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Resumo 
O aumento do consumo de hortaliças folhosas, impulsionado por seus benefícios nutricionais e pela 
promoção de uma alimentação saudável, tem gerado preocupações com a qualidade microbiológica 
desses alimentos. O uso de biocidas na agricultura é comum para desinfecção, mas a exposição 
contínua pode levar ao desenvolvimento de resistência microbiana. Escherichia coli, um microrganismo 
potencialmente patogênico, representa um risco à saúde pública quando presente em hortaliças. Este 
estudo avaliou a susceptibilidade de 28 linhagens de E. coli a quatro biocidas: hipoclorito de sódio a 
2%, digliconato de clorexidina a 2%, iodopovidona a 10% e peróxido de hidrogênio 3%., usando a 
técnica de disco-difusão. Os resultados indicaram que clorexidina foi o biocida mais eficaz, enquanto 
iodo, peróxido e hipoclorito foram menos efetivos, destacando a importância desses achados para a 
segurança microbiológica de alimentos vegetais consumidos crus. 
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Introdução 
 

A produção hortaliças folhosas desempenha um papel crucial na segurança alimentar global, 
fornecendo nutrientes essenciais e contribuindo para uma dieta saudável (Silva et al., 2020). No 
entanto, a emergência de contaminação bacteriana, particularmente por patógenos como Escherichia 
coli, representa um desafio global para a saúde pública. Estes microrganismos podem colonizar 
hortaliças folhosas durante o cultivo, colheita, processamento ou distribuição, constituindo um risco 
potencial para os consumidores (Igbinosa et al., 2023). 

O uso de biocidas na produção agrícola visa mitigar riscos ao controlar o crescimento microbiano. 
No entanto, o uso indiscriminado desses compostos pode resultar no desenvolvimento de resistência 
bacteriana, tanto aos antimicrobianos quanto aos biocidas utilizados na agricultura (Pereira; Wang; 
Tagkopoulos, 2021). A resistência bacteriana é uma preocupação crescente, pois pode comprometer 
a eficácia dos tratamentos sanitários e aumentar os desafios no controle de infecções humanas 
associadas à ingestão de alimentos contaminados, uma vez que essa trasmisão pode ocorrer por rotas 
diretas ou indiretas (Samtiya et al., 2022). A redução da sensibilidade aos biocidas está se tornando 
mais prevalente, devido a mecanismos de resistência cruzada e/ou co-resistência (Rozman et al., 2021; 
Ghanem; Haddadin, 2018). 

A E. coli é um microrganismo presente em solo, água e também na microbiota intestinal de humanos 
e animais de sangue quente, atuando como um comensal no lúmen intestinal do hospedeiro. A 
persistência de cepas resistentes de E. coli no meio ambiente representa um problema de saúde 
pública, podendo ser usados como um bioindicador de resistência antimicrobiana. Visto que ao adquirir 
grande flexibilidade genética e a adaptabilidade, essa bactéria pode circular entre humanos e animais 
através do ambiente, água e alimentação, com sua transmissão sendo influenciada por migrações 
humanas e animais (Ramos et al., 2020). 

Portanto, este estudo tem como objetivo investigar o perfil de susceptibilidade a biocidas de E.coli 
isoladas de hortaliças folhosas, verificando  a eficácia dos biocidas comumente utilizados na rotina da 
população para o controle microbiológico. Ao determina padrão de susceptibilidade aos principais 
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biocidas, esperamos contribuir para práticas agrícolas mais seguras e para o desenvolvimento de 
estratégias de controle da resistência antimicrobiana em alimentos vegetais 
 
Metodologia 
 

Foram avaliadas 20 amostras de hortaliças folhosas comercializadas no município de Alegre – ES. 
As amostras foram adquiridas em dias diferentes, em sua embalagem original e sem nenhum tipo de 
processamento prévio. As amostras foram acondicionadas em recipiente adequado, mantidas a 
temperatura ambiente para o transporte até o local de análise. A partir destas amostras foram isoladas 
28 linhagens de E. coli. As linhagens foram identificadas fisiologicamente em meio seletivo - Ágar 
Eosina Azul de Metileno e ágar TSI.  

A avaliação da susceptibilidade aos biocidas foi realizada utilizando a técnica de disco-difusão 
(CLSI, 2019), com modificações (Figura 1). Foram testados biocidas comumente utilizados em hospitais 
e de rotina doméstica da população: hipoclorito de sódio a 2%, digliconato de clorexidina a 2%, 
iodopovidona a 10% e peróxido de hidrogênio 3%. 

Os inóculos foram ajustados para o padrão de 0,5 da MacFarland. As suspensões bacterianas foram 
semeadas em placas contendo meio ágar Mueller Hinton. Discos de papel filtro estéreis (6 mm) foram 
adicionados e inoculados com 5 μL dos biocidas. As placas foram incubadas a 35º C por cerca de 24 
horas em estufa. Após a incubação, foram realizadas medições dos halos de inibição do crescimento 
ao redor dos discos de papel filtro. A linhagem de controle, E. coli ATCC 25922, foi submetida às 
mesmas condições experimentais para comparação.  

 
Figura 1 – Imagem ilustrativa da avaliação do perfil de susceptibilidade aos biocidas de Escherichia coli 

isoladas de amostras de hortaliças. A) Método de difusão em disco. B) Imagem ilustrativa de uma placa teste 
mostrando a inibição do crescimento microbiano pelo biocida. 

 

A)  

 

B) 

 
IO = iodopolividona; HIP = hipoclorito de sódio; CLO = diglicolato de clorexidina; PER = peróxido de 

hidrogênio  
Fonte: Autor 

 
 

Resultados 
 

Foram isoladas 28 linhagens de E. coli a partir de amostras de hortaliças folhosas. A Figura 1 ilustra 
o perfil de susceptibilidade dessas linhagens bacterianas aos principais biocidas utilizados na rotina 
hospitalar e doméstica. 

A literatura atual não há critérios padronizados para classificar as bactérias quanto à resistência e 
susceptibilidade a biocidas. Deste modo, a cepa controle (E. coli ATCC 25922) foi utilizado como 
referência comparativa. Essa cepa apresentou halos de inibição de 15 mm para o digliconato de 
clorexidina, 12 mm para o hipoclorito de sódio, e 8 mm para a iodopovidona e peróxido de hidrogênio. 

Os dados indicam que o peróxido de hidrogênio e a iodopovidona foram os biocidas menos eficazes 
na inibição do crescimento microbiano, ambos gerando halos de inibição inferiores a 9 mm. Em 
contrapartida, a maior susceptibilidade foi observada para o digliconato de clorexidina, seguido pelo 
hipoclorito de sódio (variação de 9 a 16 mm), destacando uma superior eficácia desses compostos no 
processo de desinfecção.  
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Considerando o tamanho do disco de papel de 6mm 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. Assim, 25% das linhagens testadas não 
apresentaram halos de inibição frente ao peróxido de hidrogênio e 10,71% frente ao iodopovidona, 
sugerindo resistência a estes biocidas. 
 

 
Figura 1 - Avaliação da susceptibilidade aos biocidas das linhagens de Escherichia coli isoladas de hortaliças 

folhosas. 

 
Fonte: Autor 

 
 
 

Discussão 
 

O uso de biocidas é amplamente difundido devido ao seu poder de eliminação ou controle do 
crescimento de microrganismos na pele, objetos ou em superfícies. A eficácia de antissépticos e 
desinfetantes pode variar conforme o tipo de microrganismo investigado (Jones;Joshi, 2021). A 
utilização inadequada desses compostos pode exercer pressão seletiva sobre as bactérias, resultando 
em resistência, e, de forma ainda mais significativa, promover o desenvolvimento de resistência 
cruzada com antimicrobianos, embora as evidências sobre esse fenômeno ainda sejam incertas 
(Pereira; Wang; Tagkopoulos, 2021). 

  O peróxido de hidrogênio atua induzindo a produção do radical livre hidroxila, o que promove a 
peroxidação lipídica das membranas celulares, além de causar lise do DNA e de outros componentes 
celulares essenciais. Em alguns casos, a catalase produzida por microrganismos pode proteger o 
patógeno, convertendo o peróxido de hidrogênio em água e oxigênio molecular. A eficácia desse 
biocida também depende da concentração utilizada, sendo tipicamente mais eficaz contra bactérias 
Gram-positivas (Výrostková et al., 2020). Isso é relevante ao comparar a menor eficiência do peróxido 
contra microrganismos Gram-negativos, como evidenciado pela porcentagem das linhagens com 
ausência de halo de inibição. 

O iodopolvidona, amplamente conhecido por seu amplo espectro antimicrobiano, tem demonstrado 
eficácia contra tanto bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas (Lepelletier et al., 2020). No 
entanto, em nosso estudo, observou-se que 10,71% das linhagens testadas apresentaram resistência 
frente à iodopovidona, indicando a presença de variantes bacterianas capazes de tolerar esse biocida. 
Essa resistência pode refletir um mecanismo de adaptação microbiana ao uso frequente do iodo em 
desinfecção, levantando preocupações sobre a potencial diminuição de sua eficácia em longo prazo. 
Embora a maioria dos isolados tenha mostrado susceptibilidade ao iodo, a existência de resistência em 
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uma fração significativa das linhagens testadas destaca a necessidade de monitoramento contínuo e 
avaliação crítica do uso de iodopovidona como desinfetante, especialmente em contextos onde a 
eliminação completa de patógenos é essencial (Barreto et al., 2020). 

A clorexidina demonstrou alta eficácia antimicrobiana, evidenciada pela ausência de linhagens sem 
halo de inibição, em contraste com os demais biocidas testados. Ainda, cerca de 57% (16) dos isolados 
apresentaram halos de inibição superiores aos observados para a cepa controle E. coli ATCC 25922, 
indicando uma susceptibilidade considerável a esse biocida. Esses resultados sugerem que a 
clorexidina continua sendo uma opção eficaz para a desinfecção, particularmente devido à sua ação 
abrangente contra bactérias Gram-negativas. A ausência de resistência entre as linhagens testadas 
reforça a importância de seu uso em contextos onde a eliminação eficiente de microrganismos é crítica, 
destacando sua superioridade em comparação com outros biocidas, como iodopovidona e peróxido de 
hidrogênio. 

O hipoclorito de sódio demonstrou eficácia notável como biocida, com todas as linhagens testadas 
apresentando halos de inibição, sem nenhuma evidência de resistência completa. Além disso, 42,85% 
dos isolados exibiram halos de inibição maiores do que os observados para a cepa controle E. coli 
ATCC 25922, sugerindo uma elevada susceptibilidade ao hipoclorito. O hipoclorito de sódio atua como 
um agente oxidante potente, cuja eficácia deriva da liberação de ácido hipocloroso (HOCl) em solução 
aquosa. Este composto é altamente reativo e capaz de penetrar nas membranas celulares dos 
microrganismos, promovendo a oxidação de lipídios, proteínas e ácidos nucleicos (Souza; Daniel, 
2005). A aplicação do hipoclorito de sódio na sanitização de verduras é de grande relevância no 
contexto da segurança alimentar. Além disso, o hipoclorito é um saneante acessível e economicamente 
viável (Cavalcante; De Assis, 2020). 

A redução na suscetibilidade a biocidas e a persistência de bactérias patogênicas em superfícies, 
podem contribuir para a co-seleção silenciosa de antimicrobianos e representar um problema de saúde 
global. A exposição a biocidas e a outros antimicrobiano podem induzir adaptações bacterianas 
aumentando sua resistência, especialmente em patógenos transmitidos por alimentos (Ghanem; 
Haddadin, 2018). 
 
Conclusão 
 

Os resultados deste estudo indicam uma variabilidade na suscetibilidade das linhagens de E. coli 
isoladas de hortaliças folhosas frente a diferentes biocidas. Foi observado uma suscetibilidade reduzida 
ao peróxido de hidrogênio e à iodopovidona, enquanto a clorexidina e o hipoclorito de sódio mostraram-
se mais eficazes em promover a inibição do crescimento microbiano. Estes achados ressaltam a 
importância de uma escolha criteriosa de biocidas para a sanitização de hortaliças, visando minimizar 
os riscos de contaminação microbiológica. Estes resultados sugerem a necessidade de estudos 
adicionais para investigar o impacto do uso prolongado desses biocidas no controle de patógenos em 
alimentos. 
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