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Resumo 
O presente estudo investigou o perfil de susceptibilidade de Escherichia coli provenientes de 

biodigestores anaeróbios a diversos biocidas: cloreto de benzalcônio, peróxido de hidrogênio, 
clorexidina e ácido lático. Amostras de efluente (n=89) e biofertilizante (n=84) foram coletadas da 
fazenda experimental da Embrapa Gado de Leite, isolando 173 linhagens de E. coli para análise. As 
cepas bacterianas foram submetidas ao método de disco-difusão para avaliar a eficácia dos biocidas e 
os comparativos entre as duas origens amostrais (efluente e biofertilizante). A E.coli resistência ao 
ácido lático 2%, enquanto aos demais biocidas estudados apresentaram eficácia. O peróxido de 
hidrogênio 3% revelou diferença significativa entre amostras efluente e biofertilizante, sugerindo que o 
uso de biodigestores pode alterar o perfil de susceptibilidade microbiana, evidenciando a importância 
de avaliar o perfil de susceptibilidade microbiana, para controlar a disseminação de microrganismos em 
ambientes agrícolas, alimentos e solos fertilizados com biofertilizantes. 
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Introdução 
 

A disponibilidade de terras férteis e adequadas para o cultivo, aliada à abundância de recursos 
hídricos e a uma população numerosa, posiciona o Brasil como um país de destaque e dependente do 
agronegócio. Este setor desempenha um papel essencial na sustentação da economia brasileira, 
contribuindo significativamente para o Produto Interno Bruto (PIB) (Pinheiro et al., 2020). Contudo, 
apesar de sua importância econômica, a agroindústria acarreta impactos ambientais e de saúde pública 
que nem sempre são positivos. 

A bovinocultura, seja leiteira ou de corte, frequentemente utiliza biocidas para desinfecção de 
materiais e assepsia dos tetos durante o processo de coleta do leite (Pedrini; Margatho, 2003). Além 
disso, os biocidas podem também ser aplicados no processo de sanitização das estruturas de 
confinamento animal. Embora muitas vezes subestimado, o uso de biocidas nesses processos pode 
resultar em mutações e reduzir a suscetibilidade bacteriana (Rozman et al., 2021). 

Considerando a composição da microbiota intestinal de animais de sangue quente, a bactéria 
Escherichia coli é um dos microrganismos mais abundantes e potencialmente perigosos devido à sua 
alta capacidade de mutação e interação com os demais microrganismos naturais do corpo animal 
(Sapountzis et al., 2020). É de suma importância reconhecer que um dos resíduos da criação de 
bovinos é o esterco, que, durante o processo de higiene e limpeza das estruturas de confinamento 
animal, compõe grande parte do efluente residual, que é direcionado para biodigestores anaeróbios, 
onde serão produzido biogás e biofertilizante (Menezes et al., 2024; Lin et al., 2022; Amaral; Steinmetz; 
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Kunz, 2019). O biogás produzido pode ser utilizado como recurso energético renovável, enquanto o 
biofertilizante é uma fonte abundante de nutrientes essenciais para o solo, tornando-se um fertilizante 
(Amaral; Steinmetz; Kunz, 2019).  

No entanto, por ser oriundo de excreta animal, ressalta-se que o biofertilizante também é rico em 
enterobactérias, como a E. coli, que, ao longo da cadeia, pode ter sofrido alterações genéticas por meio 
de transformação, conjugação ou até mesmo transdução, adquirindo assim menor susceptibilidade. 
Portanto, o material utilizado em plantações para melhorar a saúde do solo acaba por expor os 
alimentos cultivados a microrganismos potencialmente com baixa sensibilidade aos biocidas (Zalewska 
et al., 2021). 

Segundo a ANVISA (2021), biocidas são “substâncias químicas ou suas misturas cuja finalidade é 
destruir, reduzir ou neutralizar qualquer organismo prejudicial, impedir sua ação ou exercer sobre ele 
um efeito de controle de outro tipo, por qualquer meio que não seja uma mera ação física ou mecânica”. 
Com base nesses fatos e na definição de biocida, infere-se a relevância do presente estudo, que visa 
analisar a susceptibilidade de bactérias da espécie E. coli provenientes de biodigestores anaeróbios 
aos biocidas cloreto de benzalcônio, peróxido de hidrogênio, clorexidina e ácido lático, avaliando as 
diferenças significativas entre as amostras de efluente e biofertilizante (antes e após o processo de 
biodigestão anaeróbia). 

 
Metodologia 
 

Foram coletadas amostras oriundas de um sistema biodigestor semicontínuo na fazenda 
experimental da unidade de pesquisa da Embrapa Gado de Leite, integrante da Empresa Brasileira de 
Pesquisa Agropecuária (Embrapa). A amostragem foi realizada nos pontos de entrada do biodigestor 
(efluente residual) e no tanque de reservatório de biofertilizante. 

Para o isolamento de bactérias sugestivas de E. coli, foram utilizadas placas de Petrifilm™ 
(Petrifilm™ EC 6404, 3M™), conforme as orientações do fabricante. As colônias de coloração azul 
aparente e formação de bolhas de gás foram inoculadas em ágar Eosin Methylene Blue (EMB) a 35°C 
por 24 horas. Em seguida, as colônias que apresentaram o reflexo verde metalizado, característico da 
bactéria em estudo, foram cultivadas em ágar Brain Heart Infusion (BHI) e submetidas a análises 
confirmatórias, como coloração de Gram, avaliação da capacidade de fermentar glicose, sacarose e/ou 
lactose, além da produção de gás e PCR confirmativo para E. coli. Assim, foram isoladas, e congeladas 
173 linhagens de E. coli, sendo 89 oriundas do efluente e 84 do biofertilizante. 

Para este estudo foram selecionados biocidas de uso rotineiro para sanitização, listados na Tabela 
1, seguidos por suas respectivas concentrações e mecanismos de ação: 

 
Tabela 1- Biocidas, concentrações utilizadas e mecanismos de ação 

Biocida Concentração Mecanismo de Ação 

Cloreto de Benzalcônio 0,28% 
Baixa tensão superficial, inativa 
enzimas, proteínas celulares 
degradadas. 

Peróxido de Hidrogênio 3% 
Oxidação por radical livre de 
componentes celulares 
essenciais. 

Clorexidina 1% 
Interação iônica, rompe a 
membrana celular. 

Ácido Lático 2% 
Redução do pH, desintegração 
de proteínas. 

Fonte: Anvisa, 2021; Efendi et al., 2023 
 

As linhagens bacterianas congeladas foram recuperadas em caldo BHI a 35 ± 2ºC por 24 horas, 
seguindo o mesmo protocolo para a cepa controle ATCC 25922. Após o crescimento em ágar BHI, as 
bactérias foram transferidas para tubos com salina estéril a 9%, homogeneizadas e ajustadas para a 
Escala McFarland 0.5, correspondendo a aproximadamente 1,5 x 10⁸  UFC/mL. Os testes de biocidas 
foram conduzidos pelo método de disco de difusão, conforme o Clinical & Laboratory Standards Institute 
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(CLSI, 2020). A suspensão bacteriana foi distribuída uniformemente em placas de ágar Mueller Hinton, 
sobre as quais foram colocados discos de papel filtro contendo 5 µL dos biocidas. As placas foram 
incubadas a 35 ± 2ºC por 18-20 horas, e os halos de inibição ao redor dos discos foram medidos com 
paquímetro (Figura 1). 

 
Figura 1 – Imagem ilustrativa de uma placa com uma linhagem do ponto de amostragem biofertilizante (após 

o processo de biodigestão) e a presença de halos de inibição frente aos biocidas. 

 
Fonte: os autores 

Legenda: Em amarelo destaca-se o diâmetro considerado para medida do halo. 

 
Para o comparativo entre o perfil de susceptibilidade de amostras de efluente e biofertilizante, foi 

utilizado o teste T independente, através do software GraphPad Prism versão 9.0. 
 
Resultados 
 

Para avaliar se o processo de biodigestão foi capaz de alterar as características fenotípicas das 
enterobactérias que possivelmente serão liberadas no ambiente, foi analisado o perfil de 
susceptibilidade aos biocidas. Os valores médios (mm) e desvio padrão dos tamanhos dos halos de 
inibição podem ser observados na Figura 2. O controle positivo E. coli ATCC 25922, apresentou 
diâmetro de halo de 8 mm contra cloreto de benzalcônio 0,28%, 8 mm contra o peróxido de hidrogênio 
3%, 12 mm contra a clorexidina 1% e ausência de halo de inibição frente ao ácido lático 2%. 

 
Figura 2 – Perfil de susceptibilidade aos biocidas (médias e desvio padrão dos halos de inibição de 

Escherichia coli isoladas de efluente e biofertilizante provenientes do processo de biodigestão anaeróbia de 
dejetos de bovinos leiteiros. 

 
Fonte: os autores. 

Legenda: Letras divergentes indicam diferença significativa. 
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Não houve diferença estatística para cloreto de benzalcônico 0,28% (p= 0,0957), clorexidina 1% (p= 
0,3585) e ácido lático 2%. Neste último não foi observado halo de inibição, portanto, nenhum isolado 
se mostrou sensível a este biocida, não sendo possível a realização do teste estatístico. O peróxido de 
hidrogênio 3% apresentou diferença estatística significativa entre o efluente e biofertilizante com valor 
de p= 0,0121 com 95% de confiabilidade. 

Considerando o tamanho do disco de papel de 6 mm no qual foram impregnados os biocidas no 
presente trabalho, os isolados que apresentaram tamanhos de halo de inibição de 6mm (ausência de 
formação do halo) foram classificados como resistentes.  

Dentre os isolados do efluente (n= 89), 48,31% (n=43) apresentaram resistência para cloreto de 
benzalcônio, 21,34% (n= 19) para o peroxido de hidrogênio, e não foi observada resistência a 
clorexidina. Considerando os isolados do biofertilizante (n= 84), 47,61% (n= 40) apresentaram 
resistência frente a cloreto de benzalcônio, 48,80% (n= 41) para o peroxido de hidrogênio e 4,76% 
(n=4) para a clorexidina. Todos os isolados testados apresentaram-se com resistência frente ao ácido 
lático 2%, com ausência de formação de halo de inibição. 
 
Discussão 
 

Os biocidas cloreto de benzalcônio, peróxido de hidrogênio e clorexidina desempenham papéis 
importantes na saúde pública e na indústria de alimentos devido às suas propriedades antimicrobianas. 
O cloreto de benzalcônio é amplamente utilizado como desinfetante em ambientes hospitalares e na 
indústria de alimentos para a prevenção de infecções cruzadas e a desinfecção de superfícies. O 
peróxido de hidrogênio é empregado na desinfecção de equipamentos e na limpeza de tetos de 
animais, particularmente na indústria leiteira, para garantir a segurança do leite e prevenir mastites. Já 
a clorexidina é frequentemente utilizada em antissepsias e na prevenção de infecções em 
procedimentos médicos. A eficácia desses biocidas é essencial para manter padrões elevados de 
higiene e segurança, protegendo tanto a saúde pública quanto a qualidade dos produtos alimentícios 
(Kampf, 2019; Vaerewijck et al., 2012).  

Os resultados deste estudo evidenciam diferenças significativas na susceptibilidade de bactérias 
isoladas de efluente e biofertilizante aos biocidas testados, com implicações importantes para a 
indústria agrícola e de saúde pública. O cloreto de benzalcônio e a clorexidina não mostraram 
diferenças estatísticas entre as amostras de efluente e biofertilizante, sugerindo que a eficácia desses 
biocidas permanece estável após o processo de biodigestão anaeróbia. No entanto, o peróxido de 
hidrogênio 3% apresentou uma diferença significativa, indicando uma alteração na susceptibilidade 
bacteriana entre as amostras. 

Uma explicação potencial para essa diferença pode ser a variação no tamanho da amostra entre 
efluente e biofertilizante, o que pode influenciar os resultados estatísticos. Contudo, assumindo a 
confiabilidade dos dados, é possível que a biodigestão anaeróbia tenha levado ao desenvolvimento de 
uma microbiota com menor sensibilidade ao peróxido de hidrogênio. Jones e Joshi (2021) sugerem que 
a redução na sensibilidade a biocidas pode ocorrer devido à produção de enzimas neutralizantes ou 
mutações genéticas nas bactérias. 

A redução da susceptibilidade microbiana também representa um perigo à cadeia de produção de 
produtos agrícolas. O peróxido de hidrogênio, por exemplo, é amplamente utilizado na indústria leiteira 
para desinfecção de tetos antes da ordenha e sanitização de superfícies. Com a alteração no perfil de 
susceptibilidade bacteriana e a seleção de cepas menos sensíveis a este biocida, os métodos utilizados 
podem ser questionados quanto a sua eficácia e segurança ao consumidor final (El-Gohary et al., 2020). 

Além disso, a falta de efeito do ácido lático 2% nas amostras sugere que as cepas bacterianas locais 
podem ter desenvolvido mecanismos de resistência, potencialmente comprometendo sua função como 
desinfetante e aumentando o risco de contaminação. Isso é particularmente preocupante em relação à 
E. coli, comum no trato gastrointestinal dos bovinos. A redução da eficácia dos sanitizantes pode 
dificultar a higienização adequada dos locais de confinamento e dos tetos dos animais, afetando a 
qualidade do leite e expondo o consumidor a riscos de saúde devido à presença de bactérias difíceis 
de eliminar (Davies; Wales, 2019). 
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Conclusão 
 
Este estudo demonstra que a susceptibilidade bacteriana a biocidas pode ser alterada pelo processo 

de biodigestão anaeróbia, como evidenciado pela resistência aumentada ao peróxido de hidrogênio em 
amostras de biofertilizante. Embora o cloreto de benzalcônio e a clorexidina tenham mantido sua 
eficácia, a adaptação bacteriana ao peróxido de hidrogênio e a resistência ao ácido lático 2% levantam 
preocupações sobre a eficácia das práticas de sanitização na indústria agrícola. Esses achados 
destacam a necessidade de monitoramento e de revisões nas estratégias de uso de biocidas, para 
mitigar os riscos à saúde pública associados à resistência bacteriana emergente. 
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