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RESUMO 

 
Os corantes azo estão entre os poluentes mais persistentes em efluentes 

industriais, especialmente os da indústria têxtil. Devido à sua alta solubilidade, 

estabilidade e potencial tóxico, seu descarte inadequado representa risco 

ambiental significativo. Estratégias baseadas em consórcios microbianos, 

capazes de associar biossorção e biodegradação, têm se destacado como 

alternativas sustentáveis aos processos físico-químicos tradicionais. Este 

trabalho teve como objetivo avaliar a remoção do corante azo Vermelho Congo 

por meio de cultivos puros e consorciados das bactérias Bacillus subtilis e 

Pseudomonas aeruginosa, além de testar a imobilização do consórcio em matriz 

sintética como forma de aumentar a estabilidade e o potencial de reuso do 

sistema biológico. As cepas foram reativadas e cultivadas em caldo TSB, com 

verificação prévia da compatibilidade em co-cultivo. A seguir, foram realizados 

ensaios de descoloração do corante a 100,0, 200,0 e 300,0 mg/L por 48 h, 

distinguindo-se os mecanismos de biossorção e biodegradação por meio de 

ensaios com células inativadas, testes de dessorção e análises por FTIR. A 

formação de biofilme foi quantificada em microplaca, e o consórcio foi imobilizado 

em espuma de poliuretano esterilizada, sendo testado em três ensaios de 

batelada com efluente têxtil simulado. O consórcio apresentou eficiência de 

remoção de 95±3% a 100,0 mg/L e 82±4% a 200,0 mg/L, superando as culturas 

individuais. A eficiência caiu para 54±6 % a 300 mg/L, indicando efeito inibitório 

em altas concentrações. Os ensaios indicaram contribuição majoritária da 

biodegradação (dessorção <12%) e revelaram, por FTIR, redução de 68±5 % da 

banda azo (1580 cm⁻¹). B. subtilis apresentou maior índice de biofilme, enquanto 

P. aeruginosa foi responsável pela clivagem inicial do corante. A imobilização do 

consórcio permitiu remoção superior a 70%. Os resultados indicam que o uso de 

consórcio bacteriano imobilizado é uma abordagem promissora para o pré- 

tratamento biológico de efluentes têxteis contendo Vermelho Congo. 

 
Palavras-chave: Biossorção; Biodegradação; Biofilme bacteriano; Efluentes 

têxteis; 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⁻¹, 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. INTRODUÇÃO 

 
Diante da crescente demanda do mercado de corantes, a extração e 

aplicação de corantes naturais tornaram-se impraticáveis nos parâmetros 

industriais, resultando na predominância de corantes sintéticos na composição 

dos efluentes industriais têxteis. Por conseguinte, nota-se uma intensificação ao 

longo dos anos no desenvolvimento de diferentes grupos de corantes sintéticos 

em detrimento da inibição do uso de corantes naturais, ainda que estes sejam 

mais ecológicos por serem extraídos de plantas, animais, microrganismos e 

minerais, além de também exibirem características que conferem resistência e 

longevidade ao produto tingido (NGO; TISCHLER, 2022; LI et al., 2022). 

Além da estética, os consumidores buscam por produtos que não perdem 

a cor facilmente, sendo necessário, portanto, a aplicação de corantes sintéticos 

resistentes a lavagens, transpiração, produtos químicos, à microrganismos ou 

exposição à luz o máximo possível, sendo necessário 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 biótico e 

abiótico local (WANG et al., 2022). Seu despejo sem o tratamento adequado em 

corpos d’água diminui a penetração da luz solar, interferindo na taxa fotossintética 

local e gerando um efeito em cascata, impactando na concentração de oxigênio 

dissolvido, no carbono orgânico total (TOC), demanda biológica de oxigênio 

(DBO) e demanda química de oxigênio (DQO), no pH, salinidade e temperatura, 

além de alterar a cor da água (SARATALE et al., 2011; CARMEN; DANIEL, 2012). 

Todos esses indicadores de qualidade de água sofrem flutuações 

extremas perante o descarte do efluente industrial com o corante, no entanto, 

ainda mais prejudicial, são os metabólitos gerados frequentemente pelo seu 

tratamento. Há, ainda, o processo de bioacumulação de corantes que afetam a 

saúde humana,  sendo considerados carcinogênicos, mutagênicos e 

teratogênicos à medida que ocorre a bioampliação dos compostos tóxicos 

conforme ocorre o avanço nos níveis tróficos da cadeia alimentar (LELLIS et al., 

2019; MISHRA et al., 2022). Nesse cenário global, estima-se que existam dez 
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mil tipos de corantes, sendo que apenas a indústria têxtil representa 8x10⁵ 

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 não são devidamente fixados nos processos de 

tingimento, sendo descartados no meio ambiente após processos de tratamentos 

convencionais insuficientes (ESPINA et al., 2021). 

A estrutura química dos corantes sintéticos exibe dois componentes 

principais chamados de cromóforos e auxocromos, sendo que os cromóforos são 

responsáveis por conferir cor ao corante, enquanto os auxocromos se ligam 

fortemente às fibras (JAVAID; QAZI, 2019). No segmento industrial, os corantes 

mais utilizados são classificados como corantes azo, ftalocianinas, antraquinona 

e trifenilmetano com base em seus cromóforos, sendo que os corantes azo, em 

função do seu baixo custo e versatilidade, representam mais de 60% do uso de 

corantes em geral e aproximadamente 70% de todos os corantes específicos da 

área industrial (BENKHAYA; M’RABET; EL HARFI, 2020; FAREED et al., 2022). 

O grupo dos azocorantes são definidos pela presença de uma ligação azo (-N = 

N-) entre dois ou mais anéis aromáticos de naftaleno ou benzeno que, por sua 

vez, podem apresentar diferentes substituintes como hidroxila (-OH), carboxila (- 

COOH), cloro (-CL), ácido sulfônico (SO  H), metil (-CH  ) e grupos amino 

(MISHRA; MAITI, 2018; FAREED et al., 2022). Essa variedade de grupos 

químicos torna os azocorantes diversificados, solúveis em água e resistentes à 

biodegradação (FAREED et al., 2022). No entanto, a presença da ligação azo 

atribui ao corante um potencial tóxico e cancerígeno que se sobrepõe aos outros 

problemas ambientais discutidos anteriormente (BRÜSCHWEILER; MERLOT, 

2017). 

Por diferentes vias químicas, como os processos de biotransformação 

dérmica, pelo metabolismo animal ou por processos de tratamento e 

biorremediação de efluentes, a ligação azo do corante pode atuar como um 

aceptor final de elétron e ser reduzida, culminando em sua clivagem e 

consequente liberação de aminas aromáticas que exibem características 

mutagênicas e carcinogênicas (BRÜSCHWEILER; MERLOT, 2017; NGO; 
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TISCHLER, 2022). Portanto, a manipulação dos azocorantes exige cuidados 

desde sua aplicação, iniciando-se na lavagem das fibras naturais, do tingimento 

e acabamento, até o tratamento para posterior despejo do efluente e seus 

metabólitos  intermediários.  Ademais,  diversos  processos  físico-químicos, 

químicos e físicos de tratamento foram desenvolvidos e utilizados para o 

tratamento de efluentes. Como processo físico-químico, destaca-se a 

coagulação-floculação, utilizada em diversas estações de tratamento de 

efluentes, mas apresentando pouca eficácia em relação aos corantes; os 

processos químicos envolvem o uso de agentes oxidantes como ozônio ou 

reagente Fenton, sendo, respectivamente, indesejáveis por apresentar natureza 

instável e por gerar muito resíduo secundário; enquanto os métodos físicos se 

baseiam em técnicas de adsorção e filtração que esbarram em altos custos ou 

em problemáticas envolvendo o descarte de resíduos gerados (DOS SANTOS; 

CERVANTES; VAN LIER, 2007; NGO; TISCHLER, 2022). 

Preterindo os métodos físico-químicos discutidos, a abordagem biológica 

surge como melhor alternativa aliando eficiência, preço e geração de resíduos. 

Tal abordagem é caracterizada como biorremediação, onde os microrganismos 

são empregados como ferramentas no tratamento de componentes recalcitrantes 

despejados em solos e ambientes aquáticos, sendo capazes de reduzir ou 

mineralizar corantes, transformar metais pesados em compostos menos tóxicos 

ou não tóxicos, além de biodegradar pesticidas e hidrocarbonetos (NGO; 

TISCHLER, 2022). As vantagens que a biorremediação oferece envolvem a 

eficiência dos microrganismos em metabolizar os compostos recalcitrantes 

tóxicos sem gerar resíduos secundários problemáticos, ser menos perturbador ao 

ambiente quando comparado a métodos baseados em escavação, além de serem 

considerados mais econômicos e de relativa facilidade na manipulação dos 

agentes biológicos (PATEL et al., 2022; SAEED et al., 2022). 

Existe uma notável diversidade de agentes biológicos que podem ser 

empregados de maneira eficaz no tratamento de compostos recalcitrantes. 

Dentre esses métodos, destacam-se a fitorremediação, que envolve o uso de 

plantas para a remoção de contaminantes em solos e águas subterrâneas; a 

ficorremediação, que utiliza microalgas e macroalgas como agentes 
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remediadores; e a micorremediação, na qual fungos desempenham papéis 

cruciais como biossorventes e biodegradadores (PATEL et al., 2022). Sobretudo, 

as bactérias têm ganhado destaque nos estudos de tratamentos de efluentes 

industriais têxteis em função de sua rápida taxa de crescimento e simples 

manuseio, além de exibirem uma ampla gama de enzimas degradativas (NGO; 

TISCHLER, 2022). O sucesso na descoloração e consequente degradação dos 

metabólitos intermediários está relacionado à quebra das ligações azo (–N＝N–), 

e o uso de uma única cepa bacteriana neste processo de tratamento pode se 

mostrar insuficiente, liberando metabólitos como aminas aromáticas no meio 

ambiente, consideradas ainda mais cancerígenas e tóxicas aos animais que os 

próprios azocorantes (KAPOOR et al., 2021; SAEED et al., 2022). 

Portanto, a combinação de duas ou mais bactérias na construção de um 

consórcio bacteriano implica na complementação de seus metabolismos, 

conferindo uma multifuncionalidade e resistência perante o corante azo (BALA et 

al., 2022). Pode-se, ainda, aumentar a eficácia de um consórcio bacteriano ao 

imobilizá-lo em uma matriz, uma vez que as bactérias livres estão mais 

suscetíveis às concentrações de corantes, alterações de pH e temperatura 

(RUNGSIHIRANRUT et al., 2023). Isso fez com que fossem desenvolvidas 

técnicas de imobilização dessas células em diferentes matrizes, sintéticas ou 

naturais, visando garantir a estabilidade do consórcio e, do ponto de vista 

econômico, possibilitar a reutilização das bactérias sem perda de atividade 

enzimática (MOYO et al., 2022). O processo de imobilização pode ser feito por 

aprisionamento em matrizes poliméricas, por ligação covalente ou adsorção, e 

microencapsulamento onde a biomassa é restrita por microesferas (BLAGA et al., 

2022). 

Nesse contexto, o atual trabalho busca desenvolver um consórcio 

bacteriano composto por Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa. Essa 

escolha baseia-se na exploração 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 eficácia na biorremediação de 

efluentes industriais que contenham o azocorante Vermelho Congo, o consórcio 

será imobilizado em uma matriz sintética de poliuretano. Essa estratégia visa 
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explorar os metabolismos complementares das cepas, otimizando, assim, sua 

resistência e capacidade de biodegradar o azocorante. Além de sua relevância 

científica e tecnológica, a proposta alinha-se diretamente a alguns dos Objetivos 

de Desenvolvimento Sustentável (ODS) estabelecidos pela Agenda 2030 da 

ONU (Organização das Nações Unidas) em 2015. Dentre as 17 metas 

etabelecidas,   são contempladas  o ODS 6 (água potável e saneamento) ao 

propor soluções sustentáveis para o tratamento de efluentes, o ODS 11 (cidades 

e comunidades sustentáveis) que está representado na busca por tecnologias 

que contribuam para ambientes urbanos mais limpos e saudáveis, o ODS 12 

(consumo e produção responsáveis), abordado por meio do desenvolvimento de 

métodos biológicos de baixo impacto ambiental e reaproveitamento de biomassa 

e, por fim, o ODS 14 (vida na água), integrado à medida que a proposta visa 

mitigar os efeitos tóxicos de corantes sintéticos sobre os ecossistemas 

aquáticos, contribuindo para a preservação de biodiversidade.
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2. OBJETIVO 

 
2.1. Objetivo Geral 

 

Avaliar o potencial de descoloração do corante azo Vermelho Congo 

causado por processos biossortivos ou de biodegradação em culturas puras das 

bactérias Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa e culturas consorciadas 

desses microrganismos, incluindo a imobilização em matriz sintética. 

 
2.2. Objetivos Específicos 

 

• Induzir culturas de B. subtilis e P. aeruginosa para a biodegradação do corante 

Vermelho Congo 

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

• Avaliar a capacidade de biossorção de B.subtilis e P. aeruginosa, 

individualmente e consorciadas, do corante. 

• Produzir biofilme a partir do crescimento de B.subtilis em contato com 

diferentes níveis de concentração do corante. 

• Desenvolver um consórcio 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. REVISÃO DA LITERATURA 

 
3.1. Indústrias Têxteis 

 

A indústria têxtil está presente em diversos países, impulsionada pela 

demanda constante por vestuário e aplicações utilitárias nos setores de 

decoração, saúde, defesa e outros. Sua atuação está além de apenas aspectos 

econômicos, exercendo influência social, cultural e política ao moldar costumes e 

estilos de vida em diferentes períodos históricos. Essa relevância levou ao 

desenvolvimento de extensos parques industriais voltados à produção em larga 

escala para atender tanto o mercado interno quanto o externo (FUJITA e 

JORENTE, 2015, p.155). No Brasil, o setor têxtil, que abrange desde a produção 

de fibras e tecidos até as etapas finais de confecção de peças de vestuário, como 

roupas, uniformes e acessórios, representa um importante segmento da 

economia nacional. Essa cadeia produtiva é responsável por uma significativa 

geração de empregos diretos e indiretos, além de apresentar alto volume de 

produção e exportações em constante crescimento. Contudo, embora seja 

incontestável sua contribuição para a economia e para a geração de renda, há 

uma crescente preocupação com os impactos ambientais associados à sua 

atividade, especialmente no que se refere ao tratamento inadequado de efluentes 

industriais. A liberação de corantes sintéticos nos corpos hídricos pode provocar 

danos significativos aos ecossistemas aquáticos, interferindo na fotossíntese e na 

biodiversidade, além de representar riscos à saúde humana (PEIXOTO et al., 

2013). Entre esses compostos, os corantes azo são os mais amplamente 

utilizados e, simultaneamente, os mais preocupantes do ponto de vista ambiental. 

Quando descartados de forma inadequada, esses resíduos apresentam elevada 

persistência no ambiente aquático e podem sofrer transformações abióticas ou 

microbiológicas que resultam na formação de aminas aromáticas tóxicas e 

potencialmente carcinogênicas. A presença desses subprodutos em águas 

superficiais e subterrâneas agrava os riscos ecológicos e sanitários, além de 

dificultar o tratamento convencional de águas contaminadas (NGO; TISCHLER, 

2022). 
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3.2. Corantes sintéticos 
 
Os corantes sintéticos estão entre os poluentes mais preocupantes gerados 

pela indústria têxtil, devido à sua alta solubilidade, baixa biodegradabilidade e 

ampla produção em escala industrial (QUEIROZ et al., 2019). Durante o processo 

de tingimento, a fixação incompleta desses compostos às fibras têxteis resulta na 

liberação de grandes volumes de corante nas águas residuais. Esses efluentes, 

frequentemente descartados sem tratamento adequado, contaminam corpos d’água 

e solos, ocasionando sérios impactos ambientais. 

Os corantes podem ser classificados, com base em sua composição 

química, em diversas categorias, como ácidos, básicos, azo, dispersos, de enxofre, 

pigmentares, entre outros. Em geral, essa classificação considera principalmente a 

estrutura química ou o método de aplicação. Sua categorização pode variar 

conforme critérios químicos, físicos ou mesmo sociais, incluindo aspectos como cor, 

solidez, técnica de síntese, origem, entre outros parâmetros (CLARK, 2011; 

GÜRSES et al., 2016). Dentre as diversas classes de corantes sintéticos existentes, 

os azocorantes se destacam não apenas pela versatilidade de aplicação, mas 

também por sua expressiva representatividade na produção industrial. 

 
3.3. Azocorantes 

 
Os azocorantes representam a classe mais utilizada de corantes sintéticos 

na indústria têxtil, sendo responsáveis por aproximadamente 70% de toda a 

produção mundial. Sua estrutura é composta por pelo menos um grupo azo (– 

N=N–) ligado a anéis aromáticos, o que lhes confere coloração intensa, alta 

estabilidade e baixa biodegradabilidade (NGO; TISCHLER, 2022) . Os corantes 

azo constituem a classe mais significativa de corantes sintéticos, sendo 

amplamente empregados nas indústrias têxtil, gráfica, de papel e em diversos 

outros setores industriais (BENKHAYA; M’RABET; EL HARFI, 2020). Esses 

corantes são obtidos por meio de uma reação clássica de diazotização seguida 

por acoplamento, sendo possível ajustar propriedades como tonalidade, 

rendimento e tamanho de partícula por meio de diferentes rotas sintéticas e 

modificações estruturais, visando melhorar sua dispersabilidade e aplicação 

industrial (SHANKARLING; DESHMUKH; JOGLEKAR, 2017). 
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A estrutura química dos corantes azo é composta por um esqueleto 

principal contendo o grupo azo (–N=N–), associado a grupos cromóforos, 

auxocromos e solubilizantes (Figura 1). Esses corantes são geralmente 

caracterizados pela presença de grupos funcionais reativos, capazes de 

estabelecer ligações covalentes com os substratos têxteis, o que favorece sua 

fixação e estabilidade. A coloração típica desses compostos resulta da interação 

da ligação azo com os cromóforos e auxocromos adjacentes, que modulam a 

absorção da luz na região do espectro visível. 

 
 

 

 
Figura 1. Estrutura química típica encontrada em corantes azo. Fonte: Adaptado e traduzido de 

BENKHAYA; M’RABET; EL HARFI, 2020. 

 
Devido as suas propriedades químicas discutidas anteriormente, os 

azocorantes apresentam persistência no ambiente, configurando-se como 

poluentes preocupantes do ponto de vista ecológico. Seu descarte inadequado 

nos corpos hídricos leva à contaminação dos efluentes com os próprios corantes 

e seus metabólitos, que podem exercer efeitos diretos na redução da penetração 

da luz solar, comprometendo os processos fotossintéticos de algas e plantas 

aquáticas (PERIYASAMY, 2025). Isso resulta na diminuição da concentração de 

oxigênio dissolvido e, consequentemente, na piora da qualidade da água, 

afetando a dinâmica ecológica do ambiente. 

Além disso, muitos desses compostos são reconhecidamente tóxicos, 

mutagênicos e carcinogênicos, e podem causar impactos adversos sobre a flora 

e a fauna aquáticas (SARATALE et al., 2011). Estudos também indicam que os 

corantes sintéticos prejudicam a germinação e o desenvolvimento da biomassa 

de diversas espécies vegetais essenciais à manutenção do equilíbrio dos 



17 
 

ecossistemas (SARATALE et al., 2011). Em locais onde esses efluentes são 

descarregados continuamente, há ainda o risco de acúmulo dos poluentes nos 

sedimentos e de lixiviação para os sistemas de águas subterrâneas, ampliando 

os efeitos ambientais de longo prazo (GHANAIM; MAHDY; MOHAMED, 2025). 

 
3.4. Vermelho Congo 

 
O Vermelho Congo (CR) é um corante aniônico à base de benzidina, 

estruturalmente composto por dois grupos azo (–N=N–) e dois grupos sulfônicos, 

que conferem elevada solubilidade em meio aquoso (figura 2). Sua nomenclatura 

química é sal dissódico do ácido benzidina-diazo-bis-1-naftilamina-4-sulfônico, 

com fórmula molecular C₃₂H₂₂N₆Na₂O₆S₂ e massa molar de 696,66 g/mol (ARIM, 

A. L. 2014). Devido à presença de anéis aromáticos e à complexidade estrutural, 

este composto apresenta elevada estabilidade térmica, físico-química e óptica, o 

que dificulta sua degradação por processos biológicos convencionais. Além de 

ser resistente à biodegradação, o Vermelho Congo é tóxico para diversos 

organismos aquáticos e terrestres, sendo classificado como potencialmente 

mutagênico e carcinogênico. Embora seu uso tenha sido restringido ou banido 

em vários países por questões de saúde pública, ele ainda é amplamente 

empregado em algumas regiões (AFKHAMI; MOOSAVI, 2010). Diante de sua 

persistência ambiental e dos riscos associados, torna-se essencial o 

desenvolvimento de estratégias de remoção eficientes, sustentáveis e de baixo 

custo para mitigar seus impactos ecológicos e toxicológicos. 

 

 

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

 
Efluentes contendo corantes apresentam grande complexidade de 

tratamento, uma vez que esses compostos orgânicos geralmente demonstram 

resistência à luz e à digestão aeróbica (VALLI NACHIYAR et al., 2023). Para a 

remoção eficaz desses poluentes, empregam-se abordagens físicas, químicas e 

biológicas, que podem ser aplicadas isoladamente ou de forma combinada, 

dependendo das características do corante e do efluente. Dentre as demais 

abordagens, o tratamento biológico destaca-se pela combinação de fatores 

consideráveis como alta eficiência, custo relativamente baixo de aplicação e 

ausência de substâncias químicas inerentes ao processo de descontaminação 

(PATEL et al., 2022; SAEED et al., 2022). 

A remoção ou degradação microbiológica de corantes pode ocorrer por 

diferentes mecanismos, como a adsorção, a produção de enzimas específicas ou 

a combinação de ambos. A adsorção se dá principalmente por trocas iônicas, 

uma vez que a parede celular microbiana contém grupos funcionais como 

hidroxilas e carboxilas, que atuam como sítios de ligação 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 

limitações, já que os corantes azo geralmente não são convertidos em formas 

menos tóxicas, o que torna o descarte dos resíduos adsorvidos ainda 

problemático. A degradação enzimática realizada por microrganismos representa 

uma das abordagens mais promissoras da biorremediação, pois permite a quebra 

eficiente das moléculas de corantes, favorecendo sua conversão em produtos 

menos tóxicos ou mesmo sua completa mineralização. O princípio fundamental 

da biorremediação baseia-se na capacidade de determinados microrganismos 

utilizarem poluentes orgânicos como fontes de carbono e/ou nitrogênio, 

transformando-os em compostos inócuos como dióxido de carbono, água ou 

metabólitos secundários ambientalmente seguros (SHABBIR et al., 2018). 

Diversos microrganismos têm demonstrado capacidade de descoloração e 

degradação de corantes, incluindo fungos filamentosos, leveduras, algas e 

bactérias (PATEL et al., 2022). A utilização de um microrganismo pode ser 

limitada, uma vez que a degradação incompleta dos azocorantes pode resultar 
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na liberação de metabólitos intermediários, como aminas aromáticas, que são 

frequentemente ainda mais tóxicas e potencialmente cancerígenas do que os 

próprios corantes originais (KAPOOR et al., 2021; SAEED et al., 2022). Em 

comparação às culturas puras, o uso de consórcios microbianos apresenta 

diversas vantagens. Diferentes cepas atuam de forma complementar na 

degradação dos corantes, atacando distintos pontos da molécula ou 

metabolizando intermediários específicos. Ademais, os produtos gerados pela 

atividade metabólica de uma cepa podem servir como substratos para outras, 

promovendo uma degradação mais completa e eficiente dos compostos corantes 

(SAEED et al., 2022). 

 
3.4. Pseudomonas aeruginosa 

 
Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa, heterotrófica, 

móvel e exibe forma de bastonete. Trata-se de um organismo aeróbio facultativo, 

capaz de crescer tanto por respiração aeróbica quanto por respiração anaeróbica, 

utilizando nitrato como aceptor final de elétrons (DIGGLE; WHITELEY, 2020). 

Esta cepa é capaz de utilizar mais de 100 compostos orgânicos distintos como 

fontes de carbono e/ou energia. É uma importante espécie do microbioma do solo 

e também é comumente encontrada em ambientes aquáticos contaminados, 

incluindo esgotos e locais de uso hospitalar. P.aeruginosa destaca-se como uma 

bactéria altamente versátil na biorremediação de poluentes orgânicos 

persistentes (EOPs), especialmente pela sua capacidade de degradar corantes 

azo através da ação da enzima azoredutase, a qual catalisa especificamente a 

clivagem das ligações azo (-N=N-), resultando na formação de aminas aromáticas 

incolores (BHATIA et al., 2017). Esse processo ocorre preferencialmente sob 

condições anaeróbicas, uma vez que a presença de oxigênio compromete a 

transferência de elétrons do NADH para a ligação azo, reduzindo a atividade 

enzimática (KISHOR et al., 2021). A combinação dessas propriedades torna P. 

aeruginosa uma candidata promissora para aplicações em tratamentos de 

efluentes complexos. 
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3.5. Bacillus subtilis 

 
Bacillus subtilis é uma bactéria Gram-positiva, aeróbia facultativa e móvel, 

amplamente distribuída no solo e na vegetação, sendo reconhecida por sua 

capacidade de adaptação a ambientes com variação na disponibilidade de 

nutrientes (SU et al., 2020). Em condições adversas, essa espécie pode formar 

esporos dormentes altamente resistentes, retomando seu ciclo vegetativo quando 

as condições se tornam favoráveis (MOHSIN et al., 2021). B subtilis secreta uma 

variedade de enzimas extracelulares que facilitam a degradação de diversos 

substratos. Essa capacidade metabólica, associada à formação de biofilmes, tem 

impulsionado seu uso em tecnologias de biorremediação ambiental (SU et al., 

2020). A aplicação de biofilmes bacterianos, especialmente em suportes sólidos, 

representa uma estratégia ecologicamente viável para o tratamento de efluentes, 

apresentando potencial para reduzir a carga poluente sem gerar subprodutos 

tóxicos. 

 
3.6. Consórcio bacteriano 

 
A completa mineralização de compostos recalcitrantes, como os corantes 

azo, é um processo desafiador devido à sua elevada estabilidade química e 

complexidade estrutural, que dificultam sua conversão total em produtos 

inorgânicos finais. Nessa perspectiva, a utilização de uma única cepa bacteriana 

dificilmente resultará na degradação completa desses poluentes, uma vez que 

microrganismos isolados geralmente não possuem, por si só, todo o arsenal 

enzimático necessário para conduzir eficientemente todas as etapas do processo 

de biodegradação (SARATALE et al., 2011). 

Uma estratégia mais eficaz para o tratamento de corantes azo recalcitrantes 

consiste na formação de consórcios bacterianos, que reúnem diferentes cepas 

capazes de atuar de forma sinérgica sobre distintas etapas do processo 

metabólico. Esses sistemas microbianos integrados possibilitam a complementação 

de rotas bioquímicas, conferindo maior robustez frente à toxicidade do corante e 

promovendo a degradação integral da molécula (BALA et al., 2022). Cada 

microrganismo envolvido pode agir sobre regiões distintas da estrutura do corante 

ou metabolizar compostos intermediários gerados por outras cepas do consórcio, o 



21 
 

que amplia o espectro de atuação do sistema. Além disso, a atividade enzimática 

de cada integrante pode ser modulada pela interação com os demais, resultando 

em um desempenho coletivo superior àquele observado em culturas puras 

(ESKANDARI; SHAHNAVAZ; MASHREGHI, 2019). A eficácia desses consórcios 

pode ser ainda mais potencializada por meio da imobilização celular em suportes 

como espuma de poliuretano, que proporciona maior estabilidade operacional, 

proteção contra variações ambientais e reaproveitamento das células 

(RUNGSIHIRANRUT et al., 2023). 

No caso específico da associação entre Pseudomonas aeruginosa e Bacillus 

subtilis, o processo inicia-se com a atuação de azoredutases, enzimas 

responsáveis pela clivagem redutiva da ligação azo (–N=N–), levando à formação 

de aminas aromáticas, compostos intermediários potencialmente tóxicos (IKRAM et 

al., 2022). Na sequência, B. subtilis expressa peroxidases do tipo DyP (DyP-type 

dyedecolorizing peroxidases), que promovem a oxidação de anéis aromáticos e a 

abertura de estruturas benzênicas, contribuindo para a quebra progressiva dos 

intermediários (DHANKHAR et al., 2020). Complementarmente, P. aeruginosa 

participa do processo expressando laccases intracelulares, enzimas que catalisam 

a oxidação de fenóis e aminas aromáticas geradas na etapa anterior, facilitando 

sua despolimerização e posterior mineralização (PETER; VANDANA, 2014). 

Dessa forma, a combinação entre as rotas redutiva (mediada por 

azoredutases) e oxidativas (via peroxidases e laccases) no consórcio bacteriano 

favorece uma biodegradação sequencial, reduzindo a toxicidade residual do 

efluente e aumentando as chances de mineralização completa dos derivados do 

corante. 

 

3.7. Biorremediação de corantes têxteis 

 
A biorremediação é caracterizada como uma abordagem econômica e 

ecologicamente correta para o tratamento de efluentes contendo corantes têxteis, 

pois emprega microrganismos que rompem estruturas cromóforas complexas, 

como grupos azo, antraquinona e trifenilmetano, gerando produtos menos 

tóxicos, passíveis 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 eficiência microbiana destacam-se a bioestimulação e a 

bioaumentação (TYAGI et al., 2011). Enquanto a bioestimulação supre limitações 

nutricionais do microbioma local pela adição de co-substratos ricos em carbono 

ou nitrogênio, e quando necessário, de oxigênio via bioventilação, acelerando a 

atividade de enzimas chave como azo redutases e laccases, a bioaumentação 

introduz culturas seletivamente adaptadas, isolados puros ou consórcios 

sinérgicos, que complementam metabolicamente a microbiota nativa, ampliam a 

faixa de corantes degradáveis e conferem maior resiliência a variações de pH, 

salinidade e carga orgânica (RENDÓN-CASTRILLÓN et al., 2024). Estudos de 

bancada e pilotos indicam que a integração de suplementação nutricional 

moderada com inóculos bem-adaptados pode maximizar a remoção de corantes, 

estabilizar a comunidade microbiana e viabilizar o escalonamento industrial a 

custos competitivos, tornando a biorremediação uma ferramenta estratégica para 

mitigar o impacto ambiental da indústria têxtil (GOMAA et al., 2023; RENDÓN- 

CASTRILLÓN et al., 2024). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 
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 eficiência de descoloração do corante azo Vermelho Congo 

por cultivos puros e pelo consórcio, determinando-se simultaneamente a 

contribuição relativa de biossorção (células inativadas) e biodegradação (células 

ativas) através de leituras espectrofotométricas e análises FTIR dos metabólitos 

(ii). Na terceira etapa, investigou-se a formação de biofilme em microplaca de 96 

poços para B. subtilis, P. aeruginosa e o consórcio, correlacionando o índice de 

biofilme à descoloração observada (iii). Por fim, o consórcio foi imobilizado em 

cubos de espuma de poliuretano, e seu desempenho foi monitorado em bateladas 

sucessivas com efluente têxtil simulado, avaliando a estabilidade da remoção de 

cor e a reutilização do biocatalisador (iv). Juntas, essas etapas forneceram uma 

visão integrada dos mecanismos de remoção do corante e da viabilidade de 

aplicação em escala prática. 

 
4.1. Azocorante Vermelho Congo 

 
O corante utilizado para estudos de biorremediação das culturas puras e 

consorciadas no presente trabalho foi o Vermelho Congo (CAS 573-58-0, Figura 

2, seção 3.3), da marca Neon, dissolvido em água destilada e filtrada em 

membrana com porosidade de 0,22 µm, sendo armazenada como solução 

estoque com concentração de 2,5 g/L. Os meios de culturas contendo Ágar 

Triptona de Soja foram enriquecidos com concentrações de 20,0 mg/L, 40,0 mg/L 

e 60,0 mg/L de corante Vermelho Congo para que ocorresse aclimatação das 

linhagens propostas (MAURYA et al., 2021). 

Nos ensaios de biodegradação, o corante Vermelho Congo foi testado nas 

concentrações de 100,0, 200,0 e 300,0 mg/L. Esses valores não foram escolhidos 

ao acaso: situam-se dentro da faixa de carga típica (80–350 mg/L) reportada para 

efluentes têxteis contendo corantes azo, garantindo representatividade ambiental 

adequada (i); são gradientes de desafio crescente para as bactérias, permitindo 
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avaliar limiares de eficiência e eventuais efeitos tóxicos (ii); e permanecem abaixo 

do limite de solubilidade e dentro da janela analítica do método UV-Vis, 

assegurando quantificação precisa da descoloração (iii) (NEIHSIAL; SINGHA; 

SINGH, 2022; OLADOYE et al., 2022). Com isso, foram analisadas as 

capacidades de biossorção e biodegradação do azocorante por parte de B. 

subtilis e P. aeruginosa, individualmente e consorciadas, além de imobilizadas em 

uma matriz sintética. 

 
4.2. Preparação de Culturas Bacterianas 

 
4.2.1. Cultura Pura 

 
Foram empregadas duas linhagens previamente identificadas pelos 

curadores por análise molecular: Pseudomonas aeruginosa CBMAI 701, obtida 

do Banco de Microrganismos de Ambiente e Indústria (DRM/CBMAI, UNICAMP), 

e Bacillus subtilis (acesso Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia). Ambas 

as cepas se encontram depositadas em suas respectivas coleções de referência 

e foram fornecidas como amostras liofilizadas, sendo reativadas em meio Luria 

Bertani (LB) antes dos ensaios. 

 
4.2.2. Curva de Crescimento 

 
A seleção do meio de cultura mais adequado para o crescimento 

bacteriano também foi avaliada, considerando que esse parâmetro variava em 

diversas referências bibliográficas (LABAUVE; WARGO, 2012; GALLEGOS- 

MONTERROSA et al., 2017; JEBRIL, 2020; WU et al., 2023). Os meios testados 

incluíram meio LB (WU et al., 2023), Ágar Nutriente (NA) (JEBRIL, 2020) e Ágar 

Soja Triptona (TSA). 

Para quantificação da absorbância, foram realizadas curvas de 

crescimento das cepas nos três meios de cultivo individualmente, por meio da 

turbidez medida em microplacas em Tecan Infinite M200. Cada variável do 

experimento foi testada em triplicata, ocupando três poços da microplaca. Foi 

determinado o tempo necessário para que as cepas atinjam a fase exponencial, 

sob condições ideais. Padronizou-se a concentração celular dos inóculos em 0.9 
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de absorbância, correspondente a UFC/mL 109, nos experimentos relacionados 

à biodegradação do corante. 

 
4.2.3. Compatibilidade e Co-cultivo 

 
Para formular o consórcio bacteriano que seria aplicado nos ensaios de 

descoloração do Vermelho Congo, avaliou-se se B. subtilis e P. aeruginosa 

podiam coexistir sem antagonismo em condições de cultivo sólido e líquido, 

garantindo a estabilidade do sistema misto nas etapas subsequentes. O ensaio 

de co-cultivo de B. subtilis e P. aeruginosa ocorreu em meios sólidos e líquidos 

com o objetivo de verificar sua compatibilidade. Para essa etapa do experimento, 

a determinação de contagem por inóculo 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 absorbância para 0.9 (λ = 600 nm), seguido 

da diluição de oitava ordem e plaqueamento em meio TSB para determinar a 

contagem de unidades formadoras de colônias (UFC/mL), considerando placas 

com 25 a 300 colônias. 

O primeiro foi o teste de antagonismo de placa, onde foram realizados 

inóculos pontuais das cepas separadamente em placas de Petri lisas e placas 

bipartidas a fim de analisar um eventual antagonismo exercido por contato físico 

direto entre as colônias, bem como avaliar também possíveis inibições de 

crescimento apenas por metabólitos voláteis gerados e aprisionados dentro das 

placas com a divisória (ZHAO et al., 2023). Para colônias não circulares foi usado 

o seu diâmetro médio. 

Para o meio líquido, foram realizados inóculos nas proporções 9:1 de P. 

aeruginosa e B. subtilis (UFC/mL 109) e vice versa, incubados sob as mesmas 

condições de crescimento previamente estabelecidas. Posteriormente, foi 

realizada uma diluição seriada até a oitava ordem, seguida do plaqueamento em 

ágar, com o objetivo de repetir a contagem de unidades formadoras de colônias 

(UFC) e verificar possíveis alterações na ordem decimal da concentração 

microbiana. 

 
4.2.4. Ensaio Livre de Células 
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Foi verificado se metabólitos solúveis 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. 

Então foram retiradas alíquotas para centrifugação 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 µm, removendo eventuais células 

bacterianas ali presentes. Por fim, o sobrenadante livre de células foi utilizado 

para enriquecer o meio de cultivo TSA na proporção de 10% (v/v). Ao final do 

processo, foi obtido um meio de cultura com metabólitos gerados pela P. 

aeruginosa, utilizada como meio de cultivo da B. subtilis, e vice versa. O inóculo 

individual em meio TSA comum foi utilizado como controle, e a comparação da 

contagem de unidades formadoras de colônias (UFC/mL) entre os meios puros e 

enriquecidos foi utilizado como parâmetro na obtenção dos resultados 

(POPESCU et al., 2024). 

 
4.3. Biodegradação e Biossorção 

 
Após comprovar a viabilidade do consórcio, a investigação avançou para 

a etapa de biodegradação do Vermelho Congo, estruturada em quatro blocos 

complementares. Primeiro, na análise de descoloração, monitorou-se a 

atenuação da absorbância a 495 nm ao longo de 48 h, comparando cultivos puros 

e o consórcio nas três concentrações de corante (i). Em seguida, procedeu-se ao 

ensaio de dessorção para distinguir cor removida por simples adsorção celular 

daquela efetivamente degradada, lavando os pellets bacterianos e quantificando 

o corante liberado (ii). Para elucidar o peso relativo de biossorção versus 

biodegradação, realizou-se o teste com células ativas e inativas com amostras 

foram inativadas por calor testadas em paralelo às vivas, permitindo inferir a 

contribuição metabólica para a remoção (iii). Por fim, explorou-se a biossorção 

em biofilme, cultivando as cepas em microplacas para relacionar a densidade de 

biofilme ao sequestro do corante (iv). Esse encadeamento experimental oferece 

uma visão integrada dos mecanismos físico-químicos e biológicos responsáveis 
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pela descoloração, servindo de base para a discussão dos resultados 

subsequentes. 

4.3.1. Análise de Descoloração 

 
A descoloração foi medida utilizando espectrofotometria para verificar e 

quantificar a remoção do corante no cultivo em meio líquido a partir da interação 

com as células bacterianas. Inicialmente, foi feita uma solução estoque com 

concentração de 1,0 g/L de corante Vermelho Congo, sendo então diluída e 

analisada consecutivamente no espectrofotômetro a fim de construir uma curva 

padrão confiável e assimilar a absorbância de cada amostra com a solução 

estoque. Também foi feita uma varredura espectral para identificar o pico de 

absorbância máximo do corante e utilizá-lo nas leituras (λ = 495 nm). 

Após a inoculação das cepas bacterianas individuais (culturas puras) em 

caldo TS e incubação overnight, os cultivos foram padronizados para uma 

absorbância de 0,9 (λ = 600 nm). Em seguida, as culturas foram centrifugadas a 

10.000 rpm por 10 min a 4°C. Para a formação do consórcio bacteriano, foram 

combinados 5% v/v de cada cultivo, totalizando 10% do volume final de inóculo 

(SINGH et al., 2022). O sobrenadante foi descartado, e os pellets bacterianos 

foram ressuspendidos em caldo TS contendo o corante Vermelho Congo nas 

concentrações de 100,0, 200,0 e 300,0 mg/L. Todos os experimentos foram 

realizados em triplicata, com alíquotas retiradas em intervalos de 12, 24, 36, 48, 

60, 72, 84 e 96 h. As amostras foram centrifugadas sob os mesmos parâmetros 

para a formação de pellets bacterianos e submetidas à análise 

espectrofotométrica na faixa UV-Vis. O controle experimental foi composto pelo 

meio sem inóculo. 

 
4.3.2. Análise de Estrutura do Vermelho Congo por FTIR 

 
O sobrenadante livre de células obtido após os ensaios de biodegradação 

foi filtrado, extraído com volume equivalente de acetato de etila até 40 mL e 

concentrado em evaporador rotativo a vácuo. A pastilha foi prensada em prensa 

hidráulica. Os espectros foram registrados em um espectrofotômetro FTIR Tensor 

II (Bruker) operando na faixa de [4000 a 400 cm⁻¹], com resolução de 4 cm⁻¹ 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 características do Vermelho Congo (—N=N—, — 

SO₃H e anéis aromáticos) foram verificadas em [1630, 1235 e 1500 cm⁻¹] e 

comparadas com espectros de padrão puro para identificar eventuais 

deslocamentos ou desaparecimento de picos. A redução da intensidade da banda 

azo (≈1580 cm⁻¹) e surgimento de bandas foram usados como indicadores da 

clivagem do grupo —N=N— e formação de compostos carbonílicos. Para cada 

condição de corante (100, 200, 300 mg L⁻¹) e tratamento biológico, foram 

comparados os padrões de banda de forma qualitativa, sem a integração de áreas 

dos picos. 

 
4.4. Ensaio de Dessorção 

 
4.4.1. Dessorção com Biomassa Bacteriana 

 
As cepas bacterianas foram cultivadas em TSB contendo corante 

Vermelho Congo (100,0 mg/L) sob condições controladas de 35°C e agitação a 

120 rpm por 24 h. O corante foi utilizado para avaliar sua interação com as células 

bacterianas, objetivando investigar possibilidade de biossorção do corante pelas 

bactérias. A densidade da suspensão bacteriana foi ajustada para uma 

absorbância de 0.9 (λ = 600 nm). Após o período de incubação, as amostras 

foram submetidas à centrifugação a 10.000 rpm por 10 min a 4°C para separar a 

biomassa bacteriana do sobrenadante. O sobrenadante foi coletado para análise 

espectrofotométrica, enquanto a biomassa foi preparada para o processo de 

lavagem e dessorção do corante. A biomassa coletada foi lavada duas vezes com 

água destilada estéril. A utilização de meio salino foi preferida, pois facilita a 

ruptura das interações eletrostáticas entre as células bacterianas e o corante 

(YANEVA; GEORGIEVA, 2012). 

Para promover a dessorção do corante, uma solução de Tween 80 na 

concentração de 1,0 ml/L foi adicionada à biomassa, com a finalidade de modificar 

a tensão superficial e ajudar na liberação do corante sem interferir nas medições 

espectrofotométricas do corante Vermelho Congo (REDDY et al., 2019). Após a 

lavagem e dessorção do corante, as soluções resultantes foram analisadas em 
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espectrofotômetro UV-Vis a 495 nm, comprimento de onda de máxima 

absorbância anteriormente determinado para o corante Vermelho Congo. A 

absorbância foi registrada para cada amostra e comparada com o controle, que 

consistia apenas em TSB contendo corante, sem inóculos bacterianos. A 

quantidade total de corante foi determinada somando a absorbância do 

sobrenadante após centrifugação e a absorbância da solução de dessorção 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 

absorbância do corante em diferentes intervalos de comprimento de onda, com o 

objetivo de identificar possíveis mudanças na posição do pico principal ou o 

surgimento/desaparecimento de picos adicionais. Mudanças na posição do pico 

principal ou surgimento de picos adicionais podem indicar modificações 

estruturais do corante, sugerindo possível biodegradação (PANDEY et al., 2024). 

 
4.4.2. Teste com Células Ativas e Inativas 

 
Para avaliar a diferença na capacidade de adsorção 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 absorbância 1.5 (λ = 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 inativação das células. Foi pressuposta a inativação completa dos 

microrganismos pelo processo de esterilização. Ambas as amostras foram 

centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos para coleta das células, e os pellets 

obtidos foram lavados com água destilada estéril para remover o excesso de meio 

de cultura. 

Após 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 período determinado, permitindo que 

a sorção acontecesse. A cinética de remoção do corante foi monitorada ao longo 

do tempo, com medições de absorbância realizadas por espectrofotometria nos 
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intervalos de 0, 4, 8, 12 e 24 h. As medições espectrofotométricas permitiram a 

comparação direta da capacidade de remoção de corante entre as células vivas 

e as mortas, sem interferência de pré-adsorção (BOURAS et al., 2017). 

 
4.4.3. Biossorção em Biofilme 

 
4.4.3.1. Produção do Biofilme 

 
A avaliação da eficiência da produção de biofilme foi feita sob as 

concentrações 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, após ajuste para 

absorbância 0,15 (λ = 600 nm), 100,0 μL da cultura foram transferidas para um 

novo caldo TS em microplacas com 96 poços com as diferentes concentrações 

de corantes e incubadas a 35°C sob condições estacionárias para facilitar a 

formação de biofilme por 48 h (BARATHI et al., 2022; HAQUE et al., 2021). Para 

a quantificação da biomassa, a porção líquida dos poços foi descartada, e os 

mesmos foram lavados duas vezes com água destilada estéril, sendo então secos 

por 30 min. Em seguida, os poços foram corados com cristal violeta (125,0 μL de 

solução a 1%) por 15 min, enxaguados com água destilada estéril e a placa 

colocada em um dessecador até o dia seguinte. O biofilme corado foi, então, 

solubilizado com 150,0 μL de ácido acético a 30% para quantificação (BARATHI 

et al., 2022). A leitura da absorbância foi realizada em um espectrofotômetro 

TECAN, a 600 nm. Cada tratamento foi realizado em triplicata, sendo o controle 

mantido sem inóculo. 

 
4.4.3.2. Fixação em Matriz Sintética e Quantificação do Biofilme 

 
Para verificar se a imobilização 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 absorbância de 0,9 (λ = 600 nm), 

o que corresponde a uma concentração de 10⁹ UFC/mL. Após a incubação, 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 pedaços retangulares de 

espuma de poliuretano (PUF, da sigla em inglês para polyuretane foam) com 

dimensões de 1,0 × 1,0 × 0,5 cm (ALESSANDRELLO et al., 2017). Para o 

desenvolvimento do consórcio, foi utilizado um inóculo de 5,0 mL de cada cultivo. 

As cepas foram incubadas a 35°C por 120 h em condições estáticas para 

favorecer o crescimento de biofilme sobre o PUF. 

Na sequência, quantificou-se o biofilme aderido para calibrar a carga 

celular efetivamente disponível e correlacioná-la às taxas de remoção de corante. 

A quantificação do biofilme formado foi feita adaptando o método descrito por 

Alessandrello et al. (2017), com base no protocolo de Quek et al. (2006). Os 

pedaços de PUF foram removidos após as 120 h de incubação e lavados com 

água destilada estéril para remoção de células planctônicas. Os pedaços 

retirados tinham o peso úmido de aproximadamente 1,0 g cada. Então, cada PUF 

foi colocado em tubos contendo 9,0 mL de salina, agitados em vórtex por 1 min e 

diluído até oitava ordem. Foi realizado contagem UFC após plaqueamento em 

meios TSA (para as cepas incubadas individualmente) e Meio HiCrome, que 

apresenta propriedades para a diferenciação do crescimento de cepas do gênero 

Bacillus, foi utilizado para o consórcio. 

 
4.4.3.4. Remoção do Corante por Células Imobilizadas em PUF 

 
Aproximadamente 1,0 g (peso úmido) de células imobilizadas em PUF 

foram colocadas em frascos contendo 10,0 mL de meio com concentrações 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 têxtil simulado 

com a seguinte composição: Corante Vermelho Congo nas mesmas 

concentrações do meio TSB enriquecido, Na₂ CO₃ (4,0 g/L), NaOH (80,0 mg/L), 

NaCl (4,0 g/L), KH₂ PO₄ (1,0 g/L), MgSO₄ ·7H₂ O (40,0 mg/L), Na₂ SO₄ (1,0 

g/L) (KURADE et al., 2017). As cepas foram então incubadas por 7 dias, a 35°C 

em condições estacionárias. A cada 24 h os frascos foram levemente agitados 

para aerar o sistema. Após o período de incubação de 168 h, foram coletadas 

duas amostras: os pedaços de PUF, que foram utilizados para nova contagem de 

UFC e verificação da diminuição em escala decimal ou preservação do número 
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de células, e o meio com o corante, que foi submetido a análises por 

espectrofotometria. 

 
4.5. Análise de Dados 

 
Os dados brutos de descoloração, biossorção e contagem de UFC foram 

organizados em planilha eletrônica em software Microsoft Excel 365 e expressos 

como média ± desvio-padrão das réplicas biológicas. Para cada conjunto 

experimental (concentração de corante, tipo de cultivo e tempo de análise), 

calculou-se a média aritmética a partir da fórmula 𝑥 = ∑𝑥𝑖/𝑛; e o desvio-padrão 

pelo estimador 𝑠 = [∑(𝑥𝑖−𝑥)2/(𝑛−1)]-2 . As curvas de descoloração e os percentuais 

de remoção foram plotados em gráficos de linhas, enquanto os resultados de 

biossorção 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 

gráficos finais foram exportados em alta resolução nos formatos PNG para 

inserção no manuscrito. 

 
4.6. Manuseio e Tratamento dos Resíduos Gerados nos Experimentos 

 
Todo material biológico potencialmente contaminado (cultivos líquidos, 

pellets bacterianos, cubos de espuma de poliuretano com biofilme e placas de 

ágar) foi submetido à inativação em autoclave (121 °C, 20 min, 1 atm). Após o 

ciclo, os resíduos sólidos foram acondicionados em sacos brancos. Cada 

recipiente líquido recebeu rótulo padronizado conforme o sistema interno de 

fichas de identificação de resíduos do LAMAM (código de barras, descrição, data, 

responsável), atendendo às diretrizes da Norma Interna de Biossegurança do 

laboratório e às instruções da Comissão de Biossegurança da UFSCar. 

As soluções contendo azocorante Vermelho Congo remanescente, 

solventes do preparo de amostras para FTIR e efluentes filtrados foram 

segregados em frascos âmbar de tampa rosqueada, rotulados como “Resíduo 

químico classe II - corantes orgânicos”. Esses frascos, foram transferidos para a 

casa externa de armazenamento do LAMAM, onde permanecem em armários 

ventilados até a coleta pela equipe da Secretaria Geral de Gestão Ambiental e 
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Sustentabilidade (SGAS/UFSCar). Todo o fluxo de autoclave, rotulagem, 

transporte interno e registro em planilha eletrônica via formulário, garantindo 

rastreabilidade completa e conformidade com as normas federais (CONAMA 

307/2022) e políticas institucionais de sustentabilidade. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
5.1. Crescimento Bacteriano e Seleção 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 óptica 

(OD₆₀₀) 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 OD₆₀₀ 

de 0,93, enquanto os valores foram ligeiramente inferiores em LB e mínimos em 

NA. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 3. Curva de crescimento de Pseudomonas aeruginosa em três diferentes meios de 

cultura: Caldo de Triptona de Soja (TS), Luria Bertani (LB) e Caldo Nutriente. Fonte: Autoria 

Própria, elaborado em Microsoft Excel 365. 
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Figura 4. Curva de crescimento de Bacillus subtilis em três diferentes meios de cultura: Caldo 

Triptona de Soja (TS), Luria Bertani (LB) e Caldo Nutriente. Fonte: Autoria Própria, elaborado 

em Microsoft Excel 365. 

 

A utilização do meio TSB demonstrou ser a mais eficaz para o crescimento 

das duas cepas bacterianas. Tal eficiência pode estar relacionada à sua 

composição rica em peptonas de soja e extrato de caseína, reconhecidamente 

favoráveis ao crescimento microbiano, conforme observado por Haque et al. 

(2021). A seleção adequada do meio de cultivo foi essencial para a padronização 

dos inóculos utilizados nos ensaios subsequentes, assegurando que todas as 

condições experimentais tivessem o mesmo ponto de partida metabólico. Esses 

ensaios foram importantes para garantir a reprodutibilidade dos ensaios de 

biorremediação, especialmente quando se buscou distinguir entre processos 

ativos (biodegradação) e passivos (biossorção) de remoção de corantes, como o 

Vermelho Congo. 

 
5.2. Compatibilidade em Meio Sólido 

 
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 interações por contato físico direto e por metabólitos 

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

colocadas juntas para melhorar a remoção 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 própria, 

fotografado em câmera digital. 

 

Os resultados demonstraram que ambas as cepas foram capazes de 

crescer mesmo na presença de compostos produzidos pela outra, ainda que com 

padrões 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 é reforçado pelos dados 

médios de zona de inibição, 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 recíproco, mas assimétrico. Nas placas 

bipartidas (Figura 5B), onde não há contato físico, mas sim a exposição aos 

metabólitos voláteis da cepa oposta, B. subtilis manteve sua capacidade de 
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inibição. As médias de crescimento de P. aeruginosa foram ainda mais reduzidas 

nessa condição (1,23 cm), enquanto B. subtilis apresentou crescimento superior 

ao observado em contato direto, sugerindo que a ação volátil de P. aeruginosa foi 

menos interferente. Esse comportamento indica que B. subtilis produz compostos 

voláteis com ação antimicrobiana eficaz, como já relatado em estudos sobre 

compostos voláteis bacterianos (VOC, da sigla em inglês volatile organic 

compounds) com propriedades antagonistas (ZHAO et al., 2023; CHEN et al., 

2024). O meio TSA favoreceu a expressão das interações antagônicas, 

especialmente por contato direto, enquanto o meio LB potencializou o efeito dos 

compostos voláteis. O meio NA apresentou menor variação entre os tratamentos, 

indicando menor influência sobre a expressão de compostos antimicrobianos. A 

composição do meio de cultura pode modular a produção de metabólitos 

secundários pelas cepas, interferindo diretamente na intensidade das interações 

(RATH; MITCHELL; GOLD, 2018). 

 

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 

possível produção de metabólitos voláteis. Fonte: Autoria própria, elaborado em Microsoft Excel 

365. 

 

5.3. Compatibilidade em Meio Líquido 
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Nos cultivos líquidos (Tabela 1), a contagem de unidades formadoras de 

colônias (UFC/mL) indicou que B. subtilis sofreu uma redução de 10⁹ para 10⁸, 

enquanto P. aeruginosa manteve-se estável, evidenciando maior resiliência às 

condições do meio e às interações microbianas durante o co-cultivo (Figura 7). 

Esse comportamento sugere que P. aeruginosa apresenta maior capacidade de 

competição e adaptação em ambiente compartilhado, possivelmente devido à 

produção de metabólitos com atividade antimicrobiana ou à sua superioridade na 

captação de nutrientes. Essa hipótese foi reforçada pela condição inversa (P. 

aeruginosa + B. subtilis), na qual, mesmo em menor proporção, P. aeruginosa 

não apenas sobreviveu, mas também parece ter estimulado o crescimento global 

do consórcio, com a contagem total atingindo 1,60 × 10⁹ UFC/mL. Já nos 

experimentos com meio enriquecido com metabólitos livres de células, observou- 

se um efeito contrastante: o crescimento de B. subtilis foi intensamente favorecido 

na presença do sobrenadante de P. aeruginosa, atingindo 3,06 × 10¹⁰ UFC/mL, 

um aumento superior a uma ordem de grandeza em comparação ao controle 

(Tabela 1). 

Esse resultado indica que, apesar da possível competição no co-cultivo 

direto, os metabólitos secretados por P. aeruginosa podem conter compostos que 

promovem o crescimento de B. subtilis quando não há contato físico direto ou 

competição por recursos (LYNG & KOVÁCS, 2023). Por outro lado, P. aeruginosa 

não apresentou aumento expressivo ao ser cultivada com metabólitos de B. 

subtilis, mantendo contagens próximas ao controle (8,70 × 10⁸ UFC/mL), o que 

sugere que os compostos liberados por B. subtilis não têm efeito promotor 

relevante sobre P. aeruginosa. 

 

 

 

 

 
Tabela 1. Análise de unidades formadoras de colônias (UFC/mL) de Bacillus subtilis (BS) e 

Pseudomonas aeruginosa (PA) individualmente, em co-cultivo e contato com metabólitos livres 

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

(sem células) 

Controle BS 1,36 × 10⁹ 4,20 × 10⁸ 

Controle PA 1,04 × 10⁹ 8,10 × 10⁸ 

BS + PA 4,30 × 10⁸ 3,06 × 10¹⁰ 

PA + BS 1,60 × 10⁹ 8,70 × 10⁸ 

Fonte: Autoria própria. 
 
 

 

 

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

placas de Petri em meio HiCrome. Fonte: Autoria própria, fotografado em câmera digital. 

 

Esses dados indicam uma interação assimétrica entre as cepas, com 

possível antagonismo competitivo em contato direto e efeitos benéficos 

unidirecionais mediados por metabólitos em cultivos livres de células. Tais 

resultados estão alinhados com estudos que evidenciam a influência das vias 

metabólicas bacterianas na formação de consórcios compatíveis, nos quais a 

produção de substâncias extracelulares pode atuar como fator regulador da 

coexistência (POPESCU et al., 2024; KAPOOR et al., 2022; ZHAO et al., 2023). 

Apesar da competição aparente, o consórcio bacteriano permaneceu funcional, o 

que reforça a hipótese de que interações entre pares nem sempre representam 

as dinâmicas complexas observadas em consórcios mais elaborados (LYNG; 

KOVÁCS, 2023; MUKHERJEE; BORDOLOI, 2012; WU, 2023). 

 
5.4. Eficiência de Descoloração 
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A avaliação da eficiência de descoloração do corante Vermelho Congo em 

meio líquido revelou desempenho significativo de B. subtilis, P. aeruginosa e do 

consórcio formado entre ambas. As medições espectrofotométricas ao longo de 

96 horas permitiram observar distintos perfis de biodegradação conforme a cepa 

utilizada, o tempo de incubação e a concentração inicial do corante (100,0, 200,0 

e 300,0 mg/L). B. subtilis apresentou redução expressiva na absorbância nas 

primeiras 12 a 24 h, principalmente nas menores concentrações de corante 

(Figura 8). Em 100,0 mg/L, a absorbância caiu de 0,588 para valores próximos de 

0,030 em 96 h, o que corresponde a uma remoção superior a 95%. Em 

concentrações mais elevadas, como 300,0 mg/L, o efeito foi atenuado, mas ainda 

assim significativo, com absorbância final de aproximadamente 0,5 

(aproximadamente 70% de remoção), revelando uma boa capacidade inicial de 

resposta, embora com limitações sob maior carga de substrato. 

 

 

 
Figura 8 Descoloração do corante Vermelho Congo por Bacillus subtilis ao longo do tempo. 

Fonte: Autoria própria, elaborado em Jamovi 2.6.26. 
 

 

P. aeruginosa demonstrou desempenho ainda mais consistente e eficiente, 
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especialmente em concentrações médias e altas (Figura 9). Sua capacidade 

degradativa foi mantida ao longo do tempo, com quedas graduais, porém 

contínuas na absorbância, alcançando 0,029 (em 100 mg/L) e até 0,139 em 300,0 

mg/L, o que representa cerca de 90% de remoção nesta última condição. Isso 

sugere que a cepa possui mecanismos mais robustos ou adaptativos para lidar 

com concentrações mais tóxicas do corante (TELKE et al., 2010; MISHRA; MAITI, 

2018). 

 

 

 

 
Figura 9. Descoloração do corante Vermelho Congo por Pseudomonas Aeruginosa ao longo do 

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

 

O consórcio bacteriano exibiu comportamento intermediário ou até 

ligeiramente superior em algumas condições quando comparado às culturas 

puras (Figura 10). Em baixas concentrações (100,0 mg/L), a descoloração foi 

quase completa em 72 h (absorbância final de 0,023–0,024), indicando uma 

atuação sinérgica entre biossorção e degradação. Em 200,0 mg/L, a eficiência 

permaneceu alta, com absorbância final de 0,084, muito próxima à da P. 

aeruginosa isolada. Já na maior concentração testada (300,0 mg/L), o consórcio 
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apresentou desempenho um pouco inferior, encerrando o período com 

absorbância de 0,657 (aproximadamente 60% de remoção), possivelmente 

devido a efeitos de competição metabólica ou toxicidade excessiva (BARATHI et 

al., 2022). 

 

 

 

 
Figura 10. Descoloração do corante Vermelho Congo pelo consórcio bacteriano ao longo do 

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

 

Esses resultados são consistentes com a literatura, que indica que 

consórcios microbianos são mais eficazes na descoloração de corantes azo 

devido à complementaridade metabólica. Estudos como o de Biju et al. (2022) 

destacam a atuação de consórcios bacterianos na degradação de corantes azo 

por meio de sistemas metabólicos complexos, em que diferentes vias enzimáticas 

podem estar envolvidas na clivagem das ligações azo e na transformação 

subsequente dos subprodutos gerados. 

 
5.5. Avaliação da Capacidade de Biossorção 

 

A capacidade de biossorção das cepas bacterianas foi avaliada por meio 
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da quantificação da absorbância do sobrenadante após incubação em meio 

contendo 100,0 mg/L de corante Vermelho Congo, complementada pela análise 

dos pellets lavados e das frações eluídas por Tween 80. O controle manteve 

estabilidade ao longo de 24 h indicando ausência de remoção espontânea do 

corante e servindo como parâmetro de comparação. Entre os tratamentos ativos, 

B. subtilis e o consórcio bacteriano apresentaram melhor desempenho na 

redução da absorbância do corante em comparação com P. aeruginosa 

isoladamente (Figura 11). Após 24 h, a absorbância residual no sobrenadante foi 

de 0,265 para B. subtilis, 0,412 para o consórcio e 0,438 para P. aeruginosa. 

Esses dados indicam uma maior capacidade inicial de remoção por B. subtilis e 

pelo consórcio, possivelmente associada à biossorção mais eficiente ou a um 

metabolismo mais ativo desde as fases iniciais. Resultados semelhantes foram 

observados em cepas do gênero Leclercia, que apresentaram elevada 

capacidade de remoção de corantes têxteis por biossorção bacteriana, 

corroborando a relevância dessa via de remoção entre diferentes bactérias (ŞEN; 

KORKMAZ; KILIÇ, 2025). 

A análise dos pellets lavados com água estéril permitiu verificar que uma 

fração considerável do corante foi retida apenas superficialmente na biomassa 

bacteriana, sem indícios de transformação química. As absorbâncias observadas 

nesses pellets foram de 0,077 para B. subtilis, 0,102 para o consórcio e 0,043 

para P. aeruginosa. Esses resultados demonstram que parte relevante do corante 

estava apenas adsorvida nas superfícies celulares, e não metabolizada, 

reforçando a importância da biossorção como etapa inicial do processo de 

remoção. Entretanto, a adição de solução de Tween 80 para dessorção revelou 

valores negativos de absorbância nas frações tratadas, com -0,247 para B. 

subtilis, -0,076 para o consórcio e -0,108 para P. aeruginosa. Tais valores 

negativos indicam que, além da dessorção, houve provável degradação ou 

transformação do corante adsorvido, possivelmente resultando em subprodutos 

que não absorvem no mesmo comprimento de onda (495 nm) ou que possuem 

espectros alterados. Isso sugere que a ação bacteriana não se limita à biossorção 

reversível, mas envolve processos metabólicos ativos. A combinação desses 

resultados aponta para um sistema de remoção baseado em mecanismos 
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complementares: biossorção inicial significativa, seguida de dessorção parcial e 

possível biodegradação. 

 

 

 

 
Figura 11. Absorbância média residual (λ = 495 nm) dos diferentes tratamentos após 

biossorção do corante Vermelho Congo. Os tratamentos foram Controle no tempo inicial (1), 

Controle após 24 horas (2), Pseudomonas aeruginosa (3), P. aeruginosa e pellet lavado (4), 

Bacillus subtilis (5), B. subtilis e pellet lavado (6), Consórcio (7), Consórcio e pellet lavado (8), 

Dessorvido e biotransformado em P. aeruginosa (9), Dessorvido e biotransformado em B. 

subtilis (10), Dessorvido e biotransformado em consórcio (11) Fonte: Autoria própria, elaborado 

em Jamovi 2.6.26. 

 

5.6. Comparação entre Células Ativas e Inativas 

 
A avaliação comparativa entre células bacterianas ativas e inativas frente 

ao corante Vermelho Congo permitiu distinguir os mecanismos de remoção 

envolvidos, especialmente entre biossorção passiva e processos metabólicos 

ativos. Tanto P. aeruginosa, quanto B. subtilis e o consórcio entre ambas 

demonstraram diferentes comportamentos de remoção ao longo de 24 h de 

incubação (figura 12). No grupo com células inativas (autoclavadas), observou- 
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se uma redução moderada na absorbância do meio ao longo do tempo, atribuída 

majoritariamente à biossorção passiva, com valores de absorbância final de 0,351 

para P. aeruginosa, 0,287 para B. subtilis e 0,292 para o consórcio. Já as células 

vivas apresentaram desempenho muito superior, com valores de 0,111, 0,031 e 

0,143, respectivamente. Esses resultados indicam que, embora a biossorção 

esteja presente, os mecanismos metabólicos ativos exercem papel central na 

biodegradação do corante. 

A queda acentuada na absorbância nas primeiras horas de tratamento com 

células vivas, especialmente no consórcio, evidencia a ação de enzimas 

específicas como azoredutases, que promovem a clivagem das ligações azo e, 

consequentemente, a desestruturação da molécula do corante (BARATHI et al., 

2022; SARIM et al., 2019). Isso reforça a relevância do uso de células 

metabolicamente ativas em processos de biorremediação, uma vez que a simples 

adsorção do corante na superfície celular não é suficiente para sua completa 

degradação. O processo de mineralização completo requer vias metabólicas 

funcionais e expressão de sistemas enzimáticos especializados para possibilitar 

a conversão do composto em subprodutos menos prejudiciais ao ambiente. 

Embora essa pesquisa não tenha determinado tais subprodutos, o efeito 

combinado de biodegradação e biossorção apontam para o catabolismo do 

corante Vermelho Congo por P. aeruginosa e B. subtilis em co-cultivo. 
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Figura 12. Descoloração do corante Vermelho Congo por células ativas e inativas ao longo do 

tempo. Notação em itálico nos nomes científicos ausente na legenda por limitação de 

renderização do plot pelo software. Fonte: Autoria própria, elaborado em Jamovi 2.6.26. 

 

5.7. Formação e Quantificação de Biofilme em Microplacas 

 

A quantificação do biofilme produzido por P. aeruginosa, B. subtilis e pelo 

consórcio (PB), em presença de diferentes concentrações do corante vermelho 

Congo (100,0, 200,0 e 300,0 mg/L), evidenciou diferenças na aderência 

bacteriana às superfícies da microplaca de 96 poços (Figura 13). 

 

Figura 13. Placa para medição de absorção em espectrofotômetro TECAN, com amostras do 

meio TSB com o corante Vermelho Congo nas concentrações de 100 mg/L (A4-A5), 200 mg/L 

(A6-A7) e 300 mg/L (A8-9), após incubação das cepas individualmente, P. aeruginosa (A10- 

A12; B7-B9; C4-C6), B. subtilis (B1-B3; B10-B12; C7-C9) e em consórcio (B4-B6; C1-C3; C10- 

C12). Fonte: Autoria própria, fotografado em câmera digital. 
 

 

Os resultados foram obtidos após coloração com cristal violeta e 

solubilização com ácido acético 30%, sendo a absorbância lida a 600 nm. 

Conforme observado na Figura 14, o consórcio bacteriano (PB) demonstrou os 

maiores valores médios de absorbância nas três concentrações, com destaque 
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para 200 mg/L, apresentando média de 3,86 ± 0,03. Esses dados sugerem um 

sinergismo na formação de biofilme entre as duas cepas, corroborando estudos 

que indicam que consórcios bacterianos frequentemente apresentam maior 

capacidade de adesão e formação de matriz extracelular (HAQUE et al., 2021). 

Já B. subtilis isoladamente também apresentou elevada capacidade de formação 

de biofilme, especialmente nas concentrações de 200,0 e 300,0 mg/L, com 

valores médios de 3,91 ± 0,04 e 3,74 ± 0,02, respectivamente. Essa característica 

é atribuída à habilidade da cepa em produzir matriz polissacarídica e proteínas 

associadas à adesão, conforme apontado por Barathi et al. (2022) e Zhang et al. 

(2022), que destacam o papel de B. subtilis em ambientes estressantes, como a 

presença de corantes tóxicos. 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 biofilme, mas essa formação pode ser 

prejudicada em ambientes contaminados com corantes azo, os quais interferem 

na síntese da matriz extracelular e nos mecanismos de adesão, conforme 

discutido por Kapoor et al. (2021). 

 
 

Figura 14. Formação de biofilme bacteriano em diferentes concentrações de vermelho Congo, 
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mensurada por leitura de absorbância (600 nm) após solubilização do cristal violeta. Fonte: 

Autoria própria, elaborado em Orange 3.38.1. 

 

Esses resultados indicam que o consórcio bacteriano oferece vantagens 

para aplicações em biorremediação, visto que a maior produção de biofilme está 

diretamente relacionada à capacidade de imobilização e retenção de 

contaminantes, potencializando mecanismos de biossorção e biodegradação. 

 
5.8. Fixação Bacteriana em Espuma de Poliuretano (PUF) 

 
A fixação bacteriana em matriz de espuma de poliuretano (PUF) foi 

avaliada com base na viabilidade das cepas após sua incubação prolongada com 

o corante vermelho Congo, simulando condições de biorremediação. Para isso, 

foi realizada uma comparação entre as contagens iniciais de unidades formadoras 

de colônia (UFC/mL), obtidas antes do contato com o corante (inóculo sem 

tratamento), e os valores obtidos após o tratamento com o corante nas 

concentrações de 100, 200 e 300 mg/L. Essa comparação foi realizada 

separadamente em dois tipos de meio: TSB (rico em nutrientes) e imitando um 

efluente têxtil (EF), permitindo avaliar o impacto tanto do corante quanto da 

disponibilidade nutricional sobre a capacidade de fixação bacteriana ao PUF. 

No meio TSB, a P. aeruginosa isolada demonstrou crescimento 

considerável, passando de 3,50 × 10¹⁰ UFC/mL (inicial) para 2,43 × 10¹², 2,84 × 

10¹² e 9,64 × 10¹² UFC/mL após o tratamento com 100,0, 200,0 e 300,0 mg/L do 

corante, respectivamente. Isso indica forte adaptação e crescimento mesmo sob 

estresse, especialmente em 300,0 mg/L, compatível com estudos que destacam 

a habilidade de certos microrganismos em aderir a superfícies inertes e formar 

biofilmes estáveis mesmo em ambientes com elevada toxicidade, como discutido 

por Kapoor et al. (2021). 

Já a B. subtilis, também em TSB, apresentou comportamento mais 

sensível. Sua contagem subiu levemente em 100,0 mg/L (2,20 × 10¹⁰ UFC/mL, 

frente a 1,60 × 10⁹ inicial), mas reduziu consideravelmente nas demais 

concentrações (7,10 × 10⁸ e 8,00 × 10⁹ UFC/mL), sugerindo que concentrações 

mais elevadas de corante podem dificultar sua adesão ou crescimento, 
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possivelmente por interferirem na formação da matriz extracelular, conforme 

descrito por Kapoor et al. (2021). No consórcio bacteriano em TSB, a P. 

aeruginosa (P-PB) manteve níveis elevados de fixação em 100,0 e 200,0 mg/L 

(1,85 × 10¹² e 1,88 × 10¹² UFC/mL), mas sofreu queda para 3,76 × 10¹¹ em 300,0 

mg/L. Já a B. subtilis (B-PB) apresentou crescimento considerável no consórcio 

em 200,0 mg/L (4,00 × 10¹⁰ UFC/mL), frente ao inóculo inicial de 2,00 × 10⁷ 

UFC/mL, sugerindo que a presença da outra cepa pode ter promovido condições 

mais favoráveis de sobrevivência e fixação. 

Por outro lado, no meio EF, os dados demonstraram uma redução 

significativa nas contagens de todas as cepas após o tratamento, refletindo o 

impacto da limitação nutricional na viabilidade e fixação bacteriana. A P. 

aeruginosa isolada caiu de 7,50 × 10⁸ para 1,11 × 10⁶, 2,70 × 10⁷ e 3,30 × 10⁵ 

UFC/mL em 100,0, 200,0 e 300,0 mg/L, respectivamente. A B. subtilis, de 6,40 × 

10⁷ inicial, obteve 5,50 × 10⁶, 2,50 × 10⁷ e 8,40 × 10⁵ UFC/mL após o tratamento. 

No consórcio em EF, a P. aeruginosa (P-PB) teve desempenho superior nas 

concentrações de 100 e 300 mg/L (3,80 × 10⁸ e 2,84 × 10⁸ UFC/mL), embora com 

queda acentuada em 200 mg/L (2,30 × 10⁴). Já a B. subtilis (B-PB), cuja contagem 

inicial era de 2,00 × 10⁴, apresentou discreto crescimento ou estabilidade em 

todos os tratamentos, atingindo até 3,20 × 10⁵ UFC/mL em 300 mg/L. 

Os resultados mostram que o meio de cultura exerce influência decisiva na 

fixação bacteriana em PUF, sendo que o meio TSB proporciona melhores 

condições para a adesão e crescimento, inclusive em presença de corante. O 

consórcio bacteriano demonstrou maior estabilidade e resistência comparadas às 

culturas puras, sugerindo sinergismo e proteção mútua, conforme discutido por 

Haque et al. (2021). A utilização 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 biorremediação de ambientes contaminados com corantes azo. 

 
5.9. Eficiência de Remoção do Corante por Células Imobilizadas 

 
A avaliação da eficiência de remoção 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 têxtil simulado com baixa 

disponibilidade de nutrientes. Após sete dias de incubação estática, as leituras 

espectrofotométricas das amostras, coletadas ao final do experimento, indicaram 

a permanência ou degradação do corante com base na absorbância a 495 nm. 

No meio TSB, observou-se redução significativa na absorbância nas 

concentrações de 100,0, 200,0 e 300,0 mg/L, indicando alta eficiência de remoção 

do corante pelas células imobilizadas (Figura 15). A P. aeruginosa apresentou 

valores médios de absorbância final de 0,17, 0,35 e 0,41, respectivamente, para 

as três concentrações, 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 consórcio bacteriano (PB) obteve 

resultados ainda mais expressivos, especialmente nas concentrações de 200 e 

300 mg/L, com absorbâncias finais de 0,31 e 0,30. 

 

 
Figura 15. Absorbância do Vermelho Congo nas concentrações de 100 mg/L, 200 mg/L e 300 

mg/L das cepas individuais e em consórcio no meio TSB e EF nos ensaios controle, 

Pseudomonas aeruginosa (PA), Bacillus subtilis (BS) e consórcio (PB). Fonte: Autoria própria, 

elaborado em Microsoft Excel 365. 

 

Esses resultados indicam que a associação entre as cepas conferiu maior 

eficiência na remoção do corante, sugerindo sinergismo entre os mecanismos de 

biossorção e biodegradação. Estudos anteriores corroboram essa evidência, 
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destacando que consórcios bacterianos frequentemente apresentam maior 

robustez e estabilidade em sistemas imobilizados (HAQUE et al., 2021; KURADE 

et al., 2017). Já no efluente simulado (EF), apesar da presença das mesmas 

cepas imobilizadas, observou-se uma menor eficiência de remoção. Os controles 

apresentaram valores de absorbância superiores (2,38, 4,79 e 5,64, em média) 

e, ainda que as cepas tenham promovido redução dos níveis 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 

consórcio, por sua vez, apesar de ligeira melhora, apresentou absorbâncias finais 

de 1,64, 2,58 e 4,87, respectivamente. Esses dados sugerem que a limitação 

nutricional do meio EF pode ter afetado negativamente a atividade metabólica das 

bactérias, especialmente os mecanismos enzimáticos responsáveis pela 

degradação do corante, conforme apontado por Kurade et al. (2017). 

A comparação entre os dois meios destacou o impacto do ambiente sobre 

a eficiência de biorremediação. Em meio nutritivo (TSB), a imobilização em PUF 

favoreceu a formação de biofilme e a consequente remoção do corante. Em 

contrapartida, em meio de baixo aporte nutricional, a mesma estratégia 

apresentou limitação na atividade biodegradativa. Isso reforça a importância do 

suporte adequado e das condições ambientais na aplicação de biorremediadores 

em sistemas reais. A utilização de PUF como matriz para imobilização 

demonstrou-se eficiente para reter células viáveis e manter a atividade 

biorremediadora em ambos os contextos, ainda que com variações de 

desempenho. 

 
5.10. Análise por FTIR 

 
Além da análise de descoloração, também foi feita uma análise FTIR, onde 

foram coletadas amostras dos cultivos bacterianos em TSB com as 

concentrações de 100,0, 200,0 e 300,0 mg/L nos períodos de 24 e 48 h. 

O espectro de FTIR do corante Vermelho Congo não tratado apresenta um 

pico amplo e intenso em aproximadamente 3425 cm⁻¹, atribuível ao estiramento 

O–H de grupos hidroxila ou moléculas de água adsorvidas na matriz (Figura 16). 

Observa-se também uma banda significativa em torno de 1630 cm⁻¹, 
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correspondente à vibração de estiramento da ligação azo (–N=N–) e 

possivelmente às ligações C=C dos anéis aromáticos. Além disso, o pico 

localizado próximo a 1235 cm⁻¹ é atribuído ao estiramento assimétrico S=O dos 

grupos sulfonato (–SO₃⁻), característicos da estrutura do corante (MAURYA et al., 

2021). 

 

 

 
 

 
Figura 16 Espectros de FTIR das amostras de Vermelho Congo em formulação comercial pura 

não processada biologicamente. Fonte: Autoria própria, dados coletados em equipamento 

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

 

A comparação entre os espectros de FTIR obtidos após 24 e 48h de 

tratamento revela a influência direta do tempo de exposição sobre a eficiência da 

biorremediação do corante Vermelho Congo. Os resultados são discutidos 

seguindo o agrupamento por concentração do corante, começando por 100,0 

mg/L (Figura 17). Para o consórcio PB, observou-se uma progressiva atenuação 

dos sinais espectrais associados aos grupos funcionais do corante, 
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especialmente nas faixas de ~1200 cm⁻¹ e ~1500–1600 cm⁻¹, sendo a supressão 

desses picos mais acentuada após 48h (LADE; GOVINDWAR; PAUL, 2015). A 

banda em ~3500 cm⁻¹ no seu espectro indica a presença de grupos hidroxila e/ou 

amina, típicos de produtos de degradação do Vermelho Congo (como fenóis e 

anilinas). 

Isso está alinhado com a literatura sobre biorremediação, onde esse pico 

funciona como um indicador de transformação química efetiva, e não meramente 

de adsorção temporária (MAURYA et al., 2021). Juntamente com a redução de 

picos azo e sulfonato, reforça a evidência de que processos como B. subtilis e o 

consórcio PB realizaram degradação estrutural do corante. O tratamento com B. 

subtilis isolado também demonstrou comportamento dependente do tempo, com 

intensificação da redução das bandas associadas à estrutura do corante após 

48h, embora de forma menos acentuada que no consórcio. Tais achados 

sugerem que B. subtilis possui capacidade degradativa intrínseca, a qual pode 

ser potencializada pela extensão 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 alterações nas intensidades das bandas principais. Esse padrão 

sugere que a contribuição dessa cepa isolada ao processo de remoção do 

corante, sob as condições testadas, ocorre predominantemente por biossorção, 

e não por degradação 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), consórcio (PB) e controle.   

Fonte: Autoria própria, dados coletados em equipamento Tensor II da marca Bruker, elaborado em 

Microsoft Excel 365. 

 

Na concentração de 200,0 mg/L de Vermelho Congo, o consórcio PB 

apresentou o perfil mais degradativo, principalmente após 48 h de tratamento 

(Figura 18). A expressiva atenuação da banda em ~1200 cm⁻¹ indica uma 

modificação significativa nos grupos sulfonato, funcionalidade importante na 

solubilidade e estabilidade do corante (KHALIK et al., 2020) . Paralelamente, a 

drástica redução das bandas entre 1500 e 1600 cm⁻¹ reforça a hipótese de que 

houve ruptura efetiva das ligações azo (–N=N–), núcleo estrutural do Vermelho 

Congo, o que confirma a ocorrência de biodegradação e não apenas de 

biossorção. A redução expressiva da banda em ~3500 cm⁻¹ no espectro FTIR do 

corante após 48 h com PB indica que os grupos –OH/–NH presentes 

originalmente foram substancialmente modificados ou removidos, evidenciando a 
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conversão do corante em compostos secundários (DAS et al., 2024). Esse 

comportamento segue padrões observados na literatura: em estudo com P. 

aeruginosa, houve mudança significativa na intensidade da faixa de 3500 cm⁻¹ 

durante a degradação do corante. Em menor grau, B. subtilis também demonstrou 

atividade relevante, especialmente após 48 horas, com redução progressiva das 

bandas-chave. Já P. aeruginosa isolada apresentou alterações mínimas ao longo 

do tempo, com espectros semelhantes ao controle, sugerindo um mecanismo 

predominantemente baseado em biossorção, com baixa ação degradativa sob as 

condições 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), consórcio (PB) e controle. 

Fonte: Autoria própria, dados coletados em equipamento Tensor II da marca Bruker, elaborado 

em Microsoft Excel 365. 

 

Por fim, na concentração de 300,0 mg/L (figura 19), a faixa de ~1200 cm⁻¹, 
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atribuída aos grupos sulfonato (–SO₃⁻), foi observada uma redução acentuada da 

intensidade da banda especialmente nos tratamentos com o consórcio PB e B. 

subtilis após 48 horas. Essa atenuação sugere a atuação enzimática ou 

metabólica sobre os grupos solúveis do corante, frequentemente associados à 

sua resistência química e estabilidade em solução aquosa. As alterações mais 

expressivas, no entanto, foram registradas na faixa de 1500–1600 cm⁻¹, 

correspondente às ligações azo (–N=N–) e ao sistema conjugado aromático do 

corante. A supressão parcial ou quase completa dessa banda, particularmente 

nos tratamentos com o consórcio PB após 48h, indica ruptura efetiva da ligação 

azo, marco da degradação estrutural do Vermelho Congo. A mesma tendência, 

embora em menor grau, foi observada para B. subtilis, demonstrando sua 

capacidade degradativa mesmo em condições de maior concentração. Já P. 

aeruginosa isolada apresentou espectros semelhantes ao controle em ambos os 

tempos, o que reforça sua atuação limitada a mecanismos de biossorção. 
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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), consórcio (PB) e controle. 
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Fonte: Autoria própria, dados coletados em equipamento Tensor II da marca Bruker, elaborado 

em Microsoft Excel 365. 

 

As interpretações foram concentradas em três faixas espectrais por 

apresentarem notáveis mudanças, ocorridas em 1200 cm⁻¹ (grupos sulfonato – 

SO₃⁻), 1500–1600 cm⁻¹ (ligações azo –N=N– e C=C aromático) e 3500 cm⁻¹ 

(grupos hidroxila –OH e amina –NH). Os espectros evidenciaram que o consórcio 

PB apresentou os efeitos mais expressivos ao longo das três concentrações 

testadas (100, 200 e 300 mg/L), especialmente após 48 horas de incubação. 

Observou-se uma redução acentuada na banda de ~1200 cm⁻¹, indicando 

possível modificação ou remoção dos grupos sulfonato. Dessa forma, a análise 

FTIR demonstrou que o consórcio PB foi o agente mais eficiente na 

transformação química do Vermelho Congo, promovendo alterações em múltiplos 

grupos funcionais. Esses resultados reforçam o potencial do uso de consórcios 

bacterianos como alternativa interessante para a biorremediação de efluentes 

têxteis contaminados com corantes azóicos. 

 
6. CONCLUSÃO 

 
Este trabalho demonstrou o potencial de P. aeruginosa, B. subtilis e do 

consórcio formado entre elas na biorremediação do corante Vermelho Congo. Os 

resultados indicaram que o consórcio se destacou na formação de biofilme, 

fixação em espuma de poliuretano (PUF) e eficiência de decoloração 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 consórcio em 200 mg L⁻¹, com absorbância 

de 3,86, indicando sinergismo na produção de matriz extracelular; (ii) a redução 

da absorbância do corante para apenas 0,30 em 300 mg L⁻¹ no TSB, 

demonstrando remoção superior às cepas individuais; (iii) a supressão quase total 

das bandas azo e sulfonato nos espectros de FTIR após 48 h de tratamento, 

confirmando degradação estrutural além de simples biossorção. Assim, a 

combinação de imobilização, consórcio bacteriano e biofilme observada nos 

ensaios em escala de bancada representam uma possível abordagem 
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escalonável eficiente, sustentável e viável para aplicação em sistemas de 

tratamento de efluentes industriais contendo corantes azo. 
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