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SUMARIO: Foram analisadas 19 amostras de SAL (NaCl), tipo grosso, oriundas de dife-
rentes salinas, para verificacao da flora microbiana e presen¢a de bactérias nocivas em
Microbiologia Alimentar.

O material apresentou grande contaminacao por microrganismos saprofitas, bacteé-
rias aerobias e anaerobias, Gram positivas e negativas, proteoliticas, pigmentadas, esporu-
ladas, leveduras e fungos. |

A alta incidéncia das bactérias halofilicas “vermelhas”, responsaveis pela deteriora-
cao de carnes, pescados e outros produtos salgados foi estudada. A frequéncia, em 15
amostras de SAL, de bactérias esporuladas termorresistentes foi calculada em 33%, pos-
suindo um SAL germe termofilico. Para anaerdbios a positividade foi de €0%, havendo es-
porulacao em 40% das culturas isoladas. Os indices para leveduras e fungos foram de
3% e 93%, respectivamente. '

tuno estudar o problerria. Estando,
também, o assunto dentro do ‘Progra-

ENDO os trabalhos referentes &
poluicao microbiana do SAL

(NaCl), de origem marinha, relativa-
mente escassos,e havendo falta de in-
formacoes sobre as especificacoes mi-
crobiologicas admissiveis no produto
de consumo alimentar, parece-nos opor-

ma de Higiene Alimentar” da WHO,
no “Programa de Padronizacao de Ali-

mentos” da FAO/WHO preparando o
“CODEX ALIMENTARIUS”, e em fu-

tura cogitaciao as normas para o SAL,
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tipo internacional, resolvemos fazer
uma analise de algumas amostras do
nosso produto, visando a verifica¢ao da
presenca de bactérias e outros micror-
ganismos considerados nocivos em
Microbiologia Alimentar.

| E fato constatado ser o SAL ma-
rinho veiculo de bactérias proteoliti-
cas, aerdbias pigmentadas, outras
anaerobias, esporuladas, responsaveis
pela deterioracdao de alimentos, quan-
do o SAL é usado como agente conser-
vador, sem ser refinado, ou submetido
a processo de beneficiamento que per-
mita a sua esterilizacao. Muitas in-

dustrias tém defrontado o problema
do crescimento de bactérias halofilicas
nas suas mercadorias. O aparecimento
de coloracao vermelha resultante do
desenvolvimento de microrganismos
nos produtos salgados é observado ha
‘muitos anos. Varios pesquisadores es-
tudaram a acao dos germes halofilicos
pigmentados no pescado (1, 2, 3, 7, 10,
11,12, 14, 18, 19, 20, 21, 23, 35) e outros
descreveram na salga da carne a ins-
talacao dessas bactérias (8, 15, 16, 26,
30) produzindo o denominado ‘“‘verme-
1hao” do charque. Na industria de
couros € peles, da mesma forma, a
questao do SAL como portador de bac-
térias tem sido considerada. (1, 3, 24,
25, 27, 28, 32, 33) A acao prejudicial
dos halofilicos causando alteracoes nao
se restringe, apenas, ao pescado,
charque, couros e peles, sendo que cu-
tras industrias enfrentam o problema,
pois estes microrganismos tem sido
isolados de bacon (17, 31), azeitonas e
pepinos.. (22, 34). Conforme acentua
Flannery (13) o crescimento halofilico
tem perturbado até a industria petro-

lifera no sistema de injecdo de agua

salgada.

Outro aspecto da importancia da
qualidade do SAL empregado foi bem
focalizado na producao de lacticinios
por Santos, (29), em 1965, ressaltando
a exigéncia de ser o SAL bacteriologi-
camente puro, portanto refinado e es-
terilizado, particularmente na elabo-
racao do queijo e manteiga.
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Além do prejuizo econdémico de-
corrente do desenvolvimento dos ha-
lofilicos nos alimentos, muito mais gra-
ve a considerar é o problema de saude
publica. Kawabata e Sakaguchi (22)
citam, anualmente, no Japao, 2.000
surtos de intoxicacdo alimentar, en-
volvendo cerca de 20.000 a 30.000
casos, dos quais 50 a 609% estao rela-
cionados a pescado ou seus produtos.

Os agentes etiologicos nao foram
identificados em mais de 809 dos sur-
tos, sendo que espécies bacterianas co-
nhecidas foram determinadas em 50
a 609% dos casos diagnosticados. Re-
centemente, as “bactérias halofilicas
patogénicas” estao sendo consideradas

possiveis agentes quando os casos de

intoxicacao alimentar tém origem des-
conhecida. DEMPSTER et als, (8), em
1973, estudaram as fontes de contami-
nacao de carnes cozidas, salgadas ou
nao, prontas para o consumo. No caso

dos produtos salgados, as carnes cruas
e as salmouras sao as fontes, em po-
tencial, de bactérias patogenicas.

Baseados nesses dados realizamos,
entao, uma experiéncia inicial com 4
amostras de SAL grosso, originarias de
salinas do Ceara, Rio Grande do Norte
e Estado do Rio de Janeiro.

Posteriormente, foram seleciona-
das mais 15 amostras deste ultimo Es-
tado para um estudo mais detalhado.
O exame constou de determinacao
quantitativa e analise morfologica da
flora microbiana presente no nosso
SAL de origem marinha.

MATERIAL E METODOS

19 amostras de SAL, tipo grosso, (17
do Estado do Rio de Janeiro, 1 do Ceara e
1 do Rio Grande do Norte) sendo que 15
amostras foram acondicionadas em vidra-
ria estéril, preservadas para nao perder a
umidade e transportadas com os cuidados
necessarios para nao haver alteracao na
sua flora microbiana.
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MEIOS:

1) Para crescimento, isolamento e ma-
nutenciao de germes halofilicos — Meio de
Dussault e LaChance (9) segundo “Micro-
biological Test, Section 8”, Africa do Sul,
com pequena modificacao: -

Sulfato de magnésio 5 g, nitrato de
magnésio 1g, cloreto férrico 0,025 g, proteo-
se peptona 5 g, glicerol 10g, o SAL (NaCl)
a ser examinado 200 g, em 1000 ml de agua
destilada, aquecendo até a ebulicio para
dissolver. Ajustado o pH a 7.5. Esterilizado
por autoclavacio a 121°C, durante 15 mi-
nutos, o meio era dividide em duas por-
¢oes iguais: a uma juntamos leite desna-
tado a 10% e a outra agar (Difco) a 3%.
Antes de usar, fundimos a metade com o
agar, misturando-a a porcio com o leite,
previamente aquecida.

Trabalhamos de acordo com a formula
original, tendo observado que 0 uso do leite
natural, desnatado, quando misturado, fre-
gitentemente, coagulava mesmo que a dis-
tribuicao do meio fosse feita dentro do me-
nor tempo possivel. Conseguimos bom re-
- sultado substituindo-o por leite desnatado
em po, tipo Mococa, que adicionamos, de-
pois de esterilizado, ao volume total do
meio com o agar a 3%, depois de fundido.
- A mistura foi distribuida em placas de Pe-
tri de 15 x 100 mm, em volume de 15 a 18 ml,
e em tubos (15 x 150 mm) inclinados. O
. teste de esterilidade realizado em estufa a
'37°C, por 24 horas.

2) Meios para bactérias anaerodbias e
microaerofilas — Tarozzi (4) e Clausen (6).

3) Para bactérias saprofitas, esporula-
das termorresistentes e termofilicas: caldo
simples e agar simples (4).

4) Meio para cogumelos — Sabouraud:
peptona 10g, agar 25 g, em 1000 ml de agua
da torneira. Apdés aquecimento a 120°C, da-
rante 20 minutos, foi adicionada glicose a
3% e extrato de malte a 0,5%. O pH ajus-

tado a 7.0. .
| Depois de distribuido em tubos, esteri-
lizado a 115-118°C por 20 minutos.

TECNICAS:

1) Para o isolamento ¢ contagem de bac-
térias halofilicas aerdbias, com verificacao
da incidéncia das halofilicas vermelhas, o
SAL foi trabalhado em bruto e em dilui-
coes. Na andlise do SAL bruto pesamos
200 mg de cada amostra, triturando-a em
gral estéril, e semeando em duas placas
de Petri contendo o meio especifico para-
bactérias halofilicas. Na primeira, coloca-
mos os 200 mg do SAL triturado, umedeci-
do com 0,2ml de agua destilada estéril e
espalhamos, uniformemente com espatula,
de Drigalski, sobre a superficie do meio. O
material retido na espatula foi esgotado na
segunda placa de Petri. As placas semeadas
foram incubadas a 37°C, por 48 horas e,
depois, deixadas em temperatura ambiente
(25 a 289C) durante 20 dias.

Fizemos, também, uma semeadura re-
petida dos SAIS, em diferentes diluicdes
para ‘i1solamento de colonias. Pesamos 1g
de cada SAL, em recipiente estéril, obten-
do diluicoes a 10—1, 10—2, 10-3, 10— e a
10—'. Em seguynda prova, dilui¢cdes.a 1/100,
1/200, 1/400, 1/800 e 1/1600. Para cada di-
luicao semeamos no meio de Dussault e La
Chance 0,2 ml, por espalhamento em super-
ficie e, ainda, em placas de Petri com agar
simples. O material repicado esteve incuba-
do a 37°C, por 48 horas e, posteriormente,
deixado em temperatura ambiente (25 a
28°C) .

Realizamos a leitura -apds 20 dias de in-

cubacao, estando os resultados nas TABE-

"LAS I, IT e III, correspondentes & média de

contagem nas placas para cada amostra de
SAL.

2) Determinag¢iao da presenca de bacté-
rias anaerobias no SAL: a partir de dilui-
coes de cada amostra a 101, 10—2 e 103
foram feitos repiques, em profundidade; nos
melios de Tarozzi e Clausen. Depois de in-
cubacao a 37°C, por 48 horas, e em tempe-
ratura ambiente (25 a 28°C) por 8 dias,
fizemos com os tubos apresentando cresci-
mento uma prova confirmatoria. Utiliza-
mos o meio bacteriolégico basico, o agar
simples, para isolamento das anaerodbias,
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partindo das culturas positivas, depois de
fazer uma semeadura em superficie. Colo-
camos as placas em Jarra, tipo Brewer, {i-
zemos trés lavagens com mistura gasosa
de CO, e N (5 para 95%) e incubamos aci-
ma de 72 horas.

Como testemunha, para verificar o cres-

cimento em condicdes de estrita anaero-

biose, usamos Clostridium septicum e novyi
semeados em agar sangue.

3) Verificacao de bactérias saprofitas,
esporuladas termorresistentes - e termofili-
cas: pesamos, esterilmente, 1 g de cada
SAL, e em agua ‘destilada esterilizada pre-
paramos diluicoes a 10—1, 10—2, 103, se-
meando, posteriormente, 0,2 ml de cada di-
Juicdo em caldo simples. Para obter o cres-
cimento dos microrganismos saprofitas in-
cubamos- alguns tubos a 37°C, por 24 ho-
ras. Na diferenciacao das bactérias es-
poruladas termorresistentes, fizemos um
aquecimento, em banho-maria a 73-735°C,
durante 30 minutos, antes de incubar a
37°C, 24 horas. |

Finalmente, para bactérias termofilicas
colocamos os tubos de caldo simples semea-
dos em agua a 100°C, por 10 minutos, € in-
cubamos depois a 37°C, durante 24 horas.

4) No estudo dos cogumelos usamos,
para o isolamento e identificagao dos cres-
" cidos no meio de Dussault e LaChance, o
meio de Sabouraud, anteriormente citado,
trabalhando de acordo com a técnica mi-

cologica.

RESULTADOS

Os resultados da experiéncia preliminar,
com reduzido nuimero de amostras de SAL,
oriundas de algumas salinas nacionais, es-
tao expressos nas TABELAS I e 1II e na

Fig. 1. Pela analise quantitativa verifica-

se alta incidéncia de bactérias halofilicas
nas amostras A e B, revelada com a obser-
vacdo, somente, de 3 dias de incubacao a
370C, sendo o prazo habitual de, no mini-
mo, 20 dias, para obtenc¢do do crescimento
maximo de- colonias. E interessante notar
que a amostra representativa A, trazia in-
dicacao de estar o produto beneficiado, cor-
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TABELA I

CONTAGEM DE BACTERIAS HALOFILI-

CAS/g EM MEIO DE DUSSAULT
E LACHANCE

S A L
2 ls o | m
3 8.000 500 — —
26 97.750 | 21.000 — 1.500

TABELA Il

Dias

CONTAGEM DE BACTERIAS AEROBIAS
SAPROFITAS /g EM MEIO DE
AGAR SIMPLES

Dias S A L
3 500 250 650 1.550
26 450 300 | In c§ | 1.450
§ — Incontavel

AMOSTRAS DE SAL:

A — Estado do Rio de Janeiro (produto
beneficiado)

B — Estado do Rio de Janeiro (sal grosso)

C — Rio Grande do Norte (sal grosso)

D — Ceara (sal grosso)

respondendo, realmente, a granulometria
exigida para o consumo. Comparando-se
0s dados, conclui-se pela auséncia das ha-
lofilicas na amostra C, indice de sua oOti-
ma qualidade, resultante, provavelmente, de
condi¢oes climaticas regionais (Fig. 5).
Na contagem de bactérias aerdbias sa-

profitas houve uma inversao nos resulta-

dos, com -maior contamina¢ido para as
amostras C e D (TABELA II), oriundas do
Rio Grande do Norte e Ceara, respectiva-
mente. Verificamos que os SAIS A e B
apresentavam bactérias termorresistentes e



Silva, Ernandez, Pereira & Alves: Estudo Microbioldégico do Sal 13

(Milhares)

. 100
7
Z
80 Z
7
é
o 7
S 60 é
el 7
= 7/
2 7
. 7
el
7
Z
7
7
7
-
b

>

Conlagem

D 3 dias

A 26 -

Yo,

C D

O | S

~Fig. 1 — Incidéncia de microrganismos halofilicos em amostras de SAL (NaCl)
apos observacao do crescimento com 3 e 26 dias.

que o D continha bactéria termofilica. Os
anaerobios cresceram nas amostras A e D
¢ germes facultativos ou microaerofilos nos
outros 2 SAIS.

O estudo realizado, depois, nas 15 amos-
tras de SAL revelou, em todas, bactérizs
consideradas extremamente halofilicas, ne-
cessitando de 20% de cloreto de sodio para
0 seu desenvolvimento, apresentando-se pig-
mentadas em vermelho, alaranjado, ama-
relo e incolores.

Observando a Fig. 2 verifica-se a inci-
déncia das halofilicas vermelhas, confirma-
das pela presenca de pigmentos carotendi-
des nas colonias crescidas em placas (Figs.
3 e 4), e nas culturas obtidas por isolamen-
to (Fig. 6).

Assim, todos os 15 SAIS apresentaram

bactérias halofilicas vermelhas, em maior
Ou Mmenor proporc¢ao e muitos/, tambem, le-
veduras. Na contagem total (TABELA III)
a amostra n.° 6 tinha menor quantidade de
microrganismos, porem com predominancia
de halofilicas vermelhas (88,4%) .
com maior poluicao microbiana, o de n.°

No SAL

7, a presenca destas era de 14,6%.

Na TABELA IV verifica-se que, com ex-
cecao de duas amostras de SAL, as demais
acusaram contamina¢ao por germes sapro-
fitas, correspondendo a uma auséncia de
13% . A freqiiéncia das bactérias esporula-
das termorresistentes foi calculada em 33%,
portanto, 1/3 do material estudado apre-
sentou contaminantes resistentes ao calor.
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Incidéncia percentual de
halofilicos vermelhos
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Fig. 2 — Incidéncia percentual de bactérias ‘“halofilicas vermelhas” em amostras

de SAL (NaCl), tipo grosso.

~ Entretanto, pela observacao da referida
TABELA, constata-se que o resultado para
bactérias termofilicas foi negativo, sendo
‘que uma amostra apresentou fungo resis-

tente ao aquecimento a 100°C, durante 10

minutos.

No cultivo para bactérias anaerdbias
(TABELA V), observamos que somente 3
SAIS nao apresentaram microrganismos,
crescendo em anaerobiose, o que significa
um indice de 80% de positividade.

Quanto ao crescimento de germes micro-
aerofilos foi visto, apenas, em 2 SAIS.

Realizamos o estudo morfologico qualita-
tivo (TABELA VI), tendo encontrado, en-
tre os germes aerdbios, bacilos Gram
negativos (86%) e positivos (73%), 1sola-
dos, em palicada ou cadela, longos e cur-
tos, grossos e delgados, fusiformes e curvos,
esporulados e muitos com mobilidade.

A presenca de cocos, calculada em 60%
das amostras, era bastante diversificada
nos tipos isolados, aos pares, em tétrades,
cubos, cachos e curtas cadeias. Conforme
a TABELA VI, entre os anaerobios encon-
tramos 53% de bacilos Gram-positivos e
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TABELA III

CONTAGEM DE GERMES HALOFILICOS
AEROBIOS

Numero de Halofllicos
Sals microrga- vermelhos
nismos/g Yo

y | 36.000 305
9 38000 52 1
2 69 800 73.0
4 105400 219
5 24 200 43.3
e —
6 2600 88,4
—
7 166 200 14 6
8 114 .000 39,4
9 54 600 70.3
10 106 . 800 35 4
-
11 33600 610
12 15600 576
— ‘
13 129 400 29 7
14 30.200 12.6

15 23.200 40,2

13% de negativos, com constatacao de es-
poros em 40% das culturas estudadas. As
caracteristicas morfologicas enquadram os
mricrorganismos isolados nos grupos Halo-

bacterium, Bacillus, Sarcina, Micrococcus,
Staphylococcus, Clostridium etc. Finalmen-
te, nas amostras dos SAIS examinados en-
contramos 73% com leveduras e 93% com
fungos que serao objeto de outra publi-
cacan.

DISCUSSAO

As intoxicacoes alimentares estao,
comumente, associadas com bactérias
originarias de animais, sendo a infec-
cao resultante da ingestao de carnes e
subprodutos contaminados.

Sao muitas as origens da conta-
minac¢ao dos alimentos, sendo que, no
caso dos produtos salgados, as salmou-
ras sao reconhecidas como uma das
fontes de bactéria ‘“food-poisoning”.
DEMPSTER et als (8) fizeram a anali-
se bacteriologica de 31 amostras de sal-
mouras usadas em supermercados, en-
contrando 17 com mais de 107 micror-
ganismos por mililitro. A incidéncia
de Escherichia coli I, Clostridium spp
e estafilococos coagulase positivo foi
alta: 5 amostras apresentaram acima
de 103,ml de E. coli, 2 mais de 102 ml
de Clostridium spp, e 6 contaminadas

com estafilococos numa proporcao de
10/ml. '

A analise bacteriolégica do nosso
SAL, de origem marinha, apresentou,
também, como resultado uma grande
poluicao com bactérias Gram negati-
vas e positivas, estafilococos e bacilos
anaerobios esporulados tipo Clostri-
dium, aléem das halofilicas pigmenta-
das em “vermelho”, indesejaveis no
processo da salga de carnes, pescados,
visceras e crustaceos.

Alimentos vegetais salgados, da
mesma forma, sSao responsaveis por
disturbios entéricos. KAWABATA e SA-
KAGUCHI (22) descreveram gastroen-
teritis em 120 pessoas em um hospital
de Yokohama,em 1955, que comeram
pepinos salgados. Desconhecida a bac-
téria causadora, foi isolada do alimen-
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TABELA V

BACTERIAS ANAEROBIAS
MEIO DE TAROZZI MEIO DE CLAUSEN

1/10 1/100 1/1000 1/10 1/100 1,/1000
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TABELA VI

FREQUENCIA DOS TIPOS MORFOLOGICOS BACTERIANOS, DE
FUNGOS E LEVEDURAS NAS AMOSTRAS DOS SAIS

BACILOS
BACTERIAS
OBSERVACOES
Gram Negativos |Gram Positivos |

Cogumelos 93%
Leveduras 73%
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fig.
dal B-1/10

Figs. 3 e 4 — SAL B
nas diluicoes 1/10 e
1/100 — Crescimento
de microrganismos ha-
lofilicos, destacando-se
as colonias de bacté-
rias “vermelhas”.
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Fig. 5
2/ C-1/10

Fig. 8§ — SAL C na dilui-
cao 1/10. Auséncia de
crescimento de bactérias
halofilicas.

Fig. 6 — Culturas isoladas
dos SAIS: crescimento em
massa apresentando pig-
mento carotenoide.
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to uma halofilica que aglutinou com
o soro dos doentes e reproduziu o qua-
dro clinico em voluntarios que ingeri-
ram o pepino artificialmente contami-
nado. Assim, a importancia dos “ha-
lofilicos patogénicos” vem sendo con-
siderada, principalmente, no Japaoc
onde se estuda a sua distribuicao na
natureza, admitindo-se a sua origem
na agua do mar litoraneo.

Concluimos pela necessidade de
melhor conhecimento da flora micro-
biana existente no nosso SAL, larga-
mente empregado em determinadas
regioes sem ser beneficiado, ou sub-
metido a processo de esterilizacao que
torne o produto qualificado para con-
sumo alimentar. |

SUMMARY

icrobiological study of marine sal’.
(sodium chloride) |

19 samples of marine salt (NaCl),
granular type, from different. salines,
were analized to verify the microbial
flora and the. presence of ‘“food-poiso-
ning’’ bacteria. |

The material presented a great-

contamination by saprofit microorga-
nisms, aerobic and anaerobic bacteria

‘Gram positives and negatives, proteo-
litics, pigmented, sporulated, yeast

and fungi.

The high incidence of “red halo-

philic bacteria”, responsible for meat
deterioration, fish and other salted
products, was studied. The frequence,
in 15 samples of salt, of sporulated
heat-resistant bacteria was estimated
at 33% containing one salt termophilic
germ. For anaerobic microorganisms
the positiveness reached 80%, sporula-

tion processed in 40% of the isolated

cultures. The index for yeast and fungi
was 73% and 93%, respectively.

Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 74 (1), 1976
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