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impactos na saude ocupacional, o estudo posiciona o projeto de formulagdes
industriais como estratégia preventiva para mitigagdo de riscos biologicos em
ambientes metalmecanicos. 1) Cientifica e técnica: o trabalho estabelece uma relagéo
estrutura—atividade (SAR) para alcanolaminas por meio da integracdo entre
espectroscopia FT-Raman e avaliacdo microbiolégica quantitativa. Essa abordagem
permite identificar caracteristicas estruturais associadas a estabilidade microbioldgica
das formulagdes, fornecendo base cientifica para a seleg¢ao racional de componentes
em fluidos de corte. 2) Social: o desenvolvimento de formulagdes com maior
estabilidade microbiolégica pode reduzir a exposigdo ocupacional a bioaerossois e
endotoxinas presentes em fluidos contaminados, contribuindo para a diminui¢cao de
dermatites ocupacionais e doencgas respiratérias, incluindo pneumonite por
hipersensibilidade. A reducdo dessas enfermidades também pode favorecer a
sustentabilidade econémica dos sistemas publicos de saude ao diminuir afastamentos
laborais e demandas assistenciais relacionadas a doencgas respiratorias ocupacionais.
3) Tecnolégica e econbmica: a pesquisa introduz parametros técnicos para o
desenvolvimento de fluidos sintéticos de corte mais estaveis e menos dependentes
de biocidas potencialmente téxicos, ampliando a vida util operacional das formulacdes
e reduzindo custos associados a contaminagao microbiolégica, descarte de fluidos e
interrupgdes produtivas. 4) Educacional e cultural: o estudo fortalece a formagao
interdisciplinar em Engenharia Biomédica ao integrar quimica de formulagdes,
microbiologia aplicada e saude ocupacional, contribuindo para consolidar a
biosseguranca industrial como componente estratégico da engenharia de processos.
5) Internacionalizagédo e insergdo local: a adogédo de protocolos reconhecidos
internacionalmente favorece a reprodutibilidade dos dados, a comparagdo com a
literatura e a projegao cientifica do estudo, ao mesmo tempo em que amplia seu
potencial de aplicagdo na industria regional e nacional. 6) Desenvolvimento

sustentavel: de forma integrada, a pesquisa promove inovagao tecnolégica aplicada,
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melhoria das condi¢cbées de trabalho e racionalizacdo do uso de insumos quimicos,
articulando saude ocupacional, eficiéncia produtiva e sustentabilidade ambiental na

engenharia de fluidos industriais.
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(Climate Action). By investigating formulation engineering in the development of
synthetic cutting fluids and their relationship with occupational health impacts, this
study positions industrial formulation design as a preventive strategy for mitigating
biological risks in metalworking environments. 1) Scientific and technical: The study
establishes a structure—activity relationship (SAR) for alkanolamines through the
integration of FT-Raman spectroscopy and quantitative microbiological evaluation.
This approach allows the identification of structural characteristics associated with the
microbiological stability of formulations, providing a scientific basis for the rational
selection of components in metalworking fluids. 2) Social: The development of
formulations with greater microbiological stability may reduce occupational exposure
to bioaerosols and endotoxins present in contaminated fluids, contributing to the
reduction of occupational dermatitis and respiratory diseases associated with exposure
to cutting fluids, including hypersensitivity pneumonitis. The reduction of these
conditions may also support the economic sustainability of public healthcare systems
by decreasing work absenteeism and healthcare demand related to occupational
respiratory diseases. 3) Technological and economic: This research introduces
technical parameters that may guide the development of synthetic cutting fluids with
greater microbiological stability and reduced dependence on potentially toxic biocides,
extending operational fluid life and reducing costs associated with microbial
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national industries. 6) Sustainable development: Overall, the research promotes
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applied technological innovation, improvement of working conditions, and rational use
of chemical inputs, integrating occupational health, industrial efficiency, and

environmental sustainability within the engineering of industrial fluids.



RESUMO

Fluidos de corte (FC) misciveis em agua favorecem a proliferagdo microbiana e a
formagao de biofilmes, comprometendo a estabilidade do fluido e aumentando riscos
a saude ocupacional. O controle convencional baseia-se em biocidas toxicos,
motivando a busca por alternativas baseadas em propriedades intrinsecas da
formulacédo. Este trabalho avaliou a relagao estrutura—atividade de alcanolaminas em
fluidos de corte, investigando a influéncia de caracteristicas moleculares na atividade
microbiolégica e na formacao de biofilmes. Foram realizados ensaios in vitro com
AMP, (2-amino-2-metilpropan-1-ol), DGA (2-(2-aminoetoxi)etanol), MIPA (2-
aminopropan-1-ol) e FS (mistura comercial), utilizando espectroscopia FT-Raman,
ensaio de resazurina e contagem de Unidades Formadoras de Colbnia (UFC). As
concentragdes inibitérias minimas variaram entre 2 e 4 mg-L™" e as bactericidas entre
2 e 8 mg-L™". AMP e FS apresentaram maior atividade frente a Escherichia coli,
enquanto MIPA foi mais ativa frente a Staphylococcus aureus. Em biofilme misto, AMP
e FS apresentaram melhor desempenho global, MIPA efeito intermediario e DGA
menor atividade. Observou-se tendéncia de melhor desempenho para moléculas mais
ramificadas e menos hidratadas, dependente do microrganismo e do contexto
experimental. A integracdo entre caracterizagao estrutural e avaliagdo microbiolégica
evidenciou que propriedades moleculares modulam o comportamento biolégico das
alcanolaminas. Os resultados indicam que a aplicacdo de principios de relagao
estrutura—atividade na engenharia de formulacéo € uma estratégia promissora para o
desenvolvimento de fluidos de corte com maior biorresisténcia intrinseca, reduzindo a
dependéncia de biocidas e contribuindo para a seguranga ocupacional e a
sustentabilidade industrial.

Palavras-chave: alcanolaminas; atividade antimicrobiana; biofilmes; fluidos de corte;
saude ocupacional.



ABSTRACT

Water-miscible metalworking fluids (MWFs) are prone to microbial proliferation and
biofilm formation, compromising fluid stability and increasing occupational health risks.
Conventional control relies on toxic biocides, driving the search for safer alternatives
based on intrinsic formulation properties. This study evaluated the structure—activity
relationship (SAR) of alkanolamines in MWFs, investigating how molecular features
influence antimicrobial activity and biofilm formation. In vitro assays were conducted
using 2-amino-2-methylpropan-1-ol (AMP), 2-(2-aminoethoxy)ethanol (DGA), 2-
aminopropan-1-ol (MIPA), and a commercial alkanolamine-based mixture (FS),
combining FT-Raman spectroscopy, resazurin metabolic assay, and colony-forming
unit (CFU) counting. Minimum inhibitory concentrations ranged from 2 to 4 mg-L™,
while bactericidal concentrations ranged from 2 to 8 mg-L™". AMP and FS showed the
highest activity against Escherichia coli, whereas MIPA was more effective against
Staphylococcus aureus. In mixed-species biofiims, AMP and FS exhibited the best
overall performance, MIPA showed intermediate effects, and DGA presented the
lowest activity. A general trend indicated improved antimicrobial performance for more
sterically hindered and less hydrated molecules, although dependent on microbial
species and experimental context. The integration of FT-Raman structural
characterization with microbiological data demonstrated that molecular properties
modulate the biological behavior of alkanolamines. These findings support the
application of SAR principles in formulation engineering as a promising strategy to
enhance intrinsic bioresistance in MWFs, reducing reliance on conventional biocides
and contributing to improved occupational safety and industrial sustainability.

Keywords: alkanolamines; antimicrobial activity; biofilms; cutting fluids; occupational
health.
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1 INTRODUGAO

Os fluidos de usinagem, também conhecidos como fluidos de corte (FC), sdo
indispensaveis na industria metalmecanica, desempenhando fungdes cruciais como
refrigeracao, lubrificacdo, remogédo de cavacos e protegdo anticorrosiva de pecgas e
ferramentas de corte 3. No entanto, a utilizacdo desses fluidos envolve desafios
complexos, especialmente no que tange a saude ocupacional dos trabalhadores e a
sustentabilidade ambiental dos processos industriais. A exposigdo ocupacional aos
FC é uma preocupacio global, associada a uma série de problemas de saude *.
Durante as operagdes de usinagem, a geragcado de aerossois, névoas e vapores
contendo componentes do fluido e contaminantes biolégicos representam um risco
consideravel. A inalagdo desses aerossoéis pode desencadear diversas doencas
respiratdrias, como asma ocupacional, bronquite cronica e, de forma mais grave, a
pneumonite por hipersensibilidade (PH), popularmente conhecida como "pulmao de
mecanico" °. Além disso, o contato dérmico direto e prolongado com os FC é uma
causa comum de dermatites, tanto irritativas quanto alérgicas, que afetam
significativamente a qualidade de vida dos trabalhadores, havendo ainda estudos
epidemiologicos que sugerem um potencial aumento no risco de certos tipos de
cancer em individuos cronicamente expostos °.

Um fator agravante e muitas vezes subestimado nesse contexto € a
contaminagao microbioldgica dos fluidos de usinagem aquosos. A composicao rica
em nutrientes, associada as condi¢bes operacionais, cria um ambiente altamente
favoravel a proliferagdo de diversos microrganismos, incluindo Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, espécies de Pseudomonas, Mycobacterium immunogenum
e fungos 7> 8. Essa contaminagdo ndo apenas compromete as propriedades fisico-
quimicas do fluido, reduzindo sua eficacia e vida util, mas também eleva
substancialmente os riscos a saude, uma vez que microrganismos e seus subprodutos
metabdlicos, como endotoxinas bacterianas e micotoxinas fungicas, podem ser
liberados nos aerossdis, intensificando respostas inflamatorias e alérgicas 810,
Particularmente insidiosa € a formacao de biofilmes microbianos nas superficies
internas dos sistemas (tanques e tubulagdes), que sdo comunidades estruturadas em
uma matriz polimérica extracelular (EPS) que conferem aos microrganismos uma

resisténcia aumentada a biocidas e ao estresse ambiental ''-14. Esses biofilmes atuam
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como reservatorios continuos de contaminagao, agravando a degradagao do fluido,
causando biocorrosao de equipamentos e aumentando a exposi¢ao dos trabalhadores
a bioaerossois patogénicos % 16,

Habitualmente, para mitigar tais riscos, a industria tem recorrido ao uso
extensivo de biocidas para controlar o crescimento microbiano. Porém, muitos desses
compostos, especialmente os liberadores de formaldeido (como as triazinas), sao
classificados como carcinogenos humanos e conhecidos por serem irritantes e
sensibilizantes 17 18, A citotoxicidade desses agentes representa um risco direto a
saude do operador, o que reforga a urgéncia por alternativas mais seguras '%2°, Diante
deste cenario, as alcanolaminas (aminoalcoois) emergem como uma classe de
compostos de particular interesse estratégico. Embora ja sejam amplamente
empregadas como inibidores de corrosao e ajustadores de pH, evidéncias crescentes
sugerem que algumas alcanolaminas possuem propriedades antimicrobianas
intrinsecas e potencial para inibir a formacgéao de biofilmes 2223, A exploragdo dessas
propriedades pode oferecer um caminho para a formulagdo de fluidos com maior
biorresisténcia, minimizando a dependéncia de biocidas toxicos e o0s riscos
ocupacionais. Este trabalho se justifica pela necessidade de preencher lacunas na
literatura sobre a agao anti-biofilme de alcanolaminas, utilizando cepas de relevancia
clinica e industrial (E. coli e S. aureus) e integrando a caracterizagdo molecular por
espectroscopia FT-Raman. A motivagao reside na busca por processos industriais
mais sustentaveis e seguros, alinhando a eficiéncia tecnoldgica a protecédo da saude
do trabalhador e a responsabilidade ambiental, conforme preconizado pelos Objetivos

de Desenvolvimento Sustentavel da ONU.

1.1 Objetivo geral

Analisar a relacdo estrutura-atividade de diferentes alcanolaminas no
desenvolvimento de fluidos de corte, avaliando como suas caracteristicas moleculares
influenciam a atividade microbiolégica, a formacédo de biofiimes e os potenciais

impactos associados a saude ocupacional dos operadores.
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1.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar estruturalmente, por espectroscopia FT-Raman, as alcanolaminas
selecionadas — 2-amino-2-metil-1-propanol (AMP), 2-(2-aminoetoxi)etanol (DGA),
2-aminopropan-1-ol (MIPA) — e a mistura comercial Corrguard FS® (FS), visando
a analise da relagao estrutura-atividade.

e Formular amostras de fluido de corte (FC) sintético soluvel em agua, garantindo
estabilidade quimica das formulacbes e variando exclusivamente o tipo de
alcanolamina empregada.

e Caracterizar, via espectroscopia FT-Raman, as formulagdes concentradas de
fluido de corte sintético para identificar possiveis interagdes moleculares entre os
constituintes da matriz.

e Avaliar comparativamente a atividade antimicrobiana das alcanolaminas
(isoladas e incorporadas as formulagdes) frente a cepas de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus em estado planctonico, determinando a Concentragéo
Inibitéria Minima (CIM) e a Concentragao Bactericida Minima (CBM).

e Avaliar a capacidade das alcanolaminas selecionadas em inibir a formagéo de
biofilmes mistos de Escherichia coli e Staphylococcus aureus em superficies,
correlacionando os resultados as caracteristicas estruturais das moléculas.

o Estabelecer a correlagdo final entre as caracteristicas estruturais das
alcanolaminas, sua atividade microbiolégica e os potenciais impactos na saude
ocupacional, visando o desenvolvimento de fluidos de corte mais seguros e

bioresistentes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

s

A contaminagdo microbiolégica € problema persistente e oneroso para a
industria metalmecanica, impactando a estabilidade, o desempenho e a segurancga
dos fluidos de usinagem 32. A suscetibilidade a contaminagéo varia conforme o tipo de
fluido, sendo os sistemas aquosos os mais vulneraveis 21724, Microrganismos,
incluindo bactérias e fungos, encontram nos fluidos de corte (FC) ambiente rico em
nutrientes essenciais (carbono, nitrogénio, fésforo), agua e temperaturas favoraveis

(20-45 °C), favorecendo proliferagéo e formagao de biofilmes 22437,

2.1 Fluidos de Corte e sua Aplicagao Industrial

Os FC sdo empregados para aprimorar desempenho técnico, qualidade do produto
final e eficiéncia operacional. Atuam na interface entre ferramenta, pega usinada e
cavaco, fornecendo lubrificagdo e refrigeracdo durante a remog¢ao de material. Essa
atuacao contribui para redugdo de atrito, controle térmico na zona de corte,
estabilidade dimensional e melhor acabamento superficial das pegas.

Os FC sao classificados em duas categorias principais conforme sua solubilidade
em agua 343, Fluidos integrais (ndo sollveis em agua), também denominados 6leos
puros, sao formulados a partir de éleos basicos de origem mineral, vegetal ou sintética,
sem adig&o de agua 2336 A auséncia de fase aquosa proporciona elevada capacidade
lubrificante e menor suscetibilidade a contaminagao bacteriana, pois a agua é requisito
essencial para crescimento microbiano. Mesmo assim, Oleos integrais ndo sao
totalmente imunes a contaminagéao. Introdugao inadvertida de agua ou condensagéao
favorece o crescimento de fungos e leveduras. Alguns microrganismos metabolizam
componentes organicos do 6leo, formando subprodutos acidos que degradam o fluido
e aceleram corros3o e desgaste de equipamentos 3237, Ja os Fluidos sollveis em agua
subdividem-se em Emulsdes (Oleos Sollveis), Fluidos Semissintéticos
(Microemulsodes) e Fluidos Sintéticos.

As Emulsdes constituem a classe mais utilizada na industria metalmecéanica,
especialmente em operagdes de severidade leve a moderada, devido a relagao custo-
beneficio, boa lubrificagdo e familiaridade operacional. Formam emulsdes 6leo-em-

agua leitosas, contendo 6leo mineral (30—-85% no concentrado), agua, emulsificantes,
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inibidores de corrosdo, agentes de lubricidade e biocidas 233¢. As concentragdes de
uso geralmente variam de 3% a 10% de concentrado em agua.

Do ponto de vista microbioldgico, sdo os mais suscetiveis a contaminagéo entre
os fluidos aquosos 3236, A fase aquosa sustenta crescimento microbiano, enquanto
componentes orgéanicos fornecem carbono e energia. Espécies aerdbias, como
Pseudomonas, e anaerdbias, como bactérias redutoras de sulfato, sao
frequentemente detectadas. A atividade microbiana pode quebrar a emulsao, reduzir
o pH, gerar odores desagradaveis e causar corrosdao de componentes metalicos, além
de promover biofilmes persistentes resistentes a biocidas 2432

As Microemulsdes formam categoria intermediaria entre emulsdes e fluidos
sintéticos. Contém menor fracdo de 6leo mineral (5-30%) combinada com
componentes sintéticos, como polimeros, ésteres e aditivos especificos 23. Quando
diluidos, formam microemulsées translicidas ou semitransparentes.

Apesar do menor teor de 6leo, permanecem suscetiveis a contaminacao 32. A
presencga de agua e diversidade de componentes fornece substratos adequados ao
desenvolvimento microbiano, podendo alterar a composicdo das comunidades
predominantes, mas n3o elimina o risco de deterioragdo bioldgica 3.

Ja os Fluidos Sintéticos sdo totalmente isentos de 6leo mineral, constituidos
por solugcdes aquosas de polimeros sintéticos, sais inorganicos, inibidores de corroséo
e outros aditivos 23. Apos diluigdo, formam solugbes transparentes, associadas a
auséncia de fase oleosa dispersa, aumentando estabilidade operacional e reduzindo
formagao de névoa. S&o geralmente os menos suscetiveis a contaminagédo, devido a
auséncia de 6leo e menor biodegradabilidade de componentes. Ainda assim, podem
ser colonizados por microrganismos capazes de metabolizar aditivos sintéticos ou
introduzidos do ambiente. Biofilmes podem ocorrer, embora a composi¢gao microbiana
difira de emulsdes a base de dleo 2432,

De modo geral, a suscetibilidade a contaminacgéao é caracteristica intrinseca de
fluidos misciveis em &gua, variando conforme composicdo. Oleos integrais
apresentam menor risco, emulsdes minerais sdo mais vulneraveis, semissintéticos e
sintéticos oferecem resisténcia intermediaria. Compreender essas diferencas é
essencial para estratégias eficazes de monitoramento e controle, prolongando vida

atil, otimizando desempenho e protegendo trabalhadores e meio ambiente 3438
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A composicdo dos FC influencia diretamente propriedades triboldgicas,
térmicas, quimicas e microbioldgicas ?2. Os fluidos combinam uma base liquida
oleosa, aquosa ou mista com aditivos selecionados para conferir funcionalidades
especificas 1223, Nos integrais, a base é predominantemente oleosa; nos sollveis e
sintéticos, a fase aquosa atua como meio continuo, responsavel principalmente pela
remocao de calor. A selecao e equilibrio adequado dos aditivos determinam eficiéncia,
durabilidade e segurancga do fluido 3°4°. As principais classes de aditivos empregados
nessas formulagées, bem como suas respectivas fungées e mecanismos de atuagao,
estdo detalhadas na Tabela 1.

Apesar dos beneficios tecnolégicos associados a sua aplicagdo, o uso
prolongado de fluidos de corte em ambientes industriais impde desafios de natureza
técnica, operacional, ocupacional e ambiental. Nos sistemas soluveis em agua, a
elevada atividade de agua combinada a presenga de compostos organicos
biodegradaveis favorece a proliferagdo de bactérias, fungos e leveduras capazes de
metabolizar constituintes da formulagdo 2244'. A deterioragdo microbioldgica
resultante pode desencadear alteragbes significativas nas propriedades fisico-
quimicas do fluido, incluindo variacées de pH, degradacao de emulsdes, formagao de
odores desagradaveis e redugdo da capacidade lubrificante, além de intensificar
Processos corrosivos em pecas e equipamentos 244142,

Paralelamente, a degradagédo quimica progressiva constitui fator adicional de
instabilidade 242. Reagdes de oxidagdo da fase oleosa, decomposi¢do de aditivos
funcionais e acumulo de contaminantes, tais como particulas metalicas, cavacos e
Oleos estranhos (tramp oils), alteram o equilibrio do sistema coloidal, comprometendo
sua performance e exigindo monitoramento continuo. Intervencdes corretivas, como
filtracdo, ajustes de concentracdo, reposi¢ao de aditivos ou substituicdo integral do
fluido, tornam-se frequentemente necessarias, impactando custos operacionais e a
previsibilidade do processo produtivo 2236,

Sob a perspectiva da saude ocupacional, a degradagdo microbiolégica e
quimica dos fluidos assume relevancia ainda maior 2'2. A exposig¢éo prolongada a
névoas, aerossois e ao contato dérmico com fluidos contaminados ou degradados
esta associada a irritacdes cutaneas, disturbios respiratérios e outras manifestacoes

adversas, evidenciando a interface entre desempenho tecnoldgico e risco biomédico
2,12,43
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Adicionalmente, aspectos ambientais relacionados ao tratamento e descarte de

fluidos exauridos tém adquirido crescente importancia regulatéria e econbémica. A

complexidade composicional desses sistemas, frequentemente contendo misturas de

hidrocarbonetos, aditivos nitrogenados e metabdlitos microbianos, impde desafios ao

gerenciamento de residuos e ao atendimento de normas ambientais. Nesse contexto,

intensifica-se a busca por formulagdes mais estaveis, menos dependentes de agentes

biocidas de elevada toxicidade e capazes de manter desempenho técnico ao longo de

ciclos operacionais prolongados %43.

Tabela 1: Principais classes de aditivos utilizados em fluidos de corte e suas fungdes.

(continua...)
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Tabela 1: Principais classes de aditivos utilizados em fluidos de corte e suas

funcodes.
(concluséo)
Classe de Fungao Mecanismo de Beneficios ao
aditivo principal atuacao processo
Estabilidade Retarde.lm r?agoes Re’du.(;ao da degradagéao
- . de oxidagcdo da quimica e
Antioxidantes quimica da .
formulacio fase oleosa e dos prolongamento da vida
¢ aditivos Gtil do fluido 12223:39
Melhoria da circulagao,
Reduzem a . .. .
Controle da . eficiéncia de
. ~ estabilidade das . ~
Antiespumantes formacdo de refrigeracao e
bolhas de ar no . .
espuma estabilidade operacional

fluido 1,22,23,40

2.2 Contaminagao Microbiolégica em Fluidos de Corte

A contaminagao microbiolégica em fluidos de corte constitui um dos fatores
mais criticos associados ao uso prolongado desses sistemas em ambientes
industriais. Em formulagdes soluveis em agua, a elevada atividade de agua, aliada a
presenga de compostos orgéanicos biodegradaveis, estabelece um ambiente propicio
ao desenvolvimento de comunidades microbianas estruturalmente complexas e
metabolicamente versateis. Esse processo ocorre de forma progressiva ao longo do
tempo de operacéo e é influenciado por variaveis intrinsecas a formulagdo, como
composigao quimica, concentragao de aditivos e estabilidade do sistema, e por fatores
operacionais, incluindo temperatura, aeragdo, carga organica e praticas de
monitoramento e manutengao 244445,

A dinamica de contaminagao nao se restringe a simples multiplicagao celular,
mas envolve processos ecoldgicos de adaptagao, selecdo e reorganizacéo
comunitaria, que podem culminar na formacao de populagdes altamente tolerantes as
condigdes fisico-quimicas do fluido e as intervengdes corretivas 244673,

As comunidades microbianas detectadas em fluidos de corte sé&o
predominantemente compostas por bactérias Gram-negativas aerdbias, reconhecidas
por sua elevada plasticidade metabdlica. Destacam-se espécies do género
Pseudomonas e membros da familia Enterobacteriaceae, incluindo Escherichia,

Klebsiella e Enterobacter, capazes de utilizar diferentes constituintes organicos do
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fluido como fontes de carbono e nitrogénio, inclusive emulsificantes, alcanolaminas e
contaminantes orgéanicos incorporados durante o processo de usinagem 44:46-48,

Bactérias Gram-positivas também sao relatadas, ainda que em menor
proporcao, incluindo espécies de Staphylococcus e Mycobacterium. Estas ultimas
merecem atencao particular devido a sua associagdo com ambientes industriais
automotivos e ao potencial envolvimento em quadros respiratérios ocupacionais,
especialmente quando presentes em aerossois gerados durante a usinagem 4649,

Além dos microrganismos aerobios, populagdes anaerdbias facultativas e
estritas podem se estabelecer em microambientes com baixa disponibilidade de
oxigénio, como regides de acumulo de cavacos, depdsitos sedimentares e trechos
internos de tubulagdes. Nesse contexto, destacam-se bactérias redutoras de sulfato,
cuja atividade metabdlica resulta na produgao de sulfeto de hidrogénio, contribuindo
para odores caracteristicos, corrosao microbiologicamente influenciada e degradagéao
do sistema %021,

Estudos de monitoramento ao longo do tempo indicam que a colonizagao
microbiana segue padrado de sucessao ecoldgica, no qual populagdes inicialmente
dominantes sao progressivamente substituidas por microrganismos mais adaptados
as condi¢des especificas do sistema. Kapoor et al. (2024) demonstraram que, apos
meses de operagao continua, as densidades microbianas podem ultrapassar 102
UFC/mL, refletindo sele¢ao adaptativa de comunidades mais tolerantes a variacoes
de pH, disponibilidade de nutrientes e presenca de biocidas #4.

Esse crescimento microbiano depende da interagao entre fatores intrinsecos a
formulacéo e variaveis operacionais do sistema. A agua constitui requisito essencial
ao metabolismo celular, enquanto d6leos, emulsificantes, alcanolaminas e outros
aditivos funcionais podem atuar como substratos passiveis de biodegradacao.
Temperaturas moderadas, tipicamente entre 20 e 40 °C, pH préximo a neutralidade e
aeracao intermitente durante as operagdes de usinagem favorecem adicionalmente a
multiplicagdo microbiana 444537

Aspectos operacionais desempenham papel determinante na evolugcdo da
contaminagao. Reposicao inadequada do fluido, acimulo de cavacos, deficiéncia na
higienizacdo de reservatérios e uso prolongado sem monitoramento microbioldgico
sistematico intensificam a carga biologica do sistema. A redugdo gradual da

concentragdo de aditivos funcionais, associada a sua degradagdo quimica ou
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consumo metabdlico, contribui para perda progressiva do controle microbioldgico e
para o estabelecimento de populagdes mais resistentes 3748,

Esse conjunto de condigdes favorece ndo apenas o crescimento de
microrganismos na forma livre em suspensao (plancténica), mas também a transi¢cao
para formas de organizagdo mais complexas, como biofilmes aderidos a superficies
internas do sistema.

Como consequéncia da proliferagcdo microbiana em fluidos de corte, surgem
impactos relevantes tanto no desempenho técnico quanto na saude ocupacional. Do
ponto de vista funcional, a atividade metabdlica bacteriana e fungica promove
degradagao da emulsdo por meio da agéo de enzimas hidroliticas, como lipases e
esterases, além da formacgao de acidos organicos que contribuem para acidificagéo
do meio. Observa-se ainda consumo seletivo de aditivos, incluindo alcanolaminas e
inibidores de corrosao, resultando em instabilidade do sistema, aumento da corroséo
de componentes metalicos e redugdo da vida util do fluido 44453748 No caso das
alcanolaminas, esse comportamento reflete sua natureza multifuncional, podendo
atuar como agentes antimicrobianos ou como substrato microbiano, dependendo da
estrutura e das condi¢gdes do sistema. Essa dualidade reforca a importancia da
selecdo molecular, uma vez que a estrutura quimica influencia o equilibrio entre
resisténcia microbioldgica e suscetibilidade a biodegradacgéao.

Sob a perspectiva ocupacional, a contaminag&o microbiologica esta associada
a liberagao de microrganismos viaveis, endotoxinas bacterianas e metabdlitos volateis
na forma de aerossois gerados durante a usinagem. Estudos indicam que particulas
aerosolizadas contendo bactérias Gram-negativas e lipopolissacarideos podem atingir
concentragdes superiores a valores de referéncia recomendados, particularmente em
sistemas abertos ou com ventilagdo insuficiente 4752, Essa exposi¢do tem sido
relacionada a dermatites de contato, irritacdes respiratorias, asma ocupacional e
processos inflamatorios cronicos 934649,

Assim, a contaminagdo microbioldgica transcende a dimensdo técnica,

configurando problema integrado de desempenho industrial e risco biomédico.
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2.3 Biofilmes Microbianos em Sistemas Industriais

Biofilmes microbianos consistem em estruturas organizadas formadas por
comunidades de microrganismos aderidas a superficies solidas e envoltas por uma
matriz extracelular polimérica composta predominantemente por polissacarideos,
proteinas e acidos nucleicos extracelulares. Em sistemas industriais, incluindo
aqueles que utilizam fluidos de corte, a formacdo de biofiimes representa um
mecanismo adaptativo altamente eficiente, permitindo a persisténcia microbiana em
ambientes submetidos a variagbes fisico-quimicas, forgas hidrodinamicas e
aplicagbes periodicas de agentes antimicrobianos %57,

Diferentemente do crescimento plancténico, a organizagcdo em biofilme
promove alteragdes fenotipicas coletivas que ampliam a tolerdncia ao estresse
ambiental e quimico. Assim, a presenca de biofiimes em sistemas de fluidos de corte
nao deve ser interpretada apenas como consequéncia da contaminacdo, mas como
estratégia ecologica estruturada que sustenta a estabilidade da comunidade
microbiana ao longo do tempo operacional.

A formacao de biofilmes ocorre de maneira progressiva e pode ser descrita em
etapas sequenciais. Inicialmente, células em estado plancténico aderem de forma
reversivel as superficies do sistema, como reservatorios, tubulacées e componentes
internos das maquinas °. Essa adesdo primaria € influenciada por fatores como
rugosidade e energia superficial do substrato, composi¢ao quimica do fluido, presenca
de macromoléculas condicionantes e regime hidrodinadmico >’. Em seguida, ocorre a
adeséo irreversivel, acompanhada pela sintese e secregao da matriz extracelular, que
consolida a fixagao celular e possibilita a formagdo de microcolénias 5773, A etapa de
maturagao caracteriza-se pela organizagao tridimensional da estrutura, formagao de
gradientes de nutrientes e oxigénio e estabelecimento de heterogeneidade metabdlica
interna %3253, Por fim, processos de dispersdo promovem a liberacdo periodica de
células viaveis para o meio liquido, contribuindo para a recontaminacao continua do
fluido 5,32,53,73_

Em sistemas industriais reais, os biofilmes raramente sdo monoespécies.
Biofilmes mistos, compostos por bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, sao
frequentemente observados e apresentam maior complexidade estrutural, metabdlica

e adaptativa. A coexisténcia de diferentes microrganismos possibilita interagdes
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cooperativas e competitivas, incluindo compartiihamento de metabdlitos, modulacao
do microambiente local, protecdo cruzada frente a agentes antimicrobianos e maior
plasticidade frente a variagbes ambientais 5'.

Nesse contexto, Escherichia coli e Staphylococcus aureus constituem modelos
experimentais representativos para o estudo de biofilmes mistos. E. coli, bactéria
Gram-negativa com metabolismo versatil e elevada capacidade de adaptagdo a
ambientes aquosos, pode atuar como colonizadora inicial e produtora de
componentes estruturais da matriz extracelular. S. aureus, bactéria Gram-positiva
associada a maior tolerancia relativa a estresses ambientais, contribui para
consolidagao estrutural do biofilme e para o aumento da resisténcia coletiva da
comunidade 37:46:53.54,

A utilizacdo dessas espécies em estudos controlados permite investigar
interagdes entre microrganismos com fisiologias distintas, simulando de maneira mais
realista os processos de colonizacdo observados em sistemas industriais de fluidos
de corte. Além disso, ambas apresentam relevancia ocupacional documentada,
estando associadas a exposicdo a aerossois contaminados e a manifestagdes
dermatoldgicas e respiratorias em ambientes de usinagem 5346,

Um dos principais desafios associados aos biofilmes € o aumento substancial
da tolerancia a agentes antimicrobianos. Microrganismos organizados em biofiimes
podem apresentar niveis de resisténcia dezenas ou centenas de vezes superiores aos
observados em células plancténicas da mesma espécie. Esse fendmeno decorre de
multiplos mecanismos complementares, incluindo limitagdo da difusdo de biocidas
através da matriz extracelular, presenga de subpopulagdes metabolicamente menos
ativas (células persistentes) e expressao diferencial de genes relacionados a resposta
ao estresse e a sobrevivéncia celular 5057,

Em biofilmes mistos, essa tolerancia tende a ser ainda mais pronunciada, uma
vez que a heterogeneidade fisioldgica e genética da comunidade favorece respostas
adaptativas coletivas. Como consequéncia, estratégias baseadas exclusivamente na
adicdo periodica de biocidas podem apresentar eficacia transitéria, contribuindo
inadvertidamente para sele¢ao de populagdes mais tolerantes e manutengao cronica

da contaminagéo °'.
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Esse cenario evidencia que o controle microbioldgico em sistemas industriais
exige abordagem integrada, contemplando n&o apenas a eliminagao de células livres,
mas também a prevencao da adesao e da maturagao de biofilmes.

Além disso, presenga de biofiimes em sistemas de fluidos de corte exerce
impactos diretos sobre a estabilidade fisico-quimica e microbiologica do fluido. A
atividade metabdlica continua das comunidades aderidas promove degradacao de
componentes organicos, consumo seletivo de aditivos funcionais, incluindo
alcanolaminas e inibidores de corrosao, e liberagdo de metabdlitos capazes de alterar
o pH e comprometer a estabilidade da emulséo.

Adicionalmente, a liberagao periédica de células a partir da estrutura do biofilme
mantém elevadas as contagens microbianas no fluido circulante, mesmo apos
intervengdes corretivas, dificultando a recuperacgéo plena do sistema °.

Do ponto de vista operacional, biofilmes estdo associados a corrosao
microbiologicamente influenciada, ao entupimento de linhas e filtros, a reducéo da
eficiéncia térmica e a diminuicdo da vida util tanto do fluido quanto dos equipamentos.
Tais efeitos reforcam a necessidade de estratégias preventivas que considerem
simultaneamente o controle do crescimento planctbénico e a inibicdo da adesao
microbiana e da formacao de biofilmes, especialmente em sistemas de operacao

continua e uso prolongado.

2.4 Saude Ocupacional Relacionada ao uso de Fluidos de Corte

A utilizacao de fluidos de corte em processos de usinagem esta intrinsecamente
associada a exposicao ocupacional dos trabalhadores, tanto por via dérmica quanto
respiratéria, especialmente em sistemas que empregam formulagbes misciveis em
agua. A natureza multifatorial dessa exposicdo decorre da combinagdo entre
componentes quimicos da formulagdo, contaminagdo microbiolégica progressiva e
condi¢gdes operacionais especificas do ambiente industrial. A figura 1 ilustra o

mecanismo de exposi¢ao ocupacional.
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Figura 1 — Principais vias de exposi¢ao ocupacional associadas ao uso de fluidos de corte
contaminados

Bioaerossois carregados de
Endotoxinas (LPS) e

Respiratorio:

Dérmico:

Pneumonite por .
] o B R Dermatites de
Hipersensibilidade (“pulmao de
. . contato e
mecanico”). Asma Ocubacional.

Fonte: elaborado pela autora com auxilio de inteligéncia artificial (BioRender Al).

A exposicao cutanea ocorre principalmente durante a manipulacado de pecas e
ferramentas, por respingos gerados durante a operagao ou pelo contato com
superficies e equipamentos contaminados, sendo frequentemente intensificada pela
auséncia ou uso inadequado de equipamentos de protegdo individual %°. Embora a
pele constitua barreira bioldgica essencial, sua permeabilidade a determinados
componentes quimicos presentes nos fluidos de corte permite a penetragdo de
substancias irritantes e sensibilizantes, podendo desencadear processos
inflamatorios locais, reacbes alérgicas e, em situagcbes mais severas, efeitos
sistémicos decorrentes da absorgéo percutanea 6.

A exposicao respiratoria, por sua vez, resulta predominantemente da inalagao
de névoas e aerossois formados durante a usinagem, em fungdo da atomizacéo do
fluido decorrente das altas velocidades de corte e da interacdo dinamica entre fluido,
ferramenta e peca. Esses aerossois podem conter fragcdes liquidas e sélidas do fluido,
microrganismos viaveis e metabdlitos microbianos, permanecendo suspensos no ar
por periodos suficientes para alcancar as vias respiratorias inferiores 465357 A
magnitude da exposicao depende de fatores como tipo de fluido empregado, grau de
contaminagao microbiolégica, tempo de uso do sistema, configuracdo das maquinas
e eficiéncia dos sistemas de ventilagdo e exaust&o 5758,

A contaminagao microbioldgica atua como fator de amplificacdo dos riscos
ocupacionais associados aos fluidos de corte. Sistemas aquosos oferecem condicoes
particularmente favoraveis ao crescimento microbiano devido a presenca simultanea

de agua, nutrientes organicos e temperaturas moderadas. Diversos microrganismos
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potencialmente patogénicos sao frequentemente isolados de fluidos contaminados,
incluindo Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Klebsiella pneumoniae %°°%. A presenga desses agentes, associada a liberagdo de
metabdlitos biologicamente ativos, como endotoxinas bacterianas e micotoxinas
fungicas, intensifica quadros dermatoldgicos e pode favorecer infecgbes cutaneas
oportunistas, sobretudo em areas previamente lesionadas %61,

As doencas dermatolégicas representam os agravos ocupacionais mais
frequentemente relatados nesse contexto, destacando-se as dermatites de contato
irritativas e alérgicas 2. As manifestagbes clinicas variam de eritema leve e prurido
até fissuras, vesiculas e ulceracdbes em casos cronicos, podendo resultar em
afastamentos prolongados e impacto socioecondmico significativo 3. A integridade da
barreira cutanea é frequentemente comprometida pela remoc¢ao dos lipidios naturais
da pele, promovida por O6leos, emulsificantes e surfactantes presentes nas
formulagoes 4.

No ambito respiratorio, a exposi¢ao repetida a aerossois contaminados tem
sido associada ao desenvolvimento de asma ocupacional, bronquite cronica, sintomas
respiratérios inespecificos e pneumonite por hipersensibilidade, condigdo inflamatdria
pulmonar potencialmente grave que pode evoluir para fibrose e comprometimento
funcional irreversivel 5. Endotoxinas derivadas de bactérias Gram-negativas
constituem potentes indutores de resposta inflamatéria nas vias aéreas, estando
relacionadas ao desencadeamento de sintomas asmaticos e inflamacéao persistente
em trabalhadores expostos 6. Micobactérias ndo tuberculosas, um grupo de bactérias
ambientais oportunistas capazes de sobreviver em sistemas aquosos industriais,
como Mycobacterium immunogenum e Mycobacterium abscessus, s&o reconhecidas
como agentes etioldgicos relevantes de pneumonite por hipersensibilidade em
ambientes industriais que utilizam fluidos de corte contaminados 7.

Estudos em ambientes industriais demonstram concentragdes mensuraveis de
endotoxinas na fragao inalavel de aerossois gerados durante a usinagem, com valores
que podem exceder referéncias recomendadas para exposi¢cdo ocupacional,
particularmente em sistemas com elevada carga microbiologica 47. A resposta imune
mediada por imunoglobulina G especifica tem sido proposta como biomarcador de
exposicado cumulativa a microrganismos presentes em fluidos de corte, sendo

observada elevada prevaléncia de anticorpos contra bactérias como Escherichia coli
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e Pseudomonas spp. em trabalhadores expostos 4. Adicionalmente, a fracdo exalada
de 6xido nitrico tem sido investigada como marcador ndo invasivo de inflamacao das
vias aéreas, apresentando potencial como ferramenta complementar de
monitoramento, embora sua aplicagdo especifica em ambientes de usinagem ainda
seja considerada exploratoria 2254,

A formagdo de Dbiofilmes agrava significativamente esse cenario.
Microrganismos organizados em biofilmes apresentam maior resisténcia a agdo de
biocidas %653 e as condigbes adversas do sistema, funcionando como reservatérios
persistentes de contaminagdo 72473, A liberagdo continua de células viaveis e
endotoxinas para o fluido em circulagéo contribui para manutencéo crénica da carga
biolégica e para a exposicdo recorrente dos trabalhadores a bioaerossois
potencialmente patogénicos 846, A limitagdo da eficacia de métodos convencionais de
controle microbiolégico °® reforca a necessidade de abordagens que considerem
simultaneamente a estabilidade quimica da formulacdo e sua interacdo com
processos ecologicos microbianos.

Diante desse panorama, o controle microbiolégico dos fluidos de corte
configura elemento central na protecdo da saude ocupacional. Medidas preventivas
como monitoramento microbiolégico sistematico, manutengdo adequada das
propriedades fisico-quimicas do fluido, enclausuramento de maquinas, utilizagao de
sistemas eficientes de exaustio local e uso apropriado de equipamentos de proteg¢ao
individual sdo estratégias fundamentais para mitigagédo dos riscos 12135758,
Paralelamente, o desenvolvimento de alternativas menos dependentes de biocidas de
elevada toxicidade e com potencial intrinseco de modulagdo microbiolégica assume
elevada relevancia cientifica e tecnologica. Nesse contexto, as alcanolaminas,
tradicionalmente empregadas como reguladores de pH e estabilizantes de
formulacdo, sdo investigadas neste trabalho sob uma perspectiva inovadora, sendo
tratadas nao apenas como aditivos funcionais, mas como variaveis estruturais
capazes de modular o comportamento microbiologico do sistema 2778, A avaliagdo
experimental estabelece uma relagcdo estrutura—atividade aplicada, evidenciando o
papel dessas moléculas na engenharia de formulagcdes mais estaveis e associadas a

reducao do risco ocupacional.
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2.5 Estratégias de Controle Microbiano em Fluidos de Corte

O controle microbiolégico em fluidos de corte constitui requisito essencial para
a manutencéao da estabilidade fisico-quimica do sistema, preservag¢ao do desempenho
tribologico e térmico e mitigagdo dos riscos ocupacionais associados a exposi¢céo a
aerossois contaminados. Tradicionalmente, esse controle é realizado por meio da
aplicacao de biocidas quimicos, cuja finalidade é inibir o crescimento ou promover a
eliminagdo de microrganismos durante o ciclo de vida do fluido 53,

Na industria metalomecanica, diferentes classes de biocidas sdo amplamente
empregadas, incluindo liberadores de formaldeido, isotiazolinonas, triazinas e
compostos de amonio quaternario. A escolha desses agentes baseia-se em critérios
como amplo espectro antimicrobiano, compatibilidade com a formulagéao, estabilidade
quimica, custo e conformidade com requisitos regulatérios vigentes %71, Em
condigdes ideais, tais compostos promovem reducéo significativa da carga microbiana
plancténica e retardam a deterioracdo microbioldgica inicial do sistema.

Entretanto, o uso extensivo e recorrente de biocidas convencionais esta
associado a limitagbes técnicas, sanitarias e ambientais relevantes. Do ponto de vista
toxicolégico, diversos desses compostos apresentam potencial irritante, sensibilizante
e, em alguns casos, efeitos sistémicos adversos, incluindo suspeita ou classificacao
de carcinogenicidade para determinadas substancias, configurando risco ocupacional
direto para trabalhadores expostos 7071,

Sob a perspectiva microbiolégica, a aplicagdo repetida de biocidas exerce
pressdo seletiva sobre as comunidades presentes no fluido, favorecendo a
sobrevivéncia e eventual predominancia de populagdes mais tolerantes. Esse
processo adaptativo pode comprometer progressivamente a eficacia do controle,
exigindo concentragdes mais elevadas ou a alternancia entre diferentes agentes
quimicos, com impacto adicional sobre custo, toxicidade e sustentabilidade do sistema
37,45,72_

Outra limitacdo critica refere-se a acao predominantemente direcionada a
microrganismos em fase plancténica. Embora a adigdo periddica de biocidas reduza
temporariamente a carga microbiana livre no fluido, a rapida recuperagdo das
contagens apds o tratamento indica a persisténcia de nichos protegidos no interior do

sistema. Conforme ilustrado na Figura 2, bactérias planctonicas podem aderir as



34

superficies do sistema, originando microcol6nias que evoluem para biofilmes maduros
protegidos por matriz polimérica extracelular (EPS), o que aumenta significativamente
a resisténcia a agentes quimicos e forcas mecanicas. Biofimes estabelecidos em
superficies internas de reservatorios, tubulagbes e componentes das maquinas
passam a atuar como reservatorios persistentes de microrganismos, conferindo
protecéo fisica e fisioldgica frente a agdo dos biocidas e permitindo recontaminagao

continua do fluido circulante 4473,

Figura 2 — Etapas de formagao do biofilme bacteriano e protegéo conferida pela matriz
polimérica extracelular.
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ataques quimicos e biocidas centenas de vezes

Fonte: elaborado pela autora com auxilio de inteligéncia artificial (BioRender Al).

Dessa forma, o controle microbioldgico torna-se essencialmente reativo, com
eficacia limitada na prevengao de processos de deterioragdo a médio e longo prazo.
Adicionalmente, o contexto regulatério e ambiental impde restrigdes crescentes ao uso
de determinados biocidas. A presenca de compostos toxicos nos fluidos exauridos
exige tratamento especializado antes do descarte, aumentando custos operacionais e
complexidade de gestdo de residuos. Potenciais impactos ecotoxicologicos e
exigéncias normativas mais rigorosas reforcam a necessidade de alternativas
tecnolégicas que conciliem eficacia microbiolégica, segurangca ocupacional e
sustentabilidade ambiental 6977,

Diante dessas limitagdes, torna-se evidente que estratégias baseadas

exclusivamente na aplicagéo periddica de biocidas nao sao suficientes para assegurar
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controle microbioldgico duradouro em sistemas de uso prolongado. Abordagens
complementares, que considerem a contribuicdo dos préprios constituintes da
formulacdo na modulagdo do crescimento microbiano, emergem como alternativas
promissoras. O emprego de aditivos com atividade bacteriostatica ou potencial
antibiofilme intrinseco pode contribuir para reduzir a dependéncia de agentes
altamente toxicos, promovendo estabilidade microbiolégica mais continua e integrada
a engenharia de formulagdo do fluido 374572,

Nesse contexto, a investigagdo de compostos com menor toxicidade relativa e
potencial de interferéncia estrutural em processos microbianos, como determinadas
alcanolaminas amplamente utilizadas como reguladores de pH e estabilizantes de
formulac&o, adquire relevancia cientifica e tecnolégica. A compreensdo de como
caracteristicas moleculares especificas dessas estruturas influenciam a atividade
antimicrobiana e a formagao de biofimes pode fornecer base cientifica para
estratégias de controle microbiolégico mais racionais, integradas ao desenho quimico
das formulagbes e alinhadas a reducao do risco ocupacional e a sustentabilidade

industrial.

2.6 Alcanolaminas em Fluidos De Corte

As alcanolaminas, também denominadas aminoalcoois, constituem uma classe
de compostos organicos caracterizados pela presenga simultdnea de grupos
funcionais amino (—NH,, —NHR ou —-NR;) e hidroxila (—OH) em sua estrutura
molecular, conforme ilustrado na Figura 3. Essa configuragao estrutural confere
elevada solubilidade em agua, carater basico moderado e significativa versatilidade
quimica, propriedades que fundamentam sua ampla aplicagdo em diferentes setores
industriais, incluindo cosmeéticos, produtos de higiene, processos de captura de gases
acidos e, de forma particularmente relevante, na engenharia de formulagao de fluidos

de corte sollveis em agua 26:°,
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Figura 3 - Estrutura quimica das alcanolaminas.
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Do ponto de vista estrutural, as alcanolaminas podem ser classificadas como
primarias, secundarias ou terciarias, conforme o grau de substituicdo do atomo de
nitrogénio. Essa distingdo exerce influéncia direta sobre propriedades fisico-quimicas
fundamentais, tais como pKa, polaridade, carater hidrofilico—hidrofébico, volatilidade
e impedimento estérico. Tais parametros impactam tanto o desempenho técnico do
fluido quanto seu comportamento em sistemas aquosos complexos, nos quais
coexistem emulsificantes, fase oleosa, ions dissolvidos, particulas metalicas e
subprodutos de degradagéo %974,

A variagao do grau de substituicdo do nitrogénio esta associada a alteragbes
na basicidade aparente da molécula. De modo geral, observa-se redugao progressiva
da basicidade com o aumento da substituicdo, fenébmeno atribuido a efeitos estéricos
e a estabilizagao diferencial da forma protonada por interagdes intramoleculares
envolvendo grupos hidroxila. Essas interagdes influenciam a distribuigédo eletrénica da
molécula, a disponibilidade do par de elétrons nao ligantes do nitrogénio e,
consequentemente, sua capacidade de protonagdo em meio aquoso ©°.

No contexto da engenharia de formulacao de fluidos de corte, as alcanolaminas
desempenham multiplas fungdes técnicas de elevada relevancia. Sua principal
contribuicao esta associada ao controle e tamponamento do pH, mantendo o sistema
em faixa alcalina compativel com a estabilidade da emulsdo e com a protecao
anticorrosiva de superficies metalicas. Além disso, atuam na neutralizacdo de acidos
organicos formados durante o uso, na complexagao de ions metalicos dissolvidos e
na adsor¢cao sobre superficies metalicas, favorecendo a formacdo de filmes
protetores. Também contribuem para a estabilidade de emulsdes 6leo em agua por
meio da modulagdo das propriedades interfaciais e da interacdo com surfactantes

presentes na formulagdo 747576, Essas fungdes decorrem diretamente de suas
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caracteristicas estruturais e justificam sua ampla adogdo em formulagées comerciais
de fluidos de corte.

Entre as alcanolaminas mais empregadas nesse contexto encontram-se a 2-
aminoetan-1-ol (Monoetanolamina), 2,2'-iminodietanol (Dietanolamina), 2,2'2"-
nitrilotrietanol  (Trietanolamina),  2-amino-2-metilpropan-1-ol (AMP),  2-(2-
aminoetoxi)etan-1-ol (diglicolamina, DGA) e 1-amino-2-propanol (MIPA), além de
misturas comerciais desenvolvidas para atender a requisitos especificos de
desempenho, compatibilidade e custo 2. Embora, em termos comparativos, essas
substancias apresentem perfil toxicoldégico geralmente mais favoravel do que muitos
biocidas convencionais, seu potencial irritante, especialmente em exposi¢coes
prolongadas ou em concentragdes elevadas, permanece relevante sob a perspectiva
da saude ocupacional, exigindo selegdo criteriosa e controle adequado nas
formulagdes industriais 1727,

Em sistemas aquosos complexos, o comportamento das alcanolaminas é
dindmico e depende da composicao do fluido, das condi¢cdes operacionais, como
temperatura, aeragéo e carga microbiana, e da interagdo com outros aditivos 182732,
Sua elevada solubilidade e carater basico favorecem a manutencao do pH em faixa
alcalina, condi¢ao tradicionalmente associada a inibicdo parcial do crescimento
microbiano '8. Entretanto, essas mesmas caracteristicas podem torna-las suscetiveis
a transformagdes quimicas e bioldgicas ao longo do tempo, incluindo processos de
degradagao ou metabolizagdo por microrganismos adaptados ao ambiente do fluido
27,32

Essa dualidade, atuacdo como agentes estabilizadores da formulagao e,
simultaneamente, possiveis substratos ou moduladores do crescimento microbiano,
confere as alcanolaminas papel central na dindmica microbiolégica dos fluidos de
corte 2732, A compreensdo aprofundada da relagdo entre estrutura molecular,
propriedades fisico-quimicas e interagdo com comunidades microbianas constitui,
portanto, constitui etapa fundamental para a engenharia de formulagao de fluidos de

corte mais estaveis, seguros e ambientalmente responsaveis 27327478,
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2.7 Atividade Microbiologica de Alacanolaminas

Evidéncias experimentais indicam que determinadas alcanolaminas
apresentam atividade antimicrobiana intrinseca, predominantemente bacteriostatica
e, em condi¢des especificas, bactericida moderada em sistemas controlados. Os
mecanismos propostos envolvem multiplas vias de interagdo celular 28782 incluindo
desestabilizacdo da membrana citoplasmatica, alteragdo da permeabilidade,
perturbacdo do equilibrio osmético, quelagdo de ions metalicos essenciais e
interferéncia em rotas metabdlicas criticas 77~7°. A natureza anfifilica de algumas
alcanolaminas favorece a interagdo com estruturas lipidicas de membrana,
promovendo alteragdes na integridade e funcionalidade celular. Esses efeitos tém sido
observados frente a diferentes espécies bacterianas e fungicas, sugerindo papel
relevante na modulagdo da carga microbiana em fluidos de corte, ainda que com
intensidade variavel 7.

Estudos recentes demonstram que formulagdes contendo alcanolaminas, como
trietanolamina e monoetanolamina, associadas a outros componentes funcionais,
podem apresentar resisténcia bioldgica intrinseca mesmo na auséncia de biocidas
convencionais. Resultados reportados por Abri e Sadeghi indicam que combinagdes
especificas de alcanolaminas com acidos graxos e compostos borados contribuem
para maior estabilidade do fluido, reforcando a hipétese de um papel direto ou indireto
dessas moléculas na inibicdo do crescimento microbiano ?7. Nesses sistemas, a
interagcdo sinérgica entre componentes pode potencializar efeitos antimicrobianos por
mecanismos combinados de alteragdo de pH, modificagdo da interface 6leo—agua e
impacto sobre a integridade celular microbiana .

No que se refere aos microrganismos em fase plancténica, as alcanolaminas
tendem a demonstrar maior eficacia antimicrobiana em concentragdes relativamente
elevadas. Tal condigdo, entretanto, nem sempre é compativel com os requisitos
técnicos, toxicolégicos ou econdmicos das formulagdes industriais. Além disso, a
resposta microbiana apresenta forte dependéncia da espécie envolvida, do estado
fisiolégico das células e das condicdes ambientais, como disponibilidade de
nutrientes, oxigenagao e presencga de contaminantes, fatores que contribuem para a

variabilidade dos resultados descritos na literatura 78.7°,
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A influéncia das alcanolaminas na formacgao, estrutura e manutencdo de
biofilmes constitui aspecto ainda insuficientemente elucidado. Evidéncias
experimentais sugerem que essas moléculas podem interferir nas etapas iniciais de
adesao celular as superficies e na organizagao da matriz extracelular polimérica, fases
criticas do desenvolvimento de biofilmes 7. Alteragdes no pH local, na disponibilidade
de ions metalicos e na interacdo com componentes da matriz podem modificar a
arquitetura do biofilme e sua estabilidade. Contudo, em sistemas industriais reais,
observa-se frequentemente a persisténcia de biofiimes mesmo na presenga de
alcanolaminas, indicando que sua atividade antibiofiime é limitada, dependente de
concentragdo ou modulada por fatores adicionais, como estrutura molecular
especifica, tempo de exposicdo e adaptagcao microbiana.

Paradoxalmente, diversos estudos relatam que alcanolaminas estruturalmente
mais simples podem ser progressivamente metabolizadas por comunidades
microbianas adaptadas, atuando como fontes de carbono e nitrogénio em sistemas
aquosos de longa duracdo 5380 A etanolamina e seus derivados estdo associados a
rotas metabdlicas amplamente distribuidas entre bactérias, envolvendo sistemas
enzimaticos especificos para assimilacao nitrogenada, o que explica sua redugao
gradual em fluidos de corte contaminados 8. Esse fendmeno evidencia que o
comportamento microbiolégico das alcanolaminas ndo € exclusivamente determinado
por sua atividade intrinseca, mas resulta da interacdo dinamica entre estrutura
quimica, concentragcdo, disponibilidade metabdlica e composicdo da comunidade
microbiana presente.

Apesar da ampla utilizagdo dessas substancias em formulagcdes comerciais,
sua selecdo permanece predominantemente baseada em critérios empiricos, tais
como custo, odor, volatilidade, compatibilidade fisico-quimica e desempenho
anticorrosivo, com limitada consideracdo sistematica de seus impactos
microbiolégicos 4. A escassez de estudos comparativos que correlacionem de
maneira estruturada parametros moleculares, como grau de substituigdo do
nitrogénio, impedimento estérico e distribuicdo eletrbnica, com atividade
antimicrobiana e comportamento frente a formacdo de biofilmes configura lacuna
relevante na literatura. Tal lacuna assume particular importancia no contexto da busca
por estratégias de controle microbiano mais seguras, sustentaveis e integradas ao

desenho quimico das formulagdes de fluidos de corte 72.
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Nesse cenario, torna-se evidente a necessidade de abordagens que explorem
de forma sistematica a relagao entre estrutura molecular e atividade microbioldgica
das alcanolaminas, permitindo a sele¢do racional de compostos que conciliem

desempenho técnico, estabilidade microbiolégica e menor risco ocupacional.

2.8 Relagao Estrutura-Atividade Aplicada a Alcanolaminas

A relagado estrutura—atividade, conhecida pela sigla SAR (Structure—Activity
Relationship), constitui uma abordagem conceitual amplamente empregada na
quimica medicinal, na toxicologia na engenharia de formulagdo e na engenharia de
materiais para investigar como atributos estruturais especificos de moléculas quimicas
influenciam seu comportamento bioldégico, fisico-quimico ou toxicoldgico.
Fundamenta-se no principio de que pequenas variagbes na arquitetura molecular,
incluindo substituigdes funcionais, grau de ramificagdo, distribuicdo eletrénica e
impedimento estérico, podem resultar em modificagdes significativas na interacao da
molécula com sistemas bioldgicos. No caso de compostos nitrogenados, como as
alcanolaminas, a literatura demonstra que propriedades como basicidade, polaridade,
capacidade de formacgao de ligagdes de hidrogénio e grau de substituicdo do atomo
de nitrogénio desempenham papel determinante nas interagbes com células
microbianas e com o meio aquoso circundante 683, A estrutura geral das
alcanolaminas, caracterizada pela presencga simultanea de grupos amina e hidroxila
em uma mesma molécula, encontra-se ilustrada na Figura 3.

Diferentemente de abordagens quantitativas, como QSAR (Quantitative
Structure—Activity Relationship), que requerem extensas bases de dados
experimentais e modelagem estatistica multivariada para geracdao de modelos
preditivos, a metodologia SAR permite estabelecer correlagées qualitativas ou semi-
quantitativas entre atributos moleculares e respostas observadas. Tal abordagem
mostra-se particularmente adequada para sistemas industriais complexos, nos quais
a atividade bioldgica resulta da interagao simultdnea entre a molécula de interesse, a
fase aquosa, ions metalicos dissolvidos, superficies metdlicas e comunidades
microbianas heterogéneas, como ocorre em fluidos de corte misciveis em agua 4.

Nesse contexto, a variabilidade inerente ao sistema dificulta a aplicacdo direta de
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modelos quantitativos robustos, tornando a analise estrutural comparativa um
instrumento metodoldgico consistente e racional.

No caso especifico das alcanolaminas, diversos parametros estruturais podem
ser considerados relevantes para a atividade microbioldgica observada. O numero e
a posigao de grupos hidroxila influenciam a polaridade global da molécula, sua
capacidade de solvatagcédo e o estabelecimento de redes de ligagbes de hidrogénio
com o meio. O grau de substituicdo do nitrogénio, amina primaria, secundaria ou
terciaria, afeta a basicidade, a disponibilidade do par de elétrons nao ligantes e o
impedimento estérico ao redor do centro reativo. A presenca de ramificagdes na
cadeia carbbnica modifica tanto a hidrofobicidade relativa quanto o volume molecular,
podendo alterar a interagdo com membranas celulares e com componentes da matriz
extracelular de biofilmes. Adicionalmente, a distribuicao eletrbnica ao redor do atomo
de nitrogénio influencia a capacidade de protonagéao e, consequentemente, o impacto
local sobre o pH e sobre sistemas enzimaticos dependentes de equilibrio acido—base
15,16,57

Esses fatores estruturais ndo apenas modulam a afinidade da molécula por
estruturas celulares, como também podem interferir em mecanismos regulatérios
microbianos, incluindo processos de comunicagdo quimica. O quorum sensing, por
exemplo, constitui um sistema de regulagcdo génica dependente da densidade
populacional, no qual microrganismos produzem e detectam moléculas sinalizadoras
que coordenam coletivamente a expressao de genes associados a formacgédo de
biofilmes, produgdo de metabdlitos secundarios e fatores de viruléncia. Evidéncias
experimentais indicam que compostos nitrogenados com determinadas
caracteristicas estruturais podem interferir nesses sistemas de sinalizagéo, seja por
interacdo direta com moléculas sinalizadoras, seja por alteragdo das condigdes
fisicoquimicas do meio 7. Em fluidos de corte, tal interferéncia pode contribuir para a
modulacdo da estabilidade de comunidades microbianas persistentes, mesmo na
auséncia de efeito bactericida pronunciado.

A aplicacao do conceito de SAR ao desenvolvimento de formulagdes de fluidos
de corte permite, portanto, transcender a selecdo empirica tradicional de aditivos,
orientando a escolha de alcanolaminas com maior potencial de controle microbiolégico
e menor impacto toxicolégico. Essa perspectiva € particularmente relevante sob o

ponto de vista da saude ocupacional, uma vez que determinadas alcanolaminas estao
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associadas a efeitos adversos documentados, como irritacdo cutanea e respiratoria,
sensibilizacao e formacéao de subprodutos potencialmente indesejaveis. Tais aspectos
fundamentam a existéncia de diretrizes e limites de exposi¢cdo ocupacional
estabelecidos por organismos reguladores internacionais, reforcando a necessidade
de critérios técnicos mais refinados na selegido desses compostos 2527,

Cumpre destacar que o presente trabalho ndo se propde a construgcado de
modelos QSAR quantitativos ou preditivos. A estratégia metodolégica adotada
consiste na implementacédo de uma abordagem SAR exploratéria, baseada na analise
comparativa de estruturas moleculares, assinaturas espectroscopicas experimentais
e resultados microbiolégicos obtidos em condigdes controladas. Essa delimitagdo de
escopo permite identificar tendéncias estruturais relevantes e estabelecer hipoteses
mecanisticas fundamentadas, que poderdao subsidiar, em estudos futuros, o
desenvolvimento de modelos QSAR estatisticamente robustos e de maior capacidade
preditiva.

Dessa forma, a aplicacdo sistematica do conceito de relacdo estrutura—
atividade as alcanolaminas empregadas em fluidos de corte representa etapa
fundamental para a construgdo de critérios racionais de engenharia de formulagao,
alinhados a estabilidade microbioldgica, a seguranga ocupacional e a sustentabilidade

tecnologica.

2.9 Caracterizagao Molecular por Espectroscopia FT-Raman

A espectroscopia FT-Raman é uma técnica vibracional baseada no
espalhamento inelastico da radiagdo monocromatica incidente (efeito Raman). Nesse
processo, a interagao da radiagdo com a nuvem eletrénica molecular gera variagdes
de energia associadas a modos vibracionais especificos, permitindo a obtencéo de
informacdes estruturais detalhadas. Diferentemente da espectroscopia no
infravermelho, cuja atividade depende de variagbes no momento dipolar, a técnica
Raman baseia-se em variacbes na polarizabilidade eletrbnica, o que confere
vantagens para a analise de sistemas aquosos, nos quais a interferéncia espectral da
agua é significativamente reduzida 448182,

No contexto da caracterizagdo de alcanolaminas, a espectroscopia FT-Raman

mostra-se particularmente adequada para distinguir classes estruturais de aminas e
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identificar variagdes sutis relacionadas ao grau de substituicdo do nitrogénio, a
presenga € ao numero de grupos hidroxila e a intensidade de interagbes
intermoleculares, especialmente ligagcbes de hidrogénio. Modos vibracionais
associados a estiramentos C-N, C-O, deformagbdes angulares de grupos CH e
vibragdes relacionadas a rede de ligacdes de hidrogénio podem fornecer informagdes
relevantes sobre conformacdo molecular e ambiente quimico. Tais dados sao
essenciais para compreender o comportamento dessas moléculas em solugao
aquosa, condigao diretamente relacionada a sua aplicagdo em fluidos de corte
soltveis 83-85,

Em formulagdes de fluidos de corte, o emprego do FT-Raman possibilita a
analise de alcanolaminas em condi¢cbes proximas as reais de uso industrial,
minimizando a necessidade de preparo extensivo das amostras ou remoc¢ao da fase
aquosa. A técnica permite a obtencdo de espectros caracteristicos, frequentemente
descritos como fingerprints vibracionais, particularmente na regido de 100 a 1500
cm™, na qual se concentram modos associados a estrutura da cadeia carbdnica e aos
grupos funcionais nitrogenados e hidroxilados. Alteragdes nessa regiao podem refletir
mudangas estruturais decorrentes de variagdes conformacionais, interacdes
intermoleculares ou complexagcao com ions metalicos, fatores que potencialmente
influenciam propriedades fisico-quimicas e interagdes microbioldgicas no sistema 8%,

Além de sua aplicacdo como ferramenta de caracterizagdo estrutural, a
espectroscopia FT-Raman apresenta potencial para contribuir de maneira
complementar a estudos de relagao estrutura—atividade. Embora ainda seja limitada
a literatura que integre diretamente dados vibracionais experimentais a parametros de
atividade antimicrobiana, revisdes recentes indicam que modos vibracionais estdo
intrinsecamente relacionados a propriedades moleculares fundamentais, como rigidez
estrutural, forga de ligagao, distribuicdo eletrbnica e capacidade de polarizagéo,
atributos que podem influenciar a interagdo com membranas celulares e sistemas
enzimaticos microbianos 6.

No presente trabalho, a espectroscopia FT-Raman ndo é empregada com o
objetivo de estabelecer correlagdes quantitativas diretas entre bandas espectrais
especificas e parametros de inibicdo microbiana. A proposta metodolégica consiste
em utilizar a técnica como ferramenta de suporte experimental para identificar

diferengas estruturais entre alcanolaminas amplamente utilizadas em fluidos de corte
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e avaliar se tais diferencas sdo coerentes com tendéncias observadas nos ensaios
microbioldgicos conduzidos em condigdes controladas. Essa abordagem exploratoria
mostra-se particularmente pertinente em sistemas complexos, nos quais descritores
computacionais isolados podem nao refletiradequadamente a conformagao molecular
efetiva em solugdo, nem as interagdes dinamicas com o meio.

A analise da literatura evidencia, adicionalmente, a auséncia de estudos que
integrem de forma sistematica espectroscopia FT-Raman, caracterizagéo estrutural
comparativa e dados microbiolégicos quantitativos aplicados a alcanolaminas em
fluidos de corte. Nao foram identificados trabalhos que utilizem descritores
vibracionais experimentais como suporte a analise SAR nesse contexto especifico,
tampouco investigagdes que explorem possiveis alteragcbes espectroscopicas
associadas ao envelhecimento do fluido, a interacdo com ions metalicos ou a dindmica
microbioldgica do sistema 6.

Essa lacuna reforga a relevancia da presente abordagem, que propde a
utilizacao integrada de dados espectroscdpicos e microbiolégicos como etapa inicial
para a construcdo de critérios racionais de selecdo de alcanolaminas, alinhados a
estabilidade estrutural, ao controle microbiano e a segurancga ocupacional em fluidos

de corte.
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3 METODOLOGIA

O presente estudo foi conduzido no Laboratério de Bionanotecnologia do
Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da Universidade do Vale do Paraiba
(UNIVAP), envolvendo a caracterizagdo estrutural das alcanolaminas, o
desenvolvimento das formulagdes modelo e a avaliacdo de seus efeitos
microbiolégicos. As amostras de alcanolaminas e as bases das formulagdes utilizadas
nos ensaios foram fornecidas pela empresa Yushiro do Brasil Industria Quimica Ltda.,
assegurando padronizagao e rastreabilidade dos materiais experimentais.

A abordagem metodolégica adotada foi estruturada de forma integrada,
contemplando etapas de formulagdo, caracterizacdo molecular e avaliagéao
microbiolégica, com posterior analise da relagéo estrutura—atividade (SAR). O fluxo

geral das etapas experimentais esta apresentado na Figura 4.

Figura 4 - Fluxo metodolégico para investigacdo da relagao estrutura—atividade (SAR)
de alcanolaminas em fluidos de corte com foco em estabilidade microbioldgica.
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Fonte: Autora
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3.1 Diluigao das Alcanolaminas

Foram utilizadas as seguintes alcanolaminas: 2-amino-2-metil-1-propanol
(AMP), 2-(2-aminoetoxi)etanol (DGA) e 1-amino-2-propanol (MIPA). Para fins
comparativos, também foi avaliado o produto Corrguard FS® (FS), composto por uma
mistura de aminas primarias contendo pequena porcentagem de amina secundaria.
Todas as amostras foram diluidas para os ensaios microbiolégicos em agua ultra pura

na concentragéo inicial de 512 mg.L™".

3.2 Formulagao do Fluido de Corte Sintético

As formula¢des modelo de fluido de corte sintético soluvel em agua foram
desenvolvidas para reproduzir condi¢gdes industriais relevantes e, simultaneamente,
permitir o controle rigoroso das variaveis quimicas associadas as alcanolaminas
estudadas. A formulacao base foi mantida constante em todas as amostras, sendo a
alcanolamina o unico componente sistematicamente variado, de modo a possibilitar a
analise comparativa da influéncia estrutural dessas moléculas sobre a estabilidade
microbiolégica do sistema. As alcanolaminas avaliadas foram incorporadas
individualmente a formulagdo, mantendo-se inalteradas as concentragcdes dos demais

componentes, conforme detalhado na Tabela 2.

Tabela 2 — Composicao qualitativa da formulagdo modelo de fluido de corte sintético com
variagao da alcanolamina.

(continua...)
%* Componente Funcgao tecnoldgica
50 a 60% Agua ultrapura Fase continua do sistema
10 a 20% Ester vegetal sintético Lubrificacdo e reducgao de atrito
Derivados poliméricos de acidos Emulsificacao e estabilidade
10 2 20% .
graxos coloidal

. N Controle de pH e formacao de

5a10% Acidos carboxilicos

sais
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Tabela 2 — Composigéo qualitativa da formulacao modelo de fluido de corte sintético
com variag¢ao da alcanolamina.
(conclusao)

Passivadores para metais nao

0a5% Protecao anticorrosiva
ferrosos
_ Estabilizagdo alcalina
0a5% Amina de suporte
complementar
10 a 20% Alcanolamina estudada Variavel estrutural experimental

*Segredo Industrial.
Fonte: Autora.

O procedimento de formulagdo consistiu na mistura sequencial dos
componentes sob agitacdo mecanica constante. Inicialmente, a agua ultrapura foi
utilizada como fase continua do sistema, seguida da adigdo do éster vegetal sintético,
dos derivados poliméricos de acidos graxos e dos acidos carboxilicos.

Nesta etapa inicial, as alcanolaminas avaliadas (AMP, DGA, MIPA e FS) foram
incorporadas individualmente a formulacdo base imediatamente apds a adigado dos
acidos carboxilicos, constituindo a variavel estrutural experimental do estudo. Essa
etapa foi conduzida sob aquecimento controlado entre 40 e 50 °C, mantendo-se
agitac&o continua até completa solubilizagdo dos componentes.

Apds a obtencdo de um sistema homogéneo, a mistura foi resfriada até
temperatura < 40 °C, momento em que foram adicionados os passivadores para
metais nao ferrosos e a amina de suporte. A incorporacdo desses componentes
ocorreu sob agitacdo mecanica por aproximadamente 30 minutos, garantindo
completa dispersao e aparéncia homogénea das formulagdes.

Como critérios preliminares de estabilidade fisico-quimica, as formulagdes
foram avaliadas quanto a homogeneidade visual, auséncia de separagao de fases,
sedimentacgao e transparéncia. Adicionalmente, foi realizado um teste de estabilidade
térmica acelerada, no qual as amostras foram submetidas a 50 °C e 0 °C por um
periodo de 1 hora. Durante esse ensaio nao foram observados turvamento, alteragao
de coloracdo ou qualquer evidéncia visual de instabilidade, indicando adequada
estabilidade inicial das formulagdes antes do inicio dos ensaios microbiolégicos. A
Figura 5 ilustra o fluxo sequencial de preparacao das formulagbes utilizadas neste

estudo.
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Figura 5 — Esquema do processo de formulac¢ao do fluido de corte sintético.

G Agua ultrapura

@ Ester vegetal sintético

o% Derivados poliméricos
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Acidos iarboxmcos
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H/(I:\/(l:\O/H (AMP, DGA, MIPA e FS)
i

H (Aquecimento 40-50 °C / agitagao)
Resfriamento < 40 °C —» Passivadores metélicos
é Amina de suporte

Agitagao 30 min
O i

& Teste de estabilidade
(0°C/50°C - 1h)
Fonte: elaborado pela autora com auxilio de inteligéncia artificial (BioRender Al).

As formulagbes concentradas foram diluidas em agua ultrapura até a
concentragao final de 64 mg-L™" em relagao a alcanolamina estudada. A variagéo
experimental foi realizada mantendo-se a concentracdo equivalente entre as
diferentes moléculas, permitindo a comparacgao direta de caracteristicas como grau
de ramificacdo e impedimento estérico. Para garantir o rigor metodologico, foram
preparadas amostras controle consistindo na formulagdo base isenta de
alcanolaminas variaveis. Todos os preparos foram realizados em ftriplicata,

assegurando a reprodutibilidade e confiabilidade dos resultados.

3.3 Caracterizagao Molecular das Alcanolaminas e das Formulagées de Fluido
de Corte

A caracterizagao molecular foi realizada para identificar a assinatura vibracional
das alcanolaminas e monitorar possiveis interacdes estruturais decorrentes de sua
incorporagdo na formulacdo sintética. Para a preparacdo das amostras, as

alcanolaminas puras (fase liquida, sem dilui¢ao) e os respectivos produtos formulados
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foram analisados a temperatura ambiente, sendo depositados 10 uL de cada amostra
diretamente sobre o porta-amostras acoplado a estagio micrométrico XYZ. Esse
procedimento garantiu a formagéo de um filme liquido homogéneo e a manutengao
do ponto focal adequado para a excitagdo Raman, assegurando a reprodutibilidade
das medigdes.

As condicbes experimentais do FT-Raman envolveram o uso de um
espectrometro RFS 100/S® (Bruker Inc., Karlsruhe, Alemanha), equipado com
detector de germanio resfriado a nitrogénio liquido e laser Nd:YAG (A = 1064 nm),
operando com poténcia de 100 m\W e resolugao espectral de 4 cm™.

A aquisicdo e o tratamento dos espectros foram conduzidos por meio do
software OPUS® (verséo 4.2, Bruker Optics GmbH). Para cada amostra foram obtidos
trés espectros independentes, com 500 varreduras acumuladas cada. Considerando
a analise das quatro alcanolaminas puras e das quatro formulagdes correspondentes,
foram adquiridos ao todo 24 espectros experimentais, posteriormente utilizados para
obtencao dos espectros médios representativos de cada sistema.

A espectroscopia FT-Raman foi selecionada para a caracterizagdo das
alcanolaminas devido a sua elevada sensibilidade a modos vibracionais associados
ao esqueleto carbbnico e a ligagdes relativamente simétricas, como C—C e C-N, além
da baixa interferéncia da agua no espectro Raman, caracteristica particularmente

vantajosa para a analise de sistemas aquosos como fluidos de corte.

3.4 Microrganismos e Condi¢cdes de Cultivo

As avaliagdes microbiolégicas foram conduzidas utilizando duas cepas
bacterianas de referéncia, amplamente empregadas em estudos de atividade
antimicrobiana, biorresisténcia e toxicologia ocupacional, representando grupos com
diferengas estruturais relevantes: Escherichia coli ATCC 25922 (Gram-negativa) e
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Gram-positiva). Ambas sao reconhecidas como
padrdes internacionais e frequentemente associadas a contaminacao de fluidos de
corte em ambientes industriais. A manutencdo e armazenamento das cepas foram
mantidas em microtubos criogénicos contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI)

suplementado com 20% (v/v) de glicerol, preservados a —80 °C.
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As condic¢des de cultivo e reativacio consistiram na inoculagéo de aliquotas em
caldo BHI, com incubacéo a 37 °C por 24 horas para a obtengéo do pré-indculo. Na
sequéncia, realizou-se a semeadura por esgotamento em meios solidos seletivos
(dgar MacConkey para E. coli e agar Manitol para S. aureus) com incubacéao adicional
a 37 °C por 24 horas. A pureza das culturas foi confirmada por inspecdo macroscopica
da morfologia das colénias e pela técnica de coloragcdo de Gram, garantindo a
integridade do material biolégico antes dos ensaios. Com a pureza das culturas
confirmadas, uma colbnia foi semeada por esgotamento e incubada a 37 °C por 24
horas.

A padronizagdo do inéculo foi realizada com o auxilio do turbidimetro
Densichek® (bioMérieux), utilizando coldnias isoladas suspensas em solucéo salina
estéril (0,9%) até o ajuste da turbidez equivalente ao padrdo 0,5 da escala de
McFarland, o que corresponde aproximadamente a uma densidade de 1,5 x 108
UFC/mL. Por fim, para a preparagdo das culturas planctdnicas empregadas nos
experimentos subsequentes, este inéculo padronizado foi diluido em meio apropriado
conforme a necessidade experimental (como caldo Mueller Hinton para os testes de
inibicdo), garantindo a reprodutibilidade e a comparabilidade entre os ensaios de
concentragao inibitoria minima (CIM), concentragdo bactericida minima (CBM) e

formacao de biofilme.

3.5 Avaliacao da Atividade Antimicrobiana em Cultura Planctonica

A atividade antimicrobiana das alcanolaminas e das formulagdes de fluido de
corte foi avaliada por meio da determinagcdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM)
e da Concentragao Bactericida Minima (CBM), seguindo os protocolos do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, M7-A9) com adaptagdes. Para a determinagéo
da CIM, utilizou-se o método de microdiluigdo em caldo Mueller Hinton (HiMedia®) em
placas de 96 pogos. A suspensao bacteriana (10° UFC/mL) foi exposta a diluigbes
seriadas das solugdes, partindo de uma concentragédo inicial de 8 mg/L™". O
delineamento incluiu grupos controle negativo (sem o crescimento de bactérias) e
controle de crescimento (CP, controle positivo), com as amostras divididas em

concentragbes de 1, 2,4 e 8 mg/L™", seguidas de incubagao a 37 °C por 18 horas.
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Apo6s o periodo de incubagédo, a analise da CIM foi realizada pelo método de
turvacao e confirmada através do ensaio colorimétrico com Resazurina (Resazurin
sodium salt — Sigma-Aldrich, R7017). Foram adicionados 2 uL do reagente (6,75
mg/L™") a cada pogo, com incubacdo adicional de duas horas. A leitura da
fluorescéncia das amostras foi conduzida no espectrofotdmetro leitor de microplacas
Synergy HT Multi-Detection (BioTek Instruments, EUA), com excitagdo a 528 nm e
emissao a 645 nm.

Os experimentos foram realizados em ftriplicata. A porcentagem da atividade
metabdlica das células plancténicas em relagcdo ao controle positivo (CP) foi
determinada de acordo com a Equacéo (1), na qual o valor de absorbéancia do material

da microplaca (MC) foi subtraido:

) __ Amostra—-MC

Atividade Metabdblica (%
cP-MC

x 100 (1)

A determinagdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM), teste feito em
triplicata, foi definida como a menor concentragcao capaz de promover uma redugao =
99,9% da populagao inicial. A CBM foi determinada pelo método da microgota, em
qgue um volume de 10 uL dos ensaios da CIM foram depositados na superficie do agar
BHI. Apds a absorgédo das microgotas as placas foram invertidas e incubadas por 24
h a 37°C (x 2°C). A auséncia de crescimento bacteriano no agar indicou o efeito
bactericida.

Nas formulag¢des desenvolvidas também foi realizada a contagem de Unidades
Formadoras de Colénia (UFC), utilizou-se a técnica de microgota, selecionada pela
otimizacdo de insumos e capacidade de analise simultanea. Aliquotas das condicbes
gue nao apresentaram crescimento visivel no ensaio de CIM foram submetidas a
diluicdes decimais seriadas em solugéo salina (0,9%). De cada diluigdo, 25 pL foram
depositados em triplicata sobre placas de agar Mueller-Hinton. Apds incubacéo a 37
°C por 24 horas, realizou-se a contagem manual das colénias em microgotas que
apresentaram entre 10 e 70 UFCs. Os resultados foram expressos em UFC/mL,

permitindo determinar os efeitos das formulacdes sobre as cepas.
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3.6 Avaliacao da Formacao de Biofilmes Mistos

A metodologia para avaliagéo de biofilmes foi delineada para investigar o efeito
das formulagdes sobre estruturagdo das comunidades microbianas, que representam
a forma mais persistente de crescimento em fluidos de corte industriais. Ao empregar
um modelo misto composto por E. coli e S. aureus, busca-se reproduzir a
complexidade biolégica de ambientes de usinagem e compreender como variagdes
moleculares nos aditivos influenciam a biorresisténcia e o risco ocupacional. Os
passos para a preparacgéo do biofilme podem ser observados na Figura 6.

Os in6culos foram preparados utilizando as cepas previamente reativadas com
a pureza testada. As suspensdes individuais foram ajustadas em turbidimetro para a
escala 0,5 de McFarland (aprox. 102 UFC/mL) e, na sequéncia, aliquotas de 500 pL
de cada espécie foram combinadas e homogeneizadas em tubo estéril para obter um
in6culo misto em proporgdes equivalentes.

A inducao da formacgao de biofilmes mistos sob exposicédo das formulacdes foi
conduzida em placas de microtitulacdo de 96 pocos, onde foram adicionadas as
formulacgdes diluidas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) nas concentragdes finais de
1, 2,4 e 8 mg-L™", previamente selecionadas com base na atividade antimicrobiana
observada nos ensaios realizados com células em fase plancténica. Em cada poco,
foram inoculados 20 uL do inéculo misto padronizado para um volume final de 200 L,
resultando em uma concentragdo celular de aproximadamente 107 UFC/mL. O
delineamento experimental incluiu pogos de controle positivo (CP), contendo apenas
0 meio e o indculo, e controle negativo, isento de microrganismos. As placas foram
incubadas em estufa bacterioldgica a 37 °C por 48 horas em condigdo estatica,
permitindo a adeséo celular e o desenvolvimento do biofilme sob exposicédo as
formulagdes testadas.

Apods o periodo de incubagéao, procedeu-se a lavagem e remogao das células
plancténicas, em que os pog¢os foram lavados delicadamente com 200 pL de solucao
salina (0,9%) para remover detritos e células ndo aderidas. Na sequéncia, foram
adicionados 200 uL de caldo BHI fresco em cada pog¢o para sustentar a atividade
metabolica das cepas remanescentes. Como método de quantificacdo, a atividade
metabdlica foi mensurada via ensaio de resazurina, adicionando-se 2 uL do reagente

por pogo com leitura de fluorescéncia (excitagdo 528 nm / emissdo 645 nm), com
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incubacdo adicional de duas horas. A leitura da fluorescéncia das amostras foi
conduzida no espectrofotdmetro leitor de microplacas Synergy HT Multi-Detection

(BioTek Instruments, EUA), com excitagdo a 528 nm e emisséo a 645 nm.

Figura 6 - Fluxograma para a avaliagao da formacéo de biofilmes mistos.
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Fonte: elaborado pela autora com auxilio de inteligéncia artificial (BioRender Al).

3.7 Analise da Relagao Estrutura-Atividade (SAR)

A analise de relagéo estrutura—atividade (SAR) foi conduzida com o objetivo de
avaliar como as diferengcas moleculares entre as alcanolaminas influenciam o
comportamento microbiolégico nos fluidos de corte. A abordagem adotada € de
natureza qualitativa e semi-quantitativa, adequada ao conjunto experimental, visando
identificar tendéncias de biorresisténcia e subsidiar critérios racionais para a selecao
de aditivos com menor risco ocupacional.

Os parametros estruturais considerados fundamentaram-se em caracteristicas
fisico-quimicas com potencial influéncia biolégica, como o grau de substituicdo do
atomo de nitrogénio (distinguindo aminas primarias e secundarias), o impedimento
estérico decorrente da ramificagdo da cadeia carbbnica e a presenga de grupos

hidroxila, que afetam a polaridade e a solubilidade. Adicionalmente, considerou-se a
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basicidade relativa (pKa) e as caracteristicas vibracionais das ligagbes N-H, C—N e
O—-H, obtidas via FT-Raman, como indicadores de diferencas estruturais mensuraveis.

Conforme ilustrado na Figura 7, a estratégia de analise baseou-se na
integragdo entre parametros estruturais (inputs) representados por caracteristicas
fisico-quimicas e espectroscépicas das alcanolaminas, e respostas microbiologicas
experimentais (outputs), incluindo atividade inibitéria minima (CIM), atividade
bactericida minima (CBM) e inibicdo metabdlica de biofilme misto. A correlagao entre
esses conjuntos de dados permitiu avaliar como atributos moleculares especificos

podem influenciar a resposta microbioldgica observada.

Figura 7 — Modelo conceitual da analise de relagao estrutura—atividade (SAR) aplicada as
alcanolaminas estudadas, integrando parédmetros estruturais fisico-quimicos e
espectroscopicos com respostas microbiolégicas experimentais.

Inputs Estruturais Outputs Funcionais
(Fisico-Quimica) (Microbiologia)

«» Grau de ramificacao « Atividade Inibitéria (CIM) /
(Impedimento estérico). Bactericida (CBM).

« Inibicdo Metabdlica de
Biofilme Misto.

 Densidade de grupos
hidroxila (-OH) e polaridade
relativa.

« Assinaturas vibracionais
(N-H, C-N).

Fonte: Autora.

A correlagdo entre dados espectroscopicos e microbiolégicos foi realizada
integrando os resultados de FT-Raman aos dados de CIM, CBM e formagao de
biofilme misto. As variagbes nas bandas vibracionais associadas aos grupos
nitrogenados e hidroxilados serviram como marcadores experimentais para identificar
tendéncias consistentes entre a arquitetura molecular e a resposta microbiana, sem
realizar inferéncias mecanisticas além do suporte experimental obtido.

Para garantir o rigor analitico, a comparagao entre as alcanolaminas ocorreu
sob condi¢cdes estritamente padronizadas, mantendo-se constantes a formulagao
base, as concentracdes, as cepas e o0s protocolos experimentais. Essa padronizacéo
permitiu atribuir as diferencas observadas predominantemente as caracteristicas
estruturais dos compostos, como o nivel de impedimento estérico e as variagdes

espectroscopicas detectadas.
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Por fim, a identificagdo de padrdes estrutura—atividade resultou da integragao
desses dados, permitindo associar caracteristicas moleculares especificas a maior ou

menor suscetibilidade a proliferagdo microbiana.

3.8 Analise Estatistica dos Dados

Os dados experimentais foram expressos como média + desvio padrao, obtidos
a partir de triplicatas independentes (n = 3) para cada condigédo avaliada. As analises
estatisticas foram conduzidas no software GraphPad Prism 8.5, iniciando-se pela
avaliacdo da normalidade. Para os dados que apresentaram distribuicdo normal,
aplicou-se a Anadlise de Variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey para
comparagdes multiplas entre os grupos. A significancia estatistica foi estabelecida em
5% (p < 0,05) para todos os ensaios. Os resultados significativos foram devidamente

indicados nas figuras e tabelas correspondentes por meio de notagao padronizada.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

As formulacdes preparadas apresentaram pH inicial de 9,7 + 0,1, valor que se
mantém dentro da faixa tipica de fluidos de corte soluveis em agua empregados
industrialmente 22:363°_ Essa alcalinidade € operacionalmente desejavel por contribuir
para o controle de corrosdo e estabilidade do sistema, mas possui também
implicagbes moleculares relevantes, uma vez que influencia diretamente o estado de
protonacdo das alcanolaminas avaliadas 878, Considerando os valores de pKa
descritos para aminoalcoois alifaticos, o pH observado indica a coexisténcia entre
formas protonadas e nao protonadas, em propor¢cdes dependentes da arquitetura
estrutural de cada molécula 8%%, Essa condigdo é determinante para a interpretagdo
da atividade antimicrobiana, pois o estado i6bnico modula tanto a interagcdo com os
componentes da formulagdo quanto a capacidade de interacdo com estruturas
celulares bacterianas, especialmente membranas e superficies ricas em cargas
negativas 2877,

Durante o periodo experimental, todas as formulagdes concentradas e suas
respectivas diluicbes permaneceram visualmente estaveis, sem evidéncia de
separagdo de fases, precipitacdo ou alteragdes significativas de turbidez. A
manutengdo da estabilidade macroscédpica sugere preservacao da organizagao
coloidal do sistema, reduzindo a probabilidade de que diferengas microbiolégicas
subsequentes sejam atribuidas a instabilidades fisico-quimicas externas 233°. Essa
constatagcao € particularmente relevante do ponto de vista aplicado, pois demonstra
que a variagao estrutural das alcanolaminas nao compromete a integridade
tecnoldgica da formulagdo, permitindo que a comparagao microbioldgica seja atribuida
predominantemente as propriedades moleculares intrinsecas.

Os espectros FT-Raman das alcanolaminas puras e das respectivas
formulacdes, obtidos em fase liquida a temperatura ambiente, sdo apresentados em

Figura 8.
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Figura 8 - Espectros FT-Raman de amostras liquidas de alcanolaminas puras e formulag¢des
a temperatura ambiente: a) 2-amino-2-metilpropan-1-ol (AMP); b) 2-(2-aminoetoxi)etanol
(DGA); ¢) mistura comercial de alcanolaminas (FS); d) 2-aminopropan-1-ol (MIPA).
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Fonte: Autora.

A interpretagao foi conduzida por regides espectrais diagndsticas, com énfase
nas bandas associadas aos grupos amino e hidroxila, visando avaliar preservagao
estrutural, possiveis deslocamentos vibracionais e alteragdes no perfil de alargamento
apos incorporagdo na matriz formulada 888993 A organizagdo consolidada das
atribuigbes vibracionais encontra-se em Tabela 3, permitindo estabelecer a base
estrutural necessaria para a integracdo subsequente com os resultados

microbiolégicos no &mbito da analise estrutura—atividade SAR.
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Tabela 3 - Atribui¢cdes vibracionais consolidadas das alcanolaminas e respectivos produtos
formulados (FT-Raman, 450-3500 cm™).

(continua...)
Produto
Banda Alcanolamina Atribuicao
(formulagao ] ] Fundamentagao
(cm™) (puro) vibracional
correspondente)
AMP-Produto:
presente, leve
alargamento DGA- V(N-H) simétrico  Estiramentos N-H de
AMP, DGA, FS e Produto: presente, e assimétrico aminas primarias;
3350 MIPA: presente, alargamento (aminas sensiveis ao
3200 larga (variagdo de  acentuado FS- primarias); ambiente quimico e
largura conforme Produto: presente, contribuigéo de H-bonding 5388 8,
estrutura) alargamento ligacbes de largura tipica de
adicional MIPA- hidrogénio sistemas mistos 88 90
Produto: presente,
mais larga
DGA-Produto: v(O-H)
3300- DGA, FS e MIPA: presente FS-Produto: associado a Grupos hidroxila em
3100 presente presente MIPA- ligagdes de aminoalcoois 88 91
Produto: presente hidrogénio
AMP-Produto:
2970- presente DGA- v(C-H) . _
o Vibragbes tipicas de
2870/ Produto: presente assimetrico e )
Todas: presente o grupos alquila
2970- FS-Produto: presente  simétrico de CH,,
saturados &
2850 MIPA-Produto: CH; e CH
presente
AMP-Produto:
Bandas
1470- presente DGA-
O(CH,) e 8(CH3)  caracteristicas de
1420 / Produto: presente . ) )
Todas: presente (scissoring e grupos metila e
1460- FS-Produto: presente ] ] o
bending) metileno alifaticos &
1380 MIPA-Produto: o
presente
1380- MIPA-Produto: o Ramificagéo metilica
MIPA: presente O(CH3) simétrico
1350 presente 88
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Tabela 3 - Atribui¢cdes vibracionais consolidadas das alcanolaminas e respectivos
produtos formulados (FT-Raman, 450-3500 cm™).

(continua...)
Produto
Banda Alcanolamina Atribuicado
(formulacao . . Fundamentacéao
(cm™) (puro) vibracional
correspondente)
AMP-Produto:
presente, leve
deslocamento )
Todas: presente Regiao
DGA-Produto: )
1350- (banda O0(N-H) e v(C-N) caracteristica de
presente FS- ] o
1250 composta em acoplados aminas alifaticas e
Produto: presente, o .
FS) ~ . aminodlcoois 539
alteracao de perfil
MIPA-Produto:
presente
AMP-Produto:
presente, variagao
de intensidade Regido diagndstica
1150- DGA-Produto: de aminoalcoois e
Todas: presente . v(C-0) e v(C-N);
1050 / o presente, variagao S estruturas
(mais intensa ) i em DGA inclui ) o
1120- de intensidade FS- etoxiladas; ligagao
em DGA e FS) v(C-0-C) ] o
1040 Produto: presente, éter caracteristica
variagéo de 88
intensidade MIPA-
Produto: presente
AMP-Produto:
presente DGA- Vibragao
1040- Produto: presente o associada a
Todas: presente v(C-N) alifatico L )
1020 FS-Produto: ligagdo amina-
presente MIPA- carbono 8°
Produto: presente
v(C—C) associado Vibragao sensivel
~980- AMP-Produto: -
AMP: presente a carbono a ramificagéo da
950 presente

terciario

cadeia %
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Tabela 3 - Atribui¢des vibracionais consolidadas das alcanolaminas e respectivos produtos
formulados (FT-Raman, 450-3500 cm™).
(conclusao)

Produto
Banda Alcanolamina Atribuicdo
(formulacgédo . . Fundamentacgéao
(em™) (puro) vibracional
correspondente)
AMP-Produto:
AMP, DGA, atenuada DGA- Vibragéo
900-850 )
1 850 MIPA: presente;  Produto: atenuada  &(N-H) fora do caracteristica de
800 FS: pouco FS-Produto: plano aminas primarias
definida atenuada MIPA- 89,93
Produto: atenuada
AMP-Produto: fraca
DGA-Produto: fraca ) )
Modos Baixa relevancia
<700 Todas: fraca FS-Produto: fraca . ) o
esqueléticos C—-C  diagnostica
MIPA-Produto:
fraca

A integridade das bandas vibracionais foi confirmada por comparagdo com
referéncias consolidadas para compostos orgéanicos contendo grupos amino e
hidroxila 8889, assegurando consisténcia técnica nas atribuigdes realizadas. Nao foram
observadas bandas adicionais ou desaparecimento de sinais caracteristicos apos a
formulacado, indicando auséncia de transformacdo quimica detectavel no intervalo
espectral analisado (450-3500 cm™). As diferengas identificadas restringiram-se a
variagdes de intensidade relativa, deslocamentos discretos e alteragdes no grau de
alargamento, compativeis com modificagdes no microambiente molecular e no padréo
de interagbes intermoleculares %°! Essa observagdo é fundamental para a
interpretacéo da relagao estrutura—atividade, pois indica que a matriz formulada nao
promoveu reag¢des quimicas que descaracterizassem as alcanolaminas, preservando
suas propriedades estruturais originais.

A regido de 3350-3200 cm™, atribuida aos estiramentos v(N—H) simétrico e
assimétrico de aminas primarias, com contribuicdo de ligagdes de hidrogénio 8889,
apresentou diferencas sistematicas entre as estruturas avaliadas. FS exibiu
comportamento espectral semelhante ao observado para DGA, sugerindo a presenca
de fragbes com maior densidade de grupos hidroxila e potencial elevado de interagao

por ligagdes de hidrogénio 882!, Em contraste, o AMP apresentou perfil relativamente
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menos alargado, sugerindo menor envolvimento em redes intermoleculares
extensivas, possivelmente associado a presenga de carbono terciario adjacente ao
grupo amino, caracteristica estrutural descrita como capaz de influenciar organizagao
molecular e acessibilidade funcional 8892, Esse padrao espectral sugere diferencgas na
organizagdo molecular e na fracdo efetivamente disponivel para interagdo com
superficies bioldgicas.

Na regido de 1150-1050 cm™, atribuida aos estiramentos v(C—-O) e v(C-N),
com contribuicdo adicional de v(C—O-C) em estruturas etoxiladas 88, observou-se
maior intensidade relativa para DGA e FS. Essa assinatura € consistente com a
presenga de fragmentos etoxilados e maior densidade de ligagdes oxigenadas nessas
moléculas, refletindo aumento de polaridade estrutural e maior capacidade de
estabelecimento de interagdes intermoleculares mediadas por solvatagdo em meio
aquoso. Sob a perspectiva da relagao estrutura—atividade, essa caracteristica pode
influenciar a organizagdo molecular no sistema formulado, apresentando consisténcia
com as diferencas observadas nos ensaios microbiolégicos subsequentes. O AMP,
por sua vez, apresentou perfil espectral mais compacto nessa regidao, compativel com
menor extensdo de cadeias oxigenadas e menor densidade de grupos fortemente
hidrataveis.

A banda observada em aproximadamente 980-950 cm™, mais evidente no
AMP, é atribuida a modos vibracionais associados a carbono terciario e vibragdes C—
C adjacentes a centros ramificados 882, reforcando o maior grau de ramificacdo
estrutural dessa molécula em comparacao as demais alcanolaminas analisadas. Sob
a perspectiva fisico-quimica, o conjunto dessas diferencas espectrais indica variagdes
no padrao de solvatagédo e na extensao das redes de ligagdes de hidrogénio em meio
alcalino. Considerando o pH experimental de 9,7, o equilibrio entre formas protonadas
e ndo protonadas depende dos respectivos valores de pKa, influenciando mobilidade
molecular, distribuicdo na fase aquosa e interagdo com interfaces biolégicas 7. O
alargamento diferencial das bandas v(N-H) pode, portanto, refletir variagdes na
participacdo dessas espécies em redes de hidrogénio, modulando a disponibilidade
da fracdo neutra potencialmente envolvida na interacdo com células bacterianas. A
relativa estabilidade dessa banda em relagao as variagdes de solvatagao sugere que

ela atua como marcador estrutural do grau de ramificagdo molecular, reforcando a
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interpretacdo de maior impedimento estérico associado ao carbono terciario presente
na molécula de AMP.

Essa analise espectroscopica fornece a base fisico-quimica necessaria para a
interpretacédo dos resultados microbioldégicos subsequentes, permitindo que as
diferencas de atividade observadas sejam interpretadas a luz de parametros
estruturais mensuraveis, em vez de serem tratadas como fendbmenos empiricos
isolados. Ao integrar caracterizagdo molecular e desempenho bioldgico, estabelece-
se um fundamento consistente para a aplicagao de principios de relagao estrutura—
atividade no desenvolvimento de fluidos de corte com maior estabilidade
microbiolégica e menor risco ocupacional.

E fundamental ressaltar que a espectroscopia Raman, por sua natureza
vibracional, ndo permite inferir diretamente mecanismos de acgédo antimicrobiana.
Entretanto, a preservagao estrutural confirmada apdés a formulagéao e a consisténcia
do padrao de atividade sustentam a interpretacdo de que as diferencas observadas
decorrem predominantemente de propriedades estruturais intrinsecas das moléculas
avaliadas, incluindo grau de ramificagao, densidade de grupos hidroxila e organizagao
intermolecular, e ndo de transformagbes quimicas induzidas pela matriz 5377, A
integragédo entre dados espectroscopicos e microbioldgicos, portanto, fornece base
fisico-quimica consistente para a analise da relagao estrutura—atividade proposta,
reforcando que variaveis estruturais exercem papel modulador no comportamento
bioldgico das alcanolaminas em sistemas de fluido de corte soluveis em agua.

A atividade antimicrobiana das alcanolaminas puras foi avaliada pelo método
de microdiluigdo em caldo na faixa de 1 a 8 mg-L™", com experimentos conduzidos em
triplicata independente e analise estatistica por ANOVA, evidenciando significancia
elevada (p < 0,0001). A estratégia experimental envolveu a determinagcao da CIM,
baseada na inibigdo do crescimento visivel, seguida da confirmagdo da CBM por
subcultivo em meio sélido, permitindo distinguir efeito bacteriostatico de eliminagao
efetiva.

A determinagcdo da CIM frente a Escherichia coli demonstrou reducao
significativa da atividade metabodlica nas concentragbes avaliadas, conforme
apresentado em Figura 9. Observou-se maior efeito inibitério para AMP e FS, que
apresentaram desempenhos equivalentes, seguidos por MIPA, enquanto DGA

apresentou o menor efeito relativo.
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Figura 9 - Determinagao da concentragéao inibitéria minima (CIM) de solugbes de alcanolamina
contra E. coli. a) 2-amino-2-metil-1-propanol (AMP); b) 2-(2-aminoetoxi)etanol (DGA); c)
Corrguard FS® (FS); d) 2-aminopropan-1-ol (MIPA). Dados expressos como média £ DP (n =
3). ****p < 0,0001 (ANOVA).
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Fonte: Autora

A auséncia de turvacao, entretanto, ndo implica necessariamente morte celular,
razao pela qual a confirmacgao por plagueamento foi conduzida, conforme ilustrado em
Figura 10. A analise evidenciou maior poténcia bactericida relativa para as estruturas
mais ramificadas frente a bactéria Gram-negativa, sugerindo influéncia da
disponibilidade de amina funcional e do equilibrio entre polaridade e capacidade de

interagdo com membranas celulares
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Figura 10 — Atividade antimicrobiana de diferentes alcanolaminas (AMP, DGA, FS e MIPA)
contra Escherichia coli. a) Tabela indicando a CIM () e a CBM (O) dos compostos testados.
b) Aspecto macroscépico do ensaio em placas de Petri, evidenciando a presenga ou auséncia
de colbnias apds a exposigao as diferentes concentragoes.
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AMP *o
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- CIM
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N

Fonte: Autora

A investigacao foi estendida a bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus,
permitindo avaliar a influéncia das diferengcas estruturais da parede celular na
suscetibilidade antimicrobiana. A redugao significativa da atividade metabdlica foi
confirmada, conforme demonstrado em Figura 11, com confirmagdo bactericida

apresentada em Figura 12.
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Figura 11 - Determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) de solugdes de
alcanolamina contra S. aureus. a) 2-amino-2-metil-1-propanol (AMP); b) 2-(2-
aminoetoxi)etanol (DGA); c) Corrguard FS® (FS); d) 2-aminopropan-1-ol (MIPA). Dados
expressos como média + DP (n = 3). ****p <0,0001 (ANOVA).
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Para S. aureus, observou-se padrao distinto de resposta em relagao a bactéria
Gram-negativa, com maior efeito inibitério para MIPA, seguida por FS, enquanto AMP
apresentou desempenho intermediario e DGA manteve o menor efeito relativo.

Os resultados evidenciam que a influéncia das caracteristicas estruturais das
alcanolaminas sobre a atividade antimicrobiana € dependente do tipo de
microrganismo. Enquanto para E. coli observa-se tendéncia de maior eficacia
associada a estruturas mais ramificadas e com menor densidade de grupos hidroxila,
para S. aureus essa relagao nao se mantém de forma direta, sugerindo que fatores
adicionais, como a organizagéo da parede celular e a interagdo com componentes da

membrana, modulam a resposta bioldgica.
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Figura 12 - a) Valores de CIM e CBM das alcanolaminas para Staphylococcus aureus. b)
Ensaio de inibicdo em placas de agar ilustrando os resultados macroscoépicos.
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Fonte: Autora

Apés a caracterizagao das moléculas isoladas, procedeu-se a avaliacdo das
formulagcbes completas, incorporando as alcanolaminas na matriz sintética, a fim de
investigar o comportamento antimicrobiano no contexto real do sistema formulado. A
atividade foi mensurada por redugcéo de resazurina e por contagem de Unidades
Formadoras de Colbnia, permitindo analise complementar entre impacto metabdlico e
viabilidade celular efetiva.

A Figura 13 apresenta a atividade antimicrobiana das formulag¢des frente a
Escherichia coli em fase plancténica. Observou-se redugao significativa da atividade
metabdlica, em comparagao ao controle, nas formulagdes contendo AMP, FS e MIPA,
com efeito estatisticamente mais pronunciado na concentragdo de 8 mg-L™ (p <
0,0001), sugerindo a existéncia de um limiar minimo de concentragdo para

manifestagao da atividade antimicrobiana. Por outro lado, a formulagao contendo DGA
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nao apresentou redugéo estatisticamente significativa nas concentra¢des avaliadas,
indicando menor eficacia sob as condigbes experimentais adotadas. Entre as
formulagcbes ativas, verificou-se maior efeito inibitério para AMP e FS, com

desempenho semelhante, seguidos por MIPA.

Figura 13- Atividade antimicrobiana das formulag¢des contendo alcanolaminas frente a E. coli
em fase planctbnica, avaliada por redugao de resazurina (atividade metabdlica) e contagem
de UFC (log UFC-mL™), nas concentracdes de 1-8 mg-L™". Dados expressos como média +
DP (n = 3). **p < 0,0001 (ANOVA).
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A contagem de UFC corroborou a tendéncia observada para a atividade

metabdlica, embora com menor magnitude de redugao, indicando que, no sistema

formulado, o efeito antimicrobiano manifesta-se predominantemente como inibicao

metabdlica associada a redugédo parcial da populagao viavel.

A Figura 14 apresenta a atividade antimicrobiana das formulagdes frente a S.

aureus em fase planctbnica. Para essa espécie, observou-se comportamento

claramente concentragao-dependente, com

redugdo progressiva da atividade

metabdlica a medida que a concentragdo aumentava.

Diferentemente do observado para E. coli, todas as formulacdes apresentaram

reducédo significativa da atividade metabdlica em concentragbes mais elevadas,

indicando maior suscetibilidade da bactéria Gram-positiva ao sistema formulado.
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Figura 14 - Atividade antimicrobiana das formulagdes contendo alcanolaminas frente a S.
aureus em fase planctdnica, avaliada por reducdo de resazurina (atividade metabdlica) e
contagem de UFC (log UFC-mL™), nas concentragbes de 1-8 mg-L™". Dados expressos como
média £ DP (n = 3). ****p < 0,0001 (ANOVA).
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Essas diferencas sao compativeis com particularidades estruturais entre
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, conforme representado na Figura 15. A
figura apresenta um modelo conceitual proposto, fundamentado na interpretagao dos
resultados experimentais e na literatura, ndo constituindo evidéncia direta de

mecanismo molecular.
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Figura 15 — Representagdo esquematica das diferencas estruturais entre bactérias Gram-
negativas (E. coli) e Gram-positivas (S. aureus), destacando possiveis modos de interagéo
das alcanolaminas com as estruturas celulares.
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Fonte: elaborado pela autora com auxilio de inteligéncia artificial (BioRender Al).

A presenca de membrana externa rica em lipopolissacarideos nas bactérias
Gram-negativas atua como barreira adicional a difusdo de compostos, limitando a
permeabilidade e modulando a suscetibilidade a agentes antimicrobianos 2446, Ja nas
bactérias Gram-positivas, a auséncia dessa membrana externa e a exposigao direta
da espessa camada de peptidoglicano podem favorecer maior interagdo com
moléculas anfifilicas, contribuindo para a resposta concentracdo-dependente
observada %8.

Embora os ensaios ndao permitam elucidar mecanismo molecular especifico, o
padrao observado é compativel com a influéncia combinada entre propriedades
estruturais das alcanolaminas, como grau de ramificagcdo, densidade de grupos
hidroxila, polaridade e estado de protonacao em pH alcalino, e a arquitetura celular de
cada microrganismo 537778,

Quando analisados em conjunto com os dados espectroscopicos, os resultados
microbioldgicos indicam tendéncia consistente entre estrutura molecular e
desempenho bioldgico. As alcanolaminas com maior grau de ramificagédo estrutural e
menor evidéncia espectral de envolvimento extensivo em redes intermoleculares
apresentaram maior atividade relativa, com AMP e FS exibindo os melhores
desempenhos, seguidos por MIPA, enquanto DGA apresentou o menor efeito.

Essa convergéncia entre assinatura vibracional e resposta microbiologica

sugere que maior polaridade e maior integracdo em redes de hidrogénio podem



70

reduzir a fracdo molecular efetivamente disponivel para interacdo celular,
influenciando o desempenho antimicrobiano 538,

A Figura 16 demonstra que a formacé&o de biofilme misto de E. coli e S. aureus
foi significativamente modulada pela presenga das formulagdes contendo
alcanolaminas, com reducao concentragao-dependente da atividade metabdlica apds
48 horas de incubagcdo (ANOVA, p < 0,0001; n = 3). Observou-se maior redug¢ao da
viabilidade metabdlica nas formulagdes contendo AMP e FS, enquanto a MIPA

apresentou efeito intermediario e a DGA manteve atividade residual mais elevada.

Figura 16 — Atividade metabdlica de biofilme misto (48 h) de Escherichia coli e Staphylococcus
aureus formado na presenca de formulagbes contendo alcanolaminas. Dados expressos
como média £ DP (n = 3). ****p < 0,0001 (ANOVA).
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Fonte: Autora.

Esse padrao indica que diferencas estruturais entre as moléculas influenciam
sua atuacao em estado séssil, sugerindo que caracteristicas como maior impedimento
estérico e balanco hidrofilico—hidrofébico mais favoravel contribuem para maior
impacto sobre a viabilidade celular em biofilmes polimicrobianos. Considerando que
biofilmes apresentam matriz extracelular polimérica (EPS), gradientes metabdlicos e
maior tolerancia intrinseca a agentes antimicrobianos, a reducao significativa da

atividade metabodlica mesmo nesse contexto indica interferéncia funcional sobre
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células incorporadas a estrutura. No entanto, o ensaio baseado em resazurina néao
permite inferir desestruturagao fisica do biofilme ou reducéo de biomassa total.

A diminuicdo da atividade metabdlica pode implicar menor proliferacao
microbiana e reducado da produgdo de metabdlitos associados a deterioracéo de
fluidos de corte, reforcando a relevancia dos achados para a estabilidade
microbiolégica do sistema e para estratégias de controle menos dependentes de
biocidas de elevada toxicidade.

Embora o comportamento observado em biofime misto apresente
convergéncia com os resultados obtidos em fase planctonica no sistema formulado,
diferencgas foram identificadas quando comparados aos resultados das alcanolaminas
puras, especialmente para S. aureus. Esses achados indicam que a resposta
microbiolégica depende ndao apenas da estrutura molecular isolada, mas também do
contexto do sistema formulado e da interagdo entre espécies em comunidades
polimicrobianas %373,

Do ponto de vista microbiologico, a formagao de biofilme envolve adesao inicial,
producdo de matriz extracelular polimérica (EPS) e maturagcdo estrutural com
estabelecimento de gradientes metabdlicos internos 5%, Células organizadas em
biofilme apresentam reorganizagdo fenotipica e maior tolerdncia a agentes
antimicrobianos 7-%'. Nesse contexto, a redugdo significativa da atividade metabdlica
observada apds 48 horas sugere interferéncia funcional na estabilidade dessas
comunidades estruturadas, ainda que nao tenha sido avaliada diretamente a
composi¢ao ou integridade da matriz extracelular.

O comportamento concentragdo-dependente observado € compativel com
multiplos mecanismos potenciais, incluindo modulagdo do microambiente alcalino,
interagcdes eletrostaticas com componentes anidnicos da matriz e interferéncia na
integridade de membrana ou no metabolismo respiratério 5373, Considerando o
equilibrio acido—base das alcanolaminas em pH tipico de fluidos de corte industriais,
o estado de protonagdo influencia diretamente sua distribuicdo entre formas
carregadas e nao carregadas, modulando a interagdo com superficies bacterianas
negativamente carregadas 87889,

Estruturas com maior impedimento estérico e menor densidade de grupos
fortemente hidrataveis tendem a apresentar carater anfifilico mais pronunciado,

favorecendo interagcdo com regides menos polares e potencial impacto sobre a
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viabilidade celular. Em contraste, maior numero de grupos hidroxila aumenta a
solvatacdo e pode reduzir a interagdo efetiva com componentes lipidicos de
membrana 889195,

Os principais parametros fisico-quimicos e estruturais das alcanolaminas
avaliadas encontram-se consolidados na Tabela 4, cuja insergédo neste ponto permite
visualizar de forma integrada massa molar, numero de grupos hidroxila, grau de

ramificacio e caracteristicas eletrénicas relevantes para a analise estrutura—atividade.

Tabela 4 — Parametros fisico-quimicos e estruturais das alcanolaminas avaliadas.

o H ..
Moléc MM N® de Tipo de Grau de pKa Polaridade Atividade
(g'-mol  grupos grupo e o ok . _«x Observad
ula -1 ] ramificagcido (25 °C) relativa
) OH amino a
AMP 89,14 1 Primério Alta (C ~9,7  Moderada  Alta
terciario)
DGA 105,14 2 Primario Baixa ~9,0-9,2 Alta Baixa
(cadeia linear)
Fs 8- 1 Predom. Alta ~9,7  Moderada  Alta
a0 primario
MIPA 7511 y Primario Intermed|gr!a ~99 Intermediar Inte'nfned|
(C secundario) ia aria

*Valores de pKa reportados na literatura (6. 6. 741,
**Estimativa qualitativa baseada na estrutura molecular e densidade de grupos hidroxila.

A analise dos espectros FT-Raman das alcanolaminas puras evidenciou
diferengas vibracionais compativeis com suas particularidades estruturais. Na regiao
de 3000-2800 cm™, associada a estiramentos C—H, observou-se maior contribuicéo
relativa relacionada a grupos metil para o AMP e para FS, coerente com maior grau
de ramificagao estrutural. A MIPA apresentou perfil intermediario, enquanto a DGA
exibiu menor intensidade relativa nessa regido, consistente com uma arquitetura
menos ramificada.

Na regidao de 1100-1000 cm™, atribuida a vibragdes associadas a C—O e C—N,
a DGA apresentou contribuicdo mais pronunciada relacionada a modos C-0O,
compativel com maior densidade de grupos hidroxila e maior carater polar, ao passo

que o AMP e a MIPA exibiram menor contribuicao relativa nessa faixa.
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Particularmente relevante para a interpretacdo da relagao estrutura—atividade
foi o comportamento da banda associada ao estiramento N—H na regido em torno de
3350 cm™" 28-30.77.94 ' A variag&o sistematica da intensidade relativa dessa banda, apos
normalizacao entre as amostras, € compativel com diferengas no microambiente do
grupo amino e na extensao de interagdes intermoleculares por ligagdes de hidrogénio.

Embora a espectroscopia Raman nao permita inferir mecanismo antimicrobiano
especifico, as diferengas vibracionais observadas s&do coerentes com variagdes
estruturais que tendem a modular basicidade aparente, polaridade efetiva e potencial
de interacdo molecular com sistemas biologicos, fornecendo suporte fisico-quimico a
interpretagdo microbioldgica subsequente 8277779,

Ao avaliar conjuntamente os resultados microbiologicos em fase planctonica e
em biofilme misto, observou-se tendéncia consistente no sistema formulado, na qual
AMP e FS apresentaram o melhor desempenho global, MIPA exibiu comportamento
intermediario e DGA demonstrou o menor efeito relativo. Essa tendéncia foi
sustentada por significancia estatistica elevada, indicando que o desempenho
diferencial esta associado a propriedades estruturais intrinsecas 28-30.77.94,

De modo geral, moléculas mais ramificadas e com menor densidade de grupos
hidroxila apresentaram melhor desempenho microbioldgico, enquanto estruturas mais
lineares e com maior densidade de grupos hidroxila demonstraram atividade inferior.
No entanto, essa relagdo mostrou-se dependente do sistema avaliado, sendo
modulada por fatores como tipo de microrganismo, estado fisiolégico (plancténico ou
séssil) e presenca da matriz formulada.

A consisténcia observada no sistema formulado indica que o efeito
antimicrobiano das alcanolaminas estd ancorado em propriedades estruturais
mensuraveis, embora moduladas pelo contexto bioldgico. A reprodug¢ao do padréo
geral de desempenho em diferentes condi¢gdes experimentais refor¢ca a robustez da
interpretacéo e sustenta a hipdtese central deste estudo: a arquitetura molecular
exerce influéncia relevante no comportamento microbiolégico em sistemas de fluidos
de corte.

Nesse contexto, as formulagdes contendo AMP e FS destacaram-se pelo
desempenho superior, indicando que maior impedimento estérico e menor densidade
de grupos fortemente hidrataveis constituem atributos estruturais favoraveis a

estabilidade microbioldgica. Estruturas mais lineares e extensamente solvatadas, por
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sua vez, apresentaram desempenho inferior, reforgcando a coeréncia da abordagem
estrutura—atividade adotada.

Do ponto de vista aplicado, a reduc¢ao da atividade metabdlica do biofilme misto
sugere potencial diminuicdo da carga microbiana funcionalmente ativa no sistema,
com implicagdes diretas para a estabilidade microbiologica do fluido e para a
mitigacdo da exposicdo ocupacional a agentes biolégicos. Em sistemas industriais,
biofilmes atuam como reservatorios persistentes de contaminacdo, promovendo
liberagédo continua de células vidveis e endotoxinas para o fluido circulante 102153,
fendbmeno associado ao risco ocupacional decorrente da geracado de bioaerossois
contaminados 86,

Ao atingir o objetivo proposto de correlacionar descritores estruturais com
resposta bioldgica, este trabalho desloca a discussdo de um modelo reativo, centrado
na adicdo posterior de biocidas, para um modelo preventivo de engenharia de
formulacdo. A andlise estrutura—atividade aplicada as alcanolaminas se consolida,
assim, como estratégia de decisao tecnologica voltada a seguranga quimica, a

protecdo da salide ocupacional e a sustentabilidade industrial 3872,
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5 CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou que caracteristicas estruturais das alcanolaminas
influenciam o comportamento microbiolégico de fluidos de corte soluveis em agua,
evidenciando uma associagao consistente entre arquitetura molecular e estabilidade
microbioldgica do sistema. A caracterizagao estrutural por espectroscopia FT-Raman
confirmou distingdes entre as moléculas avaliadas, mantidas apds incorporagao as
formulagbes, permitindo correlacionar descritores estruturais com atividade
antimicrobiana em diferentes condi¢coes experimentais.

Em cultura planctdnica, as concentragdes inibitdérias minimas variaram entre 2
e 4 mg-L™" para Escherichia coli e Staphylococcus aureus, com concentragoes
bactericidas entre 2 e 8 mg-L™". Frente a E. coli, AMP e FS apresentaram maior
atividade relativa, seguidos por MIPA, enquanto DGA apresentou o menor efeito. Para
S. aureus, observou-se comportamento distinto, com maior atividade inibitéria para
MIPA, seguida por FS, enquanto AMP apresentou efeito intermediario e DGA manteve
0 menor desempenho.

Nos ensaios de biofiilme misto, observou-se convergéncia no sistema
formulado, com AMP e FS promovendo maior reducao da atividade metabdlica, MIPA
apresentando efeito intermediario e DGA o menor efeito relativo, indicando que o
desempenho antimicrobiano resulta da interagao entre propriedades estruturais das
moléculas e o contexto biolégico do sistema avaliado.

De modo geral, verificou-se tendéncia na qual moléculas mais ramificadas e
com menor densidade de grupos hidroxila apresentaram melhor desempenho
microbioldgico, enquanto estruturas mais lineares e mais polares exigiram maiores
concentragdes para inibicao e efeito bactericida. No entanto, essa relagdo mostrou-se
dependente do microrganismo e do estado fisiolégico avaliado, evidenciando que a
resposta microbioldgica € modulada por fatores estruturais e bioldgicos de forma
integrada.

Embora a abordagem seja exploratoria e conduzida em modelo experimental
simplificado, os resultados fornecem base racional para selegdo de alcanolaminas
com maior potencial de estabilidade microbioldgica. A incorporagdo de principios de
relagdo estrutura—atividade na engenharia de formulagdo configura estratégia
preventiva plausivel para reduzir a formacgéo de biofilmes, a dependéncia de biocidas

corretivos e os riscos microbiolégicos em sistemas de usinagem.
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Como perspectivas futuras, recomenda-se a expansao da biblioteca molecular
de alcanolaminas investigadas, permitindo aprofundar a compreensao das relagdes
entre arquitetura molecular, propriedades fisico-quimicas e comportamento
microbioldgico. Estudos envolvendo comunidades microbianas industriais mais
complexas e representativas, bem como a validagcdo experimental em sistemas reais
de usinagem, serdo fundamentais para consolidar a aplicabilidade dos principios
observados neste trabalho. Paralelamente, o desenvolvimento de formulagdes com
maior biorresisténcia intrinseca representa um caminho promissor para reduzir a
dependéncia de biocidas potencialmente tdxicos, contribuindo para o aumento da
estabilidade microbioldgica dos fluidos de corte ao longo de seu ciclo de uso.

Nesse contexto, a integracdo entre pesquisa académica e setor industrial
assume papel estratégico. A aplicagao de abordagens baseadas em engenharia de
formulagdo e relagdo estrutura—atividade pode favorecer o desenvolvimento de
tecnologias mais seguras, eficientes e sustentaveis para a industria metalmecanica.
Essa interface entre inovacao tecnoldgica, eficiéncia produtiva e responsabilidade
socioambiental reforga o potencial do setor privado como agente ativo na promogao
de ambientes de trabalho mais seguros e na reducdo de impactos ambientais

associados ao uso e descarte de fluidos de corte.



7

REFERENCIAS

1 BRINKSMEIER, E. et al. Metalworking fluids—Mechanisms and performance.
CIRP Annals, v. 64, n. 2, p. 605-628, 2015.

2 DEBMANDAL, M. et al. Metalworking Fluids: A Review on Their Types, Functions,
and Health Hazards. Journal of Environmental Science and Health, Part C, v. 29,
n. 4, p.289-311, 2011.

3 SOKOVIC, M.; MIJANOVIC, K. Ecological aspects of the cutting fluids and its
influence on quantifiable parameters of the cutting processes. Journal of Materials
Processing Technology, v. 109, n. 1-2, p. 181-189, 2001.

4 SOUSA, M. et al. Biocides as drivers of antibiotic resistance: A critical review.
Environmental Science and Ecotechnology, v. 25, 2025.

5 FLEMMING, H. C.; WINGENDER, J. The Biofilm Matrix. Nature Reviews
Microbiology, v. 8, n. 9, p. 623-633, 2010.

6 MAILLARD, J. Y. Resistance of Bacteria to Biocides. Microbiology Spectrum, v.
6, n. 2, 2018.

7 CAPELLETTI, E. Biofilms in Metalworking Fluids: Formation, Control, and
Health Implications. 2016. Tese (Doutorado em Biotecnologia) — Universita di
Bologna, Bologna, 2016.

8 PERKINS, S. D.; ANGENENT, L. T. Potential Pathogenic Bacteria in Metalworking
Fluids and Aerosols from a Machining Facility. FEMS Microbiology Ecology, v. 74,
n. 3, p. 643—654, 2010. DOI: 10.1111/j.1574-6941.2010.00976.x

9 IARC WORKING GROUP ON THE EVALUATION OF CARCINOGENIC RISKS TO
HUMANS. Formaldehyde, 2-Butoxyethanol and 1-tert-Butoxypropan-2-ol. IARC
Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans, v. 88, 2006.

10 PASSMAN, F. J. Biocorrosion of Metalworking Fluids. In: COVINO JR., B. S.
(ed.).: Corrosion: Fundamentals, Testing, and Protection. [s./.]: ASM International, p.
1025-1030, 2003.

11 MATTSBY-BALTZER, I. et al. Microbial growth and accumulation in industrial
metal-working fluids. Applied and Environmental Microbiology, Washington, v. 55,
n. 10, p. 2681-2689, out. 1989. DOI: 10.1128/AEM.55.10.2681-2689.1989.

12 NATIONAL INSTITUTE FOR OCCUPATIONAL SAFETY AND HEALTH (NIOSH).
Criteria for a Recommended Standard: Occupational Exposure to Metalworking
Fluids. Cincinnati, OH: DHHS (NIOSH) Publication No. 98-102, 1998. DOI:
10.26616/NIOSHPUB98102.



78

13 COSTERTON, J. W.; STEWART, P. S.; GREENBERG, E. P. Bacterial biofilms: a
common cause of persistent infections. Science, Washington, v. 284, n. 5418, p.
1318-1322, 1999.

14 FLEMMING, H.-C.; WINGENDER, J. The biofilm matrix. Nature Reviews
Microbiology, London, v. 8, n. 9, p. 623—-633, 2010. DOI: 10.1038/nrmicro2415.

15 GARCIA, E. et al. Lung cancer mortality and exposure to synthetic metalworking
fluid and biocides: controlling for the healthy worker survivor effect. Occupational
and Environmental Medicine, v. 75, n. 10, p. 730-735, 2018.

16 THORNE, P. S. Environmental endotoxin exposure and asthma. Journal of
Allergy and Clinical Inmunology, v. 148, n. 1, p. 61-63, 2021. DOI
10.1016/j.jaci.2021.05.004.

17 KOCH, T. Microbiology of Metalworking Fluids: What We Know and Lessons to be
Learnt. Acta Mechanica et Automatica, v. 17, n. 2, p. 166-172, 2023. DOI
10.2478/ama-2023-0018.

18 HENRIKS-ECKERMAN, M. L. et al. Determination of occupational exposure to
alkanolamines in metal-working fluids. The Annals of Occupational Hygiene, v. 51,
n. 2, p. 153-160, 2007.

19 INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER (IARC).
Formaldehyde, 2-butoxyethanol and 1-tert-butoxypropan-2-ol. Lyon: IARC, 2006.
(IARC Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans, v. 88).

20 JESSORP, P. G. et al. Opportunities for greener alternatives in chemical
formulations. Green Chemistry, v. 17, n. 1, p. 2664-2678, 2015.

21 BIODETERIORATION-CONTROL. What's in a name — are biocide-free
metalworking fluids less toxic than those formulated with biocides? Biodeterioration
Control, 2022. Disponivel em: https://biodeterioration-control.com/whats-in-a-name-
are-biocide-free-metalworking-fluids-less-toxic-than-those-formulated-with-biocides!/.
Acesso em: 01 set. 2025.

22 BYERS, J. P. Metalworking Fluids. /n: Kirk-Othmer Encyclopedia of Chemical
Technology. Hoboken, NJ: John Wiley & Sons, 2017.

23 BASSETTI, J.; POULESQUEN, A.; PIERLOT, C. Review on Cutting Fluids:
Formulation, Chemistry and Deformulation. Journal of Oleo Science, v. 73, n. 7, p.
921-941, 2024. DOI: 10.5650/jos.ess24068

24 THOMPSON, lan; VAN DER GAST, Chris. The microbiology of metal working
fluids. In: FLICKINGER, Michael C. (ed.). Encyclopedia of Industrial
Biotechnology: Bioprocess, Bioseparation, and Cell Technology. New York: John
Wiley & Sons, 2010. p. 1-10. DOI: 10.1007/978-3-540-77587-4_173.

25 DAHLMAN-HOGLUND, A. et al. Endotoxin in Aerosol Particles from Metalworking
Fluids Measured with a Sioutas Cascade Impactor. Annals of Work Exposures


https://biodeterioration-control.com/whats-in-a-name-are-biocide-free-metalworking-fluids-less-toxic-than-those-formulated-with-biocides/
https://biodeterioration-control.com/whats-in-a-name-are-biocide-free-metalworking-fluids-less-toxic-than-those-formulated-with-biocides/

79

and Health, v. 66, n. 2, p. 260-268, 2022. Disponivel em:
https://doi.org/10.1093/annweh/wxab077

26 VAN DER GAST et al. Identification and characterisation of bacterial populations
of an in-use metal-working fluid by phenotypic and genotypic methodology. Int.
Biodeter Biodegr, v. 47, n. 2, p. 113-123, 2001. DOI: https://doi.org/10.1016/S0964-
8305(01)00036-1

27 ABRI, A.; SADEGHI, Y. J. New formulation of metalworking fluids using
emulsifiers and alkanolamines for enhanced resistance to microbial degradation.
Results in Chemistry, v. 15, p. 102275, 2025. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.rechem.2025.102275

28 KABARA, J.J.; CONLEY, A. J.; TRUANT, J. P. Relationship of chemical structure
and antimicrobial activity of alkyl amides and amines. Antimicrob Agents
Chemother., v. 2, n. 6, p. 492-498, 1972. DOI: 10.1128/AAC.2.6.492.

29 KOSZELEWSKI, D. et al. Relationship between Structure and Antibacterial
Activity of a-Aminophosphonate Derivatives Obtained via Lipase-Catalyzed
Kabachnik-Fields Reaction. Materials, v. 15, n. 11, 3846, 2022. DOI:
10.3390/ma15113846.

30 PAN, Y.; WANG, Y .; Bryant, S. H. Pharmacophore and 3D-QSAR Characterization
of 6-Arylquinazolin-4-amines as Cdc2-like Kinase 4 (Clk4) and Dual Specificity
Tyrosine-phosphorylation-regulated Kinase 1A (Dyrk1A) Inhibitors. Journal of
Chemical Information and Modeling, v. 53, n. 4, p. 938-947, 2013. DOI:
https://doi.org/10.1021/ci300625c.

31 ORGANIZACAO DAS NACOES UNIDAS. Transformando nosso mundo: a
Agenda 2030 para o Desenvolvimento Sustentavel. Nova York: Nagdes Unidas,
2015. Disponivel em: https://sdgs.un.org/2030agenda . Acesso em: 20 fev. 2026.

32 PASSMAN, F. J.; KUENZI, P. Microbiology in Water-Miscible Metalworking Fluids.
Tribology Transactions, v. 63, n. 6, p. 1147-1171, 2020.
DOI:10.1080/10402004.2020.1764684.

33 LUO, X. et al. Sustainable development of cutting fluids: The comprehensive
review of vegetable oil. Journal of Cleaner Production, v. 473, 142277, 2024. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.jclepro.2024.143544.

34 JABBAR, M. A. Metalworking Fluid Exposure and Consequences on Skin Health
in a Metal Machining Factory: Review Article. International Journal For Empirical
Education and Research, v. 2, n. 9, p. 27-35, 2018.

35 OSAMA, M. et al. Recent developments and performance review of metal working
fluids. Tribology International, v. 114, p. 389-401, 2017. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.triboint.2017.04.050

36 WEGST, W. F. Metalworking Fluids. /n: Ullmann's Encyclopedia of Industrial
Chemistry. Weinheim: Wiley-VCH, 2006.


https://doi.org/10.1093/annweh/wxab077
https://doi.org/10.1016/S0964-8305(01)00036-1
https://doi.org/10.1016/S0964-8305(01)00036-1
https://sdgs.un.org/2030agenda

80

37 KOCH, T. Microbiology of Metalworking Fluids: What We Know and Lessons to be
Learnt. Acta Mechanica et Automatica, v. 17, n. 2, p. 166-173, 2023. DOI:
10.2478/ama-2023-0018.

38 DI MARTINO, P. Ways to improve biocides for metalworking fluid. AIMS
Microbiology, v. 7, n. 1, p. 13-27, 2021. DOI: 10.3934/microbiol.2021002

39 COLONIAL CHEMICAL INC. Formulating semi-synthetic metalworking fluids.
[S.L]: Colonial Chemical Inc., 2023. Disponivel em: https://colonialchem.com/wp-
content/uploads/Formulating_SS_MWFs_CCIl_03162023.pdf. Acesso em: 20 fev.
2026

40 CIMM. Qualidades e propriedades desejaveis nos fluidos de corte - Aditivos.
CIMM, 2009. Disponivel em: https://www.cimm.com.br/portal/material_didatico/4831-
qualidades-e-propriedades-desejaveis-nos-fluidos-de-corte-aditivos. Acesso em: 20
fev. 2026.

41 GOMES, R. C. et al. O fluido de corte e o controle da contaminagao

microbiana. Molde Injegao Plasticos, 2003. Disponivel em:
http://moldesinjecaoplasticos.com.br/o-fluido-de-corte-e-o-controle-da-contaminacao-
microbiana/. Acesso em: 20 fev. 2026.

42 ARANDANET. Recontaminacao do fluido de corte presente em fresadoras. MM,
2017. Disponivel em:
https://www.arandanet.com.br/revista/mm/materia/2017/02/23/recontaminacao_do fl
uido.html. Acesso em: 20 fev. 2026.

43 CIMM. Controle do crescimento microbiano nos fluidos de corte utilizando a
radiacao ultravioleta. CIMM , [Sl], [sd]. Disponivel em:
https://www.cimm.com.br/uploads/cimm/publicacao/arquivo/43/ArtigoUV.pdf. Acesso
em: 20 fev. 2026.

44 KAPOOR, R. et al. Estabelecimento de comunidade microbiana, sucessao e
dindmica temporal em uma operacéao de fluido metalurgico semissintético industrial:
um rastreamento em tempo real de 50 semanas. Microrganismos, v. 12, n. 2, 267,
2024. DOI: https://doi.org/10.3390/microorganisms12020267

45 SAHA, R.; DONOFRIO, R. S. The microbiology of metalworking fluids. Applied
Microbiology and Biotechnology, v. 94, n. 5, p. 1119-1130, 2012. DOI:
https://doi.org/10.1007/s00253-012-4055-7.

46 MURAT, Jean-Baptiste et al. Factors Influencing the Microbial Composition of
Metalworking Fluids and Potential Implications for Machine Operator's Lung. Applied
and Environmental Microbiology, v. 78, n. 1, p. 34-41, 2012. DOI:
10.1128/AEM.06230-11

47 DAHLMAN-HA-GLUND, Annette et al. Endotoxin in Aerosol Particles from
Metalworking Fluids: Exposure Assessment and Workplace Characterization. Annals


https://colonialchem.com/wp-content/uploads/Formulating_SS_MWFs_CCI_03162023.pdf
https://colonialchem.com/wp-content/uploads/Formulating_SS_MWFs_CCI_03162023.pdf
https://www.cimm.com.br/portal/material_didatico/4831-qualidades-e-propriedades-desejaveis-nos-fluidos-de-corte-aditivos
https://www.cimm.com.br/portal/material_didatico/4831-qualidades-e-propriedades-desejaveis-nos-fluidos-de-corte-aditivos
https://www.arandanet.com.br/revista/mm/materia/2017/02/23/recontaminacao_do_fluido.html
https://www.arandanet.com.br/revista/mm/materia/2017/02/23/recontaminacao_do_fluido.html
https://www.cimm.com.br/uploads/cimm/publicacao/arquivo/43/ArtigoUV.pdf
https://doi.org/10.3390/microorganisms12020267
https://doi.org/10.1007/s00253-012-4055-7

81

of Work Exposures and Health, v. 66, n. 4, p. 237-248, 2022. DOI:
10.1093/annweh/wxab077.

48 HEALTH AND SAFETY EXECUTIVE. Bacterial contamination in metalworking
fluids. *UK Health and Safety Executive Technical Guidance*, 2024. Disponivel em:
https://www.hse.gov.uk/metalworking/bacterial.htm. Acesso em: 15 jan. 2026.

49 LEVILLY, Romain et al. Characterization of occupational inhalation exposures to
particulate and gaseous straight and water-based metalworking fluids. Scientific
Reports, v. 14, 18814, 2024. DOI: 10.1038/s41598-024-69677-w.

50 ENNING, D.; GARRELFS, J. Corrosion of iron by sulfate-reducing bacteria: new
views of an old problem. Applied and Environmental Microbiology, v. 80, n. 4, p.
1226-1236, 2014. DOI: 10.1128/AEM.02848-13.

51 BILLINGS, N. et al. The extracellular matrix component Psl provides fast-acting
antibiotic defense in Pseudomonas aeruginosa biofilms. PLoS Pathogens, San
Francisco, v. 9, n. 8, 1003526, 2013. DOI: 10.1371/journal.ppat.1003526.

52 ABU SHAQRA, Qahtan A.; GROOM, R. A.; AL-GABBIESH, A. Non-Tubercle
Mycobacteria and Other Contaminants in Metalworking Fluids from Small Turneries.
Journal of Ecological Engineering, v. 23, n. 4, p. 315-324, 2022. DOI:
https://doi.org/10.12911/22998993/145462

53 VON KANEL, G. et al. It is useless to resist: biofilms in metalworking fluid
systems. Life, v. 15, n. 6, 890, 2025. DOI: https://doi.org/10.3390/1ife 15060890

54 HASHIM, Zailina et al. Exposure to microbial contaminants in metalworking fluids
(MWF) and the fractional exhaled nitric oxide (FeNO) levels among machining
industry workers. Malaysian Journal of Medicine and Health Sciences, n. 15, p.
147-152, 2019. Disponivel em: http://psasir.upm.edu.my/id/eprint/76446. Acesso em:
14 jan. 2026

55 MONDAL, S. et al. Quorum sensing in biofilm-mediated heavy metal resistance
and transformation by microbial populations. Front. Microbiol., v. 16, 2025. DOI:
https://doi.org/10.3389/fmicb.2025.1607370

56 NETT, R. J. et al. Occupational respiratory and skin diseases among workers
exposed to metalworking fluids. Current Opinion in Allergy and Clinical
Immunology, v. 21, n. 2, p. 121-127, 2021. DOI: 10.1097/AC1.0000000000000717

57 CHIA, T.-P. et al. Effectiveness of engineering interventions in decreasing worker
exposure to metalworking fluid aerosols. Science of the Total Environment, v. 659,
p. 923-927, 2019. DOI: https://doi.org/10.1016/].scitotenv.2018.12.355

58 HEALTH AND SAFETY EXECUTIVE (HSE). Metalworking fluids: health and
safety guidance. HSG258. 2. ed. Bootle: Health and Safety Executive, 2019.


https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2018.12.355

82

59 VANHAUTEGHEM, D. et al. Flow cytometry, a powerful novel tool to rapidly
assess bacterial viability in metal working fluids: Proof-of-principle. PLoS One, v. 14,
n. 2, 2019. DOI: 10.1371/journal.pone.0211583.

60 GILBERT, Y; VEILLETTE, M.; DUCHAINE, C. Metalworking fluids biodiversity
characterization. J. Appl. Microbiol., v. 108, n. 2, p 437-449, 2010.
DOI: https://doi.org/10.1111/j.1365-2672.2009.04433.x.

61 THORNE, P. S. et al. Metalworking Fluid with Mycobacteria and Endotoxin
induces hypersensitivity pneumonitis in Mice. Am J. Respir. Crit. Care Med., v. 173,
n.7,p.759-768, 2005. DOI: 10.1164/rccm.200405-6270C.

62 XU, X. et al. Assessment of Workers’ Personal Exposure to Metalworking Fluid
Aerosols in an Automotive Parts Manufacturing Facility and Their Health Outcomes.
ACS Chemical Health & Safety, v. 31, n. 3, p. 540-547, 2024. Disponivel em:
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.chas.4c00058. Acesso em: 2 out. 2025.

63LEVILLY, Romain et al. Characterization of occupational inhalation exposures to
particulate and gaseous straight and water-based metalworking fluids. Scientific
Reports, v. 14, 18814, 2024. DOI: 10.1038/s41598-024-69677-w.

64 ABU SHAQRA, Q.; AL GROOM, R.; AL-GABBIESH, A. Non-Tubercle
Mycobacteria and Other Contaminants in Metalworking Fluids from Small Turneries.
Journal of Ecological Engineering, v. 23, n. 4, p. 315-324, 2022.

DOI: https://doi.org/10.12911/22998993/145462

65 GUO, S. G. et al. Experimental evaluation of the lubrication performance of
mixtures of castor oil with other vegetable oils in MQL grinding of nickel-based alloy.
J. Clean Prod., v. 140, n. 3, 1060-1076, 2017. DOI:
https://doi.org/10.1016/}.jclepro.2016.10.073

66 DUARTE, P. D.; SANGI, D. P.; CORREA, A. Sintese de Compostos N-
Heterociclos Empregando Micro-ondas. Revista Virtual de Quimica, v. 2, n. 3, p.
204-213, 2010.

67 FERNANDES, F. de S. Sintese, caracterizagao e avaliagao biolégica de
aminoalcoois lipofilicos acoplados a carboidratos, candidatos a novos agentes
antituberculose. 2012. Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Juiz de
Fora, Juiz de Fora, 2012.

68 VOGT, Monika; PASEL, Christoph; BATHEN Dieter. Characterisation of CO2
absorption in various solvents for PCC applications by Raman Spectroscopy. Energy
Procedia, v.4, p. 1520-1525, 2011.

69 TANG, L. et al. Biological Stability of Water-Based Cutting Fluids: Progress and
Application. Chinese Journal of Mechanical Engineering, v. 35, n. 3, p. 1-15,
2022. DOI: https://doi.org/10.1186/s10033-021-00667-z.


https://doi.org/10.1111/j.1365-2672.2009.04433.x
https://doi.org/10.12911/22998993/145462
https://doi.org/10.1186/s10033-021-00667-z

83

70 TRAFNY, E. A. Microorganisms in metalworking fluids: current issues in research
and management. International Journal of Occupational Medicine and
Environmental Health, v. 26, n. 1, p. 4-15, 2013. DOI: 10.2478/S13382-013-0075-5

71 FALKINHAM 111, J. O. Effects of Biocides and Other Metal Removal Fluid
Constituents on Mycobacterium immunogenum. Applied and Environmental
Microbiology, v. 75, n. 7, p. 2057-2061, 2009. DOI: 10.1128/AEM.02406-08.

72 ABRI, A.; SADEGHI, Y. J. New formulation of metalworking fluids using
emulsifiers and alkanolamines for enhanced resistance to microbial degradation.
Results in Chemistry, v. 15, 2025. DOI: 10.1016/j.rechem.2025.102275.

73 TRAFNY, Ewa A. et al. Microbial contamination and biofilms on machines of metal
industry using metalworking fluids with or without biocides. International
Biodeterioration & Biodegradation, v. 99, p. 31-38, 2015. DOI:
10.1016/j.ibiod.2014.12.015.

74 GERNON, Michael D.; VERDINO, Guy; ASH, Robert. Optimizing metalworking
fluid performance with primary and tertiary amines. Denver, CO: Eastman
Chemical, 2018.

75 BRINKSMEIER, E. et al. Metalworking fluidls—Mechanisms and performance.
CIRP Annals, v. 64, n. 2, p. 605-628, 2015. DOI: 10.1016/j.cirp.2015.05.003.

76 VAN GINKEL, C. G.; LOUWERSE, A.; VAN DER TOGT, B. Substrate specificity
of a long-chain alkylamine-degrading Pseudomonas sp. isolated from activated
sludge. Biodegradation, Dordrecht, v. 19, n. 1, p. 129-136, 2008. DOI:
10.1007/s10532-007-9120-z.

77 SANDIN, M. Selective toxicity of alkanolamines. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, v. 34, n. 3, p. 491-493, 1990. DOI: 10.1128/AAC.34.3.491

78 MATTSBY-BALTZER, |.; SANDBERG, M.; AHLSTROM, B.; ALLENMARK, S.;
EDEBO, M.; FALSEN, E.; PEDERSEN, K.; RODIN, N.; THOMPSON, R. A.; EDEBO,
L. Control of microbial growth in water-based metal-working fluids. International
Biodeterioration, Barking, v. 27, n. 1, p. 61-74, 1991. DOI: 10.1016/0265-
3036(91)90024-L.

79 BAKALOVA, Svetlana; GEORGIEVA, Svetlana. Microbial toxicity of
ethanolamines. Diagnosis Net, 2008. Disponivel em:
http://www.diagnosisnet.com/bbeq/. Acesso em: 15 mar. 2026.

80 GARSIN, D. A. Ethanolamine utilization in bacterial pathogens: roles and
regulation. Nature Reviews Microbiology, London, v. 8, n. 4, p. 290-295, 2010.
DOI: 10.1038/nrmicro2334

81 SUURONEN, K. et al. Occupational dermatitis and allergic respiratory diseases in
Finnish metalworking machinists. Occupational Medicine, v. 57, n. 4, p. 277-283,
2007.


http://www.diagnosisnet.com/bbeq/

84

82 GORDON, T. Metalworking fluid—the toxicity of a complex mixture. J. Toxicol
Environ Health A, v. 67, n. 3, p. 209-19, 2004. DOI: 10.1080/15287390490266864

83 AMRITA, M.; SRIKANT, R.; SITARAMARAJU, A. Performance Evaluation of
Nanographite-Based Cutting Fluid in Machining Process. Materials and
Manufacturing Processes, v. 29, n. 5, p. 600-605, 2014.

84 TIMMIS, K. N. Handbook of hydrocarbon and lipid microbiology. Berlin:
Springer, 2010.

85 KAPOOR, R.; YADAYV, J. S. Expanding the mycobacterial diversity of
metalworking fluids (MWFs): Evidence showing MWF colonization by Mycobacterium
abscessus. FEMS Microbiol. Ecol, v. 79, n. 2, p. 392-399., 2012. DOI:
https://doi.org/10.1111/j.1574-6941.2011.01227 .x.

86 FRIIS, U. et al. Isothiazolinones in commercial products at Danish workplaces.
Contact Dermatitis, v. 71, n. 2, p. 65-74, 2014. DOI: 10.1111/cod.12235.

87 GUERRA, André Fioravante. Microbiologia de alimentos: métodos de
contagem microbiana. Valenga: [s.n.], 2016. Disponivel em: <www.microbiologia-de-
alimentos.com>.

88 LIN-VEN, D. et al. Handbook of infrared and Raman characteristic
frequencies of organic molecules. [S./.]: Elsevier, 1991. Disponivel
em: https://www.sciencedirect.com/book/9780124511606. Acesso em: 11 fev. 2026.

89 IR Spectroscopy of Amines. Disponivel
em: https://www.orgchemboulder.com/Spectroscopy/irtutor/aminesir.shtml. Acesso
em: 11 fev. 2026.

90 Corrguard FS multifunctional amino alcohol for improved

Aluminum staining performance. Technical Data Sheet. Disponivel

em: https://www.lehvoss.de/fileadmin/user_upload/oberflaechentechnik/Downloads/T
DS CORRGUARD FS 20200416.pdf. Acesso em: 11 fev. 2026.

91 JEFFREY, G. A. An Introduction to Hydrogen Bonding. New York: Oxford
University Press, 1997.

92 RAMAN Database Table with Search. InstaNANO. Disponivel
em: https://instanano.com/all/characterization/raman/raman-database-table-with-
search/. Acesso em: 11 fev. 2026.

93 MORSH, K. et al. Spectroscopy of amines. In: MORSH, K. et al. Organic
chemistry. Houston: OpenStax, 2023. Disponivel

em: https://openstax.org/books/organic-chemistry/pages/24-10-spectroscopy-of-
amines. Acesso em: 11 fev. 2026.

94 SANDIN, M.; ALLENMARK, S.; EDEBO, L. Selective toxicity of
alkanolamines. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 34, n. 3, p. 491-493,
1990. DOI: 10.1128/AAC.34.3.491


http://www.microbiologia-de-alimentos.com/
http://www.microbiologia-de-alimentos.com/
https://www.sciencedirect.com/book/9780124511606
https://www.orgchemboulder.com/Spectroscopy/irtutor/aminesir.shtml
https://www.lehvoss.de/fileadmin/user_upload/oberflaechentechnik/Downloads/TDS_CORRGUARD_FS_20200416.pdf
https://www.lehvoss.de/fileadmin/user_upload/oberflaechentechnik/Downloads/TDS_CORRGUARD_FS_20200416.pdf
https://instanano.com/all/characterization/raman/raman-database-table-with-search/
https://instanano.com/all/characterization/raman/raman-database-table-with-search/
https://openstax.org/books/organic-chemistry/pages/24-10-spectroscopy-of-amines
https://openstax.org/books/organic-chemistry/pages/24-10-spectroscopy-of-amines

85

95 YAMAMURA, H. et al. Rule of hydrophobicity/hydrophilicity balance in membrane-
disrupting antimicrobial activity of polyalkylamino cyclodextrins synthesized via click
chemistry. ChemistrySelect, Weinheim, v. 1, n. 2, p. 469-472, 2016. DOI:
10.1002/slct.201500017.

96 CHEMBK. Diisopropanolamine (DIPA): chemical properties and application.
Disponivel em: https://www.chembk.com/en/chem/Diisopropanolamine. Acesso em:
11 fev. 2026.

97 SUVITHA, A.; PERIANDY, S. Vibrational analysis using FT-IR, FT-Raman spectra
and HF-DFT methods and NBO, NLO, NMR, HOMO-LUMO, UV and electronic
transitions studies on 2,2 ,4-trimethyl pentane. Spectrochimica Acta Part A:
Molecular and Biomolecular Spectroscopy, v. 138, p. 900-912, 2015. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.saa.2014.10.031


https://www.chembk.com/en/chem/Diisopropanolamine

86

ANEXO A - TERMO DE COLABORAGAO COM EMPRESA YUSHIRO DO BRASIL
IND. QUIM. LTDA

Termo de colaboracéo e doacao de amostras.

; YUSHIRO DO BRASIL Ind. Quim. Ltda 9 e
0 ushirg Av. Henry Nestlé, 3100 - Bairro da Grama 9001 14001
bt Cagapava - S3o Paulo - CEP 12286-140
oot o irogitioncr Tel.: 55 (12) 3654-8100 M 5 M5

TERMO DE DOAGAO DE AMOSTRAS

Eu, Rafael Gemignani, gerente de Pesquisa e Desenvolvimento na Yushiro do Brasil,
inscrito no CRQ 04361778, autorizei a doagdo de amostras de fluidos de usinagem
soltveis, amostras de alcanolaminas e biocidas para testes laboratoriais. Estou ciente
que estas amostras serao utilizadas por Paula Macedo Rodrigues, sob orientagao da
Professora Doutora Maiara Lima Castilho no Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento
da Universidade do Vale do Paraiba para testes microbioldgicos e realizagdo de traba-
lho cientifico com publicagdo de artigo.

Cagapava, 06 de junho de 2023.

Nosso Site; wwy yushizo.com.br



87

ANEXO B — XXLX CONGRESSO BRASILEIRO DE ENGENHARIA BIOMEDICA

Participagdao no XXIX Congresso Brasileiro de Engenharia Biomédica, realizado pela
SBEB — Sociedade Brasileira de Engenharia Biomédica em 2024 com a publicagao
do trabalho em https://doi.org/10.1007/978-3-031-94921-0 2
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Inhibitory Effect of Alkanolamines for Bioresistance of Cutting Fluids Associated
With Occupational Diseases

P.M. Rodrigues’, GM.A de Abreu'. L.G. dos Santos'. E. J. N. de Andrade’, M L. Castilho'
‘Bionanotechnology Laboratory, Research and Development Institute, University of Paraiba Valley, Sdo José dos Campos 12244-000. SP.
Brazil

Abstract— In metallurgical industry, water-soluble cutting
fluids are a frequent cause of occupational irritation and/or con-
tact dermatitis in operators. Inhalation of aerosols from cutting
fluids can cause irritation to the throat, nose and lungs, while
exposure is often associated with chronic inflammation of the
bronchi, hypersensitivity pneumonitis and worsening of pre-ex-
isting respiratory issues. Gram-negative, Gram-positive bacte-
ria and mycobacteria isolated from cutting fluid has generated
great concern due to their ability to act as potential pathogens,
which justify why biocides are generally incorporated into the
cutting fluid formulation by the manufacturer. Alkanolamines
have been used in metallurgical fluids as corrosion inhibitors,
but they also have an antimicrobial effect and can be used as an
alternative way to contain bacterial proliferation. Therefore,
the objective of this work is to evaluate the biological activity of
alkanolamines against the bacteria Escherichia coli (E. coli) and

Alkanolamines are ammonia derivatives in which one.
two or three groups (alkanol) are linked to an amino group
(NH:). an important chemical class that are present in a vast
group of natural and synthetic substances with biological ac-
tivity. Each component present in the formulation of cutting
fluids can contribute differently to the harmful effects on the
health of workers exposed to aerosols or through contact with
the skin. Inhalation of aerosols from machining fluids are eti-
ological agents of pathologies of the conduction and respira-
tory system. causing irritation. pain, buming, rhinorrhea,
congestion and bleeding of the airways. in addition to cough-
ing, dyspnea and bronchiectasts [4].

Exposure to aerosols is often associated with chronic bron-
chial inflammation, hypersensitivity pneumonitis and wors-
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ANEXO C - 2° SCIENCE & BUSINESS CONNECTION REALIZADO POR PIT -
PARQUE DE INOVAGAO TECNOLOGICA SAO JOSE DOS CAMPOS

Participacédo no 2° Science & Business Connection, realizado pelo PIT — Parque de

Inovagao Tecnolégica em 2024.

[z ecicac]
Science

& Business
Connection

by colmeia

" Certificado de Apresentacgdo

Certificamos que Paula Macedo Rodrigues, participaram na
qualidade de APRESENTADOR, do evento 2° Science &
Business Connection, apresentando nas Modalidade(s)
Resumo - Template e Area(s) Tematica(s) Satude.

Sao José dos Campos, 07 de junho de 2024.

Presidente do Parque de Inovagéo Tecnoldgica Séo
José dos Campos

ANALISES DO EFEITO INIBITORIO DE AMINOALCOOIS EM CEPA
GRAM-NEGATIVA

Paula Macedo Rodrigues'; Erick José Nogueira de Andrade’; Maiara Lima Castilho?

Departamento Técnico, Yushiro do Brasil - Industria Quimica Ltda, Avenida Henry Nestlé, 3100, Baurro do Grama -
12287-260 — Cagapava-SP. Brasil, paula.yushiro@gmail.com
“Laboratério de Bionanotecnologia, Universidade do Vale do Paraiba/Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento
enick.n.andrade/@gmail com, meastilho@univap.br.

Introducao: Na industria metal mecanica. os fluidos de corte soliveis em agua sdo mais
comumente utilizados nos processos de usinagem de metais para a lubrificagdo. bem como para
reducdo de calor e o atrito entre ferramenta e peca. Embora. o sistema agua/dleo possua vasta
aplicacdo ao oferecer a vantagem da refrigeragdo proporcionada pela agua e da lubrificacdo pelo
oleo. devido a sua formulagdo (6leo, agua e aditivos). os fluidos soluveis de base mineral e ou
semissintéticos apresentam condigdes favoraveis ao crescimento de microrganismos. Os
compostos organicos das formulagdes servem como nutrientes para as bactérias patogénicas, como
a Escherichia coli (E. coli). proporcionando contamina¢ao, maus odores. quebra de emulsdes.
elevando os riscos a saude de trabalhadores. sendo a principal causa de descarte prematuro das
emulsdes. Os fluidos de usinagem a base de aminas s3o diretamente responsaveis em manter a
alcalinidade tanto no produto concentrado como em sua diluic3o em dgua. Portanto, desenvolver
formulagdes com aminas de maior biorresisténcia sdo formas de aumentar a vida util dos fluidos
de usinagem e melhorar a sinergia do processo produtivo com o meio ambiente. Os aminoalcoois
s30 aminas primarias formadas pela substituicio de um hidrogénio da aménia por um radical
organico e possuem amplo registro em fluidos de corte como eficientes estabilizadores de pH e
inibidores de corrosdo. Objetivo: O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana
de aminoalcoois contra a bactéria E. coli por meio da concentragdo inibitoria minima (CIM).
Metodologia: A cepa padrio de E. coli foi reativada, repicada e o indculo foi padronizando a 10°
UFC/mL. A determinagdo da CIM foi realizada por meio do método de microdilui¢io seriada de
diferentes solugdes de aminas em caldo Mueller Hinton, comegando com a concentragdo de 32
pg/mL em placas de 96 pogos. As placas foram incubadas a 35°C por 18 horas em uma estufa
bacteriologica. Resultados: As analises de CIM realizadas demonstraram que os diferentes
aminoalcodis testados apresentam uma reducdo significativa de crescimento microbiologico da
cepa de E. coli. No entanto, o0 aminoalcool 1-amino-2-propanol apresentou um efeito de redugio
significativo para quase todas as concentracdes testadas. Conclusao. Os compostos aminoalcodis
apresentaram efeitos inibitérios para cepa de E. coli evidenciando que formulagdes a base de
aminas possuem efeito significativos para producio de novos fluidos industriais.
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ANEXO D - 3° SIMPOSIO DE ENGENHARIA BIOMEDICA REALIZADO POR
UNIVERSIDADE DO VALE DO PARAIBA

Participagédo no 3° Simpdsio de Engenharia Biomédica, realizado pela UNIVAP —
Universidade do Vale do Paraiba em 2024.

Certificamos que PAULA MACEDO GONCALVES, LUIZA GRAVES DOS SANTOS com o
orientador MAIARA LIMA CASTILHO publicaram o trabalho intitulado
"CARACTERIZACAO DE ALCANOLAMINAS COM ATIVIDADE BIOLOGICA POR
ESPECTROSCOPIA FT-RAMAN" no 3° Simpésio de Engenharia Biomédica realizado na
Universidade do Vale do Paraiba, entre os dias 11 e 12 de Novembro de 2024.
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CARACTERIZAGAO DE ALCANOLAMINAS COM ATIVIDADE BIOLOGICA POR
ESPECTROSCOPIA FT-RAMAN

Paula M. Gongalves, Luiza G. dos Santos, Maiara L. Castilho.
Laboratorio de Bionanotecnologia, Universidade do Vale do Paraiba/lnstituto de Pesquisa e
Desenvolvimento, Avenida Shishima Hifumi, 2911, Urbanova - 12244-000 — S&o José dos Campos - SP

Brasil, paula.yushiro@gmail.com

Introduéo: As alcanolaminas sdo derivados da aménia em que um, dois ou trés grupos (alcanol)
estdo ligados a um grupo amino (NH:), podendo ser classificadas como primarias, secundarias ou
terciarias, dependendo do nimero de atomos de hidrogénio ligados diretamente ao atomo de
nitrogénio. Como resultado, elas sofrem uma ampla variedade de reacées comuns as aminas e aos
alcoois. Devido a essas caracteristicas fisico-quimicas, as alcanolaminas sdo usadas em uma
ampla variedade de aplicacdes, incluindo surfactantes, cosméticos, produtos de higiene, fluidos
para usinagem de metais, entre outros. Consistem uma importante classe quimica que esta
presente em um vasto grupo de substancias naturais e sintéticas que possuem atividade biologica.
Objetivo: O objetivo deste estudo foi caracterizar os grupos funcionais de alcanolaminas primarias
por espectroscopia FT-Raman. Metodologia: Alcanolaminas puras, em fase liquida, na
temperatura ambiente, foram analisadas por FT-Raman com detector de diodo de germanio para
coletar os dados. Para excitar os espectros, uma fonte de laser Nd:YAG (A = 1064,1 nm) foi usada.
Com base nas medicdes, foi obtida uma média espectral para cada alcanolamina, que foi entdo
analisada selecionando uma faixa de 450 a 3500 cm™'. O software OPUS® foi usado para aquisicdo
de dados. Resultados: As bandas foram analisadas por regides espectrais que exibem
caracteristicas dos grupos amino e alcool, comespondendo a composicdo quimica das
alcanolaminas estudadas. Concluséao: A espectroscopia Raman exibiu resultados satisfatorios de
identificacdo espectral dos principais grupos funcionais das amostras, reforcando o uso da técnica
na caracterizacdo de grupos funcionais que apresentam atividade biologica.
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ANEXO E — XXLX ENCONTRO LATINO AMERICANO DE INICIAGAO CIENTIFICA
REALIZADO POR UNIVERSIDADE DO VALE DO PARAIBA

Participacdo no XXIX Encontro Latino Americano de Iniciagcédo Cientifica, realizado
pela UNIVAP — Universidade do Vale do Paraiba em 2025.

INI' roax INIC VERE WANICS:  VENEXUN  xvINID

202sS

Certificamos que o trabalho intitulado "AVALIACAO DO METODO DE ESPALHAMENTO EM
PLACA E DO BIOLAMINOTEST PARA QUANTIFICACAQ DE Staphylococcus aureus” de autoria
de Milena Yuki Rosental Sudo, Gabriel de Almeida Valentin, Erick José Nogueira de Andrade,
Paula Macedo Goncalves e Maiara Lima Castilho, foi apresentado no XXIX Encontro Latino
Americano de Iniciacdo Cientifica (XXIX INIC), realizado na Universidade do Vale do Paraiba,
nos dias 29, 30 e 31 de outubro de 2025.

Alse. rontos

Prof. Dr. Alan Prestas
Pré-reitar do Pés Graduag3o e Pesquisa da Univap
Coordenador Geral do XXIX INIC

Sdo José dos Campos, 31 de outubro de 2025.
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AVALIAGAO DO METODO DE ESPALHAMENTO EM PLACAE DO
BIOLAMINOTEST PARA QUANTIFICACAO DE Staphylococcus aureus

Milena Yuki Rosental Sudo, Gabriel de Almeida Valentin, Erick José Nogueira de Andrade, Paula
Macedo Gongalves, Maiara Lima Castilho.

Laboratorio de Bionanotecnologia. Universidade do Vale do Paraiba/Instituto de Pesquisa e
Desenvolvimento, Avenida Shishima Hifumi, 2911, Urbanova - 12244-000 - Sdo José dos Campos-
SP, Brasil, milenarosental@gmail.com, gabriel.almeida.valentin@gmail.com,
eriick.n.andrade@gmail.com, paula.yushiro@gmail.com, mcastilho@univap.br.

Resumo

O controle microbiolégico & essencial na industria alimenticia, quimica e ambiental para garantir a
qualidade dos produtos e a seguranca do consumidor. A escolha de métodos adequados de contagem
bacteriana impacta diretamente na tomada de decisdes, prevencdo de contaminacdes e atendimento
as normas sanitarias. Este estudo analisou a técnica tradicional de espalhamento em agar com alca de
Drigalski e o método alternativo Biolaminotest, utilizando Staphylococcus aureus. Os resultados
mostraram que a técnica de espalhamento em placa apresentou maior precisdo, estabilidade e menor
desvio padrdo, sendo mais indicada para analises quantitativas e rigorosas. Em contrapartida, o
Biolaminotest se destacou pela praticidade e rapidez, mostrando-se (til para triagens preliminares em
ambientes industriais, mas com elevada variacdo entre repeticées. Conclui-se que, para analises que
exijam resultados confiaveis e quantitativos, o método de espalhamento permanece sendo o mais
indicado, ideal para avaliacao da seguranca alimentar, deteccao de contaminacdes e validacdo das
etapas industriais, enquanto o Biolaminotest pode ser aplicado em monitoramentos iniciais de campo.
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ANEXO F - 4° SIMPOSIO DE ENGENHARIA BIOMEDICA REALIZADO POR
UNIVERSIDADE DO VALE DO PARAIBA

Participagédo no 4° Simpdsio de Engenharia Biomédica, realizado pela UNIVAP —
Universidade do Vale do Paraiba em 2025.
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Certificamos que PAULA MACEDO GONCALVES, SOPHIA FRANZONI A. SOUZA e os
orientadores MAIARA LIMA CASTILHO e publicaram o trabalho intitulado "AVALIACAO DO
POTENCIAL ANTIMICROBIANO DE FLUIDOS DE CORTE FORMULADOS COM
ALCANOLAMINAS: CONTRIBUICOES PARA A BIOSSEGURANCA OCUPACIONAL E

SAUDE AMBIENTAL" no 4° Simpésio de Engenharia Biomédica realizado na Universidade do

Vale do Paraiba, entre os dias 12 e 13 de Novembro de 2025.

Séo José dos Campos, 13 de Novembro de 2025.

AVALIAGAO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO DE FLUIDOS DE CORTE
FORMULADOS COM ALCANOLAMINAS: CONTRIBUIGOES PARA A
BIOSSEGURANGA OCUPACIONAL E SAUDE AMBIENTAL

Paula M. Goncalves, Sophia Franzoni A. Souza, Maiara L. Castilho.
Laboratorio de Bionanotecnologia, Universidade do Vale do Paraiba/Instituto de Pesquisa e
Desenvolvimento, Avenida Shishima Hifumi, 2911, Urbanova - 12244-000 — S&o José dos Campos - SP,

Brasil, paula.mgon@gmail.com

Introducao: A contaminacdo microbiolégica de fluidos de corte representa um risco relevante a
saude ocupacional, associando-se a dermatites, infeccdes respiratorias e degradac@o prematura do
produto. Tradicionalmente, a contaminacdo é controlada pelo uso de biocidas, os quais podem
apresentar elevada toxicidade dérmica e impacto ambiental. A formulacdo de fluidos mais estaveis
e menos toxicos surge, portanto, como alternativa promissora para reduzir a exposicdo dos
operadores e promover praticas industriais mais seguras e sustentaveis. Objetivo:
Avaliar a atividade antimicrobiana de um fluido de corte solivel formulado com alcanolaminas, frente
a Staphylococcus aureus (S. aureus), microrganismo indicador de contaminacdo em ambientes
industriais e hospitalares. Metodologia: A atividade antimicrobiana foi determinada pela
Concentracdo Inibitoria Minima (CIM), utilizando resazurina como indicador metabdlico. A
manutencdo da coloracdo azul indicou auséncia de atividade metabolica bacteriana, evidenciando
inibicdo do crescimento de S. aureus pelo fluido formulado. Resultados: O fluido formulado
apresentou efeito antimicrobiano frente a S. aureus, com inibicdo completa do metabolismo
bacteriano em determinadas diluicdes. O desempenho sugere acdo sinérgica entre as
alcanolaminas e os demais componentes da formulacdo. Conclusao: Os resultados evidenciam
que fluidos de corte formulados com alcanolaminas apresentam potencial para o controle
microbiolégico e a reducdo de riscos ocupacionais, favorecendo praticas industriais mais seguras e

ambientalmente responsaveis.
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ANEXO G - ANTIMICROBIAL CHEMOTHERAPY CONFERENCE - ACC

Participacao no Antimicrobial Chemotherapy Conference, realizado pela GARDP -
Global Antibiotic Research and Development Partnership
e pela BSAC - British Society For Antimicrobial Chemotherapy em 2026.
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SUSTAINABLE ALKANOLAMINE-BASED METALWORKING FLUID:
EVALUATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY AND IMPACTS ON
OCCUPATIONAL HEALTH

Paula M. Gongalves, Sophia Franzoni A Souza, Gabriela, Maiara L. Castilho

Microbiological contamination of metalworking fluids is a critical factor for both
occupational health and the durability of industrial products, as it may promote the growth
of path suchas S Jlococcus aureus (S. aureus), leading to dermatitis, respu’ator\
mfecuons and \mpleasa.nl odors in the ind l env T ly,
contamination control relies on the addmon of biocides which, although effective, are
associated with dermal toxicity and eav 1 risks. Therefore, the develop of
formulations contamning alkagolamines, capable of exhib i
activity, represents a safer and more sustamable altemative that may reduce or even
replace the use of harsh presen atives. In this study, the antimicrobial activity of a soluble

1 '.vz‘nng fluid fe it mth MQMQ; was evaluated using the microdrop
technique to d the i Yy ¢ ion (MIC) and the colony-
forming unit count (CFU mlL) against S aureus. Diluted samples of the memh\orhng
fluid were bated with d: d and subseq plated in

microdrops on nutrient agar. The results demonmted a significant reduction in CFU
counts, with complete inhibition of bacterial growth at concentrations corresponding to
the MIC previously d ined by the col ;gm assay. The concordance
between the methodol og firms the bial efficacy of the formulation and
highlights its p 1 for inabl lication, being less toxic to operators and
economncau\ feaslble as a metalworking ﬂuxd with relevance to the control of biological

£

risks and the preservation of occupational and envi 1 b Y.
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