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Eixo Tematico: 7. Gerenciamento de Residuos Sdlidos e Liquidos

RESUMO - Os fluidos de corte sdo amplamente utilizados nos processos de usinagem,
porém no momento do descarte este se torna um efluente complexo para ser tratado
em funcdo da sua composi¢do quimica. Geralmente estes efluentes sdo tratados por
processos fisico-quimicos, por isso estudos alternativos utilizando microrganismos sao
desejaveis, pois podem contribuir para 0 aumento da eficiéncia do tratamento. Desse
modo, o objetivo do trabalho foi isolar e selecionar bactérias autoctones de fluido de
corte a base de 6leo mineral e verificar a capacidade de degradar o 6leo mineral, com o
propdsito futuro de utilizar esses microrganismos no tratamento biolégico deste fluido.
As bactérias foram isoladas do fluido de corte a base de 6leo mineral utilizado em uma
magquina ferramenta. Para o isolamento das bactérias presente no fluido de corte,
utilizou-se 0 meio de cultivo Plate Count Agar — PCA. Os microrganismos isolados
foram submetidos ao teste de capacidade de degradacé&o de hidrocarbonetos avaliados
por 5 dias utilizando o composto 2,6-diclorofenol-indofenol como indicador. Foram
isoladas 35 colonias de bactérias, sendo que 69% nao foi capaz de degradar o Gleo
mineral e 3% degradou em 1 dia, 6% degradou em 2 e 3 dias e 17% em 5 dias.

Palavras-chave: 2,6-diclorofenol-indofenol. Tratamento biologico. Efluente. Oleo
mineral.

Abstract: Cutting fluids are widely used in machining processes. However, at the
moment of disposal it becomes a complex effluent to be treated because of its chemical
composition. Usually this kind of effluent is treated by chemical-physical processes, for
this reason, alternative studies using microorganisms are desirable because they can
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contribute to the increase of treatment efficiency. The aim of this study was to isolate
and select authocthons bacteria from cutting fluid on mineral oil bases, with the future
purpose of using these microorganisms on biological treatment of this fluid. Bacteria
were isolated from the cutting fluid on mineral oil basis used in tool machine. To isolate
the bacteria, the Plate Count Agar — PCA, was used as culture media. The isolated
microorganisms were submitted to hydrocarbons degradation capacity test for 5 days
using the compound 2,6 — di-chlorophenol-indophenol as indicator. 35 bacteria colonies
were isolated, in which 69% were not able to degrade the mineral oil and 3% degraded
itin 1 day, 6% degraded it in 2 or 3 days and 17% in 5 days.

Keywords: 2,6 — di-clorophenol-indophenol. Biological treatment . Effluent. Mineral oil.

Introducao

O setor metallrgico apresenta expressiva importancia no cenario
econdmico brasileiro, com ampla cadeia produtiva dos segmentos ligados a metalurgia,
usinagem e producdo de manufaturados metalicos (ANUARIO ESTATISTICO DO
SETOR METALURGICO, 2014). Nos processos de usinagem ha o contato entre a
ferramenta de corte com a peca usinada, porém, a ferramenta aquece dando lugar ao
abrandamento do material de que € constituida, ao desgaste prematuro da ferramenta
de corte e ainda a sua ruptura (RABELLO, BINI, 2005).

Para atenuar os problemas relacionados com a peca, geralmente sdo
empregados fluidos lubrificantes, conhecidos como fluidos de corte (RABELLO, BINI,
2005). Desse modo, o fluido de corte é amplamente utilizado nos processos de
usinagem, pois fornece lubrificacédo; resfria a interface da ferramenta-peca; reduz o
desgaste da ferramenta; retira os residuos de metal que ficam presos a peca
obstruindo a visdo do trabalhador; e facilita a finalizacdo da superficie das pecas
metélicas (MATTSBY-BALTZER et al.,, 1989; BYERS, 2006, KOCH; PASSMAN;
RABENSTEINS, 2015).

Os fluidos de corte sédo constituidos de 6leo, pois estes possuem alto poder
lubrificante, podendo assim reduzir a geracdo de calor devido ao atrito entre
ferramenta-peca e cavaco-ferramenta e assegurar um melhor acabamento superficial a
peca. Desse modo, séo utilizados dois principais tipos de fluido de corte: os Oleos
integrais e 0s 6leos emulsionaveis (1 a 20% de 6leo). A escolha do fluido de corte a ser
utilizado depende de fatores como: material da peca, condicbes de usinagem, material
da ferramenta e operacgdes de usinagem (DINIZ; MARCONDES; COPPINI, 1999).

Em 2009, cerca de 39 milhdes de toneladas de lubrificantes foram utilizadas
em maquinas-ferramentas ao redor do planeta, e a estimativa de crescimento até 2019
e de 1,2 % (PUSAVEC; KRAJNIK; KOPAC, 2010). Deste montante, € estimado que
85% seja composto por 6leo a base de petrdleo (6leo mineral). No entanto, os 6leos
minerais representam uma ameaca ao ambiente quando descartados por sua inerente



A\ Xlll Congresso Nacional de

&) MEIO AMBIENTE

i;:/ de Pocos de Caldas

www.meioambientepocos.com.br
XIIl CONGRESSO NACIONAL DE MEIO AMBIENTE DE POGOS DE CALDAS
21,22 E 23 DE SETEMBRO DE 2016

toxicidade e baixa biodegradabilidade (PUSAVEC; KRAJNIK; KOPAC, 2010;
WICHMANN, et al. 2013; CHETAN; GHOSH; RAO, 2015).

A complexidade da composicdo dos efluentes gerados na industria de
usinagem criam dificuldades para o seu tratamento. Geralmente estes efluentes s&o
tratados por processos fisico-quimicos, por isso estudos alternativos utilizando
microrganismos sdo desejaveis, pois podem contribuir para o aumento da eficiéncia do
tratamento do efluente (QUEISSADA; SILVA; PAIVA, 2011).

Desse modo, um método interessante para tratamento de efluente por
microrganismos é a bioaumentacdo, que € um sistema de tratamento biolégico que visa
a utilizacdo de microrganismos autéctones do proprio efluente para o tratamento de
efluentes. Para o0 sucesso do tratamento por bioaumentacdo sdo necessarias duas
caracteristicas fundamentais: os microrganismos serem capazes de degradar os
componentes quimicos do efluente e serem capazes de sobreviver e se desenvolver no
efluente. Sendo que uma das vantagens de isolar os microrganismos autéctones do
fluido de corte é a selecdo de espécies que sobrevivam na existéncia de biocidas do
fluido de corte, pois nao serdo inativados no tratamento (VAN DER GAST,;
THOMPSON, 2004).

Diante disso, o objetivo do trabalho foi isolar e selecionar bactérias autdctones
de fluido de corte a base de 6leo mineral e verificar a capacidade de degradar o 6leo
mineral, com o propdsito futuro de utilizar esses microrganismos no tratamento
bioldgico deste fluido.

Material e Métodos

Para a execucao deste trabalho as bactérias foram isoladas do fluido de corte a base
de 6leo mineral utilizado em uma maquina ferramenta ROMI D-600 Standard com
reservatério de capacidade de armazenamento de 300 L. Foram realizadas 6 coletas
de fluido de corte no periodo de dois meses de uso da maquina.

Para o isolamento das bactérias presente no fluido de corte, utilizou-se o meio de
cultivo Plate Count Agar - PCA (Merk) incubadas por 24 h a 37°C. Apds o crescimento
das colbnias, estas foram isoladas pela técnica de esgotamento em placas de Petri
com o mesmo tipo de meio de cultura. Em cada coleta foram isoladas as colbnias que
possuiam caracteristicas diferentes.

Apds a obtencdo das colbnias isoladas, estas foram submetidas a testes
morfotintoriais para identificacdo da coloracdo de Gram e morfologia dos
microrganismos.

Os microrganismos isolados foram submetidos ao teste de capacidade de
degradacgéao de hidrocarbonetos proposto por Hanson et al (1993, com modificagcbes). A
metodologia consiste em inocular o microrganismo de interesse em meio Bushnel Haas
(BH) composto por 1g/L de KH,PO,4, 1g/L de K,;HPO,4, 1g/L de NH4sNO3, 0,2 g/L de
MgS0,.7H,0, 0,05 g/L de FeCl; e 0,02g/L de CaCl,.2H,0O com adicdo de solucédo de
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2,6-diclorofenol-indofenol (DCPIP) em concentracdo 1 g/L juntamente com uma fonte
de carbono (nesta pesquisa - 6leo mineral utilizado para formulacéo do fluido de corte).

Para realizacéo do teste, o inéculo foi padronizado comparando com a turbidez
do padrdo 0,5 da escala McFarland (aproximadamente 1,5x10® UFC/mL) (Miranda et
al. 2007). Os testes foram realizados em placas de acrilico (tipo ELISA — Enzyme
Linked Immuno Sorbent) com 96 pocos previamente esterilizados, onde o volume final
utilizado foi de 150 L (8 pL de solucdo de microrganismos padronizado, 138,6 uL de
meio BH, 1,4 uL de DCPIP e 2 uL da fonte de carbono). A degradacao do 6leo foi
analisada por meio da mudanca de coloracdo de azul para incolor. O DCPIP é um
composto quimico que altera a coloracdo de azul escuro para transparente quando
reduzido. Desse modo, ao incorporar o DCPIP ao meio de cultura é possivel avaliar a
capacidade dos microrganismos em utilizar o hidrocarboneto como substrato pela
observacdo da mudanca de cor (Bidoia et al., 2010).

Foram feitos dois controles negativos sendo um com 8 pL de &gua estéril,
138,6 uL de meio BH, 1,4 uL de DCPIP e 2 uL da fonte de carbono (Controle 1, com o
objetivo de avaliar a esterilidade do 6leo) e outro com 10 pL de agua estéril, 138,6 uL
de meio BH, 1,4 uL de DCPIP (Controle 2, para confirmar a esterilidade do meio de
cultivo). O teste foi realizado em triplicata. As placas foram incubadas a 36+1°C por um
periodo de 5 dias, sendo realizada uma leitura por dia.

Na Figura 1 é possivel observar a leitura do resultado visual para a degradacéo
do 6leo mineral.

Tempo de andlise Controle 1 | Controle 2 Isolado 1 Isolado 2

\a

Antes de incubar ‘ (‘f r--! M‘ "( }( ;‘q‘ ﬂj& 1}\ ,‘\ '))

Depois de incubar ( f f’ - e ;: ' ,.",.' ;

Flgura 1. Resultado V|sual do teste de degrada(;ao de Oleo mlneral Na coluna
“Controle 1”observa-se que nao houve alteragdo da coloragao”- confirmando a
esterilidade do meio; “Controle 2”observa-se que ndo houve alteracédo da coloracao —
confirmando a esterilidade do 6leo; “Isolado 1"ndo houve a mudanca da coloragéo —
significando que o isolado néo é capaz de degradar o 6leo mineral em 24 horas;
“Isolado 2’houve mudanga na coloragéo - significando que o isolado é capaz de
degradar o 6leo mineral em 24 horas.

Resultados e Discusséo
Nas 6 coletas realizadas foram isoladas 35 colonias de bactérias. Sendo que
19 (54%) foram Gram positivas e 16 (46%) Gram negativas. Foram encontrados
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morfologias do tipo: bacilos (51%), diplobacilo (14%), cocos (11%), estafilococos (11%),
diplococos (6%) e estreptobacilo (6%).

No trabalho realizado por Piubeli et al (2008) foram isoladas de fluido de corte a
base de 6leo mineral, bactérias com caracteristicas de cocos Gram positivos e bacilos
Gram negativo. Segundo Queissada (2009), bactérias como Pseudomonas (Gram
negativa — bacilo), Bacillus (Gram negativa — bacilo), Acinetobacter (Gram
positiva/Gram variavel — bacilo), Achromobacter (Gram negativa — cocobacilo),
Mycococcus (Gram positiva — cocos), Flavobacterium (Gram negativa — bacilo) e
Geobacillus (Gram positiva — bacilo) sdo comumente encontrados em ambientes como
o fluido de corte.

Na figura 1 é possivel observar o resultado do teste de capacidade de
degradacdo do 6leo mineral ap6s 5 dias de incubacdo. Observa-se que a maioria nao
foi capaz de degradar o 6leo mineral (69%) em 5 dias de analise, o que pode
representar que estes estdo utilizando outro composto existente no fluido de corte
como fonte de carbono. Onze isolados foram capazes de degradar o 6leo, sendo que
3% degradou em 1 dia, 6% degradou em 2 e 3 dias e 17% em 5 dias.

Quantidadede isolados

Degradou o dleo em 5 dias
Degradou o dleo em 4 dias
Degradou o dleo em 3 dias
Degradou o dleo em 2 dias

Degradou o aleo em 1 dia

Mdo foi capaz de degradar o dleo

mineral em 5 dias 24

a 5 10 15 20 25 30

Figura 2. Quantidade de isolados que ndo foram capazes de degradar o 6leo mineral e
gue foram capazes de degradar em 1,2,3,4 e 5 dias de incubacéo.

Bakalova et al. (2007) também avaliaram a potencialidade dos microrganismos
de degradarem o fluido de corte, onde 15 isolados de fluido de corte foram avaliados
guanto a capacidade de degradar hidrocarbonetos, sendo que 10 foram capazes de
degradar o composto em questdo. Enquanto Rabeinstein et al. (2009), verificou que os
microrganismos isolados do fluido de corte a base de 0leo mineral ndo foram capazes
de utilizar o 6leo mineral como uma Unica fonte de carbono. Segundo Martins (2008), o
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o0leo mineral é de dificil degradacdo, ressaltando a importancia de obter
microrganismos que sejam capazes de degradar o 6leo.

No quadro 1 verifica-se as caracteristicas morfotintoriais dos isolados que
foram capazes de degradar o 6leo mineral.

Dias necessarios para
Isolado degradar o 6leo Coloracéo de Gram Morfologia
mineral

B1 1 + Bacilo
B2 2 + Cocos
B3 2 + Diplobacilo
B4 3 - Bacilo
B5 3 - Diplobacilo
B6 5 - Bacilo
B7 5 - Bacilo
B8 5 - Diplobacilo
B9 5 - Estafilococos
B10 5 + Cocos
B11l 5 + Estreptobacilo

Quadro 1. Caracteristicas morfotintoriais dos isolados que foram capazes de
degradar o 6leo mineral.

Com os isolados obtidos neste trabalho, pretende-se realizar testes de
tratamento biolégico do fluido de corte, pois estas bactérias autéctones sdo mais
vantajosas do que outras bactérias por estarem adaptadas ao efluente. Este fato foi
relatado no trabalho de Queissada, Silva e Paiva (2011) onde o0s microrganismos
autoctones do efluente de industria de metal-mecanica se apresentaram mais eficientes
na remocdo de Oleo e graxas, com 62% de eficiéncia, do que o padrao Aspergillus
niger.

Segundo Pop et al (2008), a biodegradabilidade dos 6leos minerais € inferior a
30%, desta forma, destaca-se a importancia de obtencdo de microrganismos capazes
de degradar o 6leo em questdo, contribuindo assim no seu tratamento.

Conclusdes
Sendo o Oleo mineral um composto recalcitrante, € importante encontrar
alternativas para auxiliar na sua degradacdo. Desse modo, as bactérias isoladas no
presente trabalho podem auxiliar no tratamento biologico do fluido de corte a base de
6leo mineral. Dos isolados analisados verificou-se que 11 sdo capazes de degradar o
0leo mineral.
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