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RESUMO 
A contaminação por microrganismos patogênicos pode estar relacionada com o contato com 
superfícies inanimadas como vasos sanitários. Diante dessa realidade, o presente estudo teve 
como objetivo avaliar a atividade bactericida de cinco desinfetantes comerciais (o-benzil p-
clorofenol 0,9%, quaternário de amônio - 0,45%; 0,30%; 0,28% e 0,25%), contra bactérias isoladas 
de vasos sanitários públicos. As amostras foram coletadas por meio de Swabs e coradas pela 
coloração de Gram. Das amostras isoladas, E. coli, Proteus e Staphylococcus sp. foram escolhidas 
para os demais testes. Foram realizados testes de esterilidade dos desinfetantes utilizando os 
meios MacConkey e Muller-Hinton a fim de evitar resultados falso positivos. Os resultados 
mostraram que o princípio ativo a o-benzil p-clorofenol 0,9% obteve eficácia contra os três 
microrganismos, ao passo que o princípio ativo de quaternário de amônia, em diferentes 
concentrações foi eficaz contra algumas bactérias, com eficácia reduzida durante o período de 21 
dias. 
Palavras-chave: atividade bactericida, desinfecção, desinfetantes, princípio ativo, vasos sanitários. 

 
 

EVALUATION OF BACTERICIDAL ACTIVITY OF COMMERCIAL DISINFECTANTS ON BACTERIAL 
SAMPLES ISOLATED FROM PUBLIC TOILETS.  

 
 

ABSTRACT 
The contamination by pathogenic microorganisms can be related to contact with inanimate 
surfaces such as toilets. Given this reality, the present study aimed to evaluate the activity of 
commercial disinfectants 5 (the benzyl-p-chlorophenol 0.9% and ammonium quaternary - 0.45%, 
0.30%, 0.28%, 0.25%), against bacteria isolated from public toilets. The samples were collected 
with Swabs, and stained by Gram staining. Among the isolated samples Escherichia coli, Proteus 
and Staphylococcus sp were chosen to next tests. The sterility tests of disinfectants were 
performed on culture media MacConkey and Mueller-Hinton, avoiding false-positive results. The 
results showed that the active principle benzyl-p-chlorophenol obtained 0.9% efficacy against 3 
microorganisms, while the active principle quaternary ammonia in different concentrations was 
effective against some bacteria, but with decrease of activity throughout the 21 day period. 
Keywords: bactericidal activity, disinfection, disinfectant, active principle, toilet. 
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INTRODUÇÃO 

As bactérias fazem parte da 

microbiota normal do ser humano, 

colonizando principalmente pele, trato 

gastrointestinal, orofaringe e vagina1. Em sua 

grande maioria, não provocam doenças ao 

hospedeiro, mas podem desenvolver 

comportamento patogênico a medida que o 

ambiente se torna favorável a sua 

disseminação2. Cerca de 20% dos 

constituintes de fezes humanas são bactérias, 

as mesmas são depositadas em vasos 

sanitários que, consequentemente, se 

tornam reservatórios desses microrganismos 

potencialmente patogênicos1. 

A ação bactericida dos desinfetantes 

mais comumente utilizados para higienização 

de vasos sanitários está relacionada com 

princípios ativos compostos de quaternário 

de amônio (QACs) e derivados fenólicos (o-

benzil p-clorofenol). Esses princípios são 

capazes de inativar enzimas responsáveis por 

processos metabólicos de produção de 

energia, desnaturar proteínas celulares 

essenciais e romper a membrana celular das 

bactérias3-5. 

Considerados desinfetantes de baixa 

toxicidade e classificados de atividade de 

baixo nível, os QACs são efetivos contra 

bactérias Gram-positivas e apresentam 

menor atividade frente às bactérias Gram 

negativas. Não apresentam ação letal para 

esporos bacterianos, e para micobactérias, 

sendo P. aeruginosa, Escherichia coli e 

Salmonella typhimurium resistentes à sua 

ação6,7. 

A ação bactericida dos compostos 

fenólicos depende da concentração em que o 

agente está presente em soluções8. Em 

concentrações ideais, os fenóis são 

considerados bactericidas e fungicidas de 

baixo custo sem possuir alta toxicidade9. Os 

compostos fenólicos apresentam alta 

capacidade de inibir o crescimento de cocos 

gram positivos como Staphylococcus aureus e 

bacilos gram negativos como Escherichia 

coli5,10, apresentando eficácia contraditória 

para diferentes espécies de fungos e vírus 

5,11-13. 

O sucesso da desinfecção, processo 

de diminuição/eliminação de microrganismos 

em superfícies abióticas, não depende 

somente do desinfetante de escolha, mas sim 

da concentração do princípio ativo, modo de 

uso, tempo de ação, sobre quais 

microrganismos atua e a natureza do 

material a ser desinfetado3. 

O presente estudo teve como objetivo 

identificar as principais bactérias presentes 

em vasos sanitários públicos do município de 

Mirante do Paranapanema e avaliar a 

atividade antibacteriana dos principais 

desinfetantes comerciais de escolha. 

 

 

 



44 

Colloq Vitae 2014 set-dez; 6(3):42-52.  DOI: 10.5747/cv.2014.v06.n3.v110 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Amostras microbiológicas 

As amostras microbiológicas foram 

coletadas de banheiros públicos, localizados 

na Praça Francisco Farias na cidade de 

Mirante do Paranapanema – SP, onde há 

grande fluxo de usuários, durante o mês de 

outubro de 2013. A coleta foi realizada 

durante 5 dias, em dois períodos 10:00 e 

16:00 horas, das paredes dos vasos sanitários 

com um auxílio de um Swab estéril, evitando 

contato com a água, e encaminhadas 

imediatamente para o laboratório de 

Análises Clínicas Bioclínico para análise. 

O Swab da amostra coletada foi 

armazenado em tubo contendo meio BHI e 

incubado por 24 horas a 37°C, em seguida 

semeada em meio Ágar sangue e incubadas 

novamente por 24 horas a 37°C. Foi realizada 

análise macroscópica das colônias crescidas e 

coloração de Gram para categorização de 

características morfotintoriais das bactérias 

isoladas. 

 

Testes bioquímicos 

Após categorização, as colônias foram 

semeadas em placas de Petri contendo meio 

de cultura indicados e submetidas a testes 

bioquímicos clássicos. Ágar MacConckey e 

Ágar sangue para bacilos Gram negativos; 

Ágar Sal Manitol e Ágar Sangue para cocos 

Gram positivos, e incubados a temperatura 

de 37°C ± 1°C durante 24 horas.  

Para bacilos gram negativos foram 

realizados os testes da urease, por meio de 

inoculação superficial da colônia em tubo 

contendo Uréia de Christensen e incubado 

por 24 horas a 35°C, a coloração amarela do 

meio após incubação indicou presença de 

Escherichia coli, a mudança de coloração para 

vermelho indicou presença de Proteus; 

cultura em meio inclinado TSI (Tríplice Açúcar 

Ferro) para avaliar a fermentação da glicose, 

produção de gás e produção de H2S; prova da 

oxidase, realizada adicionando uma gota do 

composto tetrametil p-fenileno de amina em 

papel filtro apoiado em uma lamina e, em 

seguida, adicionada uma porção da colônia 

bacteriana com alça de platina. O 

desenvolvimento da cor púrpura no papel 

filtro em até 1 minuto indicou oxidase 

positiva; avaliação de degradação de citrato, 

realizada por semeadura em meio citrato de 

Simmons em tubo inclinado e incubado por 

24 horas a 35°C, a positividade foi verificada 

pela coloração azul do meio14. 

Para cocos Gram positivos foram 

realizados os testes da catalase, no qual foi 

utilizada uma gota de solução aquosa de 

peróxido de hidrogênio a 3-5% em lâmina 

microscópica e adicionado uma porção do 

crescimento bacteriano com alça de platina, 

a formação de bolhas indicou catalase 

positiva; DNAase por meio de cultura em 

meio Ágar DNAse (MBiolog Diagnósticos) e 

incubado a 35°C por 24 horas, a coloração 
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rósea ao redor das colônias indicou DNAse 

positiva; coagulase em tubo, na qual foi 

realizada em tubo de ensaio contendo 0,5ml 

de plasma incubado por 1 hora, 4 horas e 24 

horas a 35°C, a formação de coagulo 

observado após inclinação suave do tubo 

indicou coagulase positiva14. 

 

 

 

Seleção de desinfetantes comerciais 

Os desinfetantes foram adquiridos no 

supermercado da cidade de Mirante do 

Paranapanema – SP, selecionando marcas 

comumente encontradas no mercado 

nacional, com diferentes agentes 

bactericidas, dentro dos prazos de validade, e 

estocadas em local adequado conforme 

recomendações do fabricante, conforme 

Tabela 1. 

 

Tabela 1. Composição química dos desinfetantes avaliados. 

Produto Princípio ativo e concentração Data de 
Fabricação 

Data de 
validade 

Lote 

Desinfetante A 0,45% de Cloreto de Cocobenzil 
Aquil  Dimetil Amonio, Cloreto 

de Didecil Amônio 

14/05/2013 14/05/2015 13407 

Desinfetante B Cloreto de Benzalcônio – 0,28% 16/04/2013 16/04/2015 809 

Desinfetante C 0,9 % de o-benzil p-clorofenol 30/07/2013 30/02/2014 1033 

Desinfetante D Cloreto de alquil dimetil benzil 
amônio – 0,30% 

04/2013 04/2015 E03 13/108 

Desinfetante E Cloreto de didecil Dimetil 
Amônio/Cloreto de Aquil Amido 

Propil Dimetil Benzil Amônio 
(80% de pureza) 0,25% 

10/2012 10/2014 002/12 

 

 

Esterilidade dos desinfetantes analisados 

O teste de esterilidade foi realizado 

com objetivo de excluir as amostras que 

apresentassem qualquer tipo de 

microrganismos, para evitar resultados falso 

positivos. A alíquota de 1,0 mL de cada 

produto foi colocada em 4,0 mL de Tryptic 

Soy Broth (TSB). Os tubos foram incubados 

por 24 horas a 37°C e após, semeados em 

Tryptic Soy ágar (TSA) e Ágar MacConkey 

(MC). No primeiro dia da abertura dos frascos 

originais, foram realizados os testes de 

esterilidade dos produtos.  

 

Teste de atividade bactericida  

As amostras bacterianas isoladas dos 

vasos sanitários foram inoculadas em 3,0 mL 

de TSB (Difco) e incubadas a 37°C até 

atingirem o padrão de turbidez de 1,0 na 

Escala MacFarland (108 UFC/mL). Uma 
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alíquota de 0,2 mL dessa suspensão foi 

adicionada a 0,8 mL de soro fetal bovino 

utilizado, como matéria orgânica, sendo essa 

mistura adicionada a 4,0 mL dos 

desinfetantes de acordo com a diluição 

utilizada na higienização dos banheiros. Após 

a agitação manual durante um minuto os 

tubos foram deixados à temperatura 

ambiente durante 10 minutos, para ação do 

agente bactericida. Uma alíquota de 0,1 mL 

dessa mistura foi semeada na superfície de 

TSA com neutralizante tiossulfato de sódio 

0,6%. As placas foram incubadas durante 24-

48 horas a 37°C15. Logo após foram feitas as 

contagens das colônias. Como controle 

negativo foi realizado teste com solução 

salina 0,85% na ausência de material 

orgânico. O experimento foi realizado em 

triplicata. 

 

Teste do desinfetante 

Paralelo à avaliação da atividade 

bactericida, foi realizada a análise da eficácia 

dos princípios ativos dos desinfetantes, uma 

vez que a alteração na concentração do 

princípio ativo pode interferir na atividade 

bactericida. No início do experimento foi 

coletada uma amostra de 150 mL de cada 

produto desinfetante e armazenada em 

frasco estéril, lacrado, e envolto com papel 

refletor de luz e calor. Estes frascos foram 

armazenados ao abrigo da luz e calor, para 

comparação com as amostras que 

permaneceram em seus frascos originais 

passíveis de manipulação periódica. Para 

efeito de entendimento, essa amostra foi 

denominada amostra fechada, e a amostra 

que permaneceu em frasco original, amostra 

aberta. Nos sétimo, décimo quarto e 

vigésimo primeiro dias foram realizados os 

testes de atividade bactericida dos produtos, 

para analisar a estabilidade e a atividade 

bactericida das amostras. Todos os 

experimentos foram efetuados em ambiente 

asséptico, para evitar contaminação por 

outros tipos de microrganismos. 

 

RESULTADOS 

Amostras microbiológicas 

Após a realização das coletas, 

categorização e identificação, foram 

encontradas as bactérias Staphylococcus sp, 

Serratia, Proteus, Escherichia coli, Shigella, 

Enterobacter. Foram escolhidas Escherichia 

coli e Proteus como representantes de 

bactérias Gram negativas e Staphylococcus 

sp. como representante de bactérias Gram 

positivas. 

 

Esterilidade dos desinfetantes 

Constatou-se a presença de 

crescimento bacteriano em um dos produtos 

(desinfetante C), nos dois meios de cultura 

utilizados para o teste de esterilidade, 

conforme Tabela 2. 
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Tabela 2.  Esterilidade dos desinfetantes 

Desinfetante MacConkey Mueller-Hinton 

A Negativo Negativo 

B Negativo Negativo 

C Crescimento confluente Crescimento confluente 

D Negativo Negativo 

E Negativo Negativo 

 

 

Foi adquirido um novo desinfetante C, 

ocorreu a substituição do desinfetante C, e 

realizado novo teste de esterilização, cujo 

resultado foi negativo para ambos os meios 

de cultura utilizados. 

 

Teste de eficácia da atividade bactericida 

O teste de eficácia da atividade 

bactericida, foi aplicado frente às bactérias 

Staphylococcus sp, Proteus e Escherichia coli, 

sendo observada a ausência ou a presença de 

crescimento, após a incubação, através da 

turvação do meio de cultura. Todos os testes 

foram feitos em triplicatas, apresentando 

normalidade nos resultados. 

A eficácia bactericida frente aos 

microrganismos Staphylococcus sp, Proteus e 

Escherichia coli, nos 1°,7°,14° e 21° dias estão 

representadas na Tabela 3. 

 

Nos Desinfetantes A, B, D e E, foram 

testadas concentrações diferentes de um 

mesmo princípio ativo (quaternário de 

amônio). Na tabela 3 pode-se verificar que, 

durante o período de avaliação do 1º, 7º, 14º 

e 21º dias, a maior concentração desse 

princípio ativo 0,45% (desinfetante A), 

inativou os 3 microrganismos expostos.  

O desinfetante B, com 0,28% de 

quaternário de amônio, apresentou 

crescimento de quantidades de colônias de E. 

coli, não sendo eficaz contra esse 

microrganismo. Frente a Proteus o 

crescimento foi confluente a partir do 21º dia 

de exposição, o que sugere uma adaptação 

desse microrganismo. Houve um crescimento 

confluente de Staphylococcus sp. em todos 

os dias testados, sendo ineficaz contra o 

microrganismo.
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Tabela 3. Teste eficácia bactericida dos desinfetantes testados frente a Escherichia coli, Proteus e 

Staphylococcus sp. 

Microrganismo Tempo 
de 

contato 
(dias) 

Desinfetante 
A 

Desinfetante 
B 

Desinfetante 
C 

Desinfetante 
D 

Desinfetante 
E 

Escherichia coli 1º Negativo 04 colônias Negativo Negativo Crescimento 
confluente 

7º Negativo 04 colônias Negativo Negativo Crescimento 
confluente 

14º Negativo 03 colônias Negativo Negativo Crescimento 
confluente 

21º Negativo 06 colônias Negativo Negativo Crescimento 
confluente 

Proteus 1º Negativo Negativo Negativo 10 colônias Crescimento 
confluente 

7º Negativo Negativo Negativo 12 colônias Crescimento 
confluente 

14º Negativo Negativo Negativo 15 colônias Crescimento 
confluente 

21º Negativo Crescimento 
confluente 

Negativo Crescimento 
confluente 

Crescimento 
confluente 

Staphylococcus 
sp. 

1º Negativo Crescimento 
confluente 

Negativo Crescimento 
confluente 

Crescimento 
confluente 

7º Negativo Crescimento 
confluente 

Negativo Crescimento 
confluente 

Crescimento 
confluente 

14º Negativo Crescimento 
confluente 

Negativo Crescimento 
confluente 

Crescimento 
confluente 

21º Negativo Crescimento 
confluente 

Negativo Crescimento 
confluente 

Crescimento 
confluente 

 

 

O desinfetante D 0,30% obteve êxito 

para Escherichia coli em todos os dias 

testados. Contra Proteus a concentração foi 

ineficaz e o crescimento do microrganismo 

foi exponencial. Frente a Staphylococcus sp., 

a concentração não obteve sucesso na qual a 

bactéria apresentou um crescimento 

confluente. 

O desinfetante E 0,25%, com menor 

concentração de quaternário de amônio, não 

apresentou eficácia contra nenhum dos 

microrganismos testados. 

O desinfetante C, com princípio ativo 

0,9% de o-benzil p-clorofenol, foi eficaz 

contra todas as bactérias em todos os dias 

testados. 
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DISCUSSÕES 

A contaminação dos vasos sanitários 

nos locais públicos ocorre pela alta 

rotatividade de indivíduos que possibilita a 

deposição de diferentes microrganismos; por 

meio de condições favoráveis a sua 

sobrevivência; por adaptação de 

microrganismos resistentes a ação 

bactericida de desinfetantes e por 

características intrínsecas do próprio 

microrganismo. A lavagem e utilização 

correta de agentes bactericidas eficientes, 

com uso diário nos banheiros, pode exercer 

um importante papel na eliminação de 

microrganismos patogênicos16. 

As bactérias isoladas nesta pesquisa 

foram reportadas em estudos prévios, não se 

limitando a vasos sanitários. Medeiros17, 

analisou a contaminação em 50 torneiras de 

banheiros públicos, das quais 12 (24%) 

apresentaram coliformes termotolerantes 

(Escherichia coli). Em estudo sobre 

contaminação de escovas dentais, Ferreira18 

demonstrou que em 70% dos utensílios 

avaliados houve crescimento bacteriano. 

Identificados como Escherichia coli, presente 

na maior parte das amostras, Klebisiella 

pneumoniae, Streptococcus pyogenes e 

Staphylococcus coagulase positiva. 

A viabilidade das bactérias nas mais 

diferentes superfícies abióticas é explicada 

por pesquisadores, em análise experimental, 

como sendo influenciada por fluídos 

biológicos, como saliva e urina. Esses fluidos 

conferem condições favoráveis para a 

manutenção dos processos metabólicos das 

bactérias, viabilizando sua sobrevivência e 

facilitando sua disseminação19-21. Flores et 

al.22, demonstrou que a colonização de 

microrganismos em diferentes superfícies de 

banheiros públicos está diretamente 

relacionada a microbiota humana, 

principalmente pele, o que favorece a 

disseminação dessas bactérias por contato 

direto com a superfície colonizada. Mori23, 

aponta a formação de biofilme por bactérias 

isoladas de vasos sanitários e o tratamento 

que deve ser realizado para uma eficaz ação 

bactericida de desinfetantes. Após 5 horas de 

exposição, apenas 1 dos 3 desinfetantes 

testados foi capaz de inativar 90% das 

amostras testadas. Corroborando para o fato 

de que a formação de biofilme induz a 

resistência bacteriana a desinfecção, 

dificultando a descontaminação24. 

A partir dos resultados encontrados 

foi possível verificar que a ação bactericida 

de desinfetantes comerciais contra 

Escherichia coli, Proteus e Staphylococcus sp., 

podem ou não ser eficazes, dependendo da 

concentração do desinfetante utilizado, 

tempo de contato com o microrganismo, e 

manuseio diário por um certo período. 

Resultado que corrobora com a pesquisa de 

Braga3, na qual desinfetantes, tendo como 

princípios ativos compostos fenólicos e 
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quaternários de amônio, apresentaram 

variação na eficácia bactericida frente a 

amostras de S. aureus e E. coli a medida que 

a concentração, modo de uso e o tempo de 

ação eram alterados. Molina25 ainda, 

pesquisou a eficácia de desinfetantes 

Quaternário de amônio, Ácido paracético, 

Clorhexidina, Liodofor e Hipoclorito de sódio 

frente a polls de E. coli e S. aureus 

sobreviventes a higienização de 

equipamentos de matadouro-frigorífico. 

Todos os desinfetantes avaliados 

apresentaram capacidade para inativar as 

bactérias sobreviventes no matadouro 

frigorífico. Por outro lado, a simulação indica 

que a manipulação “in loco” dos fatores 

concentração, tempo de contato e matéria 

orgânica, entre outros, podem permitir a 

sobrevivência dos microrganismos no 

ambiente. 

A perda da eficácia bactericida, do 

princípio ativo quaternário de amônio dos 

desinfetantes B, D e E pode estar relacionada 

ao fato de que esse composto é volátil e de 

fácil degradação, tanto em meio orgânico 

como em contato com o ar atmosférico. 

Diferentemente do desinfetante C que possui 

o-benzil p-clorofenol 0,9%, o qual é um 

composto de baixa solubilidade em água, o 

que favorece a manutenção de sua 

concentração inicial26. Stone et al.26, 

apresentaram que mesmo utilizando 

princípios ativos diferentes não houve a 

completa eliminação dos microrganismos, e 

enfatizou que o processo de assepsia é 

importante para Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli e Proteus vulgaris, uma vez 

que são potencialmente patogênicos. 

Esses resultados precisam de estudos 

mais aprofundados para melhor avaliação 

das possíveis causas da perda da atividade 

bactericida, como por exemplo, teste de 

porcentagem da concentração do princípio 

ativo dos desinfetantes. A partir do presente 

estudo, foi possível observar que os 

princípios ativos Quaternário de amônio 

0,45%; 0,28%; 0,30% e 0,25% 

respectivamente, e o-benzil p-clorofenol 

0,9%, apresentam perfis e concentrações 

distintas. Ambos apresentaram resultados 

diferentes na eliminação de microrganismos, 

após abertura do frasco no 1°, 7°, 14° e 21° 

dias. A presente pesquisa demonstrou que há 

necessidade de investigar a eficiência 

bactericida dos desinfetantes disponíveis no 

mercado, a fim de garantir a proteção 

esperada pelo consumidor.  
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