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RESUMO

Compostos clorados são amplamente utilizados na 
indústria de alimentos com a finalidade de eliminar 
microrganismos patogênicos e reduzir os alterado-
res até níveis considerados seguros. Dentre eles, se 
encontra o dióxido de cloro que possui a vantagem 
de reagir menos com a matéria orgânica. O presente 
estudo objetivou avaliar a ação antagônica do dió-
xido de cloro frente a patógenos. O teste de difusão 
em placa foi realizado com os quatro principais mi-
crorganismos que podem causar doenças de origem 
alimentar: Salmonella ssp, Escherichia coli, Listeria 
monocytogenes e Staphylococcus aureus e foram 
utilizadas quatro concentrações do dióxido de cloro 
(50; 100; 150 e 200 ppm). A concentração de 50 ppm 
não inibiu os patógenos avaliados. Com o aumento 
da concentração observou-se que o halo de inibição 
frente aos patógenos estudados também aumentou, 
indicando eficiência desse sanitizante.
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ABSTRACT

Chlorinated compounds are widely used in the food industry with the purpose of eliminating pathoge-
nic microorganisms and reducing alterants to levels considered safe. Among them is chlorine dioxide, 
which has the advantage of reacting less with organic matter. The present study aimed to evaluate 
the antagonistic action of chlorine dioxide against pathogens. The plate diffusion test was carried out 
with the four main microorganisms that can cause foodborne illnesses: Salmonella ssp, Escherichia 
coli, Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus and four concentrations of chlorine dioxide 
were used (50; 100; 150 and 200 ppm). The concentration of 50 ppm did not inhibit the pathogens stu-
died. With the increase in concentration, it was observed that the inhibition halo against the studied 
pathogens also increased, indicating the efficiency of this sanitizer.
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RESUMEN

Los compuestos clorados son ampliamente utilizados en la industria alimentaria con el propósito de 
eliminar microorganismos patógenos y reducir los alterantes a niveles considerados seguros. Entre 
ellos se encuentra el dióxido de cloro, que tiene la ventaja de reaccionar menos con la materia orgá-
nica. El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la acción antagonista del dióxido de cloro contra 
patógenos. La prueba de difusión en placa se realizó con los cuatro principales microorganismos que 
pueden causar enfermedades transmitidas por alimentos: Salmonella ssp, Escherichia coli, Listeria 
monocytogenes y Staphylococcus aureus y se utilizaron cuatro concentraciones de dióxido de cloro 
(50; 100; 150 y 200 ppm). La concentración de 50 ppm no inhibió los patógenos estudiados. Con el 
aumento de la concentración se observó que también aumentó el halo de inhibición contra los pató-
genos estudiados, lo que indica la eficiencia de este sanitizante.
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1 INTRODUÇÂO

A elaboração de produtos alimentícios com padrões de higiene satisfatórios é essencial tanto para 
a indústria que precisa comercializar seu produto, quanto para o consumidor que o adquire, podendo 
em caso de falhas gerar alimentos responsáveis pela ocorrência de surtos de doenças de origem ali-
mentar. A aplicação regular de procedimentos de higienização é necessária para evitar instalação de 
microrganismos patogênicos e deteriorantes em equipamentos e utensílios (Carvalho et al., 2019).

O cloro é o sanitizante mais utilizado para reduzir a veiculação de doenças hídricas e patógenos con-
taminantes dos alimentos porque é efetivo contra uma variedade de microrganismos (Schmidt, 1997). 

Dentre os compostos clorados utilizados para impedir a proliferação de microrganismos o dióxido de cloro 
apresenta excelentes resultados quando comparado a outros agentes sanitizantes (Ferreira et al., 2019). 

O dióxido de cloro desempenha um papel significativo nos ambientes industriais como sanitizante 
devido à sua ampla propriedade antimicrobiana, sendo muito utilizado em ambientes de preparação 
de alimentos.  A desnaturação de proteínas é o principal mecanismo do dióxido de cloro para ina-
tivar microrganismos, mesmo em baixas concentrações. As reações adversas não são amplamente 
relatadas devido ao uso típico em baixa concentração. A eficácia do dióxido de cloro contra vários 
microrganismos, tanto na forma líquida como gasosa, numa vasta gama de pH e numa concentração 
extremamente baixa, confirmou o dióxido de cloro como um sanitizante versátil (Yee et al., 2020).

O sistema de controle de qualidade microbiológico para a avaliação dos sanificantes consiste no 
reconhecimento do perfil de sensibilidade microbiana. A atividade dos sanitizantes é avaliada a par-
tir do crescimento de halos de inibição em milímetros por meio da técnica de difusão em ágar com 
a finalidade de ampliar os conhecimentos a respeito da necessidade de um sistema de controle de 
qualidade microbiológico (Rodrigues et al., 2021).

Os testes feitos em metodologia de difusão de placa, também chamados de antibiogramas, são fer-
ramentas importantes para a gestão antimicrobiana, pois, podem ser usados para avaliar tendências na 
sensibilidade e resistência antimicrobiana, maximizando o sucesso do tratamento (Lorenz et al., 2023).

 Diante do exposto, o presente estudo pretende avaliar a ação antagônica do dióxido de cloro 
frente a patógenos.

2 METODOLOGIA

A análise microbiológica do presente estudo foi realizada no laboratório de microbiologia, no De-
partamento de Ciência e Tecnologia de Alimentos do Instituto Federal de Educação, Ciência e Tecno-
logia do IF Sudeste de Minas Gerais, Campus Rio Pomba. 

Para realização do estudo da atividade antibacteriana do sanitizante, todas as cepas se mantive-
ram em meio BHI semi-sólido a uma temperatura de 8°C. As cepas foram mantidas sob refrigeração e 
repiques foram feitos a partir das culturas primárias.
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Os microrganismos ativos utilizados no teste, foram Escherichia coli ATCC 8739, Salmonella Ente-
ritidis ATCC 13076, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Listeria Monocytogenes ATCC 19111, que, 
segundo Vidal; Netto (2018) são os mais comuns contaminantes em alimentos. 

As cepas que estavam em meio BHI semi-sólido a uma temperatura de 8°C, foram ativadas em tu-
bos contendo 5 mL de BHI semi-sólido com posterior incubação a 37°C por 24 horas. Após, uma alça 
do meio contendo o microrganismo foi transferida para tubos contendo 10 mL de BHI na forma líquida 
e os tubos incubados a 37°C por 24 horas, por duas vezes consecutivas segundo a técnica utilizada 
nos estudos de Mustafa et al. (2020). 

Uma solução salina a 0,85% foi preparada para padronizar a turbidez, utilizando um inóculo bac-
teriano de aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL padronizado de acordo com a turbidez do tubo 0,5 da 
escala de McFarlan (Medeiros et al., 2019).

Para a garantia da padronização do inóculo bacteriano, além da utilização da escala de McFar-
land, as suspensões bacterianas também foram testadas no espectrofotômetro ELISA (Bio-Rad, iMa-
rk) com o comprimento de onda de 595 nm, no qual foram utilizadas diferentes concentrações do 
inóculo conforme metodologia proposta por Alexandre et al. (2023).  

O inóculo foi espalhado uniformemente sobre toda a superfície da placa em três direções, sendo 
o estudo feito em duplicata (CLSI, 2017).

Placas de Petri esterilizadas foram cobertas por 15-20 mL do meio de cultura ágar Muller Hinton. 
Este meio foi utilizado por ser recomendado pela Organização Mundial da Saúde (OMS) pelo seu alto 
padrão de determinação de bactéria. O swab de algodão estéril foi mergulhado na suspensão de inó-
culo e o excesso de fluido removido girando o swab contra o interior do tubo para evitar a inoculação 
excessiva das placas.O inóculo foi espalhado uniformemente sobre toda a superfície da placa em três 
direções, sendo o estudo feito em duplicata (CLSI, 2017).

A aplicação das concentrações dos sanitizantes impregnados nos discos de papel de filtro foram 
realizadas conforme Silva et al. (2019). As placas de Petri de 150 mm foram divididas em quatro qua-
drantes para estabelecer o lugar a serem colocados os discos embebidos com as diferentes concen-
trações do dióxido de cloro (50; 100; 150 e 200 mg.L-1).

As placas contendo o microrganismo e a solução sanitizante foram incubadas em estufa entre 
35.5 ºC e 36.5 ºC por 24 horas para verificar a sensibilidade bacteriana em diferentes sanitizantes 
conforme realizado por Veloso et al. (2020). 

Os discos de papel de filtro (205 μm de espessura) com 6 mm de diâmetro foram esterilizados, 
e impregnados com cada amostra das diferentes concentrações do sanitizante, conforme a meto-
dologia proposta por Silva et al. (2019). As placas de Petri contendo os inóculos bacterianos foram 
divididas em quatro quadrantes para estabelecer o lugar a serem colocados os discos embebidos com 
as diferentes concentrações do sanitizante.

A capacidade de inibir o crescimento bacteriano e a atividade antagonista foi verificada por meio 
da formação de halos ao redor dos discos, sendo os diâmetros dos halos medidos com auxílio de um 
paquímetro. O comprimento da zona de inibição formada foi medido em milímetros e os dados obtidos 
analisados descritivamente e apresentados em gráficos nos resultados (Achmad et al., 2020).
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2.1 Delineamento experimental

Trata-se de um estudo montado em delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial, 
tendo em vista que: 1. Os experimentos em placas de petri apresentam baixa variação ambiental, o 
que dispensa o controle local e leva ao delineamento inteiramente casualizado; 2. Como foram ava-
liados diferentes níveis de dois fatores distintos (quatro microrganismos e quatro concentrações de 
dióxido de cloro), o mais adequado é a utilização do esquema fatorial. 

A análise, considerando estas características, deve ser sempre feita considerando inicialmente se 
os fatores interagem ou não entre si. Para este caso não houve interação entre os fatores, o que leva a 
avaliação dos fatores de forma independente, ou seja, sem que sejam considerados os níveis do outro 
fator. Assim, os resultados foram apresentados em dois gráficos independentes, um considerando ape-
nas a comparação do crescimento entre as espécies bacterianas em resposta à presença de dióxido de 
carbono (independente da concentração de dióxido de carbono) e outro considerando apenas o efeito 
das concentrações de dióxido de carbono no crescimento bacteriano (independente da espécie).

Após a análise de variância para o fator de forma independente, foi utilizado para a comparação 
das médias das bactérias o teste Scott-Knott à 5% de probabilidade. Já para o fator concentração de 
dióxido de carbono foi utilizada a análise de variância da regressão, onde foram verificadas a signifi-
cância do modelo matemático e dos coeficientes da regressão pelo teste F.

Foi utilizado o software R para realização das análises. Neste programa, foi utilizado o pacote 
ExpDes.pt (Ferreira et al., 2011), que possui os procedimentos analíticos validados e disponibilizados 
pelo R Core Team (2021).

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Não foi observada interação entre os fatores determinados, que foram avaliados individualmente. 
Para o fator microrganismos não foram observadas diferenças entre os tratamentos (Figura 1). Para 
o fator concentração, a análise de variância indicou a diferença entre os tratamentos (Figura 2) e o 
coeficiente de variação para o experimento foi de 43%. 

A análise de variância da regressão indicou que o modelo linear apresentou ajustamento sig-
nificativo à 5% de probabilidade pelo teste F. Para este fator foi ajustada a equação y = 0,0079x 
– 0,355, onde os coeficientes da regressão também foram considerados significativos à 5% de 
probabilidade (Figura 2).
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Figura 1 – Diâmetro médio do halo de inibição após tratamento para os diferentes microrganismos ava-
liados. Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste Tukey à 5% de probabilidade

Fonte: Dados da pesquisa

Figura 2 – Diâmetro médio do halo de inibição após tratamento com doses crescentes de antimi-
crobiano. O modelo matemático e os coeficientes da regressão foram significativos nas análises de 
variância da regressão à 5% de probabilidade pelo teste F

Fonte: Dados da pesquisa

A concentração de 50 mg.L-1 não apresentou inibição frente aos patógenos estudados. Observa-se 
que quanto maior a concentração do sanificante, maior o halo de inibição frente aos patógenos. 

Em cada concentração do dióxido de cloro avaliado (Figura 2), todos os microrganismos estuda-
dos foram igualmente inibidos. Resultados compatíveis ao presente estudo foram encontrados por 
Kocharunchitt et al. (2020), que ao avaliarem uma concentração de 15 mg.L-1 de dióxido de cloro 
utilizado na água de resfriamento de carcaças bovinas verificaram que o sanitizante foi igualmente 
eficaz na redução de Escherichia coli e Salmonella spp. 
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À medida que aumentou a concentração de dióxido de cloro, o diâmetro do halo de inibição também 
teve aumento (Figura 2). Portanto, comparando as concentrações estudadas (50, 100, 150 e 200 mg.L-1), a 
concentração de 200 mg.L-1 foi a que apresentou maior diâmetro do halo de inibição frente aos patógenos.

Estudos mostram que diferentes concentrações de dióxido de cloro são efetivas frente a patógenos (An-
fruns-Estrada et al., 2019; Kocharunchitt et al., 2020; Rossi et al., 2020; Byun et al., 2021; Jefri et al., 2022;).

Estudos de Byun et al. (2021) mostraram que a concentração de 100 mg.L-1 de ClO
2
 reduziu Sal-

monella em 6,55 log UFC/cm2 nas superfícies de aço inoxidável, 6,68 log UFC/cm2 nas superfícies 
de borracha de silicone e 6,60 log UFC/cm2 em plástico, indicando a eficiência do sanitizante na 
concentração estudada.

Rossi et al. (2020) afirmaram que a adição de 30 mg.L-1 de dióxido de cloro inibiu totalmente Sal-
monella typhimurium na temperatura de 4 ºC na água para resfriamento de frangos (água de Chiller).

Estudos laboratoriais dos autores Yee et al. (2020), também corroboram com os dados da pesquisa 
mostrando que as contagens de micorganismos naturais ou inoculados, incluindo bactérias, leveduras 
e fungos, podem ser reduzidas eficazmente na faixa de 1-5 log usando 3 a 100 mg.L-1 de solução de ClO

2. 
 

Resultados satisfatórios para redução bacteriana de microrganismos em diferentes superfícies 
incluem 100% de inativação de bactérias em 6 log após exposição durante 12 horas a 20 mg.L-1 de 
dióxido de cloro (Bento et al., 2023).

Anfruns-Estrada et al. (2019) reportaram que a única razão possível para usar diferentes con-
centrações de dióxido de cloro pode ser baseada nas diretrizes sobre os diversos microrganismos 
testados. Como resultado, a maioria dos estudos que testaram a eficácia do dióxido de cloro con-
tra vírus usou uma concentração maior em comparação com a concentração usada para bactérias e 
fungos. Para bactérias e fungos, mesmo a menor concentração possível de dióxido de cloro produz 
efeito. Como resultado, mesmo a concentração mais baixa usada mostra um certo nível de seu efeito, 
e a concentração mais alta fornece uma remoção completa de microrganismos.

Embora o dióxido de cloro seja um antimicrobiano mais expansivo para ser utilizado na pre-
servação de alimentos, seu uso é uma alternativa interessante, devido à sua menor reação com 
matéria orgânica e, conseqüentemente, produzir menos substâncias tóxicas nos alimentos após 
seu uso (Contini et al., 2018).

5 CONCLUSÃO

Um dos principais sanitizantes proposto a ser utilizados como alternativa ao cloro nos diversos 
segmentos industriais é o dióxido de cloro. Apresenta propriedades como um oxidante altamente 
eficaz; segurança na aplicação; não confere odor e sabor característicos do cloro na água e não reage 
com a matéria orgânica.

De acordo com os resultados o dióxido de cloro mostrou-se efetivo para reduzir microrganismos 
patogênicos. Estudo com o teste de difusão em placa, mostrou que concentrações a partir de 100 ppm 
de dióxido de cloro inibem patógenos que podem ser encontrados na indústria de leite e derivados.
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Novos estudos podem ser realizados a fim de verificar microrganismos aderidos na superfície e a 
ação antimicrobiana do dióxido de cloro, variando tempo de exposição do sanificante, tempo e tem-
peratura de contato e tipo de superfície.
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