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RESUMO 

 

CARVALHO, Lara Maria Vieira Flores, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho 
de 2022. Caracterização da microbiota bacteriana de carne bovina embalada a 
vácuo armazenada em diferentes temperaturas. Orientador: Luís Augusto Nero. 
 

 

A embalagem a vácuo utilizada em produtos cárneos propicia uma atmosfera com 

menor nível de oxigênio, inibindo a multiplicação de alguns micro-organismos; 

entretanto, favorece outros grupos microbianos, como as bactérias anaeróbias. O 

presente estudo teve como objetivo avaliar a microbiota bacteriana da carne bovina 

embalada a vácuo armazenada a temperatura de 4ºC e 15ºC, ao longo de 28 dias, 

visando compreender a influência de fatores como tempo e temperatura de 

armazenamento sobre a composição bacteriana. As amostras foram analisadas 

imediatamente ao chegar ao laboratório (D0) e depois, em ambas as temperaturas, 

a cada 7 dias até o 28º dia. Mesófilos, enterobactérias e bactérias láticas foram 

enumerados durante esse período. Além disso, a caracterização da microbiota 

bacteriana foi realizada a partir do sequenciamento de DNA 16S do exsudato cárneo 

obtido nos diferentes tempos e temperaturas. Apenas as amostras armazenadas a 

15ºC apresentaram desenvolvimento de deterioração blown pack e a contagem de 

mesófilos, enterobactérias e bactérias láticas apresentou-se mais elevada também 

nessas amostras. Diferenças significativas entre as médias das contagens foram 

observadas tanto para tempo quanto para temperatura, de todos os grupos 

microbianos avaliados (p < 0,05). Através do sequenciamento do DNA total, 

observou-se que as amostras referências apresentaram prevalência de 

Photobacterium, Pseudomonas e Acinetobacter. Entretanto, durante o 

armazenamento, ocorreram alterações da microbiota. As amostras armazenadas à 

15ºC apresentaram prevalência inicial de Hafnia-Obesumbacterium, Lactococcus e, 

posteriormente, Bacteroides. Clostridium foi detectado, principalmente, nos últimos 

dias. Já a estocagem a 4ºC manteve alta abundância relativa inicial de 

Photobacterium seguida por aumento de Hafnia-Obesumbacterium e Lactococcus. 

Nessa temperatura, também foi detectada a presença de Yersinia. Analisando-se os 

índices de diversidade alfa, observou-se que a diversidade microbiana foi 

significativamente diferente apenas no armazenamento a 15ºC (p < 0,05). Além 



 
 
 

 
 

disso, a composição microbiana foi se tornando mais homogênea, o que indica que 

a microbiota deteriorante passou a dominar o ecossistema e se sobressair em 

relação aos outros micro-organismos. Os dados obtidos reforçam a necessidade do 

monitoramento de produtos cárneos; visto que as bactérias estão, constantemente, 

se alterando, adaptando e criando novos mecanismos de sobrevivência. Dessa 

forma, têm-se diferentes grupos que conseguem se sobressair, de acordo com as 

barreiras impostas; sendo importante realizar avaliações para garantir a inocuidade 

e qualidade do produto final. 

 

Palavras-chave: Carne Bovina. Inocuidade. Deterioração blown pack. 

 

 

  



 
 
 

 
 

ABSTRACT 

 

CARVALHO, Lara Maria Vieira Flores, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July, 
2022. Characterization of the bacterial microbiota of vacuum-packed beef 
stored at different temperatures. Adviser: Luís Augusto Nero. 
 

 

Vacuum packaging used in meat products provides an atmosphere with a lower level 

of oxygen, inhibiting the multiplication of some microorganisms; however, it favors 

other microbial groups, such as anaerobic bacteria. The present study aimed to 

evaluate the bacterial microbiota of vacuum-packed beef stored at 4ºC and 15ºC, 

over 28 days, to understand the influence of factors such as storage time and 

temperature on bacterial composition. The samples were analyzed immediately upon 

arrival at the laboratory (D0) and then, at both temperatures, every 7 days until the 

28th day. Mesophiles, enterobacteria, and lactic acid bacteria were enumerated 

during this period. In addition, the characterization of the bacterial microbiota was 

performed by sequencing 16S DNA from the meat exudate obtained at different 

times and temperatures. Only samples stored at 15ºC showed development of blown 

pack deterioration and the count of mesophiles, enterobacteria, and lactic acid 

bacteria was also higher in these samples. Significant differences between the mean 

counts were observed for both time and temperature, for all microbial groups 

evaluated (p < 0.05). Through total DNA sequencing, it was observed that the 

reference samples showed a prevalence of Photobacterium, Pseudomonas, and 

Acinetobacter. However, during storage, there were changes in the microbiota. 

Samples stored at 15ºC showed an initial prevalence of Hafnia-Obesumbacterium, 

Lactococcus, and, later, Bacteroides. Clostridium has been detected mainly in the 

last few days. Storage at 4ºC maintained a high initial relative abundance of 

Photobacterium followed by an increase in Hafnia-Obesumbacterium and 

Lactococcus. At this temperature, the presence of Yersinia was also detected. 

Analyzing the alpha diversity indices, it was observed that the microbial diversity was 

significantly different only in storage at 15ºC (p < 0.05). In addition, the microbial 

composition has become more homogeneous, which indicates that the deteriorating 

microbiota started to dominate the ecosystem and stand out from the other 

microorganisms. The data obtained reinforce the need for monitoring meat products; 



 
 
 

 
 

since bacteria are constantly changing, adapting, and creating new survival 

mechanisms. In this way, different groups can to stand out, according to the barriers 

imposed; it is important to carry out evaluations to ensure the safety and quality of 

the final product. 

 

 

Keywords: Beef. Food safety. Blown pack deterioration. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os animais possuem uma microbiota, naturalmente, variável, que pode ser 

introduzida no ambiente de abate e processamento, e através da contaminação 

cruzada chegar até os produtos finais, influenciando a qualidade ou mesmo a 

inocuidade dos alimentos de origem animal. Durante o processamento, os alimentos 

ficam sujeitos a contaminações e a manipulação inadequada pode ser considerada 

um dos principais fatores associados a esse processo. Nesse cenário, as bactérias 

se destacam com maior potencial deteriorante, devido à sua capacidade de 

multiplicar rapidamente, por utilizarem substratos variados e apresentarem diversos 

fatores de resistência diante diferentes condições (VALSECHI et al., 2006). 

Produtos cárneos embalados a vácuo são amplamente consumidos pela 

população e foram, inicialmente, desenvolvidos visando uma preservação durante 

longos períodos. Tal embalagem propicia atmosfera com menor nível de oxigênio, o 

que inibe alguns micro-organismos, mas seleciona a multiplicação de outros, 

inclusive, potencialmente deteriorantes (STILES, 1996). 

Muitos alimentos, incluindo a carne, apresentam uma microbiota complexa e 

diversificada; portanto, é essencial que ocorra um monitoramento desses grupos 

microbianos para garantir qualidade e inocuidade dos produtos desde a produção 

até o armazenamento (HÚNGARO et al., 2016). Dentre os micro-organismos 

relacionados ao desenvolvimento de deterioração em carnes, destacam-se bactérias 

láticas (BAL) e enterobactérias. Em altos níveis, esses grupos costumam produzir 

amolecimento, inchaço, esverdeamento, mudanças de coloração e um limo 

esbranquiçado no produto final (METAXOPOULOS et al., 2002; COLLINS et al., 

1992; BLICKSTAD, 1983). 

As condições de armazenamento são fundamentais para evitar esse 

processo em produtos cárneos. Dessa forma, é importante que a carne bovina seja 

mantida a uma temperatura igual ou inferior a 4°C. As temperaturas mais baixas 

podem retardar significativamente o início da deterioração, no entanto, tal estratégia 

não se aplica quando o produto está contaminado com micro-organismos 

específicos, como Clostridium estertheticum, mas pouco se sabe sobre as outras 

espécies. Dessa forma, análises mais abrangentes da microbiota da carne bovina 

embalada a vácuo são importantes para melhor compreender a influência de fatores 
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como tempo como tempo e temperatura de armazenamento sobre a composição 

da microbiota  desses produtos (MOSCHONAS et al., 2009). 

 
2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Deterioração alimentar 

 

Os alimentos possuem diversos substratos, incluindo uma variedade de 

proteínas, aminoácidos, vitaminas, glicogênio, açúcar e gordura, bem como 

potencial redox negativo, valor de pH neutro a levemente ácido e elevada umidade, 

o que permite a multiplicação de diversos micro-organismos que podem causar a 

deterioração desses produtos (IACUMIN et al., 2021; HUIS IN’T VEL et al., 1996). 

Dentre esses alimentos, os produtos cárneos se destacam como um dos 

mais perecíveis devido à sua composição rica em nutrientes (HÚNGARO et al., 

2016). Tais características resultam em um produto suscetível à deterioração por 

enzimas e micro-organismos durante processamento, transporte, armazenamento e 

comercialização (MUCHENJE et al., 2009). 

O Brasil se destaca no mercado de proteína animal e vem se mantendo 

como principal exportador mundial de carne bovina (USDA, 2021). Visto isso, é 

essencial seguir realizando um monitoramento eficaz, para que problemas como 

deterioração não afetem a qualidade do produto final. A deterioração da carne e, 

portanto, as mudanças em seu perfil microbiológico dependem de fatores intrínsecos 

e extrínsecos como pH, morfologia da superfície, disponibilidade de oxigênio , 

contaminação por bactérias deteriorantes em diferentes estágios do processo de 

produção e condições de armazenamento (ERCOLINI et al., 2010). A contaminação 

microbiana é o fator mais importante no processo de deterioração e destaca-se 

como um problema comum em países do mundo todo, causando grandes perdas 

econômicas. Além disso, muitos micro-organismos deteriorantes são patogênicos, 

incluindo algumas enterobactérias (espécies de Pseudomonas, Moraxella, 

Acinetobacter, Aeromonas e Shewanella, por exemplo) constituindo um problema de 

saúde pública (PALUMBO, 1986; HERNANDEZ-MACEDO et al., 2011). 

Os agentes envolvidos nesse processo podem ser oriundos da matéria 

prima e se disseminar, principalmente, na fase de esfola e evisceração. Durante 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002016302829#bib18
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002016302829#bib22
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cozimento ou pasteurização, o binômio tempo/ temperatura também pode não ser 

adequado para eliminar micro-organismos esporogênicos ou termorresistentes e, 

com armazenamento inadequado, essas bactérias podem se proliferar, levando à 

redução da vida útil do produto (IACUMIN et al., 2021). A deterioração é, 

comumente, caracterizada por mudanças na coloração e textura, odores 

desagradáveis, aumento da exsudação, produção de gás e limo, que ocorre quando 

a contagem bacteriana atinge, aproximadamente, 108 UFC/cm² (JONES et al., 2004; 

NYCHAS et al., 2007; HUIS IN’T VELD et al., 1996; GILL et al., 2000). 

O processo de deterioração leva à redução da qualidade e valor nutricional, 

além de causar problemas relacionados à segurança alimentar. Ele ocorre, 

principalmente, devido à atividade microbiana, resultando em produção de gases 

(hidrogênio sulfurado, dióxido de carbono, metano e a amônia) e odor fétido 

(ORDONEZ, 2005). Também pode ocorrer devido à ação de enzimas endógenas, 

oxidação lipídica e formação de pigmentos. A carga inicial de micro-organismos na 

superfície da carne está, amplamente, relacionada à qualidade do produto final 

(FRANCO & LANDGRAF, 2008). Além disso, dentre os fatores que mais influenciam 

o desenvolvimento da deterioração, destacam-se temperatura, tempo e atmosfera 

de armazenamento. 

 

2.2. Condições de armazenamento 

 

A população está cada vez mais consciente da importância da alimentação 

para a saúde e, portanto, qualquer questão relacionada à segurança alimentar tem 

um impacto considerável no comportamento do consumidor. Os consumidores 

estão cada vez mais interessados em adquirir produtos de alta qualidade, seguros, 

com menos aditivos, vida útil longa e fácil de preparar. Tendo isso em vista, a 

indústria da carne vem buscando tecnologias que possam suprir tais necessidades 

durante o processamento e armazenamento dos produtos (KORHONEN, 2002; 

RAGAERT et al., 2004). 

As atmosferas modificadas são um dos sistemas de preservação que estão 

sendo cada vez mais empregados (NADON et al., 2001; RUIZ-CAPILLAS e 

JIMÉNEZ-COLMENERO, 2005; RUIZ-CAPILLAS et al., 2011). Embora possam ser 

https://translate.googleusercontent.com/translate_f#6
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174011000246#bb0120
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aplicadas de várias maneiras, tradicionalmente, os produtos à base de carne têm 

sido embalados para o varejo nessas embalagens (CHURCH e PARSONS, 1995; 

RUIZ-CAPILLAS e JIMÉNEZ-COLMENERO, 2005). Normalmente, os gases usados 

em embalagens de carnes são CO2 com O2 ou N2 misturados em diferentes 

proporções (FRAQUEZA et al., 2008; MOSTARDINI e PIERGIOVANNI, 2002). 

Além da embalagem de “atmosfera modificada”, a embalagem a vácuo em 

combinação com refrigeração é um dos métodos mais difundidos para retardar a 

deterioração de produtos cárneos. A embalagem não apenas atua como uma 

barreira contra contaminantes mas também desempenha um papel crucial na 

seleção de micro-organismos deteriorantes devido ao seu efeito na disponibilidade 

de oxigênio. Do grande grupo de micro-organismos que, inicialmente, colonizam o 

ecossistema, algumas bactérias láticas e enterobactérias são favorecidas. Apesar 

dessa biodiversidade, no produto final predominam apenas alguns grupos 

bacterianos que são, altamente, competitivos, capazes de se multiplicar e superar 

outros micro-organismos (CURIEL et al., 2011). 

 

2.3. Influência do tempo e temperatura 
 

As condições adequadas de armazenamento são essenciais para evitar a 

deterioração dos produtos cárneos. Visto isso, sabe-se que a carne bovina fresca 

deve ser mantida a uma temperatura igual ou inferior a 4°C; entretanto, durante 

transporte e entrega (principalmente, no carregamento e descarregamento), pode 

ocorrer uma exposição desses produtos a temperaturas mais elevadas e resultar em 

contaminações, até mesmo, por micro-organismos patogênicos (EL SHEIKHA; 2015; 

MERCIER et al., 2017). Além disso, nem sempre é possível manter a temperatura 

interna do veículo de transporte abaixo de 4°C durante todo o processo. 

Conforme estudos realizados por Choi (2020), a contaminação bacteriana é 

influenciada diretamente pelo tempo e temperatura de armazenamento, ou seja, vai 

ocorrendo uma alteração da composição, diversidade e abundância da microbiota. 

Em temperaturas acima de 4ºC, a quantidade total de bactérias presente na carne é 

maior, além disso, ocorrem mudanças mais significativas na interação entre os 

micro-organismos, o que pode resultar no processo de deterioração. 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174011000246#bb0030
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174011000246#bb0030
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174011000246#bb0030
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174011000246#bb0055
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O armazenamento da carne em temperaturas mais baixas pode atrasar 

significativamente o início da deterioração. No entanto, tal estratégia não se aplica 

quando o produto está contaminado com alguns micro-organismos específicos, 

como Clostridium estertheticum, que possui característica psicotrófica, ou seja, é 

capaz de se multiplicar em temperaturas de refrigeração. Visto isso, é necessário 

realizar uma análise mais abrangente da microbiota da carne bovina embalada a 

vácuo armazenada em diferentes temperaturas, visando compreender mais sobre a 

influência desse fator sobre a composição bacteriana (MOSCHONAS et al., 2009). 

 
2.4. Deterioração blown pack 

 

A deterioração por estufamento da embalagem de carnes refrigeradas 

embaladas a vácuo, conhecida como deterioração blown pack (DBP), é 

caracterizada por grande produção de gás induzindo a distensão da embalagem 

(JONES & WOODS, 1986). A formação de gás leva a problemas tecnológicos no 

produto final e é resultado de atividades microbianas em carne crua ou cozida, 

sendo uma das características que mais contribuem para a DBP em carnes. O gás 

formado em embalagens com DBP é composto, principalmente, por CO2 e H2, sendo 

que CO2 predomina no espaço superior das embalagens e O2 apresenta-se de 

forma indetectável. Além disso, compostos voláteis, como ácido butanóico, 1- 

butanol, dissulfeto de dimetila, ácido acético, 3-metil-1-butanol, nonanal, 

benzaldeído, 1-octeno-3-ol, ácido acético e 1-hexanol podem servir como 

marcadores para DBP no caso de carne embalada a vácuo. O volume dessas 

embalagens pode atingir quase o dobro das amostras normais e o pH é 

significativamente menor (HERNANDEZ-MACEDO et al. 2011; LI et al., 2020). 

Produtos com esse tipo de deterioração não são aceitos pelo mercado consumidor 

devido a suas características sensoriais, o que resulta em grandes prejuízos 

econômicos para a indústria (WAMBUI et al., 2019). 

A primeira pesquisa sobre DBP em carnes foi conduzida nos EUA (DAINTY 

et al., 1989) e, mais tarde, no Reino Unido (KALCHAYANAND et al., 1989), Nova 

Zelândia (BRODA et al., 2000), Irlanda (BYRNE et al., 2009) e Brasil (SILVA et al., 

2011). Portanto, sabe-se que esse problema afeta a indústria de carne em escala 
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global. Atualmente, a pesquisa sobre esse tipo de deterioração é focada, 

principalmente, em produtos cárneos embalados a vácuo e alimentos fermentados, 

devido à presença de um ambiente propício para ocorrência desse processo (NIU et 

al., 2020). No entanto, ainda são necessários mais indicadores para auxiliar no 

desenvolvimento de medidas de controle desse tipo de deterioração em produtos 

cárneos. 

 

2.5. Micro-organismos relacionados à deterioração blown pack 

 

A deterioração blown pack, geralmente, acontece antes da data de 

vencimento da carne resfriada, mesmo em condições adequadas de embalagem e 

armazenamento. Os principais agentes relacionados a esse processo em carnes 

embaladas a vácuo são Clostridium spp., micro-organismos psicrotróficos (DORN-IN 

et al., 2018; REID et al., 2017). Contudo, o grande número de enterobactérias em 

alimentos deteriorados também revela uma possível causa desse problema. Esse 

grupo bacteriano costuma contaminar facilmente a carcaça após o abate, 

principalmente, se o intestino for rompido, durante evisceração e através de 

manipulações inadequadas (HEIR et al., 2012). 

A população bacteriana psicrofílica presente em produtos deteriorados 

também é representada por bactérias láticas, incluindo Lactobacillus sakei, 

Lactobacillus curvatus, Leuconostoc gelidum, Leuconostoc carnosum, 

Carnobacterium piscicola, Carnobacterium divergens, Leuconostoc mesenteroides e 

Weissella viridescen, enquanto Pseudomonas, raramente, está envolvida nesse 

mecanismo. Dependendo do tipo de embalagem, BAL e enterobactérias costumam 

produzir amolecimento, inchaço, esverdeamento, alterações na cor e um limo 

esbranquiçado (METAXOPOULOS et al., 2002, COLLINS et al., 1992; BLICKSTAD, 

1983). 

As bactérias láticas, frequentemente, constituem a maior parte da 

comunidade bacteriana relacionada à deterioração. Apesar das enterobactérias 

também estarem, comumente, presentes, seus números, geralmente, permanecem 

mais baixos em relação aos de BAL. No entanto, enterobactérias podem 

desempenhar um papel fundamental na deterioração da carne devido à sua 

capacidade de metabolizar aminoácidos em compostos voláteis de odor 
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desagradável, como diaminas de odor fétido e compostos sulfúricos. . Além disso, a 

família Enterobacteriaceae inclui patógenos, portanto, sua presença pode 

comprometer a inocuidade dos produtos, principalmente, se a carne for mal cozida 

ou manuseada de forma inadequada (BORCH et al., 1996; SAMELIS, 2006). 

Como a carne utilizada para desenvolvimento do produto final pode estar 

contaminada por uma variedade de micro-organismos, a predominância de grupos 

específicos depende de determinantes ambientais (HÚNGARO et al., 2016; 

DOULGERAKI et al., 2012). A multiplicação desses micro-organismos é 

influenciada, diretamente, pela temperatura de armazenamento e  disponibilidade 

de oxigênio (ERCOLINI et al., 2010; STAMATIOU et al., 2006). A atmosfera 

promovida por embalagens a vácuo elimina o risco de condições aeróbias mas 

permite a multiplicação dos micro-organismos anaeróbicos ou microaerofílicos 

(PENNACCHIA et al., 2011; BRIGHTWELL et al., 2007; SILVA et al., 2011). 

 

2.6. Mesófilos 
 

O monitoramento e a identificação da contaminação bacteriana em cada 

etapa de fabricação de alimentos é necessário para otimizar as condições de 

processamento e a qualidade final dos alimentos. Para isso, os testes 

microbiológicos são baseados principalmente em métodos de cultura (SALAM et al., 

2013). 

O grupo de aeróbios mesófilos é constituído por micro-organismos que se 

multiplicam à temperatura ambiente, principalmente, entre 20°C a 40°C (SAEKI; 

MALSUMOTO, 2010). A contagem desses micro-organismos é considerada um 

indicador de qualidade em alimentos, visto que reflete a qualidade da matéria prima, 

condições de manipulação, processamento e armazenamento (GOULART et al., 

2020). Além disso, é uma ferramenta de baixo custo e consiste em uma técnica 

simples, que pode ser facilmente executada em laboratórios (SANT’ANA et al., 

2002). 

Contagens elevadas desses micro-organismos podem causar alterações 

indesejadas em alimentos, como carnes, levando ao desenvolvimento de 

deterioração nos produtos finais, além de aumentar, consideravelmente, a 

possibilidade de contaminação por patógenos. Devido aos potenciais riscos à saúde 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/human-pathogen
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pública que alimentos podem oferecer, é fundamental garantir que produtos seguros 

cheguem até o consumidor. Dessa forma, torna-se necessário um conjunto de 

procedimentos que viabilizem a qualidade e inocuidade desses produtos, 

abrangendo desde boas práticas de fabricação, manipulação e armazenamento até 

a entrega do produto final (SILVA et al., 2017). 

 

2.7. Enterobactérias 
 

Estudos revelam que membros da família Enterobacteriaceae também 

podem ser agentes determinantes do processo de deterioração em carne, inclusive, 

deterioração blown pack. Esses micro-organismos já  foram detectados em 

amostras cárneas deterioradas, independentemente, até mesmo da presença de 

Clostridium (BRODA et al, 2000; BRIGHTWELL et al., 2007). Nesse contexto, sabe-

se que uma variedade de enterobactérias pode multiplicar-se em carnes 

resfriadas, por exemplo, Hafnia alvei, Pantoea agglomerans, Rahnella 

spp., Serratia spp., Buttiauxella e Yersinia enterocolitica, sendo,

 frequentemente, relatadas no final  do armazenamento 

refrigerado. Dentre esses micro-organismos, Hafnia alvei, Serratia liquefaciens e 

Pantoea agglomerans destacam-se no desenvolvimento direto da deterioração e de 

características sensoriais indesejáveis, como odores desagradáveis, distensão 

gasosa de embalagens a vácuo e descoloração verde (DAINTY et al., 1989; 

BRIGHTWELL et al., 2007). Os dados disponíveis indicam que o pH da carne, 

as condições de armazenamento e embalagem afetam a multiplicação, a 

diversidade e o potencial de deterioração de espécies de enterobactérias 

(BORCH et al., 1996; DOULGERAKI et al., 2012). 

Além disso, o ambiente modificado presente em embalagens de “atmosfera 

modificada” ou embalagens a vácuo também afetam a seleção de enterobactérias: 

altos níveis de oxigênio associados a baixas temperatura de armazenamento 

proporciona vantagem competitiva para Serratia spp., por exemplo, enquanto Hafnia 

alvei predomina na carne armazenada em condições anaeróbias ou em condições 

aeróbicas em temperaturas elevadas (DOULGERAKI et al., 2011). 

A origem desses micro-organismos está associada a várias fontes. Fatores 

como poeira, água e fezes podem ficar aderidos à pele dos animais, sendo 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/alveus
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/pantoea
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/rahnella
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/rahnella
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/serratia
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/serratia-liquefaciens
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/alveus


20 
 
 
 
 

 

consideradas fontes de contaminação primária da carcaça por micro-organismos 

desse grupo (BOEREMA et al., 2003). Além dos próprios animais, o ambiente 

de produção também vem sendo relatado como fonte desses micro-organismos 

(GRIMONT e GRIMONT, 2006; JANDA, 2006). Consequentemente, eles podem 

entrar na cadeia de processamento da carne e atuar como contaminantes de 

carcaças e superfície de equipamentos, o que representa potenciais riscos, visto que 

além de deteriorantes, a família Enterobacteriaceae inclui patógenos (STILES e NG, 

1981). 

 

2.8. Bactérias láticas 
 

Muitos micro-organismos do grupo de bactérias láticas são conhecidos por 

conferir funções probióticas, ou seja, são micro-organismos vivos presentes em 

alimentos, cuja ingestão traz benefícios à saúde humana: inibindo bactérias 

intestinais indesejáveis, ativando imunidade humoral e celular, liberando vitaminas, 

aumentando digestibilidade da lactose, dentre outros. Além disso, seu efeito lipolítico 

e esterolítico é muito alto em relação a diversos grupos bacterianos. Dessa forma, 

em quantidades ideais, são consideradas tecnologicamente fundamentais, 

contribuindo para o desenvolvimento de características sensoriais desejáveis e 

aumento da vida de prateleira de produtos de origem animal, principalmente, 

alimentos fermentados. Entretanto, se o produto não for processado 

adequadamente, podem ocorrer contaminações, que levam à multiplicação 

exacerbada de tais micro-organismos e podem resultar na deterioração do alimento, 

trazendo sabores indesejáveis e até mesmo risco para saúde do consumidor 

(KROCKEL, 2013; COPPOLA e TURNES, 2004). 

Nesse contexto, sabe-se que bactérias láticas são consideradas um dos 

grupos bacterianos predominantes na deterioração de produtos cárneos embalados 

a vácuo (BJORKROTH et al., 1998; CHENOLL et al., 2007). A multiplicação desses 

micro-organismos causa tipos específicos de deterioração em alguns alimentos, 

como diminuição do pH, odores ácidos, sabores desagradáveis, perda de vácuo, 

produção de exsudato branco e limo, reduzindo o tempo de prateleira desses 

produtos. Além disso, são capazes de produzir uma quantidade considerável 

de compostos bioativos relacionados a efeitos adversos agudos à saúde, como 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/carcass
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S002364381730837X#bib29
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/bioactive-compound
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aminas biogênicas, especialmente, tiramina e histamina (SCHILLINGER e LUCKE, 

1987). 

Poucos estudos abordam a origem ambiental das BAL encontradas na 

carne. A contaminação cruzada dos produtos finais por essas espécies é explorada 

baseando-se em uma disseminação por superfícies (VIHAVAINEN e BJORKROTH, 

2009). Dessa forma, a microbiota natural de carne crua não processada é 

introduzida nas instalações de produção e pode se transformar em micro- 

organismos residentes, contaminando ferramentas e superfícies de manipulação, 

onde são, geralmente, transferidos para carne fresca, produtos intermediários e/ou 

finais (DE FILIPPIS, LA STORIA, VILLANI & ERCOLINI, 2013). Esses micro-

organismos colonizam o local, persistem no ambiente através da formação de 

biofilmes e, dessa forma, contaminam os próximos lotes de produção. Portanto, o 

ambiente de processamento pode ser uma importante fonte de contaminação de 

BAL para carnes (VIHAVAINEN e BJORKROTH, 2009). 

Em carnes armazenadas em condições anaeróbias, alguns gêneros de BAL 

se destacam como importantes agentes deterioradores. Particularmente, 

Lactobacillus spp., Carnobacterium spp. e Leuconostoc spp., que vêm sendo 

associados à deterioração de carne crua refrigerada ao longo do armazenamento 

com disponibilidade reduzida de oxigênio (LABADIE, 1999; LAMBERT et al., 1991). 

Embora Lactococcus esteja, geralmente, associado a processos de 

fermentação láctea, algumas espécies também causam deterioração em carne, 

como Lactococcus piscium e Lactococcus raffinolactis (Rahkila et al., 2012). Dentre 

as espécies de Lactobacillus, destacam-se Lactobacillus sakei, que foi, amplamente, 

associado à deterioração tanto em carnes embaladas a vácuo quanto em 

embalagens de “atmosfera modificada” (CHENOLL et al., 2007; ERCOLINI et al., 

2006a, 2010); seguido por Lactobacillus curvatus e Lactobacillus fuchuensis, que 

também apresentaram altas contagens em amostras cárneas estocadas nessas 

mesmas condições (SCHILLINGER e LUCKE, 1987; SHAW e HARDING, 1984). 

Pesquisas revelam que, durante armazenamento a vácuo a 4°C, 

Lactobacillus algidus e Lactobacillus sakei predominam. Já na estocagem a 1ºC, foi 

identificada maior prevalência de Lactobacillus spp., Weissella spp. e Lactobacillus 

mesenteroides, sugerindo a influência da temperatura no desenvolvimento de 

diferentes espécies sob as mesmas condições de embalagem. Carnobacterium 
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divergens também tem sido detectado em carnes armazenadas em diferentes 

condições e é, comumente, associado à deterioração da carne (AXELSSON, 2004; 

ERCOLINI et al., 2009; JONES, 2004). 

BAL constitui um grupo bacteriano que pode atuar de duas formas distintas: 

servindo como agente bioprotetor ou contribuindo para a deterioração em alimentos, 

através da geração de metabólitos ofensivos e subsequente degradação 

organoléptica da carne. Assim, é importante que a diferenciação entre os biotipos 

seja promovida através de pesquisas, que determinem o potencial de deterioração 

como uma característica de cepas específicas (MAKSIMOVIC et al., 2018). 

 

2.9. Importância de técnicas moleculares 
 

A presença de micro-organismos deteriorantes em produtos cárneos 

processados, muitas vezes, pode não ser comprovada por métodos de cultura 

convencionais. Além disso, consome tempo, uma vez que alguns micro-organismos 

podem se multiplicar lentamente e ser inibidos por outros agentes durante o 

enriquecimento. Visto isso, técnicas moleculares de maior sensibilidade e 

especificidade se tornam necessárias para identificar micro-organismos relacionados 

à deterioração e trazer informações mais aprofundadas sobre a microbiota desses 

produtos (DORN-IN et al., 2018). 

Tais técnicas possuem grande importância na garantia de segurança dos 

alimentos e vêm sendo incorporadas para monitorar processos produtivos no 

mundo todo (OYARZABAL; KATHARIOU, 2014). Nesse contexto, destaca-se o 

sequenciamento de DNA, o qual possui alto rendimento e permite a obtenção de 

informações mais completas sobre o ecossistema bacteriano (DEVASIA et al., 

2019). 

Esse método baseia-se na determinação da sequência de nucleotídeos (A, 

T, C e G) em um fragmento específico de DNA. Para realizar tal processo, foram 

desenvolvidas plataformas que utilizam diferentes metodologias e ferramentas 

computacionais, possibilitando análises bioinformáticas (SANGER, 1977; REUTER; 

2015; KULSKI; 2016; NIGAM, 2018). Dentre as metodologias existentes, o 

sequenciamento do gene 16S rRNA (universal em bactérias) é, amplamente, 
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empregado para identificar espécies bacterianas presentes em amostras alimentares 

(DOULGERAKI, 2012; B AYLIS, 2006; ERCOLINI, 2004; HUGENHOLTZ et al., 

1998). Em geral, esse sequenciamento permite a diferenciação entre 

gêneros dos principais filos de bactérias, mas pode ocorrer da sequência obtida se 

relacionar com mais de uma espécie, por serem sequências iguais ou muito 

semelhantes (CLARRIDGE, 2004). 

Essa ferramenta possui alta precisão e eficácia para realizar a 

caracterização da microbiota de alimentos. Além disso, possui diversas outras 

aplicações, podendo ser empregada para estudos epidemiológicos (OYARZABAL; 

KATHARIOU, 2014), identificação de patógenos e toxinas produzidas por bactérias 

de origem alimentar (OYARZABAL; KATHARIOU, 2014), biofilmes (GOMEZ-

ALVAREZ, 2014), fraudes em alimentos (HAYNES et al., 2019; XING et al., 2019), 

dentre outras. 

Visto isso, o sequenciamento total de DNA de produtos cárneos embalados 

a vácuo durante o armazenamento é uma ferramenta essencial para compreender a 

influência de fatores como tempo e temperatura de armazenamento sobre a 

microbiota e o desenvolvimento de deterioração desses produtos. 

 

3. OBJETIVOS 
 

O presente estudo objetivou avaliar a influência do tempo e temperatura de 

armazenamento de carne bovina embalada a vácuo sobre a microbiota bacteriana, 

através da enumeração de mesófilos, enterobactérias e bactérias láticas; além do 

sequenciamento de DNA 16S do exsudato das amostras cárneas. 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

4.1. Amostragem e Preparo das Amostras 
 

Um total de 10 amostras de acém bovino embaladas a vácuo foram obtidas 

em um frigorífico na região da Zona da Mata de Minas Gerais e encaminhadas 

para o Departamento de Veterinária da Universidade Federal de Viçosa, no 

Laboratório de Inspeção de Produtos de Origem Animal – InsPOA. Cada peça foi, 

assepticamente, fracionada em porções de 400 gramas e embalada a vácuo, sendo 



24 
 
 
 
 

 

que metade das porções foram armazenadas a 4ºC e a outra metade a 15ºC. 

Posteriormente, as amostras foram analisadas a cada 7 dias até o 28º dia, para 

avaliar a influência do tempo e temperatura de estocagem na microbiota do produto. 

Além disso, uma amostra de cada peça foi analisada imediatamente após chegar do 

frigorífico, sem nenhum armazenamento adicional (identificada como amostra 

referência). A Tabela 1 ilustra o esquema: 

 

Tabela 1 – Tempo e temperatura de armazenamento das amostras. 
 

TEMPERATURA DE ARMAZENAMENTO PERÍODO DE ARMAZENAMENTO 
(DIAS) 

- Imediatamente após chegada do 
frigorífico 

4ºC 7 14 21 28 

15ºC 7 14 21 28 

 
Porções de 25 gramas foram, assepticamente, coletadas de cada amostra, 

diluídas em 225 mL de água peptonada tamponada 0,1%, homogeneizadas em 

stomacher e diluídas em escala seriada decimal utilizando água peptonada 

tamponada 0,1% como diluente. 

 

4.2. Análises de mesófilos 
 

Foram selecionadas alíquotas de diluições das amostras nos diferentes 

tempos e temperaturas, e semeadas pour plate em Plate Count Ágar (PCA) (Difco – 

Becton Dr. Franklin Lakes, New Jersey, United States). O protocolo adotado foi o 

método de plaqueamento ISO 4833-1:2013, pour plate, no qual as placas foram 

incubadas a 30º por 72 horas e, após esse período, as leituras foram realizadas para 

contagem bacteriana. 
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4.3. Análises de enterobactérias 
 

Diluições das amostras foram selecionadas a partir de cada tempo e 

temperatura, e inoculadas em 10 mL de Ágar Vermelho Violeta Bile com Glicose 

(VRBG) (Oxoid - Basingstoke, Hampshire, Reino Unido) para enterobactérias. Foi 

utilizada a técnica de plaqueamento ISO 21528-2:2004, pour plate com 10 mL de 

meio e, após completa solidificação do ágar, a placa foi coberta com uma 

sobrecamada de 15 mL do mesmo meio. Posteriormente, as placas foram incubadas 

na posição invertida a 37ºC por 24 horas. 

Colônias típicas de enterobactérias (vermelha púrpura, 0,5 mm ou mais de 

diâmetro e rodeadas por um halo avermelhado de precipitação de sais biliares) 

foram enumeradas após o período de incubação. Posteriormente, para confirmação, 

861 colônias características foram selecionadas e submetidas ao teste de oxidase e 

fermentação de glicose. 

No teste de fermentação de glicose, cada cultura foi inoculada com uma 

agulha em um tubo contendo glicose. Os tubos foram incubados a 37ºC por 24 horas 

com as tampas ligeiramente afrouxadas para manter condições aeróbicas. O 

crescimento com viragem para amarelo (viragem ácida do indicador) sugeria 

fermentação de glicose, sendo que enterobactérias fermentam glicose. 

O teste de oxidase (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd.) foi realizado tocando e 

espalhando as culturas selecionadas no disco de oxidase. Quando houve mudança 

na coloração em até 10 segundos, o teste foi considerado positivo. Ao fim dos 

procedimentos, as culturas oxidase negativas com capacidade de fermentar glicose 

foram confirmadas como enterobactérias. 

 

4.4. Análises de bactérias láticas 
 

Alíquotas de diluições de cada amostra foram selecionadas e semeadas 

pelo método de plaquamento ISO 15214/1998, pour plate em Ágar DeMan Rogosa & 

Sharpe (Oxoid - Basingstoke, Hampshire, Reino Unido), com pH ajustado a 5,7. As 

placas foram incubadas invertidas a 30°C por 72 horas em ambiente anaeróbico. 

Para obtenção de atmosfera anaeróbica, foram utilizados jarros com sistemas 
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geradores de anaerobiose (BD Biosciences GasPak Anaerobic Systems). Após 

incubação, as leituras foram realizadas para enumeração de colônias. 

As placas foram submetidas à contagem de colônias e, posteriormente, à 

coloração de Gram, análise de morfologia e teste de catalase. As bactérias que 

apresentaram cor roxa na coloração de Gram foram consideradas Gram-positivas e 

as róseas, Gram-negativas. Para o teste de catalase, uma alçada do isolado da 

cultura foi colocada sobre uma lâmina e, posteriormente, uma gota de peróxido de 

hidrogênio a 3% foi adicionada. A formação de bolhas de ar indicou resultado 

positivo para catalase. As culturas Gram-positivas e catalase negativas foram 

confirmadas como bactérias láticas. 

 

4.5. Análises estatísticas 
 

Para avaliar se havia diferença significativa entre as amostras para tempo e 

temperatura, foi realizada análise de variância (ANOVA), utilizando o teste F e teste 

de Tukey para comparação de médias a 5% de probabilidade. Para todas as 

análises estatísticas foi utilizado o pacote estatístico R [R versão 4.0.3 (2020-

10- 10)]. 

 

4.6. Caracterização da comunidade bacteriana 
 
4.6.1. Preparo de biblioteca e sequenciamento de DNA - 16S 
 

Para pesquisas de diversidade genética, foi realizado o sequenciamento do 

DNA total a partir do exsudato das amostras cárneas. Alíquotas do exsudato, 

provenientes das amostras estocadas em ambas as temperaturas, foram 

selecionadas nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 e enviadas em tubos NeoSampleZ 

(Neoprospecta - Florianópolis, SC, Brasil) para Neoprospecta, onde foi realizada a 

extração de DNA e sequenciamento total de DNA 16S. 

No preparo de biblioteca para sequenciamento de amplicons de bactérias, 

foi utilizado os primers 341F e 806R, específicos para a região V3/V4 do gene 16S 

rRNA, em um protocolo de PCR de duas etapas. As reações de PCR foram 

realizadas utilizando Platinum Taq (Invitrogen - Waltham, Massachusetts, EUA). 

Para o PCR 1, as condições foram: 95°C por 5 minutos; 25 ciclos de 95°C por 45 
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segundos; 55°C por 30 segundos; 72°C por 45 segundos e uma extensão final de 

72°C por 2 minutos. Já para o PCR 2, adotou-se a temperatura de 95°C por 5 

minutos; 10 ciclos de 95°C por 45 segundos; 66°C por 30 segundos; 72°C por 45 

segundos e uma extensão final de 72°C por 2 minutos. Todas as reações de PCR 

foram realizadas em triplicata. 

As reações finais de PCR foram purificadas utilizando Neobeads® (Beads 

magnéticas à base de Sera-Mag™) e um volume equivalente de cada amostra foi 

adicionado ao pool de sequenciamento. Em cada rodada de PCR, um controle 

negativo de reação (CNR) foi incluído. Para cada ordem de recebimento (OR) foi 

também incluído um controle negativo de extração (CNE). A concentração final de 

DNA do pool de bibliotecas foi estimada através de ensaios utilizando Picogreen 

dsDNA (Invitrogen) e, em seguida, foi diluída para quantificação por qPCR utilizando 

o Kit de Quantificação de Biblioteca Collibri™ (Invitrogen) já otimizado para 

bibliotecas Illumina (San Diego, Califórnia, EUA). O pool de sequenciamento foi 

ajustado para uma concentração final de 11 pM (para kits V2) ou 17,5 pM (para kits 

V3) e sequenciado no sistema MiSeq (Illumina), empregando os primers de 

sequenciamento fornecidos com o kit do fabricante. As corridas paired-end foram 

realizadas utilizando kits de sequenciamento V2x500 ou V3x600 (Illumina) 

com 10 mil reads de cobertura por amostra. 

 

4.6.2. Análises bioinformáticas 
 

As análises de metataxonômica foram realizadas utilizando os reads (R1) 

para processamento no ambiente Qiime2 (BOLYEN et al., 2019). Brevemente, as 

leituras foram processadas com o plugin dada2 (CALLAHAN et al., 2016) para 

remoção e derreplicação de quimeras. A taxonomia foi atribuída à região V3/V4 do 

gene 16S rRNA do banco de dados 99% SSU NR obtido do repositório SILVA 

(QUAST et al., 2013). Os dados processados de ASVs (variantes de sequência de 

amplicon) foram importados para o ambiente RStudio usando o pacote R qiime2R 

(JORDAN & BISANZ, 2018). A visualização de dados foi gerada usando pacotes de 

microbioma dedicados, como phyloseq (MCMURDIE & HOLMES, 2013), qiime2R 

(JORDAN & BISANZ, 2018) e microbiomeutilities (SHETTY & LAHTI, 2019). A 

análise estatística foi realizada por meio do teste de Wilcox para comparar as 
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médias das diversidades alfa de fermentação. Os reads brutos foram 

disponibilizados no banco de dados NCBI BioProject (SubmissionID: SUB1159364; 

BioProject ID: PRJNA847946). 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1. Informações gerais sobre o desenvolvimento de deterioração nas 

amostras 

 
Dentre as 10 amostras analisadas, nove apresentaram desenvolvimento de 

deterioração blown pack (DBP), sendo que esse processo ocorreu apenas no 

armazenamento a 15ºC, iniciando-se, principalmente, entre o 14º e 21º dia. Estudos 

mostram que a baixa temperatura é o fator mais significativo em retardar a 

deterioração microbiológica em produtos cárneos embalados a vácuo (BELL et al., 

2001; BOEREMA et al., 2007), o que corrobora com os dados apresentados. 

As amostras armazenadas a 4ºC também apresentaram características 

sensoriais indesejáveis ao longo dos dias, como odor desagradável, produção de 

limo e coloração verde; entretanto, não houve distenção da embalagem, não 

caracterizando uma deterioração blown pack. Tais dados suportam os estudos 

realizados por Li (2020), que indicam que DBP não ocorre antes de 21 dias de 

armazenamento a 4°C e, embora, ocorra em temperaturas adequadas de 

resfriamento, em temperaturas mais elevadas a multiplicação bacteriana acelera o 

processo de deterioração (MOSCHONAS et al., 2010). 

Nesse contexto, destacam-se o grupo de bactérias láticas, que, 

frequentemente, constituem a maior parte da comunidade bacteriana relacionada à 

deterioração em carnes e o grupo de enterobactérias, que também desempenham 

papel fundamental nesse processo, devido à sua capacidade de metabolizar 

aminoácidos em compostos voláteis de odor desagradável, por exemplo (BORCH et 

al., 1996; SAMELLIS et al., 2006). O monitoramento de mesófilos também é 

importante, visto que atuam como indicadores de qualidade em alimentos, 

principalmente, produtos de origem animal (GOULART et al., 2020). 
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5.2. Análises de mesófilos 
 

As médias de contagens de mesófilos nas amostras de acém bovino 

embaladas a vácuo estão representadas na Figura 1.  

 

Figura 1: Contagem média de mesófilos em amostras de acém bovino embalado a 
vácuo armazenadas a 4ºC e 15ºC, ao longo de 28 dias. As barras de erro 
representam o desvio padrão. 

 

* Foi observada diferença significativa nas médias de contagens bacterianas tanto 
para tempo quanto para temperatura (p < 0,05). A temperatura mais baixa de 
armazenamento (4ºC) resultou em menores contagens de mesófilos que a 
temperatura mais elevada (15ºC). Em relação ao tempo, foi observado uma 
diferença significativa apenas no tempo 0 (p < 0,05), ou seja, nos primeiros 7 dias 
observa-se um aumento substancial das contagens, entretanto, a partir desse ponto 
ocorre certa estabilização, não apresentando diferença significativa do dia 7 ao 28 (p 

> 0,05). 
 

As contagens apresentaram valores mais elevados para amostras 

armazenadas a 15ºC, com diferença significativa entre as temperaturas (p = 

0.00095) (Tabela 2 e Tabela 3), indicando que a variável temperatura é fator 

determinante na multiplicação bacteriana. No início do armazenamento, já se 

observa uma alta contagem. Tal dado indica que as amostras possuem elevada 
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contaminação inicial, sugerindo que boas práticas de fabricação podem não ter sido 

bem empregadas. 

 

 

Tabela 2: Análise de variância (ANOVA) para comparação de médias de contagens 
bacterianas (mesófilos, enterobactérias e bactérias láticas), a 5% de probabilidade, 
avaliando diferença significativa para tempo e temperatura. Foi considerado um nível 
de 5% de significância, ou seja, valores de p < 0,05 indicam que houve diferença 
significativa. 

 

Espécie Tempo (valor 
de p) 

Temperatura 
(valor de p) 

Tempo X 
Temperatura  
(valor de p) 

Mesófilos 0.00000 0.00095 0.46379 
Enterobactérias 0.000000 0.000342 0.083196 
Bactérias láticas 0.000000 0.000034 0.251828 

 

* Foi observada diferença significativa nas médias de contagens bacterianas tanto 
para tempo quanto para temperatura (p < 0,05), de todos os micro-organismos 
avaliados (enterobactérias, bactérias láticas e mesófilos).Analisando-se os efeitos 
simples, a interação entre as variáveis tempo e temperatura não foi significativa (p 
> 0,05). 

 
De acordo com estudos realizados por Borch (1996), as contagens 

iniciais de mesófilos em carcaça são de 102 a 103 UFC/g, em condições higiênicas 

adequadas de manipulação durante abate. Sheridan (1989) também revelou que a 

contagem de 103 UFC/ g pode ser considerada como indicativa de higiene e 

eficiente operação comercial. Já uma pesquisa desenvolvida por Silva (2015) 

relatou que a contagem de mesófilos em contra-filé bovino embalado a vácuo era 

de 10⁵ UFC/g no dia zero e, após 15 dias de armazenamento, tanto a 4ºC quanto a 

10ºC, aumentou para 10⁷ UFC/g, o que revelou um déficit sanitário no 

processo de produção da carne. Esses dados corroboram com o fato de que as 

amostras analisadas nesse estudo possuíam uma alta carga microbiana, visto que 

as amostras referências já apresentaram uma contagem de 106 UFC/ g. 

O início da deterioração da carne é caracterizado por mudanças na 

coloração da superfície, quando as contagens estão na faixa de 106 UFC/ g, e é 

sucedida por odores desagradáveis (107 a 108 UFC/ g). Ou seja, as contaminações 

iniciais das amostras se apresentaram altas o suficiente para induzir o processo 
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de deterioração. A partir do dia 7, tanto as amostras armazenadas a 4ºC quanto a 

15ºC apresentaram contagens médias flutuando em torno de 108 UFC/ g e, sabe-

se que as alterações indesejáveis de sabor requerem níveis de 108 a 109 UFC/ g. 

Além disso, quando atinge o máximo de contagem, por volta de 109 UFC/ g, ocorre 

a formação de limo superficial; o que, provavelmente, ocorreria se prolongasse o 

período de armazenamento (ROÇA et al., 1983). 

O tempo de armazenamento também influencia diretamente na 

multiplicação bacteriana. Ao longo dos dias, as contagens vão aumentando e 

observa-se que as amostras armazenadas a 4ºC atingiram seu pico no dia 7 

(108,UFC/ g). Isso ocorre, porque durante o processo de resfriamento, pode haver 

variações no tipo de micro- organismo contaminante. Há predominância inicial de 

bactérias mesófilas, invertendo-se para psicrotróficas durante o armazenamento 

sob refrigeração. (BARRA et., al 1980). 

Tais dados indicam que as variáveis tempo e temperatura possuem 

influência direta no nível de contaminação das amostras (Tabela 2, Tabela 3 e 

Tabela 4). As análises obtidas também vão de acordo com estudos realizados 

anteriormente, os quais mostram que a deterioração ocorre, geralmente, quando a 

contagem bacteriana atinge aproximadamente 108 UFC/cm² (HUIS IN’T VELD et 

al., 1996; GILL et al., 2000; JONES et al., 2004; NYCHAS et al., 2007). 

 

Tabela 3: Teste de Tukey avaliando as diferentes temperaturas. 
 

Espécie Temperatura Grupos 
Enterobactérias 4ºC b 

15ºC a 
Bactérias láticas 4ºC b 

15ºC a 
Mesófilos 4ºC b 

15ºC a 
 
* É possível perceber que a temperatura de 4ºC (b) se difere em relação à de 15ºC 
(a), tanto para as médias de contagens de enterobactérias quanto de bactérias 
láticas e mesófilos. 
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Tabela 4: Teste de Tukey avaliando os diferentes tempos. 
 

Espécie Tempo Médias Grupo 
Enterobactérias 0 4.55 b 

7 7.7065 a 
14 7.3665 a 
21 7.766 a 
28 7.529 a 

Bactérias láticas 0 5.77 b 
7 7.855 a 

14 7.997 a 
21 8.005 a 
28 8.102 a 

Mesófilos 0 6.308 b 
7 8.519 a 

14 8.4315 a 
21 8.4145 a 
28 8.324 a 

 

* É possível perceber que apenas o tempo 0 (b) se difere em relação aos outros 

tempos, 7, 14, 21 e 28 (a), tanto para as médias de contagens de enterobactérias 

quanto de bactérias láticas e mesófilos. 

 

Após o 21º dia, ocorre certa estabilização na contagem de ambas as 

amostras, visto que os substratos vão se tornando escassos. Além disso, a 

composição gasosa da atmosfera afeta diretamente a comunidade bacteriana, uma 

vez que o ambiente gerado pela embalagem a vácuo favorece a multiplicação de 

bactérias anaeróbicas facultativas (NEWTON et al., 1978; NYCHAS e SKANDAMIS, 

2005). 

Ao avaliar a vida de prateleira da carne embalada a vácuo, Prado (2005) 

constatou que carcaças submetidas à aspersão, resfriamento lento e 

armazenamento a temperaturas mais baixas, entre 0ºC a 2°C, obtiveram contagens 

de mesófilos de 104 UFC/g com 60 dias de estocagem. Resultados semelhantes 

foram apresentados por Bueno (2005), que analisou amostras de carne bovina 

embalada a vácuo armazenadas a 0°C, obtendo contagens de mesófilos menores 

que 106 UFC/g com 120 dias de armazenamento. Ou seja, para garantir produtos 

com uma maior vida de prateleira, é essencial que a matéria-prima seja de 

qualidade, pois alimentos com alta contaminação inicial resultarão em produtos 
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suscetíveis à rápida deterioração. Entretanto, o emprego de métodos adicionais 

também pode auxiliar a retardar esse processo. 

 

5.3. Análises de enterobactérias 
 

As contagens de enterobactérias também apresentaram valores mais 

elevados para amostras armazenadas a 15ºC (Figura 2). 

 

Figura 2: Contagem média de enterobactérias em amostras de acém bovino 
embalado a vácuo armazenadas a 4ºC e 15ºC, ao longo de 28 dias. As barras de 
erro representam o desvio padrão. 

 

* Foi observada diferença significativa nas médias de contagens bacterianas tanto 
para tempo quanto para temperatura (p < 0,05). A temperatura mais baixa de 
armazenamento (4ºC) resultou em menores contagens de enterobactérias que a 
temperatura mais elevada (15ºC). Em relação ao tempo, foi observado uma 
diferença significativa apenas no tempo 0 (p < 0,05), ou seja, nos primeiros 7 dias 
observa-se um aumento substancial das contagens, entretanto, a partir desse ponto 
ocorre certa estabilização, não apresentando diferença significativa do dia 7 ao 28 (p 
> 0,05). 

 

Os resultados revelam que no início do armazenamento (tempo 0) as 

contagens estavam em torno de 104 UFC/g. No entanto, após 7 dias de 

armazenamento foi observada uma diferença significativa nas contagens entre as 



34 
 
 
 
 

 

amostras armazenadas a 4ºC e 15ºC (p = 0.000342) (Tabela 2 e Tabela 3). Apesar 

do aumento expressivo nas contagens após os 7 primeiros dias, as amostras 

armazenadas a  4ºC apresentaram o pico de contaminação por enterobactérias 

no 21º dia (Figura 2). Wang (2022) reportou resultados similares aos obtidos no 

presente estudo, onde as contagens de Enterobacteriaceae em carne moída 

embalada em adsorventes alimentares, armazenada a 4ºC, aumentaram 

significativamente (p < 0,05) do dia 0 ao dia 7. 

Por outro lado, as amostras armazenadas a 15ºC apresentaram o pico na 

contagem bacteriana no dia 7 (Figura 2). Posteriormente, foram observadas 

oscilações nas contagens ao longo dos dias (variando de 107 a 108 UFC/ g). Como 

esperado, as contagens de enterobactérias foram mais elevadas nas amostras 

armazenadas a 15ºC. Esses dados são similares aos obtidos por Rossi (2011), que 

constatou que a média de contagem de tais micro-organismos em alíquotas de 

exsudato provenientes de carne bovina embalada a vácuo com deterioração blown 

pack (cedida por frigoríficos, possivelmente, armazenadas em temperaturas mais 

elevadas) foi significativamente superior à de amostras não deterioradas (obtidas do 

comércio varejista). 

As fontes de contaminação por enterobactérias, geralmente, estão 

associadas à manipulação e contato com superfícies, ou seja, sua alta contagem 

pode estar associada a práticas higiênico-sanitárias inadequadas. Uma vez que o 

produto apresenta elevada contaminação inicial, esses micro-organismos 

deteriorantes podem multiplicar-se em proporções significativas na carne embalada 

a vácuo. Esse risco torna-se ainda maior quando a carne é estocada em 

temperaturas maiores que 10ºC (PENNEY et al., 1993). 

O fato das amostras armazenadas a 15ºC apresentarem o pico de contagem 

no dia 7 corrobora com a ideia de que o ambiente impõe uma pressão seletiva sobre 

a comunidade bacteriana. Dessa forma, os grupos mais bem adaptados ao ambiente 

superam os outros, tornando-se dominantes. Além disso, o desenvolvimento e a 

sucessão de bactérias deteriorantes podem ser afetados por vários fatores 

ecofisiológicos, como constituintes da carne, temperatura, pH, atmosfera da 

embalagem e microbiota concorrente (ROSSI et al., 2011). 

Já as amostras armazenadas a 4ºC (temperatura de resfriamento 

considerada adequada) apresentaram um atraso significativo no aumento da 
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contagem bacteriana, com pico no 21º dia. O que indica que a menor temperatura de 

resfriamento possibilita retardar a multiplicação bacteriana, mesmo em produtos com 

elevada contaminação inicial. 

Após realização dos testes de oxidase e fermentação de glicose, cerca de 

99,18% dos isolados foram confirmados como enterobactérias (854 isolados dos 861 

recuperados). Esse resultado indica que as análises foram realizadas de forma 

adequada e os dados podem ser avaliados com um alto nível de confiabilidade, visto 

que a grande maioria das bactérias isoladas foi confirmada como enterobactéria. 

 

5.4. Análises de bactérias láticas 

 

 As contagens de bactérias láticas (BAL), indicadas na Figura 3, revelam 

uma progressão semelhante às anteriores, ou seja, as amostras armazenadas à 

temperatura mais elevada (15ºC) apresentaram contagens superiores, com 

diferença significativa (p = 0.000034) (Tabela 2 e Tabela 3). 
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Figura 3: Contagem média de bactérias láticas em amostras de acém bovino 
 embalado a vácuo armazenadas a 4ºC e 15ºC, ao longo de 28 dias. As barras 
de erro representam o desvio padrão. 
 

 
* Foi observada diferença significativa nas médias de contagens bacterianas tanto 
para tempo quanto para temperatura (p < 0,05). A temperatura mais baixa de 
armazenamento (4ºC) resultou em menores contagens de bactérias láticas que a 
temperatura mais elevada (15ºC). Em relação ao tempo, foi observado uma 
diferença significativa apenas no tempo 0 (p < 0,05), ou seja, nos primeiros 7 dias 
observa-se um aumento substancial das contagens, entretanto, a partir desse ponto 
ocorre certa estabilização, não apresentando diferença significativa do dia 7 ao 28 (p 
> 0,05). 

 

Após 7 dias de armazenamento, houve um aumento substancial das 

contagens nas amostras (armazenadas a 4ºC e 15ºC), mas a partir desse período, 

observa-se certa estabilização (Tabela 4). Ainda assim, é possível perceber que por 

volta do 21º dia tem-se a maior contagem – tanto para amostras armazenadas a 

4ºC (107 UFC/ g) quanto a 15ºC (108 UFC/ g) (Figura 3). 

De acordo com Jones (2004), após a embalagem a vácuo, a população de 

BAL, geralmente, é baixa mas aumenta durante o armazenamento. Entretanto, esse 

aumento se dá até certo ponto, quando ocorre uma estabilização devido à depleção 

de substrato, o que explica o padrão de contagem observado neste estudo. Além 

disso, sabe-se que a deterioração em carnes refrigeradas, normalmente, é 
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detectada quando os micro-organismos deteriorantes estão presentes em níveis de 

108 a 109 UFC/g, sendo que a interação metabiótica entre BAL e enterobactérias 

intensifica o grau de deterioração do produto (BORCH et al., 1996). No estudo em 

questão, a contaminação por BAL atingiu tais números ainda no início do 

armazenamento, quando as amostras foram submetidas a 15ºC (Figura 3). Isso 

indica que a matéria prima já possuía uma alta carga bacteriana e as condições 

inadequadas de armazenamento favoreceram ainda mais sua rápida multiplicação. 

As maiores contagens de BAL ocorreram por volta do 21º dia (Figura 3), 

período em que, geralmente, se iniciava o desenvolvimento de deterioração blown 

pack, sugerindo também a relação desses micro-organismos com tal processo. 

Contudo, é importante salientar que o desenvolvimento da deterioração não é 

influenciado apenas pela contagem bacteriana, mas depende também de vários 

outros fatores, como temperatura de armazenamento e permeabilidade do 

filme da embalagem ao oxigênio, que vão interferir diretamente na composição 

bacteriana do produto (TSIGARIDA et al., 2000). 

Apesar de boa parte dos gêneros de BAL serem reconhecidos como 

potenciais produtores de bacteriocinas e outros compostos que inibem o 

desenvolvimento de patógenos (AYMERICH & HUGAS, 1998), sua população deve 

ser controlada por meio de medidas higiênico-sanitárias, visto que, dependendo da 

quantidade em que se encontram e do tipo de embalagem utilizado, podem 

contribuir para o desenvolvimento de deterioração (HOVE et al., 1999). 

Dentre os isolados obtidos, 88,38% foram confirmados como bactérias 

láticas (776 do total de 878), após realização dos testes de catalase e coloração de 

Gram. Esses dados indicam a acurácia dos métodos utilizados para isolamento das 

culturas, garantindo uma alta confiabilidade dos resultados obtidos, visto que a 

grande maioria dos isolados oriundos do MRS foram confirmados como bactérias 

láticas. 

Do total de isolados confirmados, cerca de 86% apresentaram morfologia de 

bacilos (Figura 4). Nesse contexto, sabe-se que a população de BAL com potencial 

deteriorante em carnes é representada por gêneros como Lactobacillus, 

Carnobacterium, Weissella e Brochothrix (METAXOPOULOS et al., 2002; COLLINS 

et al., 1992; BLICKSTAD, 1983), os quais apresentam morfologia de bacilos, 

justificando o fato de terem apresentado ampla prevalência no estudo. 
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Figura 4: Morfologia dos isolados de bactérias láticas. 
 

 

5.5. Caracterização da Comunidade Bacteriana 
 

5.5.1. Composição Bacteriana 

 

A Figura 5 ilustra a variação da composição bacteriana das amostras de 

carne bovina embalada a vácuo em diferentes tempos e temperaturas. As amostras 

referências apresentaram uma prevalência de Photobacterium, Pseudomonas e 

Acinetobacter. Também foi possível observar a presença de Aeromonas, 

Brochotrix e Carnobacterium na maioria dessas amostras, mesmo que em baixo nível 

de abundância. 
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Figura 5: Dados da composição microbiana do exsudato de acém bovino embalado 
a vácuo oriundo de amostras referências, amostras armazenadas a 4ºC e 15ºC. As 
análises foram realizadas nos dias 0, 7, 14, 21 e 28; sendo que as amostras 
referências se referem ao dia 0 e foram avaliadas imediatamente após chegar ao 
laboratório. 
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Após 7 dias de armazenamento, é possível perceber uma variação da 

microbiota em, pelo menos, 50% das amostras, principalmente, dos produtos 

armazenados à temperatura de 15ºC. No armazenamento à 4ºC, mesmo sendo 

considerada uma temperatura adequada, também foi possível observar alterações 

na composição bacteriana. Apesar de apresentar uma grande abundância relativa 

de Photobacterium, ocorre um aumento de Hafnia-Obesumbacterium e Lactococcus 

ao longo dos dias; além disso, Brochotrix se mostra presente na maioria das 

amostras, do 7º ao 28º dia. Outro dado importante observado foi a presença de 

Yersinia a partir do 14º dia (Figura 5). 

Rossi (2011) identificou a presença de Yersinia em cortes cárneos 

embalados a vácuo; enquanto Brenner (1992) apontou esse micro-organismo como 

um dos gêneros deteriorantes de carne e produtos cárneos. Do ponto de vista de 

saúde pública, os dados obtidos nesse estudo representam um potencial risco ao 

consumidor, visto que algumas cepas de Yersinia possuem potencial patogênico. 

Apesar de estar em menores proporções, o gênero foi detectado em produtos 

cárneos armazenados a 4ºC, ou seja, poderiam ter sido ingeridas, normalmente, já 

no inicio do armazenamento, sem que fossem notadas alterações sensoriais, 

podendo, potencialmente, causar problemas à saúde, caso o produto fosse 

consumido cru ou mal cozido. 

As amostras armazenadas a 15ºC passaram a apresentar uma prevalência 

de Hafnia-Obesumbacterium e Lactococcus. Ao longo dos dias, o perfil microbiano 

segue sofrendo alterações e, do 14º ao 28º dia, observa-se uma prevalência de 

Bacteroides. A abundância relativa desse grupo apresentou um crescimento 

contínuo, sendo detectado em 80% das amostras a 15ºC no 21º dia – período em 

que, geralmente, iniciava-se o desenvolvimento de deterioração blown pack. Outro 

dado importante é a presença de espécies de Clostridium observada no 

armazenamento a 15ºC, principalmente, nos últimos dias. Além disso, Enterococcus, 

apesar de em baixa abundância relativa, foi relatado nas amostras submetidas à 

essa temperatura mais elevada, principalmente, do 21º ao 28º dia (Figura 5). 

Embora o gênero Lactococcus esteja, geralmente, associado a processos de 

fermentação láctea, algumas espécies estão relacionadas à deterioração, como 

Lactococcus piscium e Lactococcus raffinolactis, que causam alterações, 

principalmente, em carne bovina armazenada em embalagens de atmosfera 
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modificada ou embalagens a vácuo (RAHKILA et al., 2012). Outros estudos também 

relataram gêneros como Pseudomonas, Brochothrix, Lactococcus e Serratia como 

principais bactérias deteriorantes em produtos cárneos (HOU et., al., 2021). Certas 

espécies do gênero Enterococcus (como Enterococcus viikkiensis e 

Enterococcus hermanniensis) também já foram relatadas em carne deteriorada, mas 

em populações mais baixas (KOORT et al., 2004). 

Além disso, de acordo com a literatura, Hafnia é a espécie mais descrita em 

carnes durante o armazenamento, sendo também, frequentemente, relatada ao final 

do armazenamento refrigerado (NYCHAS et al.,1998). Junto com Serratia 

liquefaciens e Pantoea agglomerans, destaca-se no desenvolvimento direto da 

deterioração e de características organolépticas indesejáveis (DAINTY et al., 1989). 

Estudos conduzidos por Samelis (2006) também corroboram com os dados obtidos, 

revelando que, dentro da família Enterobacteriaceae, as espécies com maior 

potencial de deterioração de carne são Serratia liquefaciens, Hafnia alvei e 

Enterobacter (Pantoea) agglomerans. 

Apesar de Bacteroides serem encontrados em bovinos (RICHARDS et al., 

1980; FOGARTY e VOYTEK, 2005), não há muitos estudos sobre sua ocorrência 

em produtos cárneos. Porém, o potencial deteriorante desse micro-organismo em 

carnes pode ser significativo e requer mais investigação, visto que sua presença já 

foi detectada em amostras com deterioração blown pack e também no estágio inicial 

de armazenamento, juntamente com bactérias do filo Proteobacteria e Firmicutes 

(MOSCHONAS et al., 2009). 

Em relação ao Clostridium, sabe-se que é considerado um dos principais 

agentes relacionados ao processo de deterioração blown pack em carnes 

embaladas a vácuo (DORN-IN et al., 2018; REID et al.). No estudo em questão, foi 

detectada a presença desse micro-organismo nos últimos dias de armazenamento, 

nas amostras estocadas a 15ºC. Tais resultados estão em concordância com 

estudos realizados por Rossi (2011), que indicaram amostras deterioradas com 

positividade significativamente maior para Clostridium estertheticum, do que 

amostras não deterioradas. Além disso, de acordo com Moschonas (2010), a 

temperatura mais elevada em que a carne é exposta pode promover maior 

multiplicação de Clostridium estertheticum e Clostridium gasigenes. Em adição, 

sabe-se que apesar de relevantes, a deterioração causada por esses micro- 

https://translate.googleusercontent.com/translate_f#6
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/serratia-liquefaciens
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/serratia-liquefaciens
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organismos foi relatada em maior evidência ao final do armazenamento, o que 

também corrobora com os resultados indicados anteriormente. 

De acordo com a literatura, dentre os gêneros comuns em carne fresca, 

destacam-se Acinetobacter, Pseudomonas, Brochothrix, Flavobacterium, 

Psychrobacter, Moraxella, Staphylococcus, Micrococcus, bactérias láticas e 

diferentes gêneros da família Enterobacteriaceae (BLICKSTAD et al., 1981; 

BLICKSTAD AND MOLIN, 1983; DAINTY AND MACHEY, 1992; DAINTY et al., 

1983; ERICHSEN AND MOLIN, 1981), o que está em concordância com os 

achados das amostras referências (Figura 5). 

Conforme elucidado por Wang (2022), o gênero Acinetobacter mostrou-se 

prevalente em amostras controle e ainda apresentou aumento contínuo na 

abundância relativa ao longo do tempo de armazenamento. No entanto, esse micro- 

organismo, geralmente, é considerado um agente menor no processo de 

deterioração devido à sua incapacidade de produzir lipases extracelulares, sulfeto de 

hidrogênio e trimetilamina (RAWAT, 2015). Contudo, ainda assim, pode influenciar 

na multiplicação de outras bactérias deteriorantes, através de moléculas de sinal de 

detecção quorum (ZHU et al., 2018). 

Brochothrix thermosphacta foi descrito como um dos principais grupos 

responsáveis pela deterioração em carne cozida sob diferentes condições 

ecológicas (DOULGERAKI et al., 2012; NYCHAS et al., 2007) e apresentou aumento 

na contagem em amostras de carne bovina ao longo do armazenamento. Essas 

bactérias produzem compostos, incluindo acetona-diacetil e ácidos graxos de cadeia 

curta, que impactam fortemente no odor sensorial da carne (PIN, GARCIA DE 

FERNANDO & ORDONEZ, 2002). Dessa forma, sua presença na carne fresca pode 

representar uma preocupação em termos de deterioração. 

Além disso, quando Brochotrix thermosphacta se multiplica na superfície da 

carne, em associação à Pseudomonas spp., ocorre um consumo preferencial de 

glicose e oxigênio. Uma vez que a glicose é esgotada, é utilizado aminoácidos, 

levando a um aumento na produção de limo, alterações no pH e desenvolvimento de 

odores desagradáveis (YANG et al., 2018). Apesar de Pseudomonas spp. ter sido 

relatada como bactéria predominante em produtos cárneos armazenados 

aerobicamente (DOULGERAKI et al., 2012); um estudo recente comprovou a 

adaptação desse grupo a condições anóxicas (HILGARTH et al., 2019). Outras 
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pesquisas também relataram Pseudomonas como um dos grupos responsáveis por 

deterioração em carne cozida sob diferentes condições ecológicas (DOULGERAKI 

et al., 2012 e NYCHAS et al., 2008; LI et., al, 2020). Ou seja, a associação 

de 

estudos anteriores e dos dados apresentados, ressalta a importância do 

monitoramento desse micro-organismo em carne bovina embalada a vácuo. 

Dentre BAL, Carnobacterium se destaca como um dos principais gêneros 

associado à deterioração de carne crua refrigerada, podendo se tornar dominante ao 

longo do armazenamento em disponibilidade reduzida de oxigênio (JONES, 2004; 

LABADIE, 1999). No entanto, os dados apresentados sugerem que, nas amostras 

analisadas, outros grupos bacterianos conseguiram se sobressair ao longo dos dias, 

principalmente, na temperatura de 15ºC. Dessa forma, Carnobacterium, apesar de 

amplamente relatado como agente deteriorante em carnes, apresentou uma 

contínua redução ao longo dos dias, sendo sobreposto por outros grupos. 

Já os estudos que relacionam Aeromonas à deterioração da carne são 

bastante limitados em comparação a outras bactérias deteriorantes, como 

Pseudomonas spp., que têm sido amplamente investigadas. O potencial deteriorante 

desse grupo permanece em grande parte desconhecido e vem sendo mais 

associado ao desenvolvimento de deterioração em frango resfriado (SHAO et al., 

2022). Os resultados apresentados indicam que esse grupo esteve presente no 

início do armazenamento, em baixa abundância relativa, entretanto, devido às 

condições impostas, outras bactérias passaram a se multiplicar em detrimento de tal. 

Em relação ao Photobacterium, sabe-se que são micro-organismos comuns 

em ecossistemas marinhos e, geralmente, vivem em associação com organismos 

desses ambientes de hábito comensal e saprofítico (URBANCZYK et al., 2010; 

SUNAGAWA et al., 2015; MACHADO e GRAM, 2017). É um grupo que está, 

principalmente, relacionado ao processo de deterioração em pescados, resultando 

em odores desagradáveis; no entanto, pesquisas recentes revelam que tais micro- 

organismos ocorrem também em carnes refrigeradas (FUERTES-PEREZ et al., 

2019; HAUSCHILD et. al, 2021). Provavelmente, essa ocorrência se dá pelo fato das 

duas matrizes alimentares compartilharem algumas características, como baixa 

temperatura e alta concentração de sal; apesar da carne apresentar uma 

concentração salina bem menor se comparada a do mar (RUUSUNEN e 
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PUOLANNE, 2005). A alta abundância relativa dessa bactéria nas amostras 

referência sugere um nicho a ser mais explorado, visto que ela permanece sendo 

amplamente detectada durante todo o período de armazenamento a 4ºC e, apesar 

de estar em baixa abundância relativa, esteve presente nas amostras estocadas a 

15ºC também. Ou seja, indica um novo grupo que, possivelmente, está associado 

ao processo de deterioração em carnes e requer estudos mais específicos. 

 

5.5.2. Core Microbiano 

 

O Core Microbiano representa os grupos de micro-organismos que estão 

presentes em, pelo menos, 50% das amostras. No estudo em questão, foi 

identificada a presença de Pseudomonas em quase 100% das amostras referências 

(Figura 6a). Apesar desse micro-organismo ter sido amplamente detectado em 

produtos frescos; ao longo dos dias, outros grupos bacterianos passaram a 

predominar, principalmente, quando as amostras foram submetidas a temperaturas 

elevadas (15ºC) (Figura 6c). Isso ocorreu devido às condições que foram 

fornecidas, como o ambiente anaeróbio. Esses dados estão de acordo com estudos 

anteriores que mostram que Pseudomonas, quando comparado a outros gêneros, 

possui um menor envolvimento no processo de deterioração (METAXOPOULOS et 

al., 2002; COLLINS et al., 1992; CANFONI et al., 1987; BLICKSTAD, 1983). Além 

disso, também foi possível observar a presença de Photobacterium em mais de 

50% das amostras referências (Figura 6a), micro-organismo comum em ambientes 

marinhos (URBANCZYK et al., 2010; SUNAGAWA et al., 2015; MACHADO e GRAM, 

2017), mas que também vem sendo relatado em carnes refrigeradas (FUERTES-

PEREZ et al., 2019; HAUSCHILD et. al, 2021). 
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Hafnia-Obesumbacterium já estava presente nas amostras referências, 

entretanto, em baixa prevelância (Figura 6a). Ao longo do armazenamento, ela 

passa a prevalecer em quase 100% das amostras, tanto nas que foram 

armazenadas a 4ºC (Figura 6b) quanto a 15ºC (Figura 6c). Ou seja, são micro- 

organismos presentes em pequena quantidade no início do armazenamento, porém, 

as condições oferecidas pelo ambiente de carne bovina embalada a vácuo foram 

favoráveis à sua multiplicação, visto que são anaeróbios facultativos, conseguem se 

multiplicar com 2 a 5% de NaCl, em faixas de temperatura de 4°C a 44°C e em pH 

de 4,9 até 8,25 (JANDA et al., 2006). Dessa forma, conseguiram se sobrepor aos 

outros grupos e contribuir para o desenvolvimento da deterioração. Tais dados 

vão de acordo com estudos realizados por Nychas (1998), que mostraram que 

Figura 6c: 
Representação do 
Core Microbiano das 
amostras de acém 
bovino embalado a 
vácuo armazenadas a 
15ºC. 

Figura 6b: 
Representação do 
Core Microbiano das 
amostras de acém 
bovino embalado a 
vácuo armazenadas a 
4ºC. 

Figura 6a: 
Representação do 
Core Microbiano das 
amostras referências 
(analisadas 
imediatamente após 
chegada do frigorífico) 
de acém bovino 
embalado a vácuo. 
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espécies tolerantes ao frio, comumente, encontradas em carne bovina (como Hafnia 

alvei) se multiplicam em produtos cárneos embalados a vácuo adequadamente 

resfriados. Além disso, destacam-se no desenvolvimento direto da deterioração e de 

características sensoriais indesejáveis, como odores desagradáveis (DAINTY et al., 

1989). 

Foi possível identificar que Lactococcus também apresentou-se altamente 

prevalente do início ao fim do armazenamento, independente da temperatura em 

que foi estocado (Figura 6b e 6c). Ou seja, é um micro-organismo que pode atuar 

de forma benéfica (devido ao seu potencial probiótico e bacteriocinogênico, por 

exemplo) mas também possui espécies relacionadas ao processo de deterioração 

em alimentos (ROSSI et al., 2011), o que requer maior atenção. 

Gêneros como Pseudomonas e Acinetobacter constituíram o Core 

Microbiano apenas das amostras armazenadas a 4ºC (Figura 6b), ou seja, 

predominaram nos produtos estocados em temperatura de resfriamento adequada. 

Esses dados estão de acordo com estudos anteriores, que indicaram esses grupos 

como agentes de menor importância no desenvolvimento da deterioração (RAWAT, 

2015; METAXOPOULOS et al., 2002; COLLINS et al., 1992; CANFONI et al., 

1987; 

BLICKSTAD, 1983). Shewanella também esteve presente apenas no Core 

Microbiano das amostras armazenadas à temperatura inferior (4ºC), o que está em 

concordância com pesquisas realizadas por Franco & Landgraf (2008), que 

descreveram esse grupo como causador de esverdeamento em carnes vermelhas 

frescas armazenadas em embalagens a vácuo em temperaturas entre 1°C e 5°C. 

Já Proteus, Morganella, Bacteroides e Clostridium estiveram presentes 

apenas nas amostras armazenadas a 15ºC (Figura 6c). Proteus, frequentemente, 

contribui para deterioração em carne (GRAM et al., 2002) e Clostridium é um dos 

principais gêneros associado à deterioração blown pack em carnes estocadas a 

temperaturas elevadas (DORN-IN et al., 2018; REID et al., 2017). Entretanto, 

Morganella vem sendo mais relatado em pescados (LIRA, 2019) e, apesar de 

Bacteroides ser encontrado em bovinos, não há muitas pesquisas sobre sua 

ocorrência no produto final (RICHARDS et al., 1980; FOGARTY e VOYTEK, 2005). 

Dessa forma, os dados apresentados sugerem que esses grupos podem estar 
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associados ao processo de deterioração, sendo necessária a realização de mais 

pesquisas para explorar esse nicho. 

 

5.5.3. Alfa Diversidade 

 

A diversidade alfa refere-se ao número e a abundância de espécies dentro 

de uma comunidade (MARGURRAN, 1988), ou seja, relaciona-se à forma que a 

riqueza de micro-organismos está distribuída dentro dos grupos. 

Os resultados desse estudo (Figura 7a e Figura 7b) permitem inferir que as 

amostras, tanto armazenadas a 4ºC quanto a 15ºC, possuem um índice observado 

próximo ao índice Chao1 (esperado), dessa forma, sabe-se que o 

sequenciamento foi realizado adequadamente (FRAZILIO et al., 2019). 

 

Figura 7a: Alfa diversidade das amostras armazenadas a 4ºC, com análises 
realizadas nos dias 0, 7, 14, 21 e 28. Representação do índice observado, Chao1 e 
Shannon. 
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Figura 7b: Alfa diversidade das amostras armazenadas a 15ºC, com análises 
realizadas nos dias 0, 7, 14, 21 e 28. Representação do índice observado, Chao1 e 
Shannon. 

 

 

Além disso, sabe-se que a diversidade alfa é capaz de amostrar a totalidade 

equitativa. A partir dos gráficos, observa-se que dentro do grupo de amostras 

armazenadas a 4ºC, a temperatura não foi suficiente para alterar a diversidade total, 

ou seja, não houve um aumento de diversidade significativo (p > 0,05) (Figura 7a). 

Em relação a tempo e temperatura, a variável temperatura foi o que mais influenciou 

a proliferação bacteriana: as amostras armazenadas a 15ºC apresentaram um valor 

de p < 0,05, indicando que a diversidade foi significativamente diferente (Figura 7b). 

Esses resultados elucidam a importância do armazenamento adequado e 

corroboram com estudos que mostram a baixa temperatura como fator mais 

significante para retardar a deterioração microbiológica de produtos cárneos 

embalados a vácuo (MOSCHONA S et al., 2010). Além disso, mesmo amostras com 

maior taxa de contaminação podem apresentar um atraso significativo no início da 

deterioração e terem sua vida útil prolongada, se armazenados em temperaturas 

mais baixas; entretanto, esse é um nicho que necessita de mais pesquisas. 

Pode-se observar também que à medida que os dias se passam, a 

composição bacteriana vai se tornando mais homogênea, o que indica que a 

microbiota deteriorante passa a dominar o ecossistema e se sobressair em relação 

aos outros micro-organismos. 
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6. CONCLUSÕES 
 

Apenas as amostras armazenadas a 15ºC apresentaram desenvolvimento 

de deterioração blown pack e a contagem de enterobactérias, bactérias láticas e 

mesófilos apresentou-se mais elevada nessas amostras.  

No sequenciamento total realizado nas alíquotas de exsudato cárneo, 

observou-se a presença de Photobacterium, Pseudomonas e Acinetobacter nas 

amostras referências (dia 0). Entretanto, com o armazenamento, essa microbiota se 

alterou. Nas amostras armazenadas a 15ºC, foram detectadas, inicialmente, Hafnia-

Obesumbacterium e Lactococcus. e, posteriormente, Bacteroides. Além disso, 

Clostridium foi identificado, principalmente, nos últimos dias de armazenamento. Já 

a estocagem a 4ºC manteve, inicialmente, a alta abundância relativa de 

Photobacterium mas foi sucedida por um aumento de Hafnia-Obesumbacterium e 

Lactococcus. Nessa temperatura, também foi possível detectar a presença de 

Yersinia ao longo dos dias. 

Analisando-se os índices de diversidade alfa, observou-se que a diversidade 

microbiana foi significativamente diferente apenas no armazenamento à 15ºC (p < 

0,05). Além disso, a composição bacteriana foi se tornando mais homogênea, o que 

indica que a microbiota deteriorante passou a dominar o ecossistema e se 

sobressair em relação aos outros micro-organismos. 
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