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RESUMO 

 

Determinação da comunidade microbiana pelo método molecular T-RFLP em carnes 

refrigeradas embaladas a vácuo  

 
O estufamento de embalagens a vácuo de carnes refrigeradas, também conhecido como 

blown pack, é atribuído a bactérias psicrófilas e psicrotróficas, dentre as quais fazem parte 

algumas espécies de clostrídios, enterobactérias e bactérias lácticas. A capacidade desses 

microrganismos crescer em temperaturas de refrigeração adequadas torna um desafio o seu 

controle pela indústria. O Brasil é um dos grandes produtores de carne bovina no mundo e 

apesar da importância que a indústria de carne representa para o país, existem poucos estudos 

sobre as possíveis causas da deterioração do tipo blown pack. A importância deste trabalho 

fundamenta-se na escassez de pesquisas sobre esse problema que afeta a indústria de carne. O 

objetivo dessa pesquisa foi avaliar a presença dos principais microrganismos envolvidos na 

deterioração tipo blown pack, com ênfase em clostrídios, enterobactérias e bactérias láticas. 

Assim, o método Terminal- Restriction Fragment Length Polymorphism, disponível no 

laboratório de Biologia Molecular do CENA-USP, foi empregado por permitir um diagnóstico 

rápido e preciso para detecção de microrganismos. Foram analisadas 15 amostras de carne 

bovinas refrigeradas, embaladas a vácuo e estufadas, provenientes de frigoríficos dos estados 

de São Paulo, Mato Grosso do Sul e Goiás. Os cortes utilizados para as análises foram contra-

filé, músculo, alcatra, cupim, picanha e filé de costela. As amostras apresentavam 

características de deterioração tipo blown pack dentro da data de validade, com períodos 

armazenamento variando de 30 a 120 dias. Foram identificadas as espécies Clostridium 

algidicarnis, Clostridium gasigenes, Clostridium putrefaciens, Clostridium frigidicarnis, 

Lactobacillus sakei, Hafnia alvei e Serratia liquefaciens pela técnica T-RFLP, que se mostrou 

uma excelente ferramenta de identificação microbiana nas amostras de carne. Devido à alta 

prevalência de enterobactérias nas amostras de carnes detectadas pela técnica de T-RFLP, 

foram realizadas análises convencionais com isolamento e identificação de enterobactérias, a 

fim de confirmar a presença destes microrganismos viáveis e cultiváveis nas amostras. As 

espécies de enterobactérias cultivadas e identificadas foram H. alvei, Ser. liquefaciens, 

Citrobacter braakii, Pantoea sp e Yersinia enterocolitica, sendo esta última potencialmente 

patogênica e de interesse em saúde pública. Observou-se que a H. alvei foi a espécie 

predominante nas amostras avaliadas, tanto pela técnica de T-RFLP como pelas análises 

microbiológicas convencionais. Com o objetivo de complementar os resultados, foram 

realizadas análises convencionais de cultivo visando o isolamento de Clostridium 

estertheticum e Clostridium gasigenes nas amostras de carne. A técnica de PCR foi 

empregada com a finalidade de identificação dos isolados obtidos.  

 

 

Palavras-chave: Blown pack; T-RFLP; Clostrídios; Enterobactérias; Bactérias lácticas 
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ABSTRACT 

 

Determination of microbial community by molecular method T-RFLP in vacuum-

packed chilled meats 

 
The distension of the packaging of vacuum packed chilled meat, also know as blown 

pack, is assigned to psichrophilic and psychrotrophic bacteria, among which are part some 

clostridium, enterobacteria and lactic bacteria.The ability of these microorganisms to grow at 

refrigeration temperatures makes it an appropriate challenge its control by the industry. Brazil 

is a major producer of beef in the world and despite the importance of the beef industry 

represents for the country, there are few studies on the possible causes of deterioration of 

blown pack type. The importance of this work is based on the dearth of research on this 

problem that affects the meat industry. The aim of this study was to evaluate the presence of 

the main microorganisms involved in the deterioration blown pack type, with emphasis on 

clostridia, enterobacteria and lactic bacteria. Thus, the method-Terminal Restriction Fragment 

Length Polymorphism, available at Molecular biology laboratory of CENA-USP, was used to 

allow a rapid and accurate diagnosis for the detection of microorganisms. We analyzed 15 

samples of beef chilled, vacuum packed wich abundant gas production, refrigerators from the 

states of São Paulo, Mato Grosso do Sul and Goiás cuts used for the analysis were striploin,  

shin, rump, hump, cop of rump and cube roll. The samples showing signs of deterioration 

such blown pack within the shelf life, with storage periods ranging from 30 to 120 days. Were 

identified Clostridium algidicarnis, Clostridium gasigenes, Clostridium putrefaciens, 

Clostridium frigidicarnis, Lactobacillus sakei, Hafnia alvei and Serratia liquefaciens by T-

RFLP technique, which proved an excellent tool for microbial identification in meat samples. 

The high prevalence of enterobacteria in samples of meat detected by the technique of T-

RFLP analysis was performed with conventional isolation and identification of enterobacteria, 

in order to confirm the presence of viable and culturable microorganisms in the samples. The 

species of enterobacteria were identified and cultivated H. alvei, Ser. liquefaciens, Citrobacter 

braakii, Pantoea sp. and Yersinia enterocolitica, the latter being potentially pathogenic and 

interest in public health. It was observed that H. alvei was the predominant species in the 

samples evaluated by both the T-RFLP technique and by conventional microbiological tests. 

In order to complement the results were analyzed conventional cultivation and isolation of 

Clostridium estertheticum and Clostridium gasigenes in meat samples. The PCR technique 

was employed for the purpose of identification of isolates. 

 

 

Keywords: Blown pack, T-RFLP, Clostridia, Enterobacteria, Lactic bacteria 
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1  INTRODUÇÃO  

 

O Brasil ocupa hoje posição de destaque no mercado mundial de carnes, porém para 

permanecer nessa posição são necessários cuidados. A redução de vida útil decorrente de 

alterações fisiológicas, bioquímicas e microbiológicas dos produtos de origem animal tem 

sido responsável pela dificuldade de uma maior expansão neste segmento de mercado 

(BORGES; FREITAS, 2002). 

Com o objetivo de controlar contaminações por microrganismos na carne bovina, as 

indústrias investem em boas práticas de fabricação (BPF) e na manutenção de elevados 

padrões de higiene e refrigeração. Também utilizam embalagens que agem como barreira ao 

oxigênio e ao dióxido de carbono, além de exclusão de músculos com valores de pH 

superiores a 6,0,  o que permite que a carne possa ter uma vida  útil  de 10 semanas ou mais 

(SHERIDAN; SHERINGTON, 1982).  

Em 1989 foi observado um tipo de deterioração em carnes embaladas a vácuo, 

denominada de blown pack. O problema surgiu nos EUA (KALCHAYANAND et al., 1989) 

e, posteriormente, no Reino Unido (DAINTY et al., 1989), Nova Zelândia (1996) Irlanda 

(2000) e Brasil (BROMBERG et al., 2002, 2003; BUENO et al., 2008), causando perdas 

importantes para as indústrias de carnes.  

Inicialmente, espécies do gênero Clostridium, como C. estertheticum, C. gasigenes, C. 

algidicarnis, C. putrefaciens e C. frigidicarnis foram apontadas como causadoras desse tipo 

de deterioração (DAINTY  et al., 1989; BRODA et al., 1996; BRODA et al., 1999; BRODA 

et al., 2000 e  BRODA et al., 2002). Além dos clostrídios existem também outros grupos de 

bactérias que estão presentes na carne bovina embalada a vácuo, entre eles as enterobactérias 

e bactérias lácticas (YOST; NATTRESS, 2002; FELIPE, 2008).  

Com intuito de se obter resultados confiáveis e rápidos, a utilização das técnicas 

moleculares para detecção, identificação e caracterização de bactérias deteriorantes e 

patogênicas em alimentos se tornou uma alternativa aos métodos microbiológicos 

convencionais. De acordo com Marin et al. (2006) os métodos tradicionais de detecção de 

microrganismos em alimentos, embora confiáveis e eficientes, necessitam de vários dias ou 

até mesmo semanas para obtenção dos resultados. 

Avanços nos estudos de biologia molecular propiciaram o desenvolvimento e emprego 

de vários métodos moleculares (DESTRO, 1995), baseados principalmente na Reação em 

cadeia da polimerase (PCR), que permite a identificação de microrganismos em baixas 

populações em curto período de tempo (ELEY, 1993). Outro exemplo de metodologia 
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utilizada na identificação de microrganismos é o T-RFLP (Terminal- Restriction Fragment 

Length Polymorphism). 

T-RFLP utiliza métodos rápidos de extração de DNA de comunidades de 

microrganismos, amplificação do gene 16S RNA por PCR, digestão com enzimas de 

restrição, e detecção dos fragmentos de restrição terminal em sequenciador automatico para 

determinar os grupos de bactérias presentes nas amostras estudadas.  

A técnica de T-RFLP foi utilizada em estudos envolvendo a identificação de 

comunidades bacterianas em alimentos, pela caracterização de bactérias psicrotróficas em 

carne embalada com atmosfera modificada (NIEMINEM et al., 2011), além de identificação 

de comunidade microbiana em peixes comestíveis (TANAKA et al., 2010). Essa técnica é 

considerada uma poderosa ferramenta na análise de alterações da microbiota de maneira geral, 

sendo também uma alternativa para determinação da diversidade microbiana ambiental e de 

alimentos (TIEDJE et al., 1999). 

Além das técnicas moleculares, as análises microbiológicas convencionais trazem 

expressiva contribuição para a detecção de microrganismos presentes em alimentos. Um 

exemplo é o sistema API 20E, que é padronizado para a identificação de Enterobacteriaceae e 

outros bacilos Gram negativos de crescimento não fastidioso e baseia-seem testes bioquímicos 

convencionais.O sistema API 20E tem sido utilizado em diversos estudos, como ferramenta 

eficiente na identificação de microrganismos e de ampla aplicabilidade como instrumento 

diagnóstico (NUCERA et al., 2006; ZAMAN et al., 2010; BAI et al., 2010). 

Nesse contexto, os objetivos deste trabalho foram: 

- Detectar microrganismos psicrófilos e psicrotróficos tais como algumas espécies de 

clostrídios, enterobactérias e bactérias ácido-lácticas, em amostras carnes bovinas refrigeradas 

embaladas a vácuo com deterioração tipo blown pack pela técnica de T-RFLP. 

- Nas amostras com deterioração tipo blown pack, isolar e identificar espécies de 

enterobactérias, por análises microbiologias convencionais utilizando o sistema API 20E para 

identificação. 

- Pesquisar, por técnicas de cultivo convencional, a presença de C. estertheticum e C. 

gasigenes nas amostras de carne com deterioração tipo blown pack e utilizar, para a 

identificação dos isolados, a técnica de PCR. 
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2 DESENVOLVIMENTO 

 

2.1 Revisão bibliográfica 

 

2.1.1 Posição do Brasil no mercado mundial de carnes 

 

A carne bovina é uma commoditie heterogênea, pois é diferenciada por características 

que dependem da raça do animal, da tecnologia de produção, da idade de abate, do corte e de 

resfriamento ou congelamento, se for o caso. Esses aspectos são determinantes dos preços 

pagos pelo produto no mercado internacional, embora estes também sejam afetados por 

políticas de importação e exportação de cada país, incluindo padrões sanitários, 

regulamentos, tarifas, subsídios e acordos inter-governamentais (EKBOIR et al., 2002). 

O Brasil, com potencialidades naturais e com muito esforço empresarial, tem 

demonstrado ao mundo que é capaz de contribuir com a economia mundial e, principalmente, 

com o mercado de carnes, posicionando-se atualmente como o maior exportador (OLIVO, 

2008), conforme demonstra a Tabela 1. 
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          Tabela 1 – Exportações mundiais de carne bovina (mil toneladas equivalente carcaça) 

Países 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 

Brasil * 789 929 1.208 1.630 1.857 2.100 2.194 1.829 1.611 1.700 

Austrália 1.376 1.343 1.241 1.369 1.388 1.430 1.400 1.407 1.390 1.350 

Estados Unidos 1.029 1.110 1.142 209 316 519 650 856 785 837 

Índia 365 411 432 492 617 681 678 672 675 700 

Argentina 168 345 382 616 754 552 534 422 560 390 

Nova Zelandia 483 475 548 594 577 530 496 533 525 517 

Canadá 619 657 413 603 596 477 457 494 475 490 

Uruguai 145 225 282 354 417 460 385 361 310 360 

Paraguai 62 80 78 115 193 240 206 233 210 230 

Colombia 9 3 5 19 13 31 114 206 180 20 

Europa 610 580 438 363 253 218 140 203 160 160 

Nicaragua 37 44 49 58 59 68 83 89 90 95 

México 10 10 12 19 32 39 42 42 45 45 

China 53 37 36 52 76 85 81 58 33 25 

Costa Rica 16 13 17 16 20 16 17 21 25 25 

Ucrânia 98 185 207 11 80 21 50 24 17 17 

Outros Países 32 43 52 57 79 52 49 56 385 

 TOTAL 5.901 6.490 6.542 6.677 7.327 7.519 7.576 7.394 6.706 6.891 
             * Estimativa (AgraFNP) 

                  Fonte: Anualpec, 2010 

 

 

1
6
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Em 2010, verificou-se o abate de 7,587 milhões de cabeças de bovinos no 2º semestre, 

com alta de 7,2% em relação ao trimestre anterior e de 10 % na comparação com o mesmo 

período de 2009. O número de cabeças abatidas retornou ao patamar de 7,6 milhões de 

unidades, alcançado no período anterior à crise financeira internacional, como mostra a 

Figura 1 (IBGE, 2010). Para o ano de 2011 há uma estimativa de crescimento da produção da 

carne bovina entre 1,5% e 2% (FERRAZ, 2010).  

 

Figura 1 – Quantidade de bovinos abatidos no trimestre de e variação em relação ao mesmo   

                  trimestre do ano anterior – Brasil – 2007/2010 
                      Fonte: IBGE, Diretório de Pesquisas, Coordenação de Agropecuária, Pesquisa Trimestral do Abate    

                      de Animais, 2010 

 

 A variação de 10,0% frente ao mesmo período de 2009 resulta dos desempenhos das 

regiões Sul e Centro-Oeste, que cresceram respectivamente 26,1% e 12,9%. Mato Grosso, 

com alta de 145 mil cabeças abatidas, destaca-se entre as unidades da federação (IBGE, 

2010). 

 A carne produzida no Brasil é predominantemente de animais Bos taurus indicus 

(Nelore), pois estes apresentam melhor tolerância ao estresse térmico e são mais resistentes a 

parasitas quando comparado às raças européias (Bos taurus taurus), além de serem adaptados 

ao clima tropical (MAURO et al., 2008).   

O Brasil apresenta um importante mercado interno para consumo de alimentos, 

principalmente em relação à carne bovina. Além disso, a pecuária nacional obteve nas 

últimas décadas, taxas constantes de crescimento em termos de produção e exportação.   
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Segundo a Associação Brasileira das Indústrias Exportadoras de Carnes (Abiec), o setor 

trabalha com uma estimativa de crescimento entre 8% e 10% nas exportações de carne bovina 

no ano de 2011. 

Em 1980 o Brasil era um dos países que pouco exportava carne bovina devido a 

problemas sanitários como febre aftosa, cisticercose, brucelose e tuberculose (HUITT, 1981). 

A partir de 1996, o crescimento de exportação de carne bovina no Brasil começou a ser 

contínuo, aumentando o número de pedidos nos frigoríficos. O bom planejamento, expansão e 

controle sanitário do rebanho, puderam dar garantias aos importadores. O grande crescimento 

das exportações também se deu pelo fato de outros países concorrentes, apresentarem 

problemas, como doenças no rebanho, o que reduziu a participação desses países no mercado 

internacional (BRANDÃO et al., 2007).  

 

2.2 Deterioração da carne bovina refrigerada 

 

Um maior interesse científico ocorreu sobre a microbiologia da carne quando grandes 

quantidades de carne começaram a ser comercializadas para longas distâncias, principalmente 

quando houve expansão de supermercados (NYCHAS et al., 2008).  

A qualidade microbiológia da carne depende de fatores como condição fisiológica do 

animal na hora do abate, disseminação da contaminação durante o abate e processamento, 

temperatura e condições de armazenamento e distribuição (NYCHAS et al., 2008). Dessa 

forma, alguns microrganismos são originários do trato gastrointestinal assim como do 

ambiente que o animal teve contato pouco tempo antes ou durante o abate 

(KOUTSOUMANIS; SOFOS, 2004). 

A deterioração em carnes pode ser considerada como um fenômeno ecológico que 

abrange mudanças do substrato disponível para multiplicação bacteriana durante o 

armazenamento da carne (NYCHAS et al., 2008). Essas mudanças levam ao desenvolvimento 

odores desagradáveis e formação de limosidade, o que torna a carne um produto sem 

atrativos ao consumidor (ERCOLINI et al., 2006). 

As mudanças sensoriais podem variar de acordo com a associação microbiana presente 

na carne e com o armazenamento deste alimento. Essas alterações ocorrem pela utilização de 

nutrientes como açúcares e aminoácidos livres, por microrganismos, resultando em compostos 

voláteis (ERCOLINI et al., 2006). Cargas microbianas de 10
7
 UFC.cm

-2 
são normalmente 

associadas à ocorrência de odores  desagradáveis como “queijo” e “manteiga”, que podem 
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resultarem odores frutados e posteriormente pútridos, com o aumento da carga microbiana 

como 10
9 

UFC.cm
-2 

(DAINTY et al., 1985; JAY, 2000).  

Nesse sentido, existem algumas alternativas para prevenir a multiplicação de 

microorganismos aeróbios na carne como embalagem a vácuo, remoção do oxigênio e 

introdução de gás carbônico (JEREMIAH, 2001). A qualidade da carne pode ser melhor 

preservada  e sua vida útil prolongada com mudanças na atmosfera gasosa que a envolve.. 

Dois métodos comercialmente utilizados são a embalagem a vácuo e a embalagem com 

atmosfera modificada (HOOD; MEAD, 1993; NATTRESS; JEREMIAH, 2000). No entanto, 

a deterioração, pode ocorrer como consequência da multiplicação de microrganismos 

tolerantes às condições anaeróbicas. 

O método de conservação por atmosfera modificada utiliza misturas gasosas contendo 

variáveis concentrações de O2 e CO2, a fim de inibir diferentes bactérias deteriorantes. Além 

disso, este método é associado com o uso de baixas temperaturas durante o armazenamento, 

estendendo ainda mais a vida de prateleira das carnes (FABER, 1991). 

A microbiota presente na carne embalada a vácuo é selecionada de acordo com as 

condições ambientais expostas – temperatura, umidade relativa, pressão parcial de oxigênio e 

dióxido de carbono – sendo que microrganismos anaeróbios estritos e facultativos apresentam 

alto potencial de crescimento nessas condições. A competição entre a microbiota inerente ao 

produto atua favorecendo ou inibindo certas espécies de microrganismos (DYKES et al., 

2001).  

Inicialmente as bactérias mesófilas dominam a microbiota de carnes embaladas a vácuo. 

Porém, o armazenamento refrigerado favorece o crescimento de bactérias ácido lácticas 

nessas carnes. Além disso, pode haver um significante crescimento de bactérias 

psicrotolerantes como Brochothrix thermosphacta e Shewanella putrefaciens (DANTY; 

MACKEY, 1992; GILL, 2004) ou ainda a deterioração pode ser causada por Clostridium spp. 

(DANTY et al., 1989; KALCHAYANAND et al., 1989; BRODA et al., 2000). 

Bactérias deteriorantes como as do gênero Pseudomonas, têm seu crescimento inibido 

pela liberação de CO2 por microrganismos como bactérias lácticas. O resultado da 

deterioração por essas bactérias é caracterizado principalmente pelo odor azedo, ácido devido 

a metabolização da glicose em ácidos orgânicos (BORCH et al., 1996; NYCHAS;  

DROSINOS, 1999), como mostra a Tabela 2. Bactérias como Lactobacillus spp., 

principalmente Lactobacillus sakei, Lactobacillus curvatus, Leuconostoc gelidium, 

Leuconostoc carnosum e Leuconostoc mesenteroides são frequentemente encontrados nesses 

produtos (BORCH et al., 1996).  
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                Tabela 2 - Alterações nas carnes pela atividade bacteriana  

Microrganismos           Substrato utilizado               Produto final do metabolismo 

 
Aerobiose                         Anaerobiose       Aerobiose                      Anaerobiose          

Pseudomonas sp. Glucose
1
          Sulfetos 

 
Aminoácidos

2
           Ésteres 

 
Ác. láctico 3           Ácidos 

 
 

 
          Aminas 

Acinetobacter sp.  e Moraxella sp. Aminoácidos
1
          Ésteres 

 
Ác. láctico

2
          Nitrilas 

  
          Aminas 

Shewanella putrefaciens Glucose
1
                             Glucose

1
          Sulfetos voláteis             H2S 

 
Aminoácidos

2
                     Aminoácidos

2
                                                         

 

Ác. láctico
3
 

  

Brochothrix thermosphacta Glucose
1                                        

Glucose¹
                                           

          Ác. acético                      Ác. láctico 

 
Aminoácidos

2
                                   Acetona                          Ác. graxos voláteis 

  
         Ác. isovalérico 

  

         Ác. isobutírico  

 

Enterobacter sp. Glucose
1
                              Glucose

1
          Sulfetos                          H2S 

 
Glucose fosfato

2 
                 Glucose fosfato

2
          Aminas                           Aminas 

 
Aminoácidos

3
                      Aminoácidos                                                      

 

Ác. láctico                                                      

Lactobacillus sp.                                             Glucose
1
                                                Ác. láctico 

 
                                            Aminoácidos

2
                                                Ác. graxos voláteis      

                                              Ác. láctico
3
   

                   Observação: Os números indicam ordem preferencial de utilização dos substratos 

                   Fonte: LAMBERT et al. (1991)   

 

2
0
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 De acordo com Sakala et al. (2002) a carne bovina embalada a vácuo apresenta diversos 

microrganismos em sua microbiota, entre eles pode-se citar B.thermosphacta, Carnobaterium 

divergens, Carnobacterium piscicola, Lactobacillus ssp., Lactococcus piscium, L. gelidum, 

Acinetobacter sp., Aeromonas, Bacillus, Corynebacterium, Pseudomonas, Psychrobacterem e 

Enterobacteriaceae. 

 

2.3 Deterioração do tipo blown pack  

 

A deterioração do tipo blown pack  é um problema que ocorre em carnes refrigeradas 

embaladas a vácuo e vem sendo cada vez mais estudado.  Esse tipo de deterioração é 

caracterizado pela intensa distensão da embalagem, provocada por gases acompanhada da 

formação de odores desagradáveis, após 4 a 6 semanas de armazenamento em temperaturas de 

refrigeração (- 1,5 a 2° C) (BRODA et al., 2000), como mostra a Figura 2. 

 

 

                       Figura 2 - Amostra de carne bovina de origem brasileira com  

                                        embalagem distendida                                                                                                      
                                     Fonte: Acervo pessoal            

 

Esse problema pode ocorrer em carnes bovina, suína, de animais de caça e codeiro e 

também em carnes de aves embaladas a vácuo (BRODA et al. 1996) (Tabela 3). 
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     Tabela 3 – Características da deterioração blown pack em carnes embaladas a vácuo  e  “dog       

                        rolls” 

Amostras Características da deterioração 

Trazeiro de cordeiro Grande distensão da embalagem, descoloração esverdeada, 

 

 grande produção de exsudado,  odores "sulfurosos" 

 

 ao abrir a embalagem e posteriormente de "queijo"  

 

 ao manter-se em contato com o ar 

  Contra-filé de veado Grande distensão da embalagem, intensa proteólise 

 

da carne, grande quantidade de exsudado, forte odor 

 

lácteo 

  Contra-filé bovino Grande distensão da embalagem, proteólise da carne,  

 

descoloração esverdeada, grande quantidade de exudado,  

 

odor pútrido. 

  "Dog rolls" Grande distensão da embalagem, manchas escurecidas, 

  forte odor de leite, textura friável 
        BRODA et al. (1996) 

 

Esse tipo de deterioração ocorre esporadicamente e normalmente envolve apenas algumas 

unidades dos produtos de um lote, porém o número de unidades afetadas pode aumentar, quanto 

maior o tempo de armazenamento (HELPS et al., 1999). 

Uma pesquisa realizada por Danty et al. (1989), com o objetivo de analisar a composição 

gasosa no espaço livre das embalagens de carnes embaladas a vácuo com deterioração tipo blown 

pack, mostrou altos teores de gases hidrogênio e dióxido de carbono. A deterioração tipo blown 

pack também é associada à produção de compostos voláteis indesejáveis como butanol, ácido 

butanóico, álcool etílico, ácido acético e ésteres derivados destes compostos, bem como a uma 

variedade de compostos contendo enxofre e é caracterizada por um odor pútrido e um brilho 

metálico próprios de carne deteriorada  (DAINTY; MACKEY 1992). 

Acreditava-se que, espécies de clostrídios tinham um papel de menor importância na 

deterioração da carne (GILL, 1979; ROBERTS; MEAD, 1986). Porém, atualmente sabe-se que 

alguns clostrídios psicrotolerantes tais como C. estertheticum subsp. estertheticum, C. 

estertheticum subsp. laramiense, C. frigidicarnis e C. gasigenes são frequentemente associados à 

deterioração blown pack (DAINTY et al., 1989; KALCHAYANAND et al., 1989, 1993; 

COLLINS et al. 1992; LAWSON et al., 1994; BRODA et al. 1999; BRODA et al., 2000). 

Estudos mostram que outras bactérias também estão envolvidas com essa deterioração, entre elas 
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algumas enterobactérias psicrotolerantes (BRIGHTWELL et al., 2007).  A multiplicação desses 

microrganismos é normalmente limitada a produtos com valores de pH superiores a 5,8 e ocorre 

mais facilmente quando há abusos de temperatura (GILL, 2004; BRIGHTWEL et al., 2007). 

Assim, temperaturas superiores a 6°C favorecem o crescimento de enterobactérias, que 

descarboxilam amino-ácidos, produzindo aminas orgânicas, responsáveis por odores e sabores 

pútridos (HOLLEY; GILL, 2005). 

Em trabalho realizado sobre deterioração tipo blown pack em carnes de cordeiro            

(BRIGHTWELL et al., 2007), observaram-se números moderados a elevados de enterobactérias 

na microbiota daquelas carnes. As análises detectaram que os gêneros Enterobacter, Serratia, 

Hafnia e Rahnella produziram gás em condições de anaerobiose e foi constatado que estes 

microrganismos podem causar deterioração do tipo blown pack em carnes bovinas.  

Além de enterobactérias, bactérias lácticas também foram encontradas em carne bovina 

embalada a vácuo com problema de estufamento, com contagens de 10
8
 e 10

6
 UFC/g, 

respectivamente (BRODA et al., 2002).  

No Brasil há relatos de problemas de distensão de embalagens a vácuo de carnes 

refrigeradas, que, pelos resultados das análises microbiológicas concluiu-se que o produto sofreu 

abuso de temperatura durante o período de armazenamento e que bactérias láticas foram as 

responsáveis pela distensão das embalagens analisadas (BROMBERG et al., 2002; 2003). 

Felipe (2008) encontrou microrganismos da família Enterobacteracea e bactérias lácticas 

em populações elevadas e em maior número nas carnes com deterioração blown pack. No 

referido trabalho, foi observado que dentre os gêneros de Enterobacteriaceae encontrados houve 

a predominância de Hafnia, Proteus, Klebisiella, Enterobacter, Serratia e Edwardsiella.  

Também foi possível a detecção de clostrídios, sendo que, as amostras que apresentaram 

deterioração mostraram maior positividade para o C. estertethicum que amostras não 

deterioradas (FELIPE, 2008).  

As espécies de microrganismos presentes na microbiota da carne deteriorada podem 

interagir entre si possibilitando, por exemplo, competição pelo substrato disponível. Nesse 

sentido, pode haver liberação de bacteriocinas pelas bactérias lácticas, ou declínio do pH, 

inibindo alguns microrganismos competidores (MALAKAR et al., 2003; YANG et al., 2009). 

No Brasil são necessárias mais pesquisas sobre a deterioração do tipo blown pack para a 

determinação dos microrganismos relacionados e, assim, buscar entender melhor o metabolismo 



24 
 

de cada gênero e espécie envolvida na distensão de embalagens de carnes refrigeradas embaladas 

a vácuo.   

 

 2.4 Fontes de contaminação da carne bovina 

 

A qualidade e a segurança microbiológica de produtos crus dependem do controle efetuado 

durante sua produção, preparação, armazenamento e apresentação para comercialização. Os 

produtos de origem animal estão sujeitos à contaminação microbiana a partir de várias fontes, 

sendo que o próprio animal contribui com microrganismos patogênicos e deteriorantes (BELL, 

1997). 

A carne bovina é um alimento que pode ser facilmente contaminado antes, durante e após o 

abate. As contaminações que ocorrem durante o processamento levam a alterações no valor 

nutricional e nas características sensoriais como cor, odor, sabor e textura. Além disso, etapas 

como sangria, esfola, evisceração, corte e desossa favorecem a colonização dos tecidos por 

microrganismos deteriorantes e patogênicos (ROSA, 2008).  

A microbiota do animal vivo é composta basicamente por bactérias Gram positivas 

mesófilas, como Bacillus, Staphylococcus, Micrococcus, Corynebacter e outros. Na pele e vias 

respiratórias encontra-se normalmente a espécie Staphylococcus aureus, agente causador de 

intoxicação alimentar. No trato intestinal predominam bactérias anaeróbicas estritas esporuladas, 

especialmente do gênero Clostridium (PORTO, 2006).  

Aspectos de sanidade animal podem influenciar na qualidade da carne. Infecções no animal 

vivo podem levar à contaminação dos tecidos internos, principalmente se o agente de 

contaminação espalha-se na corrente sanguínea. Determinadas situações de estresse e má 

alimentação também podem favorecer a migração de microrganismos através da parede 

intestinal, o que pode levar à contaminação dos gânglios linfáticos e das vísceras por um número 

reduzido de microrganismos, entre os quais poderão estar patógenos, tais como Salmonella e 

esporos de clostrídios (ROSA, 2008). 

Pouco se sabe sobre a provável fonte de contaminação de carcaças bovinas por clostrídios 

psicrófilos, porém grande parte da deterioração bacteriana relacionada a cortes de carnes 

embaladas a vácuo está associada a contaminações provenientes do ambiente de abate (GILL 

1979; NOTTINGHAM, 1982). 
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Rauecker (2006) conduziu um estudo no Brasil e mostrou altos índices de positividade para 

o C. estertheticum e C. gasigenes em fezes bovina, boxe de atordoamento, bovinos antes da 

esfola, meias carcaças refrigeradas e cortes cárneos deteriorados, demonstrando que o animal e o 

ambiente de abate são fontes desses microrganismos. 

De acordo com Jay (2005), é consenso que os tecidos internos de animais sadios não 

contêm bactérias no momento do abate, porém, quando carnes frescas são analisadas, uma 

diversidade de microrganismos é encontrada, tendo como principais fontes e rotas de 

contaminação a faca de sangria, pele do animal, trato digestório, mãos de manipuladores, 

utensílios de cortes e manipulação de carnes, ambiente de manuseio e armazenamento e nódulos 

linfáticos. 

Kalchayanand et al. (1991) identificaram as etapas de contaminação de carnes que 

ocasionaram a deterioração do tipo blown pack. Além dos matadouros, foram apontadas etapas 

de contaminação durante o transporte de carnes antes de serem embaladas a vácuo e durante a 

desossa, pela entrada de ar ambiente nesta área.  

 A deterioração do tipo blown pack é possível de ser prevenida  em plantas de 

processamento de carnes que possam estabelecer medidas de higiene durante toda a produção, 

buscando evitar a contaminação dos utensílios e equipamentos e, consequentemente, das carnes. 

Além disso, adotar o uso de produtos químicos como o ácido peracético em estabelecimentos de 

abate, a fim de remover, destruir, ou inativar os esporos de clostrídios psicrófilos presentes nas 

carcaças de animais é importante (BRODA et al., 2006; BRIGHTWELL et al., 2009). 

 

2.5 Microrganismos relacionados com a deterioração tipo blown pack  

 

 

2.5.1 Clostrídios psicrofílicos 

 

 O gênero Clostridium compreende uma série de microorganismos anaeróbios estritos que 

abrange várias espécies patogênicas e não patogênicas. Entre as espécies não patogênicas, 

algumas psicrófilas e psicrotróficas têm se destacado nos últimos anos na indústria de alimentos, 

principalmente de carnes e derivados refrigerados. Os clostrídios psicrófilos e psicrotróficos 

geralmente proliferam-se em temperaturas entre 0°C a 20°C e 0°C a 7°C respectivamente. 
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Algumas espécies de clostrídios, principalmente C. estertheticum e C. gasigenes, foram 

descritas como agentes causadores da deterioração tipo blown pack (BRIGHTWELL et al., 

2007). Uma espécie de clostrídio não toxigênico, denominada C. estertheticum subsp. laramiense 

(SPRING et al., 2003), foi isolada a partir de  carnes refrigeradas frescas e cozidas emlabadas a 

vácuo com estufamento. Esta bactéria apresenta temperatura ótima de crescimento de 15
o
C e 

máxima de 21
o
C.  

 Outro clostrídio isolado a partir de amostras comerciais de carne suína cozida refrigerada 

embalada a vácuo e com produção de odores desagradáveis foi C. algidicarnis. Esta espécie tem 

temperatura ótima de crescimento entre 25
o
C e 30

o
C e mínima de 4

o
C, fermenta carboidratos com 

produção de ácidos, predominando o butírico e o acético, e de odores nauseantes, mas não produz 

gás, portanto, não estufa a embalagem (LAWSON et al., 1994). 

 Em trabalho realizado no Brasil por Bueno et al. (2008) foram detectados pela técnica de 

PCR os principais microrganismos anaeróbios psicrofílicos e psicrotróficos associados à 

distensão de embalagens de carnes refrigeradas. Os resultados do referido estudo permitiu 

concluir que, os episódios de estufamento de embalagens das carnes tiveram como principal 

agente causador o C. estertheticum, também identificado como deteriorador de carnes embaladas 

a vácuo por Broda et al. (2002).  

 

 

2.5.2 Enterobactérias 

 

 Os microrganismos pertencentes à família Enterobacteriaceae apresentam características 

como formato de bacilos Gram-negativos, fermentam glicose com ou sem produção de gás, são 

aeróbios e anaeróbios facultativos. A temperatura de crescimento da maioria das espécies 

encontra-se entre 25 e 30°C.  (HOLT et al., 1994; ICMSF, 2000). A distribuição das 

enterobactérias na natureza ocorre de forma ampla, sendo encontradas no solo, água, plantas, 

frutas, vegetais, carnes, ovos, grãos, animais, insetos e trato digestório de humanos e animais. 

Várias espécies são patogênicas para humanos e animais, ocasionando importantes perdas 

econômicas na indústria de alimentos (SILVA et al., 2007). 

 Stiles e King (1980) pesquisaram a presença de enterobactérias em diferentes fases da 

cadeia de processamento de carnes e esses microrganismos foram isolados a partir de amostras 

de carnes, na superfície das plantas de embalagem e no varejo. As espécies identificadas foram 
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Escherichia coli biótipo I, S. liquefaciens, Enterobacter agglomerans e Klebsiella pneumoniae, 

indicando a diversidade de espécies de enterobactérias presente nas etapas de produção da carne. 

Em estudo realizado por Hanna et al. (1979) foi detectada produção de gás em embalagens 

de carnes acondicionadas a vácuo que sofreram flutuações de temperatura no processamento e 

estocagem. Nestas condições, espécies da família Enterobacteriaceae como S. liquefaciens e H. 

alvei foram indicadas como responsáveis pelo estufamento das embalagens. 

 

2.5.3 Bactérias lácticas 

 

O grupo de bactérias lácticas de importância na deterioração de alimentos compreende, 

Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Paralactobacillus, Pediococcus, Lactococcus, 

Carnobacterium, Streptococcus e Weissela (AXELSON, 1993; JONES, 2004). 

 De acordo com alguns pesquisadores, as bactérias lácticas são consideradas o maior 

grupo de bactérias associado com deteriorações de produtos cárneos refrigerados e embalados a 

vácuo, cozidos e em atmosfera modificada (BORCH et al., 1996). No entanto, Yang e Gill 

(2011) observaram, pela inoculação de esporos de C. esterheticum e de células de Leuc. 

mesenteroides em amostras de carne bovina embaladas a vácuo, que houve maior distensão de 

embalagens de amostras que apresentavam maior número de esporos de C. esterheticum 

inoculados e maior tempo de armazenamento. Por outro lado, detectou-se pouca distensão em 

amostras com maior número de células inoculadas de L. mesenteroides, sugerindo que bactérias 

lácticas possam aparentemente prevenir o desenvolvimento de blown pack em carnes 

contaminadas com C. estertheticum. Com base nisso, mais estudos são necessários para 

determinar a ação das bactérias lácticas na deterioração tipo blown pack. 

 A deterioração de produtos cárneos pelas bactérias lácticas resulta na produção de 

limosidade, sabores e odores desagradáveis, descoloração, produção de gás e diminuição do pH 

(BORCH et al., 1996). Dentre o grupo das bactérias lácticas, os mais freqüentes em carne 

pertencem aos gêneros Carnobaterium, Lactobacillus, Leuconostoc e Weissella (NYCHAS et al., 

2007). 

As bactérias lácticas produzem em seu metabolismo os ácidos láctico, acético e fórmico 

dependendo do gênero, espécie e condição de crescimento. Produtos cárneos que são 

armazenados sob atmosfera aeróbica ou em embalagens com alta permeabilidade ao oxigênio 

podem desenvolver sabores ácidos e doces, além de odores semelhantes a queijo. Estas 
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alterações são induzidas em atmosfera aeróbica pela formação de acetonas pelas bactérias B. 

thermosphacta, Lactobacillus spp. e Carnobacterium spp. (BORCH; MOLIN, 1989).  

A produção de gás carbônico está associada com o desenvolvimento de Leuconostoc spp. 

tais como: L. mesenteroides, L. carnosum e L. amelibiosum. Além disso, a formação da 

limosidade em produtos cárneos cozidos e produtos cárneos embalados a vácuo pode ser 

ocasionadas por Lactobacillus spp. e Leuconostoc spp. (KORKEALA et al., 1988; VON HOLY 

et al., 1991).  

No Brasil, Bromberg et al. (2002) e (2003) atribuiram as bactérias lácticas a distensão de 

embalagens a vácuo de carnes provavelmente submetidas abuso de temperatura durante o 

período de armazenamento. 

   

2.6 Alternativas para o controle da deterioração blown pack 

 

A contaminação por microrganismos causadores de deterioração em carnes, entre eles 

enterobactérias e clostrídios, pode ocorrer desde a produção animal até as últimas etapas de 

processamento do produto. O emprego de Boas Práticas Agrícolas (BPA) é uma medida que 

oferece ao produtor informações adequadas de manejo, as quais podem ser adotadas pelos 

diversos sistemas de produção existentes no Brasil, procurando manter os cuidados com a 

qualidade da alimentação, água e eliminação de dejetos, com intuito de minimizar a disseminação 

microbiana entre os animais. As BPAs seguem os princípios do sistema Hazard Analysis Critical 

Control Point (HACCP) (BRASIL, 2011). 

Pouco se sabe sobre a provável fonte de contaminação de carcaças bovinas por clostrídios 

psicrófilos, porém grande parte da deterioração bacteriana relacionada a cortes de carnes 

embaladas a vácuo está associada a contaminações que ocorrem nos locais de abate (GILL, 

1979; NOTTINGHAM, 1982). Alguns dos microrganismos são originados do trato intestinal do 

animal assim como de ambientes com os quais o animal teve contato logo antes ou durante o 

abate (KOUTSOUMANIS; SOFOS, 2004). Portanto, durante o processamento da carne, o uso de 

práticas de higiene são indispensáveis, pois o emprego  de objetos perfurantes necessários para o 

abate pode introduzir microrganismos na carne. Dessa forma, a higienização correta de facas, 

ganchos e utensílios utilizados no abate pode evitar contaminações (ROÇA et al., 2002). 

De acordo com Sheridan (1998), a pele representa a principal fonte de contaminação das 

carcaças, pois a presença de fezes na sua superfície pode conter microrganismos patógenos 
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(EUSTACE et al., 2007) e deterioradores, incluindo espécies de clostrídios como C. 

estertheticum e C. gasigenes. 

Tendo em vista as possibilidades de contaminação da carcaça por microrganismos 

existentes na pele e nos pêlos do animal, a esfola constitui um ponto crítico do abate e, por isso, 

deve ser realizada com o animal suspenso em trilhos (esfola aérea) ou em mesas especiais (cama 

elevada) (LAMBERT et al., 1991; GOMIDE, 2006). Durante o procedimento de esfola, se as 

medidas de higiene não forem adequadas, pode haver contaminações da carne pela diversidade 

de microrganismos presente na pele dos animais (EVANGELISTA, 2000). 

Após o procedimento de esfola, ocorre a evisceração. Este é um procedimento que resulta 

em um corte por toda a extensão da carcaça, expondo a cavidade torácica, abdominal e pélvica. 

De acordo com Gill (1994) e Bell (1997), o trato intestinal é considerado a segunda maior fonte 

de contaminação por patógenos e deteriorantes durante todo processamento de abate. Dessa 

forma, a evisceração deve ser conduzida com muito cuidado, com o objetivo de minimizar riscos 

de contaminação da carcaça, evitando-se perfurações no trato digestório.  

O tempo transcorrido durante a evisceração não deve ultrapassar de 20 a 30 minutos, pois 

quanto mais tempo transcorre, maiores são as possibilidades de penetração de microrganismos 

intestinais nos tecidos (EVANGELISTA, 2000).  

O setor de corte e desossa de carnes corresponde a outra etapa do processamento que exige 

cuidados. A desossa de peças em açougues e supermercados constitui inconvenientes de ordem 

higiênico-sanitária e desperdício econômico.  A falta higiene e o manuseio inadequado de quartos 

e de peças “nuas” até o mercado varejista desvirtuam todos os cuidados dispensados ao produto 

ainda no matadouro ou nos entrepostos.  

Rauecker (2007) isolou C. estertheticum e C. gasigenes de diversos locais do interior de 

indústria frigorífica, entre eles a sala de desossa. Assim, é importante que todos os equipamentos 

e utensílios sejam devidamente higienizados, pois superfícies e equipamentos contaminados 

durante essa etapa de processamento podem ser fontes de microrganismos deteriorantes 

psicrotróficos e psicrófilos. A utilização de temperaturas adequadas, evitando-se o uso de 

materiais impróprios com panos de limpeza, tábuas de madeira para corte e correias 

transportadoras absorventes são fatores importantes no controle da contaminação da carne 

(MANTIS et al., 2007). Para a higienização adequada de superfícies do ambiente é importante 
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que produtos como detergentes e sanitizantes sejam utilizados nas concentrações corretas 

(GOMIDE, 2006) e adequadamente empregados.  

Outra etapa importante no controle da contaminação microbiana inclui a lavagem das 

carcaças por meio de jatos de água tratada sob pressão de 3 atm e temperatura por volta de 38ºC, 

com objetivo de eliminar sangue, pequenos fragmentos ósseos e coágulos. Porém, de acordo com 

Jericho et al. (1993) a lavagem nem sempre se torna um procedimento favorável, pois pode 

disseminar a contaminação e contribuir para formação de aerossóis. Além disso, lavagem a jato 

pode ser razoavelmente eficiente na remoção de alguma contaminação visível, mas pêlos e 

máculas que surgem do contato com fezes ou conteúdo dos intestinos, provavelmente 

permanecerão. 

Com o objetivo de melhorar a eficiência antibacteriana da lavagem, foram criados vários 

métodos, entre eles a nebulização de cloro, ácido acético, água quente e ácido láctico.  Adams e 

Hall (1988) recomendam o ácido acético e o ácido láctico como sanitizantes para carcaças de 

animais abatidos para consumo, pois estes são eficientes contra microrganismos e apresentam 

baixa toxicidade para os humanos. Já Broda (2007), verificou que a utilização do ácido 

peracético como sanitizante é capaz de inativar in vitro até 4 log CFU ml
-1

 dos esporos de C. 

estertheticum. 

Brightwell et al. (2009) avaliaram a diversidade da microbiota em carne embalada a vácuo 

tratada e não tratada com ácido peracético, e os resultados mostraram houve menor número de 

enterobactérias nas carnes tratadas com ácido peracético do que nas carnes não tratadas.  

Outro fator a ser considerado para o controle microbiano é o resfriamento da carcaça. 

Segundo Bolton et al. (2009) a carne embalada a vácuo deve ser refrigerada a baixas 

temperaturas. A carne é considerada refrigerada quando é mantida a temperauras entre -1,5 a 7°C 

durante todo o período após o processo de pos mortem (LUCHIARI, 2006). A temperatura de 

armazenamento ideal para o transporte da carne refrigerada é a mais baixa possível em que não 

ocorre congelamento. Em carne bovina sem embalagem a vácuo a temperatura de congelamento 

é cerca de -1ºC e para carne bovina embalada a vácuo a temperaura de congelamento está entre -

2ºC, portanto, a temperatura adequada de armazenamento da carne embalada a vácuo deve estar 

entre -1ºC a 0ºC (CSIRO, 2006). 

A temperatura baixa de armazenamento é o fator mais importante para retardar a 

deterioração microbiológica de produtos cárneos embalados (MOSCHONAS et al., 2010). Vários 
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estudos demonstram relação entre a temperatura de armazenamento e o tempo da deterioração 

blown pack associadas ao C. estertheticum (BELL et al., 2001; BOEREMA et al., 2007), mas 

pouco se sabe sobre a influênca da temperatura no início desse tipo de deterioração com outras 

espécies.  

 

2.7 Técnicas moleculares utilizadas para detecção de microrganismos em carnes    

 embaladas a vácuo 

 

Nos últimos anos as técnicas moleculares tiveram um desenvolvimento significativo na 

detecção e caracterização de bactérias patogênicas em alimentos (DESTRO, 1995). 

Especificamente no caso de microrganismos anaeróbios estritos, as técnicas microbiológicas 

convencionais de cultivo apresentam limitações. 

De acordo com Rosa (2008) fatores como a dificuldade no isolamento de linhagens de 

clostrídios psicrotolerantes causadores de deterioração provenientes de amostras contaminadas 

em número que indique proliferação e metabolismo ativo é um dos principais problemas 

encontrados. Além disso, em meios convencionais de subcultura podem ocorrer baixa 

recuperação ou completa inibição de clostrídios psicrotróficos e psicrofílicos 

(KALCHAYANAND et al., 1993; BRODA  et al., 1996) .  

Os métodos microbiológicos tradicionais para detecção de Clostridium spp. psicrofílicos e 

psicrotolerantes associados à deterioração do tipo blown pack são complexos, demandam muito 

trabalho e tempo no isolamento e confirmação dos resultados. Além disso, a identificação dos 

microrganismos pelas características fenotípicas é de difícil interpretação (HOLDEMAN et al., 

1977; BRODA et al., 1998).  

Pode-se afirmar que os métodos moleculares para detecção de clostrídios psicrofílicos e 

psicrotróficos são alternativas rápidas e eficientes no diagnóstico dos agentes causadores da 

distensão de embalagens, sem a necessidade de isolamento dos microrganismos (HELPS et al., 

1999; BRODA et al., 2003; RAUECKER et al., 2007).   

 

 2.7.1 “Polymerase chain reaction” ou Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

 

A reaçao em cadeia da polimerase (PCR) é considerada uma técnica altamente sensível que 

consiste em obter milhões de cópias de um segmento específico de DNA por meio da ação da 
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enzima Taq DNA polimerase e de oligonucleotídeos iniciadores (primers) sobre um DNA molde. 

A PCR é conduzida em um equipamento automatizado e computadorizado, denominado 

termociclador, o qual alterna as temperaturas por determinados períodos de tempo, possibilitando 

a ocorrência de ciclos repetitivos de desnaturação e síntese do DNA (KONEMAM et al., 2001). 

PCR tem sido utilizada com muita freqüência em diagnósticos microbiológicos nos últimos 

anos (MALORNY et al., 2003) e  é considerada uma técnica flexível que possibilita o seu 

emprego na análise de uma grande variedade de amostras (CASTELANI; DUARTE, 2011). 

Em alimentos, essa técnica é bastante descrita como ferramemta para a detecçao direta de 

microrganismos (JENSEN et al., 1994; DESTRO, 1995). Especificamente em carnes embaladas a 

vácuo, a PCR possibilitou a detecção dos agentes responsáveis pela deterioração tipo blown pack, 

tais como clostrídios e enterobacterias (BRODA et al., 1999; BOEREMA et al., 2002; 

BRIGHTWELL et al., 2007; BRODA et al., 2002). Os resultados rápidos e precisos no estudo 

dos microrganismos associados a blown pack utilizando a PCR confirma a importância dessa 

ferramenta na análise da microbiota em carnes.  

 

2.7.2 “Restriction fragment lenght polymorphism” (PCR-RFLP) ou Polimorfismo do 

Tamanho de Fragmento de Restrição  

 

 A técnica de PCR- RFLP baseia-se na análise do polimorfismo do tamanho de fragmento 

de restrição amplificados por PCR submetidos à digestão com endonucleases de restrição 

específica, seguida de eletroforese em gel de agarose para a confirmação do polimorfismo 

(FABER et al., 2001; GANDRA et al., 2008). 

Essa técnica já foi utilizada para diferenciar linhagens de clostrídios psicrófilos e 

psicrofílicos associadas com a deterioração tipo blown pack em  carne bovina embalada a vácuo 

(BRODA et al., 2000). Os resultados foram úteis no diagnóstico da causa da deterioração 

prematura de carnes refrigeradas embaladas a vácuo e no rastreamento de clostrídios causadores 

da deterioração blown pack em ambiente de abate.  

 

2.7.3 “Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism” ou Polimorfismo do Tamanho 

de Fragmento de Restrição Terminal (T-RFLP) 

 

T-RFLP é uma técnica amplamente utilizada na análise comparativa de comunidades 

microbianas que se baseia na amplificação por PCR do gene 16S rDNA utilizando primers 



33 
 

marcados com fluorescência. Os marcadores fluorescentes podem ser 6-FAM, ROX, TAMARA, 

e HEX, sendo que o mais utilizado é o 6-FAM. É um método muito sensível a mudanças na 

estrutura bacteriana (LIU et al., 1997; TIEDJE et al., 1999).  Os fragmentos obtidos são tratados 

com enzimas de restrição e separados por eletroforeses capilaronde a corrida é realizada em um 

modo de varredura com tamanho interno padrão incluído em cada linha de leitura (LIU et al., 

1997). A fluorescencia dos T-RFs (fragmentos de restrição terminal) são convertidos em um 

eletroferograma, em que cada pico representa um T-RF. Os eletroferogramas são importados por 

softwares como GeneScan
TM

 ou Gene Mapper
TM

 , ou por  software GelComparII. Estes 

programas calculam o tamanho do fragmento de restrição terminal, assim como a intensidade de 

fluorescência (altura ou área) do pico. 

A característica atribuída a cada membro da comunidade é o comprimento do T-RF do 

amplicon de PCR digerido com enzimas de restrição. Cada T-RF encontrado durante a análise de 

fragmentos é chamado de unidade taxonômica operacional (UTO). Os sítios nos quais as 

enzimas de restrição cortam a fita dupla de DNA não são necessariamente únicos para um grupo 

taxonômico particular. Desse modo, muitas sequencias podem compartilhar o mesmo 

comprimento de T-RF, o que é chamado sobreposição de UTOs ou homoplasia de UTOs 

(THIES, 2007), assim, há necessidade de se utilizar mais de uma endonuclease nas análises. 

Osborn et al. (2000) avaliaram a técnica de T-RFLP para estudo de estrutura de comunidades 

microbianas e concluíram que a mesma é altamente robusta e reprodutível, uma vez padronizada. 

Os autores demonstraram que um dos fatores mais importantes na padronização da técnica é a 

utilização da enzima DNA polimerase de uma mesma procedência para todas as amostras. 

Segundo Marsh et al. (2000) o T-RFLP está sendo cada vez mais utilizado na comunidade 

científica por ser um método rápido e de alta resolução, porém o seu bom funcionamento 

depende, assim como em todas as análises moleculares, de uma extração eficiente do DNA 

(material genômico) e adequada amplificação do gene que se deseja pesquisar. 

 Devido ao acesso de informação de sequências nucleotídicas de diferentes espécies de 

microrganismos depositadas em banco de dados, técnicas de biologia molecular estão sendo 

utilizadas como ferramentas para o estudo da diversidade microbiana (WANG et al., 2004). 

Sequências completas e parciais do gene 16S rRNA de espécies causadoras de blown pack como 

C. estertheticum, C. frigidicarnis, C. gasigenes e C. algidixylanolyticum encontram-se 
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depositadas no GenBank, o que facilita a detecção dessas espécies por métodos moleculares 

independentes de cultivo.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS  

 

As análises realizadas no presente trabalho foram divididas em três partes (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    Figura 3 - Esquema de análises realizadas durante este estudo 

 

3.1 Amostras 

 

Foram obtidas 15 amostras de carne bovina resfriada embalada a vácuo com característica 

de distensão nas embalagens. Algumas dessas amostras estão representadas na Figura 4.  

As amostras 5 e 7 foram perdidas devido a problemas técnicos após a realização das 

análises de T-RFLP. Portanto, não foi possível obter os resultados para essas amostras nas 

análises microbiológicas. 
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Análise 3 

Análises microbiológicas 

e moleculares (PCR) de 13 

amostras para isolamento e 

identificação de C. 

estertheticum e C. gasigenes  

 

         Análise 1 

Análises moleculares de 

15 amostras utilizando a 

metodologia T-RFLP para 

identificação de Clostridium, 
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          Amostra 3                                                                Amostra 12  

          Amostra 5                                                                Amostra 6   

                                                        

          Figura 4 – Exemplo de quatro amostras de carnes embaladas a vácuo com embalagens     

                         distendidas  
                               Fonte: Acervo pessoal 

 

As amostras foram provenientes de frigoríficos do Estado de São Paulo, Mato Grosso do 

Sul, e Goiás. Os cortes disponíveis para as análises foram: contra-filé, cupim, alcatra, filé de 

costela, picanha e músculo (Tabela 4).  
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                          Tabela 4 - Amostras de carnes embaladas a vácuo com deterioração tipo                                                  

                                           blown pack utilizadas nas análises de T-RFLP e microbiologia    

                                           convencional 

Amostra Cortes Peso (Kg) Vida útil (dias) Fonte (Frigoríficos) 

1 Contra-filé  1,36 30  São Paulo 

2 Contra-filé     1,045  60 Goiás 

3 Contra-filé    1,110 75 Mato Grosso do Sul 

4 Cupim    1,420 60 São Paulo 

5 Contra-filé     1,290  120 São Paulo 

6 Músculo    2,880 30 São Paulo 

7 Filé de costela     2,045  60 Mato Grosso do Sul 

8 Contra-filé  3,24 75 São Paulo 

9 Contra-filé  1,562 60 Mato Grosso do Sul 

10 Contra-filé  1,255 120  Goiás 

11 Alcatra 1,754 120 Goiás 

12 Filé de costela  2 120 Mato Grosso do Sul 

13 Filé de costela  2,28 120 Mato Grosso do Sul 

14 Picanha 1,526 30 São Paulo 

15 Músculo  3,1 30  São Paulo 

 

Todos os cortes cárneos apresentavam características de deterioração tipo blown pack 

dentro da data de validade e com períodos de conservação variando de 30 a 120 dias. As amostras 

estavam resfriadas e foram acondicionadas em caixas de material isotérmico com gelo reciclável 

e transportadas até o laboratório de carnes do Departamento de Agroindústria, Alimentos e 

Nutrição da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (USP), onde foram mantidas em 

câmara de refrigeração em temperatura de 1°C. 

  

3.1.1 Análise das amostras de carne bovina resfriadas e embaladas à vácuo pela técnica de 

T-RFLP 

 

As análises de T-RFLP foram realizadas no Centro de Energia Nuclear na Agricultura – 

Cena/USP, conforme esquematizado na Figura 5. 
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Figura 5 – Fluxograma das análises de T-RFLP  

 

 

 

 

 

Precipitação com acetato de sódio e etanol absoluto 
 

Análise dos dados pelo programa Peak Scaner 
 

Corrida dos TRFLPs no Sequênciador automático ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems) 

 

Digestão com as enzimas HaeIII, MspI, HhaI, MseI e RsaI (New England BioLabs Inc., MA, USA) 
 

Purificação do produto de PCR com o kit GFX PCR DNA and gel Band purification Kit  
 

PCR do gene 16S rRNA utilizando primers marcados com fluorescência 
 

Obtenção de amostras de carne bovina refrigerada embalada a 
vácuo  

 

Coleta de swab e exsudado 
 

Extração de DNA total das amostras e das linhagens padrões utilizando o Kit 
High Pure PCR Template Preparation 

Corrida em gel de agarose 1% para verificação do DNA 
 

Recebimento das linhagens padrões  
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3.1.2 Linhagens padrão para análises de T-RFLP  

 

Foram utilizadas 13 linhagens padrão: C. algidicarnis (DSM 15099); C. 

algidixylanolyticum (DSM12273), C. estertheticum (DSM 8809); C. frigidicarnis (DSM12271); 

C. gasigenes (DSM 12272); C. laramiense (DSM 14864); C. putrefaciens (DSM 1291); B. 

thermosphacta (DSM 20171); L. sakei (ATCC 15521); L. mesenteroides (ATCC 8293); S. 

marcescens (ATCC 14756); H. alvei (ATCC 11604); S. liquefaciens (ATCC 35551). 

As linhagens de clostrídios foram reativadas em meio PYGS [peptona (Difco, Detroit 

Michigan, USA) levedura (Difco), glicose (Difco) e amido (Merck, Rio de Janeiro, Brasil)] com 

carne cozida e em meio Reinforced Clostridial – RCM (Difco) suplementado com glicose a 1% 

de (Difco) e bicarbonato de sódio a 0,2% de (Ecibra, São Paulo, Brasil) com carne cozida, ambos 

pré-reduzidos. As linhagens foram incubadas a 4°C, por 12-21 dias, em condições de 

anaerobiose, de acordo com Lund et al. (1990). 

As linhagens L. sakei (ATCC 15521); Leuc. mesenteroides (ATCC 8293) e Ser. 

liquefaciens (ATCC 35551) foram reativadas em meio de Man, Rogosa & Sharpe (MRS) (Difco) 

e incubadas a 30°C, por 24 horas. A linhagem de Serratia marcescens (ATCC 14756) foi 

reativada em meio Caldo Nutriente (Difco) e incubada a temperatura de 26°C, por 24 horas. A 

linhagem de B. thermosphacta (DSM 20171) foi reativada em meio STAA [(ágar, peptona, 

extrato de levedura, fosfato de hidrogênio dipotássio, sulfato de magnésio (Oxoid)] e incubada à 

temperatura de 24°C por 48 horas. A linhagem H. alvei (ATCC 11604) foi reativada em meio 

Caldo Nutriente (Difco) à temperatura de 26°C por 24 horas.  

 

3.1.3 Extração de DNA total 

 

As embalagens de carne foram abertas em câmara de fluxo laminar onde foram realizados 

dois procedimentos de coleta de amostras, swab e exsudado, com o objetivo de conseguir maior 

diversidade de microrganismos. As coletas foram realizadas em triplicata. Foi coletando 1 ml de 

exsudado e também utilizado o método de coleta por swabs da região superficial da carne para a 

aquisição do DNA total. O material obtido a partir dos swabs, foi ressuspendidos em microtubos 

contendo 1 ml de solução de salina estéril (NaCl) a 0,85%.  Os materiais coletados dos exsudados 

e dos swabs das amostras, junto com as culturas dos microrganismos padrão, foram utilizados 
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para a extração do DNA total usando o kit High Pure PCR Template Preparation (Roche 

Diagnostics, Auckland, New Zealand), seguindo as recomendações do fabricante.  

 

3.1.4 Amplificação dos genes 16S rRNA por PCR e análise dos T-RFLPs 

 

Para T-RFLP, a amplificação por PCR foi realizada segundo AMANN et al. (1995) e foram 

utilizados os primers universais 27f (5‟-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3‟) (EDWARDS et al., 

1989) e 1492r (5‟-TACCTTGTTACGACTT-3‟) (WILSON et al., 1990 ). Para a detecção de 

fluorescência na análise de TRFLP, a extremidade 5‟ do primer 27f foi marcada com 6-

carboxyfluorescein (FAM). As reações de amplificação foram realizadas em solução contendo: 

2,5 μl de tampão para PCR 10X; 1,0 μl de MgCl2 50mM; 0,5 μl de dNTP 10mM; 0,25 μl de BSA 

1ng/μl; 0,2 μl de Platinum® Taq Polimerase 1U (Invitrogen); 0,5 μl de cada primer (10uM) ; 3 μl 

da amostra de DNA total e água ultrapura (Milli-Q) esterilizada para volume final de 25 μl. As 

reações de amplificação foram realizadas em termociclador modelo GeneAmp PCR System 9700 

(Applied Biosystems) nas seguintes condições: 94ºC por 3 minutos, 35 ciclos de 94ºC por 30 

segundos, 59ºC por 45 segundos e 72ºC por 1 minuto; e 72ºC por 15 minutos. Para a verificação 

da amplificação dos fragmentos, foi realizada  eletroforese em gel de agarose a 1%.  

 

3.1.5 Purificação e digestão 

 

Após a PCR os produtos foram purificados utilizando o kit GFX PCR DNA and gel Band 

purification Kit (Amershan) seguindo as especificações do fabricante.  Em seguida, os produtos 

de PCR foram digeridos com  HaeIII, MspI, HhaI, MseI e RsaI (New England BioLabs Inc., MA, 

USA). Para a digestão das amostras foram utilizadas 5 U de cada enzima de restrição, 5 l de 

DNA,  1,5 l de Buffer React 10x, 8,27 l de água ultrapura (Milli-Q) esterilizada, 0,15 l de 

BSA, 0,08 l de enzima, resultando em volume final de 15 l. A digestão foi realizada a 37°C 

por 3 horas e a atividade da enzima foi inativada a  65°C por 10 minutos.  As enzimas de 

restrição utilizadas e suas respectivas soluções tampões estão listadas na Tabela 5.  
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        Tabela 5 - Enzimas de restrição utilizadas nas análises de T-RFLP 

Enzima Sítio de Corte Tampão 

MspI C_CGG Buffer B
®
 + BSA 

HhaI GCG_C Buffer C
®
 + BSA 

HaeIII GG_CC Buffer C
®
 + BSA 

MseI T_TAA React 1
®

 

RsaI GT_AC Buffer C
®
 + BSA 

 

 3.1.6 Precipitação 
 

Após a digestão as amostras foram precipitadas com 0,1 v/v de 3 M de acetato de sódio pH 

4,8 a 25°C e 2 volumes de etanol absoluto e centrifugado a 12,000 Xg por 15 minutos. O pellet 

foi lavado com etanol 70%, agitado pelo aparelho vórtex e novamente centrifugado por 5 minutos 

em temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada secagem em concentrador de DNA por 5-10 

minutos e ressuspendido em 6 l de tampão Tris–EDTA (100 mM Tris–Cl; pH 7,6 e 10 mM 

EDTA; pH 8,0). 

 

3.1.7 Análise dos fragmentos de restrição terminais (T-RFs) 

 

A análise dos Fragmentos de Restrição Terminais (T-RFs) dos produtos amplificados foi 

determinada por eletroforese capilar utilizando o 3100 Genetic Analyzer Automated Senquencer 

(Applied Biosystems).   Para o carregamento das amostras no sequenciador, o produto 

precipitado foi ressuspendido em mistura contendo 9,75 l de Formamida HiDi e 0,25 l de 

padrão GeneScanTM – 500 ROXTM Size Standard (Applied Biosystems). Antes do 

carregamento as amostras foram desnaturadas a 95ºC por 5 minutos e resfriadas a 0
o
C por 4 

minutos. A análise do comprimento dos fragmentos de restrição terminais foi feita com o 

software Peak Scanner (Applied Biosystems), com base na comparação com os microrganismos 

padrão. A Figura 6 traz um esquema simplificado da análise. 
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Figura 6 - 1) O DNA é extraído da amostra de interesse; 2) O gene de interesse é amplificado usando a técnica de 

PCR com um primer marcado com fluorescência; 3) Produtos de PCR de tamanho igual ou similar marcados com 

fluorescência na extremidade final. Após a purificação, os produtos de PCR são digeridos com enzimas de restrição, 

que geram fragmentos de diferentes tamanhos. 4) Estes fragmentos são separados em gel de eletroforese ou 

capilaridade. 5) Um leitor a laser detecta os fragmentos marcados e gera um perfil baseado no comprimento dos 

fragmentos. Fonte: Grüntzig et al. (2002) 

  

    

3.2 Análises de microbiologia convencional 

 

Com o objetivo de complementar os resultados obtidos com as análises moleculares, 

análises microbiológicas convencionais foram realizadas a fim de identificar um maior número 

de microrganismos da família Enterobacteriaceae. As análises microbiológicas convencionais 

foram realizadas no Instituto de Tecnologia de Alimentos –ITAL/Campinas. Um esquema da 

metodologia está apresentado na Figura 7. 
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Crescimento de microrganismos a 35ºC por 

24horas em ágar MacConkey (Difco). Após o 

crescimento as colônias foram estriadas em 

placas contendo ágar nutriente 

   

 

Crescimento de microrganismos a 

35°C por 24horas em placas de Petri, 

com adição de ágar Vermelho Violeta 

Bile Glicose – VRBG (Difco). Foram 

selecionadas 5 colônias para 

estriamento em meio seletivo 

contendo ágar MacConkey (Difco) 

 

Crescimento de microrganismos 

em placas contendo ágar nutriente 

para posterior realização de provas 

confirmatórias 

           
                   A                                              B  

 
 

Teste de oxidase 

utilizando tiras de 

oxidase. 

Identificação de gênero ou espécie de 

enterobactérias por meio do sistema 

API 20 E (bioMérieux). Temperatura 

de 35°C por 24horas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 – Esquema das análises microbiológicas convencionais 

Realização de provas confirmatórias em ágar 

motilidade (A); Oxidação e Fermentação de glicose 

(B) (Difco) e Teste de oxidase. Temperaura de 35ºC 

por 24horas. 

4
3
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3.2.1 Preparo das diluições das amostras para as contagens de bactérias da família 

Enterobacteriaceae  

 

As embalagens de carne foram abertas em cabine de segurança biológica. O exsudado 

foi retirado com auxílio de uma pipeta de vidro estéril e transferido para bolsa plástica estéril, 

sendo adicionado de água peptonada 0,1% para obtenção de uma diluição decimal (10
-1

). O 

material foi homogeneizado em “stomacher” (Lab-Blender 400). A partir dessa diluição 

inicial, diluições foram preparadas sucessivamente empregando-se o mesmo diluente até 

atingir a diluição 10
-5

.
  

 

 3.2.2 Contagem de Enterobacteriaceae  

 

Foi transferido 1 ml das diluições 10
-1

 a 10
-5

 para placas de Petri, sendo adicionadas 

de aproximadamente 15 ml de ágar Vermelho Violeta Bile Glicose – VRBG (Difco). Após 

solidificação, foi adicionada uma sobrecamada de VRBG. O procedimento foi realizado em 

duplicata e as placas foram incubadas em temperaturas de 35ºC e 25ºC por 24 horas. 

Posteriormente, foi realizada a contagem das colônias de cor púrpura das placas mantidas em 

ambas temperaturas. Em seguida, foram escolhidas cinco colônias de cada amostra das placas 

de VRBG mantidas a 35ºC, as quais foram semeadas por estriamento em placas de ágar 

MacConkey (Difco), meio seletivo para Enterobacteriaceae, e incubadas a 35ºC por 24 

horas. As placas de VRBG mantidas a temperatura de 25ºC foram reincubadas, após a 

contagem com 24 horas, para recontagem com 72 horas e com 5 dias. Após a última 

contagem, foram escolhidas cinco colônias e estas foram semeadas por estriamento em placas 

de ágar MacConkey e incubadas a 35ºC por 24 horas.  

 

3.2.3 Provas confirmatórias e identificação 

 

Após o crescimento de colônias puras em placas de ágar MacConkey, estas foram 

inoculadas em tubos contendo ágar Nutriente e incubadas a 35ºC por 24 horas. Em seguida 

foi realizada a inoculação na forma de picada das culturas com agulha de níquel cromo em 

tubos contendo ágar Motilidade, estes foram incubados a 35ºC por 24 horas. Da mesma 

forma, as culturas foram inoculadas em meio para Oxidação e Fermentação de Glicose (OF-

Glicose) (Difco), a fim de diferenciar organismos gram-negativos com base no metabolismo 

de fermentação e oxidação deste carboidrato.  Foi realizado também o teste de oxidase pela 

transferência da cultura previamente preparada em ágar Nutriente com alça plástica 
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descartável para tiras de oxidase. Após a confirmação da cultura como pertencente ao 

membro da família Enterobacteriaceae foi utilizado o kit API 20E (bioMérieux) para 

identificação a nível de gênero ou espécie (Figura 8). 

 

 

Figura 8 – Tabela de leitura e interpretação dos resultados obtidos pelo método  

                 API 20 E 

 

3.2.4 Análises estatísticas 

 

 Para detectar diferenças nos valores médios das contagens de enterobactérias nas 

diferentes condições de temperatura e tempo de incubação, foi utilizado o Sistema de Análise 

Statistica trial, versão 9 da Stasoft. A comparação entre as médias foi feita pelo teste de 

Tukey ao nível de 5%. 

 

3.3 Metodologia de isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes 

 

As análises para isolamento, caracterização e identificação de C. estertheticum e C. 

gasigenes foram realizadas no laboratório de Higiene da Faculdade de Engenharia de 

Alimentos da Unicamp. 
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3.3.1 Sistemas de anaerobiose 

 

  Foram utilizados os sistemas de anaerobiose Glove bag 
TM 

modelo X-37-27 (Figura 9) 

e da câmara anaeróbica Shell lab
TM 

modelo Bactron II Chamber (Figura 10), durante os 

procedimentos de cultivo, inoculação e isolamento de C. estertheticum e C. gasigenes, pois 

estes microrganismos apresentam alta sensibilidade ao oxigênio. 

 

 

                        Figura 9 - Sistema de anaerobiose Glove bag 
TM 

modelo X-37-27 

 

 

                       Figura 10 – Câmara anaeróbica Shell lab
TM 

modelo Bactron II Chamber 
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Inicialmente, foram realizadas lavagens dos sistemas com gás nitrogênio pureza 

99,99% (White Martins, São Paulo, BR) e atmosfera final composta da mistura de 5% de 

Hidrogênio + 5% de Dióxido de Carbono + 90% Nitrogênio (White Martins). Foram 

utilizados indicadores de anaerobiose (GasPak, Difco) para verificar o sistema. Para a 

incubação, foram utilizadas jarros de anaerobiose com geradores de anaerobiose (Anaerogen, 

Oxoid) (Figura 11). Os meios de cultura, reagentes e diluentes foram pré-reduzidos 48 horas 

antes em anaerobiose para realizar as etapas de repicagem, cultivo, inoculação, isolamento, 

provas de identificação e esporulação dos clostrídios. 

 

 

                                          Figura 11 – Jarro gerador de anaerobiose 

 

 

3.3.2 Isolamento de microrganismos C. estertheticum e C. gasigenes para análise por 

PCR. 

 

Foi realizada a desinfecção das embalagens com álcool 70% e abertura das mesmas 

em cabine de segurança biológica. Em seguida, com uma tesoura estéril foi feito um pequeno 

corte na embalagem e retirados 2 ml de exsudado com um seringa estéril. Posteriormente, 

foram inoculados 2 ml do exsudado em 18 ml de caldo PYGS (Peptone, Yest, Glucose, 

Starch) adicionado de carne cozida. Os tubos foram incubados a 4ºC durante 21 dias. Ao final 

da incubação, foram feitas estrias em ágar sangue CBA [Columbia Blood Ágar Base, (Difco) 

suplementado com 5% de sangue de carneiro desfibrinado] os quais foram pré-reduzidos por 

48 horas. As placas foram incubadas à temperatura de 10ºC por 21 dias, em anaerobiose. 

Posteriormente, três colônias foram isoladas de cada placa. As colônias foram inoculadas em 
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caldo PYGS pré-reduzido com carne cozida. Os tubos foram incubados a 10ºC por 7 dias, 

para  caracterização dos isolados. 

 

3.3.3 Caracterização e identificação dos isolados  

 

A caracterização das colônias como Clostridium sp. foi realizada por meio dos testes de 

catalase, que consistiu na transferência de 3 ml de caldo PYGS previamente inoculado com 

colônias, como descrito no item 3.3.2, para um tubo de ensaio, o qual foi adicionado 1 ml de 

H2O2 a 3% para observar o borbulhamento imediato (resultado positivo) ou não 

borbulhamento (resultado negativo). Também foram realizados coloração em Gram utilizando 

o kit para coloração de Gram (Laborclin) seguindo as recomendações do fabricante e 

crescimento em ágar sangue CBA em aerobiose. Após a caracterização das colônias como 

Clostridium sp. (catalase negativo, bastonetes Gram-positivos e não crescimento em ágar 

sangue CBA em aerobiose) (ROSA, 2008), foi utilizado o método de extração de DNA total 

dos isolados obtidos de acordo com Furrer et al. (1991). Em seguida, foi empregada a técnica 

de PCR para identificação das espécies C. estertheticum e C. gasigenes. 

 

3.3.4 Identificação das colônias pela técnica de PCR   
 

Para análise de PCR utilizou-se os seguintes primers: 16 SEF (forward) 5‟-TCG GAA 

TTT CAC TTT GAG-3‟ (Invitrogen)  e 16 SER (reverse) 5‟- AAG GAC TTC ACT CAT 

CTC TG-3‟ (Invitrogen), descritos por BRODA et al. (2003). O anelamento destes primers 

ocorreram nas posições 207-223 e 996-997, respectivamente, na sequência 16S rDNA do C. 

estertheticum (Gen Bank, acesso S46734). O tamanho exato do produto da PCR é 790 bp 

(BRODA et al., 2003). 

Já para a detecção de C. gasigenes foram utilizados os primers 16 SDBF (forward) 5‟-

GAG AGG AGT TCT TCG GAA CGA-3‟ (Invitrogen) e 16 SDBR (reverse) 5‟-AAG CSA 

CTT CCC CAA TTA C-3‟ (Invitrogen). O anelamento destes primers tem posições 61-81 e 

995-977, respectivamente, na sequência 16S rDNA do C. gasigenes (Gen Bank acessos 

AG092548 e AF143692). O tamanho do produto obtido com esses primers é de 935 pb 

(BRODA et al., 2003). 

Para a reação de amplificação tanto para identificação de C. estertheticum quanto para 

C. gasigenes utilizou-se solução contendo: 10 l tampão de PCR 10x (LCG), 100 mM de 

TrisHCL e 500mM de Kcl pH 8,5; 1 l de dNTP a 10 mM (Invitrogen); 0,25 l de Taq-
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polimerase (1U/ul, LCG); 0,5 l de cada um dos primers a 100mM (Invitrogen); 2,5 l do 

DNA extraído e água esterilizada, totalizando 25 l. 

 A amplificação do DNA com os primers 16 SEF e 16 SER, 16 SDBF e 16 SDBR foi 

realizada em termociclador nas seguintes condições: ciclo inicial de 93ºC/3min, 30 ciclos de 

desnaturação a 92ºC/1minuto, anelamento a 55ºC/1 minuto, extensão a 72ºC/2minutos e ciclo 

final a 72ºC/3 minutos (BRODA et al., 2003). 

 Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% 

(Invitrogen), a 100V/30 minutos, corado com SYBER Safe
TM 

(Invitrogen molecular Probes, 

Oregon, USA), visualizados em transluminador por luz ultravioleta e fotodocumentados. Para 

cada gel foi adicionado marcador de peso molecular DNA ladder 100pb.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Todas as amostras de carne embaladas a vácuo com deterioração do tipo blown pack 

utilizadas no experimento apresentaram-se com aspecto totalmente alterado, com embalagem 

distendida contendo grande quantidade de exsudado e  odor “pútrido”. Cor esverdeada foi 

observada em nove das quinze amostras analisadas. 

 

4.1 Análises dos dados de T-RFLP 

 

Após a extração de DNA total dos microrganismos presentes nas amostras de carnes e 

dos microrganismos padrão, foi realizada a amplificação dos genes 16S rRNA por PCR com 

primers marcados com fluorescência. Os fragmentos com aproximadamente 790 pares de 

bases foram visualizados em gel de agarose, como mostra a Figura 12.  
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Legenda - Gel de eletroforese de produtos de PCR 

do padrão C. putrefaciens. Empregando-se 

o par de primers 27f e 1492r e marcador de peso  

molecular (DNA ladder  100 pb). Acervo pessoal. 

 

 
Legenda - Gel de eletroforese de produtos de PCR de 2a, 2b, 2c: amostra 

Positiva para C. algidixynoliticum; 3a, 3b, 3c: amostra negativa para C. estertheticum;  

4a, 4b, 4c: amostra positiva para C. algidicarnis ; 5a, 5b, 5c: amostra positiva para  

C. gasigenes; 6a, 6b: amostra positiva para C. laramiense; 6c: amostra negativa para 

C. laramiense. Empregando-se o par de primers 27f e 1492r e marcador de peso molecular  

(DNA ladder 100pb). Acervo pessoal.  

 

      Figura 12 – Perfil dos géis de agarose dos produtos do PCR obtidos pela   

                         amplificação com sequências de DNA de culturas de clostrídios 
 

 

4.1.1 Análises dos resultados de T-RFLP 

 

A análise dos resultados foi realizada utilizando o programa Peak Scanner v1.0 

(Applied Biosystems, Foster City, CA), que permitiu a detecção dos microrganismos 

contaminantes pela comparação dos picos (T-RF) das amostras com os dos microrganismos 

padrão.  

Foram considerados os resultados em que amostras analisadas apresentaram 

sobreposição com os picos dos microrganismos padrão, utilizando no mínimo três enzimas de 

restrição. Esse critério foi adotado para melhor segurança das análises, pois os sítios nos quais 

as enzimas de restrição cortam a fita dupla de DNA não são necessariamente únicos para um 
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grupo taxonômico particular. Desse modo, muitas sequências podem compartilhar o mesmo 

comprimento de T-RF, o que é chamado sobreposição de UTOs ou homoplasia de UTOs 

(THIES, 2007). Assim, para evitar resultados falso positivos, foram consideradas amostras 

positivas somente aquelas que apresentaram os eletroferogramas positivos com pelo menos 

três das cinco enzimas utilizadas neste estudo. Uma avaliação das endonucleases utilizadas no 

trabalho permitiu observar que as enzimas mais eficientes na detecção das seqüências do 

DNA total das amostras de carnes foram HhaI seguida das enzimas MspI e HaeIII (Tabela 6).  
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                    Tabela 6 - Microrganismos identificados por análises de T-RFLP em carnes refrigeradas embaladas a vácuo utilizando cinco enzimas  

                                  de restrição e seus respectivos tamanhos de restrição terminal em pares de bases 

         Tamanho TRF (pb)    

Amostras Microrganismos HhaI MspI MseI HaeIII RsaI 

1 S. liquefaciens 369 487 - 333 - 

1 H. alvei 369 - 446 - 421 

2 H. alvei 369 487 - - 421 

3 S. liquefaciens 369 487 - 333 - 

3 L. sakei 603 573 - 334 - 

5 H. alvei 369 487 446/450/453 - - 

5 S. liquefaciens 369 487 450 - - 

6 H. alvei 369 487/489 446 - 421 

6 C. algidicarnis 232 574 - - 122/123 

6 C. putrefaciens 231 - 153 268 443 

6 S. liquefaciens 367/369 487 450 - - 

7 L. sakei 603 573 - 334 - 

7 C. gasigenes 229 515 - - 444 

7 C. putrefaciens 231 513 - 268 - 

7 C. frigidicarnis 230 516 155 - 545 

7 C. algidicarnis 232 - - 266 443 

8 H. alvei 369 487 - - 421 

8 S. liquefaciens - 487 450 333 - 

11 C. gasigenes - 515 - 267 444 

11 C. algidicarnis 232 - - 266 443 

11 C. putrefaciens 231 513 - 268 - 

12 C. algidicarnis 232 574 - - 443 

12 C. putrefaciens 231 - 153 268 443 

12 H. alvei 369 487 446 - - 

12 S. liquefaciens 369 487 - 333 - 

15 H. alvei - 487 446 - 421 

15 L. sakei 603 573 - 334 - 
 (-) Não detecção de microrganismos nas amostras de carnes

5
4
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Por T-RFLP foram detectados microrganismos contaminantes em dez das quinze 

amostras de carne analisadas, enquanto cinco amostras apresentaram resultados negativos. Os 

resultados mostraram similaridade gênica com as espécies: C. algidicarnis; C. gasigenes; C. 

putrefaciens; C. frigidicarnis; H. alvei; S. liquefaciens e L. sakei, assim esses microrganismos 

mostraram-se frequentes nas amostras estudadas (Tabela 6. Eletroferogramas representando a 

detecção de C. gasigenes, H. alvei e L. sakei em amostras de carne estão apresentados na 

Figura 13). 
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        Gráfico 1 - Eixo vertical: intensidade de fluorescência, indicando quantidade de microrganismos;   

     eixo horizontal: número de pares de bases (pb). Corte com enzima RsaI. 

 

 
       Gráfico 2 - Eixo vertical: intensidade de fluorescência, indicando quantidade de microrganismos;   

    eixo horizontal: número de pares de bases (pb). Corte com enzima HhaI. 

 

 

 
       Gráfico 3 - Eixo vertical: intensidade de fluorescência, indicando quantidade de microrganismos;   

    eixo horizontal: número de pares de bases (pb). Corte com enzima RsaI. 

 

        Figura 13 – Gráficos 1, 2 e 3. Eletroferogramas das amostras 7, 15 e 1,  mostrando    

                          similaridade gênica com os microrganismos C. gasigenes, L. sakei  

                          e H. alvei  respectivamente 

C. gasigenes  

Amostra 7 
 
 
 

L. sakei 

Amostra 15 
 
 
 

H. alvei 

Amostra 1 
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As enterobactérias H. alvei e S. liquefaciens foram identificadas nas amostras 1, 2, 5, 6, 

8, 12, 15 e nas amostras 1, 3, 5, 6, 8, e 12 respectivamente (Tabela 6. A Figura 14 apresenta 

resultados da detecção de H. alvei e S. liquefaciens). 

 

 

   Gráfico 4 - Eixo vertical: intensidade de fluorescência, indicando quantidade de microrganismos;   

    eixo horizontal: número de pares de bases (pb). Corte com enzima HhaI. 

 

 

 Gráfico 5 - Eixo vertical: intensidade de fluorescência, indicando quantidade de microrganismos;   

 eixo horizontal: número de pares de bases (pb). Corte com enzima HhaI. 

      Figura 14 – Gráficos 4 e 5. Eletroferogramas das amostras 2 e 3,  mostrando similaridade   

                         gênica com os microrganismos H. alvei e S. liquefaciens respectivamente 
 

 

H. alvei pode ser encontrada em diversos habitats, sendo o trato gastrointestinal de 

mamíferos o habitat ecológico mais comum desta espécie (JANDA; ABBOTT, 2006).  Já a 

bactéria S. liquefaciens foi detectada em todos os estágios de manipulação da carne em planta 

de processamento, além de ser associada à deterioração de carne de cordeiro embalada a 

vácuo (STILES; KING, 1980; BRIGHTWELL, 2007). Dessa forma, a presença desses 

H. alvei 

Amostra 2 
 
 
 

Amostra 3 
 
 
 

 S. liquefaciens 
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microrganismos nas amostras avaliadas nesta pesquisa sugere deficiências na higienização 

durante as etapas de processamento da carne. Em trabalhos anteriores, H. alvei e S. 

liquefaciens foram identificadas como possíveis deteriorantes em carnes com problemas de 

blown pack (HANNA et al., 1979; BOEREMA et al., 2002) corroborando com os resultados 

do presente estudo. 

Outro microrganismo identificado nas análises de T-RFLP foi L. sakei, presente nas 

amostras 3, 7 e 15, como mostra a Figura 15. 

 

 

          Figura 15 - Eletroferograma dos T-RFLPs analisados no programa Peak Scanner   

                          (v.1.0) mostrando contaminação das amostras 3, 7 e 15 com L. sakei     

                          utilizando a enzima de restrição Hha I. Amostra 3 (▬); amostra 7 (▬);   

                          amostra 15 (▬) ; L. sakei  (▬) 

 

L. sakei é uma bactéria láctica normalmente encontrada em carnes e derivados 

(STENTZ et al., 2001). Essa espécie é caracterizada por ser heterofermentativa facultativa, 

fermentadora de hexoses para produção de ácido láctico e pode produzir CO2. Um estudo 

realizado por Hanna et al. (1979) mostrou que Lactobacillus spp. heterofermentativos 

apresentam capacidade de produzir gás no interior da embalagem a vácuo de produtos 

cárneos, quando estes são armazenados em temperaturas entre 1 a 3ºC por 21 dias, indicando 
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grande possibilidade desse microrganismo estar envolvido com a deterioração blown pack em 

carnes, concordando com os resultados  deste experimento.  

A detecção de C. algidicarnis nas amostras 6, 7, 11 e 12 comprova a relação deste 

microrganismo com a deterioração de carne embalada a vácuo. Essa espécie fermenta 

carboidratos com produção de ácidos, predominando o butírico e o acético, com produção de 

odores nauseantes, mas não de gás, portanto, não estufa a embalagem. Dessa forma, a 

distensão das embalagens nestas amostras foi provavelmente causadas pelos demais 

microrganismos encontrados juntamente com essa espécie de clostrídio. Lawson et al. (1994) 

indicaram ser C. algidicarnis responsável pela deterioração de carne de porco cozida 

refrigerada embalada a vácuo, comprovando seu potencial de deterioração nesse tipo de 

produto, o que está de acordo com este estudo. BRODA et al. (2009) isolaram recentemente 

este microrganismo em amostras coletadas em ambientes de abatedouro de cordeiro, fezes, lã 

e amostras colhidas do chão da sala de abate.   

 A espécie C. gasigenes, detectados nas amostras 7 e 11, também foi associada à 

deterioração tipo blown pack (BRODA et al., 2000; BODA et al., 2002) . 

 Outra espécie identificada neste estudo nas amostras 6, 7, 11 e 12 foi C. putrefaciens. 

Esse microrganismos foi identificado inicialmente por Broda et al. (1999) em cepas isoladas 

de carne embalada a vácuo que sofreram abuso de temperatura, e posteriormente por Boerema 

et al. (2002) e Broda et al. (2009) que também o apontaram como contaminante de carnes 

embaladas a vácuo, coincidindo com os resultados obtidos no presente estudo 

 A espécie C. frigidicarnis foi detectada apenas na amostra 7. A presença deste 

microrganismo pode sugerir que a amostra 7 sofreu abuso de temperatura, pois o crescimento 

de C. frigidicarnis está associado a essa condição ( Broda et al. (1999). 

A amostra 7 apresentou todas as espécies de clostrídios detectadas neste estudo por T-

RFLP: C. gasigenes, C. putrefaciens, C. frigidicarnis e C. algidicarnis (Tabela 6). Além 

disso, foi possível observar que essa amostra apresentou elevada população de clostrídios, 

como é o caso do C. putrefaciens. Essa constatação baseia-se nos picos apresentados nos 

gráficos 6, 7, 8 e 9 (Figura 16 e 17), em que a altura do pico correspondem à intensidade da 

fluorescência do fragmento terminal digerido pela enzima de restrição, o que indica neste 

caso, a quantidade de fragmento de DNA dos microrganismos.  Pela análise dos 

eletroferogramas da amostra 7, gerados pelo programa Peak Scanner, observa-se um  pico 

com altura de 10000 para C. putrefaciens (Figura 16, Gráfico 6), mostrando que este 

microrganismo representava a maior população encontrada entre as espécies de clostridios 

presentes na amostra 7. A segunda maior população de clostrídio contaminante observada na 
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amostra 7 foi de C. algidicarnis, com um pico de 8250 de altura (Figura 16, Gráfico 7), 

seguida por C. frigidicarnis, com 5250 (Figura 17, Gráfico 8) e, em menor quantidade, foi 

detectado C. gasigenes, com um pico de 800 (Figura 17, Gráfico 9).  

 

 

Gráfico 6 - Eixo vertical: intensidade de fluorescência, indicando quantidade de microrganismos;    

eixo horizontal: número de pares de bases (pb). Corte com enzima HhaI. 

 

 
   Gráfico 7 -  Eixo vertical: intensidade de fluorescência, indicando quantidade de microrganismos; eixo    

   horizontal: número de pares de bases (pb). Corte com enzima HhaI 

        

      Figura 16 – Gráficos 6 e 7. Eletroferogramas da amostra 7 mostrando similaridade gênica   

                         com os  microrganismos C. putrefaciens e C. algidicarnis.  (*) coletas 
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Gráfico 8 - Eixo vertical: intensidade de fluorescência, indicando quantidade de microrganismos;   

eixo horizontal: número de pares de bases (pb). Corte com enzima RsaI. 

     

        . 

 
  Gráfico 9 - Eixo vertical: intensidade de fluorescência, indicando quantidade de microrganismos;   

  eixo horizontal: número de pares de bases (pb). Corte com enzima RsaI. 

 

     Figura 17 – Gráficos 8 e 9. Eletroferogramas da amostra 7  e 2 mostrando similaridade   

                         gênica com os microrganismos C. frigidicarnis e C. gasigenes  
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As enterobactérias H. alvei e S. liquefaciens foram as mais frequentemente 

encontradas em todas as amostras de carnes avaliadas, como mostra a Figura 18. Este 

resultado está de acordo com pesquisas que identificaram H. alvei e S. liquefaciens em 

amostras de carne com deterioração tipo blown pack (BRIGHTWELL et al., 2007; FELIPE, 

2008).  Os demais microrganismos identificados foram menos frequentes nas amostras: C. 

purefaciens, C. algidicarnis, L. sakei, C. gasigenes e C. frigidicarnis (Figura 18). 

 

 

 Figura 18 – Porcentagem de microrganismos identificados nas análises de T-RFLP  
  

4.2 Contagem de enterobactérias pelo método de microbiologia convencional 

 

As contagens de enterobactérias nas temperaturas de 35°C (24 horas) e 25°C (24, 72 e 

120 horas) (Tabela 7), revelaram que não houve diferença significativa entre as temperaturas 

avaliadas de crescimento (p>0,05). Dessa forma, as médias das contagens de enterobactérias 

em logarítimo de UFC/ml mostraram valores muito próximos, indicando que ambas as 

temperaturas foram favoráveis ao crescimento das enterobactérias, sendo que a incubação a 

25°C por 24 horas apresentou maior contagem e a 25°C por 120 horas a menor contagem. 
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       Tabela 7 - Média (±desvio padrão) das contagens de enterobactérias em Logarítimo de    

                         UFC/ml e valor de p  

Temperatura/Tempo Média (log) Desvio padrão p 

35°C 24h 5,26 ± 2,36 2,362849 - 

25°C 24h 5,10 ± 2,38 2,384894 - 

25°C 72h 5,48 ± 2,01 2,017936 - 

25°C 120h 5,55 ± 2,01 2,016568 - 

Média total 5,35 ± 2,14 2,144862 0,949446 

p 0,95 - - 

 

 

4.2.1 Identificação de enterobactérias pelo sistema API 20E 

 

Os resultados obtidos a partir das análises de um total de 117 colônias isoladas de 

amostras de carnes com deterioração tipo blown pack indicaram maior ocorrência de H. alvei, 

seguida de S. Liquefaciens e C. braakii. Outras espécies de enterobactérias também foram 

identificadas neste estudo: Pantoea sp.  e Y. enterocolitica (Tabela 8). 

 

    Tabela 8 - Porcentagem de microrganismos identificados nas amostras pelo método API   

                     20 E 

Microrganismo Porcentagem (%) 

H. alvei                       92,30 

S. liquefaciens                       15,38 

C. braakii                                                                                  15,38 

Pantoea spp.                        7,69 

Y. enterocolitica                                                                  7,69 
 

A bactéria H. alvei foi identificada em doze das treze amostras de carnes por análises 

microbiológicas convencionais, como mostra a Tabela 9.  
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Tabela 9 – Espécies de enterobactérias identificadas por análises microbiológicas de   

                  amostras de carnes bovinas refrigeradas embaladas a vácuo com distensão da   

                  embalagem 

 Amostras                         Microrganismos 

1 H. alvei e C. braakii 

2 H. alvei e C. braakii 

3 H. alvei e Pantoea spp. 

4 H. alvei 

6 H. alvei e S. liquefaciens   

8 H. alvei 

9 H. alvei 

10 H. alvei 

11 H. alvei e S. liquefaciens 

12 H. alvei 

    13(-)        - 

14 H. alvei e Y. enterocolitica 

15 H. alvei 
(-) Não detecção de microrganismos nas amostras de carne 

 

Este resultado sugere a possível contaminação do ambiente de abate, pois estudos 

comprovam a presença de H. alvei na água e no solo (JANDA; ABBOTT, 2006). Além disso, 

o gênero Hafnia é um microrganismo anaeróbico facultativo (JANDA; ABBOTT, 2006), o 

que torna o ambiente da carne embalada a vácuo favorável ao seu crescimento.  

A elevada ocorrência de H. alvei nas amostras de carne deste estudo estão de acordo 

com os resultados encontrados por Felipe (2008) que identificou Hafnia alvei com maior 

frequência (18,5%) em amostras de carne bovina embaladas a vácuo com deterioração tipo 

blown pack. Outras pesquisas também reforçam a presença dessa enterobactéria como 

possível deteriorante de carnes com problemas de blown pack (HANNA et al., 1979; 

BOEREMA et al., 2002), podendo ainda ser encontrada em 50% dos isolados entéricos de  

carne bovina refrigerada (LINDBERG et al., 1998; RIDELL;  KORKEALA, 1997). 

Resultados similares ao deste estudo foram observados por BRIGHTWELL et al. (2007), que 

identificaram em carnes com deterioração blown pack, além de H. alvei, outras 

enterobactérias, como S. liquefaciens e Y. enterocolitica. 

Assim como no presente trabalho, Brenner (1992) também detectou gêneros de 

enterobactérias entre eles Citrobacter, Hafnia e Yersinia em carnes e produtos cárneos 

deteriorados. Porém Felipe (2008) detectou esses mesmos gêneros em amostras de carne 

bovina embalada a vácuo refrigerada não deteriorada, o que mostra que essas bactérias podem 

ser encontradas nesse tipo de produto, com ou sem deterioração, indicando que a deterioração 

poderá ocorrer não apenas pela presença destes microrganismos na carne, mas pela 

quantidade em que se encontram, das condições que favoreçam seu desenvolvimento.  
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A enterobactéria Y. enterocolitica detectada neste trabalho, representa sério risco à 

saúde do consumidor, pois é um enteropatógeno invasivo para humanos que provoca sintomas 

clínicos intestinais e extra-intestinais que variam desde  gastrenterite branda a  linfadenite 

mesentérica e, em casos raros, pode evoluir para septicemia. Assim como no presente 

trabalho, Y. enterocolitica foi encontrada em amostras de carne bovina crua, indicando que 

além de microrganismos deteriorantes, as carnes embaladas a vácuo com problemas de blown 

pack podem apresentar microrganismos potencialmente patogênicos (MAURO  et al., 2008). 

Quanto à enumeração de enterobactérias nas amostras de carne, os resultados estão 

apresentados na Tabela 10. 

 

    Tabela 10 – Contagem de Enterobacteriaceae totais em amostras de carnes embaladas a vácuo 

    Enterobacteriaceae (UFC/ml) 

 

35°C   25°C   

     Amostras 24h 24h 72h 120h 

1 4,3x10
6
 2,3x10

6
 2,6x10

6
 3,3x10

6
 

2 4,5x10
6
 3,9x10

6
 4,0x10

6
 4,2x10

6
 

3 1,0x10
6
 4,9x10

5
 2,6x10

6
 9,6x10

6
 

4 2,8x10
5
 1,2x10

5
 1,9x10

5
 2,0x10

5
 

6 8,6x10
5
 4,8x10

5
 5,2x10

5
 5,2x10

5
 

8 3,9x10
6
 3,5x10

6
 4,7x10

6
 4,7x10

6
 

9 8,5x10
6
 8,4x10

6
 1,3x10

7
 1,3x10

7
 

10 4,0x10
8
 3,5x10

8
 3,8x10

8
 3,8x10

8
 

11 5,0x10
5
 6,7x10

5
 8,0x10

5
 8,0x10

5
 

12 1,0x10
1
 <10 2,2x10

2
 2,2x10

2
 

13 <10 <10 2,3x10
2
 2,5x10

2
 

14 1,4x10
2
 4,0x10

1
 1,0x10

2
 1,6x10

2
 

15 6,3x10
5
 4,1x10

5
 8,4x10

5
 8,4x10

5
 

 

 

4.3 Comparação entre as técnicas de T-RFLP e de microbiologia convencional para 

detecção de enterobactérias. 

 

O método de T-RFLP se mostrou eficaz para a detecção da microbiota dominante nas 

amostras avaliadas neste estudo, por permitir um diagnóstico rápido e preciso especialmente 

para microrganismos de difícil cultivo como os anaeróbios estritos, como no caso dos 

clostrídios.  Estes resultados estão de acordo com Tanaka et al. (2010) que demonstraram que 

este método é  uma ferramenta poderosa para avaliar a diversidade de bactérias além de ser 

uma técnica de rápida determinação da comunidade microbiana, o que  é interessante para as 

empresas de alimentos. 



66 
 

A utilização de três enzimas de restrição melhorou a resolução taxonômica da técnica de 

T-RFLP, oferecendo uma interpretação mais confiável dos resultados, concordando com 

Nieminen et al. (2011) que conseguiram melhores resultados utilizando três enzimas de 

restrição nas análises de T-RFLP, na caracterização de comunidades de bactérias 

psicrotróficas presentes em carnes embaladas em atmosfera modificada. 

Pelo sistema API 20E utilizado nas análises microbiológicas, foi possível a identificação 

de cinco gêneros de enterobactérias em doze das treze amostras analisadas neste estudo. 

Pesquisas recentes mostram a utilização deste sistema (BAI et al., 2010;  ZAMAN et al., 

2010), comprovando a eficiência desta técnica, corroborando com os resultados do presente 

trabalho.  

Pelas análises microbiológicas convencionais detectou-se H. alvei em uma maior 

quantidade de amostras de carne analisadas (92,30%), do que com a técnica de T-RFLP, que 

identificou este microrganismo em menor número de amostras (46,66%). Isto pode ter 

ocorrido devido ao volume reduzido do exsudado coletado das amostras para a extração de 

DNA nas análises moleculares, impossibilitando a obtenção de quantidade suficiente de 

microrganismos viáveis, o que possivelmente restringiu a posterior amplificação da região 

16S rRNA por PCR (NOCKER et al., 2007; NIEMINEN et al., 2011). Limitações da técnica 

T-RFLP, tais como a formação de hetero-dúplex de DNA durante a PCR, que prejudica a 

digestão pelas endonucleases, e a presença de múltiplas cópias do gene 16S rRNA dentro de 

uma única espécie com apenas pouco sítios de restrição (FARRELLY et al., 1995) podem ter 

contribuído para a não detecção de S. liquefaciens nas amostras 16 e 17 por T-RFLP (Tabela 

11). Assim, análises de microbiologia convencional associadas a análises moleculares foram 

necessárias para se confirmar a presença de contaminantes nas amostras estudadas. 
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                  Tabela 11 - Relação dos resultados de T-RFLP e API 20 E 

 
Microrganismos   

 Amostras Análise T-RFLP Análise API 20E 

       1 
 
                   - H. alvei e C. braakii 

       2 H. alvei H. alvei e C. braakii 

       3 S. liquefaciens e L. sakei H. alvei e Pantoea spp. 

       4 - H. alvei 

       6 C. algidicarnis e C. putrefaciens H. alvei e S. liquefaciens   

       8 H. alvei e S. liquefaciens H. alvei 

       9 - H. alvei 

       10 - H. alvei 

       11 C. gasigenes, C. algidicarnis, C. putrefaciens H. alvei e S. liquefaciens 

       12 C. algidicarnis, C. putrefaciens, H. alvei, S. liquefaciens H. alvei 

       13 -  - 

       14 - H. alvei e Y. enterocolitica 

       15 H. alvei e L. sakei H. alvei 
                                  (-) Não detecção de microrganismos  

6
7
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O microrganismo S. liquefaciens foi identificado por ambas as metodologias, comprovando 

sua presença em carnes com deterioração tipo blown pack  (BOEREMA et al., 2002; 

BRIGHTWELL et al., 2007; FELIPE, 2008). Porém a técnica de T-RFLP pode detectar esse 

microrganismo em maior número de amostras (23%) do que as análises microbiológicas 

convencionais (15,38%). A não detecção da bactéria por microbiologia convencional sugere que 

a escolha aleatória das colônias no meio VRBG para crescimento em ágar Mac Conkey não foi 

bem sucedida ou que o microrganismo estava em estado não cultivável (NIEMINEN et al., 2011). 

Foi possível concluir neste estudo que a associação do método T-RFLP com a análises 

microbiológicas convencionais foi eficaz na identificação das espécies de bactérias psicrotróficas 

envolvidas com a deterioração tipo blown pack em carnes refrigeradas embaladas  a vácuo. 

 

4.4 Identificação de C. estertheticum e C. gasigenes pela técnica de PCR 

 

As análises para o isolamento e posterior identificação por PCR de C. estertheticum e C. 

gasigenes foram realizadas com o objetivo de complementar os resultados do presente trabalho. 

Esses microrganismos foram escolhidos devido a sua associação frequente na deterioração tipo 

blown pack, relatada em estudos anteriores (DANTY et al., 1989; BRODA et al., 2000; BRODA 

et al., 2003; BOEREMA et al., 2003).  

Entretanto, para a identificação dos isolados, só foi possível a obtenção dos resultados para 

C. estertheticum, devido à contaminação dos reagentes durante a prática deste trabalho, 

prejudicando assim a identificação de C. gasigenes nas amostras deste estudo.   

Os resultados obtidos no isolamento e posterior identificação pela técnica de PCR de C. 

estertheticum mostraram a ausência deste microrganismo nas 13 amostras analisadas (Figura 19).  
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   Figura 19 - Representação em gel de agarose (1%) contendo produtos de PCR para  

                     detecção de C. estertheticum em amostras de carne bovina embaladas a   

                     vácuo com deterioração tipo blown pack 
    

Estes resultados estão de acordo com os encontrados nas análises de T-RFLP, confirmando 

a não detecção de C. estertheticum pelas duas técnicas moleculares (PCR e T-RFLP). Isso pode 

ter ocorrido pela ausência de C. estertheticum nas amostras. Ainda, de acordo com Yang et al. 

(2011), é possível que o número de esporos de C. estertheticum seja influenciado por bactérias 

lácticas envolvidas na deterioração tipo blown pack, pois estas utilizam a glicose para produção 

de ácido láctico, sendo que este processo tende a reduzir o pH na superfície da carne, local onde 

ocorre o desenvolvimento dos microrganismos (JONES, 2004). Dessa forma, as bactérias lácticas 

não somente competem com o C. estertheticum pela glicose disponível como também inibem a 

presença deste microrganismo no ambiente proporcionado pela carne embalada a vácuo.  

Neste estudo foram utilizados somente dois padrões de bactérias lácticas nas análises de T-

RFLP - L. sakei (ATCC 15521) e Leuc. mesenteroides (ATCC 8293). Seria necessária uma maior 

diversidade de padrões de microrganismos desta família para se poder detectar a eventual 

presença de outras bactérias lácticas nas amostras de carne embaladas a vácuo com deterioração 

blown pack e assim, a atribuir possível inibição de C. estertheticum por esse grupo de 

microrganismo. 

 
 

 
Canaleta 1: Marcador de peso molecular (DNA ladder 100pb) 

Canaleta 2 a 14: Amostras negativas para C. estertheticum 

CP: Controle Positivo, cepa de C. estertheticum (DSM 8809) 

CN: Controle Negativo 

 1     2     3     4      5     6     7      8    9   10    11    12   13  14  CP  CN 
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5 Conclusões   

 

 O método T-RFLP mostrou-se eficaz na detecção dos principais microrganismos 

contaminantes nas amostras de carnes embaladas a vácuo. 

 Foram identificadas por T-RFLP espécies de grupos de bactérias comumente envolvidos 

nesse tipo de deterioração: enterobactérias, bactérias lácticas e clostrídios. 

 As endonucleases utilizadas nas análises de T-RFLP que apresentaram maior eficiência 

em detectar as sequências de DNA das amostras foram HhaI, MspI, e HaeIII, mostrando que 

estas seriam as mais apropriadas para o uso em estudos com amostras procedentes de carnes. 

 As análises microbiológicas convencionais mostraram-se eficientes na detecção de 

enterobactérias presentes nas amostras com deterioração tipo blown pack.  

 Os resultados demonstram a importância da associação de métodos covencionais de 

cultivo e técnicas moleculares, pois a utilização em conjuto da técnica T-RFLP com as análises 

microbiológicas convencionais possibilitou identificar um maior número de enterobactérias do 

que cada uma das técnicas isoladamente. 

 As técnicas de PCR assim como T-RFLP não identificaram C.estertheticum nas amostras 

de carnes com problemas de blown pack, sugerindo sua ausência ou baixa contaminação da carne 

por este microrganismo.  
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