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Clostridios em condimentos utilizados
em embutidos carneos

(Clostridium of vegetable spices utilized in sausages)

OLIVEIRA, Luiz A. Trindade de*, FRANCO, Robson M.**, e CARVALHO, José C. A. do Prado***

Resumo

Em 35 amostras de diferentes condimentos vegetais,
utilizados em embutidos carneos, conforme metodologia
recomendada por Holdeman et al. (1977) e Jurgensen e
Jurgensen (1982) foram isolados microrganismos do gé-
nero Clostridium. Nas andlises efetuadas comprovamos a
presenca de clostridios em 65,7% do total de amostras ana-
lisadas. Foram isolados, pelas caracteristicas fenotipicas
identificadas, 0s seguintes microrganismos nas amostras
correspondentes: Pimenta branca (Clostridium glycolicum,
Clostridium butyricurn, Clostridium perfringens); Louro
(Clostridium perfringens); Canela (Clostridium perfringens);
Noz-moscada (Clostridium perfringens, clostridium ramo-
sum); Cominho (Clostridium perene, Clostridium glycolicum,
Clostridium barati); Aho (Clostridium perene, Clostridium
perfringens), Cebola (Clostridium glycolicum, Clostridium
paraputrificum, Clostridium perfringens); Orégano
(Clostridium acetobutylicum, Clostridium glycolicum, Clostri-
dium ramosum); Coentro (Clostridium perfringens,
Clostridium glycolicum); Pimenta preta (Clostridium felsi-
neum, Clostridium sporogenes).
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Introducéao

A adicao de condimentos aos produtos carmeos embu-
tidos, tomando-se por base o artigo 412 do Regulamento
de Inspegao Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal RISPOA, (1952) é um fato rotineiro da indUstria de
aimentos e ndo € de surpreender, que devido a expansao
industrial ocorra um crescimento cada vez maior do empre-
go destes ingredientes, sejam eles de cardter artificial ou
natural.

Os microrganismos necessitam de nutrientes e con-
digOes fisico-quimicas adequadas para 0 seu desenvolvi-
mento, tais como: atividade de agua do meio ambiente

(alimento), pH, potencial de Oxido-redugao (Eh), que reu-
nidas condicionam o seu “habitat”. Os condimentos ve-
getais podem conter 6leos ou gorduras que estao sujei-
tos a sofrerem hidrolise ou oxidagao, e quantidade de
agua suficiente que podem permitir a presenga de mi-
crorganismaos.

Finegold (1977) cita Loesche (1969) que classifica 0s
organismos anaerobios como: anaerébios estritos (cresci-
mento maximo PO, < 0,5%); anaerdbios moderados (cres-
cimento maximo a PO,, < 3%) e microaerdfilos (crescimen-
to maximo a PO, > OE% e < 20%).

Levando-se em consideracao o fato de s terem sido
isolados em processos infecciosos microrganismos
anaerdbios moderados e microaerdfilos, conforme 0s fra-
balhos de Tally etal. (1977), Willes (1977), Finegold (1977)
e Bartlett et al. (1976), no estudo microbiologico das espe-
clarias, somente esses tipos de anaerdbios apresentam real
interesse, No que diz respeito a sadde publica.

Jurgensen e Jurgensen (1974), verificaram uma alta in-
cidéncia de clostridios sulfito-redutores em mortadela (em-
butido) vendida a granel na cidade de Niterdi, sendo que
um dos fatores que poderia ser atribuido para a contamina-
Gao do produto sao 0s condimentos vegetais a ele incor-
porados.

Nickerson e Sinskey (1972), responsabilizam o
Clostridium perfringens por varios surtos de toxinfecgao ali-
mentar envolvendo principalmente produtos cameos, além
da referéncia de que as cepas capazes de determinar a
toxinfec¢ao, possam ser encontradas no solo, agua, alimen-
t0s, PO, especiarias, trato intestinal do homem e outros ani-
mais no que concorda Jay (1973).

Krishnaswamy et al. (1971), fazem referéncia a presenca
de varias estirpes de microrganismos (coliformes, cogume-
los, Clostridium perfringens, etc...), e ressaltam a incidéncia
de mesofilos putrefativos em condimentos simples e mistu-
rados.
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Masson (1978), analisando 50 amostras comerciais de
especiarias (pimenta branca; cayena e preta; pimentao) vi-
sando o controle microbioldgico de qualidade, isolou, entre
outros microrganismaos, coliformes, cogumelos e Clostridium
perfringens.

Powers et al. (1975), ao desenvolverem um estudo
microbiolégico de varias espécies de condimentos vege-
tais (pimenta; orégano, mostarda) encontraram uma inci-
déncia de 15% para Clostridium perfringens.

Os primeiros passos objetivando a criagao de padrao para
condimentos foram dados pelo Ministério da Salde atraves
da Comiss&o Nacional de Normas e Padrdes para Alimentos
(CNNPA) que fixa para 0s mesmos: "Auséncia de samonelas
em 25g € N0 Maximo aus/1g de bactérias do grupo coliforme
de origemfecal”, sem demonstrar, no entanto, qualquer preo-
CuUpagao com outros tipos de microrganismos, talvez tao ou
mais importantes que os assinalados.

Reforgam a importancia deste fato, trabalhos como o de
Ribeiro (1974), onde, ao citar padrdes microbioldgicos para
alimentos portugueses, inclui entre eles 0s de condimentos
desidratados, mencionando para 0s mesmaos, entre outros,
0s referentes a microrganismos anaeréhios: “Esporos de
clostridios sulfito-redutores (44°C) ausentes em 0,1g;
Clostridium nigrificans ausente em 2g e Clostridium
thermosaccharolyticum ausente em 2g.”

O presente trabalho visou pesquisar a presenga de
clostridios de importancia em salude publica encontrados
nos condimentos utilizados na elaboragao de embutidos
cameos, uma vez que todo microrganismo capaz de se
multiplicar num hospedeiro pode nele produzir infecgao.
Ainda compbe O objetivo da pesquisa a identificagao de
espécies do género Clostridium isoladas a partir dos condi-
mentos usados na produgao de embutidos cameos, pela
possibilidade de determinar processos infecciosos resul-
tantes da colonizagao no trato intestinal de consumidores
de produtos por eles contaminados (Gravenitz, 1977 e
Finegold, 1977). A presenga dos clostridios tem valor tam-
bém do ponto de vista higiénico-sanitario, uma vez que es-
tes microrganismos sao considerados indicadores de con-
taminagao fecal.

Devemnos ressaltar ainda o aspecto médico envolvido,
em consequéncia dos provaveis microrganismos presen-
tes, na condicao de “oportunistas”, 0s quais podem deter-
minar guadros clinicos diversos na dependéncia direta de
alteragbes do mecanismo antimicrobiano do hospedeiro ou
pelo maior potencial de agressao que possuem, ou pela
provavel contribuicao para determinarem intoxicagoes ali-
mentares.

Material e Métodos

As amostras analisadas (pimenta branca, louro, canela,
noz-moscada, cominho, alho, cebola, orégano, Coentro, pi-
menta preta), estavam acondicionadas em embalagens
plasticas hermeticamente fechadas e foram colhidas em di-
ferentes estabelecimentos comerciais. Os condimentos
‘vegetais eram iniciaimente identificados quanto ao tipo (na-
tureza da especiaria), aspecto fisico (po) e outras caracte-
risticas como marca e procedéncia.

Em condigdes de assepsia, eram pesadas vinte gramas
da amostra, sendo transferida para um homogeneizador,
onde com 200 ml de solugao diluente, era submetida a ve-
locidade méaxima pelo tempo de dois minutos, com a finali-
dade de promover a disperséo das bactérias ai presentes.
Dando sequéncia, 200 mleram submetidos a centrifugagéo
de 1000 rpm durante cinco minutos para promover a sedi-
mentagao dos materiais mais grosseiros presentes na sus-
pensao. Apds este periodo, 80 ml do sobrenadante eram
colhidos e transferidos para 0s tubos de centrifuga onde
eram submetidos a 3.000 rpm durante quinze minutos, com
objetivo de precipitar as bactérias presentes. Em seguida,
60 ml do sobrenadante obtido eram desprezados com a
finalidade de concentrar 0 material a 4:1 (titulo final),
correspondendo a percentagem de 40%.

Do concentrado ressuspenso eram obtidas duas
aliquotas de 10 ml. Uma das quais era aquecida a tempera-
tura de 80°C por dez minutos, com resfriamento imediato
em banho de agua gelada. A outra por¢ao nao era subme-
tida a tratamento térmico.

Semeamos arazao de 5 ml para cada 10 mi de meio de
cultura apropriado e concentrado, Agar Sangue (Holdeman
etal. 1977) e SPS - Sulfito Polimixina Sulfadiazina - agar mo-
dificado (Angellotti et al. 1962, citado por BBL, 1967), onde
realizamos a substituicao da solucédo original de

20g amostra / QOme sol. diluente (P/V)

-~ ==

Homogeneizagao 2 minutos

|

Centrifugagao 1.000 rpm/5 minutos

Centrifugagé&o do sobrenadante de 80 ml a 3.000 rpm/15 minutos

!

Concentragdo 4:1

Com tratamento térmico Sem tratamento térmico
80°C/10 minutos e

resfriamento

Semeadura em: AS e SPS
modificado

Semeadura em: AS e SPS
modificado
|
Incubagao em anaerobiose
(35°C)
|
Tipo respiratério Tipo respiratdrio
| |

Caracteristicas fenotipicas: Caracteristicas fenotipicas:

Incubacgdo em anaerobiose
(35°C)

Tiogel (H,S: gelatin!ense;

indol; catalase); mobilidade;
glicose; lactose; nitrato
hemdlise, esculina; lecitina;
agao sobre o leite

teste de Nagler, esporulagéo.

Tiogelzl (H,S: gelatinase;
indol; catalase), mobilidade;
glicose; lactose; nitrato;
hemdlise; esculing; lecitina;
agao sobre o leite;

teste de Nagler; esporulagdo.

Fig. 1 - Metodologia de isolamento e indentificagdo dos
clostridios
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antimicrobianos (polimixina e sulfadiazina) por uma solugao
a 0,14% de sulfato de necmicina acrescentando 0,5 ml de
solugdo em 10ml de meio (SPS), resultando no final a se-
meadura de quatro placas, duas da subamostra aguecida
e duas nao tratadas pelo calor. A condigao de anaerobiose
era consequida, para incubagao das placas, pelo sistema
da passivagado do cobre, descrito por Jurgensen e
Jurgensen (1982). Os repiques das UFCs (Unidades For-
madoras de Coldnias) isoladas eram feitos para o caldo
Tioglicolato 135-c, (Holdeman et al. 1977). A partir deste
tubo, apos a verificagao das caracteristicas morfo-tintoriais
através de esfregaco corado pelo método de Gram de
Kopellof-Beerman (Holdeman etal. 1977), promovidos ave-
rificacao do tipo respiratdrio seguindo a orientagao de Prevot
(1959). Alidentificagao dos anaerébios isclados foi executa-
da tomando-se por base o método descrito pelo manual
do "Virginia Polytechnic Institute”, (Holdeman, etal. 1977) e
0 descrito por Jurgensen e Jurgensen (1982), onde realiza-
MOos as seguintes provas bioguimicas: H,S; gelating; indol;
catalase; mobilidade; glicose; lactose; nitrato; hemolise;
esculing; lecitina; acao sobre o leite; teste de Nagler, con-
forme o esquema descrito (Fig. 1). Além das provas bioqui-
micas citadas, como complementacao das caracteristicas
fenotipicas trabalhadas, realizamos testes para a verificagao
da capacidade de esporulagao dos microrganismos do
género Clostridium, assim como, a constatacao da presen-
ga de esporos pela coloragdo de Wirtz - Conklin (Finegold
etal., 1982, e Duncan e Strong, 1968). Quando nao ocorria
avisualizagao de esporcs, submetiamos duas porgoes da
mesma cultura, a tratamentos térmicos distintos (80°C por 5
minutos e 70°C durante 10 minutos) com semeadura sub-
sequente em caldo tioglicolato suplementado.

Resultados

Osresultados obtidos para o exame microbioldgico qua-
litativo realizado em diferentes condimentos vegetais (es-
peciarias) rmostraram uma incidéncia da ordem de 65,7%
de espécies do género Clostridium em 35 amostras anali-
sadas conforme a Tabela 1 e Tabela 2. E importante men-
cionar que 0s achados relacionam-se a 2g do material ori-
ginal semeado. Em conformidade com a metodologia de
isolamento e identificacao dos clostridios citada anteriormen-
te foram isoladas e identificadas, pelas caracteristicas
fenotipicas, as seguintes espécies nas amostras cormrespon-
dentes: Pimentabranca (Clostridium perfringens, Clostridium
glycolicum, Clostridium butyricumn); louro (Clostridium
nerfringens); noz-moscada (Clostridium perfringens,
Clostridium ramosumy); cominho (Clostridium perene;

Tabela 1 - Percentagem de microrganismos do género
Clostridium isolados das amostras de condimentos vegetais

numero de género Clostridium nao pertencentes
amostras ao género
(total) Clostridium
35 65,7% 34,3%

Clostridium glycolicum;, Clostridium barati); alho (Clostridium
perene; Clostridium perfringens), cebola (Clostridium
glycolicum, Clostridium paraputrificumn, Clostridium
perifringens); orégano (Clostridium acetobutylicum;
Clostridium glycolicum, Clostridium ramosum); Coentro
(Clostridiurn perfringens; Clostricium glycolicum); pimenta
preta (Clostricium felsinium, Clostridium sporogenes).

Discussao e Conclusdes

O estudo de anaerdbios em condimentos € de capital
importancia considerando-se a ocorréncia de intoxicagtes
alimentares envolvendo a participagado do Clostridium
perfringens (Sinnel, 1981), e as alteragdes provocadas no
alimento (deterioragao) ou da implantagao de germes opor-
tunistas no organismo do consumidor.

Amicrobiota anaerdbia necessita de potencial redox (EN)
negativo para favorecer seu desenvolvimento, porém o Eh
dos vegelais, entre eles, 0 das especiarias, apresenta valo-
res positivos (Jay, 1973), indicando que estes condimentos
vegetais nao se constituem um “habitat” favoravel ao de-
senvolvimento destes microrganismos. Considerando-se
tals aspectos e a presenca de substancias antimicrobianas,
com agao bacteriostatica ou bactericida em especiarias, a
evidenciacao de anaerdbios do género Clostricium foicom-
provada experimentalmente, sugerindp que a agao
antimicrobiana natural das amostras analisadas nao foi efe-
tiva sobre 0 germe em estudo e que 0 baixo Eh e
dessecacao dos condimentos nao foram suficientes para
toma-lo inviavel.

O Clostridium perfringens apresentou uma alta taxa de
isolamento, cerca de 37,4%, 0 que esta em concordancia
com a cifra de 42% fornecida por Masson (1978), ao anali-
sar especiarias. Tais achados, no entanto, diferem do
percentual relativamente baixo de 15% para este tipo de
microrganismo encontrado por Powers etal. (1975), nestes
condimentos vegetais.

Krishnawany et al. (1971), faz citacao do isolamento de
Clostridium perfringens em condimentos simples e mistura-
dos, sem fornecer seus percentuais. A importancia que re-
veste a presenca de Clostridium perfringens, deve encon-
trar maior valorizagao no tocante ao controle de produtos
de origem animal, tendo por base a afirmagao de Nickerson
e Sinskey (1972), que atribui o fato de ter sido ele responsa-
bilizado por varios surtos de intoxicagao alimentar, envol-
vendo principalmente produtos cameos, além da referén-
cla de que as cepas capazes de determinar a intoxicagao
poderem ser encontradas no solo, agua, alimentos, po, es-
peciarias, trato intestinal do homem e outros animais, (Jay
1973). Considerando-se o fato de que para a ocorréncia da
intoxicacao necessitamos de um numero relativamente alto
de bactérias, cerca de 109/g, tomando-se por base 08 nos-
sos achados e a afirmativa de Jay, (19738), 0s condimentos
podemn contribuir para um aumento significativo desses mi-
crorganismos nos produtos carneos embutidos onde s&o
adicionados rotineiramente.

-Nickerson e Sinskey, 1972; Krishnaswamy et al. 1971;
Powers ef al. 1975 mostram a incidéncia de percentuais
variaveis de clostridios em especiarias e que a maior parte
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Tabela 2 - Especies do genero Clostridiumisolados em especiarias e suas provas bioquimicas
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dagueles envolvidos na contaminagao de produtos carmeos
pertence ao grupo de clostridios sulfito-redutores, conclu-
indo-se que nos produtos onde os condimentos vegetais
s50 incorporados, podem funcionar COMoO uma provavel
fonte de veiculagéo destes microrganismos.

A nossa legislagao, no que se refere aos padroes
microbioldgicos que norteiam as caracteristicas
microbioldgicas dos condimentos, ndo menciona, nem
gualitativa nem quantitativamente padroes referentes aos
clostridios.

A metodologia usada no alimento de Clostridium procu-
rou reproduzir as condicdes encontradas “in vivo”, atenden-
do as suas exigéncias nutricionais e de temperatura otima
de crescimento, uma vez que 0 homem pode ser usado
como “habitat” pelo microrganismo.

A adicéo de condimentos em produtos de origem ani-
mal tem como objetivo ressaltar 0 sabor dos produtos, esti-
mular as glandulas salivares e a produgao de sucos gastri-
cos, entretanto se estes estiverem contaminados por mi-
crorganismos saprofiticos e/ou potenciamente patogénicos,
podem reduzr o prazo de vida comercial destes produtos
e/ou determinar perdas econdmicas e colocar em risco a
salde do consumidor. Levando-se em consideragao, es-
tes fatos, concluimos que 65,7% das amostras analisadas,
nao deveriam ser incorporadas em produtos de origem ani-
mal tendo por base 0s aspectos ligados a Medicina Veteri-
néria Preventiva, o controle microbioldgico de qualidade e a
inspecao de PO.A., umavez que se encontravam contami-
nadas por diferentes espécies do género Clostricium po-
tencialmente capazes de determinar quadros nosologicos
aos ingestores.

Summary

Clostridium of vegetable spices utilized in sausages

Using methodology recommended by Holdeman et al.
(1977) and Jurgensen and Jurgensen (1982), micro-
organisms of the genus Clostridium were isolated from thirty-
five vegetal species utilized in sausage. Clostridium was seen
in 65,7% of the samples analysed. The following micro-
organisms (identied based on phenotypical characteristics)
and corresponding vegetal samples were: white pepper...
(Clostridium glycolicum, Clostridium butyricumn, Clostridium
perfringens), laurel (Clostridium perfringens), Cinammon
(Clostridium perfringens), Nutmeg (Clostridium ramosum,
Clostridium perfringens), Curnmin (Clostridium perene;
Clostridium glycolicum, Clostridium barati), Garlic (Clostridium
perfringens, Clostridium perene), Onion (Clostridium
perfringens, Clostridium glycolicum, Clostridium
paraputrificum), Origanum (Clostridium ramosum;
Clostridium glycolicurn, Clostridium acetobutyricum), Coentro

(Clostridium perfringens; Clostridium glycolicum), Black
pepper (Clostridium felsineurn and Clostridium sporogenes).

Key words: Clostrideos Spice Sausage

Referéncias Bibliograficas

BBL Manual of Products and Laboratory Procedures. 5ed. Maryland; Division
of Becton Dickson and Co., 1967. 213p.

BARTLETT, J.G.; SULLIVAN, N.; SIGLER, T.J.L. Anaerobes survive in clinical
specimens despite delayed processing. J. Clin. Microbiol., v. 3, p. 133-
136, 1976.

BRASIL, MINISTERIO DA AGRICULTURA. Departamento Nacional de Ins-
pegdo de Produtos de Origem Animal. Regulamento de Inspegao In-
dustrial e Sanitéria de Produtos de Origem Animal. Aprovado pelo De-
creto n° 30.691 de 29 de margo de 1953 alterado pelo Decreto n®
1.225 de 25 de junho de 1962, Rio de Janeiro, 1962. 364p.

DUNCAN, C.L., STRONG, D.H. Improved medium for sporulation of
Clostridium perfringens. Appl. Microbiol., v. 16, p. 82-89, 1968.

FINEGOLD, S.M. Anaerobic bacieriain human o'/sease New York: Academic
Press, 1977, 167p.

FINEGOLD, S.M., MARTIN, W.J. Bailey Scott's diagnostic micro biology. 6
ed. London: C.V. Mosby, 1982, 213p.

GRAEVENITZ, AV. The Role Opportunistic Bacteria in Human Disease. Ann
Rev. Microbiol., v. 31, p. 447-471, 1977.

HOLDEMAN, L.V.; CATO, E.P; MORE, W.E.C. Anaerobic Laboratory Manu-
al. 4 ed. Blacksburg: Virginia Polytecnic Institute and State University,
1977, 308p.

JAY, J.M. Microbiologia moderna de los alimentos. Zaragoza, Acribia, 1973,
319p.

JURGENSEN, L.D., JURGENSEN, C.A. Contagem de clostridios sulfito re-
dutores em came e derivados na cidade de Niterdi-RJ. In: Congresso
Brasileiro de Microbiologia, 5, 1974, Rio de Janeiro. Anais. Rio de Ja-
neiro: Universidade Gama Filho, 1974, v. 1, p. 30-51.

JURGENSEN, L.D., JURGENSEN, C.A. Pesquisa de bactérias anaerébias
clinicamente significantes. In: Congresso Brasileiro de Patologia Clinica,
16, 1982. Rio de Janeiro. Anais. Rio de Janeiro: 1982. v. 1, p. 49-71.

KRISHNASWAMY, M.A., PATEL, J.D., PARTHASARATHY, N. Enemeration of
microrganisms in spices and spice mixtures. Journal of Food Science
and Technology, v. 8, n. 4, p. 191-194, 1971.

MASSON, A. Hygienic Quality os Spices. Mitteilungen aus Derngebiete der
Lebensmitte Putersuchung um Hygiene, 69, n. 4, p. 544-549, 1978.
NICKERSON, J.T,, SINSKEY, A.J. Microbiology of Foods and Fooa

Processing. New York: American Elsevier, 1972. 278p.

POWER, EM., LAWYER, R., MASUOKA, Y. Microbiologyof Processed Spices.
Journal of Milk and Food Technology, v. 38, n. 11, p. 683-687, 1975.

PREVOT, A.R. Techniques pour le diagnostic des bacterias anaerobies Seine:
La Tourella, 1959, 164p

RIBEIRO, AM.R. Padrdes bacterioldgicos de alimentos portugueses. Rev.
Microbiol,, Sao Paulo, v. 5, n. 1, p. 17-25, 1974. )

SINELL, H.J._Introduction a la hygiene de los alimentos. Zaragoza: Acnb|a
1981, 167p.

TALLY, F.RP, GOLDIN, B.R., JACOBUS, M.V. Superoxide dismutase in
anaerobic bacteria of clinical significance infect immun. J. Clin. Microbiol,,
v.16,n.1, p. 20, 1977.

WILLES, A.T. Anaerobic bacteriology: Clinical and Laboratory pracnce 3ed.
London: Butterworths, 1977, 6p.



