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RESUMO

Nos processos de tratamento de efluentes sanitarios e industriais, em particular nos sistemas de lodos ativados,
a eficiéncia operacional desempenha um papel crucial. A estrutura do lodo e a proliferagdo de microrganismos
especificos podem causar diversos problemas, como o aumento do indice Volumétrico do Lodo (IVL) e o
escape de solidos pelo efluente tratado. Embora a identificagdo de comunidades bacterianas e protozoarios por
meio de microscopia 6tica seja uma metodologia bem estabelecida, sua aplicagdo nos sistemas de lodos
ativados ainda é subutilizada no Brasil. A avaliagdo microscépica do lodo ativado com contraste de fase
oferece uma forma Unica de monitorar as Esta¢fes de Tratamento de Efluentes (ETEs) em tempo real,
permitindo a adogdo de a¢des operacionais precisas e preditivas. Isso acelera a recuperagdo do processo e
previne problemas como formacao excessiva de espuma, reducéo da eficiéncia na remocdo de carga organica e
nitrogénio, arraste de s6lidos e outros problemas comuns nesse tipo de tratamento.

PALAVRAS-CHAVE: Lodo Ativado, Microbiologia, Contraste de fase

INTRODUCAO

O processo de lodo ativado sempre consiste em dois processos unitarios de fluxo liquido — uma converséo
bioldgicade poluentes em um tanque de aeracéo e a separacdo de solidos, geralmente em um clarificador por
gravidade (Jenkins et al, 2003).

O tanque de aeracdo fornece um ambiente para a remoc¢do e transformacdo de poluentes sollveis e
particulados por um consércio misto e varidvel de micro e macrorganismos chamado lodo ativado. O
clarificador secundario, por sua vez, fornece um ambiente quiescente que permite que os sélidos do lodo
ativado floculem e depois se separem do efluente tratado por sedimenta¢do por gravidade. O objetivo do
clarificador é fornecer um transhordamento clarificado (baixo teor de sélidos, baixa turbidez) chamado de
efluente secundario e um lodo concentrado (alta concentracdo de Solidos em Suspensdo Totais - SST),
chamado de lodo ativado de retorno. Para um tratamento eficiente, tanto o tanque de aeragdo quanto o
clarificador secundario devem funcionar satisfatoriamente. Portanto, fatores que afetam tanto a oxidagéao
bioldgica quanto a separacdo de s6lidos sdo importantes para determinar a eficiéncia geral do processo
(Jenkins et al, 2003).

a capacidade de sedimentacdo do lodo é considerada um dos principais problemas nos sistemas de lodo
ativado e é comumente medida pelo indice Volumétrico do lodo (IVL). Portanto, a floculacdo do lodo, sua
estabilidade, tamanho dos agregados, morfologia, densidade e composi¢do quimica sdo cruciais para a
operacdo eficiente desse sistema (Mesquita et al, 2013).

Globalmente, o lodo ativado abrange um ecossistema complexo composto por diferentes tipos de
microrganismos, como bactérias filamentosas e formadoras de flocos, protozoarios e metazoarios. Alémdisso,
devido a natureza complexa das comunidades microbianas, desequilibrios entre os diferentes tipos de bactérias
podem ocorrer e perturbar a ETE com consequéncias econdmicas e ambientais profundas. Por isso, a avaliacdo
da comunidade microbiana por inspe¢do microscépica (Eikelboom, 2000) é uma forma util de diagnosticar
rapidamente disfunc@es. No entanto, deve-se observar que as técnicas microscopicas também sdo ferramentas
Uteis paraestudos de ecologia, hidrodinamica, difusdo e sorgao de poluentes, que estdo além do escopo deste
artigo.

Neste contexto, realizar com frequéncia uma caracterizacdo microscdpica do lodo é fundamental para ter
sucesso operacional. De uma formageral, a identificacdo da microbiologia do lodo tem contribuido em muito
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no aumento da eficiéncia em remover compostos tdxicos, na determinagdo da taxa de retorno de lodo, na
distribuicdo da carga de efluentes, na concentragdo ideal de oxigénio a ser adicionada, na concentracdo de
macronutrientes, evitando na maioria dos casos desperdicios com insumos e energia (Madoni, 1994).

Contudo, um levantamento realizado em 197 ETEs ao longo de 2022 e 2023 mostrou que essa analise ainda é
pouco utilizadanas ETEs no Brasil ou é utilizada de maneira inadequada, utilizando -se da microscopia de
campo claro, que ndo permite quantificar e identificar as bactérias filamentosas e outras estruturas importantes.

OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar aadocdo e o uso adequado da microscopia como ferramenta de controle
operacional emsistemas de lodos ativados em 197 Estagcfes de Tratamento de Efluentes (ETES) no Brasil. O
objetivo eraverificar se essas empresas estdo utilizando a microscopia como ferramentade controle e se estdo
aplicando corretamente os procedimentos relacionados.

METODOLOGIA

Durante o periodo de 2022 a 2023, foram realizadas avaliagdes em 197 empresas que possuem sistemas de
lodos ativados. Essas avaliag@es abordaram os seguintes critérios: a presenca de microscépio nas Estacdes de
Tratamento de Efluentes (ETES), a disponibilidade de microscopios com contraste de fase, a frequéncia das
analises do lodo e a capacidade dasempresas em interpretar os resultados dessas avaliac6es e utiliza-los para
implementar agdes corretivas visando o controle da eficiente da planta de tratamento.

O MICROSCOPIO ADEQUADO

O estudo desses microrganismos requer o uso correto do microscopio pararevelar diferencas em sua forma e
tamanho e diagnosticar estruturas celulares e o primeiro passo para ter sucesso em uma avalia¢do do lodo
bioldgico é utilizar um microscépio adequado, que precisa ter uma 6tica muito boa e, principalmente, precisa
estar equipado com contraste de fase (Ph).

A microscopia de contraste de fase (Ph) é uma técnica de microscopia Gptica que converte os deslocamentos
de fase da luz que passa por uma amostra transparente em mudangas de brilho naimagem. Isso permite estudar
amostras com baixo contraste e, portanto, é adequado para examinar espécimes fixos sem coloragéo e células
vivas. Esses tipos de amostras tém diferengas muito baixas de absorbancia em comparagdo com o meio
circundante, e tais diferencas no indice de refragéo ndo podem ser detectadas pela microscopiade campo claro
(BF). Na microscopia de contraste de fase, um anel no diafragma do condensador gera um cone oco de
iluminacdo de ordem zero que é projetado no plano focal posterior da objetiva. Um anel de fase
correspondente na lente da objetivaabsorve a luz ndo difratada e desloca ligeiramente o comprimento de onda,
aumentando assim o contraste. Essa abordagem funciona melhor com amostras relativamente finas (< 5 um).
O contraste de fase requer 0 uso de objetivas designadas em conjunto com anéis de fase alinhados (Nielson et
al, 2016).

O uso da microscopia de contraste de fase € inestimavel para determinar caracteristicas especificas na
identificacdo de bactérias filamentosas, como a presenca de ramificagdes ou bainhas, dificilmente visiveis no
campo claro (Lindea et al, 1999). De fato, a microscopia de contraste de fase, que diferencia estruturas de
densidade diversa, pode ser usada para visualizar as estruturas internas do lodo ativado sem coloragéo e
contrastar as bactérias filamentosas. A Figura 1 mostra duas imagens obtidas com microscopia de campo claro
e microscopiade contraste de fase, onde o maior contraste dos organismos filamentosos usando aquisicdo de
contraste de fase é claramente visivel.

Figura 1: Imagens de uma mesma amostra de lodo biolégico usando microscopia de campo claro e
microscopiade contraste de fase com ampliagé&o total de 100x. (a) Imagem de campo claro; (b) Imagem
de contraste de fase.
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A Figura 2 apresenta um microscépio equipado com contraste de fase. Todas as micrografias desse artigo
foram feitas utilizando este equipamento.

Figura 2: Microscopio 6tico equipado com contraste de fase (pe¢a destacada pela seta).

zx1sy]

ESTRUTURAS QUE DEVEM SER OBSERVADAS NA ANALISE MICROBIOLOGICA DO LODO
ATIVADOS

Na anélise microbiologica devemos sempre observar dois grupos principais: as bactérias, que formam 95% de
toda biomassa do lodo e os protozoarios que compde 5%.

Com relacdo as bactérias temos basicamente dois grupos principais: as formadoras de flocos bioldgicos, as
quais na microscopia comum nao é possivel observar, mas sim a floculagdo delas (flocos bioldgicos) e as
bactérias filamentosas.

Abaixo tem a descricdo dessas trés principais avaliagdes (flocos bioldgicos, bactérias filamentosas e
protozoérios).

e FLOCOS BIOLOGICOS

Um dos problemas mais frequentes e dificeis de controlar em uma planta de lodos ativados é o arraste de
sélidos pelo efluente tratado. O arraste normalmente esté relacionado com elevados valores de IVL, isto €, ma
formacdo dos flocos bioldgicos. Por isso é tdo importante monitorar semanalmente a qualidade dos flocos.
Os flocos de lodo ativado sdo caracterizados por sua forma, estrutura, resisténcia e tamanho (Eikelboom,
2000). Aformado floco pode variar de mais oumenos circular a irregular. A forma de flocos mais comumente
encontradaé a circular. Se os flocos possuirem formato irregular, sua velocidade de sedimentagéo é reduzida.
A forma dos flocos é uma caracteristica que pode indicar fendmenos desfavoraveis no lodo. Por exemplo, uma
forma em estrela, plumosa ou reticular geralmente esta associada a presenca de microrganismos filamentosos
(principalmente bactérias e fungos), cujo excesso é indesejavel, pois eles causam o bulking (Figura 3).
A estrutura dos flocos pode ser aberta (a 4gua pode fluir através das particulas do floco) ou compactada. Em
condigdes de hipoxia ou faltade alimento, os flocos assumem a forma compactada, cobertos por formagdes
acinzentadas. A presenga desses flocos no lodo causa uma diminuicéo de sua atividade. Existem muitos fatores
diferentes que tornam o floco disperso, isso inclui o desenvolvimento de formas filamentosas, excesso ou
deficiéncia de oxigénio, sobrecarga organica ou condicdes de escassez de nutrientes.
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Os flocos sedimentam mais rapidamente se estiverem mais compactos. Com base na resisténcia, podem ser
distinguidos em flocos firmes e fracos. Os flocos fracos podem ser facilmente danificados. O tamanho dos
flocos do lodo é consideravelmente varidvel. Existem trés classes de tamanho de flocos: pequenos, com
diametro <150 um; médios, de 150 a 500 um; e grandes, >500 um (Jenkins et al, 2003). Flocos médios e
grandes decantam com maior facilidade.

Para conseguir fazer uma avaliagdo com toda essa riqueza de detalhes mais uma vez € necessario analisar a
amostra em um microscopio com boa ética e com contraste de fase.

Figura 3: Imagens microscdpicas com contraste de fase e ampliagéo total de 100 x de flocos ideais (a) e
com bulking filamentoso (b

e BACTERIAS FILAMENTOSAS

Quando ocorre umacondicao de bulking filamentoso, torna-se extremamente importante identificar a espécie
causadora desse fendmeno, a fim de tomar medidas corretivas direcionadas a causa do problema. A maioria
das bactérias filamentosas causa problemas na separacéo de s6lidos no efluente tratado quando presentes em
excesso, e algumas tém a capacidade de formar umaespuma espessa e marrom que é dificil de ser eliminada
do tanque de aeragéo.

A Tabela 1 apresenta uma lista com as espécies de bactérias filamentosas registadas.

Tabela 1: Filamentos reconhecidos que causam bulking ou formacdo de espuma no lodo ativado.

Sphaerotilus natans Microthrix parvicella*
Tipo 1701 Nocardia spp.**
Haliscomenobacter hydrossis Nostocoida limiciola I, Il & 11l
Tipo 021N Tipo 0961

Thiothrix I e ll Tipo 0581

Beggiatoa spp. Tipo 0092

Tipo 0914 Tipo 0411

Tipo 0041 Tipo 1863**

Tipo 0675 Fungos

Tipo 1851

Tipo 0803

* essas filamentosas causam bulking e espuma
** essas filamentosas causam apenas espuma

Para identificar as espécies de bactérias filamentosas presentes em uma amostra de lodo é importante obter
informacd@es sobre as caracteristicas descritas abaixo (Eikelboom e van Buijsen, 1981) (Figura 4).

Forma dos filamentos. Os filamentos podem ser retos, curvados, miceliais ou enrolados.

Tamanho e forma das células dentro do filamento. Exemplo: bastonetes, cocos.

Ramificacdo. Fungos e actinomicetos, como a Nocardia, possuem filamentos ramificados. Algumas bactérias
filamentosas, como a Sphaerotilus natans, exibem ramificagdes falsas.
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Mobilidade dos filamentos. Por exemplo, a Beggiatoa se move deslizando em uma superficie.

Presencade uma bainha. Algumas bactérias filamentosas produzem uma bainha, que é uma estrutura tubular
que envolve as células. Embora seja dificil de ver, essa estrutura pode ser observada em preparac6es onde as
célulasestdo ausentes. A coloragéo com violeta de cristal a 0,1% é um método comum para detectar a bainha.
No entanto, em algumas bactérias filamentosas, como Thiothrix, as bainhas podem estar presentes em algumas
cepas e ausentes em outras (Williams et al., 1987).

Presencade bactérias epifiticas na superficie dos filamentos. Varias células bacterianas se fixam a superficie
de algumas bactérias filamentosas.

Tamanho e didmetro do filamento. Esses fatores podem ser Gteis para distinguir entre fungos e actinomicetos
filamentosos ramificados, como a Nocardia.

Presenca de granulos. Granulos sdo incluses em bactérias filamentosas e sdo usados para armazenar
alimentos. A presenca de granulos de enxofre € indicada pela observagio de granulos amarelos brilhantes apds
adicdo de sulfeto de sodio ou tiossulfato a amostra. Beggiatoa, Thiothrix e tipo 021N possuem granulos de
enxofre. Os granulos de enxofre sdo cercados por um envelope de camada Unica dentro de invaginagfes da
membrana citoplasmatica (Richard et al., 1985b).

Coloracdo de esfregacos secos de lodo ativado. Os seguintes testes sdo realizados usando campo claro e
aumento de 1000x diretamente:

e Coloracéao de Gram. Este teste distingue entre bactérias gram-positivas e gram-negativas e é baseado
na composigdo quimica das paredes celulares bacterianas.

e Coloracdo de Neisser. Essa técnica de coloragéo ajuda na observacdo de granulos de polifosfato em
bactérias filamentosas. As células sdo coradas com uma mistura de azul de metileno e violeta de
cristal, e sdo contracoradas com crisoidina Y (Eikelboom e van Buijsen, 1981). Bactérias Neisser-
negativas aparecem como filamentos de cor marrom claroa amarelada, enquanto bactérias Neisser -
positivas exibem granulos de polifosfato escuros.

Usando essas caracteristicas, entdo se tenta identificar as bactérias filamentosas de acordo com a chave
dicotémicadescritapor (Eikelboom, 1975; Eikelboom e van Buijsen, 1981; Jenkins et al., 1984). A Figura 5
exibe micrografias de algumas bactérias filamentosas comumente encontradas nos sistemas de lodos ativados
no Brasil.

Figura 4: Algumas caracteristicas morfologicas de bactérias filamentosas. Adaptado de Eikelboom e
van Buijsen (1981). Fonte: Bitton, 2005.
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Figura 5: Alguns microrganismos filamentosos comuns observados em lodos com bulking no Brasil: (a)
Nostocoida limicola; (b) Sphaerotilus natans; (c) tipo 0092; (d) tipo 1863; (e) Nocardia sp.; () tipo 021N.
(exceto pela tipo 0092, que foi corado pela técnicade Neisser e a Nocardia sp. com Gram, todos 0s outros

A contagem e identificacdo das bactérias filamentosas feita de forma correta e semanalmente permite antecipar
um episodio de bulking antes que ele se torne grave. Como a populacdo microbiana no lodo ativado
geralmente muda lentamente, exigindo geralmente 2 a 3 idades do lodo para mudar radicalmente, essa
observagdo microscopicaprecisaser realizadaapenas em intervalos semanais. No entanto, durante um periodo
de inicio de bulking ou durante a aplicacdo de medidas corretivas, a observagéo diaria do lodo ativado é
necessaria (Department of Environmental Protection, 2009).

e PROTOZOARIOS & METAZOARIOS

Os protistas sdo organismos comumente encontrados nos sistemas de lodos ativados, com densidades
aproximadas de 3 a 20 x 10°% ind/L (Madoni, 2011). Numerosos autores divulgaram listas de protistas
encontrados em lodos ativados, sendo a primeira lista completa de 228 espécies proposta por Curds (1975),
das quais 160 pertencem ao filo Ciliophora, embora apenas um niimero limitado tenha sido observado
regularmente (Madoni, 2011).

Alguns estudos indicam que a comunidade de protistas varia na maioria das ETEs de acordo com as condiges
operacionais e fatores ambientais, como temperatura, pH, aménia, salinidade ou concentragdo de metais
pesados (Curds, 1975; Poole, 1984; Hoffman & Atlas, 1987; Salvadd, 1994; Madoni, 1994b; Salvadoé et al.,
2001; Lishman et al., 2000).

Os protistas, juntamente com as bactérias, sdo o grupo de microrganismos mais importantes na microbiota de
lodos ativados. Os protozoérios, juntamente com outras formas de vida superiores (metazoarios) correspondem
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aproximadamente a 5% do peso seco da matéria em suspensdo no licor misto (Serrano et al., 2008a), embora
alguns autores estimem que possam atingir valores de 250 mg/L (peso seco), representando aproximadamente
9% dos sélidos volateis (Madoni, 1994a).

Apesar da relagdo dos protistas com a remog¢do da matéria organica nos processos de tratamento (Curds,
1975), uma de suas fungdes mais importantes é a participagio nas cadeias troficas, principalmente na predacédo
das populagdes de bactérias livres (processos de bacterivoria), desempenhando assim um papel direto na
eliminacdo de contaminantes e microrganismos patogénicos do licor misto (Holubar et al., 2000). Embora
alguns protistas (como os ciliados andarilhos e outros organismos que se alimentam de bactérias floculantes)
estimulem o crescimento bacteriano no floco, a maioriadeles (principalmente os ciliados sésseis) se alimenta
apenasde particulas e bactérias livres. Portanto, sdo considerados principalmente consumidores primarios no
tratamento de efluentes, melhorando a qualidade do efluente tratado e contribuindo indiretamente para a
reducdo da producdo de lodo (Lee et al., 2004). Além disso, a presenca de ciliados tem sido associada a
redugdo de colbnias viaveis de Escherichia coli (Curds & Fey, 1969).

A Figura 6 exibe micrografias de algumas espécies de protozoarios comumente registrados em lodos ativados
no Brasil.

Figura 6: Alguns protozoarios comuns observados em lodos ativados no Brasil: (a) Flagelado Peranema
sp. (b) Ciliado andarilho Aspidiscasp. (c) ciliado livre Litonotus sp.; (d) ciliado livre Paramecium sp. (e)
Suctoria.; () ciliados fixos coloniais e (g) metazoarios Gastrotriquio. Todos foram observados por
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RESULTADOS

A pesquisa conduzidaem 197 Estacdes de Tratamento de Efluentes (ETEs) instaladas em 185 industrias de
médio e grande porte e 12 concessionérias pablicas de saneamento (Tabela 2) revelou que a maioria das ETES
investigadas (48,7%) nao realiza analise de amostras de lodo, devido a falta de um microscépio na ETE.
Os analistas das empresas que participaram dessa pesquisarelataram que as suas empresas ndo investem em
um microscopio adequado pois acreditam ser um investimento muito elevado. Muito provavelmente porque
ndo conhecem todas as vantagens em ter essa avaliagdo semanal no controle de processo de suas ETEs.
Apenas 41,1% dessas empresas possuem um microscépio, porém, o equipamento € inadequado para realizar
uma analise completa dos microrganismos presentes no lodo, uma vez que ndo possui contraste de fase,
resultando em uma frequéncia de analise abaixo do minimo necessario.

Observou-se que 8,1% das empresas pesquisadas, mesmo com o microscopio inadequado, realizam analises
semanais, porém, nesse caso, somente conseguem avaliar de maneira confidvel a densidade e diversidade dos
protozoarios e metazoarios. Essa avaliagdo € importante, mas ndo tem relagdo diretacom a sedimentabilidade
do lodo.

Por fim, constatou-se que apenas 2% das empresas pesquisadas possuem o microscépio apropriado, equipado
com contraste de fase, e realizam uma avaliacdo completado lodo. Essas empresas sdo capazes de realizar a
classificacdo dos flocos bioldgicos, a contagem e identificacdo das bactérias filamentosas, bem como dos
protozodrios e metazodrios. Dessa forma, conseguem operar suas ETEs em tempo real, tomando acdes
corretivas ou preditivas de forma rapida e eficiente.

Tabela 2: Resultado da pesquisa sobre 0 uso da microscopia em 197 ETEs no Brasil.

Né&o tem microscopio 48,7%
Tem microscopio apenas com campo claro, mas nao analisa o lodo com muita frequéncia 41,1%
Tem microscopio apenas com campo claro e analisa o lodo semanalmente 8,1%
Tem microscopio com contraste de fase e analisa o lodo semanalmente 2,0%
CONCLUSOES

Monitorar a biomassa dos sistemas de lodos ativados é tdo importante quanto as outras analises fisico-
guimicas de rotina.

Os microrganismos presentes na biomassa sdo indicadores poderosos das condi¢Bes operacionais e
frequentemente apresentam sintomas de estresse ou toxicidade diasantes da deterioracéo real do desempenho
naremocao de DBO, am6nia ou SST. Exames microscopicos de rotina podem ajudar os operadores a prever
problemas no tratamento antes mesmo que os sintomas de problemas subjacentes aparecam.
Infelizmente, essaavaliagdo ainda é subutilizada nas ETEs do Brasil. AvaliagGes mais avangadas, como por
exemplo, o sequenciamento de DNA, ja estdo sendo utilizadas na identificacdo de microrganismos do lodo
ativado, mas isso, em curto prazo, ndo substituira a avaliagdo microscopica, principalmente no quesito
classificacéo dos flocos bioldgicos.

A composicdo incorreta da biomassa corresponde diretamente a problemas operacionais. Um objetivo da
microscopia do lodoativado é interpretar problemas de controle do processo para que 0 operador possa gerar
solucdes de forma mais eficaz.

Simplesmente identificar os sintomas de um problema ndo necessariamente indica a causa. Por exemplo, a ma
capacidade de sedimentacdo pode estar relacionada a um crescimento excessivo de microrganismos
filamentosos, particulas de flocos muito pequenas, auséncia de protozoarios ou crescimento bacteriano
disperso. Cada um desses problemas pode requerer um método de tratamento diferente, o que ilustra a
importancia de identificar a verdadeira causa do problema para reverter a situacdo da biomassa.

Seja para manutencdo preventiva ou paradiagnosticar problemas, as analises microscopicas podem fornecer
informacdes valiosas sobre o processo de tratamento de efluentes sanitarios e industriais. Os microrganismos
sa0 0s responsaveis pelo tratamento do lodo ativado, portanto, é importante que os operadores conhegcam a
salde do seu lodo.
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