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RESUMO

O principal objetivo do estudo foi a validacdo e a padronizacdo do método de caracterizacdo de flocos de lodo
ativado por andlise de imagem, através do software gratuito ImageJ. O método mostrou-se seguro e de fécil
aplicacdo, para quantificacdo e determinacéo do didametro dos flocos de lodo ativado. O método pode ser uma
ferramenta eficiente e pratica de baixo custo a ser incorporado nas rotinas de monitoramento de ETE’s.

PALAVRAS-CHAVE: Lodo ativado, flocos, morfologia, microrganismos, analise de imagem.

INTRODUCAO

O tratamento de esgoto pode ser realizado por via biolégica ou fisico-quimica. A escolha entre o processo leva
em conta o tipo de efluente a tratar, sua biodegradabilidade, presenca de toxinas, a producdo de lodos, etc.
Devido ao seu menor custo e sua simplicidade operacional, o processo biolégico é em geral escolhido para o
tratamento de esgoto doméstico e certos tipos de efluentes industriais. Dentre os processos biol6gicos, o
processo de lodo ativado é mundialmente o mais utilizado. Consiste basicamente em colocar o0 esgoto a ser
tratado em contato com uma elevada concentracdo de microrganismos em um reator, onde ocorrem as reagdes
bioquimicas, como a degradacdo da matéria organica. Em seguida, a biomassa microbiana pode ser separada do
esgoto tratado por decantacdo. Para manter uma concentra¢do de microrganismos ativos e constante no reator,
uma parte da biomassa sedimentada retorna ao reator e o excesso é retirado. Os microrganismos podem
crescem dispersos no meio, como é o caso dos lodos ativados, as bactérias se aglomeram sob a forma de flocos
bacterianos. Estes flocos sdo formados segundo a teoria do esqueleto filamentoso por bactérias filamentosas,
que irdo dar a estrutura ao floco e por bactérias zoogleais, produtoras de exo-polimeros que servirdo para unir
estas bactérias formando o floco bacteriano (JENKINS et al., 2003). A eficiéncia do processo depende, dentre
outros fatores, da capacidade de floculagdo da biomassa ativa e da composicdo dos flocos formados. Sabe-se
que um bom equilibrio entre estas espécies de bactérias produz flocos com hoas caracteristicas de decantagéo e
adensamento. Os principais fendmenos que ocorrem oriundos do desequilibrio sdo: Lodo pulverizado ou “pin-
point floc” (PP); o intumescimento do lodo por bactérias filamentosas “bulking filamentoso” (BF) ou por
bactérias ndo filamentosas “bulking zoogleal” (BZ) e a formagdo de escuma ou “foaming” (EIKELBOOM,
2000; JENKINS et al., 2003; MARTINS et al., 2004; SCHULER e JASSBY, 2007). Segundo 0s autores
citados anteriormente, sabe-se que o PP é formado por uma diminuicdo na concentracdo de bactérias
filamentosas, causando uma ruptura dos flocos e assim a formacdo de pequenos agregados que podem néo
decantar prejudicando a qualidade do efluente final. O BF é caracterizado por uma forte reducéo da velocidade
de decantagdo, causado por um desenvolvimento excessivo de bactérias filamentosas, que esta geralmente
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ligado a uma caréncia de substrato. Estas bactérias ultrapassam largamente os limites dos flocos, aumentando a
resisténcia a decantagdo e ligando uns flocos aos outros. Este fendmeno é o mais comum, sendo responsavel
por mais de 60% dos problemas em estacbes de tratamento por lodos ativados. O BZ é caracterizado por
apresentar um lodo viscoso e de consisténcia gelatinosa que sedimentam mal. E causado por uma quantidade
excessiva de polissacarideos extracelulares (EPS). A formacdo de escuma ou “foaming” — como o préprio
nome diz, é caracterizado pela formacdo de uma camada de escuma na superficie do tanque de aeracdo. Esta
escuma é formada devido ao excesso de bactérias filamentosas, que ao contrério do caso do bulking, possuem
um carater hidrofébico. Se ndo for combatida a escuma transborda causando perda de biomassa microbiana.
Diante do exposto, mostra-se claro a correlacdo entre a eficiéncia do processo com o controle e monitoramento
da morfologia e microbiologia do lodo ativado. A existéncia dessas correlages levou ao surgimento de vérias
metodologias de avaliacdo do floco do lodo ativado. Destacam-se os estudos realizados por Sezgin et al.
(1978) para medicdo do comprimento total das bactérias filamentosas, o qual foi utilizado posteriormente por
Palm et al. (1980) e Lee et al. (1982). Os estudos de Jenkins et al. (2003) resultaram em um manual de
procedimentos para classificagdo morfolégica e microbiologica dos flocos em sistemas de lodo ativado. Madoni
et al. (1994) que estabelece o conceito de indice bioldgico de lodos (IBL), baseado na estrutura das populacoes
de protozoérios e pequenos metazodarios para avaliar o desempenho da ETE, entre outros. No entanto, os
métodos classicos para o monitoramento do lodo ativado baseiam-se em uma observagdo manual com auxilio
de um microscopio 6ptico com uma ocular dotada de micrdmetro. Estas técnicas manuais, além de imprecisas,
s8o cansativas, repetitivas e tomam bastante tempo, o que torna a sua utilizagdo nas estacfes de tratamento
muito trabalhosa, sendo na maioria das vezes nao realizadas. Com o avanco tecnoldgico e cientifico, uma nova
abordagem tem sido proposta para caracterizagdo morfologica e microbiolégica dos flocos de lodo ativado
(Grijspeerdt e Verstraete, 1996, 1997; Da Motta, et al. 2001; Perez, et al. 2006 e Mesquita, et al. 2011;). Estes
procedimentos baseiam-se na analise computacional por meio de imagens. Estudos realizados por Da Mota, et
al. 2003, com lodo aerdbio e anaerébio em doze ETE’s da Franga e de Portugal, se apresentou como uma
excelente ferramenta de avaliacdo, onde, na preparacdo das amostras e aquisicdo das imagens se obteve
resultados com erros inferiores a 5% o que dificilmente é obtido nos métodos classicos. Os programas
computacionais para o tratamento das imagens, normalmente sdo exclusivos e dependem de licencas,
acarretando alto custo e limitacGes. Dentro deste contexto, a pesquisa proposta pretende validar e padronizar o
método para caracterizacdo da morfologia do floco de lodo ativado, por meio de um programa computacional
de tratamento de imagem (ImageJ 1.45s) reconhecido mundialmente, desenvolvido pelo National Institutes of
Health, USA, que pode ser obtido gratuitamente.

MATERIAIS E METODOS

Lodo ativado e Analises laboratoriais

Foram coletadas amostras nas unidades de tratamento de esgoto sanitario de lodo ativado do tipo convencional
e aeracdo prolongada, instaladas no Centro Tecnolégico de Hidraulica - CTH da Escola Politécnica da USP.
As amostras foram coletadas diretamente no tanque de aeracdo e encaminhadas para o laboratério para a
realizacdo dos ensaios fisico-quimicos e da analise de imagem. O tempo entre coleta e o inicio das analises foi
inferior a uma hora para evitar modificagdes na microfauna e mudanca na estrutura dos flocos bacterianos. Os
meétodos analiticos (fisico-quimicos) e o procedimento de coleta estdo descritos no Standard Methods for
Examination of Water and Wastewater, 21" Edition (APHA, 2005).

Padronizacédo e Valida¢do do Método

A fim de se obter a padronizacdo e a validagdo do método de andlise de imagem por meio do programa ImageJ,
se estabeleceu como referencia 0 método classico de caracterizacdo de flocos descrito por Jenkins, et al. 2003 e
no Manual de Microbiologia de Lodos Ativados (CETESB,1990). Onde se consiste na observacdo manual de
uma lamina de lodo ativado previamente preparada. Para validacdo do método foi aplicado teste estatistico
basico e de correlacdo de Pearson.

Preparo das amostras

Segundo Jenkins, et al. (2003) e CETESB, (1990), a elevada concentracdo de biomassa em sistemas de lodo
ativado dificulta a observacdo visual do floco, sendo necesséria a diluicdo das amostras para uma posterior
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analise. Os autores recomendam uma quantidade de aproximadamente 20 flocos para observagdo manual. A
diluicdo é importante também para a analise computadorizada da imagem, pois se deve evitar a aglomeracéo de
particulas que exige do software o uso de ferramentas que as segmente, 0 que muitas vezes induz ao erro, uma
vez que esta segmentacdo pode alterar a imagem original, aumentando-se, consequentemente, 0S erros
referentes ao uso da técnica em estudo. O lodo estudado apresentava concentrages de sélidos totais na faixa
de 2500 — 3500mg/L, nesse caso as diluicbes que permitiram uma boa visualizagdo e a permanéncia de pelo
menos 20 flocos no reticulo foram as de 1:50, 1:70 e 1:100. Nesse caso nenhum floco ficou sobreposto e foi
considerada adequada aos testes manuais e a captura de imagem. Utilizando a diluicdo estabelecida, um mililitro
de amostra foi depositado em uma cadmara de Sedgwick Rafter e levada ao microscopio dptico, com aumento
de 40 vezes. Em cada amostra foram realizadas as leituras manuais e a aquisicdo das imagens em dois pontos
diferentes a fim de se obter na leitura manual uma média de quarenta flocos por lamina. Cada amostra foi
analisada por trés observadores diferentes, a fim de diminuir a subjetividade do resultado e como resultado final
utilizou-se a média aritmética das trés leituras. Foram analisadas 10 amostras, totalizando 550 flocos.

Procedimento analitico manual

A validacdo do método proposto se baseia na comparacdo do didmetro de cada floco obtido pela anélise de
imagem e leitura manual. Tal comparacao sé é plausivel se os resultados de ambas as metodologias se referirem
ao mesmo floco. Assim, durante a observagdo microscopica (Figura 1-A) foi imprescindivel a identificagdo e
localizacdo exata de cada floco. Para isso, utilizou-se como base das anotagbes um modelo do reticulo,
conforme apresentado na Figura 1-B:
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Figura 1: (A) Imagem microscopica e dimensdo aparente do reticulo, correspondente ao aumento de 40
vezes. (B) Exemplo de anotagbes dos diametros dos flocos em modelo impresso de reticulo, observados ao
microscépio.

Neste procedimento foram contados os flocos que se encontravam dentro dos limites do reticulo. No caso dos
flocos parcialmente inseridos, desprezaram-se aqueles cujo percentual de inclusdo era inferior a 50%. Foi
anotado o didmetro de cada floco, dimensdo correspondente a maior distancia entre dois pontos ao longo de
seu perimetro. Para estimativa do didmetro dos flocos, baseou-se nas dimens6es dos quadrados que compdem o
reticulo. No caso do aumento de 40 vezes, tais dimensdes sdo 0,158 x 0,158 mm. Adotou-se registrar o
diametro dos flocos como fragdo, posteriormente convertidos em milimetros, onde o inteiro se refere ao
quadrado de 0,158, conforme indicado na Figura 2. Ap0s a leitura manual e captura da imagem, a mesma passa
por um processamento e andlise de imagem no software Image J, a fim de se obter o diametro do floco, para
posterior comparacdo com 0s dados resultantes da leitura manual.

Processamento e analise das imagens por meio do programa computacional ImageJ

O programa utilizado para o tratamento e obtencio das informagdes das imagens é o Image J versdo 1.45s. E
um software gratuito de dominio publico para processamento de imagem, desenvolvido pelo National Institutes
of Health, USA, (Ferreira e Rasband, 2011). O programa permite o célculo da area, distancias, angulos,
diametros, entre outras fungdes que auxiliam na obtencdo de dados de maneira mais rapida e precisa, se
comparada ao método manual. No presente estudo, se pretende quantificar e determinar o didmetro dos flocos
do lodo ativado. De acordo com Campos e Prado (2009), toda imagem digital é formada por um namero finito
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de pixels, que sdo elementos primarios, onde de acordo com a sua profundidade, pode assumir grande
quantidade de intensidades que variam em ndmeros de tons por pixel. As bordas de uma estrutura em uma
imagem digital sdo onde ocorrem mudancas de intensidade em certo espago e direcdo, sendo assim quanto
maior a diferenca entre a intensidade de um objeto e seu plano de fundo, denominado background, mais nitidas
serdo as bordas dessa estrutura. Sendo assim, para se obter o dimensionamento dos flocos de lodos ativados, é
necessario que a imagem passe por uma sequéncia de processos, visando que o programa nao interfira na
estrutura do floco e consiga dimensiona-lo de forma mais precisa. Tal sequéncia de processos, melhor
visualizada na Figura 3, consiste em: 1) A partir da imagem inicial, selecionar a regido de interesse,
permanecendo, no caso atual, apenas a area do reticulo; 2) Atribuicdo de escala por meio do conhecimento das
dimensG@es do reticulo, onde se indica o tamanho, em mm, em relacdo ao pixel da imagem; 3) Com objetivo de
se remover o reticulo da imagem, uma vez que ndo se deseja que esta estrutura seja confundida com flocos e
considerada na analise das particulas, € aplicado a ferramenta Fast Filters; 4) Corre¢do da luz do plano de
fundo, aplica-se o Substract Background; 5) Enhance Contrast, que faz com que o floco fique bem definido,
destacando-se do seu plano de fundo; 6) A partir de entdo, faz-se necessario passar a imagem para 8-Bit,
passando a ser em escala de cinza; 7) Aplica-se o Substract Background novamente, o que faz com que o0s
flocos fiqguem ainda mais destacados do plano de fundo, facilitando a aplicacdo posterior do Threshol; 8) Em
seguida, aplica-se uma sequéncia de Close, Open, Close para remocdo das particulas de desinteresse; 9) Para a
finalizacdo do tratamento, aplica-se a funcdo Fill Holes, a fim de preencher lacunas nos flocos. Por ultimo, se
realizam as medigdes das estruturas contidas na imagem por meio da funcdo analise de particulas com as
dimensdes escolhidas pelo usuario. O resultado € disponibilizado em planilha eletrénica (Microsoft Excel). A
Figura 3 mostra as principais etapas envolvidas no processamento das imagens.
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Figura 2: Representacéo esquematica do procedimento de analise de imagem.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

Para validacdo e padronizagdo do método foram analisadas 10 amostragens com um total de 550 flocos que
foram submetidos a analise pelo método classico e ao método de andlise de imagem. Na Tabela 1 podemos
evidenciar os resultados médios obtidos se resultaram muito préximos.

Tabela 1: Comparativo entre os dados obtidos pela leitura manual e pelo programa de tratamento de
imagem.

Diametro do floco (um) — Lodo Ativado

Variavel Manual Programa
Média 60 60
maximo 330 360
minimo 20 10
DP 0,07 0,07
CV (%) 111 88
AT 0,32 0,34

Flocos analisados 550

Com os valores obtidos no experimento, construimos a Figura A e B que apresentam os resultados estatisticos
da comparagdo entre os métodos. Na Figura 3-A se observa o valor R? da reta de tendéncia das amostras
pontuais R > 0.83 com significancia estatistica p <0.280. Esses valores mostram uma boa aproximacdo dos
resultados o que fica mais evidente quando comparamos estatisticamente as médias obtidas durante todo o
experimento na Figura 4. Observa-se o valor R? da reta de tendéncia das médias acima de R > 0.95 com
significancia estatistica p <0.1 com intervalo de confianga de 95%. Na figura 3-B se observa a correlagéo dos
dados e a distribuicdo pontual do tamanho do floco. A distribuicdo do diametro médio obtido pelo ImageJ
foram relativamente menores do que aqueles obtidos pela metodologia tradicional, o que pode indicar: o Image
J consegue medir flocos de menor didmetro ou o procedimento de processamento de imagem reduz o didmetro
equivalente do floco, o que justificaria, a priori, o deslocamento da curva de distribuicdo do tamanho de flocos
para a esquerda.
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Figura 3: Resultados dos testes estatisticos de comparagdo do método manua
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Figura 4: Resultados experimentais de comparacgao entre o método classico e de imagem

Testes de repetitividade e reprodutibilidade

Na Figura 5 A e B s8o apresentados os testes de repetitividade e reprodutibilidade do programa ImageJ.
Observa-se o valor R? da reta de tendéncia das médias acima de R > 0.95 com significancia estatistica p <0.1 e

intervalo de confianca superior 95% para ambos 0s testes mostrando que o programa é confiavel e pode ser
aplicado para determinacdo das caracteristicas morfoldgicas dos flocos.
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Figura 5: Resultados experimentais de repetitividade e reprodutibilidade do imageJ
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CONCLUSOES

O principal resultado foi a validacéo e a padronizacdo do método de caracterizagdo de flocos de lodo ativado
por analise de imagem, através do software gratuito ImageJ. O método mostrou-se seguro e de facil aplicacéo,
para quantificacdo e determinacdo do didmetro dos flocos de lodo ativado mostrando-se ser uma ferramente
eficiente e eficaz na pratica. Pretende-se ainda, em estudos posteriores a utilizagdo do software para
caracterizacdo de filamentos das bactérias filamentosas, onde, possibilitard o uso dessa ferramenta de forma
eficiente e pratica no monitoramento de ETE.
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