) §to je dokaz nepot-
punog odvijanja procesa metanske fermentacije. Moze
se prelpostaviti da su u pokusima 1, 2 i 3, s obzirom na
znatno viSe koncentracije suhe tvari gnoja (22,11; 16;
10 posto), odvijale samo reakcije hidrolize i kiselinske
fermentacije.

U pokusima 1, 2 i 3, s obzirom na viSe koncentracije
suhe tvari gnoja u podlozi, bilo je i za oéekivati znacdaj-
nije nakupljanje hlapivih kiselina (slika 4.). Prevodenje
vi§ih koncentracija hlapivih kisclina u metan vjerojat-

u pokusu 4 znalajni-
ja koli¢ina nakup-
ljenog metana vidlji-
va je nakon 20. dana
fermentacije (slika
2.), dok u ostalim
pokusima (pokusi 1,
2, 3) nema znacéajnog
nakupljanja metana
tijekom 50 dana fer-
mentacije.

200

150

kupljenog metana (mL)

Kao dokaz tome i
u pokusu 4 je nakon

Clna na

20. dana postignut
znacajniji prinos me-
tana u odnosu na
ostala tri pokusa,
kako se to vidi iz

v

koli

Vrijere (d)

rezultata prikazanih
slikom 3. Nakup-
ljena koli¢ina me-

Slika 2. Kolicina nakuplienog metana tijekom Sarine fermentacije govedeg gnoja na mezofilnoj teng-
peraturi i razli¢itim kolicinama suhe tvari tijekom 50 dana

tana i prinos metana
postignuti u ovim

pokusima, posebice 200

u pokusu 4, nisu u 3’
suglasju s vrijednos- Z,
tima koje su postigli = 150
drugi autori /10/ o
istrazujuéi anaerob- E 100
nu fermentaciju go- s
vedeg gnoja. *g;
Promjene u kon- 8
centraciji  hlapivih 'g
masnih kiselina (sli-
ka 4.) tijekom 50 0 10

dana SarZne anae-
robne fermentacije

——22%
——16%
——10%

T R e

20 30 40 50
Vrijeme (d)

govedeg gnoja po-
kazuju da u pokusu
4 sa 5 posto suhe

Slika 3. Prinos metana tijekom Sarine fermentacije govedeg gnoja na mezofilnoj temperaturi i raz-
licitim koli¢inama suhe tvari tijekom 50 dana
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no zahtijeva ili duze vrijeme odvijanja procesa od 50
dana ili ve¢u koncentraciju anaerobnih mikroorganiza-
ma. Na inhibitorski utjecaj hlapivih kiselina, primjerice
octene 1 propionske kiseline, na aktivnost meta-

nogenih bakterija ukazuju i drugi autori /10, 13/.

Osim inhibitorskog djelovanja hlapivih kiselina na
aktivnost metanogenih bakterija u literaturi se navodi
i amonijak kao inhibitor /1, 6/. Kako se u literaturi kao
inhibitorske koncentracije amonijaka na aktivnost
metanogenih bakterija navode koncentracije viSe od

5 10000
E 8000 ——22%
£ 6000 —.—16%
2 4000 —&—10%
= 2000 ——5%
8 0
3
0 10 20 30 40 50
Vrijeme (d)
a/
2 8000
£ 6000 ——22%
Q
2 4000 —&—16%
2 200 a—10%
£ —— 5%
& 0
B
10 20 40 50
Vrijeme (d)
b/

izomaslacna kiselina (mg/L)

400

300

200

100

——22%
—— 16%
—— 10%
e 5%
50
Vrijeme (d)

c/

Slika 4. Koncentracija octene kiseline (a), propionske kiseline (b) i izomaslacne kiseline (c) nakup-
ljene tijekom SarZne fermentacije govedeg gnoja na mezofilnoj temperaturi i razlicitim kolici-

nama suhe tvari tijekom 50 dana

700 mg/l, odnosno
vise od 5000 mg/1 /6/,
u provedenim poku-
sima 1, 2, 3 1 4 naku-
pljeni amonijak vje-
rojatno nije djelovao
kao inhibitor (slika
5.

4. ZAKLJUCCI

Rezultati prove-
denih pokusa SarZzne
anaerobne fermen-
tacije govedeg gnoja
na mezofilnoj tem-
peraturi i razli¢itim
koncentracijama
suhe tvari gnoja su
pokazali slijedece:

1. Najveéa koli¢ina
nakupljenog bio-
plina  (metana)
postignuta je fer-
mentacijom gove-
deg gnoja sa 5 po-
sto suhe tvari na
temperaturi 35 °C
tijekom 50 dana.

2. Pri viSim koncen-
tracijama  suhe
tvari gnoja (10; 16;
22,11 posto) na-
kupljaju se hla-
pive masne kise-
line u koncentra-
cijama koje inhibi-
raju aktivnost me-
tanogenih bakteri-
ja.

3. U svim je pokusi-
ma nakupljena ko-
licina amonijaka
bila u koncentra-
cijama koje ne
inhibiraju aktiv-
nost metanogenih
bakterija.

HRVAT. VODE, 9(2001)37, 367-372
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degradation by
acetate in metha-
nogenic fluidized
bed reactors, Bio-

% 500 technol. Lett. Vol.

& 400 X1, (1989) 61-66.
- 8. Ahring, B.K,,
g 300 Westermann, P.:
% 200 Product inhibition
= of butyrate metab-
'§ 100 olism by acetate
s and hydrogen in
@ 0 thermophilic
coculture, Appl.
Environ.
Vrijeme (d) Microbiol.  Vol.
LIV, (1988) 2393-

Slika 5. Koncentracija slobodnog amonijaka nakupljenog tijekom Sarine fermentacije govedeg gnoja 2397.

na mezofilnoj temperaturi i razli¢itim koli¢inama suhe tvari tijekom 50 dana 9. Kugelman, 1J.,
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