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RESUMO

O biospeckle laser(BSL) ¢ um fendmeno transformado em técnica amplamente
utilizada em varios segmentos e sua efetividade tem sido confirmada em setores como
medicina, agricultura e industria quimica. Ser capaz de detectar, de forma ndo invasiva,
pequenas mudancas ao longo do tempo, em amostras bioldgicas e ndo bioldgicas, vem se
mostrando uma caracteristica importante para a observacao e analise de certos fenomenos.
Nesse sentido, experimentos e pesquisas tém sido realizadas para deteccdo de microrganismos
em diversos meios com a utilizacdo de BSL como ferramenta de medi¢ao. No setor de metal
mecanica, fluidos de corte (FC) que possuem fungdes de escoamento de cavacos, refrigeragdo
e lubrificagdo entre a ferramenta e o material da pega sdo altamente suscetiveis a
contaminagdo por bactérias. Desenvolver formas de deteccdo precoce de contaminagdo por
esses agentes ¢ uma constante preocupagao do setor produtivo, bem como aplicar técnicas de
processamento de imagens para extrair informagdes da presenca de bactéria por modelos
matematicos com o uso do BSL para auxiliar no monitoramento das condi¢des dos FC. Neste
trabalho objetivou-se avaliar a viabilidade do BSL para identificacdo de atividade bioldgica de
bactérias em fluido de corte de base vegetal miscivel em agua, nesse caso, éster sintético de
base vegetal. Para alcancar esse objetivo, foi utilizada uma cepa da bacteria staphylococcus
capitis, comumente encontrada nos FC para contamina¢ao induzida da solugdo salina. Para
determinar o nivel de contaminagdo, foi feito o repique e contagem pelo método de
semeadura em meio solido. Conhecendo o nivel de contaminacdo da solucdo salina em
unidades formadora de col6nia por mililitro (UFC/mL), foram preparadas diferentes
concentragdes de emulsdes (agua e 0leo), e iluminadas com laser ( Ligth Amplification by
Stimulated Emission of Radiation); o mesmo procedimento foi realizado com solugdo salina
sem contaminacao induzida com o staphylococcus capitis. Padroes foram adquiridos com a
utilizagdo de um microscopio digital e, posteriormente, analisados por modelo matematico.
Os resultados obtidos foram comparados pelo método 7ukey ao nivel de sinificancia de 5%.

A técnica do BSL apresentou resultados favordveis para identificacdo de atividade biologica
em trés diferentes diluigoes.

Palavras-chave: Biospeckle Laser (BSL). Metal Mecanica. Biossensores.



ABSTRACT

Biospeckle laser is a phenomenon that has been used as a technique in a broad range
of segments, and its effectiveness has been confirmed in sectors such as medicine, agriculture
and the chemical industry. The ability to non-invasively detect small changes over time in
biological and non-biological samples, has proven to be a valuable aspect for the observation
and analysis of certain phenomena. Therefore, experiments and research have been carried out
for the detection of microorganisms in different media using the Biospeckle laser as a
measurement tool. In the metalworking industry, cutting fluids (CF), which supports the chip
transport, cooling and lubrication functions between the tool and the workpiece material, are
highly susceptible to bacterial contamination. Developing methods of early detection of
contamination by these agents is a constant concern of the productive sector. By applying
image processing techniques, we can extract information on the presence of bacteria through
mathematical models using Biospeckle laser to assist in monitoring CF conditions. This work
aimed to evaluate the feasibility of Biospeckle laser to identify the biological activity of
bacteria in water-miscible plant-based cutting fluid, in this case plant-based synthetic ester.
To achieve this objective, a strain of Staphylococcus Capitis bacteria was used, a strain which
is commonly found in FC. An induced contamination was carried out, and to determine the
level of contamination, a score level was established through a solid medium seeding method.
The contamination levels of the saline solutions were registered, with their values expressing
colony forming units per milliliter (CFU/mL). Different emulsion concentrations of water and
oil were prepared and illuminated with laser (Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation). The same procedure was carried out with a control sample, a saline solution free
of induced contamination. The patterns acquired through a digital microscope were
posteriorly analyzed by a mathematical model and the results compared using the Tuckey
model with a 5% significance level.The Biospeckle Laser Technique presented favorable
results as a means to identify biological activity for the tree types of solutions studied.

Keywords: Biospeckle Laser (BSL). Metal Mechanics. Biosensors.
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1 INTRODUCAO

Metalworking fluids ou fluidos de corte (FC) sao misturas complexas de produtos qui-
micos utilizados na industria metal-mecénica, para refrigeracdo e lubrificagdo de diferentes
tipos de processos de usinagem que consomem uma grande quantidade de energia. Maior parte
dessa energia ¢ dissipada em forma de calor devido a combinagdo de altas taxas de
deformacao com forte atrito entre peca, ferramenta e cavaco. Variacdoes de temperatura
inerentes ao processo impactam na qualidade da peca usinada e longevidade das ferramentas.
Questdes como a velocidade e a profundidade de corte podem interferir na quantidade de
calor gerado, ou seja, quando ha um aumento das velocidades de corte e/ou avango, ha um
aumento progressivo da energia dissipada em forma de calor. Ao longo do tempo, vém sendo
aperfeigoadas varias composi¢cdes de FC para melhorar sua eficiéncia, que podem ser
divididas em quatro classes: Oleo integral, fluido sintético, fluido semissintético e 6leo
soluvel em agua.

i. Oleo integral ou puro é utilizado conforme fornecido, ndo ¢ misturado a agua,
podendo ser de origem mineral ou base vegetal.

ii. Oleo sintético, obtido de fontes nio dependentes diretamente do petréleo, pode ser
formulado com varios compostos obtidos por meio de sintese petroquimica como
poliglicois, ester vegetal, polialfaolefinas, acidos graxos, amidas, entre outros.

iii. Fluido semissintético ou misto sdo concentrados de fluidos que contém compostos de
base sintética misturados a compostos de base mineral e outros aditivos.

iv. Oleo solavel em agua, misturados & 4gua formam emulsdes, contém em sua formulagio
emulsificantes e outros aditivos, podem ser sintético, mineral, semissintético.

Fluidos de corte de base vegetal provém de fontes renovaveis, gerando lubrificantes
que possuem uma biodegradabilidade superior aos 6leos produzidos com outras bases; além
de serem menos agressivos ao meio ambiente, apresentam boa capacidade de lubrificagdo. A
inclusdo de produtos naturais em processos e formulagdes ¢ uma pratica cada vez mais comum
no mercado de lubrificantes. O 6leo de mamona ou de ricino, extraido pela prensagem das
sementes, contém 90 % de 4cido graxo ricinoleico, o que confere ao 6leo suas caracteristicas
singulares, tais como baixo ponto de solidifica¢io, em torno de 30 °C negativos, resisténcia ao
escoamento e viscosidade, elevada capacidade de aderéncia a superficies molhadas,
possibilitando ampla gama de utilizagdo industrial. A partir desses 6leos, sdo preparadas

emulsdes que conferem caracteristicas de resfriamento da dgua e lubrificante dos 6leos.
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Todavia, essas emulsdes sdo sucessiveis & contaminagdo por bactérias e fungos; dessa
forma, manter estes microrganismos sob controle ¢ fundamental, pois a falta de controle
provoca alteracdes em suas propriedades, tornando os 6leos menos eficientes. Assim, quanto
maior a taxa de crescimento bacteriano, maior ¢ sua degrada¢do. A multiplicacdo bacteriana
produz acidos que diminuem o potencial hidrogenionico (pH) do fluido causando o aumento
da corrosdo e diminuicdo da lubrificacdo e, consequentemente, sua perda de qualidade e
produtividade, levando as industrias a descartarem grandes quantidades de FC, gerando
perdas financeiras.

Dessa forma, implementar meios de monitoramento para verificagdo do
desenvolvimento microbioldgico auxilia na tomada de decisdes, contribuindo para a
manutengdo da vida util do FC, minimizando impactos ambientais € econdmicos, com o
correto descarte e a perda de qualidade dos processos envolvidos.

Nesse cendrio, desenvolver meios para deteccdo da contaminagdo por estes agentes €
uma importante contribui¢ao para o setor produtivo, que pode ser realizado por tecnologias de
instrumentagao Optica. Ser capaz detectar mudancas ao longo do tempo torna a Dynamic
Laser Speckle ou Biopeckle Laser uma importante ferramenta na instrumentagdo oOptica. A
técnica de interferometria de speckle realiza um registo das informagdes da superficie do
objeto em estudo, formado pela interacdo de uma luz coerente como a laser ( Ligth
Amplification by Stimulated Emission of Radiation) com a superficie analisada.

A interferometria de speckle ¢ uma técnica ndo invasiva; nesse contexto, entende-se por
interferometria métodos que fazem uso das caracteristicas dos padrdes de speckle. Ao longo do
tempo, esfor¢os tém sido empreendidos para aperfeicoamento de aplicagdes em instrumentagao
optica, tais como: medi¢do de deslocamento com a precisdo da ordem de 10 m, visualizagio
de modos de vibragdo, deformacdo tridimensional, aplicacdes na industria quimica para
analise de processo de secagem de tintas. Todas essas aplicagdes contribuiram e contribuem
para o desenvolvimento da Mecanica Experimental no setor petrolifero como sensor para
monitoramento de variaveis de processo em areas classificadas.

Quando aplicada em amostras biologicas ¢ denominada Biospeckle Laser (BSL), sensi-
vel aos movimentos dos dispersores formados em fun¢do da dindmica do processo analisado
ao ser iluminado, com aplica¢des na medicina, na agricultura, na industria alimenticia ¢ na
deteccdo de patogenos em aguas residuais, em que sdo observadas variagdes do padrao do

speckle no tempo.
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Neste trabalho, serd avaliada a viabilidade da aplicagdo da técnica BSL para
identificagcdo da atividade bioldgica causada pela presenga de bactérias em fluido de corte

sintético de base vegetal misciveis em agua.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Aplicar a técnica BSL para identificagdo de contaminante microbiologico em FC.

2.1.1 Objetivos especificos

i.  Propor uma configura¢do experimental para uso do BSL em amostras de fluido de

corte miscivel em 4gua com e sem contaminagao induzida.

ii.  Identificar as melhores diluigdes de contaminantes para iluminagao;

iii.  Validar com iluminacao de 60 observagdes e testes estatisticos para separacao.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Speckle

Uma superficie rugosa iluminada por uma luz /aser gera um padriao de pequenas areas
claras e escuras. Cada um dos elementos microscopios que constitui a superficie da origem a
uma onda difratada (BRIERS, 2007). No entanto, os caminhos opticos de elementos vizinhos
exibem diferencas aleatoérias as quais podem chegar a varios comprimentos de onda. Assim,
quando as ondas difratadas desses elementos interferem entre si, forma-se um padrao granular
estacionario (MURAMATSU; GUEDES; GAGGIOLI, 1994) denominado padrido de speckle,
sendo cada grao um speckle (FIGURA 1).

Figura 1 - Padrdo de Speckle.

Fonte: Do autor (2022).

3.2 Biospeckle laser

No ano de 1975 comecou a ser observado que os padrdoes de speckle (manchas)
traziam informacdes uteis sobre pequenas modificacdes na superficies dos objetos iluminados
por um laser que, ao retornar para o observador, formava uma figura de interferéncia entre
ondas harmdnicas com amplitudes iguais, frequéncias e comprimentos de onda parcialmente
diferentes, originando o fendmeno do batimento, que provoca flutuacdes de niveis intensidades
(AIZU; ASAKURA, 1991). Iwai e Asakura (1989) apresentaram uma metodologia para
analise de fluxo sanguineo. Objetos iluminados com laser geralmente se apresentam cobertos
por essa estrutura granular. Esse efeito € pelo fato de, na escala microscopica, grande parte

das superficies se mostrarem extremamente rugosas (YOUNG, 2016).



16

Quando aplicado em materiais bioldgicos recebe o nome de BSL; esse fenomeno de
interferéncia tem sido utilizado como uma forma de monitorar sensiveis mudangas em amostras
biologicas ao longo do tempo, de forma nao invasiva (NISENBAUM et al., 2013).

Braga Junior et al. (2007) afirmaram que o BSL ¢ uma ferramenta apropriada para
analise de alguns fendmenos industriais e bioldgicos de interesse pratico devido a sua
caracteristica ndo invasiva. Na industria alimenticia, a qualidade dos alimentos é uma
preocupagdo constante/ desenvolver meios para o correto monitoramento das condi¢des do
estagio de maturacdo de frutos e legumes fornece ferramentas para o processo decisorio de
nauseio pré e pés-colheita (RABAL; BRAGA JUNIOR, 2009). Segundo Adamiak et al.
(2012), ¢ possivel avaliar a influéncia dos métodos de armazenamento de magas e a qualidade
final pos-colheita em condi¢des de temperatura controlada.

Pode-se observar em Nassif et al. (2014), a viabilidade da técnica para determinar o
momento apropriado para colheita e analise da influéncia da variagdo de temperatura no
armazenamento e pos-colheita de magas, correlacionando a concentragio de emissao de etileno
com os parametros obtidos com o BSL. Romero et al. (2009) observaram a capacidade do BSL
para analisar o comportamento biologico de tomates durante o processo de amadurecimento;
mudan¢a em sua coloragdo provocam um aumento significativo no indice de absor¢do do
laser, relacionando a cor do fruto com o grau de dispersao do laser.

Foi possivel classificar, quanto a toxidade, duas cultivares de batata de superficies
lisas, realizando a identificacdo de solanina, um glicoalcaloide téxico de sabor amargo, que
esta relacionado com o grau de maturacdo (BABAZADEH et al., 2016).

Rabelo, Braga Junior e Fabbro (2005) constaram que o BSL fornece indicadores de
senescéncia e qualidade relacionados com o periodo de estocagem de laranjas. Nassif et al.
(2014) relatam que BSL ¢ uma forma eficaz e ndo destrutiva, simples de alta precisdo para
classificagdo de magas.

Segundo Braga Junior ef al. (2009), o BSL apresenta potencial para construir um mapa
de atividade biologica, em tecidos radicular de plantas, e ainda relatam que a técnica poderia
ser aplicada como solugdo acessivel e de alto rendimento para quantificar estas mudancas.
Segundo Koley e Nirala (2022), com a aplicagdo da técnica em conjunto com a abordagem da
transformada wavelet, é possivel estudar os fendmenos fisioldgicos sobre o transporte de dgua
em folhas de plantas de forma ndo destrutiva, em ambientes controlados. De acordo com o
trabalho de Carvalho et al. (2020), € possivel aplicar a técnica para analise do comportamento
de sistemas radiculares de capim Paspalum, fornecendo informacdes sobre a distribuicao

espacial com maior detalhamento.
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Rahman et al. (2006) aplicaram a técnica do BSL em colirios, com o objetivo de
identificar microrganismos responsaveis por graves infecgdes oculares, sendo os resultados
comparados com técnicas-padrao de identificagdo microbioldgica, a contagem realizada ao
final do periodo de incubacdo e os valores foram dados em unidades formadoras de colonia
(UFC). Ainda na medicina, Patel e Lipinski (2020) relatam que mapas de contraste podem ser
usados para determinar mudancas relativas taxas de fluxo sanguineo do sistema ocular.

Segundo Hadi et al. (2020), € possivel observar, por simulagao usando microesferas de
poliestireno calibradas, a variacdo dos pardmetros do speckle, recriando o processo de
fermentacdo decorrente do crescimento bacteriano, e indicando, do ponto de vista dptico, uma
variagdo do espalhamento. A cinética do crescimento bacteriano provoca um espalhamento
proveniente das particulas difusoras que promovem alteragdes do padrao de speckle, de modo
que o BSL pode fornecer uma boa estimativa do niimero e do tamanho dos espalhadores
opticos (LOUTFI et al., 2020). Borisov e Wolfbeis (2008) observaram que a interagdo entre
técnicas analiticas associadas a métodos de andlise de imagens fornecem meios para o
desenvolvimento de biossensores, embora a defini¢ao de biossensores ndo seja muito clara.

De acordo com um novo relatorio de mercado publicado pela Transparency Market Re-
search, ‘Biosensors Market’, estima-se que o mercado global de biossensores expanda em
uma Compound Annual Growth Rate (CAGR), ou taxa de crescimento anual de 7,2%, entre
2021 a 2031 (RESEARCH, 2021).

Segundo Ansari et al. (2016), a técnica Biospeckle apresenta uma boa correlacdo com
métodos de rotina para monitoramento do crescimento da bacteria Staphylococcua aureus
usando o processamento numérico do método AVD, e mostrando a evolugdo da atividade de
crescimento bacteriano durante um periodo de 12h, ap6s a inoculagdo em meio solido. Kim et
al. (2014) analisaram o crescimento de colonias da bactéria Bacillus e constataram que, a
medida que a coldnia cresce, o tamanho médio do padrido speckle diminui e a qauntidade de
speckle menores cresce, podendo ser usado como um indicador para avaliar a contaminagao

microbiologica.
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3.2.1 Métodos de processamento do BSL
3.2.1.1 Métodos numéricos

Métodos numéricos sdo utilizados quando se deseja quantificar um determinado nivel
de atividade em uma regido de interesse RO/ (BRAGA JUNIOR et al., 2012; BRAGA
JUNIOR; RIVERA, 2016). A constru¢io um Padrio Temporal do Speckle (THSP) de ordem
(m x n) ¢ feita pela escolha aleatdria de pontos quaisquer da colecdo de imagens em ROI. A
partir da constru¢do da (THSP), ¢ feita Matriz de Coocorréncia (COM) na qual ¢é observada a
coocorréncia de niveis de cinza entre 0-255, e entdo ¢ calculado o Momento de Inércia (MI)

(BRAGA JUNIOR; RIVERA, 2016).
3.2.1.2 Diferenca dos Valores Absolutos (AVD)

Proposto por Braga Junior et al. (2011), a partir da matriz de coocorréncia modificada,
um método para quantificar a atividade biologica, denominado Diferenga dos Valores
Absolutos (4VD), que indica com que frequéncia ocorreram mudancas bruscas de intensidade

na matriz (THSP). A Equagdo 1 descreve matematicamente a diferenga dos valores absolutos:

AVD =) {MCOJi, jl*|i- |} (1)
:

Essa técnica exibe altos valores quando a amostra apresenta alta atividade, e baixos
valores em situag@o contraria. Esse calculo ¢ uma ferramenta importante para estimar a atividade
global em diversas aplicacdes bioldgicas e ndo biologicas. Por exemplo, se a intensidade de um
pixel qualquer muda de O (preto) para 255 (branco), ela ira adicionar |0 - 255| = |- 255| = 255
no valor final. No entanto, se a variagcdo foi de 50 a 45, ela ird adicionar |50 — 45| = 5 para o
valor final de AVD. Dessa forma, se o fendmeno a ser observado muda seu estado de uma forma
dindmica, entdo este serd registrado como uma variagdo na intensidade pixel. No entanto, se o
fenomeno apresenta pequenas mudangas nos padrdes de salpico, o AVD ira adicionar um

valor para quantifica-lo (BRAGA JUNIOR et al., 2011; DA SILVA et al., 2008).



19

3.2.1.3 Matriz de Coocorréncia (MCO)

Aplicada a analise numérica do padrdo de speckle, ¢ utilizada como passo intermediario
no céalculo dos valores finais, que expressa o nimero de transi¢des de cada pixel da imagem

THSP (RABAL; BRAGA JUNIOR, 2009) (EQUACAO 2).

MCOi,j| = Nij (2)

Em que:

MCOYVi,j] : representa o valor do pixel na i-ésima linha e j-ésima coluna, variando de 0 a 255
tons de cinza

Ni,j : nimero de vezes que a variacdo da intensidade do nivel de cinza ocorre de 1 a j na
imagem Time history speckle pattern (THSP) analisada. Essa variagcdo ¢ um passo, indicando

que i é imediatamente seguido por j , na faixa de 0 a 255.
3.2.1.4 Time History Speckle Pattern (THSP)

THSP ¢ base para a constru¢do da matriz de coocorréncia e também uma forma de
obter informacgdes ao longo do tempo do processo analisado, quadros suscetiveis de imagens
sdo capturados; Imagens THSP sdao matrizes M X N de 2D construidas em escala de cinza de 8
bits, variando de 0 (preto) ao (branco) 255, para representar os valores dos pixels, em que M
representa o nimero de pontos selecionados aleatoriamente na primeira imagem, mantendo a
mesma posicdo nas demais; N representa o numero de imagens ao longo do tempo. O
conjunto de pontos sera representado nas linhas da matriz (FIGURA 2) (BRAGA JUNIOR;
RIVERA, 2016).

Figura 2 - THSP

' k= I‘-.ITIMES

'
Pok=1 =NTIMES

Fonte: (BRAGA JUNIOR, RIVERA, 2016).
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3.3 Fluidos de corte

Na indutstria de manufatura atual, a demanda por baixo custo, alta produtividade e
repetibilidade dos processos ¢ uma crescente. Nos processos de usinagem, alta produtividade
estd diretamente associada as altas taxas de velocidade de corte, avango e profundidade,
elevando significativamente a geragdo de calor na zona de corte (DEBNATH; REDDY; YI,
2014). Schulz e Moriwaki (1992) observaram que a usinagem de alta velocidade ¢ reconhecida
como uma das principais tecnologias de fabricagcdo para maior produtividade e rendimento.

A crescente demanda por maior qualidade de usinagem e eficiéncia de fabricagcdo tem
levado a um grande nimero de pesquisas voltadas ao controle ¢ monitoramento dos processos
de corte (ZHANG; LI; WANG, 2012). Varios estudos tém sido aplicados para avaliar as
caracteristicas de lubrificacdo, capacidade de resfriamento e expansibilidade dos fluidos de
corte de base vegetal, que podem ser considerados como bons lubrificantes (MACHADO et al.,
2015).

De acordo com Shashidhara e Jayaram (2010), 6leos vegetais sdo uma alternativa
promissora para desenvolver lubrificantes biodegradaveis para varias aplicagdes industriais,
inclusive para formulacao de fluidos de corte ecologicamente corretos. A busca por produtos
mais sustentaveis vem motivando o setor metal-mecanico a substituir seus lubrificantes de base
mineral por produtos renovaveis. A grande demanda por produtos que produzem menores
impactos ambientais tem apontado os Oleos vegetais como uma alternativa, devido ao seu
poder lubrificante (SOUZA et al., 2019).

De acordo com Commission et al. (2019), a utilizagao de produtos de base natural, ndo
derivados fosseis, em setores como industria de manufatura, revestimentos e corantes, vem
aumentando nos ultimos anos, embora ainda seja modesta. Conforme Chetan, Ghosh e
Venkateswara (2015), fluidos convencionais a base de minerais sdo amplamente utilizados
como refrigerantes e lubrificantes em operagdes de usinagem em todo o mundo; no entanto,
sao fontes de problemas ambientais e bioldgicos; para minimizar os efeitos nocivos
associados aos fluidos de corte, ¢ necessario mudar para técnicas de usinagem sustentaveis.

Jayal et al. (2010) definem a fabricacdo sustentdvel como a criagcdo de produtos
manufaturados que utilizam processos que minimizam impactos ambientais negativos,
conservam energia € recursos naturais, sdo seguros para funcionarios, comunidades,
consumidores e sdo economicamente viaveis.

Pensando no fator sustentabilidade, ¢ necessaria a implementacdo das técnicas de

fabricacao limpa; dentre elas estdo os fluidos de corte alternativos de origem vegetal. O uso
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de emulsdes de fluidos de corte permite a combinagdo das excelentes propriedades dos dleos
(lubrificagdo, resisténcia ao desgaste e resisténcia a corrosao) e da dgua (refrigeracao), além de
garantir uma boa economia, em que a maior parte da composigdo ¢ agua.

Estudos tém sido desenvolvidos para andlise do 6leo de mamona ou de ricino, extraido
pela prensagem das sementes, como base para producdo de fluido lubrificante, caracteristicas
singulares, tais como: baixo ponto de solidificagio, em torno de 30 °C negativos, resisténcia ao
escoamento, elevada viscosidade, capacidade de aderéncia a superficies molhadas possibilitam
ampla gama de utilizacdo industrial (PERVAIZ; KANNAN; KISHAWY, 2018). Oitenta por
cento do 6leo de mamona e seus derivados sdo produzidos pela India, sendo o Brasil e a China
outros importantes produtores (COMMISSION et al., 2018). Segundo Pervaiz, Kannan e
Kishawy (2018), 6leo de ricino apresenta um bom potencial em processos de usinagem,
reduzindo significativamente o coeficiente de atrito e a energia dissipada.

A inclusdo de produtos naturais em processos e formulagdes ¢ uma pratica cada vez
mais comum no mercado de lubrificantes. As Tabelas 1 ¢ 2 apresentam a composi¢do ¢

propriedades do fluido utilizado neste estudo.

Tabela 1- Composi¢do do fluido

Nome Quimico Descricao Concentracéo
Preservante S-triazina C3-H3-N3 <10%
Ester sintético de base vegetal ~ Oleo de ricino sulfonado <2%
Alcanolamina Trolamina C6H15NO3 <5%

Fonte: Dados coletados da FISPQ do produto (2022).

Tabela 2 — Propriedades.

Aspecto Liquido limpido amarelo
Densidade a 25 °C (g/mL) 0,95-1,10

Odor Leve

Solubilidade em 4gua Completa

pHa25C 9,0-11,0

Teste de corrosdao em cavacos de ferro, 1:39 | 10 pontos maximo
Estabilidade da emulsao Estavel, sem separagao
Teste de torque (Microtap) Conforme padrao

Teste de espuma, tempo de quebra 2 minutos maximo

Fonte: Dados coletados da ficha do produto (2022).
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Em Rinschede et al. (2021), é possivel observar apresentagdo de um concentrado a
base de éster, que tem boas propriedades de lubrifica¢do para corte de acos de alta resisténcia,

apresentando boa estabilidade, mesmo em alta pressao e temperaturas elevadas.
3.3.1 Categoria dos fluidos de corte

Fluidos de usinagem misciveis em agua sao usados na remog¢ao de material da regido
de interferéncia entre ferramenta e peca usinada, além de promover lubrifica¢do e refrigeracao
dessa area. Oleos concentrados sio diluidos com 4gua para produzir emulsdes que variam entre
3 a 15% . Conforme a classificagdo de ASTM-D2881 (2019), existem quatro classes basicas
de FC, das quais trés sdo misciveis em agua, conforme descrito abaixo:

i. Oleos puro;
ii. Oleos emulsionaveis; (conhecidos como 6leos soltiveis);
1ii. Semissintéticos;

iv. Sintéticos.

Figura 3- Classificacdo dos fluidos de corte segundo ASTM-D2881 (2019).

Fluidos de
Corte

————
r T T 1
)
Oleos S et
i e vgis Sintético Semisintético
—

I I 1

@ "\
Vegetal Oleo Mineral [ Sintético l

[ Oleo Mineral l

Oleos puros sdao formulados a partir de 6leos basicos e aditivos funcionais, ndo

Oleo de base l [ Semisintetico

Fonte: Do autor (2022).

contendo agua, nem se destinam a ser misturados em agua. Seu uso ¢ limitado a aplicagdes que
requerem alta lubrificagdo e pouco resfriamento (PASSMAN; KUENZI, 2020). Oleos-base
podem ser minerais (nafténicos e parafinicos), 6leos vegetais (principalmente esteres) e
poliolefina.

Oleos vegetais, 4gua e polialfaolefinas sio usados em formulagdes de fluidos de corte

semissintéticos e sintéticos.
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3.3. 2 Funcdes dos fluidos de corte

1. Lubrificagao a baixas velocidades de corte;
il. Refrigeracdo a altas velocidades de corte;
iil. Remocao dos cavacos da zona de corte;
iv. Prote¢ao da maquina-ferramenta e da peca contra a oxidagao.

3.3.3 Microbiologia dos fluidos de corte

As caracteristicas dos processos de fabricagdo, que possuem uma vasta rede produtiva,
em que insumos sdao manuseados ao decorrer das etapas, torna os FC suscetiveis a
contaminagdo por varias fontes. Nota-se que, ao longo do tempo, varios esfor¢os t€ém sido
empregados para minimizar os efeitos nocivos dos contaminantes, meios de controle,
desenvolvimento de novas formulagdes, aplicagdes de quantidade minima, biocidas, dentre
outras (JAMIL et al., 2022).

Os biocidas, por sua vez, possuem um papel importante nas formulagdes; no
entanto, sua utilizacdo provoca efeitos adjacentes importantes, alergias de pele devido ao
contato direto dos operadores com os FC, e intoxicagdo respiratdria provocada pelas névoas
(GRZESIK, 2008). Técnicas de aplicagdo minima tém sido desenvolvidas com a utilizacdo de
fluidos de base vegetal, e a constante preocupacao com maneiras sustentaveis de producao faz
com que a cadeia produtiva busque alternativas aos derivados de produtos fosseis.

Além disso, as formulagdes de FC devem ser compativeis com vedacdes, revestimentos
das maquinas-ferramenta e serem de facil descarte. Paradoxalmente, espera-se que o FC seja
bioestavel durante o uso e biodegradavel para o descarte (ELANSKY et al., 2022). Segundo
Wang et al. (2020), os fluidos de base vegetal vém conquistando espaco, o que ¢ bom, pois
além de possuirem caracteristicas biodegraddveis durante o uso, impulsionam a producao
agricola; porém, em grande parte das aplicagdes, ¢ utilizado em forma de emulsdes e, para
tanto, ¢ necessaria a adicdo de agentes surfactantes, pois o termo O6leo solivel ndo ¢
apropriado.

Essas emulsdes possuem boas caracteristicas de lubrificacdo do 6leo e capacidade de
refrigeracdo da agua; no entanto, esse composto propicia um ambiente favoravel para o
desenvolvimento de microbiologia (CHOWDHURY, 2012). Portanto, desenvolver meios de
monitoramento das condi¢des dos Fc ¢ uma constante (KOCH; PASSMAN; RABENSTEIN,

2015). O principal parametro que leva ao envelhecimento prematuro de um FC a base de agua
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¢ a sua colonizagdo por microrganismos. A contamina¢do microbiana de FC estd no foco de
publicagdes cientificas desde o século passado. Microrganismos sdo capazes de colonizar os
FC e metabolizar a maioria das substancias disponiveis (6leos e aditivos) (BENNETT, 1972;
LEE; CHANDLER, 1941; PASSMAN, 1988b; GAST et al., 2003).

Por outro lado, o estudo de bactérias que degradam os FC missiveis em agua ¢ de
grande importancia para auxiliar no correto descarte, pois a composicdo de espécies de
microrganismos muda durante a operacao do fluido. Esses agentes de biodegradagao sao de
grande interesse para a industria (ELANSKY et al., 2022). De acordo com Brinksmeier et al.
(2015), para alcancar alta produtividade e eficiéncia de recursos, a longevidade dos FC ¢ uma
preocupagdo constante no setor produtivo. Descobertas recentes baseadas em GC-MS
(cromatografia gasosa com detecgdo por espectrometria de massa) revelaram que substancias
marcadoras adequadas podem ser identificadas. A aplica¢do de sensores correspondentes pode
permitir a deteccdo on-line de alteragdes na composicao do FC e, assim, melhorar e facilitar o
monitoramento ¢ manutengdo do FC. Na literatura, a busca por meios eficazes de
monitoramento dos FC ¢ uma constante (PALMOWSKI et al., 2014).

De acordo com Zeeuwen et al. (2012), a pele humana fornece um ambiente favoravel
para o desenvolvimento de bactérias do filo Firmicutes (representado por Staphylococcus),
considerando que, em um processo de usinagem, o contato dos operadores com os FC ¢
inerente, caracterizando uma constante fonte de contaminagdo (GRICE et al., 2009). Laurent
e Butin (2019) relatam que a bactéria Staphylococcus capitis, comumente encontrada em
regides da pele de seres humanos, possui potencial viruléncia em se tratando de infecgdes
em recém-nascidos prematuros, € constataram ainda que uma variante da cepa NRCS-A
vem ao longo do tempo, desenvolvendo resisténcia a vancomicina (antibidtico pertencente ao
grupo dos glicopeptideos); portanto, o uso de antibidticos de forma indiscriminada, ou seja,
sem um correto controle, pode produzir cepas de bactéria resistente a certos protocolos. No
presente estudo, sera utilizada espécimes do grupo Gram-positiva comumente encontradas em
fluidos misciveis em dgua (MURAT et al., 2012).

O controle e monitoramento das populacdes de bactérias em diferentes processos ¢ uma
constante preocupacao no setor industrial, dentre outros. O seguimento de metal mecanica,
que incluem soldagem, deformacao plastica, fundi¢ao e usinagem, confere forma, dimensao e
acabamento na pe¢a, mediante a remoc¢do de material sob a forma de cavacos (por¢ao
irregular de material retirado por ferramentas). E uma fonte geradora de calor devido a
combinagdo de altas taxas de formagdo com forte atrito entre peca, ferramenta e cavaco. Com

o objetivo de minimizar esse efeito, sdo aplicados fluidos de corte, que possuem a funcao de
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refrigeracdo, lubrificagcdo, antioxidante e retirada do cavaco da regido de corte; devida suas
caracteristicas, sdo degradados por agentes microbioldgicos.

O controle da contaminacao microbiana e o efetivo monitoramento das condi¢oes do
FC sao praticas que corroboram para a manuten¢do da vida util do sistema de refrigeracdo
(PASSMAN, 1988a). Implementar procedimentos que incluem amostragem regular dos
fluidos de corte reduzem os riscos da falta de controle da contamina¢do microbioldgica.
Segundo Murat ef al. (2012), em um sistema de refrigeracao, formulado por emulsdes de base
vegetal, a predomindncia de bactérias isoladas foram do grupo Gram-positivas, € meios
aquosos fornecem um ambiente extremamente favordvel para o desenvolvimento de
microrganismos, o representante do grupo Gram-positivo sera o staphylococcus capitis, o qual
€ um coccus gram-positivo, coagulase-negativo, presente como parte da flora normal humana
localizada, principalmente, em areas ao redor do couro cabeludo e rosto (ARAGIi¢S;
GONZALEZ- ARRIBA, 2007). Devido a sua abundancia nos ambientes ¢ eficiéncia na
produgdo de biofilmes torna o controle das populagdes desse patogéneo um desafio, € o
desenvolvimento do biofilme permite as colonias mais profundas maior resisténcia ao
antibioticos e biocidas, dificultando os processos de limpeza dos sistemas; a formacao desse
meio ocorre em quatro estagios: adesdo, acumulo, maturagao e dispersdo (SAPKOTA, 2020).

Ao longo do tempo, varios autores tém se dedicado ao estudo do controle e
monitoramento dos FC (COOK; GAYLARDE, 1988; SANDIN; MATTSBY-BALTZER;
EDEBO, 1991; COOKSON, 1985). De acordo com Trafny (2013), novas técnicas,
relativamente répidas e baratas para avaliar a diversidade de espécies dentro dos microbiomas
FC e seu tamanho populacional, devem ser desenvolvidas a fim de controlar a proliferacao
dos microrganismos em FC e diminuir a exposi¢do ocupacional a bioaerossois prejudiciais na
industria metalurgica. Neu (1984) adverte para os mecanismos de mudanga da resisténcia
bacteriana a antibidticos, confirmando a necessidade de um profundo conhecimento sobre a
microbiologia dos fluidos de corte.

O método apresentado neste trabalho utilizou como referéncia a contagem de colonias
em meio solido, um procedimento amplamente utilizado em testes microbioldgicos. Métodos
de cultura tém sido utilizados como ferramenta para quantificar cargas microbioldgicas;
porém, existe uma lacuna entre a coleta da amostra/cultura e disponibilidade dos dados, que
podem variar de horas a dias para alguns microrganismos (PASSMAN; KiENZ, 2015).
Determinar o nimero de UFC por meio de testes laboratdrias utilizando meios de cultivo tem
sido empregado para quantificar o nimero de células microbianas em FC (ISENBERG;

BENNETT, 1959; IOWA, 2003).
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O uso da atividade enzima catalase como pardmetro para indicar contaminagao bioldgica
FC apresentam limitagdes devido a presenga de bactérias anaerobicas e redutoras de sulfato que
possam atuar como biodegradadores no FC (PASSMAN et al., 2010). De acordo com
Webster, Lee e Deininger (2005), o ensaio de bioluminescéncia da Adenosine TriPhosphate
(ATP) pode ser associado ao desenvolvimento de populacdes de bactérias. Passman et al.
(2009) confirmam que o método pode melhorar o monitoramento de contaminagao
microbiologica em FC.

Gelinski et al. (2016) utilizaram a técnica de determinacdo da demanda biologica de
oxigénio (DBO) para verificar a estabilidade microbioldgica em estudos de desenvolvimento de
novo fluido a base glicerol/agua. Apesar das multiplas vantagens oferecidas por esses métodos
para monitoramento bacteriano, eles possuem a desvantagem de serem relativamente caros ou
exigirem processamentos de resultados demorados; além disso, eles precisam de pessoal
altamente qualificado. Para superar essas desvantagens, o BSL ¢ uma alternativa viavel.

De acordo com Nisenbaum et al. (2013), é possivel observar resultados favoraveis com
a aplicagdo da técnica em efluentes para detec¢do de quimiotaxia, quando os hidrocarbonetos
sd30 os atrativos para os microrganismos em baixas concentracdes, até de 10° UFC/mL, e se

comparado com técnicas classicas, apresenta melhor resultado.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos de Analise do BSL foram realizados no CEDIA (Centro de
Desenvolvimento de Instrumentagdo Aplicada & Agropecudria), Universidade Federal de
Lavras, MG, Brasil. Quanto aos procedimentos microbiologicos, foram realizados no
Laboratorio de Microbiologia do Departamento de Veterindria da Universidade Federal de

Lavras (UFLA).

4.1 Preparo das amostras

De acordo com Mattsby-Baltzer et al. (1989), Sloyer, Novitsky e Nugent (2002), Saha
e Donofrio (2012), andlises microbioldgica em FC evidenciam altos niveis de contaminacao,
podendo variar de 10* a 10'° UFC/mL de bactérias usualmente detectadas, como Staphylo-
coccus, Streptococcus, Pseudomonas, dentre outras.

Considerando que exista uma ampla variedade de agentes contaminantes
microbioldgicos que habitam os sistemas de refrigeracdo dos processos de usinagem, o
staphylococcus capitis, uma bactéria de coagulase-negativo, que ocupa nichos muito
especificos da pele humana, mais abundantemente no couro cabeludo, conforme Mattsby-
Baltzer et al. (1989) e Finzi (2015), faz com que esse microrganismo seja comumente
encontrado em diversos meios, sendo os testes foram realizados como descrito abaixo.

Inicialmente foram preparados 200 mL de solucdo salina (NaCl) na propor¢do de
0,085% em agua tratada pelo processo de osmose reversa, equipamento (modelo OR Prolab,
marca WS Proaqua); posteriormente, foram dividas em tubos de 50 mL e armazenadas em
refrigeragdo a temperatura de 8 °C.

O indculo para o teste foi constituido de uma suspensao de 50 mL de solugdo salina
adicionada uma alca da bactéria Staphylococcus Capitis previamente ativadas, ou seja,
inicialmente estava preservado a -20 °C, em seguida, foi aquecido em estufa e mantido a 37
°C, por 24h, utilizando-se um agitador tipo vortex (marca NORTE CIENTIFICA) por 1 min,
para completa homogenizagao.

Posteriormente, foi tomado uma aliquota de 0,1 mL da solu¢do ¢ misturada em tubo
eppendorf contendo 0,9 mL de dleo solivel sintético de base vegetal (107'); diluigdes
seriadas foram realizadas até 107!, em duplicata, sempre realizando o homogeneizacdo
durante 1min entre as diluicdes. Os procedimentos adotados para o plaqueamento foi o

método de plaqueamento por semeadura em superficie, da seguinte forma: para o preparo do
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meio Agar TSA foram utilizados 20 g de p6 desidratado de TSA (pesado em balanca modelo
BL3200H) e reidratado em 600 mL de agua tratada pelo processo de osmose reversa
equipamento (modelo OR Prolab, marca WS Proaqua); na sequéncia, promoveu-se a
homogeneiza¢do em Erlenmeyer de 1000 mL, ap6és a homogenizagdo, foi levado para
autoclave a 121 °C, durante 20 min para completa solubilizagio e esterilizagdo, em condi¢des
assépticas adequadas; em seguida foram vertidos cerca de 15 mL do meio em placas de Pétri 90
mm devidamente esterilizadas, total de 20 placas.

Aguardou-se o tempo de resfriamento e solidificagdo; as placas, entdo, foram viradas e
armazenadas. Posteriormente, foi feito o repique das amostras na superficie do meio de
cultura, um volume de 0,3 mL de cada diluicdo, e o espalhamento foi feito com uma alga de
Drigalsky (PDSHPPC, 2015). Decorrido o periodo 24h em estufa incubadora a 37 °C,
verificou-se o crescimento das coldnias e foi feita a contagem das placas, sendo o valor obtido
de 6,1x10° UFC/mL, oque est4 de acordo com Finzi (2015). Apds a realizagdo da contagem
foi promovida a inibigdo de crescimento de microrganismos, aplicando 1% de formaldeido a
solucdo salina anteriormente inoculada, e realizada a homogeneizagcdao (PDSHPPC, 2015; LEE,
1995).

Para fins de avaliar a sensibilidade da técnica, foi realizado um pré-teste para definir

as diluigdes a serem utilizadas, conforme a Tabela 3.

Tabela 3 - Pré-teste para teste da sensibilidade da técnica do BSL para diferentes dilui¢des de
contaminantes.

Tratamentos
10%
20%
30%
40%
50%
60%
70%
80%
90%
Fonte: Do autor (2022).
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Sendo a concentragdo de microrganismos conhecida, foram preparados trés grupos de
amostras de emulsdo, conforme a Tabela 4. Considerando que FC de base vegetal podem ser
diluidos em propor¢des variadas, optou-se por analisar valores de diluigdes proximos das

maximas, minimas e central.

Tabela 4 - Coleta de dados.

Volume total 1 mL Repeticdes Concentragdo Final
Grupo Contaminante 0 1 2 3 4 UFC/mL
A 10% A A A A A 6,10x10°
0 1 2 3 4

B 50% B B B B B 30,50x10°
0 1 2 3 4

C 90% c ¢ C C ¢ 54,90x10°
0 1 2 3 4

Fonte: Do autor (2022).

4.2 Montagem e ajuste da configuracao experimental

A configuracdo experimental proposta neste trabalho estad baseada em instruc¢des
contidas em (BRAGA JUNIOR; RIVERA, 2016). Os padrdes de speckle gerados a partir das
amostras iluminadas por um /aser He-Ne linearmente polarizado (632,8 nm, 30 mW) serdo
obtidas através de um microscopio digital com resolugdo de 2.0 Megapix, no formato de
imagem jpeg via protocolo USB do inglés de Universal Serial Bus.

As amostras foram acondicionadas em Eppendorfde 1,5 mL devidamente posicionadas.
Para evitar interferéncias, a montagem experimental foi mantida dentro de uma camara escura
durante todo o experimento, sendo a temperatura e a umidade relativa do ambiente foram
monitoradas. A Figura 4 apresenta o diagrama da configuragdo experimental, devido a
homogeneidade das amostras a luz coerente produzida pelo emissor que atinge o material a ser
analisado, do qual se espera que um padrao de speckle seja formado no anteparo apos a
incidéncia. Esse padrdo, que a principio seria estatico, tende a se tornar dindmico,
evidenciando as mudangas em consequéncia de sua atividade intrinseca. Pode-se dizer que

mudangas no padrao de speckle amplificam as alteragdes que ocorrem nas amostras.
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Figura 4 - Montagem Experimental.

Microscépio

Anteparo

Fonte: Do autor (2022).

Os ensaios preliminares ocorreram da seguinte maneira: inicialmente foram realizados
testes para determinar a disposi¢ao dos equipamentos, suportes de fixagdo, microscopio digital,
laser, anteparo e Eppendorf, conforme a Figura 4. Padrdes de speckle foram adquiridos a
partir de uma configuracdo de espalhamento que utilizou um feixe de /aser incidindo sobre o
Eppendorf, sendo projetado no anteparo e, entdo, organizados a partir de um microscopio
digital com uma taxa de 0,08s, o que resultou em uma cole¢ao de 160 quadros por amostra,
sendo o softweare utilizado para aquisi¢do Speckle tool.

Esse software produz um histograma que foi utilizado para ajustar o posicionamento
do /aser, microscopio e amostras; durante o processo de calibracdo, utilizou-se um Eppendorf
vazio, lacrado e esterilizado, que foi iluminado entre todas as amostras para garantir que o
histograma estivesse zerado, servindo como indicador de possiveis interferéncias
siguinificativas. Apos o Eppendorf contendo as amostras ser fixado no suporte aguardou-se
Imin; entdo, as imagens que foram organizadas, a temperatura ao longo do experimento
estava em torno de 26 °C, e a umidade, cerca de 29%. Devido a sensibilidade da técnica,
foram tomados cuidados referentes a iluminagao externa, para que nao houvesse interferéncias

que poderiam provocar alteragdes nas aquisi¢des das imagens.
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Feitos os ajustes prévios e determinado o protocolo a ser seguido, foram produzidas
sessenta amostras divididas em trés grupos, cada amostra contendo 1 mL com dilui¢cdes do
in6culo de 10,50 e 90%; entdo, foi adquirida uma cole¢do de 160 quadros por amostra e,
posteriormente, processada pelo método numérico 4AVD; o mesmo procedimento foi aplicado
para amostras sem a presen¢a do contaminante staphylococcus capitis, sendo chamada, neste

estudo, como emulsodes-referéncia.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Pré-testes de sensibilidade

Na Tabela 5, ¢ possivel observar que as diferentes diluicdes com diferentes
concentragdes de contaminantes apresentaram resultados usando a técnica do BSL que
indicam capacidade de separacdo dos niveis em grandes faixas. Ou seja, foi possivel separar
com o teste de Tukey as faixas de 10 a 30%, de 40 a 80% e de 90% de diluicdo de
contaminantes.

Desta forma, para a validagdo, foram escolhidas as diluigdes de contaminantes de

10%, 50 % € 90 %.

Tabela 5 — Resultados do pré-teste para determnar a sensibilidade da técnica BSL para dilui¢des

Tratamentos Meédias Resultados do Teste de Tukey
10% 3,438 a2
20% 3,566 a2 a3
30% 3,516 a2 a3
40% 4,196 a2 a3 a4
50% 4,526 a4 a5
60% 4,492 a4 a5
70% 4,342 a3 a4 a5
80% 5,160 as a6
90% 5,556 a6

Fonte: Do autor (2022).
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5.2 Validacéo da técnica para faixas de diluicdo e contaminacéo pré-determinadas

Os resultados dos testes apresentados na Tabela 5 mostram que a técnica foi capaz de
separar estatisticamente as nove dilui¢des; no entanto, entende-se a necessidade de trabalhos
futuros para avaliar a sensibilidade do BSL para as amostras intermedidarias.

Nas Figuras 5a, 5b e 5c, estdo representados pelo método grafico AVD os diferentes
niveis de atividade das emulsdes com contaminagdo induzida, estando de acordo com os

resultados obtidos com a analise estatistica.

Figura 5 - a) andlise grafica pelo método AVD 10%; b) analise grafica pelo método AVD 50%;
¢) analise grafica pelo método AVD 90%.

Fonte Do autor (2022)

A Tabela 6 apresenta os resultados estatisticos do teste 7ukey com nivel de significancia
de 5% da comparacdo do resultados entre as emulsdes, com contaminagdo induzida e

emulsdes-referéncia, de acordo com BSL.

Tabela 6 - Comparagao entre emulsdes com contaminac¢ao induzida e emulsdes-referéncia —

Teste de Tukey
Tratamentos AVD Classificacao
Amostra referéncia 3.025667 al
Contaminagao Induzida 3.588966 a2
Coeficiente de variagdo (%) 10.26

Fonte: Do autor (2022).
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Assim, considerando que o BSL conseguiu diferenciar as emulsdes (Tabela 6), as
mesmas quando comparadas apresentam diferenga estatistica, e o aumento do valor do AVD ¢
justificado pela presenca de staphylococcus capitis.

Dos resultados da Tabela 7, verifica-se que ha diferenga significativa entre as amostras
de referéncia, que pode estar relacionada as concentragoes das emulsdes somado ao efeito

natural de movimentagao das particulas em um fluido.

Tabela 7 - Dados das emulsdes-referéncia — Teste de Tukey.

Tratamentos AVD Classificacéo
10% 2.294000 al
50% 3.203000 a2
90% 3.580000 a3

Coeficiente de variagdo (%) 10.26
Fonte: Do autor ( 2022).

A Tabela 8 apresenta os resultados estatisticos do teste Tukey com nivel de significancia

de 5% da comparag¢do das diferentes concentracdes de contaminacao induzida, 10,50 e 90%.

Tabela 8 - Dados das emulsdes com contaminac¢do induzida — Teste de Tukey

Tratamentos AVD Classificacdo
10% 2.502000 al
50% 3.783333 a2
90% 4.501000 a3
Coeficiente de variagdo (%) 8.27

Fonte: Do autor (2022).

Analisando os dados da Tabela 8, pode-se observar que as emulsdes diferem entre si
quanto a concentragdo de contaminagdo pelo BSL. Esse valor de AVD registra o aumento
associado a concentracdo, devido a presenca de bactérias.

Em outras palavras, a partir da analise estatistica, pode-se dizer que ha diferenca entre
os resultados apresentados nas trés diferentes concentragdes; portanto, o BSL fornece
informagdes sobre as concentragdes de bactérias nas emulsdes. Ainda assim, ¢ importante
observar que particulas suspensas em meio liquido estdo sujeitas a dindmica do movimento

brawniano, que afeta a distribui¢do aleatdria, interferindo nas relagdes de fase. A luz
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incidente, ao interagir com o meio, carrega informagoes, sendo o aumento da concentragdo de
espalhadores relacionado diretamente ao aumento da dinamica do movimento brawniano.

LOUTFI et al., (2020), Hadi et al. (2020) utilizaram a técnica BSL para monitorar a
cinética de crescimento bacteriano em meio liquido, apresentando resultados favoraveis.

Como foi encontrada uma diferenciacdo entre as amostras referéncia ¢ a contaminada
pelo staphylococcus capitis e considerando que o método foi aplicado sob condigdes
controladas e até onde se pesquisou ndo foram encontrados estudos referentes a aplicagao da
técnica em analise de FC para identificacdo da contaminagdo microbiologica.

Pode-se concluir que o método traz informacdes de forma rdpida e ndo invasiva,
sendo valido para identificar a presenga dessa bacteria em suspensdo nesses meios,
fornecendo uma abordagem alternativa as técnicas-padrao, pela dinanica do movimento

brawniano, para o monitoramento microbioldgico .
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6 CONCLUSAO

O objetivo geral, que foi aplicar a técnica BSL para identificagdo de contaminante
microbioldgico em FC , foi alcancado atraves de uma configuragdo de iluminagao compativel
com o fenomeno analisado. Pré-testes foram realizados para definir quais dilui¢des sdo mais
apropriadas, sendo definidas trés diferentes diluicdes das emulsdes e comparadas com
diluicoes-referéncia. Para validagdo do experimento, foram iluminadas 120 amostras com
dilui¢cdes de 10, 50 e 90% dividas dois grupos, emulsdes com contaminagdo induzida e
emulsdes-referéncia. Portanto, o BSL foi capaz de identificar, em ambiente controlado, a
diferenga das concentragdes de contaminantes (staphylococcus capitis) nas emulsdes utilizando

o processamento numérico do método AVD.
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