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RESUMO 

 

A utilização de métodos de controle microbiano alternativos aos tradicionais, que impactem 

em menor dano ao ecossistema, se fazem importantes no mundo contemporâneo, 

principalmente ao que remete ao controle de biofilme formado pela Pseudomonas aeruginosa. 

A energia luminosa da LED de alta potência remete sucesso nas competências de 

sustentabilidade e controle microbiano. Este trabalho objetivou avaliar o efeito da irradiação 

de LED sobre a viabilidade celular séssil e planctônica de isolados selvagens de P. aeruginosa. 

Analisando o contexto de meios e a desenvoltura em meio aos nutrientes disponíveis, 

fenotipagem de formação de biofilme e síntese de piocianina. Foram testados quatro isolados 

selvagens obtidos de meios imersos a agentes degermantes e desinfetantes, inoculados em 

caldo BHI e Mineral, acrescidos de fontes de carbonos. Após incubação, avaliados em adesão, 

percentual de inibição e injúria subletal. Também avaliados em exposição à energia luminosa 

da LED de alta potência por intervalos de tempo, remetendo a motilidade (Twitching, 

Swarming, Swimming), síntese de piocianina, percentual de inibição após exposição e 

fenotipagem pelo agar vermelho do Congo. O percentual de inibição em quase todos os testes 

remete a adesão forte e percentual de inibição fraco, com 0% de inibição a maior de 27,2%. A 

piocianina foi sintetizada em maior quantidade, 12,56 µg/L pelo isolado 002B e 11,92 µg/L 

atribuído ao 002A após 2 horas de exposição à irradiação luminosa emitindo cerca de 487,011 

mW/cm2, como também as três modalidades de motilidade apresentaram aumentada em 

relação ao controle. Observou-se a ação injuriante notável e acentuada às células, mas com 

premissa de reparo e fenotipagem branda, remetendo a subjetividade de crescimento em meio. 

Conclui-se que a ação da LED de alta potência apresenta maiores danos celulares com menor 

tempo de exposição. 

 
Palavras-chave: Atividade bacteriana, Energia luminosa, Piocianina, Vida séssil, Vida 

plantônica 
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ABSTRACT 

 

The use of alternative microbial control methods to the traditional ones, which cause less 

damage to the ecosystem, is important in the contemporary world, especially when it comes to 

controlling biofilm formed by Pseudomonas aeruginosa. The light energy of high-power LEDs 

represents success in sustainability and microbial control skills. This work aimed to evaluate 

the effect of LED irradiation on the sessile and planktonic cell viability of wild isolates of P. 

aeruginosa. Analyzing the context of media and resourcefulness in the midst of available 

nutrients, phenotyping of biofilm formation and pyocyanin synthesis. Four wild isolates 

obtained from media immersed in degerming and disinfectant agents were tested, inoculated in 

BHI and Mineral broth, with added carbon sources. After incubation, adhesion, percentage of 

inhibition and sublethal injury were evaluated. Also evaluated in exposure to light energy from 

high-power LED for time intervals, measuring motility (Twitching, Swarming, Swimming), 

pyocyanin synthesis, percentage of inhibition after exposure and phenotyping by Congo red 

agar. The percentage of inhibition in almost all tests indicates strong adhesion and a weak 

percentage of inhibition, with 0% inhibition being the highest of 27.2%. Pyocyanin was 

synthesized in greater quantities, 12.56 µg/L by isolate 002B and 11.92 µg/L attributed to 002A 

after 2 hours of exposure to light irradiation emitting around 487.011 mW/cm2, as well as the 

three motility modalities were increased in relation to the control. A notable and accentuated 

damaging action on cells was observed, but with the premise of repair and mild phenotyping, 

referring to the subjectivity of growth in the medium. It is concluded that the action of high-

power LED causes greater cell damage with shorter exposure time. 

 
Key-words: Bacterial activity, Light energy, Pyocyanin, Sessile lifestyle, Planktonic lifestyle 
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1. INTRODUÇÃO 

 
Pseudomonas aeruginosa é um bacilo Gram-negativo aeróbio, não fermentador, 

produtor de pigmento fluorescente, catalase e oxidase positivo (Algammal et al., 2020), 

comumente isolada do solo, mas também pode ser isolada da água, plantas e animais  (Diggle; 

Whiteley, 2020). No âmbito da saúde humana, coloniza o trato respiratório em pacientes 

imunocomprometidos hospitalizados, sendo causa de alto número de morbidade e mortalidade 

(Martínez-Alemán et al., 2020). 

P. aeruginosa possui a capacidade de se arranjar em forma de biofilme, estilo 

organizacional em que as células microbianas se aderem a uma superfície e passam a 

compartilhar estruturas (Paula; Hwang; Koo, 2020), além de possibilitar a transferência 

horizontal ou vertical de genes, devido a captação de materiais genéticos dispersos em meio 

devido a lise por injúrias, e substâncias relacionadas com a resistência (Qiu et al., 2018). 

A piocianina é um metabólito secundário de coloração azulada, secretada pela P. 

aeruginosa durante a fase estacionária. Sua síntese é mediada por mecanismos dependentes 

de densidade celular, ou quorum-sensing (Ozdal, 2019; Price-Whelan; Dietrich; Newman, 

2007). A piocianina pode se apresentar na forma oxidada ou reduzida. Em meios aeróbicos, a 

piocianina doa um elétron ao oxigênio molecular (O2), formando superóxido (O2). Em meios 

com condições contrárias, a piocianina é o principal aceptor de elétrons advindos do NADH, 

fazendo com que a P. aeruginosa, em condições restritas de oxigênio, consiga persistir 

(KOOCHANA et al., 2019; FAN et al., 2020). Por sua característica oxidorredutora, a 

piocianina permite a formação de espécies reativas de oxigênio no meio intracelular de 

organismos eucariotos, além de garantir o antagonismo microbiano no meio no qual está sendo 

liberada (Islam et al., 2018; Wongsaroj et al., 2018). 

Métodos de controle do crescimento microbiano são aplicados com a premissa de 

reduzir os microrganismos a um número controlável ou causar a morte das células (Liu et al., 

2019). Algumas técnicas apresentam limitações, que ocorrem pelo processo utilizado, se físico 

ou químico (Huo et al., 2020), bem como danos ocupacionais (Alshammari; Alhussain; Rizk, 

2021), tempo de aplicabilidade e duração do procedimento (Cumbo et al., 2019), e 

desequilíbrio do ecossistema ocasionado pelo descarte inadequado das substâncias e/ou dos 

equipamentos utilizados (Datta; Mohi; Chander, 2018). 

A tecnologia LED, sigla inglesa para Light Emitting Diode, é um sistema de 

iluminação considerado novo e vantajoso em razão das: alta durabilidade, disponibilidade de 

ampla faixa de comprimentos de onda, baixo consumo de energia e menos emissão de 
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poluentes secundários (Mukunda; Joshi; Mahato, 2020). Além disso, a aplicabilidade 
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da energia luminosa de LED como método de controle microbiano se tornou alternativo aos 

tratamentos tradicionais, uma vez que o dano gerado às colônias e às células planctônicas é 

alto (Cheng et al., 2020; Martegani et al., 2020). 

Por mais que haja diversas formas de controle microbiano sendo empregadas 

atualmente, a maioria resulta em danos secundários, seja pela exposição de profissionais, seja 

pelo desgaste nos instrumentos submetidos à descontaminação, e em complemento, seja pela 

perturbação do ambiente (Ling et al., 2018; Wang et al., 2020). A LED de alta potência possui 

vantagens consideráveis no quesito segurança, eficácia, custo-benefício. Ao que compete a 

eficácia na inativação da formação do biofilme e na diminuição da taxa de adesão se torna 

importante avaliar e explorar o efeito básico da luz em seus diversos comprimentos de onda, 

bem como mecanismos de fotoproteção intrínsecos à P. aeruginosa. 

Com métodos de controle microbianos tradicionais que, apesar de alto percentual de 

eficácia comprovada, afetam de diversas formas materiais, profissionais, meio ambiente e 

outros componentes expostos; tendo a utilização de forças físicas, agentes químicos isolados 

ou conjugados com fatores físicos; formas alternativas se fazem cada vez mais necessárias. 

A utilização da LED de alta potência para controle da formação de biofilme sem a utilização 

de agentes fotossensibilizantes se torna perspectiva emergente de avanço, no que diz respeito 

a manutenção da qualidade de materiais e do âmbito ocupacional, menos resíduos poluentes 

liberados na natureza, melhor economia e acessibilidade por diversos setores. Bem como a 

avaliação macro da ação da LED nos microrganismos, entender o efeito de tal agente e os 

fatores intrínsecos e extrínsecos na formação do biofilme e na fisiologia bacteriana garante 

adequação potencial e otimização da metodologia, para que mecanismos de resistência sejam 

controlados e a aplicação do método se torne eficiente e aplicável a todos setores que 

necessitarem. 
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2. OBJETIVOS 

 

 
2.1 Objetivo geral 

 
Avaliar o efeito da irradiação de LED sobre a viabilidade celular séssil e planctônica 

de isolados selvagens de P. aeruginosa. 

 

 
2.2 Objetivos específicos 

 
 

● Determinar a perturbação das células planctônicas sob ação da irradiação de LED; 

● Avaliar a perturbação da formação do biofilme sob a irradiação de LED; 

● Extrair e quantificar a piocianina e correlacionar a concentração do pigmento com a 

taxa de inibição do biofilme; 

● Apurar a ação da irradiação sobre a motilidade; 

● Analisar o impacto da irradiação da LED sob a fenotipagem de linhagens selvagens 

em placa. 
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3. REFERENCIAL TEÓRICO 

 
3.1 Pseudomonas aeruginosa 

 

Sendo umas das espécies bacterinas com alto impacto em diversos setores da 

sociedade, Pseudomonas aeruginosa é caracterizada por ser um bacilo não fermentador, 

catalase positiva, aeróbio, ubíquo, apresenta fácil adaptação as mais diversas condições e 

oscilações térmicas, resistindo a temperaturas amenas até mais elevadas (Bhardwaj et al., 

2021). Patógeno oportunista em âmbito hospitalar; contaminante alimentar; de grande 

interesse de elucidação nas vertentes ambientais, seus fatores de virulência e de resistência 

são inúmeros, até então não compreendidos totalmente (Tang et al., 2021; Virieux-Petit et al., 

2022). Seu crescimento em placa é marcado por colônias isoladas arredondadas e lisas, além 

de característico eflúvio que lembra o doce odor de uvas (Pellissier et al., 2021; Ali et al., 

2022). 

Possui capacidade de síntese de fenazinas, pigmentos florescentes em luz UV, dentre 

eles a piocianina que apresenta cor azul enérgico, conferido a bactéria capacidade de 

oxidorredução, reduzindo o oxigênio (O²) rapidamente em superoxido ou peróxido de 

hidrogênio (H²O²). Sua síntese, junto a outros fatores conferem a P. aeruginosa maneiras de 

sobrevida em ambientes abióticos ou que a exponha a agentes tóxicos, fazendo com que haja 

a colonização e consequente injuria ao loco ou sítio e adjacentes (Bogiel et al., 2021; Ernst et 

al., 2022). 

Fatores de injúria ao biofilme e/ou às células bacterianas fazem com que mecanismos 

de síntese sejam ativados e o pigmento seja excretado para o meio externo (Maillard; Pascoe, 

2023). À sua síntese, a piocianina apresenta duas subunidades de N-metil-1- hidroxifenazina, 

o ácido corísmico serve como precursor; sendo convertido em Ácido Fenazino1-carboxílico 

(PCA) (García-Reyes; Soberón-Chávez; Cocotl-Yanez, 2020). Tal síntese advém da ação 

de dois operons (phzA1B1C1D1E1F1G1 e phzA2B2C2D2E2F2G2) expresso por sete genes. 

Sugere-se ainda que dois passos são seguidos a partir do PCA, tendo a expressão e regulação 

dos genes phzM e phzS; o ácido 5- metilfenazina-1-carboxilico betaína (MPCBA) é originado 

pela Metiltranferase fenazina- específica (phzM), em seguida é catalisado pela Mono-

oxigenase flavina dependente (phzS); a hidroxilação da betaína da MPCBA em 1-hidróxi-5 

metil fenazina resulta na piocianina (Montelongo‐Martínez et al.; 2023; Soto-Aceves et al., 

2022). 

Outros pigmentos também podem ser sintetizados pela bactéria: Pioverdina – Cor 

verde, sendo sideróforo em ambiente onde exige a depleção do ferro exógeno à bactéria 

(Gillani et al., 2023); Fluoresceína - Cor amarela, direcionada ao aspecto fisiológico 

bacteriano excelente, sendo fluorescente (Shekarbeygi, 2020); 
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Piorrubina A e B – Cor de ferrugem, ação semelhante a outro pigmento, sideróforo atuante ao 

desempenho da formação do biofilme, tal coloração remete a oxidação da molécula (Urganci 

et al., 2022); Piomelanina – Cor marrom claro, atuante como mecanismo de fotoproteção e 

ação inibitória a agentes oxidativos (Bayram, 2021). Cada qual sintetizado pela necessidade 

fisiológica de estresse, limitação e competição por substratos (Rani; Azmi, 2019). 

Em vertentes de estudos de controle e interação, a análise de síntese em ambiente 

laboratorial se dá sob meios com baixa de nutrientes e condições estressantes à célula 

bacteriana e o biofilme (Fazeli-Nasab et al.; 2022). A suplementação de glicerol no meio e a 

diminuição dos íons PO 3 e CA²+, contribuem para a síntese do pigmento e sua difusão na 

placa. Podendo ocorrer sua visualização em meio de 48 a 72h e odor detectável (Chakraborty 

et al., 2019). 

 

 
 

3.2 Biofilme 

 

Como forma de proteção as mais diversas condições e/ou agentes, alguns 

microrganismos desenvolveram formas de se proteger de possíveis agressões. O biofilme é 

caracterizado por agregado microbiano, tais microrganismos envoltos e conectados por uma 

matriz extracelular (ME) autoproduzida, matriz essa composta por polissacarídeos, proteínas, 

alguns lipídios e DNA extracelular (eDNA); possibilitando também a comunicação 

microbiana, reparo a regiões afetadas e manutenção da ME (Labadie et al., 2021; Rather et al., 

2021; Vandana, 2022). 

A formação do biofilme é marcada por processos sutis, mas com grau de precisão e 

complexidade tremendo. À sua gênese, as células microbianas planctônicas a depender de 

interações e ambiente favorável, meio aquoso com disponibilidade de nutrientes, inicia o 

processo de adesão, ainda de forma reversível, que com o aumento da agregação e síntese da 

ME mediada pelo Quorum-sensing. A superfície de adesão também compreende vital fator, 

tanto na formação do biofilme, como na colonização; estando envolvidas a rugosidade e jogo 

de carga. Então as células planctônicas se fixam à superfície através da motilidade bacteriana 

e o próprio movimento no meio, a gravidade e a força dos fluídos circundantes estão 

envolvidas diretamente nesse processo, e no desenvolvimento do biofilme (Petrova; Sauer, 

2016). Uma vez aderidas e acondicionadas, forças físicas naturais influenciam na dinâmica, 

sendo a força de atração de van der Waals, forças eletrostáticas e interações hidrofóbicas, 

fatores importantes de transição da fase reversível para a fase irreversível, podendo haver 

repulsão da célula bacteriana, camada condicionadora e a superfície (Sauer et al., 2022). 
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Estando cessada as forças físicas, as células planctônicas se aderem umas às outras, e 

estas à superfície de adesão, ligadas firmemente e irreversivelmente. Com os substratos 

disponíveis no ambiente e/ou interação com outros microrganismos, o biofilme forma uma 

estrutura semelhante a um cogumelo, caracterizando sua forma séssil e irreversível (Mancera 

et al., 2021; Scribner et al., 2022). Ao aumento do tamanho, influenciado por fatores 

ambientais, como: descamação, erosão, abrasão ou injúria química; e por fatores fisiológicos: 

limitação de nutrientes dispersos nos fluídos, efeitos de cisalhamento, proteínas secretoras e 

repressão catabólica, a estrutura se rompe ocorrendo a eliminação de células filhas ativas e 

viáveis a crescimento (Ghasemi; Chang; Sivaloganathan, 2021). A perda de nutrientes e 

esgotamento de O² contido na parte inferior da estrutura, como o inverso, ao aumento súbito 

de nutrientes no líquido ou na ME, contribuem fortemente para a violação da estrutura e então 

os microrganismos são liberados no meio externo, com alto potencial de formação de novos 

biofilmes, como demonstrado na Figura 1. A formação de biofilme não se restringe apenas ao 

ambiente natural, mas sim as mais diversas projeções ambientais, desde que as condições 

sejam necessárias para formação e manutenção (Brown  et al., 2022). 

 
Figura 01: Gênese e estágios do biofilme 

 

Fonte: adptado de Emery Pharma (2019) 

 

 

 

3.3 Light Emitting Diode (LED) 

 

A lâmpada de LED (Light Emitting Diode), consiste em um sistema de iluminação por 

eletroluminescência, sem a utilização de gases tóxicos como os tradicionais métodos de 

luminosidade (Pode, 2020). Descoberta em 1961 por Nick Holonyak Jrº, em que se observou 
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que gases contidos em diodos, quando conectados a uma corrente elétrica, emitiam um feixe 

vermelho de luz não perceptível ao olho humano; um ano após, 1962, foi possível evidenciar 

um raio de luz vermelha no comprimento espectral visível, e este estando mantido por muito 

tempo, sendo direcionado para estado de funcionamento de eletrônicos. Em 1990, a luz de 

LED azul teve sua intensidade aumentada, tornando-se de alta potência, já que esta 

apresentava uma baixa intensidade. Desde então, foi cada vez mais aperfeiçoada e os diversos 

comprimentos de onda são empregados, desde o ultravioleta até o infravermelho (Palucka, 

2012; Canale, 2023). 

Diodo Emissor de Luz, consiste na projeção de dois semicondutores, P e N, aos quais são 

adicionadas “impurezas” elementos químicos, como o silício ou germânico que causam 

transformação estruturais em cada (Xiang et al., 2021). O semicondutor P é caracterizado por 

apresentar lacunas em seu interior, pelo silício não conseguir realizar ligações quadrivalentes, 

tornando-se a região receptora; já o semicondutor N é tido como região doadora, devido 

impurezas doadoras reestruturar seu interior em forma de rede e gerar um excesso eletrônico, 

sendo o fósforo a impureza adicionada. 

Quando sujeito a tensão e direcionamento específico de energia a junção P e N, os elétrons 

migram para a porção P e a acoplagem a cada lacuna se faz, essa recombinação resulta na 

liberação de fótons, representado na Figura 02. 

Figura 02: Esquema funcional de semicondutores P e N da LED 

Fonte: adaptado de Project Management Knowledge Base (2006). 
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Como a dopagem de impurezas em ambas as porções é controlada, o comprimento de onda 

pode ser selecionado estando dentro da densidade ótica visível, como também sua frequência 

e potência, fazendo-se uma ferramenta versátil e de certa forma prática (Wang et al., 2021; 

Lian et al., 2022). 

Desenvolvido com o objetivo de otimizar o sistema de iluminação atual, tendo como 

diferencial a diminuição do consumo de eletricidade, consequentemente gerando mais 

economia; alta durabilidade quando comparado com as lâmpadas que utilizam gases tóxicos 

para gerar luz; menos impacto ambiental com poluente danosos ao ambiente e a saúde dos 

seres vivos; modulação do comprimento de onda possibilitando a utilização de comprimentos 

de luz visível e consequentemente aplicações em diversas áreas (Füchtenhans; Grosse; Glock, 

2021; Katzin; Marcelis; Mourik, 2021). A aplicação da LED se faz versátil à medida que o 

comprimento de onda pode ser modulado, sendo inserido à necessidade do setor e na 

perspectiva de redução de impactos ambientais. A luz emitida é caracterizada como de alta 

potência e regulada de menos a mais enérgica, ao que quanto maior a frequência das ondas mais 

energia é liberada (Alotaibi; Bukhari, 2021; Ding; Hu, 2021). 

 
3.4 Ação da LED sob os microrganismos 

 
 

A LED é empregada em vários setores, devido sua versatilidade, mais ainda, quando 

se trata da microbiologia, seja para estimular crescimento de microrganismos, síntese de 

metabólitos, produção de alimentos e seus derivados, como também para o controle de 

microrganismos em diversas situações e áreas (D'souza et al., 2015; Firouz; Mohi-Alden; 

Omid, 2021; Rather et al., 2023). 

Os efeitos nas estruturas das células microbianas são variáveis e sofrem impactos de 

diversos fatores impostos ao meio (Ren et al., 2022; Zahid et al., 2022). A luz ao ser 

direcionada sofre ação da óptica, sendo a refração e reflexão os dois principais princípios que 

interferem na intensidade da luz, sendo assim, a energia sofre alternância desde a sua emissão 

da fonte luminosa até a dispersão no meio onde estão contidos os microrganismos 

(Uppinakudru et al., 2024; Song et al., 2023). 

O aquecimento do meio pela energia emitida pela irradiação da LED no comprimento 

de onda adequado, de forma controlada, favorece o desenvolvimento dos microrganismos, 

otimizando o processo desenvolvedor celular, otimizando o metabolismo e a depender do 
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intuito, produção de metabólitos ou pigmentos almejados pela indústria (Orlandi et al., 

2022; Pereira; Otero, 2021; Silva et al., 2024). 

Devido ao aquecimento e estímulo luminoso, a célula microbiana tende a acelerar o 

metabolismo, consumindo mais substratos e nutrientes disponíveis, fazendo com que haja 

liberação de metabólitos, aumento de eDNA de biofilme, fermentação de meios ou alimentos, 

como também o estresse gerado aumenta a quantidade de pigmentos bacterianos, quando 

comparado com uma condição escura (Feng et al., 2021; Chen et al., 2022). 

O impacto da energia luminosa intensa nos microrganismos remete desde danos à 

membrana celular, como na transcrição gênica e regulação metabólica (Gallé et al., 2021). A 

luz incidente ao meio de crescimento e desenvolvimento dos microrganismos faz com que 

ocorra um desequilíbrio metabólico, o consumo de substratos para manutenção da 

comunidade séssil e/ou celular, em concomitante ao estresse gerado pela energia luminosa 

irradiada diretamente na estrutura celular como também no meio, faz com que, em primeiro 

momento, enzimas de controle de Espécies Reativas de Oxigênio (ERO’s) não consigam 

conter seu aumento exponencial, havendo crescimento da concentração intracelular de tal 

(Kim; Kan, 2021; Pousty et al., 2021). 

Danos à membrana e parede celular começam a acontecer, interferindo no equilíbrio 

osmótico, podendo gerar a morte dos microrganismos. Prejuízos ao material genético também 

acontecem, impactando na síntese de proteínas e enzimas importantes para o desenvolvimento 

e reparo celular; como no caso da enzima superóxidodimutase que controla o superóxido, 

ERO’s que impacta de forma significativa o desenvolvimento celular. Ressaltando que essas 

alterações não necessariamente remetem a ação de substâncias adicionais, que tem a função 

de sofrer excitação pela energia luminosa e potencializar o dano, mas sim, apenas a irradiação 

da LED de alta potência, apresentando propriedades antimicrobiana por afetar a sua fisiologia 

(Hyun; Lee, 2020; Wang et al., 2020; Rapacka-Zdończyk et al., 2021). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 
4.1 Local da pesquisa 

O estudo foi realizado no Laboratório de Microbiologia Ambiental (LAMA) no Centro 

de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraíba - UFPB. 

 

 
4.2 Microrganismos 

Foram utilizados 04 isolados selvagens de P. aeruginosa, 002A, 002B, 003A, e 003B, 

mantidas no acervo de microrganismo do LAMA e cadastrados no Sistema Nacional de Gestão 

do Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob códigos: 

ADBF7C7; A630377; AEC4165; e A473A1B. Para fins de comparação foi utilizada a 

linhagem padrão P. aeruginosa UFPEDA 416. 

 

 
4.3 Cultivo e preparação do pré-inóculo dos microrganismos 

Os isolados de P. aeruginosa foram incubados em ágar nutriente por 24 horas a 30°C. 

Em seguida foi realizada uma suspensão de células em NaCl a 0,9%, com turbidez 

padronizada pelo tubo n° 0.5 da escala de MacFarland. 

 

 
4.4 Atividade da irradiação de LED sobre células sésseis e planctônicas 

 
4.4.1 Análise in vitro da formação do biofilme 

O teste inicialmente identificou a fonte de carbono que forneceria melhor condição de 

crescimento e maior adesão de P. aeruginosa na superfície de poliestileno. Em seguida, o 

ensaio de inibição da formação biofilme foi conduzido com o substrato adicionado ao meio. 

Alíquotas de 100 µL da suspensão de P. aeruginosa foram adicionados em microtubos 

com capacidade para 1,5 mL contendo 900 µL de caldo Brain Heart Infusion Broth (BHI) 

adicionado com citrato, glutamato, lactato ou sacarose 0,1 e 0,5 % (m/v). O controle do teste 

foi utilizado apenas o caldo BHI. Em seguida foram incubados por 72h à 29±1ºC. 

Para verificar o percentual de adesão das células em biofilme, foi realizado o teste do 

cristal violeta (Ommen et al., 2017). Inicialmente, o sobrenadante dos microtubos foi 

reservado para o teste de atividade sobre células planctônicas, e as paredes dos microtubos 
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foram lavadas com água corrente e deixadas para secar por 1 hora. Em seguida, foi adicionado 

1000 µL da solução de cristal violeta e após 20 minutos, a solução de cristal violeta foi 

desprezada e o excesso removido com água corrente, preenchendo-se os microtubos com 1000 

µL de etanol absoluto. A absorbância da solução cristal violeta-etanol foi medida em um 

espectrofotômetro (Abs) com λ = 590 nm (Kasvi, 320-1020 nm, 4NM). O percentual de adesão 

foi calculado empregando a equação: 

 
% adesão = [(Abs – Abscontrole) ÷ Abs] x 100 (Eq. 1) 

Os experimentos foram realizados em triplicata. 

 
4.4.2 Inativação da P. aeruginosa com irradiação de lâmpada de LED 

A partir de células de cultivo recente foram preparadas suspensões em solução tampão 

fosfato com turbidez padronizada. Alíquotas da suspensão foram dispostas em uma placa de 

Petri com diâmetro conhecido, representado na Figura 03, e durante 4h será exposta à 

diferentes comprimentos de onda à temperatura ambiente. 

A energia foi emitida por uma lâmpada de LED de alta potência (G-light, A60, China) 

com luz RGB 3W 60Hz e base E27, disposta à uma distância conhecida (h) do centro da placa. 

A cada intervalo de 30 minutos, alíquotas de 100 µL foram tomadas para os demais ensaios 

(Kumar et al., 2017). 

 
Figura 03: Representação da capela luminosa e suas dimensões 

30 cm 
 

 

 

 

 

 

50 cm 
 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria (2023) 

13 cm 



18 

Victor Targino Gomes 

 

 

 

A energia da luz irradiada para as células (P), expressa em mW/cm2, foi calculada pela 

equação: 

 
P = (2πI0h

2) x [1 – (1 / ⱱ(1+(r/h)2)] (Eq. 2) 

 

Em que, I0 = comprimento de onda (nm), h = altura da fonte luminosa ao centro do 

microtubo; e r = raio do microtubo. O teste foi realizado em triplicata (Kumar et al., 2017). 

 
4.4.3 Enumeração das células planctônicas 

O efeito da irradiação sobre as células planctônicas foi determinado pela medida da 

densidade óptica do sobrenadante a 620 nm (Larik et al., 2016) e comparada ao controle. A 

redução maior que 40% das células, comparada ao controle foi interpretado com efeito 

antimicrobiano (Kwasny e Opperman, 2010). 

 
4.4.4 Quantificação do biofilme e dano subletal 

O teste foi realizado com o objetivo de não superestimar os resultados do ensaio in 

vitro da formação do biofilme. Alíquotas de 100 µL foram transferidas para tubos de 

microdiluição contendo caldo BHI e caldo mineral com a melhor suplemento identificado no 

item 5.4.1. Em seguida, os sistemas foram incubados à 29±1ºC por 96h. A cada intervalo de 

24h foi realizado do cristal violeta. O controle do teste foi utilizado sem exposição à lâmpada 

de LED. 

Após o teste do cristal violeta ser realizado, a taxa de inibição do biofilme foi calculada 

empregando a equação: 

 
% inibição = 1 – [(ODT – ODC) ÷ (ODM – ODC)] x 100 (Eq. 3) 

 
 

Em que: 

ODT = média da densidade ótica do tratamento com a LED; 

ODC= média da densidade ótica do controle; 

ODM = média da densidade óptica do meio (PAGANO et al, 2004). 
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A classificação da inibição da adesão foi considerada como fraca, quando < 40%, 

moderada, se ≤ 40 e ≥80% e forte, se > 80% forte (Rodrigues et al, 2010). 

Para verificar o dano subletal, os valores da densidade óptica do teste utilizando caldo 

BHI e caldo mineral suplementado com citrato, glutamato, lactato ou sacarose (0,1 e 05% 

m/v). A viabilidade celular foi conhecida aplicando a equação: 

 
% dano subletal = 100 x (1 – (ODBHI ÷ ODMS)) (Eq. 4) 

 

Em que ODBHI = média da densidade óptica determinada no caldo BHI e ODMS = 

média da densidade óptica no caldo mineral suplementado. 

Quanto mais alto o percentual, mais danos irreversíveis causados pela exposição à 

energia luminosa foram detectados (Kumar et al., 2017). 

 

 
4.4.5 Produção e quantificação de piocianina 

Uma alíquota de 100 µL da suspensão inicial foi incubada por espalhamento na 

superfície do agar cetrimida e após incubação por 24-48h à 29±1ºC. Em seguida, a superfície 

foi lavada com água destilada e o agar cortado em pequenos cubos e transferidos para tubos 

contendo 20 mL de clorofórmio. Após agitação por 10 minutos foram adicionados 10 mL de 

solução de HCl 0,2 mol/L e após nova agitação, a solução foi neutralizada com tris-HCl 1,5 

mol/L até retomar a cor azul e o valor da absorbância a 520 nm foi aplicada a equação de uma 

curva padrão. Assim, a concentração de piocianina foi conhecida pela relação entre a área do 

cubo e a área da placa (Abou et al., 2018). 

 

4.4.6 Ensaios de motilidade 

Os ensaios de motilidade compreenderam os testes: verificação de células swimming 

(movimento dirigido por flagelos em ambientes aquosos), verificação de células swarming 

(movimento rápido dirigido por flagelos sobre superfícies semissólidas) e verificação de 

células twitching (movimento dirigido pelo pilus em superfícies sólidas) foram realizados 

conforme descrito por Rossi et al. (2018). 

Alíquotas da suspensão inicial foram inoculadas no agar nutriente semissólido 

(motilidade swimming), na superfície do agar nutriente sólido (motilidade swarming), e para 

o fundo do agar nutriente sólido (motilidade twitching). 
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As placas foram incubadas por 24-48h à temperatura ambiente e a motilidade foi 

avaliada pela medida do diâmetro da zona de movimentação a partir do ponto de inoculação 

(mm). Os ensaios serão realizados em triplicata. 

 
5.4.7 Fenotipagem das bactérias produtoras de biofilme 

 

A formação do biofilme foi confirmada pelo método descrito por Mirani et al. (2018), 

seguido de alterações pontuais. Foi adicionado ao ágar nutriente 50 g/L de sacarose, juntamente 

com 0,8 g/L do vermelho do congo. Consideraram-se os fracos produtores aquelas colônias que 

se apresentaram rosa, positivos aquelas que se apresentaram pretas com aspectos secos. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Avaliação da formação de biofilme em substratos 

A avaliação de formação de biofilme na presença de diferentes substratos se deu em 

dois meios de cultura diferentes, o caldo mineral e o caldo BHI, sendo o primeiro um meio com 

baixa disponibilidade de nutrientes e minerais e o segundo um meio enriquecido. A ambos 

foram adicionadas as 4 fontes diferentes de carbono: Glutamato (Glu), Sacarose (Sac), Lactose 

(Lac) e Citrato (Cit) em duas concentrações, 0,1% e 0,5%, sendo observado um crescimento 

versátil a depender da fonte de carbono adicionada, bem como o meio, como possível observar 

nas Tabelas 01 e 02. 

Houve divergência em crescimento e formação de biofilme aos meios, fonte de carbono 

e concentrações. Caldo mineral demonstrou ser meio mais propício ao crescimento, quando 

comparado ao caldo BHI. As linhagens 002A e 002B apresentaram adesão e percentual de 

inibição moderada na presença de lactose 0,5%, no caldo BHI. A adesão da linhagem 003B foi 

classificada moderada na presença de glutamato 0,5%, sendo que na mesma fonte de carbono a 

0,1%, a adesão foi categorizada como fraca. As demais linhagens e substratos adicionais, a 

adesão foi do tipo forte e percentual de inibição fraco, ao contrator a seus valores, uma vez que 

quanto maior a adesão, menor se tem a inibição. 

 
Tabela 01: Percentual de adesão de Pseudomonas aeruginosa em caldo BHI adicionado com 

0,1% e 0,5 % da fonte de carbono. 

 
Linhagem 

Fonte de carbono e concentrações 

GLU 0,1% SAC 0,1% LAC 0,1% CIT 0,1% GLU 0,5% SAC 0,5% LAC 0,5% CIT 

0,5% 

002A 17,0 -15,2 1,1 29,4 -0,9 -3,8 25,6 -18,4 

002B 2,8 -6,9 0,1 4,3 -0,9 1,9 0,2 -2,3 

003A -7,9 -1,8 -2,6 -0,6 -3,5 -0,8 -2,4 -5,1 

003B -6,4 -7,6 -7,5 -4,5 10,5 -5,5 -7,9 -2,7 

UFPEDA 9,6 15,4 8,3 18,6 3,8 10,9 9,2 16,6 

416         

DP= 0,1 / 0,3 

Os sinais negativos representam redução da adesão, comparada ao controle 

Fonte: Autoria própria (2024) 

 

Os microtubos contendo os caldos, adicionados das suspensões bacterianas, foram 

incubados em estufa bacteriológica por 24h, no escuro, à 30°C. Essa condição se apresentou 

como adequada para analisar crescimento e formação do biofilme. Ideal para o teste com os 
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dois meios, sendo um enriquecido e outro diminuto de nutrientes e minerais. A ausência da luz 

de LED nesse cenário serve para avaliar a fisiologia das linhagens, já que se trata de linhagens 

selvagens. 

 
Tabela 02: Percentual de adesão de Pseudomonas aeruginosa em caldo nutriente adicionado 

com 0,1% e 0,5% da fonte de carbono. 

 
Linhagem 

Fonte de carbono e concentrações 

GLU 0,1% SAC 0,1% LAC 0,1% CIT 0,1% GLU 0,5% SAC 0,5% LAC 0,5% CIT 

0,5% 

002A -103,4 -12,0 -82,2 -300,6 16,6 53,5 43,1 -360,9 

002B -49,6 -136,7 -92,7 -457,5 -54,9 -60,6 59,7 -483,1 

003A -23,6 -72,3 -97,3 41,2 -7,8 -7,2 -24,2 -118,2 

003B 43,2 -17,5 4,8 -83,1 28,0 49,0 35,9 -38,8 

UFPEDA 24,1 2,4 4,1 31,0 7,9 0,5 1,7 26,5 

416         

DP= 0,3 

Os sinais negativos representam redução da adesão, comparada ao controle 

Fonte: Autoria própria (2024) 

 

 

5.2 Células planctônicas 

As células planctônicas remetem a células dispersas no caldo de crescimento, tendo 

como meio de análise, a comparação entre as células sésseis à parede do microtubo, 

compreendendo células com potencial de agregação. A análise é prévia à análise da adesão do 

biofilme, estando ligada ao sobrenadante do caldo em microtubo. Descritas abaixo, nas Tabela 

03 e 04, apresentando valores condizentes com o teste de exposição a fontes de carbonos. Os 

isolados 002A, 002B apresentam percentual de células considerável ao que remete a potencial de 

formação de biofilme, em ambos os meios e em quase todas as fontes de carbono contidas. Por 

outro lado, os isolados 003A e 003B apresentam células diminutas no caldo BHI, porém 

percentual versátil moderadamente alto no caldo mineral, meio mais restrito em moléculas e 

componentes imprescindível ao desenvolvimento. 
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Tabela 03: Percentual de redução de células planctônicas de Pseudomonas aeruginosa em 

caldo BHI com adição de 0,1% e 0,5% da fonte de carbono. 

 
Linhagem 

Fonte de carbono e concentrações 

GLU 0,1% SAC 0,1% LAC 0,1% CIT 0,1% GLU 0,5% SAC 0,5% LAC 0,5% CIT 

0,5% 

002A 80,7% 10,5% 22,8% 12,3% 7,0% 35,1% 8,8% 17,5% 

002B 10,3% 11,5% 14,8% 3,8% 5,1% 3,8% 1,3% 16,7% 

003A 6,7% 0% 4,0% 0% 10,7% 0% 0% 13,3% 

003B 5,6% 8,5% 18,3% 8,5% 0% 1,4% 12,7% 71,8% 

UFPEDA 416 0% 12,7% 2,8% 1,4% 5,6% 1,4% 1,4% 13,9% 

 
Fonte: Autoria própria (2024) 

DP= 0,2 / 0,1 

 

 

Tabela 04: Percentual de redução de células planctônicas de Pseudomonas aeruginosa em 

caldo mineral com adição de 0,1% da fonte de carbono. 

 
Linhagem 

Fonte de carbono e concentrações 

GLU 0,1% SAC 0,1% LAC 0,1% CIT 0,1% GLU 0,5% SAC 0,5% LAC 0,5% CIT 

0,5% 

002A 47,9% 2,2% 4,6% 23,8% 3,2% 13,1% 8,9% 13,7% 

002B 0,8% 4,1% 2,2% 4,5% 53,3% 8,3% 4,0% 4,4% 

003A 7,8% 13,5% 18,5% 12,6% 19,8% 9,0% 5,8% 3,5% 

003B 39,3% 41,4% 69,6% 14,7% 20,7% 10,0% 10,8% 16,4% 

UFPEDA 0,5% 24,1% 13,8 0,6% 14,2% 1,9% 9,7% 0,1% 

416         

DP= 0,2 

Fonte: Autoria própria (2024) 

 

 

5.3 Motilidades 

 

5.3.1 Twitching – Motilidade por fímbrias 

Os isolados 002A, 003A e 003B exibiram motilidade twitching de 9mm e 7mm sob 

exposição da LED de alta potência por 120 minutos em 24h. Ele não se observa em 48 de 

incubação, houve pouca mobilidade nos 120 minutos de exposição; por outro lado, os 30 

minutos de exposição resultou em um número acrescido, quando comparado como incubação 

inferior. O isolado 003B decorreu por maior extensão, quando confrontado aos demais (Tabela 

05). 
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Tabela 05: Corrida de células twitching de 24 e 48 horas após exposição à irradiação de LED 

de 460 nm (incubação no escuro) 

LINHAGENS 30 MINUTOS 120 MINUTOS CONTROLE 

002ª 1,0 mm 9,0 mm 1,0 mm 

002B 1,0mm 1,0 mm 1,0 mm 

003ª 2,0mm 9,0 mm 3,0 mm 

003B 1,0mm 7,0 mm 2,0 mm 

48 horas de incubação 
 

002ª 1,7 mm 1,8 mm 1,8 mm 

002B 1,2 mm 1,3 mm 1,2 mm 

003ª 3,5 mm 3,2 mm 3,4 mm 

003B 7,0 mm 9,0 mm 9,0 mm 

Fonte: Autoria própria (2024) 

 
 

5.3.2 Swimmig – Motilidade por flagelos 

Os isolados 002A e 003B apresentaram motilidade por flagelo aumentada em 120 

minutos de exposição à luz de LED, seja em 24h, seja às 48h de incubação, quando comparada 

com os demais. Por outro lado, o isolado 002B se mostrou singelo à motilidade quando expostos 

à energia luminosa da LED, quando comparado ao controle (Tabela 06). 

 
Tabela 06: Corrida de células swimming de 24 e 48 horas após exposição à irradiação de 

LED de 460 nm (incubação no escuro). 

Linhagens 30 minutos 120 minutos Controle 

002ª 37 mm 50 mm 39 mm 

002B 14 mm 12 mm 16 mm 

003ª 28 mm 31 mm 30 mm 

003B 40 mm 69 mm 52 mm 

48 horas de incubação 
 

002ª 28 mm 54 mm 37 mm 

002B 23 mm 32 mm 34 mm 

003ª 25 mm 48 mm 36 mm 

003B 29 mm 69 mm 50 mm 

Fonte: Autoria própria (2024) 

 

5.3.3 Swarming – Motilidade por flagelos e fímbrias 

Condições semelhante ao supracitado, a motilidade swarming se apresentou forte e 

acentuada, ao comparar com os testes de motilidade. Os outros isolados também desenvolveram 
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seus métodos de motilidade. Ainda assim, o isolado 002B se apresenta sútil ao decorrer no meio 

(Tabela 07). 

 
Tabela 07: Corrida de células swarming de 24 e 48 horas após exposição à irradiação de LED 

de 460 nm (incubação no escuro) 

LINHAGENS 30 MINUTOS 120 MINUTOS CONTROLE 

002ª 28 mm 46 mm 29 mm 

002B 10 mm 12 mm 11 mm 

003ª 33 mm 50 mm 31 mm 

003B 69 mm 69 mm 69 mm 

48 horas de incubação 
 

002A 32 mm 51 mm 54 mm 

002B 12 mm 13 mm 13 mm 

003A 52 mm 52 mm 54 mm 

003B 69 mm 69 mm 6,9 mm 

Fonte: Autoria própria (2024) 

 

 
5.4 Síntese de piocianina 

A quantificação da piocianina avaliou a produção do pigmento como resultado à 

exposição à irradiação de LED a fim de avaliar efeito sobre características fisiológicas das 

linhagens, bem como à formação do biofilme. O pigmento sintetizado e liberado no meio 

extracelular decorre devido a perturbações ambientais. Como demonstrado na Tabela 08, 

os isolados 002A e 002B ao controle, estando ausente de exposição à energia demonstra 

uma produção, 10,01 e 11,29 µg/L, respectivamente. Após 1h ocorreu um decréscimo 

representando 8,59 µg/L e 6,20 µg/L. Intrínseco ao desencadear das fases do biofilme, a 

síntese acresce ao volume do controle e em seguida decaindo, nas 2 horas restantes de 

exposição. 

Os demais isolados se apresentarem de forma sutil à síntese, havendo maior produção 

de piocianina às 2h de exposição, com decaimento conseguinte. Havendo possível dano 

gerado pela energia luminosa da LED de alta potência. 

O agar centrimida, em suplemento de glicerol, se torna ideal à síntese in vitro do 

pigmento, assim, ao proposto método, a ação citotóxica do comprimento 460nm pode ser 

avaliada, ocasionando estresse e contribuindo para a concentração do pigmento difundido 

no meio aos intervalos independentes. Após a irradiação em intervalos distintos, o semeio 

realizado e incubados em estufa por 48 horas, seguida de extração e leitura de concentração. 
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Tabela 08: Concentração de piocianina (µg/L) em intervalos de irradiação da energia luminosa, 

após incubação de 48 horas em estufa bacteriológica, estudo realizado em triplicata. 

Linhagem 1h 2h 3h 4h Controle 

002A 8,59 11,92 4,45 4,93 10,01 

002B 6,20 12,56 5,41 5,72 11,29 

003A 0,80 0,95 2,38 1,91 3,82 

003B 1,43 1,11 1,91 1,27 3,02 

Fonte: Autoria própria (2024) 

 

 

 
5.5 Inibição do biofilme sob irradiação da LED 460 nm 

Todos os isolados tiveram um percentual adesão alta e percentual de inibição moderado, 

em ambos os intervalos. O único isolado que apresentou adesão moderada foi a linhagem 003A 

após 3h de exposição à irradiação de LED (Tabela 09). Observa-se pela densidade ótica dos 

meios uma oscilação na formação, em primeiro momento fraca, às 3h de exposição ainda fraca, 

mas com número acrescido aos demais intervalo, após decai novamente, às 4h. 

O controle foi feito para confrontar as 0h de exposição, referente apenas ao preparo da 

suspensão e seguinte adição da alíquota ao caldo. Os dados se relacionam de forma eficaz e 

direta. Havendo pouca margem. A energia emitida pela LED de alta potência corresponde a 

cerca de 487,011 mW/cm2. 

 
Tabela 09: Percentual de inibição do biofilme após exposição à pré-irradiação da LED de 

alta potência a 460nm em capela luminosa, controle correspondente a não pré irrediação. 

Linhagem 0h 1h 2h 3h 4h 

002A 4,1% 4,8% 4,6% 5,4% 5,4% 

002B 6,3% 6,0% 5,3% 5,8% 4,5% 

003A 5,1% 6,4% 6,1% 27,7% 6,1% 

003B 0,2% 0% 0,4% 0,7% 13,7 

Fonte: Autoria própria (2024) 

 

5.6 Fenotipagem das colônias em placa 

Os aspectos fenotípicos do potencial de formação de biofilme em agar nutriente 

suplementado com vermelho do congo e sacarose revelaram colorações distintas em aspectos 

qualitativos, em relação à exposição à irradiação de LED (Tabela 10). O isolado 002B 

apresentou formação de biofilme forte em ambas as exposições para fenotipagem, com 

coloração de preto grafite e preto acinzentado. Uma característica do meio após a formação foi 
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a impregnação da coloração enegrecida por toda placa, além das colônias. Esse teste 

corresponde à subjetividade da análise, estando apenas ao olhar a sua descrição. 

A linhagem selvagem 002B demonstrou sofrer impacto da energia luminosa aos 120 

minutos de exposição, correspondente à 2h de irradiação da LED de alta potência. A escolha 

por esses dois intervalos se deu pela análise anterior da formação de biofilme em meio líquido, 

caldos, estando o tempo inicial, nem em 0h tampouco em 1h, mas sim seu intermédio, o melhor 

crescimento. E os 120 minutos, podendo devido ao tempo de ação de danos e sua conseguinte 

correção e reparo celular, estando os números e taxa de inibição diminuída aos demais 

intervalos. Os demais isolado, como a linhagem padrão, mantiveram a coloração do meio de 

rosa, estando caracterizados como não produtores, mediante o método aplicado. 

 
Tabela 10: Análise fenotípica de formação de biofilme após exposição à irradiação de LED e 

incubação por 24 horas 

LINHAGENS 30 MINUTOS 120 MINUTOS CONTROLE 

002A ++ +++ ++ 

002B *** ** *** 

003A ++ +++ ++ 

003B +++ +++ +++ 

UFPEDA ++ ++ +++ 

Fonte: Autoria própria (2024) 

++ =     Rosa Claro / +++ = Rosa intenso / ** = Preto grafite / *** = Preto acinzentado 

 
5.7 Injuria subletal 

Ao analisar a injúria subletal das linhagens em caldo BHI e caldo mineral, meios 

distintos em suplementação, com aditivo de fonte de carbono em 2 concentrações diferentes, 

pode-se observar que o citrato se enquadra como a fonte de carbono que mais afetou a 

viabilidade bacteriana e dinâmica do biofilme (Tabelas 11 e 12), sendo as linhagens 002A e 

002B com maior percentual, 99%. Por outro lado, o isolado 003A demonstrou um menor 

impacto do citrato a 0,1%, quando comparado ao mesmo a 0,5%, de 93% a 98%, 

respectivamente. 

O glutamato, a sacarose e a lactose apresentam danos misto, de mais acentuado a mais 

brando, como no isolado 002B e 002A ao longo dos substratos e das concentrações sofrem 

oscilações em percentuais. De forma a entender danos celulares causados por fatores 

injuriantes, pode-se analisar a viabilidade celular e o dano geral as estruturas componentes, 

firmando métodos paralelos aplicados e entendendo o quão profundo e acentuado se tornou a 
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lesão, mediante a possíveis reparos que impedem ou retardam a formação e manutenção do 

biofilme. 

 
Tabela 11: Injúria subletal em função da fonte de carbono 0,1% (m/v) 

 

Linhagem GLU 0,1% SAC 0,1% LAC 0,1% CIT 0,1% 

002A 98% 94% 97% 99% 

002B 95% 98% 97% 99% 

003A 96% 98% 98% 93% 

003B 94% 97% 97% 98% 

UFPEDA 416 96% 97% 98% 98% 

Fonte: Autoria própria (2024) 

 

 
Tabela 12: Injúria subletal em fonte de carbono 0,5% (m/v) 

 

Linhagem GLU 0,5% SAC 0,5% LAC 0,5% CIT 0,5% 

002A 93% 87% 93% 99% 

002B 96% 97% 86% 99% 

003A 96% 96% 97% 98% 

003B 96% 94% 98% 98% 

UFPEDA 416 97% 98% 99% 98% 

Fonte: Autoria própria (2024) 
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6. DISCUSSÃO 

6.1 Avaliação da formação do biofilme e impacto da energia luminosa na adesão e 

aspectos fisiológicos 

Em cenários distintos, o avanço de mecanismos de resistência desencadeado por 

microrganismos apresenta influência multifacetada, impactando na produção agrícola 

manutenção de diversos ecossistemas, ao que se diga o todo; avanços de prognostico da saúde 

humana; indústria alimentícia. Mecanismos esses, surgem mediante a exposição frequente a 

fatores estressantes ou danosos, alterando processos biológicos do ser, melhorando e 

otimizando estruturas e mecanismo de defesa (Uddin et al., 2021). O biofilme caracteriza um 

estilo organizacional distinto, que afeta todo microcosmo de origem, seja biótico ou abiótico, 

favorecendo desenvolvimento rápido, em horas, minimizando a ação dos agentes biocidas e/ou 

bioestáticos, garantindo manutenção celular mediante a dano gerado e contribuindo para troca 

de genes de resistência pelas diversas formas de reprodução (Luong; Thanh; Tran, 2020; Vaou 

et al., 2021). 

O fato da Pseudomonas aeruginosa se organizar em biofilme gera escarcéu em vertentes 

distintas. Ao que se torna patógeno fatal, com seus fatores de virulência demasiados e 

peculiares, de biomoléculas de adesão e colonização, a pigmentos com colorações distintas e 

airosas; emprega-se também como meio para biorremediação, coloração têxtil e controle 

microbiano em lavouras, já que uma de suas fenazinas é competidora de ferro (Fe) (Thi; 

Wibowo; Há, 2020; Cendra; Torrents, 2021). 

A formação do biofilme marca grande impacto no ambiente de adesão e colonização, 

sendo dinâmica sua atribuição para microcosmo ou loco de infecção, desde benefícios a danos 

leves ou acentuados. A P. aeruginosa por ser uma bactéria ubíqua se manifesta em diversas 

situações e condições, consegue driblar fatores de injúria e reparar danos potenciais ao seu 

desenvolvimento e reprodução. Fatores extrínsecos geram perturbações à formação do biofilme, 

estes afetam a síntese da matriz de eDNA e outros polímeros continentes (Yakamoto et al., 2021; 

Abdelaziz et al., 2023). 

A disponibilidade de nutrientes define o avanço ou retardo na sua síntese e dinâmica, 

pode-se observar ao ser testado com os dois meios, enriquecido e outro com quantidades 

mínimas de nutrientes e minerais. O caldo BHI, enriquecido, demonstrou percentual de inibição 

fraco e formação forte à densidade ótica obtida, estando, possivelmente, a alta disponibilidade 

de nutrientes ligado à formação do biofilme e sua manutenção, mesmo interligado aos fonte de 

carbono adicionais. Asghari et al. (2021) comprovaram em um estudo feito com P. aeruginosa, 

Pseudomonas mendocina e Pseudomonas stutzei que o caldo BHI não necessariamente se faz 
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um meio para produção de biofilme robustos, em uma análise feita com o Maldi-tof e 

microtubos hidrofóbicos, tornando-se indiferente aos demais meios enriquecidos. Entende-se, 

dessa forma que, à viabilidade do meio junto às fontes de carbono disponíveis favorecem ainda 

mais a formação do biofilme, fortificando a matriz polimérica da comunidade e a manutenção 

celular. Por outro fator, pode-se aplicar a teoria da citotoxicidade por substrato em excesso. 

Nesses casos, a biomolécula interfere em ciclo fisiológicos, aumentando a concentração de 

metabólitos tóxicos que afetam o dinamismo. Essa forma de interação poderia ser vista em um 

intervalo de tempo maior, já que a cinética do biofilme sucede após a expansão da matriz e da 

ampliação celular (Wijesinghe et al., 2019; Treccani, 2023). 

O dano gerado ao biofilme no caldo mineral, condição mínima de substratos, acontece 

de forma moderada com duas linhagens selvagens, com lactose e o glutamato a 0,5%. Aos 

demais, compreende uma formação forte e inibição fraca. O fato da inibição moderada acontece 

devido a alterações na composição do meio, uma vez que os nutrientes esgotados, a utilização 

das fontes de carbono procede ao seu metabolismo, que faz com que átomos de hidrogênio 

desequilibrem a dinâmica de fluidos do biofilme e seus canais, também afetando os 

constituintes celulares.  

Salgar-Chaparro et al. (2020) relataram que em meios com diminuição ou privação de 

nutrientes, as células bacterianas do biofilme sofrem danos, muitas vezes irreversíveis, devido 

à diminuição da matriz extracelular, que expõe as bactérias à fatores extrínsecos, como: 

alteração do pH do meio, vibrações em frequências distintas que interferem na dinâmica da 

membrana plasmática e parede celular, luz, calor, antagonismo e/ou contaminação microbiana. 

Ainda assim, fonte de carbono disponíveis no ambiente, que não participam do ciclo 

metabólico, passam a ser inseridos a fim de ganho energético, potencializando o estresse 

metabólico e concentração de hidrogênio do meio (Rao et al., 2021;  Singh; Ganger; Patil, 2020). 

O marco ao dano gerado à célula bacteriana e toda comunidade em biofilme remete a 

fatores estressantes e recorrentes ao meio, a injúria subletal evidencia danos causados com 

diminuta perspectiva de reparo e conseguinte reajuste da comunidade bacteriana. Ao que se trás 

de frente as fontes de carbono, seguintes fontes de energia e potencializadores de metabolismo, 

o dano maior se dá ao citrato, em que as linhagens demonstram percentual acima de 97%, apenas 

o 003A demonstra 93% de dano. 

Acentuada por fatores estressantes e injuriante às células, a injúria subletal se fez forte 

nesse estudo, com percentuais entre 83 e 99%, demonstrando o poder lesivo da condição 

testada, com moléculas energéticas disponíveis em meios distintos. Células injuriadas se tornam 

inviáveis à expansão e evolução do biofilme. Uma vez injuriada, à célula, como também a 
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comunidade em biofilme, pode desenvolver mecanismos intrínsecos de reparo e recorrente 

avanço no desenvolvimento, a depender do fator de injúria, reguladores transcricionais, como 

ppGpp e o sistema de quorum sensing (QS) são ativados. Essa ativação acontece para que haja 

o aumento da quantidade de polissacarídeo Pel e Psl, atribuídos a fixação e agregação das 

células; consiste em um exopolissacarídeo, importante fator na manutenção, formação do 

biofilme e regulação de genes relacionados à sinalização celular (Grossich et al., 2023). 

P. aeruginosa possui diversos mecanismos de adaptação, esses contribuem para a 

preservação de fatores estressantes e para o reparo celular, ao que se atende a produção de 

polímeros em colônias, antes secas, enzimas de reparo e controle de espécies reativas de 

oxigênio (ERO`s), mediadores de modulação da comunidade e do arranjo do biofilme, sendo 

a injúria temporária ao reparo sucedente, mas, danos recorrentes resultam, em maior caso, em 

lesão irreversível, impropriando a célula ao reparo e viabilidade (Nizer et al., 2021). Sendo o 

dado apresentado forte ao percentual, com chances mínimas de reparo, já que a baixa de 

nutrientes do meio interfere nos aspectos fisiológicos da célula. 

Em sua forma de sustentabilidade, sendo item luminoso de baixo impacto ambiental e 

mais duradouro, a LED de alta potência otimiza o potencial de controle microbiano em vertentes 

de versatilidade metódica, aplicando-se substâncias fotossensibilizantes ou isolado (Galo; 

Prado; Santos, 2021). Não se observou ação antimicrobiana da energia luminosa nos isolados e 

tampouco nas condições testadas, com inibição baixa e formação alavancada. As suspensões 

contendo os isolados e a linhagem padrão foram irradiados por intervalos curtos, com premissa 

de reatividade luminosa à célula e seguinte interação ao meio. 

Em um estudo realizado por Martegani et al. (2020), constataram que a irradiação da 

LED a 410nm e 450nm apresentou pouco efeito na inativação do biofilme, sugere-se que, a 

ação de substâncias endógenas à P. aeruginosa acarretam sensibilização ao serem irradiadas, 

definidas como fotossensibilizadores endógenos, agindo de forma intrínseca ao dano, trazendo 

prejuízos a biomoléculas estruturais, afetando a viabilidade celular e a composição da 

comunidade envolta pela matriz. Ainda, sugere-se que metabolitos e polissacarídeos 

sintetizados durante a fase estacionária ou em algumas horas de incubação, ao serem irradiados 

pela luz de LED azul, tornem-se potencialmente reativos e danosos, acentuando danos e 

favorecendo a ação bactericida da energia luminosa. 

Ferrer-Espada et al. (2020) em um teste feito com a luz de LED a 405nm, irradiada 

sobre Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa analisaram que a ação 

antimicrobiana e antibiofilme da energia luminosa ocorre em intervalo de 24h de irradiação, já 

em 48h a ação diminui, devido a síntese de lipídios fotoprotetores, carotenoides, que inativam 
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uma ERO, oxigênio singlete, além de fazer com que a energia seja minimizada após irradiada. 

Dessa forma a ação antimicrobiana e antibiofilme da LED depende da irradiação em intervalo 

da cinética de crescimento, reparo e desprendimento da comunidade microbiana. Entendendo 

de forma temporal, analisar a inibição para potencializar a ação de substâncias intrínsecas à P. 

aeruginosa e ao biofilme, excitando-as e acentuando o dano. 

 
6.2 Motilidade e fenotipagem mediante exposição à energia luminosa da LED de 460 

nm 

A cinesia da P. aeruginosa remete grande compreensão ao seu desenvolvimento e 

deslocamento nas condições de colonização, como também enorme preocupação ao que remete 

aos danos ocasionados em formas de interações infestas. Com impacto abrupto no avanço de 

pacientes internos em Unidade de Terapia Intensiva (UTI), levando a número aterradores de 

óbitos em indivíduos de ambos os gêneros, faixa etária e etnias, contidos no devido âmbito; 

preservação das características sensoriais alimentícias, com sua alta marginalização, da colônia 

inicial para o todo, acarretando inapropriação e seguinte descarte, levando a danos potenciais 

à saúde os envolvidos e/ou prejuízo financeiro (Veetilvalappil et al., 2022; Behzadi; Li et al., 

2023). 

Em circunstância ao cenário apresentado, a motilidade confere ao microrganismo a 

capacidade de invasão, adesão e colonização ao devido sítio ou ambiente. Diversos mecanismos 

de motilidade podem ser atribuídos à célula a depender do dote da estrutura contida, podendo 

ser por: fimbrias, contração de membrana e/ou flagelos. De modo a que, executando tal função 

isolados ou em conjunto. Pode sofre interferência do ambiente e fatores estressantes ao 

microrganismo, ao qual, a depender do princípio, pode inibir ou acentuar a motilidade, agindo 

em suas estruturas, ao que compete à sua formação e utilização (Lichtenberg et al., 2022; Patel; 

Gajjar, 2023). 

Segundo Tuttobene et al. (2021), a motilidade de Staphylococcos aureus e P. 

aeruginosa é modulada pela luz, acentuando de forma modera sua perspectiva de 

direcionamento e estruturas reguladoras de movimento, não se especifica qual, tratando ao todo 

como motilidade de enxame, estando envolvidos a ação do pili do tipo IV e contração da 

membrana. Badal et al. (2023) destacam que a falta de nutrientes, acarreta direcionamento da 

P. aeruginosa em direção a substratos e minerais. Ainda, ao ser exposta a agente injuriantes são 

ativados 44 genes do Sistema de Dois Componentes (CTS), estando envolvidos em diversos 

processos, desde a utilização de fontes de carbonos alternativas para manutenção fisiológica até 

mecanismos de reparo celular a depender do fator e intensidade. O tempo de exposição ao 
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agente e tempo de incubação também são importantes processos na ação natatória e de 

enxameação, já que nas horas iniciais, a motilidade é diminuta e singela, mas a um tempo 

considerável de 24h e 48h avança de forma significativa. Houve maior intensidade de 

movimento em ambos os isolados e nos 3 métodos aplicados, movimento por fímbrias, flagelo 

e a junção dos 2, irradiados por 120 minutos pela energia luminosa a 460nm, indicando que a 

provável ação estressante da luz tenha estimulado seu direcionamento ao carbono no meio 

contido. 

Swimming remete a teste mais eficiente ao desenvolvimento inicial do biofilme de P. 

aeruginosa, estando a formação do flagelo polar único, inerente também fatores transcricionais 

e proteínas funcionais, e seu movimento de corrida-reserva-pausa, enrola – empurra – puxa, 

diretamente ligado com a formação inicial do biofilme, ocorrendo quase que estritamente em 

condições viscosas ou semissólidas, para que o flagelo consiga executar com êxito o seu 

direcionamento, estando envolvido ainda na adesão microbiana e seguinte formação da 

comunidade em biofilme (Tian et al., 2022). Os isolados 002A e 003B apresentaram 

desenvolvimento natatório acrescido, frente a exposição da LED a 460 nm prévia ao incóculo, 

dessa forma a célula mediante ao estresse causado pela energia luminosa otimiza o 

desenvolvimento da estrutura responsável. É visto, in vivo, o potencial do flagelo ao gerar 

quadros de sepse por queimaduras em pacientes imunologicamente fragilizados, ligados 

incialmente ao flagelo, e seguinte por mecanismos acentuados de patogenicidade (Coleman; 

Pletzer; Hancock, 2021). 

As linhagens utilizadas se tratam de isolados selvagens, P. aeruginosa presentes em 

ambientes de ensino, com alta disponibilidade de agentes nocivos ao seu desenvolvimento, 

surfactantes, sabonetes, cloro, hipoclorito, agentes biocidas, dentre outros. Fator esse que 

contribui para desenvolvimento de mecanismos de defesa ao teste disposto. A relação de síntese 

de piocianina compreende bem tal princípio de exposição, tendo a participação do fator, energia 

luminosa, potencializando a síntese às 2 horas de exposição. Uma vez que o estresse fisiológico 

acentua a síntese. A piocianina serve também para controle da energia ao meio, sendo que a luz 

incidente é contida, em partes, pelo pigmento presente na massa biológica, biomassa, solúvel 

ao preparo dos inóculos e consequente semeio, afeta diretamente a ação da energia. Para isso, 

o isolado 002B é característico, estando o valor de pigmento aumentada em relação aos demais, 

formação de biofilme forte, motilidade reduzida ao restante e fenótipo de colônia indubitável 

(Kahl; Price-Whelan; Dietrich., 2020; Kahl et al., 2022). 

A análise fenotípica com o Agar Vermelho do Congo caracterizou as linhagens como 

não produtoras de biofilme, sendo apenas a 002B produtora maciça em ambos os intervalos de 
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tempo. Devido a uma análise qualitativa e subjetiva, foram apenas denominados de produtores 

e não produtores. As vertentes de amplo espectro de análise sofrem impacto das condições das 

células expostas, do meio de cultivo e ambiente. Naghy et al. (2020), ao contrário do 

encontrado, observaram que diversas linhagens isoladas de lentes de contato, incluindo a 

Pseudomonas sp., apresentaram forte produção de biofilme, com colônias de preto fosco a 

brilhoso, em condições ideais de crescimento em estufa; no mesmo cenário foi avaliado o 

genótipo na pesquisa dos genes IcaA e pslA, genes de importância para a síntese de 

polissacarídeos da matriz, onde a não expressão do pslA não impactou na fenotipagem, não 

interferindo na formação do biofilme. 

Esse método, descrito como CRA (Congo red agar), é relatado como meio não tão 

específico e com mais margem para falsos negativos; certificado por Anan; Abu-el-Azeyem; 

Elkashef (2024), ao avaliarem 50 linhagens por dois métodos de triagem para microrganismos 

produtores de biofilme, o método em caldo BHI de formação de biofilme, tanto em microtubo 

como em micropoços apresentaram 32 linhagens formadoras de biofilme, equivalentes a 64% 

do total, enquanto o CRA apresentou apenas 38%, 19/50. Banet et al. (2023), também 

evidenciaram a limitação do CRA em comparação com outros métodos de avaliação da 

formação do biofilme por isolados bacterianos para triagem, uma vez que o pigmento escuro 

produzido se difunde no meio de cultura e afeta colônias não produtoras, não havendo a 

estabilização da síntese; como também foi realizada a categorização dos produtores e não 

produtores apenas por sua característica de formação de pigmentação, sem diferenciá-los, se 

produtores, em: Fraco, Moderado ou Forte, em analogia a sua subjetividade. 

Ainda assim, existem fatores que o tornam um meio a ser utilizado em teste de triagem 

e avaliação do potencial de formação de biofilmes. A viabilidade celular, sendo o meio de 

cultura enriquecido e suplementado, tornando as colônias favoráveis a repique, baixo custo em 

sua confecção e aplicação, versatilidade em espécies bacterianas empregadas. Faz-se, porém, 

o demasiado entendimento das bactérias pesquisadas, condições de crescimento ao sítio de 

isolamento, adequação do tempo de leitura e emprego de método quantitativo, sendo dessa 

forma, condicional para manutenção das colônias crescidas e seguinte direcionamento de 

elucidação diagnóstico e afins. Neste estudo, à condição das linhagens empregadas empunha 

o seu significado ao ser direcionamento do teste, sendo que uma diluição da suspensão diminuta 

em meio ao empregado, contribuindo de forma eficaz a formação do biofilme em placa e 

seguinte enegrecimento do meio, como também o tempo de leitura, que diferente de um meio 

suspenso, acarreta formação de biomassa menor (Ashari et al., 2021; Hussen, 2020) 
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A LED de alta potência causou mudança pequena na exposição por 120 minutos, nítido 

tom preto grafite, diferente de 30 minutos e o controle. Tal alteração pode decorrer devido 

injúria celular causada durante a exposição e conseguinte reparo intracelular de estruturas 

bacterianas, estando possivelmente ligado também à síntese de fenazinas (Kowalska et al., 

2020; Jabir, 2022). 

Implicando em alterações fisiológicas complexas, com fatores extrínsecos 

perturbadores, o decorrer do desenvolvimento das linhagens selvagens de P. aeruginosa em 

formação do biofilme se mostrou favorável, a síntese de pigmento, ocorrendo quando exposta 

a energia luminosa por 2 horas, sugere adaptação de tais linhagens a fatores injuriantes, quando 

se trata de analisar o a injúria subletal, está se demonstrou forte, mas a possibilidade reparo 

também alta. Por ainda, condições de crescimento perturbadoras, como meios distintos, 

suplementados com fontes de carbono e energia luminosa da LED a 460 nm, referente a luz 

azul, predizem a maquinaria adaptativa das linhagens, apresentando pouco dano na formação 

e percentual de inibição versátil do fraco ao moderado. 

Características natatórias implicadas ao teste fortificam o estresse gerado pela LED e a 

desenvoltura das linhagens em sobressair ao dano, deslocando-se a distância do ponto de origem 

de inóculo, seja essa por contração de fímbrias, batimento dos flagelos ou ambas. Ainda a 

perturbação gerada causa divergência da formação do biofilme em relação ao microtubo e meio 

sólido, ao ser visto no agar vermelho do congo a fenotipagem, tendo como produtora apenas 

um isolado, havendo o tempo disposto e a implicação metabólica impacto direto ao encontrado 

no teste. 

Isso seria consolidado e otimizado em prática se entendendo fatores intrínsecos à P. 

aeruginosa, transcrição genica a resistência e tolerância a luz, plasmídeos trocados do seu local 

de isolamento e a perpetuação dos genes após o teste. Biomoléculas fotoexcitáveis, que 

agregariam danos e consequente efeito antimicrobiano em toda comunidade. Estando assim, o 

tempo de exposição atribuído a irradiação tanto ao meio quanto prévia a suspensão, carga 

bacteriana ao semeio no agar vermelho do congo, fenotipando a linhagem para a validação do 

potencial formador de biofilme, a deletérias formas de ação e formação in vitro. 



36 

Victor Targino Gomes 

 

 

 

 

7. CONCLUSÃO 

 

Nas condições experimentais testadas concluiu-se que: 

• Progressão da formação do biofilme foi continuada, com dano mínimo a 

comunidade bacteriana agregada e envolta em matriz; 

• Fatores extrínsecos à formação do biofilme, a motilidade se fez eficaz ao fator 

injuriante, síntese de pigmento em mesmo intervalo, potencializando mecanismos de 

fotoproteção; 

• Característica fenotípica revela produção por apenas um isolado, não sendo 

método ideal de avaliação de produção de biofilme; 

• Tempo maior de irradiação a suspensão ou após tempo predito; 

• Ação de tal fator sob suspensões em caldos com adição dos fonte de carbono 

poderia acentuar a inibição. 
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APENDICE A - Leituras da densidade ótica. 

 
Tabela 01: Densidade óptica em caldo BHI com adição de 0,1% e 0,5 % da fonte de carbono 

 

 
Linhagem   

Fonte de carbono e concentrações 

GLU SAC LAC CIT 

0,1%  0,1%  0,1%  0,1%  

GLU SAC LAC CIT 

0,5%  0,5%  0,5%  0,5%  

002A  1,334  1,852  1,590  1,134  1,622  1,668  1,196  1,902  

002B  2,219  2,441  2,281  2,185  2,305  2,241  2,272  2,337  

003A  2,346  2,215  2,231  2,188  2,251  2,192  2,227  2,286  

003B  2,169  2,192  2,191  2,129  1,825  2,150  2,198  2,093  

UFPEDA 2,102  2,007 2,107 1,998 1,971  2,114  2,009  2,015  

416    

DP= 0,1 / 0,3 

. 
Fonte: Autoria própria (2024) 

 

Tabela 02: Densidade óptica em caldo nutriente com adição de 0,1% e 0,5% da fonte de 

carbono. 
 

Linhagem   

Fonte de carbono e concentrações 

GLU SAC LAC CIT 

0,1%  0,1%  0,1%  0,1%  

GLU SAC LAC CIT 

0,5%  0,5%  0,5%  0,5%  

002A  0,661  0,364  0,592  1,302  0,271  0,151  0,185  1,498  

002B  0,531  0,851  0,684  1,979  0,550  0,970  0,143  2,070  

003A  0,633  0,882  1,010  0,331  0,552  0,549  0,636  1,117  

003B  0,366  0,757  0,613  1,179  0,464  0,324  0,413  0,894  

UFPEDA 0,580  0,705  0,716  1,106  0,651  0,825  0,615  1,008  

416    

DP= 0,3 
 

 Fonte: Autoria própria (2024) 

 

Tabela 03: Densidade óptica de células plactônicas em caldo BHI com adição de 0,1% e 0,5% 

da fonte de carbono. 
 

Linhagem   

Fonte de carbono e concentrações 

GLU SAC LAC CIT 

0,1%  0,1%  0,1%  0,1%  

GLU SAC LAC CIT 

0,5%  0,5%  0,5%  0,5%  

002A  0,011  0,051  0,044  0,050  0,053  0,037  0,052  0,067  

002B  0,070  0,069  0,081  0,075  0,074  0,075  0,077  0,065  

003A  0,070  0,075  0,078  0,075  0,067  0,075  0,075  0,065  

003B  0,067  0,077  0,058  0,065  0,071  0,072  0,062  0,020  

UFPEDA 0,071  0,062  0,069  0,070  0,68    0,073  0,071  0,062  

416    

DP= 0,2 / 0,1 
 

 Fonte: Autoria própria (2024) 
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Tabela 04: Densidade óptica de células plactônicas em caldo mineral com adição de 0,1% da 

fonte de carbono. 

 

Linhagem   

Fonte de carbono e concentrações 

GLU SAC LAC CIT 

0,1%  0,1%  0,1%  0,1%  

GLU SAC LAC CIT 

0,5%  0,5%  0,5%  0,5%  

002A  1,001  0,692  0,708  0,838  0,699  0,766  0,737  0,766  

002B  0,853  0,825  0,841  0,821  1,318  0,789  0,826  0,822  

003A  0,793  0,976  0,701  0,752  0,853  0,776  0,671  0,737  

003B  0,901  0,915  1,097  0,742  0,781  0,712  0,717  0,753  

UFPEDA 0,806  0,995  0,913  0,797  0,916  0,817  0,724  0,803  

416     

DP= 0,2 

 Fonte: Autoria própria (2024) 

 
Tabela 09: Densidade óptica da solução cristal violeta-etanol, representando as células em 

biofilme após exposição à irradiação da LED de alta potência a 460nm. 
 

Linhagem  0h 1h 2h 3h 4h Controle 

002A  0,564 0,568 0,567 0,571 0,574 0,542 

002B  0,562 0,564 0,568 0,565 0,573 0,600 

003A  0,574 0,566 0,568 0,474 0,568 0,605 

003B  0,571 0,570 0,572 0,574 0,492 0,570 

 Fonte: Autoria própria (2024) 


