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Influent BOD Biochemical oxygen demand >��������
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S Sulfer/���/�!�:�
��
	�
-������	/�	���	&���R��' 
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TDS  Total dissolved solid 
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TSS  Total suspended solid 
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�����=!��%����>������
4����*��	�
-�
�	$/1��"�������
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	���!*�/������
�������!*/� ?
	��N������
%/��V1�

�"�� �����
:+� ��
��N��
- 1 �
�!�/��
�
- Returned Activated Sludge (RAS) �4�-����;�����������
	

�
-�4�-��>����1��"�� ��
��N��
- 2 :+���
�
- Mixed liquor (RAS ;�����������
	) �4�-�����������%��

����7 !�"��
��N��
- 3 :+�%���	/�� RAS (%"�������
4�
-�����
>����
	1�����) �
-�$��$�������

�4+-��"�%��1*�!�/������
	�
-�>����1*�/ (&B-�>="����������
	�
���
��$������
!���!�"4������/�	

������� surface water) !������%���	/��������
	��7B�#����
!�"�����=����
4*����
-4� = ��


��N�%���	/�����������
 

;�>�����7B�#����
!�"�����=>������
4���:�81��"�������
������
	4��/� 

?�%��R��'�
-4�1��/������
������
	�������� (?�������
������
	*���!>�) ���!���
����� 4 

��	4��L�'*���:+� ?�%��R��'���
�
- 1 (R1): Lacane inermis ?�%��R��'���
�
- 2 (R2): Rotaria 

rotatoria ?�%��R��'���
�
- 3 (R3): Diplois daviesiae !�"?�%��R��'���
�
- 4 (R4): Collotheca spp. 

?
	4��/�?�%��R��'���
�
- 2 (R2) *�+� Rotaria rotatoria �
��%������$���
?
	4���%������
-��
��N�

�
- 1 :�
���� 100% ��
��N��
- 2 :�
���� 95.2% !�"��
��N��
- 3 :�
���� 100% ���1*������
��/�?�%�

�R��'���
�
- 2 (R2) �
�������	4��L�'*��� (common species) �
-%���4��
�%��
1��"������7�'

>���"�������
������
	��������!�� activated sludge 1��9��"�
-�"���
:������
	� ?
	 = 

��
��N��
- 1 ?�%��R��'���
�
- 2 �
:������4��L';�;���	/���
��	���:�8������%� (p < 0.01) ���:/� 

dissolved oxygen (DO) !�" Mixed liquor suspended solids (MLSS) &B-���
��N��
- 1 �
�������
�
-

������
	�4�-��>���$/�"���B��
�����=��*�� (>����
	) �>������� ����
4�
����4�-����������1�

�/��!���������?�%��R��'
��	 ����4�-������=>������
4%����
���1�����&�����
-�"��	�	$/1�����

�4�-����>B�� �B�4��/�:/����&�����"��	���� (Dissolved oxygen) �
�� �/��:/� MLSS &B-�:+�

>��!>N�!>����	����*�
������1������%��!��>�������=%"�������
4�
� ��+-�����?�%��R��'�"
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�
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��
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�	$/1����� 


����������
?�%��R��'�	$/��������=%"�������
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�����������?
	?�%��R��'1��"��*/��?&/
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>��

?�%��R��' !�"��+-�����������
	���?�������%��*����!*/��
���/�
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$��� �B���/�
�

��N�%���	/��%��
�����@ ;��������	4��/������=?�%��R��'1�������
	���?�������%��*����

��"
�#!*/��
��
���	���!�"��/��������
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����=$�
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��	��:��: Metagenomics �
�;�
���
�:+� �������4�" !	� !�"���!��!�:�
��
	�
-���*����
-

�����
>����
	1�������
	�����������%���	/��������
	�
-��N������
��N����������
 �
����� 4 ���/�

*��� :+����/�!�:�
��
	�
-	/�	���	!��?���
	 (Nitrogen group 1; N1) ���/�!�:�
��
	�
-	/�	

���	���%��' (Nitrogen group 2; N2) ���/�!�:�
��
	�
-	/�	���	&���R��' (Sulfer group; S) 
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	1��"�������
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	�������� 


��	������


��N��� (DNA) ���%���	/��������
	 !������

��N����
-���
�
����4�-�������	
��
-����

�*��>�� 16S RNA 
��	�P�����	��$�?&/ (Polymerase Chain Reaction; PCR) !���������?:��
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��
	�����������
�
?:�� *�������4�-�
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-%�


��N�������4�" (restrictin endonucleases) ������
 :+� MspI, HaeIII 

!�" HhaI �/�������7B�#�:���*���*��	>���/��	
��
-�����*��>�� 16S RNA 
��	��:��: 

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 4��/�:���*���*��	>���/��	
��
-

�����*��>�� 16S RNA >��!�:�
��
	�
-!	��
������
��N��
- 1, 2 !�" 3 *������	/�	
��	

����&�' !����
:���!%�%/����� 11, 9 !�" 8 !�� %�����
�� &B-�

��N����*�/��
��$���N��������

:������*������7B�#�	
��
-��1�%/��� 

:=";$�����	�
�;��%!��%���

���
?�?�?:�������*�$���&'��	4��L�'���'�&
 (Mouse 

monoclonal antibodies; MAb) �
-�������4�"���!��%����>��?�%��R��'���
 R2 !�"!�:�
��
	

���/� N1, N2, S !�" P :+� MAb ��� clones W66, W6, W11, W34 !�" W5 %�����
�� �����
�

?
	1����:��:�����?
����%�T�� 

:=";$�����	�
���N�%���	/��������
	�������� (*���!>�) �
-��
��N�%���	/�������
 :+���


��N��
- 1 �
�!�/��
�
- Returned Activated Sludge (RAS) �4�-����;�����������
	�
-�4�-��>����1��"�� 

��
��N��
- 2 :+���
�
- Mixed liquor (RAS ;��������������
	!���) �4�-�����������%������7 !�"

��
��N��
- 3 :+�%���	/�� RAS (%"�������
4�
-�����
>����
	1�����) �
-�$��$��������4+-��"�%��1*�

������
	�
-�>����1*�/ ?
	��N���
�"���%���	/�� ������
�*'%��
�@ :+��"*�/���
+���
��:� 4.7. 

2552 �B��
+�����9�4��L' 4.7. 2553 �����"	"���� 49 ���
�*' (	�������N�%���	/����/�
�1�

���
�*'�
- 23 >���
+�����*�:� 4.7. 2552 !�"1����
�*'�
- 39 !�" 40 >���
+��L����:� 4.7. 

2552 �B��
%���	/���
-��N����!%/�"��
������ 46 x 3 *�+� 138 %���	/�� !�";��������
���

1
V�
-��	���1���	���<����
�����:/��<�
-	�������
���%���	/��!%/�"%���	/���
-���&������

:����)  

:=";$�����	�
�4�F����:��: W66 monoclonal antibody (MAb) based-indiect ELISA 

�4+-�%���*�!�"��
�����=!��%����>��?�%��R��'���
 R2 1�%���	/��������
	�
-��N������
��N�

���������
%��
�@���
	���
	����������?�%��R��'���
 R2 1�%���	/���

	�����
-%������
��	

�����������7�'4��/�������>��?�%��R��'���
 R2 !�"�����=!��%����>��?�%��R��'���
 R2 

�
-%���
��	��L
 MAb-based-indirect ELISA �
:������4��L'����	/��

�	
-	�1����%���	/���
-��N�

��������
��N� �	/�����N

���������	�
-��
>��?�%��R��'���
 R2 �
- W66 MAb based-indiect 

ELISA �"1*�;����:+� ������!�
%�� !%/1�%���	/��������
	*��	%���	/���
������?�%��R��'���
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R2 1������%�������
	 100 ��?:���%��
-1��1� indiect ELISA ���	��/�!�
%�� �B�����;�1*����

%���*������=!��%����>��?�%��R��'���
 R2 ������1�%���	/���*�/��
� 

:=";$�����	�
�;��% Rabbit polyclonal antibody (PAb) %/�!��%�����
-�
�	$/1�������
	���

����� !�"4�F�� sandwich ELISA (PAb-%���	/��������
	-MAb) �4+-�%���*�!�"��
�����=

!��%����>��!�:�
��
	���/� N1, N2, S !�" P 1�%���	/��������
	�
-��N������
��N����������


%��
�@���
	���
	����������>��!�:�
��
	!%/�"���/�1�%���	/���

	�����
-%������
��	��L
���

������?:?��
�
-����8����*���4�"��
�	����
:�B-�!>N�:�B-��*�� 

4��/�������>��!�:�
��
	���
 N1 �
-%������
��	������������?:?��
!�"�����=

!��%����>��!�:�
��
	���
 N1 �
-%���
��	��L
 W6 MAb-based-sandwich ELISA �


:������4��L'����	/��

�	
-	�1����%���	/���
-��N���������
��N�%��
�����@ (:/� correlation                    

coefficient >��%���	/���
-��
��N��
- 1, 2 !�" 3 ��/���� 0.995, 0.828 !�" 0.981 %�����
��) ?
	

������?:?��
>�� N1 >��%���	/���
-��
��N��
- 1, 2 !�" 3 1�>="�
-�"���
:������
	� �	$/�
- 

6.2-94.8 � 10
6
, 2.6-52.6 � 10

6
 !�" 4.1-70.6 � 10

6
 cfu per ml %�����
�� !�" :/� optical 

densities �
- 405 nm >��%���	/���
-��
��N��
- 1, 2 !�" 3 �	$/�
- range: 0.001-0.530, 0.001-

0.470 !�" 0.001-0.521; median: 0.135, 0.063 !�" 0.083 !�" SD: 0.180, 0.120 !�" 0.170 

%�����
�� �	/�����N

�
%���	/��������
	�
-��N������
��N��
- 1, 2 !�" 3 ������ 9 (19.6%), 19 

(41.3%) !�"  11 (23.9%) %���	/�� �
-;����%���
��	 W6 based-sandwich ELISA 1*�;���   

4��/�������>��!�:�
��
	���
 N2 �
-%������
��	������������?:?��
!�"�����=

!��%����>��!�:�
��
	���
 N2 �
-%���
��	��L
 W11 MAb-based-sandwich ELISA �


:������4��L'����	/��

�	
-	�1����%���	/���
-��N���������
��N�%��
�����@ (:/� correlation 

coefficient >��%���	/���
-��
��N��
- 1, 2 !�" 3 ��/���� 0.950, 0.979 !�" 0.983 %�����
��) ?
	

������?:?��
>�� N2 >��%���	/���
-��
��N��
- 1, 2 !�" 3 1�>="�
-�"���
:������
	� �	$/�
- 

8.4-64.5 � 10
6
, 4.0-44.36 � 10

6
 !�" 6.1-68.0 � 10

6
 cfu per ml %�����
�� !�" :/� optical 

densities �
- 405 nm >��%���	/���
-��
��N��
- 1, 2 !�" 3 1�>="�
-�"���
:������
	� �	$/�
- 

range: 0.016-0.408, 0.001-0.357 !�" 0.034-0.431; median: 0.107, 0.058 !�"  0.092 !�" 

SD: 0.101, 0.070 !�" 0.105 %�����
�� �	/�����N

�
%���	/��������
	�
-��N������
��N��
- 1, 2 

!�" 3 ������ 6 (13.0%), 15 (32.6%) !�"  8 (17.4%) %���	/�� �
-;����%���
��	 W11 

based-sandwich ELISA 1*�;���  

4��/�������>��!�:�
��
	���
 S �
-%������
��	������������?:?��
!�"�����=

!��%����>��!�:�
��
	���
 S �
-%���
��	��L
 W34 MAb-based-sandwich ELISA �


:������4��L'����	/��

�	
-	�1����%���	/���
-��N���������
��N�%��
�����@ (:/� correlation 

coefficient >��%���	/���
-��
��N��
- 1, 2 !�" 3 ��/���� 0.854, 0.925 !�" 0.892 %�����
��) ?
	

������?:?��
>�� S >��%���	/���
-��
��N��
- 1, 2 !�" 3 1�>="�
-�"���
:������
	� �	$/�
-  

10.1-38.9 � 10
6
, 5.3-20.0 � 10

6
 !�" 8.9-45.2 � 10

6
 cfu per ml %�����
�� !�" :/� optical 
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densities �
- 405 nm >��%���	/���
-��
��N��
- 1, 2 !�" 3 1�>="�
-�"���
:������
	� �	$/�
- 

range: 0.020-0.325, 0.010-0.235 !�" 0.020-0.339; median: 0.092, 0.056 !�" 0.108 !�" 

SD: 0.070, 0.040 !�" 0.079 %�����
�� �	/�����N

�
%���	/��������
	�
-��N������
��N��
- 1, 2 

!�" 3 ������ 9 (19.6%), 18 (39.1%) !�"  7 (15.2%) %���	/�� �
-;����%���
��	 W34 

based-sandwich ELISA 1*�;���  

4��/�������>��!�:�
��
	���
 P �
-%������
��	������������?:?��
!�"�����=

!��%����>��!�:�
��
	���
 P �
-%���
��	��L
 W5 MAb-based-sandwich ELISA �


:������4��L'����	/��

�	
-	�1����%���	/���
-��N���������
��N�%��
�����@ (:/� correlation 

coefficient >��%���	/���
-��
��N��
- 1, 2 !�" 3 ��/���� 0.828, 0.986 !�" 0.994 %�����
��) ?
	

������?:?��
>�� P >��%���	/���
-��
��N��
- 1, 2 !�" 3 1�>="�
-�"���
:������
	� �	$/�
- 

14.7-65.0 � 10
6
, 24.5-38.8 � 10

6
 !�" 16.3-96.4 � 10

6
 cfu per ml %�����
�� !�" :/� 

optical densities �
- 405 nm >��%���	/���
-��
��N��
- 1, 2 !�" 3 1�>="�
-�"���
:������
	� 

�	$/�
- range: 0.050-0.496, 0.016-0.334 !�" 0.058-0.544; median: 0.185, 0.095, 0.205 !�" 

SD: 0.121, 0.079 !�" 0.123 %�����
�� ?
	%���	/�������
��N��
- 2 �
 14 %���	/�� (30.4%) �
-

1*�;� W5 based-sandwich ELISA ������ !%/��/�
%���	/��1
�����
��N��
- 1 !�" 3 �
-1*�;� 

W5 based-sandwich ELISA ����;�����	  

���*����"�������
������
	�
-�
�������1*����
:�����/���
	�
��	������
-��
�K�����*����%��

����7�4+-�1*������=���&������/�4
	�4����*�������
4 4��/�������?�%��R��'�������
�
- 1 (R1) 

!�"���
�
- 2 (R2) �
-%������
��	�����������7�' �
:������4��L'

�	
-	�����9��">���"��:+�

��+-��"����/���
	�������>��?�%��R��'����������
�N�"�
������
 !%/���1�� W66 based-

indirect ELISA �4+-�%�����
�����=>��!��%����>��?�%��R��'���
�
- 2 (R2) ��/���������

:������
	�*�+���/���
	�>���"���
� 

������>��!�:�
��
	���
 N1 �
-%������
��	������������?:?��
!�"�����=!��%����

>��!�:�
��
	���
 N1 �
-%���
��	��L
 W6 MAb-based-sandwich ELISA �
:������4��L'���

�	/��

�	
-	�1����%���	/���
-��N���������
��N� (:/� correlation coefficient >��%���	/���
-��
��N�

�
- 1+2 (RAS ;�����������
	�
-�>����1*�/��
	����	!���) !�" 3 (RAS) ��/���� 0.996 !�" 0.997 

%�����
��) ?
	������?:?��
>�� N1 >��%���	/���
-��
��N��
- 1+2 !�" 3 1�>="�
-�"���
:���

��/���
	� (unstable) �	$/�
- 0.01-30.0 � 10
6
 !�" 0.015-30.0 � 10

6
 cfu per ml %�����
�� &B-�

���	��/�������?:?��
>��!�:�
��
	���
 N1 1��"���
-���
	��	/���
��	���:�8 !�":/� optical 

densities �
- 405 nm >��%���	/���
-��
��N��
- 1+2 !�" 3 1�>="�
-�"����/���
	� �	$/�"*�/�� 

(range)  0-0.175 !�" 0-0.173 %�����
��  ?
	�
%���	/�������
��N��
- 1+2 !�" 3 ������ 13 

!�" 9 %���	/�� (54.2% !�" 37.5%) %�����
�� �
-1*�;� W6 MAb-based-sandwich ELISA 

������ �/��%���	/���
-1*�;�����4��"�
����%������7�>����1��"����������"	"�����N1*� OD 

:/��>���%-��:+���/���� 0.175 



xx 

4��/�������>��!�:�
��
	���
 N2 �
-%������
��	������������?:?��
!�"�����=

!��%����>��!�:�
��
	���
 N2 �
-%���
��	��L
 W6 MAb-based-sandwich ELISA �


:����� �4� �L' �� ��	/ � �

 � 	
- 	� 1��� �%� ��	/ � ��
- � �N ��������� 
 ��N �  (:/ �  correlation           

coefficient >��%���	/���
-��
��N��
- 1+2 !�" 3 ��/���� 0.993 !�" 0.996 %�����
��) ?
	������

?:?��
>�� N2 >��%���	/���
-��
��N��
- 1+2 !�" 3 1�>="�
-�"���
:�����/���
	� �	$/�
- 0.80-

30.0 � 10
6
 !�" 0.35-30.0 � 10

6
 cfu per ml %�����
�� �/��:/� optical densities �
- 405 nm 

>��%���	/���
-��
��N��
- 1+2 !�" 3 1�>="�
-�"����/���
	� �	$/�"*�/�� (range) 0.005-0.177 

!�" 0.005-0.174 %�����
�� ?
	�
%���	/�������
��N��
- 1+2 !�" 3 ������ 5 ��� 24 %���	/�� 

(20.8%) ���������
�
-1*�;� W11 MAb-based-sandwich ELISA ������ �/��%���	/���
-1*�;�

����4��"�
����%������7�>����1��"����������"	"�����N1*� OD :/��>���%-��:+���/���� 0.177 

4��/�������>��!�:�
��
	���
 S �
-%������
��	������������?:?��
!�"�����=

!��%����>��!�:�
��
	���
 S �
-%���
��	��L
 W6 MAb-based-sandwich ELISA �


:����� �4� �L' �� ��	/ � �

 � 	
- 	� 1��� �%� ��	/ � ��
- � �N ��������� 
 ��N �  (:/ �  correlation                    

coefficient >��%���	/���
-��
��N��
- 1+2 !�" 3 ��/���� 0.994 !�" 0.998 %�����
��) ?
	������

?:?��
>�� S >��%���	/���
-��
��N��
- 1+2 !�" 3 1�>="�
-�"���
:�����/���
	� �	$/�
- 0.85-

30.0 � 10
6
 !�" 0.5-30.0 � 10

6
 cfu per ml %�����
�� �/��:/� optical densities �
- 405 nm 

>��%���	/���
-��
��N��
- 1+2 !�" 3 1�>="�
-�"����/���
	� �	$/�"*�/�� (range) 0.002-0.221 

!�" 0.001-0.195 %�����
��?
	�
%���	/�������
��N��
- 1+2 !�" 3 ������ 11 !�" 9 ��� 24 

%���	/�� (45.8% !�" 37.5%) %�����
�� �
-1*�;� W34 MAb-based-sandwich ELISA ������ 

�/��%���	/���
-1*�;�����4��"�
����%������7�>����1��"����������"	"�����N1*� OD :/��>���

%-��:+���/���� 0.221 

4��/�������>��!�:�
��
	���
 P �
-%������
��	������������?:?��
!�"�����=

!��%����>��!�:�
��
	���
 P �
-%���
��	��L
 W6 MAb-based-sandwich ELISA �


:����� �4� �L' �� ��	/ � �

 � 	
- 	� 1��� �%� ��	/ � ��
- � �N ��������� 
 ��N �  (:/ �  correlation                    

coefficient >��%���	/���
-��
��N��
- 1+2 !�" 3 ��/���� 0.998 !�" 0.997 %�����
��) ?
	������

?:?��
>�� P >��%���	/���
-��
��N��
- 1+2 !�" 3 1�>="�
-�"���
:�����/���
	� �	$/�
- 0.06-

30.0 � 10
6
 !�" 0.045-30.0 � 10

6
 cfu per ml %�����
�� �/��:/� optical densities �
- 405 nm 

>��%���	/���
-��
��N��
- 1+2 !�" 3 1�>="�
-�"����/���
	� �	$/�"*�/�� (range) 0-0.170 !�" 0-

0.173 %�����
��?
	�
%���	/�������
��N��
- 1+2 !�" 3 ������ 8 ��� 24 %���	/�� (33.3%) 

������������
�
-1*�;� W5 MAb-based-sandwich ELISA ������ �/��%���	/���
-1*�;�����4��"

�
����%������7�>����1��"����������"	"�����N1*� OD :/��>���%-��:+���/���� 0.173 


����������������	 �����������
��/� W5 based-sandwich ELISA �
-%���*�!��%����

>��!�:�
��
	���/��
-	/�	���	R���R% (P) ?
	1��%���	/�������
��N��
- 1 (������
	�4�-��>���$/

�"��) !�" 3 (%���	/�� returned activated sludge; RAS) ������L
�
-�"���:������
	�>��
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�"�������
������
	>��?����������
������
	���������
�

�
-��
 �/�� W34 MAb based-

sandwich ELISA �
-%���*�!��%����>��!�:�
��
	���/��
-	/�	���	&���R��' (S) ������1��

��"����:������
	�>��?����������
������
	�����%��*������"
�#�
� 	�-�����/��������

%���*�?�%��R��'���
 Rotaria rotatoria (R2) 
��	��L
���������7�7��%�'&B-��
����/	�/�	��

!�"1�������������7�'!���/����/��L���
� (light microscope) �N������1����"����:���

���
	�>��?����������
������
	���������
�

 &B-���+-�4� Rotaria rotatoria ���%���	/��������
	

�����
��N�%���	/�����������
�N!�
��/��"���
:������
	� 



xxii 

��
�=47�'���1�� 

����
��������������������������	�
������
!���"#��$���%��
��&%��
�� 

�'���$������#���( 

��������
������
	�+�������-���������
-����9�:��T!�"9�:��%��*����%���1*�:������:�8
��	

�*%�;��
-����"!%�%/����� ���*���9�:��T ��������
>����
	���������N�4+-����#��9��">��

��- �!�
����!�"�4+- ���>�����	�
-

!�":���;���>>����"�����������:�8 �� �*���

9�:��%��*���� �������4+-���������P���%�%����*��	!�"/*�+���������9�4���#='�
-

>��

9�:��%��*��������V 1��K���������:��:�����������>���"�������
������
	1����L
%������

:�=9�4>�������
-�"����������$/��-�!�
����*�����������
!�"%������������>���:�+-������1�

�"�� ���%�����
���������>���"�������
������
	�
-;���4L'��
���	 :+���
:�=9�4>�������
-�"

���� �$�4��/�	:�����/�>����
	1������
-�"������/�
��$������
%���
-���*�
�4��"�"�������
���


:���;�
��%�:+����
9��"��/���
	� !%/�N�����	������ �4��"�
���/�	�����
-�����
��/���$�='���

���$/�����!�"��-�!�
������!��� &B-��������"���1*��K8*��
-���
>B��1��"���
�������!���>

�/����*�+����:������/������!���>�
� !��� 	������;���
	����������1��
�*��	V
��� ��/� ����

��=
4�4���"*�/��9�:��%��*����!�"������
-����P�	$/��+��V!�"�/�;�
������B�9�:��T   

1��������	�
�:=";$�����	�
����
-	���L
���:��:��
$!��"�������
������
	 ��
	1*�/ ?
	

��/������
-���%�����
�����=>������
4�
-����%��*���1���������
>����
	1��"��>="�"��������

�������	/���
��"���L�9�4*�+�>="�
-�"���
:������
	� &B-�����
4�*�/��
�������:'��"����
-

���:�8�
-��
1��"�������
������
	 ��������
����4�F����L
���������	�9$��:�������
-������

%�����
�����=!��%����>������
4����*��	�
-�
�	$/1��"�������
������
	 �4+-�1��!�����%���

:�=9�4�����
-�������"��/�	�����$/��-�!�
����!���
�� �����
�?
	��+-��/�:�=9�4���������"�
���%�T��

%��
�����
-%���4��/���"��������
4*���*�+������=!��%����>������
4*���1��"���


�����=�*��"��   

1��������	:=";$�����	1���$�!�����7B�#�!�� Cross-sectional Controlled Trial Design  

?
	�������	!�/��������7B�#����
!�"�����=>������
4���:�81��"�������
������
	!��1��

����7 (Activated Sludge System) :+�?�%��R��'!�"!�:�
��
	 ?
	1��?����������
������
	�
-��

�������� �
-*���!>� ������4� !�"?�������
������
	�
-�����?�������%��*���� :+�?��

�����
������
	���?�������"
�# �
-���*��
�:�����:' 1�>="�
-�"�������
������
	�������!*/��


:������
	� ����%��!��1����7B�#�  !�":=";$�����	�
�;��%!��%���

���
?�?�?:�����
-�


:�������4�"%/�����
4*���1��"�� !�"1��!��%���

�*�/��
������:�+-���+�1����%���*�!�"��


�����=!��%����>������
4����*��	�
-�
�	$/1��"�������
������
	�
-�
:������
	�1��/������

%/��V1�����@ 
��	��:��:������	�9$��:������:+� MAb based-antigen detection assays  
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�������	���-���������N�%���	/��������
	���!*�/������
�������!*/� ?
	��N������
%/��V1�

�"�� �����
:+� ��
��N��
- 1 �
�!�/��
�
- Returned Activated Sludge (RAS) �4�-����;�����������
	

�
-�4�-��>����1��"�� ��
��N��
- 2 :+���
�
- Mixed liquor (RAS ;�����������
	) �4�-�����������%��

����7 !�"��
��N��
- 3 :+�%���	/�� RAS (%"�������
4�
-�����
>����
	1�����) �
-�$��$�������

�4+-��"�%��1*�!�/������
	�
-�>����1*�/ (&B-�>="����������
	�
���
��$������
!���!�"4������/�	

������� surface water) !������%���	/��������
	��7B�#����
!�"�����=����
4*����
-4� = ��


��N�%���	/�����������
 

;�>�����7B�#����
!�"�����=>������
4���:�81��"�������
������
	4��/� 

?�%��R��'�
-4�1��/������
������
	�������� (?�������
������
	*���!>�) ���!���
����� 4 

��	4��L�'*���:+� ?�%��R��'���
�
- 1 (R1): Lacane inermis ?�%��R��'���
�
- 2 (R2): Rotaria 

rotatoria ?�%��R��'���
�
- 3 (R3): Diplois daviesiae !�"?�%��R��'���
�
- 4 (R4): Collotheca spp. 

?
	4��/�?�%��R��'���
�
- 2 (R2) *�+� Rotaria rotatoria �
��%������$���
?
	4���%������
-��
��N�

�
- 1 :�
���� 100% ��
��N��
- 2 :�
���� 95.2% !�"��
��N��
- 3 :�
���� 100% ���1*������
��/�?�%�

�R��'���
�
- 2 (R2) �
�������	4��L�'*��� (common species) �
-%���4��
�%��
1��"������7�'

>���"�������
������
	��������!�� activated sludge 1��9��"�
-�"���
:������
	�   

:=";$�����	1��%���	/��������
	���?�������%��*���� EPCCO �
-���*��
�:�����:'&B-�����

?�������%��*������"
�#����%��!��>�����7B�#��4+-�*������=!�"���!�����
>��?�%�

�R��' !�"��+-�����������
	���?�������%��*����!*/��
���/�
:���;��!��%���
$��� �B���/�
���N�

%���	/��%��
�����@ 4��/��
�����=?�%��R��'1�������
	���?�������%��*������"
�#�
���	���

!�"��/��������
���/��
� 

:=";$�����	7B�#�:���*���*��	>����+��!�:�
��
	�
-4�1�?�������
������
	!��1������7


��	��L
��%�T�� (Conventional method) !�"��L
����=$�
����	� (Molecular biology method) 


��	��:��: Metagenomics �
�;�
���
�:+� �������4�" !	� !�"���!��!�:�
��
	�
-���*����
-

�����
>����
	1�������
	�����������%���	/��������
	�
-��N������
��N����������
 �
����� 4 ���/�

*��� :+����/�!�:�
��
	�
-	/�	���	!��?���
	 (Nitrogen group 1; N1) ���/�!�:�
��
	�
-	/�	

���	���%��' (Nitrogen group 2; N2) ���/�!�:�
��
	�
-	/�	���	&���R��' (Sulfer group; S) 

!�"���/�!�:�
��
	�
-	/�	���	R���R%  (Phosphate group; P) �/��������
	���?�����

��%��*������"
�#����4��<4�"!�:�
��
	���/� S �����
�
-��N�%���	/�����������
 

:=";$�����	�
�7B�#� Metagenomics >����+��!�:�
��
	1��"�������
������
	�������� 


��	������


��N��� (DNA) ���%���	/��������
	!������

��N����
-�%�
	��
����4�-�������	
��
-

�����*��>�� 16S RNA 
��	 Polymerase Chain Reaction (PCR) !���������?:��	
��*�/��
�

�>���$/4�����
 ����������4�����
�>���$/ !�:�
��
	�����������
�
?:�� !���	/�	

��N����
-�����*��

>�� 16S RNA �
-�4�-������=����
?:������&R��'!���'!%/�"?:��
��	����&�'%�
����4�" 

(restrictin endonucleases) ������
 :+� MspI, HaeIII !�" HhaI �/�������7B�#�:���

*���*��	>��	
��
-�����*��>�� 16S RNA 
��	��:��: Restriction Fragment Length 
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Polymorphism (RFLP) 4��/�:���*���*��	>��	
��
-�����*��>�� 16S RNA >��!�:�
��
	

�
-!	��
������
��N��
- 1, 2 !�" 3 !%�%/����� 11, 9 !�" 8 !�� %�����
�� &B-�

��N����*�/��
�

�$���N��������:������*������7B�#�	
��
-��1�%/��� 

:=";$�����	�
�;��%!��%���

���
?�?�?:�������*�$���&'��	4��L�'���'�&
 (Mouse 

monoclonal antibodies; MAb) �
-�������4�"���!��%����>��?�%��R��'���
 R2 !�"!�:�
��
	

���/� N1, N2, S !�" P :+� MAb ��� clones W66, W6, W11, W34 !�" W5 %�����
�� �����
�

?
	1����:��:�����?
����%�T�� !�"1��!��%���

���
?�?�?:�����*�/��
�1�������L
���

���	�9$��:�������4+-�%���*�!�"��
�����=!��%����>������
4*���1��"�������
������
	 

;��������	�����
��/� W5 based-sandwich ELISA �
-%���*�!��%����>��!�
�
��
	���/��
-	/�	

���	R���R% (P) ?
	1��%���	/�������
��N��
- 1 !�" 3 ������L
�
-�"���:������
	�>���"��

�����
������
	>��?����������
������
	���������
�

�
-��
 �/�� W34 MAb based-sandwich 

ELISA �
-%���*�!��%����>��!�
�
��
	���/��
-	/�	���	&���R��' (S) ������1����"����:���

���
	�>��?����������
������
	�����%��*������"
�#�
� 	�-�����/��������%���*�?�%��R��'

���
 Rotaria rotatoria (R2) 
��	��L
���������7�7��%�'&B-��"
����/	�/�	��!�"1�������

������7�'!���/����/��L���
� (light microscope) �N������1����"����:������
	�>��

?����������
������
	���������
�

&B-���+-�4� Rotaria rotatoria ���%���	/��������
	�����
��N�

%���	/�����������
�N!�
��/��"���
:������
	� ����������	�
� :=";$�����	�
:����*N��/��/��"��� 

W5 based-sandwich ELISA !�" W34 MAb based-sandwich ELISA ��4�F���4+-�1���������

1������"������"���L�9�4>���"�������
������
	��������!�"��%��*����%/��� 
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�����������	
���
�
������ 

�$�$����"#��������J �
���:  28 �
����� �.(. 2550 !K��
���: 27 �
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�������: ����
��������������������������	�
������
!���"#��$���%��
��&%�

�
���'���$������#���( 

Development of Biotechnological Method for Assessing the Stability of 

Wastewater Management using Activated Sludge System 

 

����
%��
, ��:��"#�4N,1���:�%������	
�   

������
	 *��	�B������
-�
��-�%/��V ��+��������	����"��-����	���������
-��/�����
-%������

!�"�/������
	�>��:���-��� ��/�*��"�����*���1����"?	��'�
�%/��� *�+������/�	���$/�������

L�����%��N�"���1*�:�=9�4����1�L�����%���
	*�	�
� (���:��:����4�# 4.7. ����) 

������
	����� *��	�B�������
	�
-���
������������"������>����"�����
-��7�	�	$/1�

�����!�"��������
-�������
4>��:�����+�� �
�!�/������
	�
-���
��������"�����*��!�"����"

������-����������*��	9�	1�:�����+��!�"��:����"�9�%/��V ����%�� (���:��:����4�# 

4.7. ����) 

�/����"���!�"���#=">��������
	 (���:��:����4�# 4.7. ����) 

������
	������
�/����"���!�"���#="
���
� 

1. ��������
	' �
�!�/ :��'?����
�% ?��%
� �>��� ��/� �7#>��� ���	�%
�	� ����!�� �7#

1�%�� �7#4+�;�� ������+�� ��"
$� ����%�� &B-�������	/�	���	�
����?
	�������
	'�
-1��

���&���� ���1*��"
�����&�����"��	���� (dissolved oxygen) �
�� ���
�9�4��/��*�N��
� 

�����=>����������
	'1�������
	 ��	���
����:/� �
?�

 (BOD &B-�	/������ biochemical 

oxygen demand) ��+-�:/��
?�

1������$� !�
��/��
��������
	'���	$/���!�"�9�4��/��*�N��"

���
>B���
��/�	 

2. ���������
	' �
�!�/ !�/L�%�%/��V �
-�����/���1*��������
��/��*�N� !%/�������%��	%/�

��>9�4!�"�
��% ��/� :����
' &���R��' ����%�� 

3. ?�*"*���!�"���4�# ����	$/1��$�>����������
	'*�+����������
	' !�"�������"��

�	$/1�������*�� ���
�������%��	%/���-��
�
��% %���	/����/� ���� ?:���
	� ���!
� &B-���%�

�"�	$/1�>����
	���?�������%��*���� !�"����:�
�
-1�������
!��� ��%�'����� !�"7�%�$4+� �
-

��������������������������#%� ���*���1����������������%��*����1�:�����+�����

��"�9� ��/��������?�*" �$/&/���� ����%�� �������������
	���?��4	���� 

4. �������!�"�����	����%/��V ����������:%/��������:��"*'!�� �

>��������"��	>��

���&�����������7���$/���� !�"���1*����
�9�4��/�/�
$ 
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5. >��!>N� ��+-����$/�������������1*����
�9�4������&�����
-�������� ���1*�!*�/�����%+���>�� 

�����
:���>�/��$� !�"���1*����
�9�4��/�/�
$ 

6. ����/�1*����
R��!�"���&��R�� �
�!�/ ;�&��R�� ��$/ R���"�

��������"��	>��

���&����1�����7�$/���� !�"����������%��	%/���-��
�
��% 

7. �������
	' ������
	���?��4	���� *�+����?����������"�9� ��/� ?��R��*��� ?���/�

��%�' ?�������*����"���� ����"�
�������
	'��������� �������
	'�/��1*8/1�����&����1����


�����
��% �B����1*����&�����
����+-��
�������
	'��������� �
�"
�����&�����
-�"��	1����� 

!�"���1*����
�9�4��/��*�N� �������
	'������
������+���/�?�:1�:�!�"/*�+���%�'
��	 

?
	�<4�"�������
	'1�������
	���?��4	���� 

8. L�%���*�� �
�!�/ ��?%����!�"R��R���� ��+-��
�����=�$� �"�/�	1*���*�/�	

����8�%��?%!�"�4�-������=��
��N� (algae bloom) &B-��������*%����:�8>��������1*����&����

1������
%-�������?
	�<4�"1��/������:+� �������
�L�%���*��	�����1*����
���4+����� ����

�K8*�>�������8��������������
�
��	 

9. ���-� ������
������&��?
����&���R
'*�+����&�>/��/� &B-����
������	/�	���	>��

��������
	'1��9��"������&���� *�+����-��*�N��+-�V ���?�������%��*����%/��V ��/�

?����������� ?���/���%�' ����%�� 

4����
�%��'%/��V �
-1����
�����=>����
	�������� (���:��:����4�# 4.7. ����) 

�
�!�
����1�%����1�*�����
�� �/��4����
�%��'�
-1��1����%������:��"*'���#=">��������
	 

�
�!�/ 

1. pH ����:/��
-����B�:���������
-
/��>��������
	 ?
	��-�����-��
-�
�
��%1�����*�+������ 

��
	'1���������
�"
�����
4�
�

1��9��"�������� :+� pH ��"��= 7-8 

2. Biocheminal oxygen demand (BOD) ����:/��
-����B������=���&�����
-�������
	'1��

1����	/�	���	��������
	' ���:/� BOD �$�!�
��/��
:���%���������&�����$� *��	�B��


:��������*�+���������
	'�	$/1�������� 

3. Chemical oxygen delmand (COD) *��	�B������=���%/��V �
-�
�	$/1�������
	 ����1�

���#="�
-��/�"��	���� (insoluble solids) !�"�"��	���� (dissolved solids) >��!>N�������
�


����*������!�"!>����	�	$/1����� (suspended solids) ������
*���!�"������+����/�� 

(settleable solids) >��!>N��
-��/�"��	���� ������K8*�1������
%���:�+-���%������71��"��

�����
������
	!���%������7 (activated sludge system) !�"*����/�	����1������=����"���

1*������ ��/�/�
$ !�"�������L�����%�%+���>�� %��
���
���!��!

�
-�"�/�����$/��������
��	 

4. �>���!�"������� (Fat, oil and grease) �/��1*8/�
�!�/�������!�"�>������4+�!�"��%�'�
-

1��1���������*�� ��$/������������� !�"R�����&��R���������"���� ����*�/��
��
����*���

���!�"��	���� ���1*����
�9�4��/�/�
$!�">����������&B�>�����&�����������7���$/!*�/����� 

�������
�	���
:/� BOD �$��4��"������������
	' 
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�����"'�"'� (�������
� �9# ����) 
��������#�� 

�'#� 4������ ��� 

1. >��!>N�����*�
 (Total solids) 350 720 1,200 

- >��!>N��"��	���� 250 500 580 

- >��!>N�!>����	 100 220 350 

2. �����=%"���*��� (Settleable solids) 5 10 20 

3. :/��
?�

 (Biochemical oxygen demand; BOD) 110 220 400 

4. :/�&
?�

 (Chemical oxygen demand; COD) 250 500 1,000 

5. ��?%��������*�
 (Total as N) 20 40 85 

- �����
	' ��?%���� (Organic N) 8 15 35 

- !��?���
	 (Free ammonia) 12 25 50 

- ���%��' (Nitrites) 0 0 0 

- ���%�� (Nitrate) 0 0 0 

6. R��R��������*�
 (Total as P) 4 8 15 

- ��������
	' (Organic) 1 3 5 

- ���������
	' (Inorganic) 3 5 10 

7. :����
' (Chlorides)
(1)

 30 50 100 

8. &���R� (Sulfate)
(1)

 20 30 50 

9. �9��"
/�� (Alkalinity as CaCO3) 50 100 200 

10. �>��� (Grease) 50 100 150 

11. ?:��R��'�!�:�
��
	����*�
 (Total coliforms) 

MPN/100 ml 
 

10
6
-10

7
 10

7
-10

8
 10

8
-10

9
 

(1)
 ����:/��
-�4�-����:/��
-%���4�1�����1����%� 

�
-��: Wastewater Engineering (Metcalf and Eddy, 1991) 
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������������
������
	 

��������
������
	������!�/�%������1���������
��-���+���1�������
	�
�
���
� 

1. ��������
�����	9�4 (Physical treatment) ������L
���!	������-���+��� ��/� >��!>N�

>��
1*8/ ��"
�# 4���%�� �7#��*�� ���
-���	 �>���!�"������� ������������
	?
	1��

�����='1���������
�����	9�4 :+�%"!���
��>	" ���
�����
-���	 ���
���>���!�"������� 

!�"���
��%"��� &B-���������
�����=>��!>N�1���������*��� 

2. ��������
����:�
 (Chemical treatment) ������L
��������
������
	?
	1����"���������

�:�
�4+-�����P�����	������-���+���1�������
	 ��L
����
��"1�����������
	�
-�
�/����"����	/��1
�	/��

*�B-�
��%/����
� :+� �
:/� pH �$�*�+�%-�������� �
���4�# �
?�*"*��� �
>��!>N�!>����	�
-

%�%"���	�� �
�������!�"�>����
-�"��������� �
��?%����*�+�R��R�����$������� !�"�
��+��

?�: �����
� �����='�
-1�������
������
	
��	��L
����:�
 �
�!�/ ��������N� ��������� ���%�%"��� 

������� !�" ����/���+��?�: 

3. ��������
����
�9�4 (Biological treatment) ������L
��������
������
	?
	1����"������

����
�9�4*�+�1���������
	'1���������
��-���+���1�������
	 ?
	�<4�"���:��'��������
	' 

��?%���� !�"R��R���� ?
	��-�������*�/��
��"�$�1������!*�/���*��!�"!*�/�4������>����

�����
	'1������
�	���+���4+-��������8�%��?%!�"1�>="�

	�����N���1*�������
	�
:���������
�� 

?
	�������
	'�*�/��
��������4���
-1�����&���� (aerobic organisms) *�+���/1�����&���� 

(anaerobic organisms) �N�
� �"�������
������
	�
-��7�	*����������
�9�4 �
�!�/ �"��!��

%����%N
���
�' (activate sludge; AS) �"��!;/����*����
�9�4 (rotated biological contactor; 

RBC) �"��:�������
	� (oxidation ditch; OD) �"���/��%������7 (aerated lagoon; AL) 

�"��?��	���� (tricking filter) �"���/�;B-� (stabilization pond) �"��	$������
 (upflow 

anaerobic sludge blanket) !�"�"�������������7 (anaerobic filter; AF) ����%�� 

?
	��-�����������
������
	 ������!�/�%��>���%��%/��V 
���
� 

1. ��������
>���%�� (Preliminary treatment) !�"��������
��+���%�� (primary treatment)  

������������
�4+-�!	����
-���	 !�">��!>N�>��
1*8/ ������>���*��*�+�������
	 

?
	1���:�+-������ �����='�
-1����"���
��	 %"!���*	�� (coarse screen) %"!����"��
	
 

(fine screen) ���
�����
-���	 (grit chamber) ���%�%"�����+���%�� (primary sedimentation 

tank) !�"�:�+-�������
�>��� (skimming device) ��������
>����
	>����
������������
>��!>N�

!>����	�
����	�" 50-70 !�"�����
��������
	'&B-���
1��$�>��:/� BOD �
����	�" 25-40 

2. ��������
>����
-��� (secondary treatment)  

������������
������
	�
-;/����������
>���%�� !�"��������
��+���%����!��� !%/	��:��


>��!>N�!>����	>��
��N�!�"��������
	'�
-�"��	!�"��/�"��	1�������
	:��*�+��	$/ 

?
	��-�����������
>����
-����
� *�+��
-��
	��
��	/���/� ��������
����
�9�4 (biological 

treatment) �"��7�	*��������
�	��������
	'1��"��9�	1%��9��"�
-:��:���
��4+-��4�-�

��"���L�9�41�������!�"1����������
	'1*��
���
��N���/��
-���
>B��%��L�����%�!�"�
���!	�
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%"����������
	'��������������?
	1�����%�%"��� (sedimentation tank) ���1*����������
:�=9�4



>B�� ��������B�;/�������>���"���/���+��?�: (disinfection) �4+-�1*�!�/1��/���/�
�������
	'�
-������

�/�?�:�������� �/���"�"��	�����������$/!*�/�����L�����%����� surface water *�+����������1��

��"?	��' (reuse) %/��� ��������
������
	1�>����
������������
>��!>N�!>����	!�"

��������
	'&B-���
1��$�>��:/� BOD �
����	�"��"��= 80 

3. ��������
������
	1�>����$� (advanced treatment *�+� tertiary treatment)  

������"�����������
�����*�� (��?%����!�"R��R����) �
 ���!>����	�
-

%�%"���	��!�"�+-�V &B-�	����/�
��$������
1�>����
-��� �����
��4+-���������:�=9�4����1*�

	�-�>B��

!�"�*��"���4
	�4��
-�"���������1��1*�/ (recycle) �
� �������
�	���/�	�����������%��?%

���;�
��%�>����*�/�	�
-�������*%�>��������
������/� !���>�K8*�:����/������
	�>��!*�/�

���������+-����� �
 !�"!���>�K8*��+-�V �
-�"�������
>����
-�����/�����������
�
� ��"������

�����
>����$��
�!�/ 

- ��������
R��R���� &B-��
����!��1����"����������:�
!�"!��1����"���������

�
�9�4 

- ��������
��?%���� &B-��
����!��1����"����������:�
!�"!��1����"���������

�
�9�4 ?
	��L
�������
�9�4�
���>���%�� :+� >���%��������
-	�!��?���
	��?%����

1*��������%���
-���
>B��1��9��"1�����&���� *�+��
-��
	��/� ��"�����������R��:��� 

(nitrification) !�">���%��������
-	����%��1*��������&��?%����&B-����
>B��1��9��"���

���&���� *�+��
-��
	��/� ��"������

��%��R��:��� (denitrification) 

- ��������
R��R����!�"��?%�����/����� 1����"����������
�9�4&B-��������1������

��"������!��1������7!�"��"������!����/1������7 �/�������"���������1��

R��R�����	/��R����R��	 (phosphorus luxury update) &B-�%������1����"������!��1��

����7%/�
��	��"������!����/1������7
��	��/����  

- ������� (filtration) ������"�����������
����
-��/%������
��	��L
�����	9�4 ����
�!�/

���!>����	�
-%�%"����
�	�� ����%�� 

- ���
$
%�
;�� (adsorption) ������"�����������
��������
	'�
-�
1�������
	
��	

��"������
$
%�
��4+��;��>��>��!>N� ���������������
���-� *�+����& �
-���
>B��
��	

��L
����

	����  

 

�$���%��
��&%��
��-��-#�������+�
�
�	�  (Activated Sludge; AS)   

�"�������
������
	!��!�������%N
���
�' ������L
�����
������
	
��	��L
�������
����	�?
	

1��!�:�
��
	4���
-1�����&���� (aerobic bacteria) ����%��*���1����	/�	���	��������
	'1�

������
	 �"��!�������%N
���
�'�����"�������
������
	�
-��	�1������	/��!4�/*��	 ������

�����
�
�����������
	�����!�"������
	���?�������%��*���� !%/����
���"����"�9��
��"�
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:���	�/�	��&��&�����+-�����	%��46��'#����������=�
���$-���'#�-�$�
�/�$���

�������9��P �1'�1��$
�-�9����%����-�$������:�	%����"#�	=�������� ��?:#�1'�$��

��4�$
��Q����������%��
�
��
=� 

1��K�������"��!�������%N
���
�'�
���4�F��1�����*��	�$�!�� ��/� �"��!�����

���$�=' (completely mixed) ��"�������������
	����;�� (contact stabilization process)  

�"��:�������
	� (oxidation ditch) *�+��"�������
������
	!������
���' (sequencing batch 

reactor) ����%��  

*������������>���"��!�������%N
���
�' 

�"�������
������
	!��!�������%N
���
�'?
	��-����"��"���
��	�/�����:�8����/�� 

:+� ����%������7 (aeration tank) !�"���%�%"��� (sedimentation tank) ?
	������
	�"�$��/�

�>������%������7 &B-��
���
�'�	$/����������*�B-�%���
-���!����� (�/��1*8/�$��$�������������

%�%"��� �B������
	��/� returned activated sludge; RAS) �9��"9�	1�����%������7�"�


�9�4�
-��+�������	%/��������8�%��?%>���������
	'!��!�?���: �������
	'�*�/��
�&B-��
������%�'%��

��N���/�?�%��R��' (Roifers) ?��?%&�� !�"!�:�
��
	 �"������	/�	���	��������
	'1�������
	1*�

�	$/1��$�>��:��'����
����&
'!�"����1��
-��
 ������
	�
-;/����������
!����"�*�%/���	�����

%�%"����4+-�!	����
�' (%"����
-���
�������
4������������"���) ����������1� ���
�'�
-

!	�%���	$/1�������%�%"����/��*�B-��"�$��$������>����1�����%������71*�/ (returned 

activated sludge; RAS) �4+-����#�:����>��>��>�����
�'1�����%������71*��
�%���
-���*�
 

!�"�
��/��*�B-��"�������
�'�/������ (excess sludge) �
-%�������������
%/��� ���*�������1�

�/�����"�������������
-�������"��	����$/��-�!�
�����
�  

�$�!��%/��V >���"��!�������%N
���
�'  

1. �"��!�������%N
���
�'!��������$�=' (completely mixed activated sludge; 

CMAS) ���#="���:�8>���"��!�������%N
���
�'!���
� :+� �"%����
����%������7�
-������

���1*�������
	!�"���
�'�
-�	$/1����;��������+���

	����%��
��-�������� �"��!���
�������

���9��"�����������������
	'�
-�4�-�>B���	/����
��N� (shock load) �
�

 ��+-�����������
	

��"��	����-��B� !�"�9�4!�
����%/��V 1�����%������7�N�
:/���-���������1*������
	'���


%/��V �
-�
�	$/ �
���#="�

	����%��
������� (uniform population) 

2. �"��!�������%N
���
�'!���������
	����;�� (contact stabilization activated 

sludge; CSAS) ���#="���:�8>���"��!�������%N
���
�'!���
� :+� �"!�/�����%������7

�������������?
	����"������ �
�!�/ ������;�� (contact tank) !�"���	/�	���	 (stabilization 

tank) ?
	%"����
-�$������������%�%"���>�������"�$��/����%������71*�/1����	/�	���	

�������%"����"�$��/������;�����������
	1�������;�� (contact tank) �4+-�	/�	���	��������
	'

1�������
	1�������;���
� :����>��>��>�����
�'�"�
��%�������=������
	�
-;���>����1*�/ ����

��
	�
-�$������
!����"�*���	�����%�%"���>����
-����4+-�!	�%"�������/������1� ?
	����1�



7 

�/�����"�$��"��	�������"�� !�"%"����
-�������/��*�B-��"�$��$��������>�����	/�	���	  

!�"�
��/��*�B-��"��������� ���1*��/��%������7�
>��
��N���/��/��%������7>���"��!��%���

�%N
���
�'��-��� 

3. �"��:�������
	� (oxidation ditch; OD) ���#="���:�8>���"��!�������%N
���
�'

!���
� :+� �$�!��>������%������7�"�
���#="�������
*�+������ ���1*������*�����
	�%��

!��	�� (plug flow) >������%������7 !�"�$�!���������
-1���:�+-�����%������7%
����1�

!����� (horizontal surface aerator) �$�!��>������%������7���#="�
��"���1*����
�9��"�
-

��
	��/� !��N��&�� (anoxic zone) &B-������9��"�
-��/�
���&�����"��	1��������1*����%��

��?%���� (NO
2-

3) �$����
-	��������&��?%���� (N2) ?
	!�:�
��
	���4����%��R�	���

!�:�
��
	 (Nitrosomonas spp. !�" Nitrobactor spp.) ���1*��"�������������
��?%�����
� 

4. �"�������
������
	!������
���' (sequencing batch reactor) ���#="���:�8>��

�"��!��%����%N
���
�'!���
� :+� �����"��!�������%N
���
�' ��"�9��%���>��-�/�	��� (fill 

and draw activated sludge) ?
	�
>���%��1���������
������
	!%�%/������"��%"�����/�

!���+-�V :+� ����%������7 (aeration) !�"���%�%"��� (sedimentation) �"
���������

������%�����
��9�	1�����P�����	��

	���� ?
	����
���"�������
������
	!������
���'*�B-� 

������������ (1 cycle) �"�
 5 �/��%�����
�� 
���
�  1) �/���%��������
	 (fill) �4+-����������
	�>��

�"��  2) �/������P�����	� (react) ��������
��������
	'1�������
	 (�
 BOD)  3) �/��

%�%"��� (settle) ���1*�%"����������
	'%����������P�����	�  4) �/���"��	�������� (draw) 

�"��	�����
-;/����������
 !�"  5) �/��4���"�� (idle) �4+-�&/��!&�*�+������������
	1*�/  ?
	

����
���"�����������
-	�!����"	"����1�!%/�"�/���
��/�	  >B���	$/�����%����"��:'1����

�����
 &B-�!�
�1*��*N��B�:���	+
*	�/�>���"�������
������
	!������
���' 

%���	/���"��!�������%N
���
�'�
-1��1���"��7��	 

!*�/�������"
����7���*��	!*/�1���"�������
������
	!��!�������%N
���
�'  ������/� 

- �"��!�������%N
���
�'!���������
	����;�� �
�!�/ ?:������"�������
������
	�
-4�"

	�>��������4�*��:� >��
>���"��������������������
	�
� 30,000 �$���7�'��%�%/���� 

- �"��:�������
	� �
�!�/ ��7���%����!����> ���*��
�����
 �
 2 !�� �
�!�/ �"��

�����
������
	!����>�*�+� >��
>���"��������������������
	�
� 14,000 �$���7�'��%�%/���� 

1��4+���
-1�����/������ 12 ��/ !�"�"�������
������
	!����>1%� >��
>���"��������������

������
	�
� 9,000 �$���7�'��%�%/���� 1��4+���
-1�����/������ 12 ��/ 

- �"�������
������
	!������
���' �
�!�/ ?:������"�������
������
		������ >��

������4�*��:� *�+���
	��/� cyclic activated sludge system >��
>���"��������������

������
	�
� 200,000 �$���7�'��%�%/���� 
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�K8*�%"�����/��%�� (bulking sludge) !�"������
%"�����	 (rising sludge) >���"��

!�������%N
���
�' 

%"�����/��%�� (bulking sludge) ���
����9��"�
-�
�������
	'���4������1	 (filamentous 

organisms) ��������� ?
	�������
	'���4������1	�*�/��
��������*%����1*�%"����������
	'1����

�%������7��/���%���������R�N�: (Floc) ��+-��*���	�����%�%"����"4��/�%"����������
	'

�*�/��
��"��	>B����:���	�$�:�+-���������%��
��-��������%�%"���   

����������������
�������
	'���4������1	1��"������%���:��:��1*��"���
�9��"���

�������
-�*��"�� �
�!�/ ���:��:��:/����&�����"��	����1�����%������7��/1*����	��/� 2 

���������%/���%� ����%�������*��  �
�!�/ ��?%����!�"R��R���� 1������=�
-4��*��" ���

:��:�� pH ��/1*�%-����/� 6.5 ����%�� 

%"�����	 (rising sludge) ���
����9��"

��%��R��:��� (denitrification) &B-��������

���
-	����%��'!�"���%���������&��?%���� ?
	���&��?%�����"�"��%���	$/1%�����>��

%"����������
	'1����%�%"��������4��
-�"
��1*�%"����������
	'�*�/�������	>B��������

����1*8/V ��+-���	>B�������B�;������!����"!%���"��	�������!;/�����*N�R�����&��N�V 

��	>B�������%"��� 

���!���K8*�%"�����	  �
�!�/ ����4�-���%������$�%"�������������%�%"����4+-�

�
�"	"������N����%"���1����%�%"���*�+��
��	����
�' (reduction of sludge age) ?
	

����4�-���%������"��	%"����/������ (excess sludge) ����  

��������
������
	�+�������-���������
-����9�:��T!�"9�:��%��*����%���1*�:������:�8
��	

�*%�;��
-����"!%�%/������	$/���� ���*���9�:��T��������
������
	�N�4+-�������#��9��">��

��-�!�
����!�"�4+-���>�����	�
-

!�":���;���>>����"�����������:�8 �����
��4��"������
	�


���4�#%/��V !�"��+��?�:���������	$/��� 
���
-�
�	�%���	/�����!��� !%/���*���9�:��%��*����

��������������
������
	�4+-���������P���%�%����*��	!�"/*�+���������9�4���#='�
-

>��

9�:��%��*��������V &B-���/��
-;/���� ���:��:�����������>���"�������
������
	 (&B-��
����

�"���%������7!�"�"���
-��/1�����&����) 1����L
%������:�=9�4>�������
-�"����*������

�����
!�"%������������>���:�+-������1��"����/����� !%/���%��������������"����>��

����
4&B-�����%�����*����
-*���1���"�����������
>����
	 (1��>����
	1�������
	�4+-����

����8�%��?%>������
4) !�"������:'��"����
-���:�8�
-��
1��"�������
������
	�����$����>���

�� ���!*/�����"�
���%�����
����
41���"�������������	$/���� !%/�N�������%���:�/��V 

:+��
�4
	������
���>��>��!>N���� (total solid mass) �
-����%"���>������
4��+-��"��/�	

������������� *�+��
���%�����
�����	9�4>���"�� &B-��������%������������/����� !%/

��/�
�%���*�!�"��
�����=>������
4�
-���*����
-�����
>����
	1�������
	&B-�������"������

�������
-���
>B������1��"�� ?
	%�� ���%�����
���������>���"�������
������
	�
-;���4L'

��
���	>���"����/��
-�����	$/ :+���
�
-:�=9�4��������
����/��>���%������ �����	��������/��
-�"

�����/��
�K8*����
>B��!���1��"�� �/�	:�����
-�/�;�1*��K8*��
-���
>B���
�������!���>�/����*�+�
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���:������/������!���>�
� �4��"�
���/�	�����
-�����
��/���$�='������� surface water �$/

�����!�"��-�!�
������!��� �������;���
	����������1�*��	V 
��� ����������
������=


4�4���"*�/��9�:��%��*����!�"�����!�"�/�;��B�9�:��T �	$/��+��V  

:=";$�����	�B��
��������
-	�������!�"��L
���:��:��
$!��"�������
������
	��
	1*�/
��	

���1����:?�?�	
�
�9�4 ?
	��/������
-���
$!�!�"%�����
�����=>������
41��"��>="�"��

�������������	/���
��"���L�9�4:+�>="�
-�"���
:������
	� !�����%���:�=9�4���������
-

���	�*%�!���
�� ��+-�������+-��/�*��������%������!�"
$!���"�������������
-!������

>���"��1*�:��
- (:+��
�����=>������
4*����
-���*����
-�����
>����
	�	$/1���=Z'��%�1��"��) 

�
�!��� ;���4L'�
-�
� (��������
>����
	1�������
	) 	/��������%���9��">����"�������
-

���
>B�� ��������9��"�
-4B���"��:' �
��
&������	
���&	K����
�!=4�$
�����?:#(K�/�����-�$

4�����"#�	=����4�$����9��P ��:��#��9������$���%��
��&%��
����:#��9��
���$�
!�����

�%��
�-��-�$�
���������-�$��Q�����������������='��
�
%�1�
����	�
�4�����"#�

	=�����1�9��
&����$����:�������
!����46��%��
�!
�84 �����
��4+-�1*������B�����">��

�"���
-�����K������ &B-��"���1*���������������/���
-�K8*��"���
>B�� *�+�!���K8*��
���
��N� 

*��4��������
-;�
��%�1����/���"����>������
4�
-���:�8*�+������=�
-;�
��%�>��!��%����

>������
4�
-���:�8>���"�� ����������1*���-�1��
��/�:�=9�4���������"�
���%�T��%��
�����
-

%���4��/���"�9�!�"�����=>����"��������
4�
-���:�81��"���
�	$/�	/���*��"��  

:=";$�����	�
�������7B�#����
>������
4���:�8�
-�
�	$/1��"�������
������
	!��1������7

�"��!�������%N
���
�' (Activated Sludge System) 1�?����������
������
	�������� :+�

?����������
������
	*���!>� !�"?����������
������
	�����%��*����:+�?�������"
�# �
-

���*��
�:�����:' 1�>="�
-�"���
:������
	�1��/������%/��V 1����*�B-��@ 
��	��L
������

���7�7��%�'!�"����
����	� !�"*�:������4��L'>����%���/��>������
4���
%/��V 1��"��

���:�=9�4>�������
-�������"�� ��������
�4�F����L
���%�����"���L�9�4>���"�������


������
	?
	���%�����
�����=!��%����>������
4*����
-�
�	$/1��"��>="�
-�"���
:���

���
	�?
	1����:?�?�	
�
�9�4 �
�!�/��L
���������	�9$��:������1��$�!��>�� antigen-based-

assay �
-1�� monoclonal antibody �
-�������4�"���!��%����>������
4*�������%��%������

!��%���� &B-���+-�4��/������=!��%����>������
4*��� = ��
%/��V 1��"��1��/������%/��V 

1�����@ 	���
�	$/1������=�
-������%� �N	/��!�
��/��"�������
������
		���������
�%����%� 

:=";$�����	�
����!��1*���
%���
����/��������������%���*�!��%�����
��/�	 �"
�� 

��
��N�!�"��"*	�
��/���L
�����	9�4�
-1���	$/1��K������ :+�1��*������>�� enzyme linked 

immunosorbent assay (ELISA) ;��������	�
-�
����:+��
 monoclonal antibodies �
-�������4�"

���!��%����>������
4���:�8>���"�������
������
	!���%������7 �
��L
���%���*�!�"��


�����=>��!��%����>������
4*���1��"�������
������
	�
-�/��"�������������"	��%'1���4+-�

%������:���%������>��9�:��%��*����1��/��>����������
������
	�
� ?
	1����:��:�
-
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���:=";$�����	�
�4�F��>B��1����%�����
�����=>����"��������
4�
-�����
������
	?
	%��  

&B-�1�>="�
�	����/�
;$�1����L
�
� :=";$�����	��+-��/�����
-�
�:�
!�"���-�%���/�����
��:?�?�	
!�"

�:�+-���+��
-�*��"����/�!�"�/��;$��+-��+�����>���
����
	�1��9��"���!>/�>���
-	�-��"��
:���

���!�����>B����+-�	V >��?���K������!�"���:%  

 

�
�!=4�$
���"#����������	
� 

1. ��%����"��:'*��� (Principal objective) 

�4+-�4�F����L
���������	�9$��:������1����%�����
�����=!��%����>����"����

����
4 ���*�����"����:������
	�>���"����������
������
	!��1������7 (Activated Sludge 

System) 1*�������1����������
�1�9�:��%��*���� 

2. ��%����"��:'�<4�" (Specific objectives) 

2.1 7B�#����/���"��������
4!�"������
-���:�8>�����/�����
4%/��V �
-�


:������:�81���������
��9��"1���������
������
	!��1������7 

2.2 4�F����L
���%�����
�����=��"��������
4�
-�
��������:�81���������
����

��
	!��1������7 ?
	��:��:������	�9$��:������ 

2.3 7B�#�:������4��L'>��������
-	�!���>������">����������
������
	!��1��

����7!�"��"���L�9�41���������
 ���;������
�����=>����"��������
4�
-��
�
����

��:��:�����
�����=!��%�����
-4�F��>B�� 

 

�$�������Q���	
� 

�. ��4-��"#������	
� 1���$�!�����7B�#�!�� Cross-sectional Controlled Trial Design 

". "
&��#����(K�/� 

�/���
-*�B-� ���7B�#�:���*���*��	>����+��?��?%&��!�"/*�+�?�%��R��'�
-4�1��/�

�����
������
	
��	��L
��%�T�� (Conventional method) 

1. �����N�%���	/��������
	���!*�/�������
 ?
	1��%���	/�����?��:��:��:�=9�4����

*���!>�&B-������
������
	�������� !�"?��:��:��:�=9�4����>��?������	+-���"
�#�
-

���*��
�:�����:' &B-������
������
	���?�������%��*���� !�"�������!*/������"�������
����

��
	!�� Activated Sludge ����%��!��1����7B�#�  

2. 7B�#�!�"���!����"�9�>��?��?%&��!�"/*�+�?�%��R��'1��"������7�'>�����

�����
������
	���!*�/�������
 ?
	���%������:��"*'�$��/�����#="!�"?:������� (Taxonomy) 

>������
4
����/�� �4+-�*�����
4���/�*���>���"���
-4�1�������
	�������!*�/��
-����%��!��1�

���7B�#� ����������/��
-!%�%/�����%�����#="����%������	9�4!�"�:�
>��������
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3. %�����"�������
 �����= *�+�������>��?��?%&��!�"/*�+�?�%��R��'���/�*���1�

�"�������
������
	�
-�
:������
	� 1��/������%/��V 1�����@�
-�
������
	�>���$/�"��1������=�
-

!%�%/����� !�"*�:������4��L'>�������= *�+�������>��?��?%&��!�"/*�+�?�%��R��'���/�

*������:/�4������%��'%/��V �
-1������%���/��
�:������
	�>���"�������
������
	 

�/���
-���: ���7B�#�:���*���*��	>����+��!�:�
��
	�
-4�1�?�������
������
	!��1��

����7
��	��L
��%�T�� (Conventional method) !�"��L
����=$�
����	� (Molecular biology 

method) 
��	��:��: Metagenomics 

2.1 7B�#�
��	��L
��%�T�� (Conventional method) 

��N�%���	/��������
	������ Activated Sludge ���%"����
-%������� (&B-��" 

represent Returned Activated Sludge; RAS) (1�����P���%�����;$�����	�
���N�%���	/���4�-��
�

�����
��N�) ?
	%���	/���"�$������1���/��:��:��:����	N� !�"����/���	��*����P���%����

�4+-��������4�"��+��?
	�
>���%��?
		/�
���
� 

2.1.1 ����K��!	� (Differential Centrifugation) �4+-�!	���-��
�
��%���/��
-�
>��


1*8/ ��/� ?�%��R��' !�" ciliates �+-�V ������!�:�
��
	 ?
	1��:�����N����%-�� ��"��= 

2,000� g &B-���-��
�
��%
����/��!�"��%��>��
1*8/�"%�%"��� �/��!�:�
��
	�"�	$/1� 

supernatant ��������K�� supernatant &���
��	:�����N��$���"��= 12,000� g !�:�
��
	

����*�
�"%�%"��� !������%"����� resuspend 1������%����	V 

2.1.2 ���%"����������K��:����!����%������!�����
!�"������>����-��
�
��%

���/��
-�
>��
1*8/ ��/� ?�%��R��' !�" ciliates �/�� resuspended pellet �������K��:�����
-���

�������������+����%����L
 standard dilution method !������%/�%��>�� 2.1.3 

2.1.3 �������4�"��
�	�����*���4�"��
�	���+���
-�*��"�� *�����������������/�

�
-��=*9$��!�"�����
-�*��"��    

2.1.4 :�
��+��?:?��
>����+��!�:�
��
	�4+-�������
���������#='����
��:�
 

�4+-�������
>����+�� !�"7B�#�:���*���*��	>����+��  

2.1.5 :�
��+����+�����/��
-�"1�����*���4�F����L
%���*������=
��	��L
������	�

9$��:������%/��� 

2.2 7B�#�
��	����=$�
����	�
��	��:��: Metagenomics 

2.2.1 ���


��N������%���	/��������
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������������


��N���>��!�:�
��
	���%���	/��?
	1����
���


��N���

�����N��$� !���%������:�=9�4>��

��N����
-���
�
�
��	 Gel electrophoresis ?
	1�� 1% 

agarose gel 1�����"��	��R�R��' 1� TBE 	���!;/����
����/��
��	��� Ethidium bromide 

!��������%!��

��N���?
	 UV illuminator ���������������
�����=

��N����
-���
�
�
��	 

spectrophotometry  

2.2.2 �4�-������������/��	
� 16S rRNA 
��	��:��: Polymerase chain 

reaction (PCR) 

���

��N����
-���
�
����4�-������������/��	
� 16S rRNA 
��	��:��: PCR 

?
	1�� primers �
-����4�"%/�	
��
� %������ PCR product �
-�%�
	��
�
��	��:��: Gel 

electrophoresis 

2.2.3 ����� Ribosomal gene library 

��� PCR product �
-�%�
	��
����>���%�������1*�������L��?
	1����
����	�

�����N��$� !���������?:�������/��	
�
����/���>�� cloning vector !��� transform �>���$/�&��'����

���� !���������:�
��+��?:���
-�
�����/��>��	
��
-�����*��>�� 16S rRNA �4+-���������
 

4�����
  

��� Plasmid �
-�
���7B�#�:���*���*��	>����+��!�:�
��
	
��	��:��: 

����=$�
����	� !�����
*��
*�$/>����+��!�:�
��
	�
-4��4+-�7B�#����
�����%/��� 

�/���
-��� ���4�F����:��:�
-1��1����%�����
�����=!��%����>������
41��/�

�����
������
	 

������;��%!��%���

�
-����4�"%/���+������
4�
-���:�8�
-4�1��/������
������
	 

3.1 ���;��%?4�
?:����!��%���

 (Polyclonal antibodies; PAb) 

3.1.1 �%�
	���+������
4���!%/�"���/��
-�$���
*��
*�$/1�����
���>���%��  

3.1.2 ����� immunize 1���%�'�
��� (��"%/�	 *�+� *�$) 

3.1.3 ��������N�&
���>����%�'�
����
-�$� immunize 1�>���%����%������*�   

antibody titer %/���+������
4
����/�� 

3.1.4 ������ purify immunoglobulin (polyclonal antibodies; PAb) ���&
���

>����%�'�
����
-�
:/� antibody titer �
-�*��"�� 

3.1.5 ��N�!��%���

 (PAb) �
-�%�
	��
�����
-��=*9$�� -20�C ����/��"�����1�� 

3.2 ���;��%?�?�?:����!��%���

 

3.2.1 �%�
	���+������
4���!%/�"���/��
-�$���
*��
*�$/1�����
���>���/���
-

*�B-�!�"�/���
-��� >���%��  

3.2.2 ����� Immunize ��%�'�
��� (BALB/c mice) 

3.2.3 ������;��% hybrid cells (hybridomas) ?
	��:��: Hybridoma 
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����&��'����>��*�$�
-�$� Immunized >���%���� fuse ��� myeloma cells ?
	1��

����:�
���� fusogen *������������������
�	� hybrid cells 1� selective medium 1� CO2 

incubator �
-��=*9$�� 37�C  

3.2.4 ������:�
��+�� specific hybridomas &B-������!��%���

%/���+������
4

����*��	 &B-�4�1��/������
������
	
��	 immunological method 

3.2.5 
��������� purify !�" concentrate monoclonal antibodies �
-;��%�
� 

!�����
�����=:����>��>��>��!��%���


����/�� �4+-�1����"���������
%������ 

3.2.6 4�F����L
���%�������
4����/������
������
	
��	��L
��� Immunological 

assay ��/� sandwich/indirect ELISA 

3.2.7 �����
%���%��!���
-�
����*����P���%�������
���1��1����%�
%��9��"

���
	�>���"������7�'1��"�������
������
	���!*�/�������
	����� !�"������
	���?�����

��%��*����  

 

�. �����+�"'#���  

>���$�!%/�"%���	/���
-������7B�#�������
-	�!���>��%��!�� ��������/�%���	/��&������

:���� !�"����B�1�%��������B�;� ��N���1��:�+-��:��4���%��'!�"!;/�����B�>���$� 

 

�. ��Q�������$1�"'#��� 

>���$��
-�
��$������%������:����$�%���!�"����B�1��$�!��>��!R��>���$�1��/��

:������>��:��4���%��' �������>���$����� descriptive 1�����
����������
	���
	� ���

>���$����
��������"��	>��>���$� normality ���� skewness !�" kurtosis 1���=
�
->���$�

���� normal distribution ������
	���
	�>���$��"*�/�����/�1����L
���������%�!�� parametric 

method �
�!�/ Anova !�" independent student t test 1���=
�
->���$��
-�
�����/���� normal 

distribution �
������������ median, 95% confidence interval (% CI) !�" range !�"1��

��L
���������%�!�� non-parametric method ������
	���
	��"*�/�����/�1�� Kruskal-Wallis  

analysis of variance !�" Mann-Whitney U-Wilcoxon Rank Sum W test  ����
���

:������4��L'�"*�/��%��!��1��  Spearman’s rank correlation  

 

	. 
!����:�%�������#� 

1. *����P���%��������	!�"4�F����:?�?�	
 9�:��������%���	� :="!4�	7��%�'7������

4	���� �*����	���	�*�
� 

2. *����P���%����*�/�	�:�+-���+�4��7#�4+-��������	 �����/�������������	                         

:="!4�	7��%�'7������4	����  �*����	���	�*�
� 
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3. *����P���%����9�:��������
����	�!�"������?�?�	
 :="���7��%�'�>%���� 

�*����	���	�*�
� 

4. ?��:��:��:�=9�4����*���!>� ������4� (����%��!��>��?����������
������
	���

>����)  

5. ?��:��:��:�=9�4���� ?�������"
�#  ���*��
�:�����:' (����%��!��>��?�����

�����
������
	�����%��*����)  

 

�. "#��"�"#����������	
�    

?:�����7B�#�����	�
�����?:�����%��!���
-������7B�#�����	��������
������
	
��	�"�� 

Activated sludge &B-������"���
-��	�1��!4�/*��	��-�������1�!�"%/����"��7 ?
	��+��7B�#�

��������
������
	>�������1��>%������4�*��:����
	���
	������������
������
	���?�����

��%��*���� ��/�����������!����"�9�>������
4 ������������!�"*����
->������
4�*�/�����

1��"�������
������
	 �4+-�7B�#�*�:������4��L'>��������
-	�!���>����"�9�!�"�����=

>������
4!�"��"���L�9�41���������
������
	 &B-��"1������%���/��
�1����4	���=':������
	�

>���"���/���
-�"�>���$/9��"��/���
	�����  

 

�. -7������	
���:�
�#8�'�������9�������	
� 

1. �����;��������	�
-��
-	�>����4+-�1*������B�����
4��"�9�%/��V �
-�
�	$/1��"��

�����
������
	�
�9�4!��1������7 (aerobic treatment system) ?
	��-����
-�
��:	�
���4�����

��"�9��
-�
:����������%/��"��!�"��"�9��
-�/�1*����
;���
	%/��"�� ��"���:=";$�����	�4+-�

���!;��P���%��������	1������N� ������� !�"����/�%���	/�����9�:������	��

*����P���%���� �����N�>���$� !�"�����
�%�
	�����	� ����:�
�������+�����*���*����P���%����   

2. 7B�#�!�"���!����"�9�>������
41��"�������
������
	���� ?
	1��?��:��:��

:�=9�4����*���!>�!�"?��:��:��:�=9�4����>��?�������"
�#&B-��������!*/������"��

�����
������
	!�� Activated sludge ����%��!��1����7B�#�   

3. 7B�#������*����
->������
4��"�9�%/��V �
- ��
-	�>���%/���������
 !�"

:/�4������%��'%/��V 1�������
	   

4. 7B�#������=>������
4��"�9�%/��V 1��"���
-�*��"��%/���������
������
	�	/���


��"���L�9�4 

5. 4�F����:��:������	�9$��:�������
-1��%�����
�����=!��%����>������
4   

6. 1����:��:�
-4�F��>B���4+-�%�����
�����=!��%����>������
41��"�������
������
	

����  

7. ������;��
-�
�������1�����1��"�������
������
	���� ���:��"*'>���$� !�"��
���

��	��� 
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����$�#���"#�����%����������	
�-�$7������	
� 

��	����"'#��: 1: ���!;��P���%��������	��+���%��1������N�%���	/��!�">���$� !�"���

��
�%�
	�����	� ����:�
�������+�����*���*����P���%���� 

�
�
��������������;��������	�
-��
-	�>����4+-�1*������B�����
4��"�9�

%/��V �
-�
�	$/1��"�������
������
	�
�9�4!��1������7 (Aerobic treatment system) ?
	��-���

�
-�
��:	�
���4� ������"�9��
-�
:����������%/��"�� !�"��"�9��
-�/�1*����
;���
	%/��"��  

�
���"����������	!�";$���
-	�>����4+-����!;��P���%��������	��+���%��1������N� 

�������!�"����/�%���	/�� !�"�����N�>���$� �
���
�%�
	�!�"&+�� ����	� ����:�
�������+�� 

���
� �����='���*����������	����*�
 

��	����"'#��: 2:  7B�#�!�"���!�����
����
41��"�������
������
	 

�/���
-*�B-� ���7B�#�:���*���*��	>����+��?��?%&��!�"/*�+�?�%��R��'�
-4�1��/������
����

��
	
��	��L
��%�T�� (Conventional method) 

1. �����N�%���	/��������
	���!*�/�������
 ?
	1��?��:��:��:�=9�4����*���!>� (����

��
	��������) !�"?��:��:��:�=9�4����>��?������	+-���"
�# (������
	���?�����

��%��*����) &B-������"�������
������
	!�� Activated Sludge (AS) ����%��!��1����7B�#� 

2. 7B�#�!�"���!����"�9�>��?��?%&��!�"/*�+�?�%��R��'1��"������7�'>�����

�����
������
	���!*�/�������
�������!*�/� ?
	���%������:��"*'�$��/�����#="!�"?:������� 

(Taxonomy) >��?��?%&��!�"/*�+�?�%��R��'�4+-�*�?��?%&��!�"/*�+�?�%��R��'���/�*���>��

�"���
-4�1�������
	�������!*�/��
-����%��!��1����7B�#� ����������/��
-!%�%/�����%��

���#="����%������	9�4!�"�:�
>��������
	 

3. %�����"�������
 �����= !�" ������>��?��?%&��!�"/*�+�?�%��R��'���/�*���1�

�"������7�'�
-���
	����
	���
	�����"���
-�
9��"��/���
	��
-�
:������
-	�!�����%��!%/�"

�/������1�����@>�������=������
	 !�"*�:������4��L'�*�/��
��4+-���"����*�+�1��4	���='

:������
-	�!������:/�4������%��'%/��V �
-1������%���/��
�:�����/���
	�>���"�������
������
	 

��+-������
��	�����+���%��!�"��������N�%���	/��������
	��������1��"	"!���/��
��/� 

����
4�
-4�1��"�������
������
	�����������������%�'*��	�&��' (metazoa) �
-��
	�����/�?�%�

�R��' (rotifers) �����/��1*8/ :=";$�����	�B�>������
	�>���$���
-	����?�%��R��'?
	����>� 
���
� 

�����V#�� (Rotifers) 

?�%��R��' (Rotifers) ������%�'*��	�&��' (metazoa) �
-�
>��
��N� :+��
>��
%���!%/ 100-

800 ��?:���%� ��
�	$/1� Phylum Rotifera  ������4��
���-���%����"���� *���-�B� :$-:��� 

!�"�
���4���
-���4��
�1������:N� �������1�
��!�"������������"�������
������
	%/��V�
�
��	 

?�%��R��'�$�!�/�������� 3 classes :+� Digononta, Monogonanta !�" Seisonidea ?�%��R��'

�
-4��/�	1��"�������
������
	:+� family Bdelloidea (��/� Philodina spp. !�" Habrotrocha 
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spp.) !�" Monogonanta (��/� Lecane spp. !�" Notommata spp.) ?�%��R��'�"
�����
��%?
	

��������-��
�
��%��N�V ��/�!�:�
��
	%/��V!�"�7#�����
	'��%���
-�
�	$/1����� 
����������
?�%��R��'

�	$/���1���"�����������
������
	!�
��/���"�����������
>����
	
��	��"���������

�
����	��
��"���L�9�4

 �B�������1�������=>��?�%��R��'����%���/��
� (indicator) !�"

4	���=' (predict) :������
	�>���"���
� 

�
�/�$�
:�84"#������V#�� 

?�%��R��'������%�'��/�
��"
$����*���4��&$?
&
��� (Pseudoceolomate invertebrate) �
-

�
���#="�<4�":+� �/��*���"�
���	�"�
-��
	��/� ?:?��� (corona) �
>� (cilia) ��
	�����!��

?
	����/����� !�"�
!��!�N�&' (Mastax) &B-��������#="�
/���"����R��� !��!�N�&'������4�

�
��'����
-���	$/9�	1����%���"�
!>��&B-����������"����$?:?4�
!&::���
' 7 ���� ��
	���+-��%/�

�����
	��/� ?���R (trophi) 

���%��>��?�%��R��'������!�/��
����� 3 ���#=" :+� ���%��:���	��� (sac-shaped) ���

��� (spherical-shaped) !�"�����"���	��:���	*���4	�L� (worm-shaped) ���%��!�/�

������� 3 %��:+� %��*��� �
�!�/ �/��*�� (head region) �/�����%�� (trunk) !�" %�����	 

�
�!�/ ���� (foot) (��4��: 1.1) 
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��4��: 1.1 ?:�������>��?�%��R��' (Miller and Harley, 2002) 
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�/��*��>��?�%��R��'�
-��
	��/� ?:?��� (Corona) �
*����
-�/�	1���������*��!�"�/�	���� 

���#="?:�������>��?:?����"��"���
��	�����=%/��V :+�  

1. Buccal field (�����=������) ���������=�
-�
&
��
	!�"��������/������	$/���
���

���� (ventral)  

2. Circumapical band ����!��&
��
	���!��>��>��*��&B-��"�
���#="����!����

!*���������������=������ 

3. Apical field (�/�����	��
>��*��) �����/�����		�
>��*���
-�	$/�*�+�&
��
	 *�+�

�����/���/��������
��	!��&
��
	�&��':����4�:�� 

���#="?:?����
-!%�%/�������1�?�%��R��'���/�%/��V ������������F�����%�����
��>��� ?
	��-���

!��������=������!�"!���&��':����4�:�����!	�%����������� ���*�+����	����>B�����:�������4�"

1�*����
- ���4�F���������
-	��
-4���� :+� �
������%�����������"���>��&
��
	1�!���&��':��

��4�:��
���>���*���
-��
	��/� �����:�� (Auricle) *�+�?�%��R��'������
�
����
>��
>����?��:��

*�+���?��:��*�	�� ����������
-	��+-�V �
�!�/ ����
������%��>��&
��
	����!�/�1*8/:���	

>�!>N� ��
	��/� �&��'�� (Cirri) 

�/��*��>��?�%��R��'4���
���	
' (Delloid) 1� Class Digononta !�" 4��?�?������
 

(Notommatid) 1� Order Ploima, Class Monogononta �"�
!>��	+-����������B-�����


���*�����
	��/� ?������ (Rostrum) �
-���	&
��
	�
>�!>N�1�������:����$��B�!�"���*����
-���"

	B
 �
%��	$/���
���*���!�"�
�"	��:'���� 1-2 ���� �
-��
	��/� !������� (Antenna) !�"�
���	�"

�
?��&
�
���� (Retrocerebral organ) 1�����������+�� 

�/�����%��>��?�%��R��'�
-�����/��1*8/>���/����	 �$���:���
��	��4��
��'����
-!>N�����

���+����
	��/� ����:� (Lorica) ����:��������!;/���
	�%/����*�+��
���!�/�%���������������

��!*�� ����"�
���*���*�+��"	��:'�
-�:�+-���*��
��	$/������:�  

�/�����	*�+��/�����������/���
-!:���/����%�� ��4��
��'����
���#="����>����!*�� ���	

����>��?�%��R��'����"�
!>��	+-������ 1-4 !>�� ��
	��/� �������� (Toe) ?�%��R��'�
-:+�:���

!�"���"�	$/����
-�"�
%/��4

�� (Pedal gland) �
-�����=���� %/���
����*����
-1������������

���*������"�����%���/�&B-����
����
-���	��������*�+������=�+-�V >������ ?
	������"�"

����!����-�:��� �/������>��?�%��R��'�
-����!4���'%�� (Planktons) ����"�
>��
��N���*�+�

*�	�� 

?
	��-���!���?�%��R��'�"��/�
:�����:�� ��4��
��'����/������"�
����1	?��%
���
	�%��

*��!�/�����>/�	1	:�������	$/9�	1��&��' (Intracellular web) ?:�������%/��V �
-;��%������!>��

���>/�	1	�
�!%/	��:��
>/�	1	9�	1��&��'�	$/ :�����:���
-!�������"������-�*/�*����
-4�1�?�%��R��'

������
 ��/� Stephanoceros !�" Collotheca ����%�� 

;��%��>��?�%��R��'�"�
�/�����
���*�����"��	����	$/��-��� ������4��
��'����"�
�	+-����!�"

��/�
�	+-������"*�/���&��' 1%���4��
��'��������������+����	�
-�
�����
%����/��������?
	���$�=' ����
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1	�������+������/����
	�%��%����������������������+������� ����/����
	�%��%��:���	��

>�����%�������������+��*
%�� 1%�;���%������&
�����
	��
-�
>���*����������/�����
����*��

!�"���	�"9�	1��+-�V 

���	%�-��1���1��9 (Classification)  

1��K������ ?�%��R��'�$�!�/����� 3 Classes �
�!�/: 

1. Class Seisonidea ��������%���"�	$/����*�+��>��:���%��&
	� ��/��
�/�����!4��:'%�� 

2. Class Monogononta ��"���
��	 3 ���
�� (Orders) �
�!�/ 

2.1 Order Ploima; Family Brachionidae; Keratella sp., Brachionus sp.             

(��4��: 1.2A) 

2.2 Order Flosculariacea; Conochilus sp. (��4��: 1.2 B) 

2.3 Order Collothecacea; Collotheca sp. (��4��: 1.2 C) 

3. Class Digononta; Family Bdelloidea; Philodina sp. (��4��: 1.2 D) 

������!�����
>��?�%��R��'�"��7�	>��
 �$��/�����#=" !�"���#="�<4�">��

?:�������%/��V >��%��?�%��R��' ��/� lorica, corona !�" mastax ����%�� ?
	������#="%/��V 

�����
	���
	���� Taxonomic key >�� Wallace and Snell (2001), Edmondson (1959), 

Ruttner-Kolisko (1974) !�" Koste (1978) �������9�4��"������ Atlas !�" Websites 

%/��V 
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(A)   Brachionus sp. (B) Conochilus sp. 

  
(C) Collotheca sp. (D) Philodina sp. 

 

��4��: 1.2 %���	/��?�%��R��'1� Classes %/��V 
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��	���������	
�"#�
9����: 1 

1. �����+��
�#�9���&%��
��	��-1�9��%����� �����'�������=��=�����&%�1�#�-"� (�&%��
��

	���=���) -�$�������=��=�����&%�"#���������?:#��$��/��:	
�1�
����
����� (�&%�

�
��	��������#=�
�1����) >K:��46��$���%��
��&%��
��-�� Activated Sludge �46�

�'�-�������(K�/�  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

��4��: 1.3 !;�;���"�������
������
	!�� Activated Sludge 

BOD, Biochemical Oxygen Demand; COD, Chemical Oxygen Demand; TSS, Total suspended solid;  

TDS, Total dissolved solid; MLSS, Mixed liquor suspended solids; TN, Total nitrogen; DO, Dissolved 

oxygen; AS, Activated sludge

- ���������	
�����
�������
 

- ���������	
�������������� 

��������	 

�
���
��������
���

���������������� �����������
��������!
"
�# 

�����

������$ 

   *** ��!�����#�#�!��$��#%�� 
��$�
���
��������$��
��� &'�$�
(�
�)����*������*
��+���������!��������

,�-%���������������)����� 
- BOD    - COD 

- TSS      - Nitrogen (N) 

- pH        - Phosphorus (P) 

- ����������
���
�����

��

 

�����#������*#��$
����#���� 

- MLSS    - DO      

- pH          - ��  ����� ��� 

����������������

,�-%���������������� 
- BOD    - COD 

- TSS      - Nitrogen (N) 

- pH        - Phosphorus (P) 
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��4��: 1.4 ��
�
-��N�%���	/��������
	 (Area of Sampling) �
-1��1����%������:��"*' 

��
��N��
- 1: ��
�
- Returned Activated Sludge (RAS) �4�-����;�����������
	 

��
��N��
- 2: ��
�
- Mixed liquor �4�-�����������%������7 

��
��N��
- 3: %���	/�� RAS >="����������
	�$������
!���!�"4������/�	

������� surface water 

 


��
�������!

"���������

����
���
�����

 �������#���

���
��
�$%���

��������������


�������!

�����
�������


1
3

2

(RAS)
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D
ia

gr
am

 1
: �

"�
��

���
�
�

����
�
	

!�
� 

Ac
tiv

at
ed

 S
lu

dg
e 

�
-?
��

:�
�:

��:
�=

9
�4

����
*�

��
!>

� 

 

                     

��
��

���
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��
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��
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��
���

���
��

	
��
�	

��
��

�

����
��
�	�

��
�

��

�"
��


$

��

�-�

��
���

�

����
%"

��
��

��

�

��
	

>	
"

%"
!�

��

��

>	
"

���

��

��
�


��
�	

����
����

1�
?�

��
���

�


%"
!�

��
*	

�� ��
��


�$�
����

��

	

�"
��


$

��

�-�

�"
��


$

��

�-�

�:
�+-�

��
%��

��
��

7 D
O

 =
 0

.0
 �

�.
/ �

�%�
DO

 =
 1

.0
 �

�.
/ �

�%�
DO

 =
 1

.0
 �

�.
/ �

�%�
DO

 =
 2

.0
 �

�.
/ �

�%�

�%
���

��
�7

&���
 D

O
 =

 1
.0

 �
�.

/ �
�%�

D
O

 =
 0

.0
 �

�.
/ �

�%�
D

O
 =

 1
.0

 �
�.

/ �
�%�

D
O

 =
 1

.0
 �

�.
/ �

�%�
DO

 =
 2

.0
 �

�.
/ �

�%�
�K��

��

�K��
��

�R
��

'��:
:�

�

��

'

���
%�

%"
��

�

�K��
��

�$�
%"

��
��

�	
�%

���
��

�7
�/�

��
�:

��
�

:�
��

��
#

��
'��
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��N��
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��N��
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��N��
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�����������	4��L�'>��?�%��R��'�
-�
1�!*�/�������
	 

���������*�?�%��R��'?
	�����N�%���	/��������
	�<4�"�"�� Activated sludge (AS) 1�

��
��N�%/��V 1�?�������
������
	����� (?�������
������
	*���!>�) !�"?�������
������
	���

?�������%��*���� (?������	+-���"
�# ���*��
�:�����:') �
��	�"��
	

���
� 

������*�
������%���	/��������
	1����%������:��"*' 

;$�����	�
�%�������%�T���/� ������>��?�%��R��'1�%���	/��������
	�����
%/��V ��/�


:������4��L'���:/�4������%��'%/��V �
-1������%���/��
�:������
	�>���"�������
������
	 ���

�
���:������4��L'�"*�/��%��!�� 1�� Pearson’s correlation ?
	:����=������%���	/������

��
	�
-1��%������:��"*'
���
� 

 

  Correlation test that � � �0 for � and y bivariate normal 

 

�������: 1.1 ���:����=������%���	/��������
	�
-1��%������:��"*'?
	1��%�����*�
%���"��
	�

��L
������%� 

 

Column 1 2 3 

Test significant level � 0.05 0.05 0.05 

1 or 2 sided test 2 2 2 

� Non hypothesis correlation (�0) 0.00 0.00 0.00 

� Alternative correlation (�1) 0.500 0.450 0.400 

Power (%) 80 80 80 

N (������%���	/��������
	) 30 37 47 

 


������ ������%���	/��������
	�
-1��1����%������:��"*' �	/�����	 37 %���	/�� 

1����1�=: ?:������
��
��
�����B�#�
���:����*��"��!�"���:����=%���"��
	���L
���

���%����*�/�	�"��
���	�:����� :="!4�	7��%�'7������4	���� 

�*����	���	�*�
� 
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>�����*�
1������N�%���	/��������
	 

�����
-��N�%���	/��: 7.00-9.00 a.m. 

%��!*�/��
-��N�%���	/��: 3 ��
%���
-���*�
 (�$��
- 1.4) ��
�" 3 %���	/��   

- ��
��N��
- 1: ��
�
- Returned Activated Sludge (RAS) �4�-����;�����������
	 

- ��
��N��
- 2: ��
�
- Mixed liquor �4�-�����������%������7 

- ��
��N��
- 3: %���	/�� RAS >="����������
	�$������
!���!�"4������/�	������� surface 

water 

9���"�
-�����: >�
4���%��>��
 100 cc !�" 1,000 cc �
-�
����
!�/� !�"���%�
<���

������%��%��!*�/��
-��N�%���	/�� 

�������/�: 1�/>�
%���	/��������
	1���/��?R��
-�
 ice pack �4+-�1*����
:����	N� ���#�

�9�4����
41�%���	/�� 

�"	"�����
-
�����������N�: ������
�*' ���
�*'�" 1 :���� �	/�����	 37 :���� 1��������	�
���N�

%���	/�������"	"���� 49 ���
�*' :+��"*�/�� �
��:� 4.7. 2552 �B� ���9�4��L' 4.7. 2553 

!�"�
������%���	/��>��������
�*'��� 46 ���
�*' ?
	��/��������N�%���	/��>�����
�*'�
- 23 

1��
+�� ���*�:� 4.7. 2552 !�"���
�*' 39 !�" 40 >���
+��L����:� 4.7.2552 �
� !%/�"

���
�*'�
%���	/�������
��N� 3 ��
 !�"��
�" 3 %���	/�� 

:/�4������%��': ����%���/��
�:������
	�>���"�������
������
	�
-��N�:/�4�������%���	/������

��
	�4+-�1��1������"���� *�+�4	���=':������
-	�!���:������
	�>���"�� �
�!�/ �
 ���-� 

R�� ���#="���%�%"��� BOD, COD, TSS / Nitrogen & Phosphorus / pH ����%�� 
��1� 

�������: 1.2 
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�������: 1.2 :/�4������%��'%/��V >��%���	/��������
	�
-�"������%��� 

 

�
�/�$���������  Influent  Effluent  Aeration  RAS 

�
 pH  pH pH pH 

���-�  BOD 

influent 

BOD effluent MLSS  MLSS 

R��  COD  COD  MLVSS MLVSS 

���%�%"���  TSS  TSS  DO (AZIDE) DO (AZIDE) 

 TN  TN  SV30 SV30 

 NO3
- NO3

- Temperature Temperature 

 NO2
- NO2

-   

 NH3 NH3   

     

1. RAS, Return Activated Sludge 

2. BOD influent, biochemical oxygen demand >��������
	>��>�� &B-���
�����=:���

%���������&����>������
4 �4+-�1��1����	/�	���	��������
	'1�������
	1��/������ 5 

��� �
-��=*9$�� 20 ��7��&��&
	� 

3. BOD effluent, biochemical oxygen demand >��������
	>���� &B-���
�����=:���

%���������&����>������
4 �4+-�1��1����	/�	���	��������
	'1�������
	1��/������ 5 

��� �
-��=*9$�� 20 ��7��&��&
	� 

4. COD, Chemical Oxygen Demand (:+������=���&��������*�
�
-%������1���4+-����

���&��
�����������
	'1�����1*�����:��'����
����&
'!�"����) 

5. MLSS, Mix liquor suspended solid (:/������=%"�������
41�����%������7 *��	�B� 

�����=?
	���>���������
	') 

6. TSS, Total suspended solid (:/�>��!>N�!>����	) 

7. DO, Dissolved oxygen (:/����&�����"��	���� �4+-�1*������/��
�1*����&����!�/����
4

4��4
	����*������1�����*�+���/) 

8. Sv30, �����%�>�����
�'&B-�%�%"������%���	/�� 1,000 �������%� 1����� 30 ���
 

9. TN, Total Nitrogen :/���?%�����
-��
���������*���
-�������%/��������8�%��?%>�����

�
4 

10. NO3
�, :/���?%����1��$�>�� organic nitrogen �
-���� Nitrates  

11. NO2
� :/���?%����1��$�>�� organic nitrogen �
-���� Nitrites 

12. NH3
� :/���?%����1��$�>�� Ammonia 
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��4��: 1.5 �����='�
-1��1������N�%���	/��������
	 
 

            

 

 

 

 

 

��4��: 1.6 9�4!�
������N�%���	/��������
	�����
�
-��N� 
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��4��: 1.7 �����N�%���	/��������
	�4+-����%������:��"*' 
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2. (K�/�-�$	%�-��4�$���"#��4��
�>
�-�$/1�?#�����V#�����$������(��"#����

�%��
��&%��
��	��-1�9��%����� ���������	������$1���4�9���
�/�$-�$����
�'�� 

(Taxonomy) "#��4��
�>
�-�$/1�?#�����V#�� ��?:#1��4��
�>
�-�$/1�?#�����V#����=9�

1�
�"#��$����:�����&%��
���
&�
#�-1�9���:�46��'�-�������(K�/� ����
&���=9���:

-���9���
�����
�/�$
��
�����������-�$����"#��&%��
��  

 

 

 

      

��4��: 1.8 >���%�����%������:��"*'������
	1����%��������<�	����
4 (Protozoa & Rotifers) 
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��4��: 1.9 Sedgewick chamber �
-1��1����%��������<�	!�"���������?��%��&��!�"?�%��R��' 

Cover glass 

Slide
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��4��: 1.10 ���%��������<�	!�"���������?��%��&��!�"/*�+�?�%��R��'
��	�����������7�' 
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��4��: 1.11 !;�;��!�
������/�%���%���	/��������
	�
-��N���%��� 
 

Point 1 Point 2 Point 3 

No.1 No.2 No.3 

B.1 B.2 B.3 

No.1 No.2 No.3 

B.1 B.2 B.3 

No.1 No.2 No.3 

B.1 B.2 B.3 

1  2  3 
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��Q�������	������$1��
�#�9���&%��
�� 

1. %������:��"*'%���	/��������
	9�	1� 3 ��. *����
����%���	/��������
	 (?�������
������
	

*���!>�) 

2. �>	/�>�
4���%���
-��N�%���	/��������
	�4+-�1*�%���	/��������
	�>��������+���

	���� !���
$


������
	 0.1 �������%� (100 ¡l) 
��	 pipette ����� dilute 
��	�������+���%� (normal saline 

solution; NSS) �����%� 0.9 �������%� (��%���/�� 1:10) ����/��;���
��� fill 1� 

Sedgewick chamber (��4��: 1.9) !�����

��	 cover slip  

3. �����%���
$
��	�����������7�' 1����%�����+���%��1������'��%�� 4� (4 ��/�) !�" 10� 

(40 ��/�) ��+-�4�����
4�
��4�-�������>	�	 ?
	%���
$
��	����'��%�� (Objective lens) 40� 

(400 ��/�) �4+-�
$�$��/�����#="1����%��������<�	!	����
>������
4��	4��L�'%/��V �
-

%���4� 

4. �
����B�>���$�?
	������������!	�%����	4��L�'�
-4� %������
-������%������:��"*'

�4+-�1��1����:����=%/��� 

5. ����B�9�4����
4��	4��L�'%/��V �
-%���4�
��	�����������7�'�
-����B�9�4
��	��/� Nikon 

eclipse 600 !�"%��������
-����B�9�4 Nikon Digital camera grnjDXM 1200 
��	����'

��%�� 4�, 10�, 20� !�" 40�   

1��?��!��� Nikon ACT-1 ��+-�����?�%��R��'�
����:�+-���
-��N� �B�%���%��� Mode-Photo-

quick �
;�1*� Shutter speed ��N�>B�� !�"%��� File-Format-Jpeg (fine), Auto save, Sensitivity 

Max �4+-�1*������"���;�1��������B�9�4��N�>B�� 
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�������: 1.3 !�
�%��������
����B�>���$�1����%������:��"*'������
	
��	�����������7�'�4+-�*�

����
4%/��V %����=Z'�
-���*�
 (����������� worksheet 35.4 Total Organism 

Count, Gerardi MH, 2008) 

Rotifer Stalk ciliate 
!����:��+� 

......................... 

�
���:��+� ..../...../..... 

 
R1 R2 R3 0ther ���
�
- 1 ���
�
- 2 ���
�
- 3 ���
�
- 4 

����         	=���+���: 1 
=9���
&���: 1 

�
�/�$ ..................... %�	         

����         	=���+���: 1 
=9���
&���: 2 

�
�/�$ ..................... %�	         

����         	=���+���: 1 
=9���
&���: 3 

�
�/�$................ %�	         

����         	=���+���: 2 
=9���
&���: 1 

�
�/�$ ..................... %�	         

����         	=���+���: 2 
=9���
&���: 2 

�
�/�$ ..................... %�	         

����         	=���+���: 2 
=9���
&���: 3 

�
�/�$........................ %�	         

����         	=���+���: 3 
=9���
&���: 1  

�
�/�$....................... %�	         

����         	=���+���: 3 
=9���
&���: 2

�
�/�$....................... %�	         

����         	=���+���: 3 
=9���
&���: 3 

�
�/�$....................... %�	         

 

 

;$�%������....................................          ����
- ...................................... 
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������	1�-�$	%�-������"#������V#�� (Rotifers) 

���*���?�%��R��'��	4��L�'%/��V �
-4�1��/������
������
	�������� (?�������
������
	*���

!>�) 4��/� �
?�%��R��'�	$/ 4 ��	4��L�'*��� �B��
�������7B�#��$��/�����#="!�"1*���������<�	


���
�:+�  

?�%��R��'���
�
- 1 (R1): Lacane spp. (inermis)  

?�%��R��'���
�
- 2 (R2): Rotaria spp. (rotatoria)   

?�%��R��'���
�
- 3 (R3): Diplois daviesiae   

?�%��R��'���
�
- 4 (R4): Collotheca spp.  

��%�����>��?�%��R��'!%/�"��	4��L�'�
-%���4�1�%���	/��������
	�
�!�
����1� �������: 

1.4 4��/�?�%��R��'���
�
- 2 (R2) *�+� Rotaria rotatoria  �
��%������$���
?
	4���%������
-��


��N��
- 1 :�
���� 100% ��
��N��
- 2 :�
���� 95.2% !�"��
��N��
- 3 :�
���� 100% ���1*������
�

�/�?�%��R��'���
�
- 2 (R2) �
�������	4��L�'*��� (common species) �
-%���4��
�%��
1��"��

����7�'>���"�������
������
	��������!�� activated sludge �
-�
9��"���
	� :=";$�����	�B�

:�
��+��?�%��R��'���
�
- 2 (R2) �4+-�1������!��%��������*��	 (target antigen) 1����7B�#�

!�"4�F����:��:*�+���L
���������	�9$��:�������
-�"1��%���*�!�"��
�����=>������
4 ?
	

�����������!��%���

���
?�?�?:�����
-�������4�"%/�?�%��R��'���
�
- 2 �
� (?��

$�/���
-���) 

������	1�-�$	%�-�������4���>
� (Protozoa) 

���%���	/��������
	����*�
 42 %���	/�����?��:��:��:�=9�4����*���!>� &B-�����

�"�������
������
	!�� activated sludge �
-1������%��!��1����7B�#�:���*���*��	>��

?��?%&���
-4�1��/������
������
	
��	��L
��%�T�� 4��/�?��?%&���
-4��
:���!%�%/��%��

�
$��� ?��?%&���
-%���4��
�������/��
-���� amoeba, flagellates !�" ciliates !�"��/4���	

4��L�'1
��	4��L�'*�B-�������	4��L�'*����
-�"������1������%��!��>�����/�?��?%&���
� 	�-���

��/����� ���/�?��?%&���"�
���!�/�%���4�-�������!����/��7�	�47:+����!�/�%��!�� binary 

fission !�"���!%�*�/� (budding) ?
	�<4�"�	/��	�-�4�� stalked ciliates �
���!%���-����

!�"�
��������-�*���*��	���%���!%/ 1 ��-����B������/� 10 ��-����1*���/����������������
�

�	/���$�%���!�/�	��4��
-�"1����������
4%��!��1����7B�#�!�"4�F����:��:*�+���L
������

���	�9$��:�������
-1��%���*�!�"��
�����=>������
41��"�������
������
	�
�  
������1���


%�����
�����=����
41��"�������
������
	
��	��L
���������	�9$��:�������"��/1��?��?%&������

!��%��������*��	 
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�������: 1.4 ��%�����>�� >�� Rotifers !%/�"��	4��L�'�
-%���4�1�%���	/��������
	�
-��N����

�"�� Activated Sludge (?�������
������
	���������
-*���!>�) 

Types of 

rotifers 

Total 

samples 

Positive 

samples or  

prevalence (%) 

at Point 1 

Positive 

samples or  

prevalence (%) 

at Point 2 

Positive 

samples or  

prevalence (%) 

at Point 3 

R1: Lacane spp. 

(inermis) 

42 16/42 

(38.1%) 

16/42 

(38.1%) 

18/42 

(42.9%) 

R2: Rotaria spp. 

(rotatoria)   

42 42/42 

(100%) 

40/42 

(95.2%) 

42/42 

(100%) 

R3:  

Diplois daviesiae   

42 2/42 

(4.8%) 

1/42 

(2.4%) 

4/42 

(9.5%) 

R4: 

Collotheca spp. 

42 3/42 

(7.1%) 

3/42 

(7.1%) 

2/42 

(4.8%) 
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������	1�-�$	%�-�������4���>
�-�$�����V#�����
�#�9���&%��
��	��������

#=�
�1���� 

:=";$�����	1��%���	/��������
	���?�������%��*���� EPCCO �
-���*��
�:�����:'&B-�����

?�������%��*������"
�#����%��!��>�����7B�#��4+-�*������=!�"���!�����
?��?%&��

!�"?�%��R��' ��+-�����������
	���?�������%��*������/�
:���;��!��%���
$��� �B��
����

���%���������
	���%���	/���
-��N�����*�
 4 :�����4+-������%���*�?��?%&��!�"?�%��R��' !�"

4��K8*�:+������N�!�">��/�������
	��	��*����P���%����1���"	"�������1����>��/�!���"

��N�!�"!�/�	N�1�>=">��/�!%/�N��/����������1*�?��?%&��!�"?�%��R��'1�%���	/��������
	:�

:����
�
��%!�":��$��/���	$/�
� ���1*���/������ identify !�"��
���/��
� �	/�����N

��+-�����

:=";$�����	������%���4�!�:�
��
	���/��
/�1�%���	/��������
	���?�������%��*���� 

EPCCO �
�1���������/���
-���:+����/� S �B��"1��!�:�
��
	���/��
/�1�%���	/��������
	���

?�������%��*��������!��%��������*��	 (target antigen) 1����7B�#�!�"4�F����:��:

*�+���L
���������	�9$��:�������
-�"1��%���*�!�"��
�����=>������
4 !�����1��?��?%&��

*�+�?�%��R��'�4+-���"����:������
	�>���"�������
������
	���?�������%��*����%/���  
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                Objective lens; 4�  Objective lens; 4� 

             Objective lens; 10� Objective lens; 20� 

      
     Objective lens; 40� 

��4��: 1.12 Rotifers ���
�
- 1 �
-%���4�1�%���	/��������
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               Objective lens; 10�                           Objective lens;  40� 

 

               Objective lens; 10�                              Objective lens; 40� 

            
                 Objective lens; 10�                                 Objective lens; 40�   

��4��: 1.13 Rotifers ���
�
- 2 (>="*
%��) �
-%���4�1�%���	/��������
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Objective lens; 4� >="*
%�� Objective lens; 20� >="*
%��                            

         
Objective lens; 40� >="*
%�� Objective lens; 4� >="	+
%��            

         
Objective lens; 10� >="	+
%�� Objective lens; 20� >="	+
%��                

         
Objective lens; 40� >="	+
%�� Objective lens; 40� >="	+
%�� 

      ��4��: 1.14 Rotifers ���
�
- 2 �
-%���4�1�%���	/��������
	 



43 

               Objective lens; 10�                               Objective lens; 20� 

 

Objective lens; 40� 

               ��4��: 1.15 Rotifers ���
�
- 2 (>="	+
%��) �
-%���4�1�%���	/��������
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Objective lens; 10�   >="*
%�� Objective lens; 20� >="*
%��                

Objective lens; 40� >="	+
%��  Objective lens; 20� >="	+
%�� 

                              ��4��: 1.16  Rotifers ���
�
- 3 �
-%���4�1�%���	/��������
	



45 

             Objective lens; 10�                                   Objective  lens; 40� 

             Objective lens; 20�                                   Objective lens; 40� 

��4��: 1.17  Rotifers ���
�
- 3 (>="��/�:�+-���
-) �
-%���4�1�%���	/��������
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Objective lens; 10�                                     

Objective lens; 20� 

        ��4��: 1.18 Rotifers ���
�
- 4 �
-%���4�1�%���	/��������
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       Objective lens; 10�                                       Objective lens; 20�                   

 

 

 

 

 

 

 

 

                        

Objective lens; 40� 

 

��4��: 1.19 Stalked ciliate ���
�
- 1 �
-%���4�1�%���	/��������
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             Objective lens; 20�                                   Objective lens; 20�                               

 

 

��4��: 1.20 Stalked ciliate ���
�
- 2 �
-%���4�1�%���	/��������
	 

 

 

 

 

          
                   

             Objective lens; 10�                                Objective lens; 20� 

 

 

��4��: 1.21 Stalked ciliate ���
�
- 3 �
-%���4�1�%���	/��������
	 



49 

 

 

          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        Objective lens; 10�                                 Objective lens; 20� 

 

��4��: 1.22 Stalked ciliate ���
�
- 4 �
-%���4�1�%���	/��������
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�/���
-��� ���7B�#�:���*���*��	>����+��!�:�
��
	�
-4�1�?����������
������
	 
��	��L


��%�T�� (Conventional method) !�"7B�#� metagenomics 
��	��L
����=$�
����	� 

(Molecular biology method)   

���	%�-����?&#-�����������&%��
�������Q� Conventional method 

1. ����%�
	���+��!�:�
��
	���%���	/��������
	 

���%���	/��������
	 500 ml ���K��%�%"���:����!���
-:�����N���� 800� g �������� 20 

���
 �������1��/�������������K��%�%"����
�:�����
-:�����N���� 6,000� g �������� 20 ���
 

��������1��/���� ��������"��	%"���!�:�
��
	
��	����"��	�������+���%� (normal saline 

solution; NSS) !�"��+������+��!�:�
��
	�
-�%�
	��
��
- dilutions: 10
-3
, 10

-5
 !�" 10

-7
 
��	 NSS 

2. ����%�
	���*����
�	���+��!�:�
��
	�4+-����!�����/�>��!�:�
��
	 

��+-�������%����"��:'>������
����
�:+����7B�#���"�9�>����+��!�:�
��
	�
-���*����
-

�����
>����
	1�������
	 &B-����������!��!�:�
��
	�
-���*����
-
����/���
����� 4 ���/� :+� 

- ���/�!�:�
��
	�
-������	/�	���	!��?���
	  (Nitrogen group 1; N1)  

- ���/�!�:�
��
	�
-������	/�	���	���%��'  (Nitrogen group 2; N2) 

- ���/�!�:�
��
	�
-������	/�	���	&���R��'  (Sulfer group; S)  

- ���/�!�:�
��
	�
-������	/�	���	R���R%  (Phosphate group; P)  


������1�����
����
��B����!����+��!�:�
��
	�
-�%�
	��
�1�>���
- 1 ����������/�V ?
	���

����4�"��
�	�!�:�
��
	1���*����
�	���+���
-�
�����*�����	���
 ��
	���*����
�	���+�����
�
��/� 

“Minimum Essential Medium (MEM)” !%/�%�
	� MEM 1*��
�����*��4+��T��%/����� 4 ���
 

:+� !��?���
	� ���%��' &���R��' !�"R���R% &B-�!�:�
��
	������	/�	���	�����*��

�*�/��
��
��*�+�������*���
-4�1�������
	 ���1*�������!�/����/�>��!�:�
��
	�
�%��

�/����"����
-���:�81� MEM ?
	1��������	�
�������!�/����/�!�:�
��
	�
����� 4 ���
 

��/���� 
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����%�
	��/����"�������������*��� MEM !%/�"���
 �

���
� (10x stock essential solution) 

Medium for individual 

bacterial groups 

Composition Sterilization 

Agar in water - Agar  (16 g) 

- NaCl (0.5 g) 

 �"��	1�����1*��
������%� 1,000 ml 

 

Autoclave 

For Nitrogen group 1 (N1) - NH4Cl (5 g) 

 �"��	1�����1*��
������%� 500 ml 

 

Autoclave 

For Nitrogen group 2 (N2) - NaNO2 (5 g) 

 �"��	1�����1*��
������%� 500 ml 

 

Autoclave 

For Sulfer group (S) - MgSO4 (123.23 g) �"��	1�����1*�

�
������%� 100 ml 

- �"��	 glucose 180 g 1����� 1*��
�

�����%� 100 ml (36% glucose)- 

 

Autoclave  

 

Filtration 

through sterile 

filter 

 

For Phosphate group (P) - Na2HPO4.2H2O (37.6 g)    

- KH2PO4  (15.0 g) 

 �"��	1�����1*��
������%� 500 ml 

 

Autoclave 
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����%�
	� MEM  

MEM  group Composition 

Nitrogen group 1 - 90 ml of Agar in water 

 10 ml of 10� NH4Cl 

Nitrogen group 2 - 90 ml of Agar in water 

 10 ml of 10� NaNO2 

Sulfer group -  90 ml of Agar in water 

 0.5% MgSO4   (final concentration)  

 1.0% Glucose (final concentration)   

Phosphate group  -  90 ml  of Agar in water  

 10 ml of 10� Na2HPO4.2H2O and KH2PO4   

 

*������;���/����"���>�� MEM !��� �����*����
�	���+������1�����4�"��
�	���+�� 

(Petri-dishes) !���������/���*����
�	���+��!>N� (solidified) ���������N�����
-��=*9$�� 4�C ��+-�

�����1���4�"��
�	���+��!�:�
��
	�"%�����������*����
�	���+�������1*� agar surface !*���
-

��=*9$�� 37�C ����������"��= 1 ��-�?���/��1�� 

3. ����4�"��+��!�:�
��
	�4+-����!�����/�>��!�:�
��
	���%���	/��������
	 

�����+��!�:�
��
	�
-�%�
	��
�1�>���%�� (undiluted, diluted) �	/���" 50 	l *	
����*��

��
�	���+��!%/�"���
 !������
-	 (spread) 1*���-�;����*����
�	���+�� ������/��
-��=*9$�� 37�C ����

���� 18-36 ��-�?�� &B-�4�!�:�
��
	���� 4 ���
 = ��
��N����� 3 ��
���������
	���?�����*���

!>� :+���
��N��
- 1 (��
�
- Returned Activated Sludge �4�-����;�����������
	) ��
��N��
- 2 (��
�
- 

Mixed liquor �4�-�����������%������7) !�"��
��N��
- 3 (%���	/�� RAS) !�"������!	�

?:?��
>����+��!�:�
��
	�
� 
�� �������: 2.1  

�������: 2.2 !�
����/�!�"������>�� bacterial isolates �
-!	��
������
��N��
- 1-3 >��

?����������
������
	���?�������%��*���� (?�������"
�# ���*��
�:�����:') �"�*N��/��


�4
	�!�:�
��
	���/��
-1�� sulfer (���/� S) ��/������
-4��
������
��N�%���	/�� �/��!�:�
��
	�
� 3 

���
 :+� N1, N2 !�" P 4��<4�"��
��N��
- 3 :+� Returned activated sludge (RAS) ��/����� 


���������*������4�F����L
������9$��:�������4+-�1����"����:������
	�>���"�������
������
	

���?�������%��*�����"1��!�:�
��
	���/� S (Sulfer group) ����!��%��������*��	 
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�������: 2.1 !�
���"�9�!�"������>��!�:�
��
	�
-!	��
������
��N��
- 1-3 >��?�����

�����
������
	�������� (?����������
������
	�
-*���!>�) 

 

����"#�-�������� 	=���:��+��
�#�9�� 	%���� bacterial isolates 

Nitrogen group 1 (N1) ��
�
- 1 48 

 ��
�
- 2 27 

 ��
�
- 3 86 

Nitrogen group 2 (N2) ��
�
- 1 48 

 ��
�
- 2 29 

 ��
�
- 3 45 

Sulfer group (S)  ��
�
- 1 50 

 ��
�
- 2 38 

 ��
�
- 3 41 

Phosphate group (P) ��
�
- 1 64 

 ��
�
- 2 29 

 ��
�
- 3 54 

 

?:?��
>��!�:�
��
	!%/�"��"�9��
-!	��
��
��"�����������	����
!���!�"�
�������
��:�


%/��� (?��

$>�� 4 >����/��) 
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�������: 2.2 !�
���"�9�!�"������>�� bacterial isolates �
-!	��
������
��N��
- 1-3 >��

?����������
������
	���?�������%��*���� (?�������"
�#) ���*��


�:�����:' 

 

����"#�-�������� 	=���:��+� 	%���� isolates 

Nitrogen group 1 (N1) ��
�
- 1 - 

 ��
�
- 2 - 

 ��
�
- 3 24 

Nitrogen group 2 (N2) ��
�
- 1 - 

 ��
�
- 2 - 

 ��
�
- 3 60 

Sulfer group (S)  ��
�
- 1 47 

 ��
�
- 2 8 

 ��
�
- 3 52 

Phosphate group (P) ��
�
- 1 - 

 ��
�
- 2 - 

 ��
�
- 3 110 

-, ��/4�!�:�
��
	���/�����V 
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4. ���	����
!���!�"����
���������#='����
��:�
>��!�:�
��
	 

�����+��!�:�
��
	!%/�"?:?��
�
-!	��
��������4�"��
�	�>���%������
����*��
*�$/?
	
$

���%�
�
	������
!���&B-���7�	:���!%�%/��>���/����"���4+��T��>��;����&��'>��

!�:�
��
	�����/���
-���1*�	���%�
�
!���!%�%/����� ?
	!�:�
��
	!������	���%�
�
�/�� !�"

!�:�
��
	!�����	���%�
�
���-!
� �
�����������!	����
!�:�
��
	?
	
$�$��/��>����+�� ��/� 

�$��/����� (cocci) �$��/������!�/� (bacilli) &B-�����:�
���*������	����
!�����"���
��	 

Crystal violet (primary stain), Gram iodine (mordant stain), Acetone-alcohol (decolorizer 

stain) !�" Safranin O (counter stain) 

���	����
!������?
	���?:?��
>��!�:�
��
	�����	 (smear) ��!;/���"�� 

(microscopic slides *�+���
	��/� ���
') �
-�"��
 !��������� fix !�:�
��
	�����
' ?
	���

���
'�
-���	��+��!�����;/�������R 2-3 :���� ������	����
>���%���?
	*	
 crystal violet ������� 

10 �����
 *	
 Gram iodine 1*���-����
' ������� 10 �����
 !����������
��	������"�� *	
 

Acetone-alcohol 5 �����
 �������
��	������"�� *	
 Safranin O 1*���-����
' ������� 30 �����
 

�������
��	������"�� ��+-����
'�
-	���!*��!�������������%;����	���!�"%����$��/��>��

!�:�
��
	?
	1�������������7�'������>	�	 100x !�����
���/�!�:�
��
	�4+-���+����L
����
���

������#='����
��:�
 ��/� Oxidase test, Sugar fermentation, Amino acid decarboxylase 

and deamination, Indole production, Urease production ���	/�	���	 citrate, Bile esculin 

!�" Motility ?
	;�����
����������"�����
>����+��!�:�
��
	�
-!	��
����������
	1�!%/�"

��
��N�%����"�9�>����*��:�
��+��
�� �������: 2.3 
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�������: 2.3 !�
����/� ���
 !�"������>�� bacterial isolates �
-!	��
������
��N��
- 1-3 

>��?����������
������
	���������
-*���!>� 

 

��=9�"#�-�������� 	=���:��+� ����"#�-�������� 	%���� isolates 

Nitrogen group 1 (N1) ��
�
- 1 Bacillus spp.  

Enterobacter sakazakii  

Klebsiella pneumoniae  

Non-fermenting bacteria  

29 

33 

13 

5 

 ��
�
- 2 Bacillus spp.  

Enterobacter sakazakii  

Klebsiella pneumoniae  

Non-fermenting bacteria 

4 

11 

26 

11 

 ��
�
- 3 Bacillus spp.  

Enterobacter cloace  

Enterobacter sakazakii  

Klebsiella pneumoniae  

26 

5 

13 

31 

Nitrogen group 2 (N2) ��
�
- 1 Bacillus spp.  

Diptheroids  

Klebsiella pneumoniae  

Non-fermenting bacteria 

2 

3 

52 

17 

 ��
�
- 2 Klebsiella pneumoniae  

Non-fermenting bacteria 

11 

4 

 ��
�
- 3 Diptheroids  

Enterobacter cloacae  

Klebsiella ozanae  

Klebsiella pneumoniae  

6 

6 

20 

11 



57 

�������: 2.3 (%/�) !�
����/� ���
 !�"������>��!�:�
��
	�
-!	��
������
��N��
- 1-3 >��

?����������
������
	���������
-*���!>�  

��=9�"#�-�������� 	=���:��+� ����"#�-�������� 	%���� isolates 

Sulfer group (S) ��
�
- 1 Enterobacter aerogenes  

Enterobacter agglomerans  

Enterobacter gergoviae  

Enterobacter sakazakii  

Enterobacter spp.  

Klebsiella ozanae  

Klebsiella pneumoniae  

Klebsiella spp. 

2 

4 

10 

12 

3 

1 

25 

6 

 ��
�
- 2 Aeromonas spp. 

Bacillus spp.  

Enterobacter agglomerans  

Enterobacter spp.  

Escherichia coli  

Klebsiella pneumoniae  

6 

1 

7 

8 

16 

30 

 ��
�
- 3 Bacillus spp.  

Enterobacter agglomerans  

Klebsiella pneumoniae  

Vibrio spp.  

1 

10 

51 

8 

Phosphate group (P) ��
�
- 1 Enterobacter aerogenes  

Enterobacter agglomerans 

Enterobacter cloacae  

Enterobacter sakazakii  

Klebsiella pneumoniae 

1 

8 

18 

7 

38 

 ��
�
- 2 Bacillus spp.  

Enterobacter agglomerans  

Klebsiella pneumoniae  

Non-fermenting bacteria  

30 

5 

6 

5 

 ��
�
- 3 Aeromonas spp.  

Bacillus spp.  

Enterobacter cloacae  

Klebsiella pneumoniae  

Non-fermenting bacteria  

Plesiomonas spp. 

19 

15 

10 

12 

7 

1 
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���(K�/� Metagenomics "#���?&#-��������  

1. ������


��N��� (DNA) >����+��!�:�
��
	���%���	/��������
	 

���%���	/��������
	 500 �������%� ���K��%�%"���:����!���
-:�����N���� 800� g ����

���� 20 ���
 �������1��/�������������K��%�%"����
�:�����
-:�����N���� 3,000� g ����

���� 20 ���
 ��������/��1������
 DNA 
��	��
�����N��$�?
	��������/��1� 1 �������%�1�/1� 

microtube !����%�� lysis buffer (20 mg/ml lysozyme, 20 mM Tris-HCl, 2mM EDTA, 1% 

Triton X-100, pH 8.0) �����%� 200 	l %�����������
-��=*9$��*��� (25�C) �������� 10 ���
 !���

�%�� GB buffer �����%� 200 	l ;������"��	1*�������+���

	���� incubate �
-��=*9$�� 70�C 

����������"��= 10 ���
 �%�� absolute ethanol �����%� 200 	l �������������;��1�/��1� 

GD column �
-�����1� collection tube !���������K���
-:�����N���� 10,000� g �������� 2 

���
 ���/������1� collection tube ���� !����%�� W1 buffer �����%� 400 	l ��1� GD column 

������K���
-:�����N���� 10,000� g �������� 30 �����
 ���/������1� collection tube ���� �%�� 

Wash buffer �����%� 600 	l ��1� GD column ������K���
-:�����N���� 10,000� g �������� 

30 �����
 ���/������1� collection tube ���� ������K���
�:�����
-:�����N���� 10,000� g ��������

30 ���
 ����������
-	� collection tube �%�� elution buffer �����%� 30 	l ��1� GD column 

%�����������
- 25�C �������� 2 ���
 ������K���
-:�����N���� 6,000� g �������� 30 �����
 ��N�

�/������1�*�+� DNA >��!�:�
��
	1� collection tube ����
-��=*9$�� �20�C 

2. ����4�-�������	
��
-�����*��>�� 16S RNA  

���

��N����
-�%�
	��
�1�>���%�����4�-�������	
��
-�����*��>�� 16S RNA 
��	��:��: 

Polymerase Chain Reaction (PCR) ?
	1���4�'����'�
-�
���
���������4�"%/�	
��
-�����*��>�� 

16S RNA :+� Forward primer Bact27 5
-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3
) !�" Reverse 

primer 1492 5
-CGGTTACCTTGTTACGACTT-3
 !����������4�-�������	
��
-�P����	�!�"

�9��"
���
� 
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PCR reaction mixture: for one reaction/25 	l   
 

Taq buffer without MgCl2 (10�)   2.5�	l   

MgCl2 (50 mM)    2.0�	l   

dNTP (10 mM)    0.5�	l   

Bact27 forward primer (50 	M)    0.5�	l   

1492 reverse primer (50 	M)    0.5�	l   

Taq polymerase (5 units/	l)    0.2�	l   

DNA template  3.0�	l   

Distilled water 14.8�	l   

 

PCR condition: 
 

First denaturation 94�C  3     minutes  

Denature 94�C  1     minute  

Annealing 55�C 90    seconds  30 cycles 

Extension 72�C 150  seconds  

Final extension 72�C 10    minutes  

 4�C       Hold  

 

%������ PCR product 
��	��:��: Agarose gel electrophoresis !���������	������
��	 

Ethidium bromide !�"�����%!��

��N���
��	 UV illuminator 
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��4��: 2.1 !�
� PCR amplified product >�� 16S RNA genes 

 Lanes 1 and 2, amplicons of 16S RNA genes 

 Lane M, Standard DNA ladder  

Numbers at the left and right are DNA sizes in base pairs (bp)  
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3. ���?:��	
��
-�����*��>�� 16S RNA 

3.1 DNA ligation 

��� 16S RNA gene PCR product �� ligate �>�� TA Cloning Vector ?
	1����
 T & A 

Cloning Vector Kit >�� RBC Biosciences ?
	 reaction mixture ��"���
��	  

          Ligation buffer A 1�	l 

Ligation buffer B 1�	l 

T&A cloning vector 2�	l 

PCR product  5�	l 

T4 DNA ligase  1�	l 

��������������N��
-��=*9$�� 4�C �������� 16 ��-�?�� 

3.2 ������ recombinant plasmids �
-�
	
��
-�����*��>�� 16S RNA (16S genes) �>���$/

�&��'�������� E. coli DH5��
��	��:��: Electroporation 

�������%�
	� competent cells (�&��'��������) ?
	��
�	���+��  E. coli DH5�  1�  LB broth  

3 �������%� �/�1��:�+-���>	/��
-��=*9$��   37�C  ��������   1  :+� �����+��
����/�������%� 2  

�������%� ��
�	�1�R���:'�
-����� LB medium �����%� 100 �������%� �/�1��:�+-���>	/�:�����N� 

250   rpm  �
-��=*9$�� 37�C  ����"��-��
�:/�
$
��+�!�� (Absorbance) �
-   600  nm  (A600nm) 

��/����   0.5-0.7  ��"��=   2  –   2.5  ��-�?�� !���!�/R���:'1�����!>N�   15-30  ���
 ��� culture ��

�K���
-:�����N���� 4,000� g �
-��=*9$�� 4�C ��������   20  ���
 !������/��1�����!�"�%��  ice-

cold 1 mM Hepes (pH 7.0) ����   100  �������%� ������K���
-:�����N���� 4000� g �
-��=*9$�� 

4�C �������� 20 ���
  !������/��1�����!�"�%��  ice-cold 1 mM Hepes (pH 7.0) ����   50  ��

�����%������K���
-:�����N���� 4000� g �
-��=*9$�� 4�C ��������  20 ���
 ���/��1�����!�"����

�&��'
��	 10% glycerol 1�  1 mM Hepes (pH 7.0)   10  �������%� ������K���
-:�����N���� 

4000� g �
�:�����
-��=*9$�� 4�C ��������  20 ���
 
$
�/��1�����!�"�%��
��	 10% glycerol 1� 

1 mM Hepes (pH 7.0)   300  	l !���!�/���N�1�/1� 1.5 ml microtube *��
�"   100  	l !����%�� 

recombinant plasmids �
-�
 16S genes �
-�
��%�
	���������%� 5  	l !�/����!>N�   1  ���
 �������

	��	�&��'��1�/1�  cuvette %���?��!���>���:�+-�� Electroporator  1*�����?4�:��
?�%  1��

��"!��R   1700  V 5 msec �%�� LB medium  ����1�  cuvette 1 �������%�  !�"
$
���1�/1�

*��
 ������/�1��:�+-���>	/�:�����N�   250  rpm  �
-��=*9$�� 37�C ��������   1  �� . ���������� 

cell suspension �����
-	 (spread) ��;�� LB-amplicilin (LB-A) plate �/��
-��=*9$�� 37�C 

>���:+� �>
-	��+�����?:?��
��1�  LB-A broth 2    �������%� �/�1��:�+-���>	/��
-��=*9$��  37�C 

>���:+� !��������+�������
4�����
 (plasmid) %/��� 
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4. ������
 plasmid 

��
�	� E. coli transformant !%/�" isolates 1� LB-A broth 10 �������%� �/�1��:�+-���>	/�

:�����N�   250  rpm  �
-��=*9$��  37�C >���:+� ��������K��%��&��'�
-:�����N���� 11,000� g 

�������� 30 �����
!�"���/��1����� �%�� Buffer A1 ���� 250 	l ;��1*��>����� �%�� Buffer A2 

���� 250 	l ;��1*��>����� ��N�����
- 25�C  �������� 5 ���
 �%�� Buffer A3 ���� 600 	l 

;��1*��>����� ��������K��%��&��'�
-:�����N���� 11,000� g �������� 10 ���
 ������
$
�/��

1� 700 	l 1�/��1� column 1� collection tube �K���*�
-	��
-:�����N���� 11,000� g �������� 

1 ���
 ���/��1����� �%�� Buffer A4 ���� 600 	l �K���*�
-	��
-:�����N���� 11,000� g ����

���� 1 ���
 �K���*�
-	��
�:�����
-:�����N���� 11,000� g �������� 2 ���
 	��	 column ��1�/

��1� microtube 1*�/ ������ 5 ���
 �%���������-����� 30 	l ��N�����
- 25�C �������� 5 ���
 

�K���*�
-	��
-:�����N���� 11,000� g �������� 1 ���
 ��� plasmid �
-���
�
���N��
-��=*9$�� 

�20�C �4+-�������7B�#�:���*���*��	>��	
�1�>���%��%/��� 

5. ���7B�#�:���*���*��	>��	
��
-�����*��>�� 16S RNA 
��	��:��: Restriction 

Fragment Length Polymorphism (RFLP)  

:=";$�����	�
����
-	���L
���7B�#�:���*���*��	>��	
��
-�����*��>�� 16S RNA 
��	

��:��: Polymerase Chain Reaction-Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (PCR-

DGGE) �
-�������1�?:���/���������	��������:��: Restriction Fragment Length 

Polymorphism (PCR-RFLP) ��+-�����������1���
!���
� !�"�
��L
�������
-��/	�/�	����/� 

PCR-DGGE 
���
��	�"��
	

���
� 

���4�����
�
-���
�
����4�-�������	
��
-�����*��>�� 16S RNA 
��	�P�����	��$�?&/ 

(PCR) 
��>���%�� ������� ��� PCR product >��	
��
-�����*��>�� 16S RNA �
-�
���	/�	
��	

����&�' fast digest restriction endonucleases ������
 :+� MspI, HaeIII !�" HhaI 
��

�P�����	�>��>��;�� (reaction mixture) >����/�� 

 

                      Fast digest reaction mixture: for one reaction/ (30 	l) 
 

Fast digest buffer (10�)   2.0��	l   

FastDigest® HhaI   1.0��	l   

FastDigest® MspI   1.0��	l   

FastDigest® HaeIII   1.0��	l   

PCR product  10.0�	l   

Distilled water  17.0�	l   
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����/��;��
����/�����/��
-��=*9$�� 37�C ����������"��= 10 ���
 !������:��"*'

:���*���*��	>�� digested PCR product 
��	��:��: Sodium dodecyl sulfate-

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

����%�
	� SDS-polyacrylamide gel: ����
-1��1�����
����
��
�/����"���
���
�  
 

 

Component Separating gel 

Acrylamide stock (30%)  16 ml 

Tris- HCl/SDS pH 8.45 10 ml 

Sterile DW 0.64 ml  

Glycerol 3.2 ml 

Ammonium persulfate (10%)  150 	l 

TEMED  10 	l 

     * DW, distilled water      

���*����%�
	� Polyacrylamide gel  slabs �
� 4 !;/� (>��
  7 cm x 10 cm)   

 

����%�
	�%���	/��: ��� digested PCR product �
-�%�
	��
������� 15 ��?:���%� ;��

��� 10x loading dye �����%� 2 ��?:���%�  !����%����1� well >������
-�%�
	�>���%��!������

���!	����:�
?���
'1�����"��	��R�R��' TAE (Tris acetate-EDTA), pH 8.0 (running 

buffer) ?
	1����"!��RR���
- 50 milliAmpares �������� 60 ���
 !���������	�������
-�
�
��	 

Ethidium bromide !�"�����%!��

��N���
��	 UV illuminator 
��!�
�1� ��4��: 2.2 -2.4 

*��������� Digested PCR products ��7B�#�:���*���*��	>��	
��
-�����*��>�� 

16S RNA 
��	��:��: Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 4��/�������

4�:���*���*��	 11 !��1����/�>��!�:�
��
	�
-!	������
��N��
- 1 !�":���*���*��	 

9 !�" 8 !��1����/�>��!�:�
��
	�
-!	������
��N��
- 2 !�" 3 %�����
�� &B-��
��	�"��
	

���
� 

����1���1���"#������:�46��1

"#� 16S RNA "#�-����������:-��8�'	��	=���+���: 1 

>K:�-���9���
� 11 -�� (��4��: 2.2) 

!���
- 1.1 4������� 24 clones :+� clones no. 1, 4, 5, 16, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 

25, 26, 27, 28, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 37, 38, 39 !�" 40   

!���
- 1.2 4������� 2 clones :+� clones no. 2, !�" 3  

!���
- 1.3 4������� 3 clones :+� clones no. 6, 7 !�" 10  

!���
- 1.4 4������� 1 clone :+� clone no. 8 

!���
- 1.5 4������� 5 clones :+� clones no. 9, 11, 12, 13 !�" 15 

!���
- 1.6 4������� 1 clone :+� clone no. 14 

!���
- 1.7 4������� 1 clone :+� clone no. 17 
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!���
- 1.8 4������� 1 clone :+� clones no. 24 

!���
- 1.9 4������� 2 clones :+� clones no. 29 !�" 36 

!���
- 1.10 4������� 1 clone :+� clones no. 41 

!���
- 1.11 4������� 1 clone :+� clones no. 42 

����1���1���"#������:�46��1

"#� 16S RNA "#�-����������:-��8�'	��	=���+���: 2 

>K:�-���9���
� 9 -�� (��4��: 2.3) 

!���
- 2.1 4������� 1 clone :+� clones no. 1  

!���
- 2.2 4������� 7 clones :+� clones no. 2, 4, 16, 18, 19, 22 !�" 23  

!���
- 2.3 4������� 5 clones :+� clone no. 3, 5, 17, 20 !�" 21 

!���
- 2.4 4������� 7 clones :+� clones no. 6, 9, 10, 11, 12, 24 !�" 25 

!���
- 2.5 4������� 1 clone :+� clones no. 7 

!���
- 2.6 4������� 1 clone :+� clone no. 8 

!���
- 2.7 4������� 1 clone :+� clone no. 13 

!���
- 2.8 4������� 1 clone :+� clone no. 14 

!���
- 2.9 4������� 1 clone :+� clone no. 15 

����1���1���"#������:�46��1

"#� 16S RNA "#�-����������:-��8�'	��	=���+���: 3 

>K:�-���9���
� 8 -�� (��4��: 2.4) 

!���
- 3.1 4������� 1 clone :+� clone no. 1  

!���
- 3.2 4������� 1 clone :+� clones no. 2  

!���
- 3.3 4������� 5 clones :+� clones no. 3, 4, 5, 7 !�" 19 

!���
- 3.4 4������� 1 clone :+� clone no. 6 

!���
- 3.5 4������� 1 clone :+� clone no. 8 !�" 11 

!���
- 3.6 4������� 1 clone :+� clone no. 9 

!���
- 3.7 4������� 7 clones :+� clones no. 10, 12, 13, 14, 15, 16 !�" 17 

!���
- 3.8 4������� 1 clone :+� clone no. 18 

%���	/�� DNA !%/�"�$�!���
-�
���������
���/�:���*���*��	>��	
��
-�����*��>�� 

16S RNA >��!�:�
��
	�
-!	��
����������
	 = ��
��N�%/��V �$�����/����:��"*' DNA 

sequence !������������
	���
	�������
 DNA sequence 1� GenBank database 
��!�
�

1� �������: 2.4 
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A 

 
 

B 

M    1    2    3    4    5    6    7    8    9   10  11  12  13 14  15  16   17   18  19  20  21  22  23  24  25  26  27  28  29 30  31  32  33  34  35  36  37  38  39  40  41  42   MM    1    2    3    4    5    6    7    8    9   10  11  12  13 14  15  16   17   18  19  20  21  22  23  24  25  26  27  28  29 30  31  32  33  34  35  36  37  38  39  40  41  42   M

 
 

C 

 

 

 

 

 

 

 

��4��: 2.2 !�
� RFLP patterns >�� recombinant plasmids �
-�
 16S RNA gene inserts �
-

!	������
��N��
- 1 

A, RFLP >�� 16S >�� 42 %���	/��  

B, Schematic patterns >�� RFLP >������ 42 %���	/�� 

C, RFLP >������ 11 patterns �
-4� (left block, lanes 1-11) !�" Schematic 

patterns (right block, numbers 1-11)  

M, 100 bp DNA ladder 

 

M     1      2    3    4      5       6     7      8     9      10    11  

M    1    2   3    4    5    6    7   8    9  10  11    M    1    2   3    4    5    6    7   8    9  10  11    
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A 

 
 

 

 

B 
M    1     2    3    4     5     6     7      8    9   10   11  12  13  14   15   16   17   18  19  20   21  22  23   24  25    MM    1     2    3    4     5     6     7      8    9   10   11  12  13  14   15   16   17   18  19  20   21  22  23   24  25    M

 
 

C 

 

 

 

 

 

 

��4��: 2.3 !�
� RFLP patterns >�� recombinant plasmids �
-�
 16S RNA gene inserts �
-

!	������
��N��
- 2 

A, RFLP >�� 16S >�� 25 %���	/�� B, Schematic patterns >�� RFLP >�� 25 %���	/�� 

C, RFLP >�� 9 patterns �
-4� (left block; lanes 1-9) !�" Schematic patterns (right 

block; numbers 1-9) 

M, 100 bp DNA ladder 

M    1     2    3   4   5    6    7    8    9  

M    1     2     3     4     5    6      7    8      9   10   11   12      13  14   15    16  17  18 19   20  21 22  23  24  25

400 
200 
100

50 

bp

M    1     2    3     4    5    6     7   8    9   M    1     2    3     4    5    6     7   8    9   
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A 

 

 
B 

M    1    2      3    4     5     6     7    8     9     10    11   12   13  14  15  16  17  18   19    MM    1    2      3    4     5     6     7    8     9     10    11   12   13  14  15  16  17  18   19    M

 
 

C 

 

 

 

 

 

��4��: 2.4 !�
� RFLP patterns >�� insert recombinant plasmids �
-�
 16S RNA gene 

inserts �
-!	������
��N��
- 3 

A, RFLP >�� 16S >�� 19 %���	/�� B, Schematic patterns >�� RFLP >�� 19 %���	/�� 

C, RFLP >�� 8 patterns �
-4� (left block; lanes 1-8) !�" Schematic patterns 

(right block; numbers 1-8) 

M, 100 bp DNA ladder 

M   1    2    3   4    5   6    7     8     
M    1    2      3    4     5     6     7    8    M    1    2      3    4     5     6     7    8    
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-��
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������
	���

:/�4������%��'%/��V 1�������
	 

�/���
-*�B-�: ����*��	>����������
�:+� ���7B�#�*�:������4��L'>��?�%��R��'���
�
- 2 

(the most prevalent species 1�?�������
������
	��������) ���:/�4������%��'%/��V �
-1������%��

�/��
�:��� (��/) ���
	�>���"�������
������
	�4+-���"����/1��4	���=':������
-	�!���>��

�"�������
������
	 ���:����$�4+��T��!�"!��:�
�/�������?�%��R��'�
-�4�-��$�>B��	/���/�����B�

:�����
��	'>���"�������
������
	 �B����>���$�������?�%��R��'���
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4��L�'>��?�%��R��'�
-4�1��"�������
������
	�������� (?����������
������
	�
-*���!>�) ���

!%/�"��
�
-��N�%���	/��������
	 (��
��N��
- 1 ��
��N��
- 2 !�"��
��N��
- 3) ��*�:������4��L'���

:/�4������%��'%/��V ?
	>���$��
-�
��"�$������%������:����$�%���!�"����B�1��$�!��>��

!R��>���$�1�:��4���%��' �4+-�������
��������"��	>��>���$� normality ���� skewness !�" 

kurtosis ����
�����"��	���� normal distribution ������
	���
	�>���$��"*�/�����/��"1��

��L
���������%�!�� parametric method �
�!�/ Anova !�" independent student t test 

(:/����%��
-1���
���:������4��L'�"*�/��%��!�� 2 %�� �"1�� Pearson correlation) !%/���>���$��
-

�
�����/���� normal distribution �����������"�������� median !�" range !�"1����L
���

������%�!�� non-parametric method ������
	���
	��"*�/�����/�1�� Kruskal-Wallis  

analysis of variance !�" Mann-Whitney U-Wilcoxon Rank Sum W test ����
���

:������4��L'�"*�/��%��!��1��  Spearman correlation 

�������: 3.1 !�
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��N��
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��	���:�8������%�
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(food chain) (��4��: 3.1)   
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��4��: 3.1 ��"��������
41����/�?��?%&��!�"?�%��R��'1��"������7�'>���"�������
�����
	���

����� !�� activated sludge �
-���4��L'���:������
	�>���"�� 

Source: Operation of Wastewater Treatment Plants. Vol. 2, 4th edition, p. 95 
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