CZASOPISMO INZYNIERII LADOWEJ, SRODOWISKA I ARCHITEKTURY
JOURNAL OF CIVIL ENGINEERING, ENVIRONMENT AND ARCHITECTURE

JCEEA, t. XXX, z. 60 (3/13), lipiec-wrzesien 2013, s. 59-68

Ewa LIWARSKA-BIZUKOJC!
Marcin BIZUKOJC?

NOWA ZAUTOMATYZOWANA PROCEDURA
OZNACZANIA UDZIALU BAKTERII
NITKOWATYCH W KELACZKACH OSADU
CZYNNEGO

Bakterie nitkowate odgrywaja istotng role w formowaniu ktaczkéw osadu czyn-
nego, ale ich nadmierna liczba moze przyczyni¢ si¢ do pogorszenia wlasciwosci
sedymentacyjnych osadu. Dlatego monitorowanie ilosci bakterii nitkowatych jest
pomocne w utrzymaniu prawidtowego przebiegu oczyszczania $ciekow. W pracy
przedstawiono nowa, zautomatyzowang procedure ilosciowego oznaczenia udzia-
hu bakterii nitkowatych w biomasie osadu czynnego. procedura sktada si¢ z trzech
glownych etapow: (1) barwienie bakterii nitkowatych metoda Neissera, (2) zbie-
ranie obrazow mikroskopowych oraz (3) cyfrowa obrobka i analiza obrazéw. Pro-
cedura stuzy obliczeniu dtugosci bakterii nitkowatych na danym obrazie oraz sto-
sunku pola powierzchni bakterii nitkowatych do pola powierzchni aglomeratow
(ktaczkéw bez nitek). Wstepne wyniki pomiaréw dhugosci bakterii nitkowatych
koresponduja z uzyskanymi w innych os$rodkach naukowych, co oznacza, ze pro-
cedura moze by¢ stosowana do pomiaru ilosci bakterii nitkowatych w osadzie
czynnym. W poréwnaniu do wczesniej stosowanych procedur analizy obrazu, ta
zaproponowana w niniejszej pracy pozwala na rbwnoczesne przeprowadzenie ob-
robki i obliczen parametrow morfologicznych zaréwno dla agregatow bez nitek,
jak i samych bakterii nitkowatych. Jest to mozliwe dzigki zastosowaniu prostego
i szybkiego barwienia preparatu mikroskopowego. Inng zaleta prezentowanej
w tej pracy procedury jest to, ze makroprogram shuzacy do obrobki obrazéw i ob-
liczania parametrow morfologicznych zostal napisany i jest wykonywany w $ro-
dowisku programu do zbierania obrazow (NIS Elements AR). Dzigki temu unika
si¢ stosowania dwoch osobnych pakietow oprogramowania, jednego do zbierania
obrazdéw, a innego do ich obrobki i analizy.

Stowa kluczowe: barwienie Neissera, cyfrowa analiza obrazu, oczyszczanie $ciekéw, osad czyn-
ny
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1. Wstep

Bakterie nitkowate wchodza w sklad konsorcjow mikroorganizmoéow two-
rzacych osad czynny. Badania przeprowadzone z pomocg nowoczesnych tech-
nik biologii molekularnej w 28 oczyszczalniach $ciekow w Danii wykazaly, ze
bakterie nitkowate stanowig przecigtnie okoto 24% bakterii tworzacych ktaczki
osadu czynnego [11]. Wiele wskazuje na to, ze bakterie nitkowate odgrywaja
kluczowa role w formowaniu ktaczkow osadu czynnego tworzac szkielet, do
ktorego przytaczajg si¢ bakterie zooglealne [2]. Jednak obecno$é bakterii nit-
kowatych w osadzie czynnym, zwlaszcza w nadmiernej ilo$ci, moze przyczynic
si¢ do niekorzystnych zmian w strukturze ktaczka, ktorych skutkiem jest zwigk-
szenie objetosci ktaczkow, a w konsekwencji tzw. puchnigcie osadu [5, 6]. Da-
ne literaturowe podaja, ze zidentyfikowano migdzy 20 a 30 typoéw bakterii nit-
kowatych odpowiedzialnych za puchnigcie osadu czynnego [2]. Do najczgsciej
wystepujacych bakterii nitkowatych nalezy zaliczy¢ Nocardia sp., Typ 1701,
Typ 021N, Thiothrix sp., Sphaerotilus natans i Microthrix parvicella [2, 4].
Warto zwroci¢ uwage, ze bakterie nitkowate sa pod wzgledem fizjologicznym
lepiej przystosowane do zycia w oczyszczalniach $ciekéw niz bakterie zoogle-
alne. Charakteryzuja si¢ one mianowicie nizszymi statymi nasycenia substratu
weglowego (Ks) oraz tlenu (Ko) niz bakterie zooglealne, co oznacza, ze maja
lepsze powinowactwo do tych substratow. Moga przetrwac dtuzej w warunkach
deficytu substratu, o czym $wiadczg nizsze state szybkosci wymierania dla bak-
terii nitkowatych w porownaniu z bakteriami zooglealnymi.

Biorac pod uwage powyzsze informacje dotyczace charakterystyki bakterii
nitkowatych niezwykle istotne, poza identyfikacja, jest okreslenie ich udziatu w
biomasie osadu czynnego w sposéb ilosciowy. Eikelboom i van Buijsen opra-
cowali skale liczbowa wyrazajaca udziat bakterii nitkowatych w osadzie czyn-
nym nazywang indeksem bakterii nitkowatych (FI, z ang. filaments index) [2].
Wedlug tej skali osad, ktéremu przypisuje si¢ cyfre ,,0” to osad, w ktorym prak-
tycznie nie ma bakterii nitkowatych. Natomiast osad oznaczony cyfrg ,,5” cha-
rakteryzuje si¢ bardzo duzg liczba nitek. Jest to jednak bardzo szacunkowe
i subiektywne okreslenie liczebnosci bakterii nitkowatych w osadzie czynnym.
Rozw¢j technik mikroskopowych oraz komputerowych pozwolit na opracowa-
nie nowych, zobiektywizowanych metod obliczania udzialu bakterii nitkowa-
tych w osadzie czynnym. Metody te wykorzystuja cyfrowa obrobke i analize
obrazu.

Jedng z pierwszych procedur umozliwiajacych zautomatyzowany pomiar
dhugosci nitek na obrazie opracowal da Motta i wsp. [3]. Procedura ta obejmo-
wata nastepujace etapy: (1) przygotowanie dwoch preparatow przyzyciowych;
(2) prowadzenie obserwacji pod powigekszeniem 100x i zebranie 70 obrazéw;
(3) przeksztatcenie obrazow RGB do obrazow w skali szarosci; (4) zastosowa-
nie filtréw wzmacniajacych brzegi obiektow (filtrow delineacyjnych) oraz fil-
trow supresyjnych do usuniecia halo; (5) przeksztalcenie obrazéw w skali sza-
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rosci do obrazow binarnych; (6) odréznienie agregatow od nitek z pomoca filtru
morfologicznego i odejmowania obrazoéw; (7) odroznienie nitek od tzw. debrisu
(szczatki, zanieczyszczenia niebgdace bakteriami nitkowatymi, ale podobne pod
wzglgdem morfologicznym) na podstawie pola powierzchni rzutu i promienia
obrotowego (RG, z ang. radius gyration), obiekty, ktorych pole powierzchni
rzutu wynosito powyzej 200 pikseli, a RG powyzej 1 piksela klasyfikowane
byty jako bakterie nitkowate, (8) przeprowadzenie szkieletyzacji obiektow (ni-
tek), w wyniku czego otrzymujemy obiekty o grubosci 1 piksela, (9) pomiar
catkowitej dtugosci nitek na obrazie (z ang. total length per image).

Inng procedur¢ pomiaru ilo$ci bakterii nitkowatych na obrazach z pomoca
metod komputerowych proponuje Mesquita et al. [8, 9, 10]. Procedura ta jest
udoskonalong wersja wczesniejszej, opracowanej w tym samym zespole ba-
dawczym przez Amarala i Ferreire [1]. Sktada si¢ ona z nastgpujacych etapow:
(1) pobdr 25 pl proby i przygotowanie preparatu przyzyciowego, nalezy wyko-
na¢ trzy niezalezne preparaty; (2) obserwacje mikroskopowe w jasnym polu
pod powigkszeniem 100x i zebranie okoto 200 obrazow; (3) wstepna obrobka
obrazow obejmujaca korekte tta oraz przeksztatcenie obrazow RGB do obrazow
w skali szarosci; (4) odrdznienie nitek od agregatow poprzez odejmowanie ob-
razoéw, (5) segmentacja obrazow z agregatami i obrazow z bakteriami nitkowa-
tymi, (6) pomiar parametréw morfologicznych. Mierzono dwa podstawowe
parametry morfologiczne, to jest indywidualng dlugos¢ nitki na obrazie (FL,
z ang. the filaments individual length) oraz catkowita dtugos$¢ nitek na obrazie
do objetosci (TL/vol, z ang. total filaments length per volume).

Obydwie opisane wyzej procedury pozwalaja na szybki, obiektywny
i zautomatyzowany pomiar liczebno$ci bakterii nitkowatych w osadzie czyn-
nym. Okazaty si¢ przydatne w monitorowaniu osadu czynnego zarowno w labo-
ratoryjnych, jak i pelnowymiarowych uktadach technologicznych do oczysz-
czania $ciekow. Mesquita et al. wykazal, ze istnieje korelacja miedzy liczba
bakterii nitkowatych wyrazonych jako TL/vol a warto$cig indeksu objgtoscio-
wego osadu [9]. W dalszych pracach Mesquita et al. oszacowali warto$¢ kry-
tyczng TL/Vol, powyzej ktorej nastepuje puchniecie osadu [10]. Wynosi ona 7
mm/ul [10]. Pomimo wielu badan i wskazania pewnych zalezno$ci pomiedzy
makroskopowymi a mikroskopowymi wskaznikami puchnigcia osadu potrzebne
sg dalsze prace potwierdzajagce te zaleznosci. Wynika to przede wszystkim z
tego, ze rzeczywiste uklady technologiczne do oczyszczania Sciekdéw sa ukla-
dami stochastycznymi i r6znigcymi si¢ miedzy sobg.

Celem niniejszej pracy byto opracowanie nowej, zautomatyzowanej proce-
dury ilosciowego oznaczenia udziatu bakterii nitkowatych w biomasie osadu
czynnego. W ramach procedury obliczana jest dlugos¢ bakterii nitkowatych na
danym obrazie oraz stosunek pola powierzchni bakterii nitkowatych do pola
powierzchni aglomeratow (ktaczkow bez nitek).
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2. Procedura oszacowania ilosciowego bakterii nitkowatych w
osadzie czynnym

Opracowana procedura sktada si¢ z trzech gtownych etapow: (1) barwienie
bakterii nitkowatych metoda Neissera, (2) zbieranie obrazow mikroskopowych
oraz (3) cyfrowa obrdobka i analiza obrazow. Wymienione etapy omowiono
kolejno ponizej. Szczegdlng uwage poswigcono cyfrowej obrobce i analizie
obrazow.

Barwienie Neissera przeprowadzono zgodnie z metodyka opisang przez
Eikelboom i van Buijsen [4]. Z badanej proby osadu czynnego wykonano dwa
niezalezne rozmazy na calej powierzchni szkietka podstawowego (26x76 mm).
W celu wykonania rozmazu na szkietko podstawowe nanoszono niewielkg ilo$¢
zawiesiny osadu o znanej obj¢tosci. Kazdy z rozmazow wysuszono, a nastgpnie
poddano barwieniu. Najpierw naniesiono mieszaning barwnikow sktadajaca si¢
z dwoch roztworow: blekitu metylenowego (roztwor A) i fioletu krystalicznego
(roztwor B) w proporcji 2:1. Po zabarwieniu preparatu i usuni¢ciu nadmiaru
wyzej wymienionych barwnikow naniesiono na preparat roztwor chryzoidyny.
Na koniec delikatnie sptukano nadmiar barwnikow i wysuszono preparat. Za-
stosowana metoda barwienia Neissera pozwolita w wystarczajacym, jak na po-
trzeby analizy obrazu, stopniu wyr6zni¢ bakterie nitkowate na obrazach mikro-
skopowych. Barwienie to jest tanie i proste, a jego wykonanie nie przekracza 40
minut.

Obserwacje mikroskopowe prowadzono w taki spos6b, aby na obrazie wi-
doczne byly zarowno aglomeraty, jak i bakterie nitkowate. W przypadku niniej-
szej procedury obserwacje prowadzono z pomocg mikroskopu Nikon Eclipse Ni
pod obiektywem 10x, a do zbierania i analizy obrazow wykorzystano program
komputerowy NIS ELEMENTS AR software (Nikon, Japonia). Na podstawie
weczesniejszych analiz statystycznych uznano, ze w celu uzyskania wiarygod-
nych statystycznie wynikow nalezy zebra¢ co najmniej 40 niezaleznych obra-
zOw [7]. Obrazy zapisywano w formacie tif o rozdzielczosci 1280x960. Przy-
ktadowy obraz przedstawiono na rys. 1.

W ramach trzeciego etapu procedury przeprowadzono cyfrowg obrobke
i analize zebranych obrazoéw. Zostalo to zrealizowane z pomoca napisanego
w tym celu makroprogramu dziatajacego w §rodowisku programu NIS Elements
AR. Etap ten sktada si¢ z nastepujacych czgsci: (1) segmentacja obrazu i wy-
branie wszystkich obiektéw, (2) usuniecie obiektow nie bedacych klaczkami
osadu czynnego (3) przeksztatcenie obrazu w obraz binarny i obliczenie po-
wierzchni catych agregatow wraz z nitkami, (3) uzyskanie obrazu binarnego bez
nitek poprzez filtrowanie morfologiczne obrazu i obliczenie powierzchni sa-
mych agregatow, (4) otrzymanie obrazu binarnego bakterii nitkowatych poprzez
wykonanie operacji odejmowania od obrazu binarnego z nitkami obrazu bez
nitek, (5) skeletonizacja obrazu binarnego bakterii nitkowatych i obliczenie
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dtugosci nitek. Na rys. 2-6 przedstawiono przyktadowa obrébke obrazu ktacz-
kow osadu czynnego znajdujacych si¢ na prezentowanym wczesniej rys. 1.

Rys. 1. Barwiony obraz klaczkéw osadu czynnego
Fig. 1. Stained image of activated sludge flocs

Segmentacj¢ wykonano w warstwie niebieskiej, ktora stanowi sama w So-
bie obraz w skali szarosci (rys. 2).

Rys. 2. Segmentacja klaczkéw osadu czynnego
Fig. 2. Segmentation of activated sludge flocs

Istotg segmentacji jest ustalenie takiego progu, ktéry umozliwi odroznienie
obiektow od tta. Prog (threshold) segmentacji liczony jest jako rdznica migdzy
poziomem szaros$ci (z zakresu 0-255), dla ktorego wystepuje maksymalna licz-
ba pikseli na obrazie a zadang subiektywnie wartoscig (z zakresu 0-255). Dla
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kazdego obrazu prog byl obliczany indywidualnie tak, aby uniezalezni¢ wybor
obiektow od wahan poziomu jasno$ci obrazu. Obiekty niebedace ani ktaczkami
ani nitkami usuni¢to z obrazu poprzez automatyczne filtrowanie wielko$cia
i czynnikiem ksztattu (rys. 3).

500 pm

Rys. 3. Usunigcie obiektow niebedacych klaczkami osadu czynnego
Fig. 3. Removal of the objects, which are not activated sludge flocs

Mozna dodatkowo zastosowaé usuwanie reczne podczas analizy poszcze-
golnych obrazow. Nastepnie tak oczyszczony obraz przeksztalcono w obraz
binarny przypisujac wartosci zero (biate piksele) obiektom, a wartosci 1 — thu
(czarne piksele) (rys. 4).

Rys. 4. Obraz binarny agregatow i nitek

Fig. 4. Binary image of aggregates and filaments
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Celem dalszej obrobki obrazu bylo oddzielenie agregatow od nitek. Doko-
nano tego w dwoch krokach. Najpierw usunieto nitki z obrazu binarnego z po-
moca filtrow morfologicznych (dwukrotne zamykanie i otwieranie z jadrem
kulistym dwunastopikselowym). Nastepnie z pomoca funkcji logiczng XOR
odjeto obraz z agregatami (rys. 5a) od obrazu zawierajacego cale klaczki (agre-
gaty i nitki) widoczne na rys. 4, co pozwolito na uzyskanie obrazu samych bak-
terii nitkowatych (rys. 5b).

(b)

Rys. 5. Obrazy binarny agregatéw (a) i nitek (b)
Fig. 5. Binary images of aggregates (a) and filaments (b)

Obrazy bakterii nitkowatych i agregatoéw postuzyly do obliczenia odpo-
wiednio pola powierzchni nitek i pola powierzchni agregatow. Obraz samych
bakterii nitkowatych poddany byt dalszej obrobce polegajacej na jego skeleto-
nizacji i pruningowi. Pozwolilo to na uzyskanie obrazu, na ktorym nitki miaty
grubos¢ 1 piksela (rys. 6). Operacje skeletonizacji i pruningu przeprowadzono
z pomoca filtréw o takich samych nazwach. Tak przetworzony obraz bakterii
nitkowatych postuzyt do pomiaru dtugosci tych bakterii.

Rys. 6. Pomiar dlugosci nitek

Fig. 6. Measurement of filament length
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Wstepne badania pokazuja, ze procedura, zwlaszcza jej trzecia cze$¢, po-
zwala na uzyskanie wartosci zadanych parametréw opisujacych udziat bakterii
nitkowatych w osadzie czynnym. Sg to pole powierzchni agregatow bez bakterii
nitkowatych, pole powierzchni bakterii nitkowatych oraz dtugos$¢ bakterii nit-
kowatych przypadajaca na powierzchnig¢ obrazu. Srednia dugo$é bakterii nit-
kowatych przypadajacych na powierzchni¢ obrazu dla osadu czynnego w Zgie-
rzu wynosita 2582 um=1730, a dla osadu z Grupowej Oczyszczalni Sciekow
w Lodzi 8541 um+7030. Dla porownania dtugos$¢ nitek przypadajaca na po-
wierzchni¢ obrazu w pracy da Motta et al. (2003) mie$cita si¢ w zakresie od
1000 do 2500 um. Oznacza to, ze wyniki uzyskane z pomoca opracowanej pro-
cedury mozna uzna¢ za wiarygodne. Obecnie trwa dalsza weryfikacja procedury
na osadzie czynnym z oczyszczalni $ciekow w Zgierzu i GOS w Lodzi.

3. Podsumowanie

Zaproponowana w niniejszej pracy procedura umozliwia w obiektywny
i stosunkowo szybki sposdb oceng ilosci bakterii nitkowatych w osadzie czyn-
nym. Moze by¢ ona istotnym wsparciem w monitorowaniu pracy rzeczywistych
i laboratoryjnych uktadow technologicznych osadu czynnego.

Zaletg tej procedury w stosunku do wczesniejszych tego typu procedur
opracowanych przez zespot z Universidade de Minho w Portugalii [1, 9, 10] jest
rownoczesne przeprowadzenie obrobki i obliczen parametréow morfologicznych
zarowno dla agregatow bez nitek, jak i samych bakterii nitkowatych. Bylo to
mozliwe dzieki zastosowaniu barwienia preparatu mikroskopowego. We
wspomnianych wyzej procedurach uzywano preparatow przyzyciowych, ktore
obserwowano pod duzymi powigkszeniami, co w konsekwencji prowadzito do
obliczenia parametrow morfologicznych tylko dla bakterii nitkowatych. Jednak
pomimo zastosowania prostej i taniej metody barwienia wydtuza ona nieznacz-
nie czas trwania caltej procedury, co jest pewnym jej mankamentem. Drugg
zaleta prezentowanej w tej pracy procedury jest to, ze makroprogram stuzacy do
obrobki obrazéw i obliczania parametrow morfologicznych zostal napisany
i dziala w $rodowisku programu do zbierania obrazow (NIS Elements AR).
W przypadku procedur opracowanych przez Mesquita et al. [9, 10] oraz Amaral
i Ferreira [1] obrdobka i analiza obrazow byta przeprowadzona z pomoca pro-
gramu Matlab, a zbieranie obrazéw z pomocg Image Pro Plus.

Wstepne wyniki badan uzyskane z pomocg tej procedury $wiadczg, ze mo-
ze by¢ stosowana do ilosciowego oszacowania bakterii nitkowatych. Nie wy-
klucza to dalszych prac nad jej udoskonalaniem i, o ile to bedzie mozliwe,
uproszczeniem.
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NEW AUTOMATED PROCEDURE TO DETERMINE THE
CONTRIBUTION OF FILAMENTOUS BACTERIA IN ACTIVATED
SLUDGE FLOCS

Summary

Filamentous bacteria play the important role in the processes of activated sludge flocs for-
mation. At the same time their excess may deteriorate settling properties of activated sludge. That
is why, monitoring of the quantity of filamentous bacteria is a helpful tool to assure the efficient
run of wastewater treatment processes. In this work a new automated procedure for the estima-
tion of the quantity of filamentous bacteria in the activated sludge was presented. The procedure
consisted of the following stages: (1) Neisser staining, (2) grabbing of microscopic images, (3)
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digital image processing and analysis. This procedure allows for the calculation of the total length
of filaments per image and the ratio of area of filaments to the area of aggregates excluding fila-
ments. The initial results obtained with the use of this procedure were on the same level as ob-
tained earlier by other scientists. It indicates that the procedure can be applied for the measure-
ment of the quantity of filaments in the activated sludge. Compared to the previously applied
procedures, the present one allows for simultaneous performance of image processing and calcu-
lation of morphological parameters for both aggregates and filaments. It is possible due to appli-
cation of the fast and simple microscopic slides staining method. Secondly, the macroprogramme
realizing the proposed procedure of image processing and calculation of morphological parame-
ters, is written in the same software, which is used for image grabbing, i.e. NIS Elements AR.
Thus, using two different software packages (separately for image grabbing and processing) is
avoided.
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