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Esta bem estabelecido que o “vermelh&o”, alteracdo que ocorre
em produtos protéicos salgados, é devido ao crescimento de uma
ou mais espécies de germes halo6filos cromogénicos.

Em 1958, em colaboracdo com NIVEN JR. (9), isolamos de
chargue um microorganismo que, pelas caracteristicas morfol6-
gicas, culturais e bioquimicas, foi identificado como Halobacterium
cutirubrum. No ano seguinte, ainda em colaboracdo com NIVEN
JR. (10), estudamos outros aspectos do metabolismo do germe por
nés responsabilizado como causa do aparecimento do “vermelh&o”
em charque, bem como verificamos seu comportamento face a
alguns agentes fisicos e quimicos.

Desde que o sal marinho empregado no preparo de produtos
salgados foi sempre apontado como o carreador dos haldfilos
causadores do “vermelhdo” SPRUIT e PIJPER (5). STUART
(2), GUTHEIL (7), ROBERTSON (1), propuzemo-nos verificar as
condigdes bacteriolégicas do sal usado por algumas de nossas in-
dudstrias a fim de indicar e extensdo de sua responsabilidade na
incidéncia do defeito em produtos salgados.

MATERIAL E METODO

Noventa amostras de sal classificadas como sal grosso para
salga de charque, sal moido para salga de tripas, fino e refinado
usado para salsicharia e laticinios, provieram de estabelecimentos
industriais localizados nos Estados de S&o Paulo e Goias, todos
registrados na D. I. P O. A., do Ministério da Agricultura. A funcio-
narios dessa Divisao devemos a gentileza da coleta das amostras (*)
que chegaram ao laboratorio acondicionadas em sacos de papel
impermeével, de plastico ou em recipientes de vidro em quantida-
des variaveis de 100 a 300 gramas.

Mais cinco amostras de sal refinado, para mesa e cosinha
foram adquiridas no comércio varejista da Capital da Sdo Paulo
em embalagem original de um quilograma.

(*> Nossos agradecimentos ao Dr. WALTER FONSECA, Inspetor da
DIPOA, pelas facilidades na coleta e remessa das amostras de sal
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Dessa forma reunimos ao todo 95 amostras que foram seme-
adas em quantidade aproximada de 2 gramas em meio de enrique-
cimento ja descrito em trabalho anterior (9) e déste, ap6s incuba-
¢ao por 14 dias a 32."C, foram passadas para superficie de placas
contendo o meio de DUSSAULT modificado (9), para posterior
trabalho de isolamento e identificacao.

Numa segunda etapa, as culturas puras obtidas das amostras
de sal foram semeadas em produtos carneos salgados (charque,
pele salgada de bovino e peixe salgado) com o objetivo de tentar
reproduzir o “vermelhao”.

Durante as primeiras tentativas de reproducdo empregamos
produtos salgados adquiridos no varejo, mas constatamos cresci-
mento irregular, falho, ou extremamente escasso. A fim de evitar
essa dificuldade pareceu-nos mais correto partir de produtos sal-
gados estéreis com 0s quais pudéssemos realizar com seguranca
as provas de reproducdo. Decidimos, por isso, preparar, em labo-
ratério, os produtos carneos salgados que deveriam ser usados na
experiéncia.

Para a salga da carne, do peixe e das peles de bovino empre-
gamos sal comum industrial (grosso) préeviamente esterilizado a
séco a 140.°C. Pouco antes das semeaduras, os produtos salgados
eram cortados em pedacos de aproximadamente 2x3 cm. e cada
pedaco era imerso em salmoura a 20% fervente a fim de assegurar
a destruicado da flora superficial de contaminacdo no material que
ia servir a reproducdo dos halofilos cromogénicos e serem testados.
Este tratamento do material de cultura funcionou a contento, ja
que os testemunhos nédo semeados e incubados paralelamente aos
inoculados nao revelaram crescimento, exceto em uma Unica
ocasiao.

A inoculacdo dos pedacos de cada um dos produtos salgados
foi feita pela passagem de uma alca do material de cada uma das
amostras isoladas em cultura pura. A cada placa de PETRI con-
tendo o material inoculado e os testemunhos, acrescentavam-se 5ml
de salmoura estéril a fim de prevenir dessecacdo excessiva durante
a incubacédo a 32.°C por tempo minimo de 10 dias.

RESULTADOS

Das 95 amostras de sal examinadas, 82 revelaram presenca de
haléfilos cromogénicos. A distribuicdo da frequéncia pode ser
apreciada no Quadro |I.
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QUADRO |

Ocorréncia de Haléfilos Cromogénicos Segundo o Tipo «lé Sal

Numero Halofilos eromogénieos (vermelhos)
Tipo file sal de amostras
examinadas Presentes Ausentes
Sal grosso 35 35 0]
Sal moido 31 29 2
Sal fino 8 7
Sal refinado indus-
trial 16 08 8
Sal refinado para 1
mesa e cosinna 5 3 2
9-L 82 13

Foram isoladas 82 amostras de halé6filos cromogénicos de sal
gque se enquadraram no género Halobacterium (8)- Dadas as
dificuldades mencionadas no final déste trabalho, preferimos néo
proceder a classificacdo por espécie.

REPRODUCAO DO “VERMELHAO” SOBRE PRODUTOS
SALGADOS

As 82 amostras de haléfilos cromogénicos isolados de sal e
semeadas soObre produtos protéicos salgados reproduziram a alte-
racdo da maneira apresentada no quadro II.

QUADRO I

Reproducédo do ‘“Vermelh&o" Sbébre Produtos Salgados, com
Hal6filos Isolados de Sal

No de e RESC1IMKNTO NAO
- CKKSCKKAM
salgados :

¢ seinead. Alniuilante lioin Eseassn

% % Ve % N.« %

Pele salg.

bovino 220 27 12,27 74 33.63 91 41,36 28 12,72
Peixe salg. 156 15 9,67 21 13.46 55 35,25 65 41,66
Charque 21 723 25 11,76 99 44,79 36,15

16
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INFLUENCIA DO ENVELHECIMENTO SOBRE A FLORA
HALOFILA DO SAL

Deixando de lado a acdo purificadora quimica do envelheci
mento, resolvemos indagar qual a influéncia dessa pratica sbbre
a flora haloéfilica utilizando amostras de sal em que observacao
anterior jA havia demonstrado presenca de germes désse grupo.
Estas amostras se encontravam ha cérca de trés anos em condigfes
de laboratorio, na embalagem original, em temperatura ambiente e,
delas nos utilizamos para verificar quais as condi¢des bacteriol6-
gicas apds ésse tempo. E de se notar que o sal em condicdes natu-
rais, nos atérros das salinas, sofre acdo das chuvas, dos ventos e
do sol, o ciue ndo aconteceu durante os trés anos em aue as conser-
vamos no laboratério. A acédo dos agentes naturais limitou-se, por
tanto, ao tempo em que o sal esteve nas salinas para o processo de
purga. Tivemos, dessa forma, oportunidade de reexaminar 20 amos-
tras de sal moido, 13 de sal grosso, 4 de sal fino e 3 de sal refinado
industrial. —

Dessas 40 amostras de sal, 39 mostraram conter ainda bacté-
rias haldfilas cromogénicas viaveis, ao passo que apenas uma das
amostras de sal refinado foi negativa, o que equivale a um indice
de sobrevivéncia de 97.5%.

DISCUSSAO

O isolamento em cultura pura dos haldéfilos cromogénicos é
trabalho extremamente demorado, porque éstes crescem e proli-
feram em companhia de outros contaminantes de desenvolvimento,
em geral, mais rapido. Outro fator que complica éste trabalho, é o
polimorfismo extremo déstes microorganismos, que pode induzir a
ddvidas e mesmo enganos.

A determinacdo taxondémica do género Halobacterium é, por
sua vez, tarefa dificil, porque mal delimitada, exigindo urgente
revisdo em bases mais sélidas. A nosso ver ndo se justifica a exis-
téncia de cinco espécies de Halobacterium, pois a diferenca

entre elas é extremamente sutil devido a inconsisténcia das bases
bioquimicas e ao pouco valor dos caracteres morfolégicos.

Os elementos de classificagdo oferecidos pelo manual de
BERGEY( 8) nédo séo suficientes para uma distin¢do segura e, neste
ponto, desejamos mencionar as provas de solubilidade do pigmento,
gue em nossas maos de pouco, ou nenhum valor se mostraram, pois
as espécies, diferentes entre si pelas provas bioquimicas, compor-
taram-se de forma idéntica frente aos solventes testados, exceto
com o acido sulfarico concentrado, que mostrou nuances de cor
ligeiramente diferentes mas ndo o bastante para distingdo de
espécies.
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Com respeito a motilidade, que divide o género em maveis, leve-
mente moveis e imoOveis, confessamos que, dadas as dificuldades
técnicas no preparo das suspensdes, 0 que se observa € um movi-
mento que mais parece movimento browniano, tornando-se dificil
afirmar se o que se verifica é motilidade, leve motilidade ou movi-
mento browniano. Quanto a verificacdo de flagelos, surge novo
problema devido a grande sensibilidade destas espécies a pressao-
-osmética. Em cada vintena de preparacdes, pudemos, quando
muito, surpreender flagelos desgarrados dos corpos bacterianos
e, muito raramente, fazendo parte do conjunto para se afirmar
de gue se tratava de flagelo polar ou bipolar.

Fato da mais alta relevancia pratica é o que se refere a sobre-
vivéncia dos agentes do “vermelhdao” em sal envelhecido por longo
periodo de tempo, contrariando as opinides externadas por alguns

técnicos e de hd muito tempo acolhidas pela indudstria de alimentos
salgados.

Acreditam alguns técnicos que o *sal “verde” mantido nos
aterros das salinas durante determinado periodo de tempo, sofre
depuracdo que o torna livre de grande parte dos contaminantes
quimicos, bem como de grande parte das bactérias, inclusive
aquelas responsaveis pelo “vermelhdo”. Assim, DUARTE (4) e
SAMPAIO FERNANDES (3) referem que o emprégo de sal “cura-
do” resulta em produtos salgados de excelente qualidade e isen-
tos do “vermelh&o”. Acham os mecionados autores que o fator
tempo seja suficiente para expurgar o sal de suas impurezas qui-
micas, e bacterioldgicas, e essa crenca foi durante muitos anos es-
posada pelos praticos da industria de charque que sempre incri-

minaram o sal novo como responsavel pelo aparecimento do
“vermelh&o”.

A constatacdo de haléfilos cromogénicos em sal, apds mais de
quarenta e oito méses de envelhecimento parece-nos indicar a ine-
ficiéncia da pratica preconizada por varios técnicos e adotada pelo
Instituto Nacional do Sal, ao que tudo indica com o mesmo obje-
tivo. Assim sendo, a estocagem atualmente preconizada pelo Insti-
tuto Nacional do Sal pode ter influéncia apenas quanto a parte

guimica, porquanto os responsaveis pelo “vermelhao” nao séo afe-
tados por tal pratica.

A ocorréncia de halofilos vermelhos em sal grosso ou moido
era de se esperar pois que a maioria dos autores verificou tal fato.
A verificacdo, porém, dos mesmos germes no sal refinado e de mesa
surpreendeu-nos, ja que éstes, de acérdo com a legislagcdo em vigor,
no E. de S. Paulo (artigo 548, S8 e artigo 550, § unico do Regula-
mento de Policiamento da AlimentacdoPublica) devem ser este-
rilizados e isentos de germes. Considerando que os hal6filos cromo-
génicos sao termolabeis, sendo destruidos em temperatura de
65."C em 5 minutos (9), somos levados a admitir ocorréncia de
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contaminacdo posterior a esterilizacdo ou a falhas neste udltimo
processo

A reproducdo do “vermelh&do” sbébre produtos protéicos sal-
gados foi tentada por ROBERTSON (1), mas ésse pesquisador
ndo utilizou culturas puras, tendo obtido reprodu¢do com cresci-
mento misto- Nés mesmos (9) isolamos um dos agentes do “verme-
Ihdo” de charque, reproduzindo-o em cultura pura, s6bre outros
produtos salgados. Neste trabalho, os haléfilos foram isolados de
sal marinho e depois reproduzidos s6bre véarios produtos salgados

A reproducdo, partindo de culturas puras ndo ocorre com a

mesma facilidade que se observa em condi¢fes naturais, nem ocorre
com a mesma abundancia, intensidade de odor e cor avermelhada

gue se observam na alteragcdo natural. Parece-nos que em condigdes
naturais, o0s agentes desta alteracdo s&o favorecidos no seu
crescimento por outros contaminantes halofilos ou halotalerantes,
desenvolvendo-se mais abundantemente, fato que abre campo para
novas pesquisas.

Para a reproducao do “vermelh&o” as peles salgadas prestam-
-se melhor que o charque ou o peixe salgado, oferecendo maior
percentagem de resultados positivos e crescimento mais rapido e
abundante. Este fato, cuja explicacdo permanece obscura, repre-
senta mais um aspecto que exige indagacfes posteriores.

CONCLUSOES

1 — De 95 amostras de sal examinadas, 82 eram contamina-
das por bactérias halé6filas cromogénicas (86,31%);

2 — Das 21 amostras de sal refinado, industrial e de mesa, 11
mostraram presenca de haléfilos cromogénicos, contra-
riando a legislido vigente no E. de S. Paulo que exige este-
rilizacdo para tal tipo de produto;

3 — Os haléfilos cromogénicos isolados de sal, em cultura
pura reproduziram, sObre produtos protéicos salgados
(pele de bovino salgada, peixe salgado e charque), a alte-
racdo vulgarmente conhecida por “vermelh&o”;

4 — O envelhecimento de 40 amostras de sal conservado, na
embalagem original, em laboratério por cerca de 3 anos
ndo conseguiu eliminar a flora haldfilica, exceto em uma
amostra.
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SUMMARY AND CONCLUSIONS

The author studies bacteriologically 90 samples of different
grades of industrial solar salt and also 5 samples of refined table
salt, in order to know the extension of the occurrence of chromo-
genic halophilic organisms in these products. The percent of conta-
mination of the different grades of salt was high (82 out of 95
samples).

The occurrence of this kind of organisms in industrial solar
salt is almost a common fact but the finding of the same kind of
bacteria in refined salt is not a normal one because according to
the sanitary regulations this grade of salt must be sterilized and
do not contain bacteria, mainly halophils, which are thermolabil
organisms beeing Killed in 5 minutes at 65°C.

From the 82 halophils isolated from 95 samples of salt, only
64 were included in the genus Halobacterium but no species were
determined due to the peculiar difficulties in studying these
bacteria and also to the insufficient number or tests and sharp
differencial characteristics for a more reliable classification. The
interpretation of the biochemical tests and the morphological
findings is also difficult (ex: motility, siow motility and no
motility)- It sems to us that there is no sufficient reason for the
existence of 5 species of Halobacterium because the difference
between species is very fault of sufficient sharp biochemical and
morphological characteristics.

From the cultures isolated from salt, 80 were reproduced on
the surface of different salted protein products (hides, fish, meat)
and 2 failed to do so. The growth on the salted products is less
luxurious and has not so a bad smell and color shade as compared
to naturally infected products. The best material for the repro-
duction test of ‘reddening’ were the salted hide pieces. We do not
know yet the reason of that fact.

There exists the opinion between technicians and industry men
that the stocking of marine salt eliminates many chemical and also
bacterial contaminants fron the salt. In order to test this point, we
reexamined 40 positive samples of salt after holding them for about
36 months in laboratory conditions. After that long time, only one
of the samples was negative for halophils and the remainder 39
were still positive. This experience proves that stocking of solar
salt is not sufficient for the destruction of the red halophils which
are the causing agents of “reddening” of salted protein products.
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