CARACTERIZAÇÃO MICROBIOLÓGICA DE UMA EMULSÃO MINERAL.
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Abstract: With the greatly increase in machining process, actually much more cutting fluid has been used to lubrificate and cooling masterpieces. Although, this system is frequently attacked by microorganism, resulting in alterations of the initial properties of the fluid. Making it instable and decreasing its period of using in machining process. In consequence of it, it is inevitable that we disposable it. This abstract shows a study various aspects of microorganism in metalwork fluid, focusing the morphology of bacteria that degrade the fluid, and show some initial characteristics of the metalwork fluid after contamination, like pH. For this were taken samples of a mineral emulsion, twice a day for seven days. The samples collected were sow in 10 µl in agar brain human infusion (BHI), after we acquire the colonies they were sow again to isolate and do bacteriologic studies. With this procedures we saw that happened microbiologic grown and this contamination increased during the week in consequence the pH of the fluid decreased. The results take us to believe that different species of bacteria’s colonized that mineral emulsion.
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1. INTRODUÇÂO:


Segundo Silva (1997), Duarte & Ranger (1990), nas operações de usinagem, a utilização do fluido de corte é essencial para que se obtenha melhores acabamentos superficiais da peça, para minimizar o desgaste da ferramenta de corte, para resfriar e lubrificar a peça e a ferramenta de corte, para a remoção de cavacos, dentre outros.

Em 1980, Taylor apud Rios (2002), constatou que a refrigeração, usando apenas água, embora apresentasse vantagens para o processo de corte, tinha contra si desvantagens em relação à oxidação da peça. Com o advento das industrias petrolíferas, os óleos foram incorporados nesse processo, e desde então, tem sido amplamente utilizados, principalmente pela boa capacidade lubrificante e por atuar como agente anticorrosivo.

 Rios (2002), ainda acrescenta que embora, o sistema água/óleo possua uma vasta aplicação, oferecendo a vantagem da refrigeração, proporcionada pela água e de lubrificação, imprimida pelos derivados de petróleo, ele é freqüentemente atacado por microrganismos, resultando em alteração nas propriedades iniciais do fluido, tornando-o instável e diminuindo seu período de uso no processo de usinagem. Em conseqüência disso, seu descarte torna-se inevitável.

O descarte do fluido de corte é um processo indesejável, tanto pelo seu alto custo como pela burocracia que o envolve, uma vez que deve ser feito por empresas especializadas e requer a analise e aprovação da CETESB (Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental) que, por último indica o destino a ser dado ao mesmo. Monici (1999).

A CETESB é um dos órgãos de fiscalização do Estado de São Paulo e tem entre seus objetivos estabelecer uma interação das industrias com o meio ambiente, impedindo que estas descartem seus rejeitos, como os fluidos de corte, em rios ou galerias de águas pluviais. 

A Legislação Ambiental Brasileira como cita Monici (1999) impõe alguns critérios quanto às características do rejeito líquido das industrias, despejado em rios e córregos; em geral, alguns parâmetros são analisados laboratorialmente como ilustrado pela figura 01.
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Figura 01  Principais parâmetros analisados laboratorialmente pela CETESB

[Monici (1999)].

Além dos transtornos já mencionados, a presença de microrganismo nos fluidos assume importância por constituir riscos à saúde dos trabalhadores, manifestados principalmente infecções dermatológicas e respiratórias. Segundo Bennett e Gadian (1983), Howes (1991) apud Monici (1999).

    
Nesse contexto esse manuscrito apresenta um estudo dos diversos aspectos de microrganismos no fluido de corte, enfocando a morfologia das bactérias que degradam essa fluido e as quantificando, além de mostrar alguns variantes nas características iniciais do fluido após a contaminação por microrganismos, tais como o pH. 

2. OBJETIVOS:
O estudo tem por objetivo principal, a melhor compreensão das contaminações dos fluidos de corte, visando otimizar o processo de retificação e conseqüentemente diminuir significantemente os custos nas industrias nesse processo.  Kitzke & McGray.


A fim de facilitar os nossos estudos, foram previamente estabelecidos alguns objetivos específicos, tais como:

1. analisar o crescimento microbiológico durante o inicio do uso de emulsão mineral no processo de retificação;

2. verificar a correlação do crescimento microbiológico e pH;

3. verificar o tempo do inicio da contaminação bacteriológica e,

4. qualificar morfologicamente as bactérias que contaminam a emulsão visando identificar a origem dos microrganismos que proliferam no fluido.

3. MATERIAL E MÉTODOS:

O estudo empregou uma emulsão mineral obtida do reservatório de uma máquina de retificação, utilizada no laboratório de usinagem por abrasão da Faculdade de Engenharia Mecânica da Unesp de Bauru. Amostras deste fluido de corte, foram coletadas 2 vezes ao dia, durante uma semana; o material foi transportado em bolsa térmica até o laboratório de Imunopatologia experimental da Unesp de Bauru onde foram submetidos à analise microbiológica, para verificação da presença de fungos e bactérias. Visando complementar os dados, foram aferidas a temperatura e o pH da amostra ainda no reservatório. A temperatura ambiente também foi anotada.

Analise microbiológica do fluido
Das amostras coletadas foram semeadas 10 µl em ágar infusão de cérebro e coração (BHI) para cultura de bactérias. Considerando a possibilidade de existência de grande quantidade de bactérias, essas amostras foram diluídas a 1:10 e novamente semeadas no meio bacteriológicos. Após incubação a 37º C em estufa foi procedida à contagem do número de colônias crescidas e anotadas as suas características. A seguir, as colônias bacterianas foram repicadas em caldo simples para isolamento e estudos bacterioscópicos. Dos materiais coletados, antes e após diluição, foram ainda tomados swabs com os quais foram preparados esfregaços em lâminas de microscopia, para análise comparativa com o cultivo.

O estudo bacterioscópico foi realizado em preparações contendo material depositado no centro da lamina evitando a concentração excessiva em um único ponto. A seguir, esse material foi fixado pelo calor e, posteriormente, corado pelo método clássico de Gram. Considerando a morfologia e o comportamento das bactérias frente aos corantes empregados esse método de coloração oferece um indicativo rápido e eficiente dos tipos de microrganismos presentes.

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO:

De acordo com Passman (1988), O fluido de corte apresenta ricos nutrientes que facilitam o desenvolvimento microbiano. Os óleos minerais contem glicoses, ácidos gordos, aminas e outros constituintes que concentrados contem todos os essenciais nutrientes requeridos para o crescimento microbiológico.

Pesquisa bacteriológica:

Os dados obtidos quanto às culturas em meio (BHI), encontram-se sumarizados na Tabela 01. Como pode ser observado, logo nos primeiros momentos experimentais documentamos a presença de microrganismos. Segundo Bennet (1972), fluidos de corte são rapidamente contaminados por microrganismos quando o sistema interno pelo qual estes circulam esta contaminado. Esses dados foram confirmados por Lee & Chander quando, estudando a contaminação em um sistema de tubulação contendo vinte e cinco milhões de organismos por mL, verificaram que em fluido livre de microrganismos, após uma única passagem por esse sistema, exibia 27 milhões de microrganismos por mL, Do mesmo modo, Hill (data), notou que o conteúdo microbiano de um fluido que acabou de ser depositado no reservatório aumentou de 470.000 para 3.9 milhoes por mL depois de um ciclo através do sistema. Assim, o fato de termos encontrado microrganismos logo no inicio do experimento pode ter sido ocasionado pela presença destes no sistema de tubulações empregado no estudo. Fala a favor dessa hipótese, os resultados obtidos com as amostras diluídas (Tabela 02). Como pode ser observado, nos primeiros dias, esse material não exibiu microrganismos variáveis, sugerindo pequena quantidade dos mesmos na amostra.

De acordo com Bennet (1972), Morton (2001) et al, os fluidos de corte concentrados são praticamente livres de microrganismos, e podem ser estocados por anos sem sofrer deterioração. Isso se deve ao fato de a pressão osmótica em fluidos sem diluição ser elevadíssima, impedindo que qualquer microrganismos se estabeleça nesse meio. A contaminação adivem com o uso e pode ser originada de microrganismos presentes no solo, na água, e no contato com pessoas que possuam esses no trato intestinal, no trato respiratórios, ou ainda na pele. Considerando que as bactérias comumente encontradas no meio ambiente são cocos Gram positivos e bacilos Gram negativos, a determinação das bactérias presentes no fluido pode auxiliar na caracterização do veiculo de contaminação. Em nosso estudo verificamos que as bactérias encontradas tiveram origem do meio ambiente no qual a máquina se encontrava, em virtude de termos encontrado predominantemente cocos Gram positivos e bacilos Gram negativos, como ilustra a Tabela 01. 


No ciclo de vida dos microrganismos, eles passam por uma fase de adaptação e posteriormente por uma fase de crescimento exponencial. Em nossos estudos, observou-se que houveram variados tempo de adaptação, tendo em vista que no primeiro dia de experimento observamos o crescimento de apenas duas colônias, e esse numero foi aumentando durante o estudo, isso inclui que diferentes tipos de bactérias colonizavam o fluido e cada uma possui um tempo para se adaptar e iniciar seu crescimento.

Estudo Bacterioscopico:


Em nosso estudo bacterioscópico, evidenciamos um desenvolvimento crescente de colônias de cocos gram positivos e micrococos gram positivos, esses dados vem corroborar com as nossas análises das colônias já mencionado anteriormente.

Aferição do pH: 

Segundo Bennet (1972), o pH possui uma grande influencia no crescimento bacteriano; quando o pH encontrado é entre 7 e 9, a tendência de crescimento bacteriano é alta; entre 9 e 9,5 é muito leve e acima de 9,5 encontra-se praticamente nulo. Em nossos estudos o pH da emulsão variou entre 9,4 e 8,4 (Gráfico01). Dados semelhantes obtidos por Passman que trabalhando com emulsão observou um decréscimo no pH do fluido de corte quando na presença de microrganismos.

5. CONCLUSÃO:

Frente ao exposto, podemos verificar que houve crescimento microbiológico em emulsão mineral, essa contaminação aumentou durante a semana de coleta, como conseqüência houve uma diminuição do pH do fluido. As diferenças na coloração, tamanho, características, consistência e tempo de crescimentos das colônias nos levam a concluir que diferentes espécies de bactérias colonizam a emulsão mineral. 

Nesse contexto, podemos sugerir que a utilização do fluido de corte deve ser feita de maneira asséptica, por ser um óleo extremamente nutritivo, além de conter características tais como temperatura, pH e umidade que são atrativos para contaminação isso quando levando-se em consideração apenas o óleo, o ambiente que esta o reservatório também deve ser mantido limpo e os operários devem ter a consciência que eles não só são fonte de contaminação como também podem sofrer danos respiratórios e dermatológicos com o uso incorreto do fluido. Essas precauções visam não só otimizar o processo de retificação mas conseqüentemente diminuir significantemente os custos nas industrias nesse processo.  
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Tabela 01: Crescimento bacteriológico em amostras cultivadas sem diluição.

	SEM DILUIÇÂO
	crescimento
	Cocos Gram positivos
	Bacilos Gram negativos

	1º dia- coleta 1
	2
	+
	+++

	1º dia- coleta 2
	6
	+
	+

	2º dia- coleta 1
	7
	+
	+

	2º dia- coleta 2
	+++
	(0)
	++

	3º dia- coleta 1
	3
	+
	+++

	3º dia- coleta 2
	2
	+
	+

	4º dia- coleta 1
	+++
	+
	++

	4º dia- coleta 2
	+++
	+
	+

	5º dia- coleta 1
	++
	+
	++

	5º dia- coleta 2
	+++
	+
	+++

	6º dia- coleta 1
	++
	+
	++

	6º dia- coleta 2
	+++
	
	

	7º dia- coleta 1
	+++
	+
	++


Crescimento: +++ Colônias confluentes, ++ Colônias separadas (mais de 100), + de 20 a 100 colônias, nº Número de colônias, se há menos de 20, (0) Não se observaram colônias.

Tabela 02: Crescimento bacteriológico em amostras cultivadas com diluição.

	COM DILUIÇÂO
	Crescimento
	Cocos Gram positivos
	Bacilos Gram negativos

	1º dia- coleta 1
	(0)
	(0)
	(0)

	1º dia- coleta 2
	+++
	(0)
	+

	2º dia- coleta 1
	(0)
	(0)
	(0)

	2º dia- coleta 2
	(0)
	(0)
	(0)

	3º dia- coleta 1
	(0)
	(0)
	(0)

	3º dia- coleta 2
	(0)
	(0)
	(0)

	4º dia- coleta 1
	++
	+
	++

	4º dia- coleta 2
	++
	+
	++

	5º dia- coleta 1
	3
	+
	++

	5º dia- coleta 2
	+++
	+
	++

	6º dia- coleta 1
	+++
	+
	++

	6º dia- coleta 2
	+++
	+
	+

	7º dia- coleta 1
	5
	+
	++


Crescimento: +++ Colônias confluentes, ++ Colônias separadas (mais de 100), + de 20 a 100 colônias, nº Número de colônias, se há menos de 20, (0) Não se observaram colônias.

Gráfico 01:
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