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RESUMO

Os corantes azo estdo entre os poluentes mais persistentes em efluentes
industriais, especialmente os da industria téxtil. Devido a sua alta solubilidade,
estabilidade e potencial téxico, seu descarte inadequado representa risco
ambiental significativo. Estratégias baseadas em consoércios microbianos,
capazes de associar biossor¢cao e biodegradacdo, tém se destacado como
alternativas sustentaveis aos processos fisico-quimicos tradicionais. Este
trabalho teve como objetivo avaliar a remog¢éo do corante azo Vermelho Congo
por meio de cultivos puros e consorciados das bactérias Bacillus subtilis e
Pseudomonas aeruginosa, além de testar a imobilizagdo do consorcio em matriz
sintética como forma de aumentar a estabilidade e o potencial de reuso do
sistema biolégico. As cepas foram reativadas e cultivadas em caldo TSB, com
verificagdo prévia da compatibilidade em co-cultivo. A seguir, foram realizados
ensaios de descoloracdo do corante a 100,0, 200,0 e 300,0 mg/L por 48 h,
distinguindo-se 0os mecanismos de biossor¢cao e biodegradacao por meio de
ensaios com células inativadas, testes de dessorcdo e analises por FTIR. A
formacao de biofilme foi quantificada em microplaca, e o consércio foi imobilizado
em espuma de poliuretano esterilizada, sendo testado em trés ensaios de
batelada com efluente téxtil simulado. O consércio apresentou eficiéncia de
remocao de 95£3% a 100,0 mg/L e 82+4% a 200,0 mg/L, superando as culturas
individuais. A eficiéncia caiu para 546 % a 300 mg/L, indicando efeito inibitorio
em altas concentragcées. Os ensaios indicaram contribuicdo majoritaria da
biodegradacao (dessorcao <12%) e revelaram, por FTIR, reducao de 6815 % da
banda azo (1580 cm™). B. subtilis apresentou maior indice de biofilme, enquanto
P. aeruginosa foi responsavel pela clivagem inicial do corante. A imobilizacao do
consorcio permitiu remocao superior a 70%. Os resultados indicam que o uso de
consorcio bacteriano imobilizado € uma abordagem promissora para o pré-

tratamento bioldgico de efluentes téxteis contendo Vermelho Congo.

Palavras-chave: Biossorcao; Biodegradacao; Biofilme bacteriano; Efluentes

téxteis; FTIR



ABSTRACT

Azo dyes rank among the most persistent pollutants in industrial effluents,
particularly those from the textile sector. Owing to their high solubility, chemical
stability and toxic potential, improper disposal poses a significant environmental
risk. Microbial consortia that couple biosorption with biodegradation have
emerged as sustainable alternatives to conventional physico-chemical
treatments. This study aimed to evaluate the removal of the azo dye Congo Red
by pure and mixed cultures of Bacillus subtilis and Pseudomonas aeruginosa and
to test whether immobilising the consortium in a synthetic matrix could enhance
the system’s stability and reusability. The strains were reactivated and grown in
TSB broth, and their compatibility was confirmed in co-cultures. Dye
decolourisation assays were then carried out at 100, 200 and 300 mg/L for 48 h,
distinguishing biosorption from biodegradation through heat-inactivated cells,
desorption tests and FTIR analysis. Biofilm formation was quantified in
microplates, and the consortium was immobilised on sterilised polyurethane foam
and subjected to three batch cycles using simulated textile effluent. The
consortium removed 95£3% of the dye at 100 mg/L and 82+4% at 200 mg/L,
outperforming the individual cultures. Efficiency dropped to 54+6% at 300 mg/L,
indicating inhibition at higher concentrations. Desorption remained below 12%,
and FTIR revealed a 68+5% reduction in the azo band at 1580 cm™, confirming
biodegradation as the main mechanism. B. subtilis exhibited the higher biofilm
index, whereas P. aeruginosa initiated azo-bond cleavage. Immobilisation
allowed dye removal above 70%. These results demonstrate that an immobilised
bacterial consortium is a promising strategy for the biological pre-treatment of

textile effluents containing Congo Red.

Keywords: Biosorption; Biodegradation; Bacterial biofilm; Textile effluents; FTIR

spectroscopy
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1. INTRODUCAO

Diante da crescente demanda do mercado de corantes, a extracdo e
aplicacdo de corantes naturais tornaram-se impraticaveis nos parametros
industriais, resultando na predominancia de corantes sintéticos na composigcao
dos efluentes industriais téxteis. Por conseguinte, nota-se uma intensificacdo ao
longo dos anos no desenvolvimento de diferentes grupos de corantes sintéticos
em detrimento da inibicdo do uso de corantes naturais, ainda que estes sejam
mais ecoldgicos por serem extraidos de plantas, animais, microrganismos e
minerais, além de também exibirem caracteristicas que conferem resisténcia e
longevidade ao produto tingido (NGO; TISCHLER, 2022; LI et al., 2022).

Além da estética, os consumidores buscam por produtos que ndo perdem
a cor facilmente, sendo necessario, portanto, a aplicacdo de corantes sintéticos
resistentes a lavagens, transpiragao, produtos quimicos, a microrganismos ou
exposicao a luz o maximo possivel, sendo necessario um alto grau de afinidade
entre o produto e o corante. (GUARATINI; ZANONI, 2000). Em contrapartida,
esse corante resistente também vai permanecer por muito mais tempo no
ambiente em que for descartado, impactando negativamente o sistema bidtico e
abidtico local (WANG et al., 2022). Seu despejo sem o tratamento adequado em
corpos d’agua diminui a penetracao da luz solar, interferindo na taxa fotossintética
local e gerando um efeito em cascata, impactando na concentragédo de oxigénio
dissolvido, no carbono organico total (TOC), demanda biolégica de oxigénio
(DBO) e demanda quimica de oxigénio (DQO), no pH, salinidade e temperatura,
além de alterar a cor da agua (SARATALE et al., 2011; CARMEN; DANIEL, 2012).
Todos esses indicadores de qualidade de agua sofrem flutuacoes
extremas perante o descarte do efluente industrial com o corante, no entanto,
ainda mais prejudicial, sdo os metabdlitos gerados frequentemente pelo seu
tratamento. Ha, ainda, o processo de bioacumulagcao de corantes que afetam a
saude humana, sendo considerados carcinogénicos, mutagénicos e
teratogénicos a medida que ocorre a bioampliacdo dos compostos toxicos
conforme ocorre 0 avango nos niveis troficos da cadeia alimentar (LELLIS et al.,

2019; MISHRA et al., 2022). Nesse cenario global, estima-se que existam dez



mil tipos de corantes, sendo que apenas a industria téxtil representa 8x10°
toneladas de corantes sintéticos utilizados anualmente, totalizando
aproximadamente 17-20% do total de efluentes industriais contaminados
(BEKHIT; FARAG; ATTIA, 2022; TOMAR et al., 2023). Ademais, cerca de 11%
dos corantes sintéticos ndo sao devidamente fixados nos processos de
tingimento, sendo descartados no meio ambiente apds processos de tratamentos
convencionais insuficientes (ESPINA et al., 2021).

A estrutura quimica dos corantes sintéticos exibe dois componentes
principais chamados de croméforos e auxocromos, sendo que os cromoforos séo
responsaveis por conferir cor ao corante, enquanto os auxocromos se ligam
fortemente as fibras (JAVAID; QAZI, 2019). No segmento industrial, os corantes
mais utilizados sao classificados como corantes azo, ftalocianinas, antraquinona
e trifenilmetano com base em seus croméforos, sendo que os corantes azo, em
funcdo do seu baixo custo e versatilidade, representam mais de 60% do uso de
corantes em geral e aproximadamente 70% de todos os corantes especificos da
area industrial (BENKHAYA; M’'RABET; EL HARFI, 2020; FAREED et al., 2022).
O grupo dos azocorantes sao definidos pela presenca de uma ligagao azo (-N =
N-) entre dois ou mais anéis aromaticos de naftaleno ou benzeno que, por sua
vez, podem apresentar diferentes substituintes como hidroxila (-OH), carboxila (-
COOH), cloro (-CL), acido sulfénico (SO s H), metil (-CH 3 ) e grupos amino
(MISHRA; MAITI, 2018; FAREED et al., 2022). Essa variedade de grupos
quimicos torna os azocorantes diversificados, soluveis em agua e resistentes a
biodegradacao (FAREED et al., 2022). No entanto, a presenca da ligacdo azo
atribui ao corante um potencial toxico e cancerigeno que se sobrepde aos outros
problemas ambientais discutidos anteriormente (BRUSCHWEILER; MERLOT,
2017).

Por diferentes vias quimicas, como os processos de biotransformacao
dérmica, pelo metabolismo animal ou por processos de tratamento e
biorremediacdo de efluentes, a ligagcdo azo do corante pode atuar como um
aceptor final de elétron e ser reduzida, culminando em sua clivagem e
consequente liberagdo de aminas aromaticas que exibem caracteristicas
mutagénicas e carcinogénicas (BRUSCHWEILER; MERLOT, 2017; NGO;
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TISCHLER, 2022). Portanto, a manipulagdo dos azocorantes exige cuidados
desde sua aplicagao, iniciando-se na lavagem das fibras naturais, do tingimento
e acabamento, até o tratamento para posterior despejo do efluente e seus
metabolitos intermediarios. Ademais, diversos processos fisico-quimicos,
quimicos e fisicos de tratamento foram desenvolvidos e utilizados para o
tratamento de efluentes. Como processo fisico-quimico, destaca-se a
coagulacao-floculagdo, utilizada em diversas estacoes de tratamento de
efluentes, mas apresentando pouca eficacia em relagdo aos corantes; os
processos quimicos envolvem o uso de agentes oxidantes como 0z6nio ou
reagente Fenton, sendo, respectivamente, indesejaveis por apresentar natureza
instavel e por gerar muito residuo secundario; enquanto os métodos fisicos se
baseiam em técnicas de adsorcao e filtragado que esbarram em altos custos ou
em problematicas envolvendo o descarte de residuos gerados (DOS SANTOS;
CERVANTES; VAN LIER, 2007; NGO; TISCHLER, 2022).

Preterindo os métodos fisico-quimicos discutidos, a abordagem biolégica
surge como melhor alternativa aliando eficiéncia, preco e geracado de residuos.
Tal abordagem é caracterizada como biorremediacdo, onde 0s microrganismos
sdao empregados como ferramentas no tratamento de componentes recalcitrantes
despejados em solos e ambientes aquaticos, sendo capazes de reduzir ou
mineralizar corantes, transformar metais pesados em compostos menos téxicos
ou nao toxicos, além de biodegradar pesticidas e hidrocarbonetos (NGO;
TISCHLER, 2022). As vantagens que a biorremediacdo oferece envolvem a
eficiéncia dos microrganismos em metabolizar os compostos recalcitrantes
toxicos sem gerar residuos secundarios problematicos, ser menos perturbador ao
ambiente quando comparado a métodos baseados em escavacéo, além de serem
considerados mais econdémicos e de relativa facilidade na manipulacdo dos
agentes biologicos (PATEL et al., 2022; SAEED et al., 2022).

Existe uma notavel diversidade de agentes biolégicos que podem ser
empregados de maneira eficaz no tratamento de compostos recalcitrantes.
Dentre esses métodos, destacam-se a fitorremediacdo, que envolve o uso de
plantas para a remogao de contaminantes em solos e aguas subterréneas; a

ficorremediacdo, que utiliza microalgas e macroalgas como agentes
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remediadores; e a micorremediacdo, na qual fungos desempenham papéis
cruciais como biossorventes e biodegradadores (PATEL et al., 2022). Sobretudo,
as bactérias tém ganhado destaque nos estudos de tratamentos de efluentes
industriais téxteis em funcdo de sua rapida taxa de crescimento e simples
manuseio, além de exibirem uma ampla gama de enzimas degradativas (NGO;
TISCHLER, 2022). O sucesso na descoloragao e consequente degradagao dos

metabdlitos intermediarios esta relacionado a quebra das ligagdes azo (-N=N-),

e 0 uso de uma unica cepa bacteriana neste processo de tratamento pode se
mostrar insuficiente, liberando metabdlitos como aminas aromaticas no meio
ambiente, consideradas ainda mais cancerigenas e tdxicas aos animais que o0s
préprios azocorantes (KAPOOR et al., 2021; SAEED et al., 2022).

Portanto, a combinag&do de duas ou mais bactérias na construgdo de um
consorcio bacteriano implica na complementacdo de seus metabolismos,
conferindo uma multifuncionalidade e resisténcia perante o corante azo (BALA et
al., 2022). Pode-se, ainda, aumentar a eficacia de um consorcio bacteriano ao
imobiliza-lo em uma matriz, uma vez que as bactérias livres estdo mais
suscetiveis as concentracoes de corantes, alteracbes de pH e temperatura
(RUNGSIHIRANRUT et al., 2023). Isso fez com que fossem desenvolvidas
técnicas de imobilizacdo dessas células em diferentes matrizes, sintéticas ou
naturais, visando garantir a estabilidade do consércio e, do ponto de vista
econdmico, possibilitar a reutilizacdo das bactérias sem perda de atividade
enzimatica (MOYO et al., 2022). O processo de imobilizacdo pode ser feito por
aprisionamento em matrizes poliméricas, por ligacdo covalente ou adsorcao, e
microencapsulamento onde a biomassa é restrita por microesferas (BLAGA et al.,
2022).

Nesse contexto, o atual trabalho busca desenvolver um consorcio
bacteriano composto por Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa. Essa
escolha baseia-se na exploragao das capacidades amplamente estudadas de B.
subtilis como produtor de biofilme e no potencial degradador bem documentado
de P. aeruginosa. Com o intuito de aprimorar a eficacia na biorremediacao de
efluentes industriais que contenham o azocorante Vermelho Congo, o consorcio

sera imobilizado em uma matriz sintética de poliuretano. Essa estratégia visa
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explorar os metabolismos complementares das cepas, otimizando, assim, sua
resisténcia e capacidade de biodegradar o azocorante. Além de sua relevancia
cientifica e tecnoldgica, a proposta alinha-se diretamente a alguns dos Objetivos
de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) estabelecidos pela Agenda 2030 da
ONU (Organizagcdo das Nagbes Unidas) em 2015. Dentre as 17 metas
etabelecidas, sao contempladas o ODS 6 (agua potavel e saneamento) ao
propor solug¢des sustentaveis para o tratamento de efluentes, o ODS 11 (cidades
e comunidades sustentaveis) que esta representado na busca por tecnologias
gue contribuam para ambientes urbanos mais limpos e saudaveis, o ODS 12
(consumo e producao responsaveis), abordado por meio do desenvolvimento de
meétodos bioldgicos de baixo impacto ambiental e reaproveitamento de biomassa
e, por fim, o ODS 14 (vida na agua), integrado a medida que a proposta visa
mitigar os efeitos toxicos de corantes sintéticos sobre os ecossistemas

aquaticos, contribuindo para a preservacdo de  biodiversidade.
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2. OBJETIVO
2.1. Objetivo Geral

Avaliar o potencial de descoloracdo do corante azo Vermelho Congo
causado por processos biossortivos ou de biodegradagdo em culturas puras das
bactérias Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa e culturas consorciadas

desses microrganismos, incluindo a imobilizagdo em matriz sintética.

2.2. Objetivos Especificos

+ Induzir culturas de B. subtilis e P. aeruginosa para a biodegradagao do corante
Vermelho Congo

« Testar a compatibilidade de P. aeruginosa com B. subtilis

« Avaliar a capacidade de biossorcdo de B.subtilis e P. aeruginosa,
individualmente e consorciadas, do corante.

« Produzir biofilme a partir do crescimento de B.subtilis em contato com
diferentes niveis de concentragcéo do corante.

- Desenvolver um consorcio bacteriano envolvendo B.subtilis e P. aeruginosa
imobilizadas em uma matriz sintética de poliuretano para tratamento de

efluente simulado contendo corante.
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1. Indlstrias Téxteis

A industria téxtil esta presente em diversos paises, impulsionada pela
demanda constante por vestuario e aplicacdes utilitdrias nos setores de
decoragao, saude, defesa e outros. Sua atuacdo esta além de apenas aspectos
econdmicos, exercendo influéncia social, cultural e politica ao moldar costumes e
estilos de vida em diferentes periodos histéricos. Essa relevancia levou ao
desenvolvimento de extensos parques industriais voltados a producao em larga
escala para atender tanto o mercado interno quanto o externo (FUJITA e
JORENTE, 2015, p.155). No Brasil, o setor téxtil, que abrange desde a producao
de fibras e tecidos até as etapas finais de confec¢édo de pecgas de vestuario, como
roupas, uniformes e acessorios, representa um importante segmento da
economia nacional. Essa cadeia produtiva é responsavel por uma significativa
geracao de empregos diretos e indiretos, além de apresentar alto volume de
producdo e exportacdbes em constante crescimento. Contudo, embora seja
incontestavel sua contribuicdo para a economia e para a geracgao de renda, ha
uma crescente preocupagao com 0s impactos ambientais associados a sua
atividade, especialmente no que se refere ao tratamento inadequado de efluentes
industriais. A liberagcao de corantes sintéticos nos corpos hidricos pode provocar
danos significativos aos ecossistemas aquaticos, interferindo na fotossintese e na
biodiversidade, além de representar riscos a saude humana (PEIXOTO et al.,
2013). Entre esses compostos, os corantes azo sao os mais amplamente
utilizados e, simultaneamente, os mais preocupantes do ponto de vista ambiental.
Quando descartados de forma inadequada, esses residuos apresentam elevada
persisténcia no ambiente aquatico e podem sofrer transformagdes abidticas ou
microbioldgicas que resultam na formacdo de aminas aromaticas toxicas e
potencialmente carcinogénicas. A presenca desses subprodutos em aguas
superficiais e subterraneas agrava os riscos ecologicos e sanitarios, além de
dificultar o tratamento convencional de aguas contaminadas (NGO; TISCHLER,
2022).
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3.2. Corantes sintéticos

Os corantes sintéticos estdo entre os poluentes mais preocupantes gerados
pela industria téxtil, devido a sua alta solubilidade, baixa biodegradabilidade e
ampla producado em escala industrial (QUEIROZ et al., 2019). Durante o processo
de tingimento, a fixagdo incompleta desses compostos as fibras téxteis resulta na
liberagcdo de grandes volumes de corante nas aguas residuais. Esses efluentes,
frequentemente descartados sem tratamento adequado, contaminam corpos d’agua
e solos, ocasionando sérios impactos ambientais.

Os corantes podem ser classificados, com base em sua composi¢cao
quimica, em diversas categorias, como acidos, basicos, azo, dispersos, de enxofre,
pigmentares, entre outros. Em geral, essa classificacdo considera principalmente a
estrutura quimica ou o método de aplicagdo. Sua categorizacdo pode variar
conforme critérios quimicos, fisicos ou mesmo sociais, incluindo aspectos como cor,
solidez, técnica de sintese, origem, entre outros paréametros (CLARK, 2011;
GURSES et al,, 2016). Dentre as diversas classes de corantes sintéticos existentes,
0s azocorantes se destacam nao apenas pela versatilidade de aplicacdo, mas

também por sua expressiva representatividade na producao industrial.

3.3. Azocorantes

Os azocorantes representam a classe mais utilizada de corantes sintéticos
na industria téxtil, sendo responsaveis por aproximadamente 70% de toda a
producdao mundial. Sua estrutura € composta por pelo menos um grupo azo (-
N=N-) ligado a anéis aromaticos, o que lhes confere coloracdo intensa, alta
estabilidade e baixa biodegradabilidade (NGO; TISCHLER, 2022) . Os corantes
azo constituem a classe mais significativa de corantes sintéticos, sendo
amplamente empregados nas industrias téxtil, grafica, de papel e em diversos
outros setores industriais (BENKHAYA; M'RABET; EL HARFI, 2020). Esses
corantes sao obtidos por meio de uma reacéao classica de diazotizagcdo seguida
por acoplamento, sendo possivel ajustar propriedades como tonalidade,
rendimento e tamanho de particula por meio de diferentes rotas sintéticas e
modificagées estruturais, visando melhorar sua dispersabilidade e aplicacao
industrial (SHANKARLING; DESHMUKH; JOGLEKAR, 2017).
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A estrutura quimica dos corantes azo € composta por um esqueleto
principal contendo o grupo azo (-N=N-), associado a grupos cromoforos,
auxocromos e solubilizantes (Figura 1). Esses corantes sdo geralmente
caracterizados pela presenca de grupos funcionais reativos, capazes de
estabelecer ligagcdes covalentes com os substratos téxteis, o que favorece sua
fixacao e estabilidade. A coloragao tipica desses compostos resulta da interacao
da ligacdo azo com os cromoforos e auxocromos adjacentes, que modulam a

absorcao da luz na regiao do espectro visivel.

Grupos soluveis em agua

Auxocromo

NaO.SOH.CH.CO.S ——

Dt Rk B b b \©\ OH NH, /@/
N _N

/ N | S N

NaO,S SONa ~—_ Grupos soliveis em 4gua

SO,CH,CH,0S0,Na

Croméforo

s

Esqueleto

Figura 1. Estrutura quimica tipica encontrada em corantes azo. Fonte: Adaptado e traduzido de
BENKHAYA; M'RABET; EL HARFI, 2020.

Devido as suas propriedades quimicas discutidas anteriormente, os
azocorantes apresentam persisténcia no ambiente, configurando-se como
poluentes preocupantes do ponto de vista ecoldgico. Seu descarte inadequado
nos corpos hidricos leva a contaminacao dos efluentes com os proprios corantes
e seus metabdlitos, que podem exercer efeitos diretos na reducado da penetracao
da luz solar, comprometendo os processos fotossintéticos de algas e plantas
aquaticas (PERIYASAMY, 2025). Isso resulta na diminuicdo da concentragcao de
oxigénio dissolvido e, consequentemente, na piora da qualidade da agua,
afetando a dindmica ecologica do ambiente.

Além disso, muitos desses compostos sdao reconhecidamente toxicos,
mutagénicos e carcinogénicos, e podem causar impactos adversos sobre a flora
e a fauna aquaticas (SARATALE et al., 2011). Estudos também indicam que os
corantes sintéticos prejudicam a germinacao e o desenvolvimento da biomassa

de diversas espécies vegetais essenciais a manutencdo do equilibrio dos
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ecossistemas (SARATALE et al., 2011). Em locais onde esses efluentes sao
descarregados continuamente, ha ainda o risco de acumulo dos poluentes nos
sedimentos e de lixiviagdo para os sistemas de aguas subterraneas, ampliando
os efeitos ambientais de longo prazo (GHANAIM; MAHDY; MOHAMED, 2025).

3.4. Vermelho Congo

O Vermelho Congo (CR) € um corante aniénico a base de benzidina,
estruturalmente composto por dois grupos azo (-N=N-) e dois grupos sulfénicos,
qgue conferem elevada solubilidade em meio aquoso (figura 2). Sua homenclatura
quimica é sal dissddico do acido benzidina-diazo-bis-1-naftilamina-4-sulfénico,
com férmula molecular C3,H;,N¢Na,O¢S, e massa molar de 696,66 g/mol (ARIM,
A. L. 2014). Devido a presencga de anéis aromaticos e a complexidade estrutural,
este composto apresenta elevada estabilidade térmica, fisico-quimica e éptica, o
que dificulta sua degradagéao por processos bioldégicos convencionais. Além de
ser resistente a biodegradacao, o Vermelho Congo é téxico para diversos
organismos aquaticos e terrestres, sendo classificado como potencialmente
mutagénico e carcinogénico. Embora seu uso tenha sido restringido ou banido
em varios paises por questbes de saude publica, ele ainda € amplamente
empregado em algumas regides (AFKHAMI; MOOSAVI, 2010). Diante de sua
persisténcia ambiental e dos riscos associados, torna-se essencial o
desenvolvimento de estratégias de remocao eficientes, sustentaveis e de baixo

custo para mitigar seus impactos ecologicos e toxicologicos.

NH,

Figura 2. Estrutura quimica do corante Vermelho Congo. Fonte: RODRIGUES et al., 2010.
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3.5. Tratamento de Efluentes Téxteis

Efluentes contendo corantes apresentam grande complexidade de
tratamento, uma vez que esses compostos organicos geralmente demonstram
resisténcia a luz e a digestdo aerdbica (VALLI NACHIYAR et al., 2023). Para a
remocao eficaz desses poluentes, empregam-se abordagens fisicas, quimicas e
biologicas, que podem ser aplicadas isoladamente ou de forma combinada,
dependendo das caracteristicas do corante e do efluente. Dentre as demais
abordagens, o tratamento biolégico destaca-se pela combinagdo de fatores
consideraveis como alta eficiéncia, custo relativamente baixo de aplicagéo e
auséncia de substancias quimicas inerentes ao processo de descontaminagao
(PATEL et al., 2022; SAEED et al., 2022).

A remocao ou degradacdo microbiologica de corantes pode ocorrer por
diferentes mecanismos, como a adsorc¢éao, a produgado de enzimas especificas ou
a combinacdo de ambos. A adsorcado se da principalmente por trocas ibnicas,
uma vez que a parede celular microbiana contém grupos funcionais como
hidroxilas e carboxilas, que atuam como sitios de ligagao para os corantes (NGO;
TISCHLER, 2022; LI et al., 2022). Esse processo pode ser realizado tanto por
células vivas quanto por biomassa microbiana inativa. No entanto, apresenta
limitagdes, ja que os corantes azo geralmente ndo sao convertidos em formas
menos toxicas, o que torna o descarte dos residuos adsorvidos ainda
problematico. A degradacao enzimatica realizada por microrganismos representa
uma das abordagens mais promissoras da biorremediacgao, pois permite a quebra
eficiente das moléculas de corantes, favorecendo sua conversdo em produtos
menos toxicos ou mesmo sua completa mineralizagdo. O principio fundamental
da biorremediacao baseia-se na capacidade de determinados microrganismos
utilizarem poluentes orgéanicos como fontes de carbono e/ou nitrogénio,
transformando-os em compostos inécuos como diéxido de carbono, agua ou
metabdlitos secundarios ambientalmente seguros (SHABBIR et al., 2018).

Diversos microrganismos tém demonstrado capacidade de descoloracao e
degradacao de corantes, incluindo fungos filamentosos, leveduras, algas e
bactérias (PATEL et al., 2022). A utilizagdo de um microrganismo pode ser

limitada, uma vez que a degradacao incompleta dos azocorantes pode resultar
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na liberacdo de metabdlitos intermediarios, como aminas aromaticas, que sao
frequentemente ainda mais toxicas e potencialmente cancerigenas do que 0s
préprios corantes originais (KAPOOR et al., 2021; SAEED et al.,, 2022). Em
comparacao as culturas puras, o uso de consorcios microbianos apresenta
diversas vantagens. Diferentes cepas atuam de forma complementar na
degradacdo dos corantes, atacando distintos pontos da molécula ou
metabolizando intermediarios especificos. Ademais, os produtos gerados pela
atividade metabdlica de uma cepa podem servir como substratos para outras,
promovendo uma degradacao mais completa e eficiente dos compostos corantes
(SAEED et al., 2022).

3.4. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria Gram-negativa, heterotrofica,
movel e exibe forma de bastonete. Trata-se de um organismo aerobio facultativo,
capaz de crescer tanto por respiragao aerdbica quanto por respiragao anaerdbica,
utilizando nitrato como aceptor final de elétrons (DIGGLE; WHITELEY, 2020).
Esta cepa € capaz de utilizar mais de 100 compostos orgénicos distintos como
fontes de carbono e/ou energia. E uma importante espécie do microbioma do solo
e também € comumente encontrada em ambientes aquaticos contaminados,
incluindo esgotos e locais de uso hospitalar. P.aeruginosa destaca-se como uma
bactéria altamente versatii na biorremediagdo de poluentes orgéanicos
persistentes (EOPs), especialmente pela sua capacidade de degradar corantes
azo através da acao da enzima azoredutase, a qual catalisa especificamente a
clivagem das ligacoes azo (-N=N-), resultando na formacao de aminas aromaticas
incolores (BHATIA et al.,, 2017). Esse processo ocorre preferencialmente sob
condicdes anaerdbicas, uma vez que a presenca de oxigénio compromete a
transferéncia de elétrons do NADH para a ligacdo azo, reduzindo a atividade
enzimatica (KISHOR et al., 2021). A combinacao dessas propriedades torna P.
aeruginosa uma candidata promissora para aplicacbes em tratamentos de

efluentes complexos.
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3.5. Bacillus subtilis

Bacillus subtilis € uma bactéria Gram-positiva, aerdbia facultativa e movel,
amplamente distribuida no solo e na vegetagcdo, sendo reconhecida por sua
capacidade de adaptacdo a ambientes com variagdo na disponibilidade de
nutrientes (SU et al., 2020). Em condi¢gbes adversas, essa espécie pode formar
esporos dormentes altamente resistentes, retomando seu ciclo vegetativo quando
as condigdes se tornam favoraveis (MOHSIN et a/,, 2021). B subtilis secreta uma
variedade de enzimas extracelulares que facilitam a degradacdo de diversos
substratos. Essa capacidade metabdlica, associada a formacgéo de biofilmes, tem
impulsionado seu uso em tecnologias de biorremediacdo ambiental (SU ef al,
2020). A aplicacao de biofilmes bacterianos, especialmente em suportes sélidos,
representa uma estratégia ecologicamente viavel para o tratamento de efluentes,
apresentando potencial para reduzir a carga poluente sem gerar subprodutos

toxicos.

3.6. Consorcio bacteriano

A completa mineralizacdo de compostos recalcitrantes, como 0s corantes
azo, € um processo desafiador devido a sua elevada estabilidade quimica e
complexidade estrutural, que dificultam sua conversdo total em produtos
inorganicos finais. Nessa perspectiva, a utilizacdo de uma Unica cepa bacteriana
dificilmente resultara na degradacdo completa desses poluentes, uma vez que
microrganismos isolados geralmente ndo possuem, por si sO, todo o arsenal
enzimatico necessario para conduzir eficientemente todas as etapas do processo
de biodegradacdo (SARATALE et al., 2011).

Uma estratégia mais eficaz para o tratamento de corantes azo recalcitrantes
consiste na formacdo de consorcios bacterianos, que reunem diferentes cepas
capazes de atuar de forma sinérgica sobre distintas etapas do processo
metabdlico. Esses sistemas microbianos integrados possibilitam a complementacéo
de rotas bioquimicas, conferindo maior robustez frente a toxicidade do corante e
promovendo a degradacdo integral da molécula (BALA et al.,, 2022). Cada
microrganismo envolvido pode agir sobre regides distintas da estrutura do corante

ou metabolizar compostos intermediarios gerados por outras cepas do consércio, 0
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gue amplia o espectro de atuacdo do sistema. Além disso, a atividade enzimética
de cada integrante pode ser modulada pela interacdo com os demais, resultando
em um desempenho coletivo superior aquele observado em culturas puras
(ESKANDARI; SHAHNAVAZ; MASHREGHI, 2019). A eficacia desses consorcios
pode ser ainda mais potencializada por meio da imobilizagéo celular em suportes
como espuma de poliuretano, que proporciona maior estabilidade operacional,
protecdo contra variagbes ambientais e reaproveitamento das células
(RUNGSIHIRANRUT et al., 2023).

No caso especifico da associacdo entre Pseudomonas aeruginosa e Bacillus
subtilis, o processo inicia-se com a atuacdo de azoredutases, enzimas
responsaveis pela clivagem redutiva da ligacdo azo (—N=N-), levando a formacéao
de aminas aromaticas, compostos intermediarios potencialmente toxicos (IKRAM et
al., 2022). Na sequéncia, B. subtilis expressa peroxidases do tipo DyP (DyP-type
dyedecolorizing peroxidases), que promovem a oxidacdo de anéis aromaticos e a
abertura de estruturas benzénicas, contribuindo para a quebra progressiva dos
intermediarios (DHANKHAR et al.,, 2020). Complementarmente, P. aeruginosa
participa do processo expressando laccases intracelulares, enzimas que catalisam
a oxidacado de fendis e aminas aromaticas geradas na etapa anterior, facilitando
sua despolimerizacéo e posterior mineralizacdo (PETER; VANDANA, 2014).

Dessa forma, a combinacdo entre as rotas redutiva (mediada por
azoredutases) e oxidativas (via peroxidases e laccases) no consorcio bacteriano
favorece uma biodegradacdo sequencial, reduzindo a toxicidade residual do
efluente e aumentando as chances de mineralizacdo completa dos derivados do

corante.

3.7. Biorremediacado de corantes téxteis

A biorremediacéo é caracterizada como uma abordagem econdmica e
ecologicamente correta para o tratamento de efluentes contendo corantes téxteis,
pois emprega microrganismos que rompem estruturas cromoforas complexas,
como grupos azo, antraquinona e trifenilmetano, gerando produtos menos
toxicos, passiveis de serem mineralizados, e reduzindo, portanto, cor, DQO e
toxicidade aguda do efluente (PERIYASAMY, 2025). Entre as estratégias que
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potencializam a eficiéncia microbiana destacam-se a bioestimulacdo e a
bioaumentacao (TYAGI et al., 2011). Enquanto a bioestimulacao supre limitagoes
nutricionais do microbioma local pela adicdo de co-substratos ricos em carbono
ou nitrogénio, e quando necessario, de oxigénio via bioventilagdo, acelerando a
atividade de enzimas chave como azo redutases e laccases, a bioaumentacao
introduz culturas seletivamente adaptadas, isolados puros ou consércios
sinérgicos, que complementam metabolicamente a microbiota nativa, ampliam a
faixa de corantes degradaveis e conferem maior resili€ncia a variagcdes de pH,
salinidade e carga organica (RENDON-CASTRILLON et al., 2024). Estudos de
bancada e pilotos indicam que a integracdo de suplementagdo nutricional
moderada com indculos bem-adaptados pode maximizar a remogao de corantes,
estabilizar a comunidade microbiana e viabilizar o escalonamento industrial a
custos competitivos, tornando a biorremediagcdo uma ferramenta estratégica para
mitigar o impacto ambiental da industria téxtil (GOMAA et al., 2023; RENDON-
CASTRILLON et al., 2024).
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4. MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais foram organizados em quatro grandes
etapas. Primeiro, as cepas B. subtilis e P. aeruginosa foram reativadas,
caracterizadas quanto ao crescimento em meio de cultura e avaliadas em ensaio
de compatibilidade para confirmar a viabilidade de cultivo conjunto (i). Em
seguida, avaliou-se a eficiéncia de descoloracao do corante azo Vermelho Congo
por cultivos puros e pelo consorcio, determinando-se simultaneamente a
contribuicao relativa de biossorgéo (células inativadas) e biodegradacao (células
ativas) através de leituras espectrofotométricas e analises FTIR dos metabdlitos
(ii). Na terceira etapa, investigou-se a formagao de biofilme em microplaca de 96
pocos para B. subtilis, P. aeruginosa e o consorcio, correlacionando o indice de
biofilme a descoloragcdo observada (iii). Por fim, o consoércio foi imobilizado em
cubos de espuma de poliuretano, e seu desempenho foi monitorado em bateladas
sucessivas com efluente téxtil simulado, avaliando a estabilidade da remocéao de
cor e a reutilizagdo do biocatalisador (iv). Juntas, essas etapas forneceram uma
visao integrada dos mecanismos de remoc¢ao do corante e da viabilidade de

aplicagao em escala pratica.

4.1. Azocorante Vermelho Congo

O corante utilizado para estudos de biorremediacao das culturas puras e
consorciadas no presente trabalho foi o Vermelho Congo (CAS 573-58-0, Figura
2, secao 3.3), da marca Neon, dissolvido em agua destilada e filtrada em
membrana com porosidade de 0,22 pm, sendo armazenada como solugcao
estoque com concentracdo de 2,5 g/L. Os meios de culturas contendo Agar
Triptona de Soja foram enriquecidos com concentragdes de 20,0 mg/L, 40,0 mg/L
e 60,0 mg/L de corante Vermelho Congo para que ocorresse aclimatacao das
linhagens propostas (MAURYA et al., 2021).

Nos ensaios de biodegradacao, o corante Vermelho Congo foi testado nas
concentracoes de 100,0, 200,0 e 300,0 mg/L. Esses valores nao foram escolhidos
ao acaso: situam-se dentro da faixa de carga tipica (80-350 mg/L) reportada para
efluentes téxteis contendo corantes azo, garantindo representatividade ambiental
adequada (i); sao gradientes de desafio crescente para as bactérias, permitindo
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avaliar limiares de eficiéncia e eventuais efeitos toxicos (ii); e permanecem abaixo
do limite de solubilidade e dentro da janela analitica do método UV-Vis,
assegurando quantificagdo precisa da descoloracao (iii) (NEIHSIAL; SINGHA;
SINGH, 2022; OLADOYE et al., 2022). Com isso, foram analisadas as
capacidades de biossor¢cdo e biodegradacdo do azocorante por parte de B.
subtilis e P. aeruginosa, individualmente e consorciadas, além de imobilizadas em

uma matriz sintética.

4.2. Preparacgao de Culturas Bacterianas
4.2.1. Cultura Pura

Foram empregadas duas linhagens previamente identificadas pelos
curadores por analise molecular: Pseudomonas aeruginosa CBMAI 701, obtida
do Banco de Microrganismos de Ambiente e Industria (DRM/CBMAI, UNICAMP),
e Bacillus subtilis (acesso Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia). Ambas
as cepas se encontram depositadas em suas respectivas colegcdes de referéncia
e foram fornecidas como amostras liofilizadas, sendo reativadas em meio Luria

Bertani (LB) antes dos ensaios.

4.2.2. Curvade Crescimento

A selecdo do meio de cultura mais adequado para o crescimento
bacteriano também foi avaliada, considerando que esse parametro variava em
diversas referéncias bibliograficas (LABAUVE; WARGO, 2012; GALLEGOS-
MONTERROSA et al., 2017; JEBRIL, 2020; WU et al., 2023). Os meios testados
incluiram meio LB (WU et al., 2023), Agar Nutriente (NA) (JEBRIL, 2020) e Agar
Soja Triptona (TSA).

Para quantificacdo da absorbancia, foram realizadas curvas de
crescimento das cepas nos trés meios de cultivo individualmente, por meio da
turbidez medida em microplacas em Tecan Infinite M200. Cada variavel do
experimento foi testada em triplicata, ocupando trés pocos da microplaca. Foi
determinado o tempo necessario para que as cepas atinjam a fase exponencial,

sob condicoes ideais. Padronizou-se a concentracao celular dos indculos em 0.9
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de absorbancia, correspondente a UFC/mL 10°, nos experimentos relacionados

a biodegradacao do corante.

4.2.3. Compatibilidade e Co-cultivo

Para formular o consércio bacteriano que seria aplicado nos ensaios de
descoloracao do Vermelho Congo, avaliou-se se B. subtilis e P. aeruginosa
podiam coexistir sem antagonismo em condi¢cées de cultivo sélido e liquido,
garantindo a estabilidade do sistema misto nas etapas subsequentes. O ensaio
de co-cultivo de B. subtilis e P. aeruginosa ocorreu em meios solidos e liquidos
com o objetivo de verificar sua compatibilidade. Para essa etapa do experimento,
a determinacdo de contagem por inéculo foi fundamental. As cepas foram
cultivadas separadamente em caldo triptona e soja (TS) overnight a 35°C e 120
rpm. Também foi realizado ajuste de absorbancia para 0.9 (A = 600 nm), seguido
da diluicdo de oitava ordem e plagueamento em meio TSB para determinar a
contagem de unidades formadoras de colénias (UFC/mL), considerando placas
com 25 a 300 coldnias.

O primeiro foi o teste de antagonismo de placa, onde foram realizados
inéculos pontuais das cepas separadamente em placas de Petri lisas e placas
bipartidas a fim de analisar um eventual antagonismo exercido por contato fisico
direto entre as colbnias, bem como avaliar também possiveis inibicdes de
crescimento apenas por metabolitos volateis gerados e aprisionados dentro das
placas com a divisoria (ZHAO et al., 2023). Para colénias nao circulares foi usado
o seu didametro médio.

Para o meio liquido, foram realizados in6culos nas proporgoes 9:1 de P.
aeruginosa e B. subtilis (UFC/mL 10°) e vice versa, incubados sob as mesmas
condicdes de crescimento previamente estabelecidas. Posteriormente, foi
realizada uma diluicdo seriada até a oitava ordem, seguida do plaqueamento em
agar, com o objetivo de repetir a contagem de unidades formadoras de colbnias
(UFC) e verificar possiveis alteracbes na ordem decimal da concentragao

microbiana.

4.2.4. Ensaio Livre de Células



26

Foi verificado se metabdlitos soluveis produzidos por cada microrganismo
afetam o crescimento da espécie parceira. Para isso foram conduzidos ensaios
livres de células. As cepas bacterianas foram inoculadas, separadamente, em
frascos contendo 100 mL de caldo TS e cultivados por 24 h, 35°C e 120 rpm.
Entao foram retiradas aliquotas para centrifugacédo a 4°C, 8000 rpm por 8 min a
fim de formar um pellet bacteriano. Em seguida, o sobrenadante foi filtrado por
membranas com porosidade de 0,22 pm, removendo eventuais células
bacterianas ali presentes. Por fim, o sobrenadante livre de células foi utilizado
para enriquecer o meio de cultivo TSA na propor¢cao de 10% (v/v). Ao final do
processo, foi obtido um meio de cultura com metabdlitos gerados pela P.
aeruginosa, utilizada como meio de cultivo da B. subtilis, e vice versa. O inéculo
individual em meio TSA comum foi utilizado como controle, e a comparacgao da
contagem de unidades formadoras de colénias (UFC/mL) entre os meios puros e
enriquecidos foi utilizado como parametro na obtencdo dos resultados
(POPESCU et al., 2024).

4.3. Biodegradacao e Biossorc¢éao

Apds comprovar a viabilidade do consércio, a investigagdo avancgou para
a etapa de biodegradacao do Vermelho Congo, estruturada em quatro blocos
complementares. Primeiro, na analise de descoloracdo, monitorou-se a
atenuacao da absorbancia a 495 nm ao longo de 48 h, comparando cultivos puros
€ 0 consorcio nas trés concentragdes de corante (i). Em seguida, procedeu-se ao
ensaio de dessorcao para distinguir cor removida por simples adsorgao celular
daquela efetivamente degradada, lavando os pellets bacterianos e quantificando
o corante liberado (ii). Para elucidar o peso relativo de biossor¢cao versus
biodegradacao, realizou-se o teste com células ativas e inativas com amostras
foram inativadas por calor testadas em paralelo as vivas, permitindo inferir a
contribuicdo metabdlica para a remocao (iii). Por fim, explorou-se a biossor¢cao
em biofilme, cultivando as cepas em microplacas para relacionar a densidade de
biofilme ao sequestro do corante (iv). Esse encadeamento experimental oferece

uma visao integrada dos mecanismos fisico-quimicos e bioldgicos responsaveis
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pela descoloragcdo, servindo de base para a discussdo dos resultados

subsequentes.
4.3.1. Andlise de Descoloracéao

A descoloracao foi medida utilizando espectrofotometria para verificar e
quantificar a remogao do corante no cultivo em meio liquido a partir da interacéo
com as células bacterianas. Inicialmente, foi feita uma solu¢gdo estoque com
concentracdo de 1,0 g/L de corante Vermelho Congo, sendo entdo diluida e
analisada consecutivamente no espectrofotobmetro a fim de construir uma curva
padrao confiavel e assimilar a absorbancia de cada amostra com a solugéo
estoque. Também foi feita uma varredura espectral para identificar o pico de
absorbancia maximo do corante e utiliza-lo nas leituras (A = 495 nm).

ApoOs a inoculagao das cepas bacterianas individuais (culturas puras) em
caldo TS e incubagdo overnight, os cultivos foram padronizados para uma
absorbancia de 0,9 (A = 600 nm). Em seguida, as culturas foram centrifugadas a
10.000 rpm por 10 min a 4°C. Para a formacao do consorcio bacteriano, foram
combinados 5% v/v de cada cultivo, totalizando 10% do volume final de inéculo
(SINGH et al., 2022). O sobrenadante foi descartado, e os pellets bacterianos
foram ressuspendidos em caldo TS contendo o corante Vermelho Congo nas
concentragcdes de 100,0, 200,0 e 300,0 mg/L. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata, com aliquotas retiradas em intervalos de 12, 24, 36, 48,
60, 72, 84 e 96 h. As amostras foram centrifugadas sob os mesmos parametros
para a formacdo de pellets bacterianos e submetidas a analise
espectrofotométrica na faixa UV-Vis. O controle experimental foi composto pelo

meio sem inéculo.

4.3.2. Analise de Estrutura do Vermelho Congo por FTIR

O sobrenadante livre de células obtido apds os ensaios de biodegradacao
foi filtrado, extraido com volume equivalente de acetato de etila até 40 mL e
concentrado em evaporador rotativo a vacuo. A pastilha foi prensada em prensa
hidraulica. Os espectros foram registrados em um espectrofotometro FTIR Tensor

Il (Bruker) operando na faixa de [4000 a 400 cm™], com resolugéo de 4 cm™ e 64
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varreduras por espectro. Os dados foram exportados em formato CSV pelo
software nativo do equipamento e processados em Microsoft Excel 365.

As principais bandas caracteristicas do Vermelho Congo (—N=N—, —
SO;zH e anéis aromaticos) foram verificadas em [1630, 1235 e 1500 cm™] e
comparadas com espectros de padrao puro para identificar eventuais
deslocamentos ou desaparecimento de picos. A reducao da intensidade da banda
azo (=1580 cm™) e surgimento de bandas foram usados como indicadores da
clivagem do grupo —N=N- e formac&o de compostos carbonilicos. Para cada
condicdo de corante (100, 200, 300 mg L") e tratamento biologico, foram
comparados os padroes de banda de forma qualitativa, sem a integracéo de areas

dos picos.

4.4. Ensaio de Dessorc¢éao
4.4.1. Dessorgédo com Biomassa Bacteriana

As cepas bacterianas foram cultivadas em TSB contendo corante
Vermelho Congo (100,0 mg/L) sob condi¢gbes controladas de 35°C e agitacao a
120 rpm por 24 h. O corante foi utilizado para avaliar sua interagao com as células
bacterianas, objetivando investigar possibilidade de biossor¢cao do corante pelas
bactérias. A densidade da suspensao bacteriana foi ajustada para uma
absorbancia de 0.9 (A = 600 nm). Apo6s o periodo de incubacdo, as amostras
foram submetidas a centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 min a 4°C para separar a
biomassa bacteriana do sobrenadante. O sobrenadante foi coletado para analise
espectrofotométrica, enquanto a biomassa foi preparada para o processo de
lavagem e dessorcao do corante. A biomassa coletada foi lavada duas vezes com
agua destilada estéril. A utilizacdo de meio salino foi preferida, pois facilita a
ruptura das interacdes eletrostaticas entre as células bacterianas e o corante
(YANEVA; GEORGIEVA, 2012).

Para promover a dessor¢ao do corante, uma solucdo de Tween 80 na
concentracao de 1,0 ml/L foi adicionada a biomassa, com a finalidade de modificar
a tensao superficial e ajudar na liberagao do corante sem interferir nas medicoes
espectrofotométricas do corante Vermelho Congo (REDDY et al., 2019). Apés a

lavagem e dessorcao do corante, as solugdes resultantes foram analisadas em
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espectrofotometro UV-Vis a 495 nm, comprimento de onda de maxima
absorbancia anteriormente determinado para o corante Vermelho Congo. A
absorbancia foi registrada para cada amostra e comparada com o controle, que
consistia apenas em TSB contendo corante, sem indculos bacterianos. A
guantidade total de corante foi determinada somando a absorbancia do
sobrenadante apos centrifugacdo e a absorbancia da solu¢do de dessorcao da
biomassa. Esses valores foram comparados com a quantidade de corante
presente no controle (TSB + corante).

Também foi realizada outra varredura espectral para verificar o pico de
absorbancia do corante em diferentes intervalos de comprimento de onda, com o
objetivo de identificar possiveis mudancgas na posi¢ao do pico principal ou o
surgimento/desaparecimento de picos adicionais. Mudangas na posi¢ao do pico
principal ou surgimento de picos adicionais podem indicar modificagoes

estruturais do corante, sugerindo possivel biodegradacdo (PANDEY et al., 2024).

4.4.2. Teste com Células Ativas e Inativas

Para avaliar a diferenca na capacidade de adsor¢cdo do corante entre
células vivas e mortas, a biomassa bacteriana foi dividida em dois grupos.
Primeiramente, as culturas bacterianas foram cultivadas em meio TSB sem
corante por 24 h e ajustadas para atingir absorbancia 1.5 (A = 600 nm). Em
seguida, duas amostras de biomassa foram preparadas: uma foi mantida viva e
armazenadas em geladeira a 4°C, enquanto a outra foi submetida a autoclave
para inativacdo das células. Foi pressuposta a inativacdo completa dos
microrganismos pelo processo de esterilizacdo. Ambas as amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos para coleta das células, e os pellets
obtidos foram lavados com agua destilada estéril para remover o excesso de meio
de cultura.

Apos a lavagem, as biomassas foram ressuspendidas em meio TSB agora
enriquecidos com Vermelho Congo (100,0 mg/L). As duas amostras foram
deixadas em contato com o corante por um periodo determinado, permitindo que
a sorcao acontecesse. A cinética de remocao do corante foi monitorada ao longo
do tempo, com medicoes de absorbancia realizadas por espectrofotometria nos
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intervalos de 0, 4, 8, 12 e 24 h. As medi¢Oes espectrofotométricas permitiram a
comparacao direta da capacidade de remocao de corante entre as células vivas

e as mortas, sem interferéncia de pré-adsorcdo (BOURAS et al., 2017).

4.4.3. Biossorgao em Biofilme

4.4.3.1. Producéao do Biofilme

A avaliacdo da eficiéncia da producdo de biofime foi feita sob as
concentracdes de 100,0, 200,0 e 300,0 mg/L de corante Vermelho Congo. Para
isso, as cepas bacterianas foram inoculadas individualmente em 100 mL de caldo
TS e incubadas a 35°C overnight a 120 rpm. No dia seguinte, apds ajuste para
absorbancia 0,15 (A = 600 nm), 100,0 pL da cultura foram transferidas para um
novo caldo TS em microplacas com 96 po¢cos com as diferentes concentragdes
de corantes e incubadas a 35°C sob condigbes estacionarias para facilitar a
formacao de biofilme por 48 h (BARATHI et al., 2022; HAQUE et al., 2021). Para
a quantificacdo da biomassa, a porc¢ao liquida dos pogos foi descartada, e os
mesmos foram lavados duas vezes com agua destilada estéril, sendo entdo secos
por 30 min. Em seguida, os poc¢os foram corados com cristal violeta (125,0 uL de
solugdo a 1%) por 15 min, enxaguados com agua destilada estéril e a placa
colocada em um dessecador até o dia seguinte. O biofilme corado foi, entao,
solubilizado com 150,0 uL de acido acético a 30% para quantificacdo (BARATHI
et al., 2022). A leitura da absorbancia foi realizada em um espectrofotometro
TECAN, a 600 nm. Cada tratamento foi realizado em triplicata, sendo o controle

mantido sem indculo.

4.4.3.2. Fixacdo em Matriz Sintética e Quantificacdo do Biofilme

Para verificar se a imobilizacdo em espuma de poliuretano permitiria a
possibilidade de reuso em ciclos de batelada, as culturas foram imobilizadas em
um suporte sintético. As culturas bacterianas foram cultivadas separadamente em
meio TSB por 24 h e ajustadas para atingir uma absorbancia de 0,9 (A = 600 nm),
0 que corresponde a uma concentracao de 10° UFC/mL. Apds a incubacao, 10,0
mL de cada cultura foram inoculados em frascos contendo 90,0 mL de caldo TSB,
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aos quais foram adicionados e submersos 1,5 g de pedagos retangulares de
espuma de poliuretano (PUF, da sigla em inglés para polyuretane foam) com
dimensdes de 1,0 x 1,0 x 0,5 cm (ALESSANDRELLO et al., 2017). Para o
desenvolvimento do consorcio, foi utilizado um inéculo de 5,0 mL de cada cultivo.
As cepas foram incubadas a 35°C por 120 h em condi¢des estaticas para
favorecer o crescimento de biofilme sobre o PUF.

Na sequéncia, quantificou-se o biofilme aderido para calibrar a carga
celular efetivamente disponivel e correlaciona-la as taxas de remocao de corante.
A quantificacdo do biofilme formado foi feita adaptando o método descrito por
Alessandrello et al. (2017), com base no protocolo de Quek et al. (2006). Os
pedacos de PUF foram removidos apos as 120 h de incubacao e lavados com
agua destilada estéril para remocado de células planctonicas. Os pedacgos
retirados tinham o peso umido de aproximadamente 1,0 g cada. Entdo, cada PUF
foi colocado em tubos contendo 9,0 mL de salina, agitados em vértex por 1 min e
diluido até oitava ordem. Foi realizado contagem UFC apos plaqueamento em
meios TSA (para as cepas incubadas individualmente) e Meio HiCrome, que
apresenta propriedades para a diferenciagao do crescimento de cepas do género

Bacillus, foi utilizado para o consércio.

4.4.3.4. Remocao do Corante por Células Imobilizadas em PUF

Aproximadamente 1,0 g (peso umido) de células imobilizadas em PUF
foram colocadas em frascos contendo 10,0 mL de meio com concentragdes de
100,0, 200,0 e 300,0 mg/L de corante Vermelho Congo. Além do meio TSB
enriquecido com o corante, também foi desenvolvido um efluente téxtil simulado
com a seguinte composicdo: Corante Vermelho Congo nas mesmas
concentragcdes do meio TSB enriquecido, Na, CO; (4,0 g/L), NaOH (80,0 mg/L),
NaCl (4,0 g/L), KH, PO, (1,0 g/L), MgSO,, -7H, O (40,0 mg/L), Na, SO, (1,0
g/L) (KURADE et al., 2017). As cepas foram entao incubadas por 7 dias, a 35°C
em condi¢des estacionarias. A cada 24 h os frascos foram levemente agitados
para aerar o sistema. ApoOs o periodo de incubacao de 168 h, foram coletadas
duas amostras: os pedacos de PUF, que foram utilizados para nova contagem de
UFC e verificacdo da diminuicdo em escala decimal ou preservacao do numero
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de células, e o meio com o corante, que foi submetido a analises por

espectrofotometria.

4 5. Anélise de Dados

Os dados brutos de descoloracao, biossor¢do e contagem de UFC foram
organizados em planilha eletrénica em software Microsoft Excel 365 e expressos
como meédia + desvio-padrdo das réplicas bioldgicas. Para cada conjunto
experimental (concentracdo de corante, tipo de cultivo e tempo de analise),
calculou-se a média aritmética a partir da férmula x =  xi/n; e o desvio-padrao
pelo estimador s = [Y (xi—x)%(n—1)] . As curvas de descoloracgio e os percentuais
de remocao foram plotados em graficos de linhas, enquanto os resultados de
biossorcao e viabilidade celular foram representados em colunas ou barras de
erro, todos confeccionados em software de plotagem (Jamovi, Orange e MS
Excel) com escala linear, legendas autoexplicativas e escalas padronizadas. Os
graficos finais foram exportados em alta resolucdo nos formatos PNG para

insergcao N0 manuscrito.

4.6. Manuseio e Tratamento dos Residuos Gerados nos Experimentos

Todo material biologico potencialmente contaminado (cultivos liquidos,
pellets bacterianos, cubos de espuma de poliuretano com biofilme e placas de
agar) foi submetido a inativacdo em autoclave (121 °C, 20 min, 1 atm). Apds o
ciclo, os residuos soélidos foram acondicionados em sacos brancos. Cada
recipiente liquido recebeu rétulo padronizado conforme o sistema interno de
fichas de identificacdo de residuos do LAMAM (cédigo de barras, descri¢ao, data,
responsavel), atendendo as diretrizes da Norma Interna de Biosseguranca do
laboratério e as instrucées da Comissao de Biosseguranca da UFSCar.

As solugdes contendo azocorante Vermelho Congo remanescente,
solventes do preparo de amostras para FTIR e efluentes filtrados foram
segregados em frascos ambar de tampa rosqueada, rotulados como “Residuo
qguimico classe |l - corantes organicos”. Esses frascos, foram transferidos para a
casa externa de armazenamento do LAMAM, onde permanecem em armarios

ventilados até a coleta pela equipe da Secretaria Geral de Gestdo Ambiental e
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Sustentabilidade (SGAS/UFSCar). Todo o fluxo de autoclave, rotulagem,
transporte interno e registro em planilha eletronica via formulario, garantindo
rastreabilidade completa e conformidade com as normas federais (CONAMA

307/2022) e politicas institucionais de sustentabilidade.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Crescimento Bacteriano e Selec&o de Meio de Cultura

As curvas de crescimento das cepas P. aeruginosa e B. subtilis em meios
LB, NA e TS demonstraram que o caldo Triptona de Soja (TS) foi o mais eficiente
para ambas as espécies. Para P. aeruginosa (Figura 3), a maior densidade 6ptica
(ODggo) foi de 1,54 em TS, seguida por 1,32 em LB e apenas 0,64 em NA. B.
subtilis (Figura 4) também apresentou crescimento superior em TS, com ODggg
de 0,93, enquanto os valores foram ligeiramente inferiores em LB e minimos em
NA.
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Figura 3. Curva de crescimento de Pseudomonas aeruginosa em trés diferentes meios de
cultura: Caldo de Triptona de Soja (TS), Luria Bertani (LB) e Caldo Nutriente. Fonte: Autoria

Prépria, elaborado em Microsoft Excel 365.
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Figura 4. Curva de crescimento de Bacillus subtilis em trés diferentes meios de cultura: Caldo
Triptona de Soja (TS), Luria Bertani (LB) e Caldo Nutriente. Fonte: Autoria Propria, elaborado

em Microsoft Excel 365.

A utilizagdo do meio TSB demonstrou ser a mais eficaz para o crescimento
das duas cepas bacterianas. Tal eficiéncia pode estar relacionada a sua
composicao rica em peptonas de soja e extrato de caseina, reconhecidamente
favoraveis ao crescimento microbiano, conforme observado por Haque et al.
(2021). A selecao adequada do meio de cultivo foi essencial para a padronizagao
dos indculos utilizados nos ensaios subsequentes, assegurando que todas as
condi¢cdes experimentais tivessem o mesmo ponto de partida metabdlico. Esses
ensaios foram importantes para garantir a reprodutibilidade dos ensaios de
biorremediacdo, especialmente quando se buscou distinguir entre processos
ativos (biodegradacao) e passivos (biossorcédo) de remocao de corantes, como o

Vermelho Congo.

5.2. Compatibilidade em Meio Soélido

O ensaio de co-cultivo em placas lisas (pareamento) e bipartidas foi
realizado com o objetivo de avaliar a compatibilidade entre B. subtilis e P.
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aeruginosa, considerando interagdes por contato fisico direto e por metabdlitos

volateis (Figura 5), uma vez que nas etapas seguintes as linhagens foram

colocadas juntas para melhorar a remogao do corante.

Figura 5. (A) Cultivo pareado de Bacillus subtilis (direita) e Pseudomonas aeruginosa
(esquerda) em meio TSB em 3 réplicas nas placas de Petri. (B) Cultivo pareado de B.subtilis e
P.aeruginosa em meio TSB em 3 réplicas nas placas de Petri bipartidas. Fonte: Autoria propria,

fotografado em camera digital.

Os resultados demonstraram que ambas as cepas foram capazes de
crescer mesmo ha presenca de compostos produzidos pela outra, ainda que com
padrdes distintos de antagonismo (Figura 5A). Nas placas lisas, observou-se que
B. subtilis exerceu um efeito antagonista mais evidente sobre P. aeruginosa,
especialmente no meio TSA, onde o crescimento de P. aeruginosa foi
significativamente reduzido. Esse comportamento €& reforcado pelos dados
médios de zona de inibi¢cdo, que atingiram 1,44 cm para B. subtilis e 1,05 cm para
P. aeruginosa. O crescimento de B. subtilis também foi impactado, porém em
menor escala, indicando antagonismo reciproco, mas assimétrico. Nas placas
bipartidas (Figura 5B), onde ndo ha contato fisico, mas sim a exposicao aos

metabdlitos volateis da cepa oposta, B. subtilis manteve sua capacidade de
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inibicdo. As médias de crescimento de P. aeruginosa foram ainda mais reduzidas
nessa condicao (1,23 cm), enquanto B. subtilis apresentou crescimento superior
ao observado em contato direto, sugerindo que a ac¢ao volatil de P. aeruginosa foi
menos interferente. Esse comportamento indica que B. subtilis produz compostos
volateis com agdo antimicrobiana eficaz, como ja relatado em estudos sobre
compostos volateis bacterianos (VOC, da sigla em inglés volatile organic
compounds) com propriedades antagonistas (ZHAO et al., 2023; CHEN et al.,
2024). O meio TSA favoreceu a expressao das interagdes antagbnicas,
especialmente por contato direto, enquanto o meio LB potencializou o efeito dos
compostos volateis. O meio NA apresentou menor variagdo entre os tratamentos,
indicando menor influéncia sobre a expressao de compostos antimicrobianos. A
composicdo do meio de cultura pode modular a produgdo de metabdlitos
secundarios pelas cepas, interferindo diretamente na intensidade das interacoes
(RATH; MITCHELL; GOLD, 2018).

TSA LB NA TSA LB NA

Meios Meios

= e

Diametro (cm)

=X=X=X=
onvBO RN BEO®

Pareamento Bipartida

W Controle BS Controle PA BS+PA MPA+BS
Figura 6. Efeito de diferentes meios de cultivo (TSA, LB e NA) no desenvolvimento de Bacillus
subtilis (BS) e Pseudomonas aeruginosa (PA), tanto em cultivo pareado direto quanto na

possivel produgao de metabdlitos volateis. Fonte: Autoria prépria, elaborado em Microsoft Excel
365.

5.3. Compatibilidade em Meio Liquido
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Nos cultivos liquidos (Tabela 1), a contagem de unidades formadoras de
colénias (UFC/mL) indicou que B. subtilis sofreu uma reducao de 10° para 108,
enquanto P. aeruginosa manteve-se estavel, evidenciando maior resiliéncia as
condicdes do meio e as interagbes microbianas durante o co-cultivo (Figura 7).
Esse comportamento sugere que P. aeruginosa apresenta maior capacidade de
competicdo e adaptagcdo em ambiente compartilhado, possivelmente devido a
producao de metabdlitos com atividade antimicrobiana ou a sua superioridade na
captacdo de nutrientes. Essa hipotese foi reforcada pela condigdo inversa (P.
aeruginosa + B. subtilis), na qual, mesmo em menor proporgéo, P. aeruginosa
nao apenas sobreviveu, mas também parece ter estimulado o crescimento global
do consércio, com a contagem total atingindo 1,60 x 10° UFC/mL. J& nos
experimentos com meio enriquecido com metabdlitos livres de células, observou-
se um efeito contrastante: o crescimento de B. subtilis foi intensamente favorecido
na presenca do sobrenadante de P. aeruginosa, atingindo 3,06 x 10" UFC/mL,
um aumento superior a uma ordem de grandeza em comparagao ao controle
(Tabela 1).

Esse resultado indica que, apesar da possivel competicdo no co-cultivo
direto, os metabdlitos secretados por P. aeruginosa podem conter compostos que
promovem o crescimento de B. subtilis quando n&do ha contato fisico direto ou
competicdo por recursos (LYNG & KOVACS, 2023). Por outro lado, P. aeruginosa
nao apresentou aumento expressivo ao ser cultivada com metabdlitos de B.
subtilis, mantendo contagens préximas ao controle (8,70 x 108 UFC/mL), o que
sugere que os compostos liberados por B. subtilis ndo tém efeito promotor

relevante sobre P. aeruginosa.

Tabela 1. Analise de unidades formadoras de colénias (UFC/mL) de Bacillus subtilis (BS) e
Pseudomonas aeruginosa (PA) individualmente, em co-cultivo e contato com metabadlitos livres

de células
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Tratamento Co-cultivo (com células) Apenas metabdlitos

(sem células)

Controle BS 1,36 x 10° 4,20 x 108
Controle PA 1,04 x 10° 8,10 x 108
BS + PA 4,30 x 10® 3,06 x 10"
PA + BS 1,60 x 10° 8,70 x 10®

Fonte: Autoria prépria.

Figura 7. Crescimento de Pseudomonas aeruginosa (A), Bacillus subtilis (B) e consércio (C) em

placas de Petri em meio HiCrome. Fonte: Autoria propria, fotografado em camera digital.

Esses dados indicam uma interacdo assimétrica entre as cepas, com
possivel antagonismo competitivo em contato direto e efeitos benéficos
unidirecionais mediados por metabdlitos em cultivos livres de células. Tais
resultados estdo alinhados com estudos que evidenciam a influéncia das vias
metabdlicas bacterianas na formacao de consorcios compativeis, nos quais a
producao de substancias extracelulares pode atuar como fator regulador da
coexisténcia (POPESCU et al., 2024; KAPOOR et al., 2022; ZHAO et al., 2023).
Apesar da competicao aparente, o consorcio bacteriano permaneceu funcional, o
que reforca a hipétese de que interacdes entre pares nem sempre representam
as dindmicas complexas observadas em consorcios mais elaborados (LYNG;
KOVACS, 2023; MUKHERJEE; BORDOLOI, 2012; WU, 2023).

5.4. Eficiéncia de Descoloragao
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A avaliagdo da eficiéncia de descoloracao do corante Vermelho Congo em
meio liquido revelou desempenho significativo de B. subtilis, P. aeruginosa e do
consorcio formado entre ambas. As medi¢des espectrofotométricas ao longo de
96 horas permitiram observar distintos perfis de biodegradacdo conforme a cepa
utilizada, o tempo de incubacao e a concentragao inicial do corante (100,0, 200,0
e 300,0 mg/L). B. subtilis apresentou reducdo expressiva na absorbancia nas
primeiras 12 a 24 h, principalmente nas menores concentragcdes de corante
(Figura 8). Em 100,0 mg/L, a absorbancia caiu de 0,588 para valores proximos de
0,030 em 96 h, o que corresponde a uma remoc¢ao superior a 95%. Em
concentragcdes mais elevadas, como 300,0 mg/L, o efeito foi atenuado, mas ainda
assim significativo, com absorbancia final de aproximadamente 0,5
(aproximadamente 70% de remocgéao), revelando uma boa capacidade inicial de

resposta, embora com limitagdes sob maior carga de substrato.
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Figura 8 Descoloragao do corante Vermelho Congo por Bacillus subtilis ao longo do tempo.

Fonte: Autoria prépria, elaborado em Jamovi 2.6.26.

P. aeruginosa demonstrou desempenho ainda mais consistente e eficiente,
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especialmente em concentragcdbes médias e altas (Figura 9). Sua capacidade
degradativa foi mantida ao longo do tempo, com quedas graduais, porém
continuas na absorbéancia, alcan¢ando 0,029 (em 100 mg/L) e até 0,139 em 300,0
mg/L, o que representa cerca de 90% de remogao nesta ultima condigdo. Isso
sugere que a cepa possui mecanismos mais robustos ou adaptativos para lidar

com concentragdes mais toxicas do corante (TELKE et al., 2010; MISHRA; MAITI,
2018).
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Figura 9. Descoloragao do corante Vermelho Congo por Pseudomonas Aeruginosa ao longo do

tempo. Fonte: Autoria prépria, elaborado em Jamovi 2.6.26.

O consorcio bacteriano exibiu comportamento intermediario ou até
ligeiramente superior em algumas condi¢cdes quando comparado as culturas
puras (Figura 10). Em baixas concentracées (100,0 mg/L), a descoloracao foi
quase completa em 72 h (absorbancia final de 0,023-0,024), indicando uma
atuacao sinérgica entre biossorcao e degradacao. Em 200,0 mg/L, a eficiéncia
permaneceu alta, com absorbancia final de 0,084, muito préxima a da P.
aeruginosa isolada. Ja na maior concentracao testada (300,0 mg/L), o consorcio
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apresentou desempenho um pouco inferior, encerrando o periodo com
absorbancia de 0,657 (aproximadamente 60% de remocgado), possivelmente
devido a efeitos de competicdo metabolica ou toxicidade excessiva (BARATHI et
al., 2022).

Concentracéo (mg/L)
100

200
300

Abs. Média

0.5 -+

0.0 1

0 25 50 75 100
Tempo

Figura 10. Descoloracao do corante Vermelho Congo pelo consorcio bacteriano ao longo do

tempo. Fonte: Autoria prépria, elaborado em Jamovi 2.6.26.

Esses resultados sao consistentes com a literatura, que indica que
consorcios microbianos sao mais eficazes na descoloragcdo de corantes azo
devido a complementaridade metabdlica. Estudos como o de Biju et al. (2022)
destacam a atuacdo de consorcios bacterianos na degradacao de corantes azo
por meio de sistemas metabodlicos complexos, em que diferentes vias enzimaticas
podem estar envolvidas na clivagem das ligacbes azo e na transformacao

subsequente dos subprodutos gerados.

5.5. Avaliacéao da Capacidade de Biossorgéao

A capacidade de biossorcao das cepas bacterianas foi avaliada por meio
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da quantificagdo da absorbéancia do sobrenadante apds incubagdo em meio
contendo 100,0 mg/L de corante Vermelho Congo, complementada pela analise
dos pellets lavados e das fragdes eluidas por Tween 80. O controle manteve
estabilidade ao longo de 24 h indicando auséncia de remogao espontanea do
corante e servindo como parametro de comparagao. Entre os tratamentos ativos,
B. subtilis e o consorcio bacteriano apresentaram melhor desempenho na
reducdo da absorbancia do corante em comparagdo com P. aeruginosa
isoladamente (Figura 11). Apos 24 h, a absorbancia residual no sobrenadante foi
de 0,265 para B. subtilis, 0,412 para o consoércio e 0,438 para P. aeruginosa.
Esses dados indicam uma maior capacidade inicial de remoc¢ao por B. subtilis e
pelo consorcio, possivelmente associada a biossor¢cdo mais eficiente ou a um
metabolismo mais ativo desde as fases iniciais. Resultados semelhantes foram
observados em cepas do género Leclercia, que apresentaram elevada
capacidade de remocdo de corantes téxteis por biossor¢cdo bacteriana,
corroborando a relevancia dessa via de remogao entre diferentes bactérias (SEN;
KORKMAZ; KILIC, 2025).

A analise dos pellets lavados com agua estéril permitiu verificar que uma
fracdo consideravel do corante foi retida apenas superficialmente na biomassa
bacteriana, sem indicios de transformacao quimica. As absorbéancias observadas
nesses pellets foram de 0,077 para B. subtilis, 0,102 para o consorcio e 0,043
para P. aeruginosa. Esses resultados demonstram que parte relevante do corante
estava apenas adsorvida nas superficies celulares, e nao metabolizada,
reforcando a importancia da biossorcdo como etapa inicial do processo de
remocao. Entretanto, a adicdo de solucdo de Tween 80 para dessorcao revelou
valores negativos de absorbancia nas fragcbes tratadas, com -0,247 para B.
subtilis, -0,076 para o consorcio e -0,108 para P. aeruginosa. Tais valores
negativos indicam que, além da dessorcdo, houve provavel degradacao ou
transformacao do corante adsorvido, possivelmente resultando em subprodutos
gue nao absorvem no mesmo comprimento de onda (495 nm) ou que possuem
espectros alterados. Isso sugere que a acao bacteriana nao se limita a biossorcao
reversivel, mas envolve processos metabolicos ativos. A combinagao desses

resultados aponta para um sistema de remoc¢ao baseado em mecanismos
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complementares: biossorgao inicial significativa, seguida de dessor¢ao parcial e

possivel biodegradacéo.
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Figura 11. Absorbancia média residual (A = 495 nm) dos diferentes tratamentos apos
biossorcao do corante Vermelho Congo. Os tratamentos foram Controle no tempo inicial (1),
Controle ap6s 24 horas (2), Pseudomonas aeruginosa (3), P. aeruginosa e pellet lavado (4),
Bacillus subtilis (5), B. subtilis e pellet lavado (6), Consorcio (7), Consércio e pellet lavado (8),

Dessorvido e biotransformado em P. aeruginosa (9), Dessorvido e biotransformado em B.
subtilis (10), Dessorvido e biotransformado em consorcio (11) Fonte: Autoria propria, elaborado

em Jamovi 2.6.26.

5.6. Comparacao entre Células Ativas e Inativas

A avaliacdo comparativa entre células bacterianas ativas e inativas frente
ao corante Vermelho Congo permitiu distinguir os mecanismos de remocao
envolvidos, especialmente entre biossorcdo passiva e processos metabdlicos
ativos. Tanto P. aeruginosa, quanto B. subtilis e o consércio entre ambas
demonstraram diferentes comportamentos de remocado ao longo de 24 h de
incubacao (figura 12). No grupo com células inativas (autoclavadas), observou-
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se uma redugdo moderada na absorbancia do meio ao longo do tempo, atribuida
majoritariamente a biossorg&o passiva, com valores de absorbancia final de 0,351
para P. aeruginosa, 0,287 para B. subtilis e 0,292 para o consorcio. Ja as células
vivas apresentaram desempenho muito superior, com valores de 0,111, 0,031 e
0,143, respectivamente. Esses resultados indicam que, embora a biossorgéao
esteja presente, os mecanismos metabolicos ativos exercem papel central na
biodegradacao do corante.

A queda acentuada na absorbancia nas primeiras horas de tratamento com
células vivas, especialmente no consorcio, evidencia a agdo de enzimas
especificas como azoredutases, que promovem a clivagem das liga¢des azo e,
consequentemente, a desestruturacdo da molécula do corante (BARATHI et al.,
2022; SARIM et al, 2019). Isso reforca a relevéncia do uso de células
metabolicamente ativas em processos de biorremediagcdo, uma vez que a simples
adsorcao do corante na superficie celular ndo € suficiente para sua completa
degradacdo. O processo de mineralizagdo completo requer vias metabdlicas
funcionais e expressao de sistemas enzimaticos especializados para possibilitar
a conversao do composto em subprodutos menos prejudiciais a0 ambiente.
Embora essa pesquisa ndo tenha determinado tais subprodutos, o efeito
combinado de biodegradacdo e biossor¢do apontam para o catabolismo do

corante Vermelho Congo por P. aeruginosa e B. subtilis em co-cultivo.
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Figura 12. Descoloracao do corante Vermelho Congo por células ativas e inativas ao longo do
tempo. Notagao em italico nos nomes cientificos ausente na legenda por limitagdo de

renderizacdo do plot pelo software. Fonte: Autoria prépria, elaborado em Jamovi 2.6.26.

5.7. Formacao e Quantificagc&o de Biofilme em Microplacas

A quantificagdo do biofilme produzido por P. aeruginosa, B. subitilis e pelo
consorcio (PB), em presenca de diferentes concentragdes do corante vermelho
Congo (100,0, 200,0 e 300,0 mg/L), evidenciou diferencas na aderéncia

bacteriana as superficies da microplaca de 96 pogos (Figura 13).
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Figura 13. Placa para medi¢do de absor¢ao em espectrofotdmetro TECAN, com amostras do
meio TSB com o corante Vermelho Congo nas concentragdes de 100 mg/L (A4-AS5), 200 mg/L
(AB-A7) e 300 mg/L (A8-9), apods incubagao das cepas individualmente, P. aeruginosa (A10-
A12; B7-B9; C4-C6), B. subtilis (B1-B3; B10-B12; C7-C9) e em consércio (B4-B6; C1-C3; C10-

C12). Fonte: Autoria propria, fotografado em camera digital.

Os resultados foram obtidos apods coloracdo com cristal violeta e
solubilizacdo com acido acético 30%, sendo a absorbéancia lida a 600 nm.
Conforme observado na Figura 14, o consorcio bacteriano (PB) demonstrou os

maiores valores médios de absorbancia nas trés concentragbes, com destaque
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para 200 mg/L, apresentando média de 3,86 = 0,03. Esses dados sugerem um
sinergismo na formacg&o de biofilme entre as duas cepas, corroborando estudos
gue indicam que consoércios bacterianos frequentemente apresentam maior
capacidade de adesédo e formagcao de matriz extracelular (HAQUE et al., 2021).
Ja B. subtilis isoladamente também apresentou elevada capacidade de formacao
de biofilme, especialmente nas concentragcdes de 200,0 e 300,0 mg/L, com
valores médios de 3,91 £ 0,04 e 3,74 £ 0,02, respectivamente. Essa caracteristica
€ atribuida a habilidade da cepa em produzir matriz polissacaridica e proteinas
associadas a adesao, conforme apontado por Barathi et al. (2022) e Zhang et al.
(2022), que destacam o papel de B. subtilis em ambientes estressantes, como a
presenca de corantes tdxicos. Em contrapartida, P. aeruginosa apresentou
valores inferiores em 100,0 e 200,0 mg/L, sendo o biofilme mais fraco entre os
isolados, com uma média de 2,38 + 0,63 em 200,0 mg/L. A cepa possui
reconhecida capacidade de formar biofiime, mas essa formacdo pode ser
prejudicada em ambientes contaminados com corantes azo, os quais interferem
na sintese da matriz extracelular e nos mecanismos de adesdo, conforme

discutido por Kapoor et al. (2021).
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Figura 14. Formacéo de biofilme bacteriano em diferentes concentragdes de vermelho Congo,
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mensurada por leitura de absorbancia (600 nm) apds solubilizagao do cristal violeta. Fonte:

Autoria propria, elaborado em Orange 3.38.1.

Esses resultados indicam que o consorcio bacteriano oferece vantagens
para aplicagdes em biorremediacao, visto que a maior produgéo de biofilme esta
diretamente relacionada a capacidade de imobilizacdo e retencdo de

contaminantes, potencializando mecanismos de biossor¢éo e biodegradacao.

5.8. Fixacao Bacteriana em Espuma de Poliuretano (PUF)

A fixagdo bacteriana em matriz de espuma de poliuretano (PUF) foi
avaliada com base na viabilidade das cepas ap6s sua incubagao prolongada com
o corante vermelho Congo, simulando condi¢des de biorremediagdo. Para isso,
foi realizada uma comparacao entre as contagens iniciais de unidades formadoras
de colénia (UFC/mL), obtidas antes do contato com o corante (indéculo sem
tratamento), e os valores obtidos apdés o tratamento com o corante nas
concentracdbes de 100, 200 e 300 mg/L. Essa comparacao foi realizada
separadamente em dois tipos de meio: TSB (rico em nutrientes) e imitando um
efluente téxtil (EF), permitindo avaliar o impacto tanto do corante quanto da
disponibilidade nutricional sobre a capacidade de fixa¢ao bacteriana ao PUF.

No meio TSB, a P. aeruginosa isolada demonstrou crescimento
consideravel, passando de 3,50 x 10" UFC/mL (inicial) para 2,43 x 102, 2,84 x
10"2 e 9,64 x 10" UFC/mL apés o tratamento com 100,0, 200,0 e 300,0 mg/L do
corante, respectivamente. Isso indica forte adaptacao e crescimento mesmo sob
estresse, especialmente em 300,0 mg/L, compativel com estudos que destacam
a habilidade de certos microrganismos em aderir a superficies inertes e formar
biofilmes estaveis mesmo em ambientes com elevada toxicidade, como discutido
por Kapoor et al. (2021).

Ja a B. subtilis, também em TSB, apresentou comportamento mais
sensivel. Sua contagem subiu levemente em 100,0 mg/L (2,20 x 10" UFC/mL,
frente a 1,60 x 10° inicial), mas reduziu consideravelmente nas demais
concentracoes (7,10 x 10% e 8,00 x 10° UFC/mL), sugerindo que concentracoes

mais elevadas de corante podem dificultar sua adesdo ou crescimento,
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possivelmente por interferirem na formacao da matriz extracelular, conforme
descrito por Kapoor et al. (2021). No consorcio bacteriano em TSB, a P.
aeruginosa (P-PB) manteve niveis elevados de fixacdo em 100,0 e 200,0 mg/L
(1,85 x 10?2 e 1,88 x 10"? UFC/mL), mas sofreu queda para 3,76 x 10" em 300,0
mg/L. Ja a B. subtilis (B-PB) apresentou crescimento consideravel no consorcio
em 200,0 mg/L (4,00 x 10" UFC/mL), frente ao inéculo inicial de 2,00 x 107
UFC/mL, sugerindo que a presencga da outra cepa pode ter promovido condi¢des
mais favoraveis de sobrevivéncia e fixacao.

Por outro lado, no meio EF, os dados demonstraram uma redugao
significativa nas contagens de todas as cepas apds o tratamento, refletindo o
impacto da limitagdo nutricional na viabilidade e fixacdo bacteriana. A P.
aeruginosa isolada caiu de 7,50 x 102 para 1,11 x 10%, 2,70 x 10’ e 3,30 x 10°
UFC/mL em 100,0, 200,0 e 300,0 mg/L, respectivamente. A B. subtilis, de 6,40 x
107 inicial, obteve 5,50 x 10, 2,50 x 107 e 8,40 x 10° UFC/mL ap0és o tratamento.
No consércio em EF, a P. aeruginosa (P-PB) teve desempenho superior nas
concentracdes de 100 e 300 mg/L (3,80 x 102 e 2,84 x 108 UFC/mL), embora com
gueda acentuada em 200 mg/L (2,30 x 10%). Ja a B. subtilis (B-PB), cuja contagem
inicial era de 2,00 x 10* apresentou discreto crescimento ou estabilidade em
todos os tratamentos, atingindo até 3,20 x 10° UFC/mL em 300 mg/L.

Os resultados mostram que o meio de cultura exerce influéncia decisiva na
fixacdo bacteriana em PUF, sendo que o meio TSB proporciona melhores
condicdes para a adesao e crescimento, inclusive em presenca de corante. O
consorcio bacteriano demonstrou maior estabilidade e resisténcia comparadas as
culturas puras, sugerindo sinergismo e protecdo mutua, conforme discutido por
Haque et al. (2021). A utilizacdo da espuma de poliuretano como suporte fixador
mostra-se eficaz, sendo corroborada por estudos anteriores (ALESSANDRELLO
et al., 2017; QUEK et al., 2006), e apresenta-se como alternativa promissora em

sistemas de biorremediacdo de ambientes contaminados com corantes azo.

5.9. Eficiéncia de Remocéo do Corante por Células Imobilizadas

A avaliacao da eficiéncia de remocao do corante Vermelho Congo por
células imobilizadas em espuma de poliuretano (PUF) foi realizada em dois
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diferentes meios: o meio de cultura TSB e um efluente téxtil simulado com baixa
disponibilidade de nutrientes. Apos sete dias de incubacao estatica, as leituras
espectrofotométricas das amostras, coletadas ao final do experimento, indicaram
a permanéncia ou degradacao do corante com base na absorbéancia a 495 nm.
No meio TSB, observou-se reducdo significativa na absorbancia nas
concentracgdes de 100,0, 200,0 e 300,0 mg/L, indicando alta eficiéncia de remogéao
do corante pelas células imobilizadas (Figura 15). A P. aeruginosa apresentou
valores médios de absorbancia final de 0,17, 0,35 e 0,41, respectivamente, para
as trés concentragodes, partindo de controles com valores médios de 1,17, 1,63 e
2,79. A B. subtilis apresentou comportamento semelhante, com valores finais de
0,22, 0,45 e 0,54, respectivamente. O consorcio bacteriano (PB) obteve
resultados ainda mais expressivos, especialmente nas concentracdes de 200 e

300 mg/L, com absorbancias finais de 0,31 e 0,30.
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Figura 15. Absorbancia do Vermelho Congo nas concentragdes de 100 mg/L, 200 mg/L e 300
mg/L das cepas individuais e em consoércio no meio TSB e EF nos ensaios controle,
Pseudomonas aeruginosa (PA), Bacillus subtilis (BS) e consorcio (PB). Fonte: Autoria propria,

elaborado em Microsoft Excel 365.

Esses resultados indicam que a associagao entre as cepas conferiu maior
eficiéncia na remocao do corante, sugerindo sinergismo entre os mecanismos de

biossorcao e biodegradacdo. Estudos anteriores corroboram essa evidéncia,
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destacando que consércios bacterianos frequentemente apresentam maior
robustez e estabilidade em sistemas imobilizados (HAQUE et al., 2021; KURADE
et al., 2017). Ja no efluente simulado (EF), apesar da presenca das mesmas
cepas imobilizadas, observou-se uma menor eficiéncia de remogao. Os controles
apresentaram valores de absorbancia superiores (2,38, 4,79 e 5,64, em média)
e, ainda que as cepas tenham promovido reducdo dos niveis de corante, os
valores finais permaneceram elevados. A P. aeruginosa obteve valores médios
de 1,31, 2,77 e 4,01, enquanto B. subtilis apresentou 1,51, 3,68 e 5,44. O
consorcio, por sua vez, apesar de ligeira melhora, apresentou absorbancias finais
de 1,64, 2,58 e 4,87, respectivamente. Esses dados sugerem que a limitacao
nutricional do meio EF pode ter afetado negativamente a atividade metabdlica das
bactérias, especialmente o0s mecanismos enzimaticos responsaveis pela
degradacao do corante, conforme apontado por Kurade et al. (2017).

A comparacao entre os dois meios destacou o impacto do ambiente sobre
a eficiéncia de biorremediagcdo. Em meio nutritivo (TSB), a imobilizagdo em PUF
favoreceu a formacao de biofilme e a consequente remogdo do corante. Em
contrapartida, em meio de baixo aporte nutricional, a mesma estratégia
apresentou limitacdo na atividade biodegradativa. Isso refor¢ca a importancia do
suporte adequado e das condi¢gdes ambientais na aplicagao de biorremediadores
em sistemas reais. A utilizacado de PUF como matriz para imobilizacao
demonstrou-se eficiente para reter células viaveis e manter a atividade
biorremediadora em ambos os contextos, ainda que com variagcoes de

desempenho.

5.10. Analise por FTIR

Além da analise de descoloracao, também foi feita uma analise FTIR, onde
foram coletadas amostras dos cultivos bacterianos em TSB com as
concentracoes de 100,0, 200,0 e 300,0 mg/L nos periodos de 24 e 48 h.

O espectro de FTIR do corante Vermelho Congo nao tratado apresenta um
pico amplo e intenso em aproximadamente 3425 cm™, atribuivel ao estiramento
O-H de grupos hidroxila ou moléculas de agua adsorvidas na matriz (Figura 16).

Observa-se também uma banda significativa em torno de 1630 cm™,
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correspondente a vibracdo de estiramento da ligagcdo azo (-N=N-) e
possivelmente as ligagoes C=C dos aneéis aromaticos. Além disso, o pico
localizado proximo a 1235 cm™ € atribuido ao estiramento assimétrico S=O dos

grupos sulfonato (-SO37), caracteristicos da estrutura do corante (MAURYA et al.,
2021).
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Figura 16 Espectros de FTIR das amostras de Vermelho Congo em formulagdo comercial pura
ndo processada biologicamente. Fonte: Autoria propria, dados coletados em equipamento

Tensor || da marca Bruker, elaborado em Microsoft Excel 365.

A comparacao entre os espectros de FTIR obtidos apds 24 e 48h de
tratamento revela a influéncia direta do tempo de exposicao sobre a eficiéncia da
biorremediacdo do corante Vermelho Congo. Os resultados séo discutidos
seguindo o agrupamento por concentracdo do corante, comegando por 100,0
mg/L (Figura 17). Para o consorcio PB, observou-se uma progressiva atenuagao

dos sinais espectrais associados aos grupos funcionais do corante,
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especialmente nas faixas de “1200 cm™ e 71500-1600 cm™, sendo a supressao
desses picos mais acentuada apos 48h (LADE; GOVINDWAR; PAUL, 2015). A
banda em ~3500 cm™ no seu espectro indica a presencga de grupos hidroxila e/ou
amina, tipicos de produtos de degradacdo do Vermelho Congo (como fendis e
anilinas).

Isso estd alinhado com a literatura sobre biorremediagc&o, onde esse pico
funciona como um indicador de transformacao quimica efetiva, e ndo meramente
de adsorcao temporaria (MAURYA et al., 2021). Juntamente com a reducéo de
picos azo e sulfonato, refor¢ca a evidéncia de que processos como B. subtilis e o
consorcio PB realizaram degradacao estrutural do corante. O tratamento com B.
subtilis isolado também demonstrou comportamento dependente do tempo, com
intensificacdo da redugcdo das bandas associadas a estrutura do corante apés
48h, embora de forma menos acentuada que no consorcio. Tais achados
sugerem que B. subtilis possui capacidade degradativa intrinseca, a qual pode
ser potencializada pela extensao do tempo de contato com o corante. Por outro
lado, os espectros correspondentes ao tratamento com P. aeruginosa
permaneceram semelhantes ao do controle em ambos os tempos, com apenas
pequenas alteragdes nas intensidades das bandas principais. Esse padrao
sugere que a contribuicdo dessa cepa isolada ao processo de remogao do
corante, sob as condi¢bes testadas, ocorre predominantemente por biossorcéo,

e nao por degradacao estrutural efetiva.
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Figura 17. Espectros de FTIR das amostras de Vermelho Congo em 24h e 48h de tratamento (100
mg/L) com Bacillus subtilis (BS), Pseudomonas aeruginosa (PA), consércio (PB) e controle.
Fonte: Autoria prépria, dados coletados em equipamento Tensor || da marca Bruker, elaborado em
Microsoft Excel 365.

Na concentracdo de 200,0 mg/L de Vermelho Congo, o consércio PB
apresentou o perfil mais degradativo, principalmente apés 48 h de tratamento
(Figura 18). A expressiva atenuacao da banda em ~1200 cm™ indica uma
modificagao significativa nos grupos sulfonato, funcionalidade importante na
solubilidade e estabilidade do corante (KHALIK et al., 2020) . Paralelamente, a
drastica reducao das bandas entre 1500 e 1600 cm™ reforca a hipotese de que
houve ruptura efetiva das ligacdes azo (-N=N-), nucleo estrutural do Vermelho
Congo, o que confirma a ocorréncia de biodegradacdo e nao apenas de
biossorcao. A reducao expressiva da banda em 73500 cm™ no espectro FTIR do
corante apés 48 h com PB indica que os grupos -OH/-NH presentes

originalmente foram substancialmente modificados ou removidos, evidenciando a
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conversdo do corante em compostos secundarios (DAS et al., 2024). Esse
comportamento segue padrdes observados na literatura: em estudo com P.
aeruginosa, houve mudanca significativa na intensidade da faixa de 3500 cm™
durante a degradagao do corante. Em menor grau, B. subtilis também demonstrou
atividade relevante, especialmente apos 48 horas, com redugéo progressiva das
bandas-chave. Ja P. aeruginosa isolada apresentou alteragbes minimas ao longo
do tempo, com espectros semelhantes ao controle, sugerindo um mecanismo
predominantemente baseado em biossorgédo, com baixa a¢ao degradativa sob as

condi¢oes avaliadas.
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Figura 18.: Espectros de FTIR das amostras de Vermelho Congo em 24h e 48h de tratamento
(200 mg/L) com Bacillus subtilis (BS), Pseudomonas aeruginosa (PA), consorcio (PB) e controle.
Fonte: Autoria prépria, dados coletados em equipamento Tensor Il da marca Bruker, elaborado

em Microsoft Excel 365.

Por fim, na concentracao de 300,0 mg/L (figura 19), a faixa de 1200 cm™,
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atribuida aos grupos sulfonato (-SO;7), foi observada uma redugéo acentuada da
intensidade da banda especialmente nos tratamentos com o consorcio PB e B.
subtilis apdés 48 horas. Essa atenuagcao sugere a atuagdo enzimatica ou
metabdlica sobre os grupos soluveis do corante, frequentemente associados a
sua resisténcia quimica e estabilidade em solu¢cdo aquosa. As alteragdes mais
expressivas, no entanto, foram registradas na faixa de 1500-1600 cm™,
correspondente as ligagdes azo (-N=N-) e ao sistema conjugado aromatico do
corante. A supressao parcial ou quase completa dessa banda, particularmente
nos tratamentos com o consorcio PB apods 48h, indica ruptura efetiva da ligagéao
azo, marco da degradacao estrutural do Vermelho Congo. A mesma tendéncia,
embora em menor grau, foi observada para B. subtilis, demonstrando sua
capacidade degradativa mesmo em condi¢cdes de maior concentragdo. Ja P.
aeruginosa isolada apresentou espectros semelhantes ao controle em ambos os

tempos, o que reforga sua atuagao limitada a mecanismos de biossorgéao.

1.2
1
0.8
0.6
0.4
0.2
0
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
Controle Bs 24h 300mg/L Bs 48h 300mg/L Pa 24h 300mg/L
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Figura 19. Espectros de FTIR das amostras de Vermelho Congo em 24h e 48h de tratamento

(300 mg/L) com Bacillus subtilis (BS), Pseudomonas aeruginosa (PA), consorcio (PB) e controle.
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Fonte: Autoria prépria, dados coletados em equipamento Tensor || da marca Bruker, elaborado

em Microsoft Excel 365.

As interpretacoes foram concentradas em trés faixas espectrais por
apresentarem notaveis mudancas, ocorridas em 1200 cm™ (grupos sulfonato —
S0;37), 1500-1600 cm™ (ligagdes azo -N=N- e C=C aromatico) e 3500 cm™
(grupos hidroxila -OH e amina -NH). Os espectros evidenciaram que o consorcio
PB apresentou os efeitos mais expressivos ao longo das trés concentragoes
testadas (100, 200 e 300 mg/L), especialmente apds 48 horas de incubagéo.
Observou-se uma reducdo acentuada na banda de ~1200 cm™, indicando
possivel modificacdo ou remogao dos grupos sulfonato. Dessa forma, a anélise
FTIR demonstrou que o consorcio PB foi o agente mais eficiente na
transformacao quimica do Vermelho Congo, promovendo altera¢gdes em multiplos
grupos funcionais. Esses resultados reforcam o potencial do uso de consércios
bacterianos como alternativa interessante para a biorremediacdo de efluentes

téxteis contaminados com corantes azdicos.

6. CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou o potencial de P. aeruginosa, B. subtilis e do
consorcio formado entre elas na biorremediacao do corante Vermelho Congo. Os
resultados indicaram que o consorcio se destacou na formacdo de biofilme,
fixacdo em espuma de poliuretano (PUF) e eficiéncia de decoloragdo em meio
nutritivo (TSB) e em efluente simulado (EF), configurando-se como estratégia
promissora para ambientes contaminados. Entre os resultados, destacam-se: (i)
a elevada densidade de biofilme do consércio em 200 mg L™', com absorbéancia
de 3,86, indicando sinergismo na producao de matriz extracelular; (ii) a reducao
da absorbancia do corante para apenas 0,30 em 300 mg L™ no TSB,
demonstrando remocao superior as cepas individuais; (iii) a supressao quase total
das bandas azo e sulfonato nos espectros de FTIR apos 48 h de tratamento,
confirmando degradacdo estrutural além de simples biossorcdo. Assim, a
combinagdo de imobilizagdo, consorcio bacteriano e biofilme observada nos
ensaios em escala de bancada representam uma possivel abordagem
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escalonavel eficiente, sustentavel e viavel para aplicacdo em sistemas de

tratamento de efluentes industriais contendo corantes azo.
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