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Resumo

Na indastria metal mecanica, os fluidos de corte sollveis em agua sdo mais comumente utilizados
nos processos de usinagem de metais. Entretanto, sua composicdo de &gua, 6leo e aditivos,
favorecem a proliferacdo de microrganismos, principalmente bactérias, sendo a principal causa de
descarte prematuro das emulsdes. Para prolongar a vida util dos fluidos de usinagem, as formula¢des
precisam de componentes resistentes a degradacdo microbiolégica. Os aminoalcodis sdo aminas
primérias com amplo registro em fluidos de corte, apresentando eficiéncia em estabilizar o pH e inibir
corrosdo. O objetivo do trabalho foi verificar a atividade bacteriostatica de aminoalcodis contra
Staphylococcus aureus, utilizando a técnica de concentrag@o inibitéria minima com prévia
caracterizagdo da cepa ATCC por coloragdo de gram. Os resultados evidenciaram que aminoalcoois
possuem efeito bacteriostatico promissor em cepa de Staphylococcus aureus.
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Introducéo

A industria metal mecénica € o segmento responsavel pela transformagcdo e conformacédo de
metais. Em todos os processos de usinagem de metais, € necesséario o uso de fluidos de corte, estes
séo subdivididos em sollveis em agua (convencionais de base mineral, semissintéticos ou sintéticos),
integrais ou MQL (Minima Quantidade de Lubrificantes). O mais comum em processos metallrgicos é
o fluido de corte solivel em agua, com a funcéo de refrigerar, lubrificar, proteger contra oxidacéo e
limpar a regido da usinagem (BRINKSMEIER E, 2015). Entretanto, a contaminagdo microbioldgica
dessas emulsfes ou solucdes séo a principal causa do descarte prematuro, provocando instabilidade
e alteracdes na performance da emulsdo ou solucéo, além de poder causar riscos para a saude de
operadores, principalmente infec¢bes dermatolégicas e respiratorias (GRUB, 2013; SOUZA, 2019).

Devido a sua formulacdo (6leo, dgua e aditivos), os fluidos sollveis de base mineral e ou
semissintéticos apresentam condi¢des favoraveis ao crescimento de microrganismos, 0s compostos
organicos das formulacbes também servem como nutrientes para as bactérias, inclusive as
patogénicas, elevando os riscos a saude de trabalhadores. Para solucionar o problema da
contaminacdo dos fluidos, ampliando sua vida util, sdo utilizados biocidas e fungicidas tanto nas
formulagcbes como em manutencdes preventivas, porém, além dessas substancias possuirem
elevado custo, normalmente sao téxicas (CANTER NEIL, 2019).

Prolongar a vida util dos fluidos de usinagem € essencial para a indUstria, assim, as formulacdes
precisam de componentes resistentes a degradacédo microbioldgica. Em geral, os fluidos de usinagem
soliveis em agua devem manter uma faixa alcalina de pH entre 9,0 a 10,0 para evitar corrosdes em
ferramentas e equipamentos mecénicos, além de reduzir a contaminagdo bacteriana. O pH das
emulsdes é principalmente influenciado pela proliferacdo de microrganismos, em que as vias
metabdlicas dos mesmos liberam ions H* na emulsdo, diminuindo o pH (BRINKSMEIER E, 2015;
LUIZ, R.V, 2015).
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Os fluidos de usinagem a base de aminas sdo diretamente responsaveis em manter a alcalinidade
tanto no produto concentrado como em sua diluicdo em agua. Portanto, desenvolver formulagdes
com aminas de maior bio resisténcia sdo formas de aumentar a vida (til dos fluidos de usinagem e
melhorar a sinergia do processo produtivo com 0 meio ambiente. As aminoalcodis primarias possuem
amplo registro em fluidos de corte como eficientes estabilizadoras de pH e inibidores de corrosao.
Neste contexto, 0 objetivo deste trabalho foi determinar a acdo inibitéria de aminoalcodis primarios
em cepas de Staphylococcus aureus (S. aureus) a fim de serem melhor empregadas nas formulacdes
de fluidos de cortes industriais.

Metodologia

Diluic6es dos aminoalcodis primarios

Os aminoalcodis primarios utilizados no experimento inibitério de S. aureus estdo descritos na
Tabela 1, os quais foram previamente diluidas em agua ultrapura a uma concentragdo de 512 pg/mL.
Em seguida, foi realizada uma diluicdo dessa solugdo mée com agua ultrapura para a concentragao
final de 16 ug/mL, sendo esta utilizada durante os experimentos.

Tabela 1 - Aminoalcodis primarios utilizados nos experimentos inibitérios de S. aureus.

Nomenclatura Estrutura quimica Fornecedor/ Distribuidor
NH,
2-amino-2-metil-1-propanol .
Aruba Brasil
ZQ'am'?Sth;(') etanol N~ >0 Huntsman Quimica
OH

1-amino-2-propanol . L
(MIPA) NH, Bandeirante Quimica
H;C

3

2-aminoetanol

(MEA) H2N\/\OH Bandeirante Quimica

Corr%gg;d FS Mistura de aminoalcodis primarias ~ Aruba Brasil

Fonte: Os autores (2023).

Cultura Bacteriana

A cepa bacteriana de Staphylococcus aureus (S. aureus) ATCC 25923 foi reativada em caldo BHI
(Brain Heart Infusion - Kasvi®) por 24 horas, com posterior repique para o agar BHI por meio da
semeadura por esgotamento e incubada por mais 24 horas a 35°C em estufa bacteriolégica. A
preparacdo do inéculo foi realizada por meio do turbidimetro Densichek (Biomérieux®), em que 3
colénias isoladas foram alcadas e suspensas em solucéo fisiolégica estéril para padronizacdo na
escala 0,5 McFarland.

Coloracéo de Gram

A caracterizacdo da bactéria foi realizada por meio do procedimento de coloragdo de Gram, em
que a cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi fixada em uma ldmina e corada primeiramente
com violeta-de-metila por 1 minuto. Em seguida foi feito uma lavagem e realizou-se a coloracdo com
lugol por 1 minuto. Apds este periodo a lamina foi lavada com &lcool por 30 segundos para retirar o
excesso de corante e por ultimo foi corada com safranina por 1 minuto, sendo observada a estrutura
em um microscopio Optico utilizando a objetiva de 100x com 6leo de imerséo.
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Determinacao da Concentragdo Inibitéria Minima

A concentragdo Inibitéria Minima (CIM) avalia a capacidade bacteriostatica do tratamento perante
a bactéria e determina a menor concentracdo da solucdo capaz de inibir o crescimento bacteriano
baseado nas diretrizes descritas pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, M7-A9), a
gual utiliza o método de microdiluicdo em caldo. A suspensdo de 105 UFC/mL de cepas S. aureus
previamente padronizada foram expostas a diferentes concentracdes das solu¢cdes aminas. A
microdiluicdo das diferentes solucdes aminas foi realizada em caldo Mueller Hinton (HiMedia®,
Mumbai, india), partiu de uma concentracéo inicial de 4 yg/mL em placa de 96 pocos. Um controle de
contaminacgdo, o grupo controle negativo foi realizado utilizando a menor concentracéo proveniente
da diluicdo seriada de cada uma das solugBes amina sendo adicionada ao caldo. Um grupo de
crescimento bacteriano também foi utilizado sendo o controle positivo experimental. A placa de 96
pocos foi entdo incubada na estufa bacteriolégica a 35°C por 18 horas. Apos esse periodo, a analise
da CIM foi realizada utilizando o método de turvamento e confirmada por leitura no espectrofotdmetro
Synergy HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek Instruments, EUA), o qual foi disponibilizado
pelo laboratério de Bioquimica Aplicada a Engenharia Biomédica do Instituto de Pesquisa e
Desenvolvimento (UNIVAP). Os experimentos foram realizados em quadruplicata.

Resultados

A Figura 1 mostra o crescimento bacteriano da cepa de S.aureus cultivadas em meio de
enriquecimento BHI, juntamente com o teste de coloracdo de Gram (Figura 1b). O método de
semeadura por esgotamento foi utilizado para o crescimento microbiolégico, o qual possibilitou uma
boa distribuicdo de crescimento formando coldnias isoladas e puras garantindo a identificacdo os
microrganismos que cresceram no meio (Figura la). A coloracdo de Gram é um passo muito
importante na caracterizacdo e classificagdo inicial das bactérias, assim na Figura 1b mostra a
coloracéo da cepa padréo de S. aureus. Observa-se a retencédo do crista violeta devido a presenca de
uma espessa camada de peptidoglicano em suas paredes celulares sendo caracteristico de bactérias
gram-positivas.

Figura 1 - Cultura bacterina da cepa Staphylococcus aureus (ATCC 25923). a) Crescimento em meio BHI; b)

Micrografia obtida com objetiva de 100x da colorag&o de gram.

Fonte: Os autores (2023).
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A analise do efeito inibitério das solu¢des de aminoalcodis primarios foram realizados por meio da
CIM como mostrado na Figura 2. Todos os grupos testados apresentaram resultados de reducéo
significativa de crescimento microbiolégico nas concentracdes entre 4 a 0,125 pg/mL. Entretanto ndo
foi observado efeito significativo na concentracdo de 0,065 pg/mL em nenhuma das amostras.

Figura 2 - Determinacéo experimental da CIM de solu¢des de aminoalcodis primarios em cepa de S. aureus. a)
2-amino-2-metil-1-propanol (AMP); b) 2-(2-aminoetoxi) etanol (DGA); c) Corrguard FS (FS); d) 1-amino-2-
propanol (MIPA); e) 2-aminoetanol (MEA).
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Fonte: Os autores (2023).
Discusséo

O método de coloracdo de Gram é utilizado para identificagdo das bactérias com base nas
propriedades fisicas e quimicas da parede celular, sendo muito utilizado como um dos critérios para a
identificacdo do género e espécie da cepa (GREGERSEN, 1978). A cepa de Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) mostrada na Figura 1b apresenta uma colorac@o roxa caracteristica das bactérias
Gram-positivas e morfologia em forma de cocos. A estrutura das bactérias Gram-positivas se divide
em duas camadas, sendo a parede celular simples e espessa da membrana plasmatica que sao
compostas por aproximadamente 90% de peptidoglicano, a qual retém o cristal violeta apresentando
uma coloracdo roxa, além de conter proteinas e &cidos teicdicos em sua composi¢cdo, o qual
corrobora com os resultados encontrados (TRABULSI, ALTERTHUM 2008).

Dentre as diversas classes de substancias organicas, os compostos nitrogenados se destacam
por apresentarem importancia biolégica, farmacoldgica e industrial. Apresentam também grande
importancia como intermediarios de sinteses (DUARTE, 2010). Aminas primarias sdo formadas pela
substituicdo de um hidrogénio da amdnia por um radical organico. Os aminalcodis sdo compostos,
tais como etanolaminas, que sédo simultaneamente alcool e aminas, a qual se torna uma importante
classe quimica em que se encontram presentes em um vasto grupo de substancias naturais e
sintéticas que possuem atividade biolégica (FERNADES, 2012).
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A determinagdo da concentracdo inibitéria minima utilizando diferentes grupos de aminoalcodis
primarios mostrou 6timos resultados nas concentragdes de 4 a 0,125 pg/mL em comparagdo com o
controle positivo, com excecado a substancia AMP que apresentou boa inibicdo apenas com 4 e 2
pg/mL, com maior crescimento bacteriano nas concentracdes de 1 a 0,125 pg/mL. Dentre os
aminoalcodis testados, o FS apresentou uma reducdo significativa para quase todas as
concentracdes testadas. Este resultado observado por estar correlacionado a sua formulacdo, em
que a composicao € uma mistura de cinco tipos de aminoalcodis primarias, sendo = 52% 2-amino-2-
metil-1-propanol, = 52% 2-amino-1-butanol, < 7% 2-metilamina-2-metil-1-propanol, < 5% 2-amino-
2etil-1,3-propanodiol, £ 6% 2-amino-2-metil-1,3-propanodiol. Embora o mecanismo de a¢éo ainda nédo
é totalmente esclarecido, uma vez que pode variar de acordo com diferencas estruturais dos
compostos, os compostos testados apresentam resultados significativos para serem incorporados em
fluidos de cortes industriais com grandes capacidades bacteriostaticas.

Concluséo

Os aminoalcoois analisados foram avaliados e apresentaram uma atividade inibitéria utilizando a
técnica de concentracao inibitéria minima contra cepa de S.aureus. Os compostos FS, MEA e MIPA
apresentaram resultados significativos no teste CIM, principalmente nas concentracdes de 4 a 1
pg/mL, evidenciando que os aminoalcodis possuem efeito bacteriostatico promissor em cepa de
S.aureus. Baseado nos resultados encontrados sugere-se a utilizacdo destes compostos na
incorporagéo de fluidos de usinagem, sendo classificados como importantes blocos construtores em
sinteses organicas.
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