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RESUMO

As carnes bovinas resfriadas embaladas a vacuo produzidas no Brasil sédo
comercializadas também no exterior onde contam com um rigido controle. Com isso
uma das maiores preocupacfes da industria de carnes brasileira € o controle de
bactérias deteriorantes, mais precisamente os clostridios. A contaminacao causada
por esses microrganismos deteriorantes provoca um estufamento no filme utilizado
para embalar a vacuo a carne, fazendo com que esta se torne putrida. A contaminacao
causa impacto negativo as marcas comerciais, além de prejuizos econémicos. Os
objetivos deste trabalho foram o de estudar as caracteristicas da deterioracdo
ocasionada por clostridios psicrotréficos em carne bovina resfriada embalada a vacuo
e também detectar por meio de um método rapido e eficiente a presenca destes
microrganismos. Neste trabalho verificou-se que o desenvolvimento de CI.
estertheticum e consequente producdo de gas em carne bovina é favorecido pela
elevacdo da temperatura de armazenamento. A concentracdo de esporos de Cl.
estertheticum e CI. gasigenes teve influéncia no surgimento do blown pack em funcdo
da temperatura de incubacdo. As bacteriocinas 484 e 204 produzidas por bactérias
lacticas isoladas de produtos carneos mostraram uma acao promissora na inibicdo da
deterioracao por producdo de gas ocasionada por Cl. estertheticum e Cl. gasigenes
em baixas temperaturas de armazenamento. A inoculacdo realizada com células
vegetativas de Cl. estertheticum e Cl. gasigenes ocasionou a producédo de gas, porém
em quantidades inferiores se comparadas as produzidas pelos esporos nos testes
realizados com carne bovina embalada a vacuo. O sanitizante quaternario de aménio
nas concentracdes de 900ppm e 4.500ppm foi mais eficiente do que o acido
peracético e o hipoclorito de sddio na inibicdo da germinacdo dos esporos de CI.
estertheticum e Cl. gasigenes. Nos estudos de deteccdo molecular dos clostridios
psicrotréficos, apenas o primer espécie-especifico DBR de Cl. estertheticum foi
eficiente para a detecgdo desta cultura. O primer SE, especifico para Cl. gasigenes,

nao detectou este microrganismo. Um estudo mais aprofundado para se determinar a
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razdo da nao amplificacdo da sequéncia genética referente ao Cl. gasigenes por seu

primer especifico devera ser conduzido.
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ABSTRACT

Vacuum-packed chilled beef produced in Brazil is also marketed overseas where it has
a strict control. Thus a major concern of the Brazilian meat industry is the control of
spoilage bacteria, clostridia more precisely. The contamination produced by these
microorganisms causes a vacuum pack distension and the meat becomes putrid. The
contamination has a negative impact on trademarks, as well as economic losses. The
objectives of this work were to study the characteristics of the deterioration caused by
psychrotrophic clostridia in chilled beef packaged under vacuum and also to detect
through a rapid and efficient method the presence of these microorganisms. In this
work it was found that the development of CI. estertheticum and subsequent gas
production in beef is favored by high temperature of storage. The concentration of
spores of Cl. estertheticum and Cl. gasigenes influenced the emergence of “blown
pack” according to incubation temperature. The bacteriocins 484 and 204 produced by
lactic acid bacteria isolated from meat products showed a promising action in inhibiting
the deterioration of gas production caused by CI. estertheticum and CI. gasigenes at
low storage temperatures. The inoculation performed with vegetative cells of
Cl. estertheticum and CI. gasigenes caused the gas production, but in lower amounts
compared to those produced by the spores in the tests with vacuum-packed beef. The
guaternary ammonium sanitizer in concentrations of 900ppm and 4.500ppm was more
effective than peracetic acid and sodium hypochlorite in the inhibition of the spores
germination of Cl. estertheticum and Cl. gasigenes. In studies of molecular detection of
psychrotrophic clostridia, only the primer DBR, specific for CI. estertheticum was
efficient for the detection of this culture. The primer SE specific for Cl. gasigenes, did
not detect this microorganism. A further study to determine the reason for the non-
amplification of the genetic sequence selated to Cl. gasigenes should be further

conducted.
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INTRODUCAO

Para a carne fresca, a embalagem a vacuo comprovou ser eficiente em
prolongar a vida util, preservando as caracteristicas sensoriais inerentes ao produto
durante um periodo suficientemente longo para seu volume de negécios. Durante a
refrigeracé@o, o vacuo permite o0 aumento da vida util da carne, evitando a oxidacéo e o
desenvolvimento de microrganismos aerébios. Dentre os sistemas estabelecidos de
acondicionamento de carne, o vacuo € o mais utilizado no mercado institucional para a
distribuicdo de porcionados. A producdo de gas em carnes embaladas a vacuo ou
blown pack é muitas vezes detectada em carnes que sofreram abuso de temperatura
no processamento e armazenamento. E fato que, o problema de distensdo de
embalagens com carne pode ocorrer sem que tenha ocorrido abuso de temperatura, e
este tem sido um desafio para a cadeia de producdo, processamento e

comercializacdo de carnes.

A deterioracdo causada por clostridios psicrofilos e psicrotroficos esta
associada com a protedlise, perda de textura, acimulo de liquido nas embalagens

acompanhado de um odor desagradavel, principalmente de gas sulfidrico.

As bactérias lacticas preservam as carnes por meio da exclusdo competitiva
com outros microrganismos e também por meio da producdo de substancias
inibitérias, incluindo-se as bacteriocinas. A nisina, uma bacteriocina produzida por
linhagens de Lactococcus lactis subsp. lactis, apresenta amplo espectro de agcédo. Este
composto constitui-se numa bacteriocina tipo lantibiotico (formado por pequenos
peptideos ativos em membranas), possui atividade bactericida sobre muitos
microrganismos gram-positivos e previne o crescimento pds-germinativo de esporos,

como os de Clostridium botulinum (Gould, 1996).

Para isolamento e identificacdo de Cl. estertheticum e CIl. gasigenes em
carnes, o método tradicional é considerado complexo e inespecifico (BRODA et al.,
2000). A insercao da técnica de PCR para diagndstico em alimentos iniciou-se na
década de 90, e hoje encontra-se mais difundida, pela reducédo do tempo de analise
frente a métodos tradicionais e, especificidade dos microrganismos detectados. A
técnica tornou-se rotina basica dos laboratérios de biologia molecular, apés a
descoberta da enzima Taq DNA Polimerase. Em si, a importancia do PCR é devido a
sua sensibilidade ao amplificar pequenas quantidades de DNA em milhdes de copias
para seu sequienciamento, clonagem, diagnéstico e outros (BRODA et al., 2000). Os

objetivos desse trabalho foram estudar as caracteristicas da deterioracdo ocasionada
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por clostridios psicrotréficos em meio de cultura e em carne bovina embalada a vacuo.
Determinar o potencial inibitério de bacteriocinas sobre a acgdo dos clostridios
psicrotréficos em meio de cultura e em carne bovina embalada a vacuo. Avaliar o
potencial inibitério de sanitizantes sobre clostridios psicrotréficos e detectar por meio

de uma técnica de deteccdo molecular rapida a presenca de clostridios psicrotroficos.

MATERIAL E METODOS

Método de esporulacéao
Preparo de esporos
Os esporos de Cl. estertheticum, Cl.gasigenes e Cl. sporogenes foram preparados

conforme a metodologia de MAH et al. (2009).

Preparo e quantificagcdo das bacteriocinas

As culturas de Lc. lactis subsp. cremoris e Lc. lactis subsp. hordnae produtoras
das bacteriocinas 204 e 484, foram ativadas em caldo MRS a 30°C por 8 e 12h
respectivamente. Apés ativacao, os caldos brutos das bacteriocinas foram submetidos
a choque térmico a 80°C por 5min, sendo em seguida resfriadas em banho com gelo
por 5min. O caldo contendo as bacteriocinas apés o choque térmico e resfriamento foi
centrifugado por 10min a 14.000 rpm a 4°C por 10min e os sobrenadantes contendo

bacteriocinas foram utilizados.

A nisina pura apresentava atividade de 3,2x10°U/g, e a partir da mesma foi
preparada uma solucdo mae com atividade de 1,0x10°U/ml a qual foi diluida até
2,0x10%U/ml e testadas frente a Cl. estherteticum e Cl. gasigenes. Cada poco foi
inoculado com 100uL de cada bacteriocina.

A quantificagdo das bacteriocinas foi determinada pelo método de antagonismo
simultineo em pogos segundo TAGG & MCGIVEN (1971), modificado por
BENKERROUM et al. (1993).

Teste de producao de gas meio de cultura e em carne bovina embalada a vacuo
Os testes foram realizados com culturas produtoras de gas e blown pack (Cl.
estertheticum e Cl. gasigenes).
O meio de carne utilizado no teste de verificacdo da producdo de gas foi
preparado de acordo com ROBERTS et al. (1981). A emulséo de carne formada, foi

distribuida em tubos de 10 x 100mm, em porg¢des de 2mL.
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Utilizou-se cortes de contrafilé os quais foram preparados conforme
BRIGHTWELL et al. (2007) porcionadas em 10g e seladas a vacuo em seladora
(Supervac, GK185) com presséo 15atm e acondicionados em sacos termoencolhiveis
(Perflex 51 film 4x ¥2 x 18 taped vacuo).

Em cada tubo contendo 2mL de meio de cultura, foram inoculados 100uL da
suspensdo do microrganismo a ser testado (na escala de 1MacFarland), estes foram
homogeneizados em agitador de tubos tipo vortex e selados com agar selo a 1,5% e
deixados em repouso para solidificagdo. Os tubos inoculados em triplicata foram
incubados nas temperaturas de 4°C, 7°C e 20°C. A leitura dos resultados foi realizada
diariamente. Em tubos contendo as células de Cl. estertheticum, Cl. gasigenes, Cl.
perfringens e Cl. sporogenes foram adicionados em duplicata para cada temperatura
100uL de extrato bruto da bacteriocina 204.

As embalagens contendo as porcdes de carne foram inoculadas com 1mL da
suspensdo de células vegetativas Cl. estertheticum, Cl. gasigenes, Cl. perfringens, Cl.
sporogenes, ou solucédo esporos Cl. estertheticum, Cl. gasigenes e Cl. sporogenes,
foram inoculadas com 1mL da bacteriocina 204 e outras com a bacteriocina 484. Junto
foram separadas como controle positivo, amostras sem microrganismos, apenas
cortadas e seladas a vacuo. As embalagens foram incubadas em trés temperaturas
0°C, 4°C e 7°C, e a leitura de avaliacdo do grau de deterioracao foi realizada leitura
diariamente baseada na escala de classificacéo.

Avaliacdo da eficicia de sanitizantes sobre clostridios psicrotroficos

Avaliou-se a acao dos sanitizantes hipoclorito de sédio, acido peracetico e
guaternario de aménio na inibicdo da germinacdo de esporos de Cl. estertheticum e
Cl. gasigenes. Para tanto utilizou-se a metodologia descrita por WULT et al. (2003).
Técnicas moleculares de deteccao de clostridios psicrotroficos

Avaliaram-se alguns primers com o intuito de se detectar os clostridios
psicrotréficos frente a 15 culturas de bactérias produtoras de gas e de blown pack.
Foram testados na corrida de PCR os primers ERIC, Universal 27F, e as sequéncias
de primers DBR e SE descritas por BRODA et al., (2003).

Para a extracdo de DNA foram retiradas aliquotas de 1mL dos tubos das cepas
ativas produtoras de gas e blown pack. Estes foram centrifugadas a 12.000rpm por
5min. O sobrenadante foi descartado e o indculo foi ressuspendido em 200uL de agua
destilada estéril e a seguir estes foram congelados em ultrafreezer a -80°C por 10min.

Em seguida os tubos com os in6culos foram submetidos a fervura a 98°C por 5min em
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banho seco e amplificados em termociclador (Bioer Gene Pro Thermal Cycler). Os
fragmentos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1% em
tampdo TBE 1x, pH 8,0, em cuba de eletroforese (Electrophoresis Power Supply;

Loccus Biotecnologia) com corrida a 100V por 30min.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de viabilidade da bacteriocina mediante a concentragdo em rotavapor
notou-se que a bacteriocina 204 apresentou queda na atividade, passando de 8 x 10?
na amostra sem concentar para 2,0 x 10°. Ja a bactericina 484 apresentou elevacgéo
na atividade, passando de 4,0 x 102 para 6,0 x 10°.

No teste de determinacdo do grau de deterioracdo com células vegetativas em
meio de cultura observou-se que nas amostras com ou sem a bacteriocina incubadas
na temperatura de 4°C nao houve producao de gas durante os 119d de observacao. A
7°C a bacteriocina 204 conseguiu postergar a producdo de gas ocasionada por ClI.
gasigenes. A producdo de gas ocasionada por E. coli, E. aerogenes, P. aeruginosa,
Pr. mirabilis, Lc. latis e Lb. plantarum foi intensificada com a elevacdo da temperatura
de estocagem. Observou-se que as bacteriocinas 204 e 484 foram inibitérias a
producdo de gas por células vegetativas de Cl. estertheticum nas temperaturas
testadas. Segundo YANG et al. (2010) em estudo realizado com inoculacdo de CI.
estertheticum junto de Leuconostoc mesenteroides, as bactérias laticas preveniram o
desenvolvimento da deterioracdo de carnes embaladas a vacuo.

O grau de distensdo ocasionada por esporos de CI. estertheticum e CI.
gasigenes mostra que, as bacteriocinas 204 e 484 nao foram eficazes para controlar a
deterioracdo ocasionada pelos esporos dos clostridios psicrotroficos testados em
carnes embaladas & vacuo.

O sanitizante a base de quaternario de aménio, apresentou o melhor resultado
dentre os sanitizantes, com uma reducdo de 8 ciclos Log de Cl. estertheticum e CI.
gasigenes.

O primer Universal 27F amplificou ambos os clostridios psicrotroficos. O primer
ERIC, por sua vez, amplificou o Cl. gasigenes porém nédo o Cl. estertheticum. Quando
utilizou-se os primers espécies-especificos amplificou-se apenas o Cl. estertheticum
com o primer SE, comprovando a eficiéncia desta sequéncia. O primer DBR,
especifico para Cl. gasigenes, ndo detectou este microrganismo. Alguns autores
(MOSCHONAS et al., 2009).



5° Congresso Interinstitucional de Iniciagdo Cientifica - CIIC 2011
9 a 11 de agosto de 2011 — Campinas, SP

¥ <
O >
RCPREIR

CONCLUSAO

e O desenvolvimento de Cl. estertheticum e consequiente producdo de gas em

carne bovina é favorecido pela elevacao da temperatura de armazenamento.

e A concentracdo de esporos de Cl. estertheticum e Cl. gasigenes influencia o

surgimento do blown pack em funcéo da temperatura de incubacao.

e As bacteriocinas 484 e 204 mostraram uma acdo promissora na inibicdo da
deterioracdo por producao de gas ocasionada por Cl. estertheticum e CI.
gasigenes em baixas temperaturas de armazenamento. No entanto, estudos
com concentracdes mais elevadas destes compostos protéicos poderédo
confirmar a eficacia dos mesmos.

e A inoculacdo realizada com células vegetativas de Cl. estertheticum e CI.
gasigenes ocasionou a producdo de gas, porém em quantidades inferiores se
comparadas as produzidas pelos esporos nos testes realizados com carne

bovina embalada a vacuo.

e O quaternario de amoénio nas concentragcbes de 900ppm e 4.500ppm foi o
sanitizante mais eficiente na inibicAo da germinacdo dos esporos de CI.
estertheticum e Cl. gasigenes. Apenas o primer espécie-especifico DBR de CI.
estertheticum foi eficiente para deteccdo desta cultura. O primer, especifico
para Cl. gasigenes, ndo detectou este microrganismo. Um estudo mais
aprofundado para se determinar a razdo da ndo amplificacdo da sequéncia
genética referente ao Cl. gasigenes por seu primer especifico devera ser

conduzido.
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