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ABSTRACT 

This research aimed to (1) determine the effect of initial pH (4.0-8.0), 

temperature, and initial iron concentration (0-1000 mg/L) on hydrogen production 

from starch processing wastewater by anaerobic dark fermentation of mixed cultures, 

(2) compare improvements of added biomaterials (BM) from plants versus animals at 

optimal concentration, and (3) study morphology and microbial population of 

hydrogen-producing on the BM. 

The production of hydrogen was preferable at neutral and slightly basic 

condition. Also, high operational temperature yields and addition of iron could 

enhance at least 2-folded higher production. However, initial iron concentration 1000 

mg Fe/L resulted in decreasing of the yield due to toxicity of iron on microbes. 

Accordingly, an optimal fermentation condition was under initial pH 7.0, thermophilic 

temperature, and initial iron concentration of 800 mg/L, and maximum hydrogen yield 

was 61.76 mL/g COD.  

Addition of BM was found to improve the production yield. The best BM 

was from plants (loofa sponge) and the optimal added BM concentration was 5% 

(v/v). The concentration higher than 5% affected the decreasing of the yield due to 

limitation of fluid circulation in the fermentation batch. 

On biomaterials, using bioinformatic analysis, Firmicutes, Bacillus cereus 

as dominant species for 47% of all microbial population were found while in scanning 

electron microscopy and fluorescence in situ hybridization, the most images found 

rod-shaped microbes. 
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บทคดัยอ่ 
งานวิจัยน้ีมีจุดประสงค์เพ่ือศึกษา (๑) ผลของค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมต้น (pH 4.0-8.0) 

อุณหภูมิ และความเขม้ขน้เหลก็เร่ิมตน้ (0-1000 มิลลิกรัม/ลิตร) ต่อการผลิตก๊าซไฮโดรเจนชีวภาพจากน ้ า
เสียอุตสาหกรรมแป้งโดยการหมกัแบบไม่ใชแ้สงและออกซิเจน (๒) เปรียบเทียบความสามารถในการเพ่ิม
ผลผลิตโดยการเติมวสัดุธรรมชาติ (BM) ท่ีมาจากสัตว์และพืช และปริมาณการเติม BM ท่ีเหมาะสม (0-
20 % โดยปริมาตร) (3) ศึกษาขอ้มูลสณัฐานและความหนาแน่นของจุลินทรียผ์ูผ้ลิตไฮโดรเจนบน BM 

จากการศึกษาพบว่าการผลิตก๊าซไฮโดรเจนชีวภาพเกิดไดดี้ท่ีสภาวะเป็นกลางหรือเบสอ่อน 
และการเพ่ิมอุณหภูมิและเติมเหล็กลงในระบบยงัช่วยเพ่ิมผลผลิตไดอ้ย่างน้อย 2 เท่า แต่เม่ือความเขม้ขน้
เหลก็เร่ิมตน้ท่ี 1000 มิลลิกรัม/ลิตร ผลผลิตกลบัลดลง ซ่ึงน่าจะเกิดจากความเป็นพิษของเหล็กต่อจุลินทรีย์
ในระบบ ดงันั้น สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตก๊าซไฮโดรเจนชีวภาพ คือ ค่า pH เร่ิมตน้ 7.0 อุณหภูมิช่วง 
50-60 องศาเซลเซียส และความเขม้ขน้เหลก็เร่ิมตน้ 800 มิลลิกรัม/ลิตร โดยผลผลิตก๊าซไฮโดรเจนชีวภาพ
สูงสุด คือ 61.76 มิลลิลิตร/กรัมซีโอดี 

นอกจากน้ียงัพบว่าการเติม BM ช่วยเพ่ิมผลผลิตไฮโดรเจน โดยพบว่า BM จากพืช (ใยบวบ) 
มีความสามารถในการเพ่ิมผลผลิตไดม้ากกว่า BM จากสตัว ์และปริมาณการเติมท่ีให้การผลิตสูงสุดคือ ร้อย
ละ 5 โดยปริมาตร และพบจุลินทรีย ์Bacillus cereus ในฐานขอ้มูลจุลินทรียม์ากท่ีสุด โดยคิดเป็นร้อยละ 47 
ของจุลินทรียท์ ั้งหมด และภาพจาก SEM และ FISH ส่วนใหญ่จะพบจุลินทรียรู์ปแท่ง 
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