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RESUMO 
O tratamento por irradiação com luz de 
LED representa uma perspectiva 
sustentável no controle do crescimento de 
Pseudomonas aeruginosa em alimentos. O 
presente trabalho apresenta a aplicação do 
teste rápido do vermelho-Congo na 
verificação da presença de células com 
alta capacidade de formar biofilmes após 
tratamento com luz azul. Quatro isolados 
de P. aeruginosa foram testados quanto à 
capacidade de formar biofilmes antes e 
após 2h de exposição à luz de LED azul de 
alta frequência (460 nm). O biofilme foi 
quantificado pelo teste do cristal violeta. 
Não houve redução significativa das 
células, tampouco perda da capacidade de 
formar biofilme. O teste do vermelho-
Congo indicou que apenas um isolado 
tinha potencial de manter as características 
de adesão antes do tratamento, porém os 
resultados sugerem que a avaliação deve 
ser conduzida em células previamente 
expostas à luz, como um teste rápido e 
complementar às práticas de higiene. 
Palavras-chave: Biofilme. Espoliação de 
alimentos. Pseudomonas aeruginosa. 

 
ABSTRACT 
Treatment by irradiation with LED light 
represents a sustainable perspective in 
controlling the growth of Pseudomonas 
aeruginosa in food. The present work 
presents the application of the rapid Congo 
red test to verify the presence of cells with 
a high capacity to form biofilms after 
treatment with blue light. Four P. 
aeruginosa isolates were tested for their 
ability to form biofilms before and after 2 h 
of exposure to high-frequency blue LED 
light (460 nm). Biofilm was quantified by the 
crystal violet test. There was no significant 
reduction in cells, nor loss of the ability to 
form biofilm. The Congo red test indicated 
that only one isolate had the potential to 
maintain adhesion characteristics before 
treatment, however our results suggest that 
the evaluation should be conducted on 
cells previously exposed to light, as a rapid 
and complementary test after hygiene 
practices. 

Keywords: Pseudomonas aeruginosa. 
Biofilm. Food spoilage. 

  

1 INTRODUÇÃO 

A luz de LED pode ser utilizada 

para controlar o crescimento microbiano 

em alimentos (Chen et al., 2023). 

Pseudomonas aeruginosa é um bacilo 

Gram-negativo não fermentador produtor 

de piocianina, proteases e outros fatores 

de virulência (Algammal et al., 2020), 

comumente associado à colonização em 

biofilmes que podem levar ao processo 

de deterioração de carnes e diversos 

outros alimentos frescos ou processados, 

sendo reconhecido como o principal 

microrganismo espoliador em termos de 

contaminação de alimentos (Stellato et 

al., 2016). 

A irradiação de LED é uma 

estratégia vantajosa porque, além de ser 

sustentável, apresenta características 

importantes, tais como disponibilidade de 

ampla faixa de comprimentos de onda, 

baixo consumo de energia e menos 

emissão de poluentes secundários 

(Mukunda et al., 2020). A aplicação de 

energia luminosa de LED causa danos às 

células (Cheng et al., 2020) e pode 

aumentar de 12 a 24h a manutenção da 

cor da carne na prateleira (Steele et al., 

2016). 

O impacto da energia luminosa 

intensa nos microrganismos causa danos 

à membrana celular, transcrição gênica e 
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regulação metabólica (Gallé et al., 2021). 

A luz incidente ao meio de crescimento e 

desenvolvimento dos microrganismos faz 

com que ocorra um desequilíbrio 

metabólico, bem como o consumo de 

substratos e redução da atividade 

enzimática no controle de Espécies 

Reativas de Oxigênio formadas (ERO’s), 

as quais tendem a se concentrar 

intracelularmente (Kim e Kan, 2021; 

Pousty et al., 2021). 

A capacidade de formar biofilme por 

um microrganismo pode ser prevista por 

testes de fenotipagem (Lee et al., 2016). 

Assim, este trabalho objetivou verificar a 

capacidade de isolados de P. aeruginosa 

em formar biofilmes, antes e após 

exposição de até 2h à irradiação de luz de 

LED, por meio de um teste simples 

utilizando vermelho-Congo. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 MICRORGANISMOS 

O estudo utilizou quatro isolados 

de P. aeruginosa, obtidos de paredes 

internas de ralos de pias de laboratório 

didático de uma Instituição de ensino de 

saúde. Os isolados estão cadastrados no 

Sistema Nacional de Gestão do 

Patrimônio Genético e do Conhecimento 

Tradicional Associado (SisGen) sob 

acessos:  isolado 2A (ADBF7C7), isolado 

2B (A630377), isolado 3A (AEC4165) e 

isolado 3B (A473A1B). Para fins de 

comparação foi utilizada a linhagem 

padrão P. aeruginosa UFPEDA 416 

(ATCC 27583). 

Os isolados de P. aeruginosa 

foram mantidos em ágar nutriente e para 

os testes foram preparados inóculos de 

cultivo recente em NaCl a 0,9%, com 

turbidez padronizada com o tubo n° 0,5 

da escala de MacFarland. 

 
2.2 FENOTIPAGEM DAS BACTÉRIAS 

PRODUTORAS DE BIOFILME 

Foi empregado o protocolo descrito 

por Mirani et al. (2018), seguido de 

alterações pontuais. Brevemente, os 

isolados foram incubados em ágar 

nutriente adicionado com sacarose (50 g/L) 

e vermelho-Congo (0,8 g/L). Após a 

incubação a 37ºC por 24 h, a coloração das 

colônias foi observada e a capacidade das 

células em formar biofilme foi categorizada 

como fraca, se as colônias fossem rosas; e 

fortes, caso apresentassem pretas e com 

aspecto seco. 

 

2.3 EXPOSIÇÃO À IRRADIAÇÃO DA 

LÂMPADA DE LED 

Foi empregada o protocolo 

descrito por Kumar et al. (2017). 

Alíquotas de 1 mL do inóculo foram 

transferidas para placas de Petri 

contendo 9 mL de solução tampão fosfato 

(pH = 7,0) e em seguida, foi submetida a 

2 h de exposição à irradiação de uma 

lâmpada de LED de alta potência (G-light, 

A60, China) a 460 nm, disposta a 13 cm 

do centro da placa, resultando na 



 

 

 

 
Revista Higiene Alimentar, v.38 (299): e1181, jul/dez, 2024.  ISSN 2675-0260   

DOI: 10.37585/HA2024.02testagem 

 

emissão de energia de 487,01 mW/cm2. 

(487.010 J/m2). Foram tomadas alíquotas 

nos tempos 0,5; 1 e 2 h. 

 

2.4 ANÁLISE IN VITRO DA FORMAÇÃO 

DO BIOFILME 

Nos intervalos marcados de 

exposição das células à irradiação 

luminosa de LED azul, alíquotas de 100 

µL foram transferidas para microtubos 

contendo 900 µL de caldo BHI. Em 

seguida, os sistemas foram incubados 

por 24 h à 37°C. Para quantificar o 

biofilme formado foi realizado o teste do 

cristal violeta (Ommen et al., 2017). 

Resumidamente, o sobrenadante nos 

poços foi descartado e as paredes foram 

cuidadosamente lavadas com água 

corrente e deixadas para secar por 1 h. 

Em seguida foram adicionados 1000 µL 

da solução de cristal violeta 1% e após 

repouso de 20 min, a solução de cristal 

violeta foi cuidadosamente desprezada. 

O excesso do corante foi removido com 

água corrente, preenchendo-se 

novamente os poços com 1000 µL de 

etanol absoluto. Após um breve repouso, 

a densidade óptica da solução cristal 

violeta-etanol do tratamento (ODt) e do 

controle (ODc) foi medida em 590 nm 

(Kasvi, 320-1020 nm, 4NM). Para o 

cálculo do percentual de inibição das 

células foi empregada a equação 1: 

 

% = [(ODt − ODc)  ÷  ODt] x 100       (1) 

 

O percentual de inibição foi 

classificado de acordo com Kwasny e 

Opperman (2010), em que, é considerado 

alto (>80%), moderado (entre 40 e 80%) ou 

fraco (<40%). Os experimentos foram 

realizados em triplicata. 

  

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

Todos os isolados tiveram um 

percentual de inibição considerado fraco 

em até 2h de exposição à irradiação de 

LED, i.e., todos valores de redução na 

formação do biofilme, comparado aos 

achados no controle foram 

significativamente abaixo de 40%, 

alcançando valores ínfimos entre 

aproximadamente 0,2 e 6,0%; observando-

se em alguns casos, nenhuma inibição. 

Os valores foram muito 

semelhantes para três isolados (2A, 2B e 

3A), enquanto a redução do biofilme do 

isolado 3B foi nula, porém todas 

estatisticamente similares (p < 0,05). Na 

tabela 1, os resultados estão 

apresentados, como as médias e seus 

respectivos desvios padrões. 

 

Tabela 1 – Percentual de inibição do biofilme 
após exposição à irradiação da LED a 460nm 

Isolado  
Tempo de exposição à luz (h) 

0,5 1,0 2,0 

2A 4,1±0,2% 4,8±0,0% 4,6±0,1% 

2B 6,3±0,0% 6,0±0,3% 5,3±0,2% 

3A 5,1±0,1% 6,4±0,1% 6,1±0,3% 

3B 0,2±0,2% 0,0%±0,0 0,4±0,3% 
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  Fonte: Autores 

Com a ressalva de que no teste 

fenotípico deve-se considerar a 

subjetividade, apenas o isolado 2B 

apresentou potencial de formação de 

biofilme após exposição à irradiação de 

LED. Enquanto nos demais isolados ficou 

demonstrado um fraco potencial de 

formação de biofilme (Tabela 2). Embora 

tenha sido observada uma coloração mais 

clara das colônias após 2h de tratamento, 

isto não alterou o resultado do teste, 

contudo foi sugestivo de possíveis danos 

celulares, com conseguinte correção e 

reparo. 

Tabela 02 – Análise fenotípica sobre o 
potencial de formação de biofilme 

 

Isolados 
Controle 
(antes)  

Tempo de 
exposição à luz (h) OD 

0,5 2,0 

2A ++  ++  ** 0,567 

2B ***  ***  *** 0,568 

3A ++  ++  ***  0,568 

3B +++  +++  ***  0,572 

UFPEDA 416 +++ ++ ** 0,580 

+: colônias rosas (sem capacidade de formar 
biofilme);  
*: colônias cinzas (com capacidade de formar 
biofilme); OD: densidade óptica a 590 nm (medida 
após o teste com luz. Os valores representam a 
média±erro de 0,002).  
Fonte: Autores 

 
Este trabalho utilizou o teste de 

fenotipagem com vermelho-Congo para 

verificar a resposta de isolados de P. 

aeruginosa a possíveis danos causados 

por irradiação de LED de alta potência, sob 

comprimento de onda na faixa que pode 

causar injúrias celulares (Hyun e Lee, 

2020). Os comprimentos de onda na faixa 

da cor azul (405-470 nm) são reconhecidos 

pela sua ação antimicrobiana (Yang et al., 

2020). Em complemento, a emissão de luz 

azul é um inibidor do crescimento de P. 

aeruginosa (Maclean et al., 2009). Um dos 

mecanismos de ação propostos versa 

sobre o fato de que o aquecimento e 

estímulo luminoso da célula tendem 

acelerar o metabolismo, resultando no 

consumo de mais substratos e nutrientes 

disponíveis e levando à liberação de 

metabólitos e estresse oxidativo por P. 

aeruginosa (Chen et al., 2022; Feng et al., 

2021). 

Ocorre que nas condições 

testadas, a irradiação de lâmpada de LED 

azul (460 nm) não demonstrou atividade 

antimicrobiana sobre os isolados. Estes 

achados coincidiram com os resultados 

observados por Martegani et al. (2020), 

que descreveram pouca inibição do 

biofilme de P. aeruginosa no comprimento 

de onda da luz azul. Os autores atribuíram 

o resultado ao fato da presença do que 

denominaram por “substâncias 

endógenas” presentes na bactéria. Tais 

moléculas agiriam como elementos 

protetivo e regenerativo da célula quando 

exposta ao estresse. 

Por outro lado, a inibição de P. 

aeruginosa pela luz azul está disponível 

bem descrita na literatura (Fila et al., 2017), 

contudo, nem todos as células de P. 

aeruginosa se mostram sensíveis, uma vez 
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que muitos isolados exibem diversos 

mecanismos de adaptação ao estresse e 

estes, podem contribuir para a manutenção 

da integridade celular, tais como a 

produção de exopolímeros e pigmentos 

(Nizer et al., 2021). 

Já Ferrer-Espada et al. (2020) 

observaram que a ação antibiofilme da 

irradiação com lâmpada de LED a 405 nm 

ocorreu até 24 h de exposição. Após esse 

tempo, os danos celulares foram 

minimizados devido a síntese de lipídios 

fotoprotetores e moléculas antioxidantes 

que podem inativar os radicais livres e 

oxigênio singlete formados. Nestes termos, 

a ação antimicrobiana e antibiofilme da 

irradiação de LED depende da energia 

dirigida, estágio da cinética de 

crescimento, capacidade da célula em 

reparar e do desprendimento do biofilme 

(Galo et al., 2022). 

Isto pode explicar o fato da pouca 

mudança do fenótipo após exposição por 

120 min à irradiação da lâmpada de LED, 

diferente do observado aos 30 min e no 

controle. Tal alteração pode decorrer 

devido injúria celular causada durante a 

exposição e conseguinte reparo 

intracelular de estruturas bacterianas. Em 

P. aeruginosa este evento também está 

possivelmente ligado à síntese de 

fenazinas (Jabir, 2022; Kowalska et al., 

2020). 

A análise fenotípica com vermelho-

Congo para o reconhecimento da célula da 

sua capacidade de colonizar em biofilmes 

é qualitativa e não específica, e se torna 

uma boa opção de varredura de isolados, 

identificando possíveis falhas no 

tratamento com luz de LED azul em 

alimentos de prateleira. Anan et al. (2024), 

ao avaliarem 50 linhagens de P. 

aeruginosa verificaram que em caldo BHI, 

38% testaram positivo para este elevado 

potencial de formação de biofilme. Isto 

alerta para o fato da necessidade de 

manejo rigoroso do alimento uma vez que 

em prateleira também está sujeito à 

contaminação cruzada de patógenos 

(Kirchner et al., 2021). Em complemento, 

esta contaminação cruzada pode favorecer 

trocas de genes de resistência entre as 

células, magnificando o problema da 

espoliação do alimento (Karanth et al., 

2023), bem como representando ameaça à 

saúde do consumidor, uma vez que P. 

aeruginosa é responsável por infecções 

em diferentes partes do corpo, mas 

infortunadamente, ainda subestimadas 

(Liang et al., 2023).                  

 

4 CONCLUSÃO 

A irradiação com lâmpada de LED 

azul não causou injúria desejada nos 

primeiros momentos de exposição, 

resultando a inibição do biofilme de 

moderada à fraca. O ensaio do vermelho-

Congo mostrou que os isolados de P. 

aeruginosa após o tratamento com luz azul 

não perderam a capacidade de formar 
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biofilmes robustos e sugere-se que este 

teste rápido pode servir como indicativo de 

ameaças microbianas, em termos de 

deterioração do alimento fresco em 

prateleira, bem como em termos dos riscos 

à saúde que P. aeruginosa representa 

como patógeno. De acordo com os 

resultados obtidos neste estudo, 

recomenda-se que o teste do vermelho-

Congo seja realizado com células que já 

tenham sido expostas à luz. 
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