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BIOMASSA BACTERIANA COMO ADITIVO DE RACAO DE AVES E PEIXES

RESUMO - Rubrivivax gelatinosus é uma bactéria fototréfica natural de
ambientes aquaticos que apresenta a capacidade de crescer em substratos
contendo diversos compostos organicos. Neste trabalho, a biomassa da
bactéria, produzida em A&guas residudrias provenientes de abate e
processamento de pescado, foi caracterizada em relacdo a cor, composicao
centesimal, composi¢do microbiolégica e contetdo de pigmentos carotendides
e aminoacidos, visando avaliar seu potencial como ingrediente para ragao
animal. Os resultados encontrados apontaram valores médios de 57% de
proteina bruta, 23% de extrativo ndo nitrogenado e contaminantes, 11% de
extrato etéreo, 5% de umidade e 4% de matéria mineral. Varios aminoécidos
considerados essenciais para diversas espécies animais foram detectados no
produto, tais como metionina (0,66g/100g), lisina (4,52g9/100g), fenilalanina
(3,439/100g) e valina (4,399/100g). Os resultados das analises microbioldgicas
indicaram contagens médias de 5,3 x 10° UFC/g para bactérias mesofilas
aerdbias e facultativas viaveis, 20,27 NMP/g para coliformes a 35°C, <1,0
NMP/g para coliformes a 45°C e 1,2 x 10° UFC/g para bolores e leveduras. Ndo
foram encontrados Aeromonas spp., Salmonella spp. e estafilococos coagulase
positivo. O resultado da andlise objetiva da cor da biomassa indicou valores
médios de 25,48 para tonalidade, 14,22 para saturacdo da cor e 22,42 para

luminosidade. A concentracdo média de carotendides foi de 3,03 mg/g de



biomassa. A determinacdo da composicao e das caracteristicas sensoriais da
biomassa de Rubrivivax gelatinosus indicaram baixo nivel de contaminagéo
microbiana e alto potencial nutricional e pigmentante, apontando positivamente

para sua utilizagdo como ingrediente de racdes na criacdo de animais.

Palavras-Chave: Rubrivivax gelatinosus, carotendides, pigmentos biol6gicos,

efluentes industriais



BACTERIAL BIOMASS AS FEED ADDITIVE FOR POULTRY AND FISH

SUMMARY - Rubrivivax gelatinosus is a photoautotrophic bacterium that
inhabits aquatic environment in which it uses different organic substrates for
growth. In this work, the biomass of the bacterium, grown in effluent from fish
slaughter and processing industry was characterized for color, proximate
composition, microbiological composition, carotenoids and amino acids
contents, with the aim of evaluating its potential as a feed ingredient. Mean
results showed 57% crude protein, 23% non nitrogen extract and contaminants,
11% ether extract, 5% moisture and 4% ashes. Many amino acids considered
essential for different animal species were present in the product, like metionine
(0.669/100g), lysine (4.52g/100g), phenylalanine (3.43g/100g) and valine
(4.39¢/100g). Microbial analysis showed mean counts of 5.3 x 10° UFC/g for
mesophilic bacteria, 20.27 NMP/g for coliforms at 35°C, <1.0 NMP/g for
coliforms at 45°C and 1.2 x 10% UFC/g for yeasts and moulds. Aeromonas spp.,
Salmonella spp. and positive coagulase staphylococci were not detected in the
product. Results from objective color evaluation showed means at 25.48 for
hue, 14.22 for chroma and 22.42 for lightness. Mean carotenoids concentration
detected was 3.03 mg/g biomass. The determination of composition and
sensorial characteristics of Rubrivivax gelatinosus biomass indicated low
contamination level and high nutritional and pigmenting potential, pointing out

for a positive use of the product as an ingredient for animal feeds.



Keywords: Rubrivivax gelatinosus, carotenoids, biological pigments, industrial

effluents
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

O consumidor de alimentos de origem animal tem preferéncia por
produtos de coloracdo mais intensa, pois associa essa caracteristica a
qualidade e frescor dos produtos (PONSANO et al., 2002b). Para garantir uma
coloracdo acentuada em produtos de avicultura e piscicultura, pigmentos
carotendides naturais ou sintéticos ricos em xantofilas sdo adicionados a
alimentacdo dos animais (BAKER; GUNTHER, 2004; BREITHAUPT, 2007;
HUDON, 1994; NUNES, 1998; TEIXEIRA, 1997).

O atendimento aos requerimentos nutricionais dos animais viabiliza um
adequado desempenho produtivo, fator essencial para o sucesso da criacéo.
As exigéncias nutricionais para aves variam conforme a raga, linhagem, sexo,
consumo de racao, nivel energético da racao, disponibilidade dos nutrientes,
temperatura ambiente, umidade do ar e estado sanitario, entre outros fatores
(ROSTAGNO et al., 2005). Para peixes, elas variam conforme a espécie, a fase
de desenvolvimento e o tipo de ambiente (dgua quente ou fria, doce ou
salgada) (CYRINO et al., 2004).

Segundo Monteiro et al. (2010), do Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares, biomassa é toda matéria organica de origem vegetal, animal ou
microbiana, incluindo os materiais procedentes de suas transformacdes

naturais ou artificiais.
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Para que a biomassa de Rubrivivax gelatinosus possa ser utilizada
como ingrediente de racdo animal, é necessario conhecer suas propriedades

sanitarias, nutricionais e pigmentantes.
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1 CAROTENOIDES

O termo carotendides se refere a um grupo de pigmentos coloridos,
variando de amarelo alaranjado a vermelho, amplamente distribuidos na
natureza, podendo ser encontrados em plantas, animais, fungos, bactérias,
algas e protozoarios (BHOSALE, 2004; FRANCHINI; PADOA, 1996; NUNES,
1998; OGAWA,; MAIA, 1999). Podem ser divididos em duas classes principais:
carotenos, que sdo hidrocarbonetos poliinsaturados e xantofilas, que sado os
derivados oxigenados, ocorrendo como carotenos carboxilados e hidroxilados,
com seus respectivos ésteres, aldeidos, cetonas e epoxis (OGAWA; MAIA,
1999; PONSANO, 2000; STOSKOPF, 1993).

A cor dos carotenoides é o resultado da presenca de um sistema de
varias duplas ligag6es conjugadas na molécula, como ocorre com 3-caroteno,
astaxantina, tunaxantina, luteina, zeaxantina, entre outros (OGAWA; MAIA,
1999). A maioria dos carotendides é amarela ou vermelha; no entanto, quando
ligados a algumas proteinas, podem formar uma variedade de azuis e verdes.
Quando as carotenoproteinas sao aquecidas, as ligacbes sdo rompidas,
liberando os carotendides. Isto explica porque os caranguejos azuis ficam
vermelhos quando cozidos (STOSKOPF, 1993).

A alguns carotendides sdo atribuidas propriedades pro-vitaminicas,
como € o caso do B-caroteno (FONTANA et al.,, 2000). As xantofilas, no

entanto, ndo sao transformadas em vitamina A, porém, apresentam a
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capacidade de serem absorvidas e depositadas no tecido adiposo das aves
(NUNES, 1998).

Os oxicarotendides promovem a pigmentacdo da pele e carne de
peixes e aves, e plumagem e ovos de aves. Aproximadamente 90% da
astaxantina da carne dos peixes estd na forma livre, enquanto a forma éster
predomina na pele (NRC, 1993), onde intensifica a coloracdo, promovendo um
aspecto mais saudavel e, assim, atraindo outros animais (TORRISSEN;
CHRISTIANSEN, 1995).

A deposicao de xantofilas em aves de postura ocorre primeiro no tecido
subcutaneo, depois no bico e, por ultimo, nos tarsos. No inicio da postura,
comeca a transferéncia dos pigmentos para o ovario e, destes, para a gema
(NUNES, 1998). No pescado, os carotenoides originarios da dieta sao
depositados diretamente nos O6rgdos ou convertidos em carotendides
especificos, de acordo com seus requerimentos metabolicos (OGAWA; MAIA,
1999).

As xantofilas sdo abundantes na alimentagcdo humana; provenientes do
milho (Zea mays), da manga (Mango indica), do mamao (Carica papaya) e da
gema de ovo (FONTANA et al., 2000), por exemplo. Luteina, zeaxantina e
criptoxantina sdo as principais xantofilas presentes no plasma humano
(BHOSALE; BERNSTEIN, 2005).

Ha evidéncias de que, em humanos, 0s oxicarotenodides provenientes
da alimentagcdo possam atuar na prevencao do envelhecimento, na diminuicdo

do risco de aparecimento de doencas cancerigenas e cardiovasculares, na
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prevencdo da degeneracdo macular e da formacdo de catarata (BAKER;
GUNTHER, 2004; BHOSALE, 2004; BHOSALE; BERNSTEIN, 2005;
WILLIAMS, 1992).

Na producdo biotecnolégica comercial de pigmentos destacam-se a
microalga de agua doce Haematococcus sp e as leveduras Phaffia rhodozyma
e Xanthophyllomyces dendrohous, produzindo astaxantina, o fungo Blakeslea
trispora e as microalgas marinhas, produzindo (3-caroteno, e Flavobacterium
multivorum produzindo zeaxantina (AUSICH, 1997; BHOSALE; BERNSTEIN,
2005; BOROWITZKA; BOROWITZKA et al., 1989; FEOFILOVA, 1994;
JONHSON; SCHROEDER, 1995). Ponsano et al. (2002b; 2003a; 2003b;
2004a) produziram biomassa de Rhodocyclus gelatinosus contendo pigmentos
carotendides da série espiriloxantina alternativa utilizando como substrato o
efluente de abatedouro avicola e utilizaram-na experimentalmente como aditivo
pigmentante em racéo de frangos de corte e galinhas poedeiras.

Os processos de producdo de oxicarotendides por sintese quimica
normalmente sdo complexos e podem levar a formacdo de misturas de
estereoisdmeros ndo tdo ativos quanto as xantofilas naturais e gerar efeitos
colaterais indesejaveis. Ja por sintese microbiana, somente sdo produzidos os
estereoisdmeros naturais, o que garante seguranca ha composi¢ado do produto
final (AUSICH, 1997). Estudos realizados por Ponsano et al. (2002a.; 2003a;
2008) e Paulino (2006) mostraram a adaptabilidade da bactéria fototrofica
Rubrivivax gelatinosus em efluentes de industria de abate e processamento de

pescado, onde a bactéria obteve crescimento satisfatorio, produzindo biomassa
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rica em carotenoides, utilizando niveis reduzidos de in6culo e condi¢des de

cultivo facilmente alcancaveis.
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2 PRODUCAO DE CAROTENOIDES POR Rubrivivax gelatinosus

A bactéria fototrofica Rubrivivax gelatinosus, anteriormente denominada
Rhodocyclus gelatinosus, pertence ao grupo das Bactérias Purpuras Nao
Sulfurosas (BPNS), é natural de ambientes aquaticos e efluentes industriais e,
sob condi¢des de cultivo adequadas, € capaz de crescer em aguas residuarias
da industria avicola e de pescado, reduzindo a Demanda Quimica de Oxigénio
(DQO) e produzindo massa celular (AZAD et al.,, 2001, 2003; LIMA,
PONSANO, 2008; PONSANO et al., 2003a; PRASERTSAN et al., 1997).

Rubrivivax gelatinosus produz bacterioclorofila a e carotendides da série
espiriloxantina alternativa (esferoidene, hidroesferoidene e espiriloxantina),
responsaveis por conferir cor caracteristica a suas colonias e aos meios de
cultivos onde est4 presente. Essa bactéria é capaz de utilizar substrato
organico para realizar seu metabolismo foto-heterotréfico em condi¢bes
anaerobias na presenca de luz e de crescer fotoautotroficamente, utilizando
CO; como fonte de carbono e compostos reduzidos de enxofre ou H, como
doadores de elétrons, tendo crescimento 6timo ao redor de 30°C e pH 6timo
entre 6,5 e 7,5 (PONSANO et al., 2003a).

Duas caracteristicas importantes diferenciam Rubrivivax gelatinosus das
demais BPNS: a liguefacdo da gelatina pela acdo de uma protease extracelular
e a utilizacdo do citrato como Unica fonte de carbono para o seu crescimento.

Por isso, a bactéria conta com uma enzima chave que age sobre o citrato e
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libera acetato para, posteriormente, ser utilizado pela bactéria (GARRITY,
2001; PONSANO et al.,, 2002a; PRASERTSAN et al, 1993a). Essas
caracteristicas viabilizam o crescimento da bactéria em efluentes industriais,

permitindo sua despoluicdo com producdo de biomassa.
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3 PIGMENTACAO DE PRODUTOS DE ORIGEM ANIMAL

Aditivos de alimentos sdo empregados com propésitos diversos, tais
como melhorar a cor, estimular o crescimento ou aumentar a lucratividade da
criacao (NUNES, 1998). Pigmentantes sao adicionados as ragdes animais com
a finalidade de promover pigmentacdo amarelada em canelas, pele, carne,
gordura subcutédnea e bicos de frangos de corte; alaranjada em gemas de
ovos; rosada em filés de trutas e salméo, e vermelha em camardes e lagostas
(BAKER; GUNTHER, 2004; BREITHAUPT, 2007; HUDON, 1994; POLONIO et
al., 2010). A pigmentacdo representa fator de importancia econdbmica para
produtores de aves e pescado devido a tradigcdo dos costumes alimentares por
parte dos consumidores de cada regido do planeta (BAKER; GUNTHER, 2004;
TEIXEIRA, 1997).

O consumidor brasileiro prefere ovos de gema bem amarela e carcacas
de frangos e perus mais “coradas” e, devido a essa preferéncia, as racdes de
aves geralmente contém pigmentantes (NUNES, 1998). A pigmentacdo na
gema do ovo é resultado da deposicao de pigmentos carotendides, que podem
ser naturais (milho, pimentdo vermelho, entre outros), ou sintéticos
(cantaxantina e etil éster beta apo-8-caroteno) (GARCIA et al., 2002).

O aumento do consumo de milho na alimentacdo humana e o preco
elevado no mercado internacional tém onerado os custos da produgéo animal e

levado os produtores a buscar outros alimentos para dietas das aves



22

(CASARTELLI et al., 2005). Porém, a baixa presenca de carotendides em
algumas dietas, resulta em gemas de pigmentacdo muito clara, problema que
pode ser resolvido pela inclusdo de pigmentantes. Ponsano (2000) estudou a
producdo de biomassa de bactéria fotossintetizante em aguas residuéarias de
abatedouro avicola como fonte de pigmentos carotendides alternativos para a
pigmentacdo de aves. Posteriormente, Ponsano et al. (2002b; 2004a)
adicionaram biomassa de R. gelatinosus em ragcdo de frangos e obtiveram
resultados positivos na pigmentacéo da carne e da pele das aves. Em outros
experimentos, o0 mesmo produto foi adicionado a racdo de galinhas poedeiras,
promovendo a intensificacdo da cor das gemas (mais avermelhadas e mais
escuras) e atendendo as expectativas do mercado consumidor local
(POLONIO, 2007; POLONIO et al., 2010; PONSANO et al., 2003b; 2004b).

Em relagdo ao pescado, trés setores produtivos devem sua existéncia a
riqueza de cores da pele ou carne dos peixes: salmdo, carpas ornamentais e
peixes tropicais. Quando criados em cativeiro, esses animais ndo tém acesso a
algumas algas e a outras fontes naturais de carotenoides, sendo necessaria a
adicdo de pigmentantes para a obten¢cdo da coloracéo esperada pelo mercado
consumidor (STOSKOPF, 1993). Para intensificar a coloracdo de peixes
ornamentais e criados em cativeiro, a adicdo de carotendides sintéticos e
naturais a dieta também é utilizada (GOUVEIA et al., 2003; PASSOS, 2007;
PONCE-PALAFOX et al., 2004).

Alguns peixes devem sua coloracdo a astaxantina, enquanto que outros

possuem carotenoides diferentes, tais como a tunaxantina, luteina, zeaxantina,
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cintiazantina (ou aloxantina), pectoxantina (carpa), salmoxantina (salméo),

dependendo de sua fonte na alimentacdo (OGAWA; MAIA, 1999).



24

4 PRODUTOS OBTIDOS POR BIOTECNOLOGIA APOS TRATAMENTO DE

EFLUENTES INDUSTRIAIS

A demanda quimica de oxigénio (DQO) é um parametro global utilizado
como indicador do conteldo organico de aguas residuarias e superficiais,
utilizado no monitoramento de estacBes de tratamento de efluentes liquidos
(AQUINO et al., 2006). Diversos estudos vém sendo realizados com o objetivo
de reduzir a DQO em efluentes industriais e possibilitar a producéo
concomitante de biomassa microbiana (CARLOZZI; SACCHI, 2001; GETHA et
al., 1998; 1ZU et al.,, 2001; PONSANO et al., 2003a; PRASERTSAN et al.,
1993a; b; ZHENG et al., 2005 a; b).

Estudos a respeito da producdo de biomassa de Rhodovulum
sulfidophilum em efluente originario do processamento de sardinha
determinaram as melhores condicdes de cultivo para a maxima producao e
indicaram a presenca de altos teores de proteinas e carotendides no produto,
permitindo sua indicacdo para uso como suplemento alimentar na criacdo de
peixes e camardes (AZAD et al., 2001; 2003).

Ponsano et al. (2008), Lima; Ponsano (2008) e Lima et al. (2008)
desenvolveram métodos para o tratamento de efluentes de industrias de
alimentos utilizando a bactéria fototr6fica Rubrivivax gelatinosus. Dessa forma,

0s autores conseguiram aliar despoluicdo a producdo de pigmentos
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fotossintetizantes, oxicarotendides, presentes junto a massa celular bacteriana
obtida no processo.

Ponsano et al. (2003a) analisaram a composicdo da biomassa de
Rhodocyclus gelatinosus produzida em efluente de abatedouro de frangos e
encontraram a presenca de proteinas, carboidratos, minerais e lipideos, além
dos oxicarotendides. Similarmente, Lima (2009) encontrou concentracfes
significativas desses nutrientes na biomassa de Rubrivivax gelatinosus
produzida em efluente de induUstria de abate e processamento de pescado
durante a aplicacéo de tratamento despoluente.

De acordo com Norparatnaraporn et al. (1983) e Kantachote et al.
(2005), a biomassa de Rubrivivax gelatinosus possui potencial como
biofertilizante e suplemento para racdo animal por possuir aminoacidos e
vitaminas. Também Breithaupt (2007) e Ponsano et al. (2002b; 2003b; 2004a;
b) sugeriram a aplicacdo da biomassa bacteriana na formulacdo de racgbes

animais e na industria farmacéutica devido ao seu potencial pigmentante.
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5 OBJETIVOS

Para que a biomassa de Rubrivivax gelatinosus possa ser utilizada como
ingrediente de racdo animal, € necessario conhecer suas propriedades.
Portanto, este trabalho teve como objetivo caracterizar a biomassa de
Rubrivivax gelatinosus produzida em efluente de industria de abate e
processamento de pescado em relagdo a cor, composicdo centesimal,
composicdo microbiolégica e conteltdo de pigmentos carotenoides e

aminoacidos.
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RESUMO

A biomassa produzida pela bactéria fototréfica Rubrivivax gelatinosus em
aguas residudrias provenientes do processamento de pescado foi caracterizada em
relagdo a cor, composicdo centesimal, composicdo microbioldgica e conteudo de
pigmentos carotendides e aminoécidos, visando sua aplicagdo como ingrediente para
racdo animal. As caracteristicas composicionais e sensoriais da biomassa de R.
gelatinosus indicaram baixo nivel de contaminacdo microbiana e alto potencial
nutricional e pigmentante.
Palavras-chave: Rubrivivax gelatinosus, carotendides, pigmentos bioldgicos, efluentes

industriais

ABSTRACT
Biomass produced by the phototrophic bacteria Rubrivivax gelatinosus in fish
processing wastewater was characterized for color, proximate composition,
microbiological composition and contents of carotenoid pigments and amino acids in

order to allow its use as an ingredient in animal feed. Composition and sensorial
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characteristics of R. gelatinosus biomass indicated low level of microbial contamination
and high nutritional and pigmenting potential.
Keywords: Rubrivivax gelatinosus, carotenoids, biological pigments, industrial

effluents

INTRODUCAO

A bactéria fototréfica Rubrivivax gelatinosus, antes chamada Rhodocyclus
gelatinosus, é natural de ambientes aquaticos e efluentes industriais e, sob condicbes de
cultivo adequadas, é capaz de crescer em 4&guas residudrias da inddstria de
processamento de alimentos de origem animal, reduzindo a Demanda Quimica de
Oxigénio (DQO) e produzindo massa celular (biomassa) (Prasertsan et al., 1997;
Ponsano et al., 2003; Lima e Ponsano, 2008).

Segundo Monteiro et al. (2010) do Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares biomassa é toda matéria organica de origem vegetal, animal ou microbiana
incluindo os materiais procedentes de suas transformac6es naturais ou artificiais.

Devido a presenca de oxicarotendides em sua composi¢do, a biomassa de
Rubrivivax gelatinosus apresenta potencial pigmentante, podendo encontrar aplicacdo
na formulacdo de ragdes animais com o objetivo de acentuar a coloragéo de produtos de
avicultura e alguns tipos de pescado (Ponsano et al., 2002b, 2003, 2004a; b). Uma
coloracdo intensa contribui para a boa aparéncia de produtos de origem animal e assim,
atrai o consumidor pela relacdo que traz com sanidade, frescor e valor nutricional
(Baker e Gunther, 2004; Takahashi et al., 2008). Este fato é especialmente verdadeiro
em relacdo a alguns tipos de pescado, frangos de corte e gema de ovos (Gomes et al.,
2002; Ponsano et al., 2004a; b). Além disso, a biomassa de Rubrivivax gelatinosus
possui aminoacidos e vitaminas, podendo apresentar potencial como biofertilizante e
suplemento nutricional para racdo animal (Noparatnaraporn et al., 1983; Kantachote et
al., 2005).

Os oxicarotenoides sdo responsaveis pela fungdo pigmentante nos reinos animal
e vegetal. Os animais, no entanto, sdo incapazes de sintetiza-los, mas sdo capazes de
realizar sua absorcdo, transformacdo e deposicdo em varios tecidos (Breithaupt, 2007).
Além disso, alguns carotendides apresentam efeito antioxidante, atuando na prevencao

de doencas aterosclerdticas, auxiliam nas funcbes imunoldgicas, apresentam atividade
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anticarcinogéncia, modulam a ativagdo de linfocitos e macréfagos, e agem como proé-
vitaminicos, sendo biotransformados em vitamina A, que esta diretamente envolvida
com reacdes metabdlicas (Katsuyama e Matsuno, 1988; Torrissen e Christiansen, 1995;
Bacconi, 2003; Rodrigues et al., 2003). Portanto, o conhecimento das propriedades da
biomassa de Rubrivivax gelatinosus com vistas a sua utilizacdo como ingrediente para
alimentacdo animal é de fundamental importancia.

Este trabalho teve como objetivo caracterizar a biomassa de Rubrivivax
gelatinosus produzida em efluente de indUstria de abate e processamento de pescado em
relacdo a cor, composicdo centesimal, composicdo microbioldgica e conteudo de
pigmentos carotendides e aminodacidos, visando sua utilizagdo como aditivo de ragéo de

aves e peixes.

MATERIAL E METODOS

A bactéria fototrofica Rubrivivax gelatinosus utilizada nos experimentos foi
isolada de efluente de abatedouro avicola e caracterizada com base em testes
bioquimicos, morfoldgicos e pelo espectro de absorcdo de pigmentos fotossintetizantes,
de acordo com o descrito por Ponsano et al. (2002a), permanecendo armazenada a 5°C
em meio de Pfennig semissélido (Pfennig, 1974) até o momento do uso.

O efluente liquido utilizado como substrato para o cultivo de Rubrivivax
gelatinosus foi obtido junto a industria Tilapia do Brasil, situada em Buritama/SP, onde
é realizado o abate e o processamento de tilapias. Apds ser submetido ao gradeamento
na industria, o efluente foi colhido e transportado ao laboratério em bombonas plésticas,
onde foi filtrado, tratado a 65°C/30 min em tanque de pasteurizacdo lenta
(Incomar/TL500) e imediatamente resfriado para 30°C, tornando-se apto a receber o
indculo bacteriano.

O produto Carophyll Red® (cantaxantina 10%) (DSM, 2009), comumente
utilizado como pigmentante em rac@es animais foi obtido do comércio local e utilizado
para a compara¢do dos atributos de cor.

Para o preparo do indculo inicial, uma alcada da cultura de Rubrivivax
gelatinosus foi transferida do meio semissolido para tubos de vidro de boca esmerilhada
contendo meio de Pfennig liquido acrescido de solugcbes nutrientes de microelementos,
biotina 0,0015% e tiamina-HCI 0,005% (Ponsano et al., 2003). Os tubos foram
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completamente preenchidos para fornecer atmosfera de anaerobiose. O cultivo foi
incubado em estufa DBO a 30 + 2°C com 1.400 + 200 lux até atingir densidade Otica de
0,5 a 600 nm. A partir dai, um novo in6culo foi realizado (1% v/v) em meio de Pfennig
liquido acrescido das solucfes nutrientes e vitaminicas e a incubacdo foi realizada nas
mesmas condic¢Oes citadas anteriormente, constituindo-se no indculo final de R.
gelatinosus.

Para a producdo da biomassa, o substrato tratado foi transferido para reatores de
vidro, onde recebeu o indculo final de Rubrivivax gelatinosus em nivel de 1% (v/v). Os
reatores foram completamente preenchidos a fim de se obter atmosfera de anaerobiose e
o0 cultivo foi realizado a 2.000 + 500 lux, sob temperatura de 30 + 5°C durante 10 dias.
Ao final do periodo de produgdo, todo o cultivo foi microfiltrado em sistema com
unidade de filtracdo de 0,75 m? e porosidade de 0,2 um (Frings), sob vazdo de 1,5 m*h
e pressdo de 1,5 bar. O retentado resultante da filtracéo foi centrifugado durante 30 min
(Incibras/Spin VI) a 3.400 g e 5°C. O sobrenadante foi descartado e o residuo foi
congelado a -20°C e submetido a liofilizacdo (Liobras/L101) durante 48 horas. O
material seco obtido foi pulverizado em almofariz, dando origem a biomassa de
Rubrivivax gelatinosus, que foi pesada e armazenada a vacuo e ao abrigo da luz para as
analises posteriores. Foram realizadas seis producfes da biomassa e todas as analises
descritas em seguida foram realizadas em duplicata para cada uma das amostras obtidas.

A caracterizacdo microbioldgica da biomassa foi realizada pela determinacao
dos seguintes grupos microbianos (Vanderzant e Splittstoesser, 1992): bactérias
mesofilas aerébias e facultativas viaveis, coliformes a 35°C e a 45°C, bolores e
leveduras, estafilococos coagulase positivo, Salmonella sp. e Aeromonas sp.

Para a determinacdo da composi¢do centesimal da biomassa, foram realizadas
as seguintes determinac¢des: umidade, matéria mineral, proteina bruta e extrato etéreo
(Association of Official Analytical Chemists, 1995). A concentracdo de extrativo ndo
nitrogenado e contaminantes foi determinada por diferenca.

A composicdo em aminodacidos foi determinada pelo método da derivacdo pos-
coluna por orto-ftalaldeido (Shimadzu LC-10%/C-47A). O sistema foi calibrado com
mistura padrdo de aminoéacidos, obtendo-se um valor para o tempo de saida de cada
aminoacido e um fator de conversdo entre a area de cada pico e a concentracdo de

aminoacidos das amostras. Os peptideos (0,2 — 1 mg) foram hidrolisados em 1 mL de
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HCI 6 mol/L, na presenca de 0,08 mL de fenol a 5% em H,0, a 110°C por 72 horas em
atmosfera de N,. Apds a hidrolise, o material foi concentrado a vacuo, dissolvido em
tampé@o de diluicdo NaS, pH 2,2 e filtrado (Millipore/GV Millex) antes de ser injetado
no aparelho. Para o céalculo da proporgdo relativa dos aminoécidos da amostra,
determinou-se a relacdo entre as suas concentragdes unitarias e a média (Fountoulakis e
Lahm, 1998).

Os atributos de cor L (luminosidade), C (intensidade da cor) e h (tom), foram
obtidos para a biomassa e para o produto comercial Carophyll Red pela média de trés
pulsos consecutivos da cdmara Gtica do espectrofotdmetro Hunterlab Miniscan XE Plus,
calibrado com padrdes branco e preto, utilizando-se area de abertura de visdo de uma
polegada, iluminante Dgs € angulo de 10° para o observador (Commission Internationale
de I’Eclairage, 1986).

A técnica de recuperacdo de carotendides totais foi adaptada da metodologia
descrita por Valduga (2005). Para isso, 0,1 g da biomassa foi triturada em almofariz na
presenca de nitrogénio liquido. Ao material triturado, foram adicionados 3 mL de
dimetilsulféxido e o conteldo obtido foi transferido para tubo de ensaio onde se
procedeu a maceracao a 55°C/30 min com pulsos intermitentes de ultrassom de 40 kHz
(Unique/USC 1800A) intercalados a agitacdes periddicas (Phoenix/P-56). Em seguida,
0 contetdo do tubo foi adicionado de 3 mL da mistura acetona:metanol (7:3, v/v) e
centrifugado (3.400 g, 5°C, 10 min) e o sobrenadante obtido foi transferido para baldo
volumétrico de 50 mL. Foram realizadas extracdes sucessivas, até que o solvente e as
células perdessem totalmente a coloragdo. O volume do baldo volumétrico foi
completado para 50 mL com metanol e, a partir desta solucdo, foram preparadas
dilui¢bes 1:5 e 1:10 (v/v), também em metanol, para a quantificacdo dos pigmentos a
448 nm (Hitachi/U-1900), que corresponde ao comprimento de onda médio dos
maximos de absorbancia dos oxicarotendides da bactéria. A concentracdo total de
carotendides foi estimada segundo a equacdo descrita por Davies (1976) e o coeficiente
de absorbancia utilizado foi o referente a carotendides (Liaaen-Jensen e Jensen, 1971).

A estatistica descritiva foi adotada para os dados de composicdo microbioldgica
e centesimal, conteGdo de pigmentos carotendides e aminoacidos. Para verificar a

diferenca entre as médias dos atributos de cor foi utilizado o teste t ndo-paramétrico,



157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184

38

utilizando-se software GraphPad InStat Versdo 3.06 (Vieira, 1999). O nivel de

significancia adotado foi de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das analises microbioldgicas estdo descritos na Tab. 1. Por ndo
existirem padrdes microbioldgicos de referéncia para ingredientes de ragdes, os dados
obtidos foram comparados as exigéncias da Resolucdo da Diretoria Colegiada n°
12/2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (RDC 12/2001 — ANVISA), que
regulamenta os padrdes microbiol6gicos para alimentos de consumo humano no item
“Aditivos intencionais, coadjuvantes de tecnologia e similares”, que abrangem oS
corantes a base de sangue e derivados (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2001).

O grupo dos coliformes a 35°C indica a qualidade higiénica, enquanto que o
grupo dos coliformes a 45°C indica a qualidade sanitaria dos produtos, ja que nesse
altimo grupo estdo incluidas espécies cujo habitat é o trato gastrointestinal (Vieira,
2003). De acordo com a RDC 12/2001 - ANVISA, consideram-se toleraveis nesses
produtos contagens de até 10 coliformes a 45°C por grama e 10° UFC de estafilococos
coagulase positiva por grama, ndo sendo permitida a presencga de Salmonella sp. em 25g
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2001). Portanto, os resultados encontrados
para esses grupos microbianos atendem aos requisitos da legislacdo. Indicam baixa
contagem de coliformes a 35°C e as préticas utilizadas na producdo e na manipulacao
do produto atendem a principios de higiene apontando para a seguranca da utilizacao da
biomassa em alimentagdo animal.

A pasteurizacdo realizada no preparo do substrato contribuiu para reduzir a
contaminacgdo, pois, tem como principal objetivo a total destruicdo dos microrganismos
patogénicos com emprego de calor seguido de resfriamento, sem alteragdo da

constituigdo fisica e quimica do meio (Jerénimo, 2005).

Tabela 1 — Anélise microbiolégica da biomassa de Rubrivivax gelatinosus*

Grupo microbiano Biomassa

Bactérias meséfilas aerdbias e facultativas viaveis (UFC/g) 5,3 x 10°

Coliformes a 35°C (NMP""/g) 20,27
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Coliformes a 45°C (NMP/q) <10
Bolores e leveduras (UFC/g) 1,2 x 10°
Estafilococos coagulase positivo (UFC/g) Negativo
Aeromonas sp. Negativo
Salmonella sp. Auséncia em 25g

185  Valores médios. “Unidades Formadoras de Colénia;  NUmero Mais Provavel.

186

187 Apesar de inexistirem padrfes para bactérias mesoéfilas aerdbias na legislacéo,
188  pode-se dizer que os valores encontrados sdo considerados aceitaveis, considerando que
189  atemperatura durante o processo de produgdo da biomassa esteve situada na faixa entre
190 25 e 35°C (30 #5°C), que coincide com a faixa de temperatura Otima para a
191  multiplicacdo de mesofilos (Franco e Landgraf, 1996). De acordo com Agnese et al.
192 (2001), contagens da ordem encontrada podem ser consideradas normais para alimentos
193  ndo processados.

194 Segundo a RDC 12/2001 - ANVISA, para a maioria dos alimentos destinados
195 a0 consumo humano sdo toleradas contagens de até 10* UFC de bolores e leveduras por
196 grama (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2001). Como esses organismos sdo
197  considerados indicadores da condi¢do higiénica da producdo de alimentos (Franco e
198  Landgraf, 1996), os resultados encontrados confirmam as boas praticas utilizadas na
199  producéo.

200 A auséncia de Salmonella sp., Aeromonas sp. e estafilococos coagulase positivo
201  reforga essa seguranca, pois algumas espécies desses microrganismos séo considerados
202  patogénicos para homens e animais (Esposto et al., 2007).

203 A composicdo centesimal da biomassa de Rubrivivax gelatinosus descrita na
204 Tab. 2 indica o potencial de uso do produto no arragoamento de diferentes espécies
205  animais em funcdo de sua concentragdo protéica e energética.

206

207 Tabela 2 — Composicdo centesimal da biomassa de Rubrivivax gelatinosus produzida

208  em efluente industrial de pescado®

Componente %
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Umidade 4,55 +0,84
Matéria mineral 4,05 + 0,66
Proteina bruta 57,39 + 2,81
Extrato etéreo 11,08 + 1,41
Extrativo ndo nitrogenado e contaminantes 2293+ 1,95

"Valores médios e respectivos desvios padrdes.

Os animais devem receber, durante toda a vida, uma quantidade minima diaria
de proteinas para atender as suas necessidades, que podem ser para crescimento,
producdo e manutencdo, pois sdo fundamentais para 0s processos vitais das células
(Andriguetto et al., 1990). RacGes para peixes devem conter entre 24 e 50% de proteina
bruta, conforme a espécie, a fase de desenvolvimento e o tipo de ambiente (dgua quente
ou fria, doce ou salgada) (El-Sayed e Teshima; 1992; Furuya et al., 2001; Cyrino et al.,
2004). Ja para frangos de corte, de acordo com Rostagno (2005), os requisitos de
proteina bruta na racdo sdo de 17 a 22% conforme a idade da ave. Além disso, Cowey e
Walton (1988) relatam a importancia da presenca de lipideos na dieta de peixes, e
recomendam de 5 a 10% de lipideos para peixes de agua quente.

A composi¢do em aminoacidos da biomassa est4 descrita na Tab. 3 e indica a
presenca de varios dos aminoacidos considerados essenciais para diversas espécies
animais, como metionina, lisina, fenilalanina, valina, entre outros (Andriguetto et al.,
1990; Cyrino et al., 2004). Também na Tab. 3 sdo citadas as concentracGes de
aminodcidos de ingredientes de racdo para Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
(Furuya et al., 2001). Pela comparacéo dos valores apresentados, pode-se verificar que a
superioridade das concentracGes de aminoécidos na biomassa de R. gelatinosus permite
sua indicagdo como fonte de aminoacidos na composicéo das racdes para peixes.

Os animais necessitam receber quantidades suficientes de aminoéacidos
essenciais para ter bom crescimento, produzir neurotransmissores e regular a sintese
protéica, dentre outras fungbes (Andriguetto et al., 1990). Para que isso ocorra, é preciso
que haja o balanceamento entre aminoacidos essenciais e ndo essenciais especifico para

cada fase da vida dos animais (Storebakken et al., 2000; Cyrino et al., 2004).
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Tabela 3 — Composicdo em aminoacidos da biomassa de Rubrivivax gelatinosus

produzida em efluente de abatedouro de pescado, do farelo de soja e da farinha de peixe

Componente Biomassa * Farelo de soja 2 Farinha de peixe 2
(9/1009) (9/1009) (9/100g)

Acido aspartico 5,70 + 2,35 - -

Treonina 3,82 £1,50 1,53 0,45
Serina 2,81+ 0,96 0,74 2,63
Acido glutamico 6,40 + 2,29 - -

Prolina 2,93+1,02 0,96 3,61
Glicina 346+151 0,79 4,78
Alanina 532+2,28 0,71 3,67
Valina 439+184 0,44 3,32
Metionina 0,66 = 0,29 0,27 0,55
Isoleucina 3,33+1,43 0,55 1,90
Leucina 7,08 £2,41 0,54 3,42
Tirosina 2,56 + 0,96 0,36 1,08
Fenilalanina 343131 0,35 1,86
Histidina 192 +0,74 0,38 1,09
Lisina 452+1,76 0,58 2,64
Arginina 3,85+1,29 0,92 3,75

! Valores médios e respectivos desvios padraes.

2 Composic&o em aminoécidos de ingredientes de racdo para Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

(Furuya et al., 2001).

A deficiéncia em aminoécidos essenciais em peixes provoca reducdo na

utilizacdo da proteina, retarda o crescimento, diminui o ganho de peso e a eficiéncia

alimentar e reduz a resisténcia a doencas (Cyrino et al., 2004). Para aves, sdo

importantes a glicina na formacao do acido drico, a prolina, na formacédo de penas, além
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de metionina, lisina, fenilalanina, triptofano, treonina, valina, leucina, isoleucina,
histidina e arginina, para varios outros processos metabolicos (Lana, 2005). Portanto, a
biomassa de Rubrivivax gelatinosus tem o potencial de fornecer quase todos 0s
aminodacidos considerados essenciais para peixes e aves, com excecdo do triptofano, o
que sugere sua aplicagdo na ragdo desses animais.
Na Tab. 4 estdo demonstrados os atributos de cor da biomassa de Rubrivivax
gelatinosus e do produto comercial Carophyll Red®.
Os valores de L vao de 0 (preto) a 100 (branco) e indicam a luminosidade do
produto. Ja o atributo C indica a intensidade da cor e, quanto maior seu valor, maior a
saturagdo da cor. O atributo h, por sua vez, indica o tom da cor e é dado por uma medida
angular, de modo que aumentos em seu valor no sentido anti-horario representam
mudancas de cor que passam por vermelho (0°), amarelo (90°), verde (180°) e azul
(270°). Os atributos de cor avaliados ndo diferiram estatisticamente entre os dois
produtos analisados (P>0,05), indicando que ambos sdo igualmente escuros, apresentam

mesma tonalidade vermelha e mesma intensidade de cor.

Tabela 4 — Parametros de medida da cor (L, luminosidade; C, intensidade da cor; h, tom)

Parametro de cor Biomassa de R. gelatinosus Carophyll Red®
L 22,42 + 245N 22,25 +£0,61
C 14,22 + 2,94 N 16,66 + 0,07
h 25,48 + 8,30 \° 21,58 £ 0,47

Valores médios e respectivos desvios padrdes. ™ Valores néo significativos (P > 0,05) entre biomassa de

R. gelatinosus e Carophyll Red®.

A composicdo média de carotenoides da biomassa de Rubrivivax gelatinosus
produzida em efluente de industria de pescado foi de 3,03 + 0,44 mg de carotendides/g
de biomassa, semelhante aos valores obtidos por Prasertsan et al. (1997) para
Rhodocyclus gelatinosus R7 produzida em efluente de indUstria de processamento de
atum cozido, que estiveram entre 2,13 e 3,90 mg de carotendides/g de biomassa seca.

Baker e Glinther (2004) relatam que, para produzir o salmdo, sdo adicionados

carotendides na dieta com a finalidade de acentuar a coloracdo do alimento e atrair o
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consumidor final. Segundo Torrissen e Christiansen (1995), a demanda do mercado
consumidor alemao requer concentracdes de 6 a 7 mg de carotendides (astaxantina)/kg
de carne em salmdo do Atlantico. Oxicarotendides também sdo utilizados para a
producdo de peixes ornamentais visando incrementar a aparéncia da pele. Na criacdo de
Cyprinus carpio da variedade vermelha (Kawari), por exemplo, Gouveia et al. (2003)
citam a utilizacdo dos carotenodides naturais contidos na biomassa da microalga de
Chlorella vulgaris para aumentar a pigmentacéo.

Para produtos de avicultura, a pratica da adicdo de pigmentantes a racdo varia
de acordo com as exigéncias do mercado consumidor (Ponsano et al, 2002a; b; 2003;
20044a; b). Ponsano et al. (2002b; 20044, b) avaliaram a cor de carcagas de frangos e de
gemas de ovos quando as aves receberam suplementacdo com biomassa de Rhodocyclus
gelatinosus produzida em efluente de inddstria de abate de frangos e concluiram que a
utilizacdo do produto conferiu pigmentacdo a carne do peito e as gemas. Esse efeito
apresenta relevancia nos mercados consumidores que demandam produtos de coloragao
mais acentuada, como é o caso de México, Bélgica, Italia, Peru e algumas regifes do
Brasil, entre outros, justificando a adi¢cdo de pigmentantes na fase de producdo animal
(Gouveia et al., 1996; Toyomizu et al., 2001). Em experimentos realizados por Garcia et
al. (2002) a adicao de 60 ppm de cantaxantina na dieta de aves de postura melhorou de
forma quadratica a coloracdo das gemas, sem influenciar os pardmetros produtivos e
demais caracteristicas de qualidade dos ovos de poedeiras comerciais.

Portanto, a partir dos resultados obtidos, verifica-se que os carotenoides
contidos na biomassa de Rubrivivax gelatinosus produzida no efluente de industria de
processamento de pescado podem, também, contribuir para a pigmentacdo de produtos

animais quando adicionada a racao.

CONCLUSOES
A determinacdo da composicdo e das caracteristicas sensoriais da biomassa de
R. gelatinosus indicaram baixo nivel de contaminagdo microbiana e alto potencial em
nutrientes e pigmentos, apontando positivamente para sua utilizacdo como ingrediente

nutricional e pigmentante na criacdo de animais.
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ANEXO A — Normas para o envio de artigo a revista Arquivo Brasileiro de

Medicina Veterinaria e Zootecnia

Tipos de artigos aceitos para publicacéo

Artigo Cientifico. E o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-
se na premissa de que os resultados sdo posteriores ao planejamento da
pesquisa. Sec¢des do texto: Introducdo, Material e Métodos, Resultados e

Discusséo e Conclusdes. O namero total de paginas nao deve exceder a 15.

Relato de Caso. Contempla principalmente as areas médicas, em que 0
resultado é anterior ao interesse de sua divulgacdo ou a ocorréncia dos
resultados ndo € planejada. Se¢des do texto: Introducdo, Casuistica,
Discussédo e Conclusdes (quando pertinentes). O numero total de paginas

nao deve exceder a 10.

Comunicac&o. E o relato sucinto de resultados parciais de um trabalho
experimental, dignos de publicacdo, embora insuficientes ou inconsistentes
para constituirem um artigo cientifico. Levantamentos de dados (ocorréncia,
diagnosticos, etc.) também se enquadram aqui. Deve ser compacto, com no
maximo seis paginas impressas, sem distincdo das secdes do texto
especificadas para "Artigo Cientifico", embora seguindo aquela ordem.
Quando a comunicacéo for redigida em portugués deve conter um "Abstract"

e quando redigida em inglés deve conter um "Resumo".

Politica editorial
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Publicar trabalhos cientificos originais (artigos, relatos de casos e
comunicacdes) que sejam de interesse para o0 desenvolvimento da ciéncia
animal. Serdo recomendados para publicacdo somente os trabalhos
aprovados pelos editores, baseados na recomendacdo de dois revisores

cientificos da area pertinente e/ou do corpo editorial.

Preparacdo dos manuscritos para publicacéo

Os trabalhos devem ser redigidos em portugués ou inglés, na forma
impessoal. Para ortografia em inglés recomenda-se o Webster's Third New
International Dictionary. Para ortografia em portugués adota-se o
Vocabulario Ortografico da Lingua Portuguesa, da Academia Brasileira de
Letras. Os trabalhos submetidos em inglés deverdo conter resumo em

portugués e vice-versa.

Os trabalhos e ilustracfes deverdo ser apresentados em Microsoft Word,
folha no formato A4, fonte Times New Roman tamanho 12, espaco entre
linhas 1,5, margens de 3cm, com paginas e linhas numeradas (numeracao

continua).
Sec¢bes de um trabalho

Titulo. Em portugués e em inglés. Deve ser o resumo do resumo e nao

ultrapassar 100 digitos.

Autores. Os nomes dos autores virdo abaixo do titulo, com identificacdo da
instituicdo a que pertencem. Deve estar indicado o autor para

correspondéncia com endereco completo, telefone, fax e e-mail.

Resumo e Abstract devem conter no maximo 200 palavras em um sé

paragrafo. N&o repetir o titulo. Cada frase é uma informagéo. Atencgéo



especial as conclusoes.
Palavras-chave e Keywords. No maximo cinco.

Introducgdo. Explanagdo concisa, na qual sdo estabelecidos brevemente o

problema, sua pertinéncia, relevancia e os objetivos do trabalho.

Material e Métodos. Citar o desenho experimental, o material envolvido, a
descricdo dos métodos usados ou referenciar corretamente os métodos ja
publicados. N&o usar subtitulos. Nos trabalhos que envolvam animais ou
organismos geneticamente modificados devera constar o numero do

protocolo de aprovacdo do Comité de Bioética e/ou de Biosseguranca.

Resultados. Apresentar clara e objetivamente os principais resultados

encontrados.
Discussao. Discutir somente os resultados obtidos no trabalho.

Obs.: As secOes Resultados e Discussédo poderdo ser apresentadas em

conjunto.

Conclusfdes. As conclusdes devem estar apoiadas nos dados da pesquisa

executada.

llustracdes. Sao tabelas e figuras. Toda ilustracdo que ja tenha sido
publicada deve conter, abaixo da legenda, dados sobre a fonte (autor, data)

e a correspondente referéncia deve figurar na lista bibliogréfica final.

Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas.
Usar linhas horizontais na separacdo do cabecalho e no final da tabela. A
legenda recebe inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo nimero de

ordem em algarismo arabico e é referida no texto como Tab., mesmo

guando se referir a varias tabelas.
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Figura. Qualquer ilustracao constituida ou que apresente linhas e pontos:
desenho, fotografia, gréfico, fluxograma, esquema etc. As legendas
recebem inicialmente a palavra Figura, seguida do niumero de ordem em
algarismo arébico e é referida no texto como Fig., mesmo se referir a mais
de uma figura. As figuras devem ser enviadas em arquivo separado,

extensao.jpg.
Agradecimentos. Devem ser concisamente expressados.

Referéncias bibliograficas. As referéncias devem relacionadas em ordem

alfabética.

Citacdes bibliogréaficas

Citacbes no texto deverdo ser feitas de acordo com ABNT/NBR 10520 de
2002. A indicacdo da fonte entre parénteses sucede a citacdo para evitar

interrup¢éo na sequéncia do texto, conforme exemplos:

e autoria Unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuario..., 1987/88) ou
Anuério... (1987/88)

o dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e Moreno (1974)

e mais de dois autores:. (Ferguson et al., 1979) ou Ferguson et al.
(1979)

e mais de um trabalho citado: Dunne (1967); Silva (1971); Ferguson et
al. (1979) ou (Dunne, 1967; Silva, 1971; Ferguson et al., 1979),
sempre em ordem cronoldgica ascendente e alfabética de autores

para trabalhos do mesmo ano.

Citac&o de citacdo. Todo esfor¢co deve ser empreendido para se consultar o
documento original. Em situacfes excepcionais pode-se reproduzir a
informacéo ja citada por outros autores. No texto, citar o sobrenome do

autor do documento nao consultado com o ano de publicacdo, seguido da
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expressdo citado por e o sobrenome do autor e ano do documento
consultado. Na listagem de referéncia, deve-se incluir apenas a fonte

consultada.

Comunicacao pessoal. Nao fazem parte da lista de referéncias. Na citacao
coloca-se o sobrenome do autor, a data da comunicacdo, nome da

Instituic@o a qual o autor € vinculado.
Referéncias bibliograficas

Sédo adotadas as normas ABNT/NBR-6023 de 2002, simplificadas conforme

exemplos:
Periédicos
ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-88.

FERGUSON, J.A.; REEVES, W.C.; HARDY, J.L. Studies on immunity to
alphaviruses in foals. Am. J. Vet. Res., v.40, p.5-10, 1979.

HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al. Anestesia
general del canino. Not. Med. Vet., n.1, p.13-20, 1984.

Publicacédo avulsa
DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. 981p.

LOPES, C.A.M.; MORENO, G. Aspectos bacteriolégicos de ostras,
mariscos e mexilhdes. In. CONGRESSO BRASILEIRO DE MEDICINA
VETERINARIA, 14., 1974, Sao Paulo. Anais... Sdo Paulo: [s.n.] 1974. p.97.

(Resumo).

MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNE, HW. (Ed).
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Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. p.400-415.

NUTRIENT requirements of swine. 6.ed. Washington: National Academy of
Sciences, 1968. 69p.

SOUZA, C. F. A. Produtividade, qualidade e rendimentos de carcaca e de
carne em bovinos de corte. 1999. 44f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina
Veterinaria) - Escola de Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais,

Belo Horizonte.
Documentos eletronicos

QUALITY food from animals for a global market. Washington: Association of
American Veterinary Medical College, 1995. Disponivel em: <http://www.

org/critcal6.htm>. Acessado em: 27 abr. 2000.

JONHNSON, T. Indigenous people are now more cambative, organized.
Miami Herald, 1994. Disponivel em: <http://www.summit.fiu.edu/MiamiHerld-

Summit-Related Articles/>. Acessado em: 5 dez. 1994,

Submissao dos trabalhos

A submissdo dos trabalhos é feita exclusivamente on-line, no endereco

eletrénico

www.abmvz.org.br
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