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Resumo  

As Doenças Transmitidas por Alimentos (DTA) constituem uma preocupação mundial à saúde 

pública, pois são responsáveis pela causa de várias doenças bacterianas letais quando não 

diagnosticadas e tratadas a tempo. As bactérias são classificadas em Gram-positivas e Gram-

negativas, que se diferenciam através da composição da parede celular, sendo este aspecto é fator 

essencial para escolha do método de lise celular, que podem ser classificados em enzimáticos, 

químicos, não-mecânicos e mecânicos. Atualmente existe a grande necessidade de se obter técnicas 

eficientes para obtenção de DNA genômico de qualidade em termos de quantidade e purificação. 

Devido a isso, o presente trabalho tem por objetivo avaliar o uso de metodologias para isolamento 

de DNA genômico cepas de bactérias Ácido-Láticas (BAL), Salmonella sp. e Bacillus cereus com 

diferentes tempos de cultivo. Os métodos de extração utilizaram diferentes tipos de detergentes e 

ultra-som para a lise celular, a qualidade do DNA genômico total isolado foi verificada via gel de 

agarose. O resultado demonstrou que as culturas novas (36h) em meio líquido foram as que 

apresentaram DNA de melhor qualidade para o auxílio da quebra da parede o aparelho de ultra-

som foi o que melhor permitiu o isolamento do DNA bacteriano, além de destacar que os métodos 

de isolamento de DNA para microrganismos são espécie-específico. Portanto antes de iniciar os 

trabalhos com um determinado microrganismo há necessidade de determinar qual o detergente 

mais adequado e também o método de extração mais eficiente para rompimento da parede celular 

microbiana.  

Palavras-chave: microrganismos; parede celular; isolamento de DNA.  

  

  

1. Introdução 

A produção de alimentos saudáveis demanda de diversas etapas para garantir a qualidade 

nutricional e higiênico-sanitária dos produtos, prevenindo a proliferação de doenças, algumas até 

letais ao consumidor quando não diagnosticadas e tratadas a tempo. A Doença Transmitida por 

Alimentos (DTA) é uma síndrome ocasionada pelo consumo de alimentos e/ou água que possuem 
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agentes etiológicos patogênicos (químicos, biológicos ou físicos) em quantidade suficiente para 

comprometer a saúde do consumidor, individualmente ou em grupo (RODRIGUES et al., 2010). 

Registros epidemiológicos mundiais indicam a importância das (DTAs) como a principal 

causadora de doenças bacterianas de origem alimentar, no homem, o qual se infecta mediante a 

ingestão de alimentos contaminados (LINDER, 2002). Assim a verificação da ausência ou presença 

de bactérias patogênicas é indispensável, para garantir um alimento apto para o consumo 

(RODRIGUES et al., 2011). 

As doenças causadas por DTAs constituem uma preocupação mundial à saúde pública. Nos 

últimos tempos, o caso de doenças transmitidas por alimentos vem crescendo em diversas partes do 

mundo. Essas ocorrências tem várias razões, incluindo a adaptação microbiana às mudanças nos 

sistemas de produção de alimentos, transformações nas práticas agropecuárias, no comércio 

internacional, tecnologia de alimentos, no estilo de vida, nas demandas dos consumidores, 

mudanças demográficas e no comportamento humano (RODRIGUES et al., 2010). 

Um dos critérios mais intuitivos para classificação e identificação das bactérias é através da 

avaliação da morfologia do microrganismo, que por meio de propriedades tinturiais (método de 

Gram) é possível considerar se os microrganismos testados pertencem à classe das bactérias Gram-

positivas ou Gram-negativas (INFORMATIVO CEFAR DE MICROBIOLOGIA, 2006). Este 

método consiste basicamente, no preparo de um esfregaço de bactérias corado, sucessivamente, 

com um corante básico relacionado (cristal-violeta) e com uma solução de iodo diluída, 

submetendo-se, posteriormente a um solvente orgânico. As bactérias descoradas rapidamente pelo 

solvente são denominadas Gram-negativas, enquanto que as não descorarem são consideradas Gram 

positivas (WESP, 2003). 

A divisão das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, de acordo com a resposta da 

coloração de Gram é decorrente das diferenças na composição e estrutura da parede celular 

(NOGUEIRA et al., 2004). A parede celular das Gram-negativas é formada de uma camada fina 

composta por peptídioglicano, responsável pela sua fragilidade, já nas Gram-positivas, a camada de 

peptídioglicano é mais espessa, que consequentemente confere sua rigidez. Essa característica faz 

com que a quebra da parede celular nas gram-positivas ofereça maior dificuldade, acarretando que 

as técnicas utilizadas para a quebra desta parede sejam muitas vezes trabalhosas e de alto custo, 

como o emprego de enzimas (ROSA, 2008).  

Até o momento, a técnica mais comum de diagnosticar estes microrganismos presentes em 

alimentos é empregando os métodos convencionais microbiológicos, que apesar de serem mais os 

baratos, são trabalhosos e demora de vários dias para obtenção do resultado definitivo (FREITAS et 

al., 2006). Portanto, devido à este tempo ocioso, vem sendo desenvolvido métodos rápidos como o 
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diagnóstico molecular com objetivo fornecer uma alternativa de diagnóstico destes microrganismos 

devido as limitações mencionadas pela técnica convencional microbiológica. 

Para extração de DNA podem ser empregados vários procedimentos de rompimento da 

parede celular em bactérias, que podem ser classificados em métodos enzimáticos, químicos, não-

mecânicos e mecânicos. A lise enzimática consiste na digestão da parede microbiana catalisada por 

enzimas, sendo a lisozima uma enzima que catalisa a clivagem catalítica de polissacarídeos nas 

paredes celulares protetoras de algumas famílias de bactérias. Este tipo de procedimento pode 

degradar, ou lisar, as paredes celulares bacterianas, assim facilitando a exposição do DNA 

(FARENZENA, 2010). Para realizar o rompimento da parede celular utilizando enzimas é 

necessário analisar o tipo de microrganismo empregado, o tamanho da célula, tolerância e tensões 

de cisalhamento, gasto de energia, tempo de operação, necessidade de controle de temperatura, 

rendimento do processo, custo e capital de investimento (MARINELLO, 2009). 

O tratamento químico é a utilização de diversos detergentes, sendo o brometo de 

cetiltrimetilamônio (CTAB) e dodecil sulfato de sódio (SDS) bastante utilizado para auxiliar na 

liberação de componentes celulares por lise das membranas celulares (REGITANO et al.,  2007 e 

MESQUITA et al., 2001). A adição do detergente além de auxiliar quimicamente na ruptura na 

liberação dos componentes também é fundamental para desnaturação de proteínas e exposição dos 

ácidos nucleicos diante do detergente utilizado pelo protocolo (DANTAS, 2011). 

Um dos processos não-mecânico é o rompimento da membrana por congelamento ou 

descongelamento, que consiste na formação intracelular de grandes cristais de gelo que possui a 

capacidade de perfurar a célula e causa seu total rompimento ou lesioná-la a ponto de formar poros 

permeáveis à biomolécula-alvo. É um método simples e indicado para o rompimento de parede 

celular de patógenos, entretanto, é um processo demorado, de custo elevado e inadequado para 

biomoléculas sensíveis ao congelamento (MARINELLO, 2009). 

O método mecânico mais empregado atualmente para rompimento celular é a aplicação do 

ultra-som ou sonicação, que pode ser utilizado em conjunto com outros tratamentos, nomeadamente 

tratamento térmico, de pressão e produção combinada de calor e pressão. Os aparelhos geradores de 

ondas ultra-sonoras que existem são destinados à diversas funções: o banho, preferencialmente 

empregado para limpeza de material, homogeneização e solubilização, mas entre essas e outras 

utilidades destaca-se e o rompimento da parede celular. O uso do banho de ultra-som é um processo 

de baixo custo, simples, sendo constituído por um banho de metal com um ou mais transdutores 

presos às paredes do tanque, sendo empregado para quebra da parede celular bacteriana (SANTOS 

et al., 2010 e PIRES, 2006). 

O uso de protocolos moleculares tem sido extensivamente aplicado em quase todos os ramos 

da microbiologia e uma de suas etapas decisivas é o isolamento do DNA bacteriano em quantidade 
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e qualidade suficiente para amplificação pela reação em cadeia da polimerase - PCR (NOGUEIRA 

et al., 2004).  

O método via PCR apresenta vantagens como rapidez, além do bom limite de detecção, alta 

seletividade e potencial, estas vantagens tornam a técnica uma eficiente alternativa aos métodos 

tradicionais de diagnóstico. Entretanto, o alto custo de investimento tecnológico, a necessidade de 

aprovação oficial e instruções padronizadas fazem de que este método seja pouco empregado 

(FREITAS et al., 2006). 

Atualmente existe a grande necessidade de se obter técnicas eficientes para obtenção de 

DNA genômico de qualidade em termos de quantidade e purificação. Devido a isso, o presente 

trabalho tem por objetivo avaliar o uso de metodologias para isolamento de DNA genômico de 

cepas de bactérias Ácido-Láticas (BAL), Salmonella sp. e Bacillus cereus, isoladas de diferentes 

fontes de alimentos. 

 

2. Material e Métodos 

Amostras de microrganismos 

 

Foram utilizadas culturas puras de microrganismos isolados de alimentos, as quais, cepas de 

Bactérias Ácido-Láticas (BAL) e de Salmonella sp relativas aos descartes do Laboratório de 

Microbiologia da UTFPR. Em outro momento foi testado cepas de Bacillus cereus, respectivo ao 

estudo em andamento no Laboratório de Microbiologia da UFPR sobre a incidência deste 

microrganismo em produtos lácteos.   

 

Método de extração 

 

Os métodos de extração utilizaram diferentes tipos de detergentes e tratamentos para a lise 

celular. A metodologia foi adaptada a partir do protocolo descrito por Moreira et al., (2010).  Os 

detergentes testados neste trabalho foram brometo de cetiltrimetilamônio CTAB (CTAB 2%, NaCl 

1,4 M, EDTA 20mM, Tris-Cl pH 8 100 mM, PVP-polivinilpirrolidona 1%, 2-mercaptoetanol 0,8%) 

e dodecil sulfato de sódio SDS (NaCl 1 M; Tris-HCl pH 8,0 1 M; EDTA 0,5 M pH 8,0; SDS 1%) 

(CLEMENTE, 2010). O primeiro teste foi a utilização do detergente CTAB empregando para o 

auxilio da lise celular o ultra-som, em seguida o outro tratamento foi uso do detergente SDS 
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Tratamento químico e 

mecânico para 

extração e 

temperatura

Cultivo Centrifugar

Lavar com etanol e 

aguardar precipitação 

em freezer

Retirar a fase com 

DNA

Ressuspender e 

guardar em freezer até 

o momento do uso

utilizando a enzima proteinase-K. As etapas do protocolo de extração de DNA estão 

esquematizadas na Figura 1. 

Figura 1 - Fluxograma de extração de DNA 

 

 

 

 

 

 

 

 

Verificação da qualidade do DNA  

 

Os DNAs isolados foram submetidos à verificação da qualidade, sendo alíquotados 3µl de 

tampão de carreamento 1x (azul de bromofenol) e 5µl de DNA. A mistura foi aplicada em gel de 

agarose 1% em tampão TBE (Tris base, ácido bórico, EDTA) à 70 v por 30 minutos. Esse gel foi 

corado com brometo de etídio para posterior visualização sob luz ultravioleta (UV). 

3. Resultados e Discussão 

Para os testes de isolamento do DNA foram utilizadas culturas em meio sólido (ágar 

nutriente) e líquido (caldo nutriente). As culturas em meio líquido foram as que apresentaram DNA 

de melhor qualidade. Outra característica de grande relevância é que cultivos novos (36h) são os 

que possibilitam isolamento mais eficiente.  

O isolamento de DNA de boa qualidade de qualquer cultura microbiana é um passo 

fundamental para o desenvolvimento de qualquer método de análise direta da molécula de ácido 

desoxirribonucléico, seja para restrição enzimática, seqüenciamento, ou amplificação via PCR 

(Polimerase Chain Reaction). Para a extração e purificação de ácidos nucleicos, é preciso separá-los 

com eficiência dos outros componentes celulares. Em relação aos ácidos nucleicos, também é 

essencial conservar a integridade das moléculas, que devem continuar inalteradas durante o 

processo de extração, pois as informações contidas tanto no DNA quanto no RNA dependem da sua 

sequência (LISBÔA, 2011). 
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Dentre os detergentes testados para a extração do DNA, o detergente CTAB foi o que 

apresentou maior eficiência para o isolamento do DNA microbiano das culturas avaliadas, quando 

comparado ao detergente SDS.  

Entre as variáveis testadas, a utilização do ultra-som foi a que melhor permitiu o isolamento 

do DNA, auxiliando a quebra da parede celular e possibilitando a exposição do ácido nucléico para 

seu eficiente isolamento. O mecanismo de ação do ultra-som reside no fenômeno conhecido como 

cavitação, que é a formação e implosão de bolhas que se colidem violentamente, provocando entre 

outros efeitos a desintegração das células microbianas e expondo o seu conteúdo (PIRES, 2006). 

Salienta-se o uso de proteinase-K, o qual não se mostrou eficiente para os microrganismos testados. 

O protocolo que forneceu o DNA genômico de melhor qualidade apresentou as seguintes 

etapas: 1) homogeneização em vortex dos tubos de ensaio com a cultura em meio líquido; 2) 

transferência de 1,5ml da cultura para os tubos de eppendorf; 3) centrifugação por 1 minuto a 12000 

rpm; 4) descarte do líquido sobrenadante; 5) adição de 450µl de CTAB; 6) agitação em vortex para 

ressuspender o precipitado; 7) agitação em vortex de bandeja por 1 minuto; 8) sonicação por 1 

minuto e 30 segundos em banho de gelo; 9) adição de 300µl de CTAB; 10) solubilização em banho-

seco por 20 minutos à 65ºC; 11) adição de 750µl de clorofórmio; 12) agitação por 5 minutos em 

vortex de bandeja; 13) centrifugação por 7 minutos à 12000 rpm; 14) transferência do sobrenadante 

para outro tubo de eppendorf; 15) adição de 750µl de clorofórmio; 16) agitação por 5 minutos no 

vortex de bandeja; 17) centrifugação por 7 minutos à 12000 rpm; 18) transferência do sobrenadante 

para outro tubo de eppendorf; 19) adição de 2 volumes de etanol 96% gelado, homogeneizando por 

inversão suavemente; 20) acomodação dos tubos em freezer à -20°C por 30 minutos; 21) 

centrifugação por 7 minutos à 12000 rpm e descarte do líquido; 22) adição de 750µl de etanol 70% 

gelado; 23) centrifugação por 7 minutos à 12000 rpm; 24) descarte do líquido; 25) secagem do 

pellet a temperatura ambiente; 26) ressuspensão do pellet em 50µl de água miliq.  

Apesar do protocolo ser o mais indicado para os microrganismos testados, a etapa de ultra-

som não é indicado para todos. Portanto os resultados evidenciaram que alguns microrganismos são 

mais susceptíveis ao seu uso do que outros.  Por exemplo, Bacillus cereus respondeu positivamente 

ao uso do equipamento de ultra-som. A Tabela 1 abaixo apresenta a resposta de uso deste 

equipamento em outros gêneros. 

Tabela 1 - Resultado da aplicação do ultra-som para isolamento do DNA 

Amostras de bactérias Positivo Negativo 

Ácido-Láticas (BAL) + - 

Bacillus cereus +  

Salmonella sp.  - 
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A aplicação deste protocolo se mostrou eficiente para algumas bactérias. Sendo assim, para 

os microrganismos pertencentes à classe Gram-positiva, bactérias Ácido-Láticas (BAL) e Bacillus 

cereus, o protocolo apontou-se recomendável para extração de DNA genômico. Contudo, há 

necessidade de salientar que o grupo de bactérias Ácido-Láticas (BAL) é bastante heterogêneo. Já 

as cepas de Salmonella sp., pertencente à classe das bactérias Gram-negativas, o protocolo se 

mostrou ineficiente.  

O Bacillus cereus é formador de esporos, Gram-positiva, comumente encontradas em solos, 

vegetais e em diversos alimentos processados e crus. Esta bactéria é capaz de produzir toxinas,  

enterotoxinas, uma potente toxina emética, proteases, hemolisinas e fosfolipases. Está veiculado 

também aos surtos por intoxicação alimentar, provocando diarréia e emese (GOMES et al. 2004).  

Devido a sobrevivência em diferentes temperaturas e valores de pH resistir à desidratação e 

irradiação e capacidade aderência às superfícies que contatam alimentos. Os profissionais da área de 

alimentos encontram dificuldades para eliminar o microrganismo do ambiente industrial 

(ANDERSSON, 1995 e KOTIRANTA et al., 2000). Este microrganismo é isolado de produtos crus 

ou processados, como arroz, condimentos, vegetais, produtos cárneos e alguns laticínios. Estas 

bactérias não são esporulantes, pertencem as Gram-positivas, não móveis e produzem ácido lático 

como o maior ou o único produto de fermentação da glicose (MARTINS et al., 2006). Esta bactéria 

é comumente utilizada na indústria de laticínios na elaboração de produtos lácteos fermentados, 

como queijos e iogurtes (LIMA, 2010). Esta bactéria está amplamente distribuída na natureza, 

principalmente no leite. Elas são também habitam os tratos digestivo, respiratório superior e 

urogenital inferior dos animais (HOVE et al., 1999). O grupo é constituído de bastonetes e cocos 

não esporulados, aeróbios, microaerófilos ou anaeróbios facultativos. São inativas com 

temperaturas acima de 70°C (SALMINEN e VON WRIGHT, 1993). 

A divisão de bactérias Gram-positivas e negativas foi demonstrada na Tabela 1, no entanto, 

esta divisão é quimicamente explicada pelo fato que a parede celular das bactérias Gram-positivas é 

constituída de uma camada espessa composta por peptídioglicano, já nas Gram-negativas, esta 

camada é mais fina, o que conseqüentemente confere maior fragilidade. Essa característica faz com 

que a quebra da parede celular nas Gram-positivas seja mais difícil a qual reflete a ação dos 

reagentes e métodos físicos que o protocolo apresentado neste trabalho utiliza (ROSA, 2008). 

A Salmonella sp. são pequenos bastonetes gram-negativos, não esporulados, que pertencem  

a família das enterobactérias que podem causar graves infecções gastrointestinais de origem 

alimentar, o que torna sua presença em alimentos um relevante problema de saúde pública (REIS et 

al., 2002). Os sintomas predominantes em uma pessoa contaminada pela bactéria são dores 

abdominais, vômitos, cefaléia, calafrios e forte diarréia (PERESI et al., 1998). 
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No cenário das doenças transmitidas por alimentos e apesar do aparecimento de novos 

microrganismos a Salmonella sp.  ocupa o lugar de destaque nas estatísticas epidemiológicas dessas 

doenças (SANTOS et al., 2003). Em função dos riscos que a Salmonella sp. representa para os 

consumidores, sua pesquisa em alimentos é de extrema importância. Os produtores de alimentos, 

assim como os órgãos competentes de fiscalização, não têm medido esforços para garantir a 

ausência de Salmonella sp. nos alimentos (REIS et al., 2002).  

Com o resultado da Tabela 1, para o isolamento de DNA de bactérias Ácido-Láticas (BAL) 

demonstrou-se que devido à heterogeneidade deste grupo há necessidade de lançar mão da 

utilização de outros produtos que possibilitem o isolamento de DNA. Pois quando as extrações 

deste grupo de bactérias não forem possíveis apenas com a utilização de ultra-som pode ser 

empregados reagentes como a lisozima. Segundo o autor Falcon (2007), esta enzima possui a 

capacidade de quebrar as membranas externas de diversas espécies bacterianas gram-positivas, com 

isso destruindo o esqueleto glicano do peptídeoglicano, ou seja, desintegrando a estrutura da parede 

celular de muitos microrganismos.  

 

4. Considerações finais 

Esta pesquisa demonstrou que os métodos de isolamento de DNA para microrganismos são 

espécie-específico, portanto antes de iniciar os trabalhos com um determinado microrganismo há 

necessidade de determinar qual o detergente mais adequado e também o protocolo de extração mais 

eficiente para rompimento da parede celular microbiana. De acordo com os microrganismos 

testados indica-se o uso do detergente CTAB e utilização do ultra-som. 

Abstract 

Foodborne Diseases (FBD) constitute a worldwide public health concern, because they are 

responsible for several bacterial lethal diseases, if not diagnosed and treated in time. According 

composition of the cell wall, bacteria are classified in Gram-positive and Gram-negative, this 

aspect is essential factor to choose cell lysis method, which can be classified in enzymatic, 

chemical, it can be mechanical or no mechanical method. Currently there is a great need for 

effective techniques to obtain quality in terms of genomic DNA. Thus, the present study aims to 

evaluate the use of methodologies for bacteria genomic DNA isolation of. In this study were used 

strains of Acid Láticas (BAL), Salmonella sp and Bacillus cereus with different time of cultivation. 

The DNA extraction methods used different types of detergents and ultrasound process for cell lysis, 

the quality of total genomic DNA isolated was verified by agarose gel. The result showed that new 

cultures (36 h) in a liquid medium presented DNA of better quality, as well the use of ultrasound 

apparatus was allowed bacterial DNA isolation IN SOME GENUS, in the light of these results it is 

possible to conclude that DNA isolation methods for micro-organisms are species-specific. Then 

before starting the work with a micro-organism there is a need to determine what is the best 

detergent and also the more efficient extraction method for microbial cell wall disruption.  

Key-words: micro-organisms, cell wall; DNA isolation.  
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