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RESUMO

INCLUSAO DO CLA NA DIETA DE MATRIZES DE CORTE E TEMPOS DE
ARMAZENAMENTO DE OVOS INCUBAVEIS SOBRE O RENDIMENTO DA
INCUBACAO E QUALIDADE DA PROGENIE

DISCENTE: PRISCILA SOARES SILVERIO"
ORIENTADORA: Prof®. Dr2, ALINE MONDINI CALIL RACANICCI*

!Universidade de Brasilia — UNB

Foram conduzidos dois experimentos para avaliar o efeito da inclusdo dos isémeros cis-9,
trans-11 e trans-10, cis-12 de acido linoléico conjugado (CLA) na dieta de matrizes pesadas e
do armazenamento dos ovos incubaveis durante trés, seis ou nove dias na sala de ovos do
incubatdrio. Os tratamentos foram definidos pelas dietas (com inclusdo de 0,023% de CLA ou
sem CLA) oferecidas para 22.000 matrizes pesadas da linhagem Cobb® em fase de postura
com idades entre 58 e 60 semanas e 0s tempos de armazenamento (trés, seis ou nove dias). Na
primeira fase experimental foram utilizados 6.912 ovos distribuidos em delineamento
inteiramente casualisado em esquema fatorial 2x3 (com ou sem inclusdo de CLA nas dietas
das matrizes x 3 periodos de armazenamento). Foram amostrados 30 ovos por tratamento para
a avaliagcdo dos parametros fisicos de qualidade: peso, altura, porcentagem, pH de gema e
albumen, proporcdo gema:albumen, didmetro e indice de gema, Unidade Haugh, peso,

espessura e porcentagem de casca, composi¢do centesimal e oxidacdo dos lipidios da gema
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usando TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbiturico), indice de perdxidos e acidez.
Na segunda fase experimental, foram utilizados 1.152 ovos por tratamento divididos em 12
bandejas (repeticbes com 96 ovos cada) de incubacdo. Apds passarem pelos diferentes
periodos de armazenamento (trés, seis ou nove dias) os ovos foram incubados no mesmo dia
em incubadora de multiplo estdgio. Foram realizadas as avaliagbes de ovoscopia e
embiodiagndstico para determinagéo das fases da mortalidade embrionaria (inicial, media e
tardia), além da perda de peso ao armazenamento, fertilidade, taxa de eclosdo, eclodibilidade,
mortalidade embrionaria e suas causas, parametros fisicos de qualidade dos pintos de um dia e
qualidade dos umbigos dos pintos recéem-eclodidos. Apds a eclosdo, foi realizada a
morfometria dos 6rgédos, sendo avaliados os pesos do figado, do pancreas, dos intestinos e do
saco vitelino e o comprimento dos intestinos em uma amostra de 35 pintos/tratamento. Nas
amostras coletadas do saco vitelino foram realizadas analises de oxidacdo dos lipidios através
da metodologia de TBARS. Os dados obtidos foram analisados adotando um modelo misto,
com efeito fixo para os tratamentos e aleatérios para os periodos de armazenamento e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey com significancia de 5%. Na primeira fase foi
observado que a progressdo dos tempos de armazenamento afetou negativamente (P<0.05) a
qualidade fisica e a composicao centesimal dos ovos incubaveis, porém a inclusdo do CLA na
dieta das matrizes minimiza esses efeitos, especialmente em ovos armazenados durante nove
dias. Na segunda fase foi observado que o0s maiores periodos de armazenamento
prejudicaram os parametros de eclodibilidade e qualidade dos pintos, no entanto, a incluséo
do CLA na dieta das matrizes pesadas apresentou efeitos positivos somente para 0S 0vos
armazenados por nove dias, reduzindo os danos oxidativos aos lipidios durante o processo de

armazenamento.

Palavras-chave: qualidade dos ovos incubaveis, qualidade dos pintos, morfometria dos

Orgdos, oxidacdo lipidica.
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ABSTRACT

INCLUSION OF CLAIN BROILER BREEDERS HENS FED DIET AND TIMES OF
HATCHING EGGS STORAGE ON INCUBATION YIELD AND QUALITY OF
PROGENY

GRADUATE STUDENT: PRISCILA SOARES SILVERIO!

ADVISOR: PhD. Dr2. ALINE MONDINI CALIL RACANICCI?
YUniversity of Brasilia— UNB

Two experiments were conducted to evaluate the effect of the inclusion of cis-9, trans-11 and
trans-10, cis-12 conjugated linoleic acid isomers (CLA) in the diet of broiler breeders and
storage of hatching eggs during three, six and nine days in the hatchery egg room. The
treatments were defined by breeders diets (with the inclusion of 0,023% CLA or without
CLA) offered total of 22.000 broiler breeders Cobb® 58 and 60 weeks during laying phase
and the storage periods (three, six nine days). During the first experimental phase, 6.912 eggs
were distributed for each storage period at the eggs room in a completely randomized in a 2x3
factorial (with or without the inclusion of CLA in the diets x 3 storage periods). Thirty (30)
eggs per treatment were used to perform physical parameters of egg quality such as weight,
height, percentage, pH yolk and albumen, yolk ratio: albumen, diameter and yolk index,
Haugh unit, weight, thickness and percentage of eggshell, chemical composition and

oxidation yolk lipids using TBARS (thiobarbituric acid reactive substances), peroxide value
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and acidity. In the second experimental phase, 1.152 eggs per treatment were distributed in a
complete randomized design to 12 trays (repetitions with 96 eggs per tray) for incubation at
the same time in a multi-stage incubator. Candling and embryo evaluations were conducted to
determine the stages of embryo mortality (early, middle and late), the weight loss during
storage, fertility, hatching rate, hatchability, embryo mortality and physical parameters of
quality of one-day chicks and quality of navels of newly hatched chicks. After hatching,
morphometry of the organs was performed din 35 birds per treatment by assessing liver
weights, pancreas, intestines, and yolk sac, and the length of intestines. Lipid oxidation was
performed in the yolk sac collected from newly hatched chicks using TBARS method. Data
were analyzed using a mixed model with fixed effects for treatment and random to storage
periods and the averages were compared by Tukey test (5% significance). In the first phase it
was observed that the progression of storage time negatively affected (P<0.05) the physical
quality and chemical composition of hatching eggs, as expected, however, the dietary CLA
minimized these effects, particularly for nine days of storage. In the second phase, it was
observed that longer storage periods damaged the parameters of hatchability and quality of the
chicks, however, dietary CLA showed positive effects on eggs stored for nine days, and

reduced oxidative damage to lipids during the storage process.

Keywords: quality of the hatching eggs, chick quality, organs morphometry, lipid oxidation.
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CAPITULO 1



1 INTRODUCAO

Conhecido principalmente por sua atividade antioxidante (Stangle, 2000; Du et
al., 2001; Joo et al., 2002; Ko et al., 2004), anticancerigena (Basu et al., 2000; Kilian et al.,
2002) e redutor da gordura corporal (Leung & Liu, 2000; Park & Pariza, 2007), o CLA, acido
linoléico conjugado, pode ser uma alternativa para a avicultura industrial visando aumentar e
melhorar a produtividade de pintos de um dia.

O CLA é um conjunto de isémeros posicionais geométricos do &cido linoléico,
cujos isdmeros biologicamente relevantes sdo ¢9, t11 e t10, c12 (EFSA, 2016; Aydin & Cook,
2009). E encontrado principalmente em alimentos derivados de animais ruminantes (EFSA,
2016) e possui sua sintese quimica através da isomerizacdo de acido linoléico (Banni, 2002).

Contudo, a inclusdo do CLA na dieta das matrizes pode modificar o tamanho
dos ovos, gema e albimen (Suksombat et al. 2006), alterar o perfil de acidos graxos das
gemas (Aydin & Cook, 2009; Suksombat et al. 2006) e com isso afetar a eclodibilidade,
causando aumento da mortalidade embrionéria que pode chegar a 100% ao nivel de inclusdo
de 0,5% na dieta das matrizes (Aydin & Cook, 2009; Muma et al., 2006). Sendo assim, 0
nivel de inclusdo a dieta das matrizes é de suma importancia para a expressdao dos efeitos
positivos do CLA sobre a progénie (Aydin & Cook, 2009; Muma et al., 2006; Suksombat et
al. 2006).

Do mesmo modo, a necessidade do armazenamento de ovos féerteis na industria
avicola é uma realidade. Porém, periodos prolongados de armazenamentos diminuem a
qualidade dos componentes do ovo que sdo essenciais ao embrido (Karoui et al., 2006;

Barbosa et al. 2008) e podem comprometer o desenvolvimento embrionério, eclodibilidade



(Macari et al., 2013) e a qualidade do pintinho (Brand et al., 2010). Quanto mais tempo 0s
ovos sdo armazenados, piores sdo os indices (Cobb, 2013), pois os embrifes de ovos
armazenados por longos periodos tém o seu crescimento comprometido (Fasenko, 2007),
algumas vezes, de maneira irreversivel, com morte celular resultando em alta mortalidade
embrionaria (Fasenko et al., 2001; Fasenko, 2007).

Mais um fator agravante é que os tecidos dos embriGes possuem alto grau de
insaturacao e estdo sujeitos a peroxidacédo (Ko et al., 2004), sendo assim, faz se importante a
busca por alternativas que possam aumentar a qualidade e barreira antioxidante dos ovos
armazenados por maiores periodos.

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da adicdo do &cido linoléico
conjugado (CLA) nas dietas de matrizes pesadas e do tempo de armazenamento de ovos
guanto aos aspectos relacionados a qualidade do ovo incubavel e de pintos de um dia,
estabilidade oxidativa dos lipidios das gemas e sacos vitelinos, fertilidade, desenvolvimento

embrionario, eclodibilidade e morfometria dos 6rgaos e indices morfométricos.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Fatores que afetam os resultados de incubacdo e a qualidade dos pintos de

matrizes pesadas

2.1.1 Qualidade externa do ovo

A cuticula € uma pelicula proteica que cobre a superficie externa da casca
(Nascimento & Salle, 2003) formando uma barreira contra a invasdo patogénica e é
importante no processo respiratorio embrionario (Hunton, 2005) e cria uma barreira que inibe
a desidratacdo do ovo (Rose-Martel et al. 2012). Abaixo dessa, situa-se a casca mineralizada
do ovo, formada por carbonato de célcio (96,5%) e matriz organica (3,5%), sendo magnésio,
fosforo e outros oligoelementos (Nys et al., 2004) que possui diversos poros e duas
membranas da permitem a transferéncia de umidade e didxido do carbono do interior do ovo
para 0 meio externo e a entrada de oxigénio para o interior (Macari et al., 2013).A idade da
matriz influencia na qualidade da casca, uma vez que as matrizes velhas possuem qualidade
de casca inferior, isso porque 0 peso do ovo aumenta com a idade, porém a deposi¢do mineral
na casca ndo muda, tornando as cascas mais finas (Roland et al., 1979). Matrizes novas
apresentam ovos mais leves, com menor niimero de poros por cm?, maior percentual de casca
em relacdo ao peso do ovo, maior peso especifico, resisténcia e espessura da casca (Barbosa et
al., 2012). Com o avanco da idade da matriz, o ovo aumenta de tamanho, a unidade Haugh e

altura de albimen, qualidade interna e da casca diminuem (Carvalho et al., 2007). A espessura



da casca também diminui & medida que a idade da matriz aumenta, a qualidade da casca é
avaliada pela sua espessura e porcentagem de casca e pode ser afetada pela genética, idade e
fase de producdo das matrizes, intensidade de producdo e fatores externos como niveis
nutricionais (Ledvinka et al., 2011) e equilibrio na suplementacdo de célcio e fésforo das

matrizes (Venglovska et al., 2014).

2.1.2 Qualidade interna do ovo

O contetdo do ovo (Fig. 1.1) é utilizado pelo embrido para seu
desenvolvimento (Meijerhof, 2009). O albimen fornece agua, minerais e proteinas para o
embrido em desenvolvimento e o protege das infecgdes microbianas pela presenca de lisozima
que age sobre as paredes celulares das bactérias. A partir do 122 dia de incubacdo, o embrido
ingere o liquido amniotico contendo as proteinas do albimen, que sdo levadas para o trato
alimentar. Outra parte do albumen é absorvida pelo saco vitelino, aumentando a quantidade de
proteina na gema (Deeming, 2002). Durante a incubagdo, a composi¢do do ovo muda
consideravelmente devido a utilizacdo do albimen para o desenvolvimento embrionério e, ao
final da incubacdo, o albumen é reduzido a um estreito tubo, transformando-se em um

pequeno filamento que permanece ligado ao saco da gema (Macari et al., 2013).
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Figura 1.1 Estrutura do ovo
(Fonte: Mazzuco, 2008).

A gema é rica em lipidios e é fonte primaria de energia para o desenvolvimento
embrionario. Além disso, também é importante fonte proteica, sendo absorvida através da
membrana vascularizada do saco vitelino que transfere nutrientes para a corrente sanguinea

(Deeming, 2002). Sua composic¢do é de aproximadamente 50% de agua, 15% de proteina,



33% de gordura e menos de 1% de carboidratos (Noble & Cocchi, 1990), fatores como
linhagem, tamanho do ovo, condi¢des ambientais e a idade da ave podem influenciar na
proporcdo de componentes do ovo (Santos et al., 2009). A composicdo lipidica da gema é
majoritariamente de triacilglicerois, fosfolipidios e colesterol livre, em menor propor¢do
encontram-se os &cidos graxos livres. Sua fracdo lipidica é composta de acido oleico (em
maior quantidade) e dos &cidos palmitico e estedrico (juntos somam mais de um terco dos
acidos graxos) e também estdo presentes fracdes substanciais de acido linoleico e
araquidénico (Noble & Cocchi, 1990).

2.1.3 Saco vitelino

O saco vitelino € fonte priméria de lipidios para o inicio do desenvolvimento
dos tecidos embrionarios (Meijerhof, 2009) e do intestino delgado (Noy & Sklan, 1999), entre
outros 6rgdos. E absorvido pelo abdémen do embrido a partir dos 19 dias de incubagio e na
eclosdo, constitui aproximadamente 15% do peso corporal do pinto de um dia. O residuo do
saco vitelino fornece nutrientes ao recém-nascido durante os primeiros dias de vida (Mikec et
al., 2006; Meijerhof, 2009).

Cerca de 90% do total das necessidades energéticas do embrido durante a
incubacdo sdo atendidas atraves da oxidacao dos lipidios da gema (Noble & Cocchi, 1990) e a
eclosdo, o peso do pinto é uma combinacdo do peso corporal com o peso do residuo do saco
vitelino (Meijerhof, 2009). Além disso, pintos privados de alimento ap6s a eclosdo usam
aproximadamente 60% do residuo do saco vitelino nas primeiras 48h de vida (Noy & Sklan,
1999).

2.1.4 Acidos graxos do saco vitelino

Na gema, o colesterol predomina na forma livre é extensivamente esterificado
na membrana do saco vitelino, indicando a importancia desse processo na formacdo e
estabilidade das lipoproteinas liberadas na circulacdo (Noble & Cocchi, 1990). A alta
atividade da acil-CoA-colesterol aciltransferase (ACAT) junto a baixa atividade da hidrolase
dos ésteres de colesterol (colesterol esterase) e a atividade inibidora de proteinas do colesterol

esterase sdo fatores essenciais para conversdo do colesterol em ésteres de colesterol e sdo



determinantes na transferéncia das taxas de lipidios da gema para o embrido (Shand et al.,
1993).

Durante a incubacdo, espera-se que haja a diminuicao da concentracdo do acido
estearico com um aumento da concentracdo do acido oléico. A enzima A9-dessaturase é
responsavel por converter o &cido estearico em oléico (Noble & Cocchi, 1990), que é um dos
principais &cidos graxos presentes na gema durante esse periodo (Ding & Lilburn, 1996).
Sintetizado a partir do &cido linoléico, o &cido araquiddnico é essencial para o
desenvolvimento embrionario e o crescimento dos pintos (Speake & Wood, 2005). Entre os
dias 13 e 17 da incubacdo, a absor¢do de lipidios da gema é acompanhada por sua rapida
acumulacdo na membrana do saco vitelino que no 17° dia contém tantos lipidios quanto o
contetdo do saco vitelino (Figura 1.2). Pouco antes da eclosao, ha perda rapida na quantidade
dos lipidios da membrana. (Noble & Cocchi, 1990). Segundo Noble & Shand (1985), as
maiores fragOes lipidicas da membrana do saco vitelino e figado dos embrides entre 15 e 19
dias de incubacdo séo as de &cido esteérico, oléico, linoléico e araquidénico. Apos a eclosdo,
combustdo total dos acidos graxos produz glicose sem acumulo de corpos cetdnicos (Ohtsu et
al., 2003).
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Figura 1.2 Movimento relativo dos lipidios do saco vitelino aos embriGes de pintos via membrana do saco
vitelino. Pesos totais dos lipidios do conteldo total do saco vitelino, membrana do saco vitelino e tecidos

embrionarios durante a Gltima semana de incubacgdo (Adaptado de Noble & Cocchi, 1990).



2.1.5 Oxidagdo lipidica

A clivagem oxidativa de duplas ligacGes em &cidos insaturados produz aldeidos
e acidos caboxilicos de cadeia mais curta e, portanto, com maior volatilidade (Lehninger,
2002). A peroxidacdo dos lipideos resulta em decréscimos no seu valor energético (Bertechini
2012), modificacdo das caracteristicas fisico-quimicas, afeta 0 mecanismo de absor¢do das
vitaminas lipossoluveis, além de oxida-las. Quanto maior a insaturagdo, menor a estabilidade
a oxidacdo (Butolo, 2002) que é catalisada por radicais livres de oxigénio (Butolo, 2002). A
entrada de O, na cadeia carbénica insaturada dos &cidos graxos reduz a capacidade de receber
O, durante a oxidacdo (Bertechini, 2012). Devido ao oxigénio molecular ser pouco reativo,
esse processo ocorre somente em condigdes extremas como altas temperaturas e (ou) pressao
(Butolo, 2002).

Os ovos possuem protecdo quanto a oxidacao lipidica devido a presenca dos
tocoferois, carotendides e a fosfovitina e também a estrutura da gema que € composta por
lipoproteinas de muito baixa densidade (Oliveira & Oliveira, 2013). Longos periodos de
armazenamento favorecem o processo oxidativo dos ovos, principalmente em temperaturas
mais altas (Pereira, 2009).

Peroxidos sdo compostos intermedidrios da oxidacdo dos &cidos graxos
insaturados presentes nas gorduras e refere-se ao total de miliequivalentes de peroxidos/kg de
gordura (Bertechini, 2012). Durante o processo de formacdo, ha fixacdo de oxigénio sobre
uma dupla ligacdo, formando-se o peréxido, muito instavel, que se transforma em aldeido. As
modificacfes secundarias influenciam no peso molecular, sabor e odor. Formam-se reacoes
em cadeia que se propagam de molécula a molécula e todo novo peréxido formado libera
energia para que os outros se formem. E necessaria, portanto, pouca energia inicial para
provocar a rancificacdo que prossegue o processo (Andriguetto et al., 2002). O inicio da
peroxidacdo é lento com a entrada de OH™ (forma ativa do oxigénio), e a propagacao €é rapida
com a entrada de O, molecular (Bertechini, 2012). Segundo Gomes (2011), a quantidade de
perdxido ndo constitui um indice infalivel das caracteristicas de conservacdo, porém, indica
até que ponto a oxidagéo progrediu.

Os compostos secundarios sdo produzidos a partir dos primarios, inclusive o
malonaldeido (MDA), detectado através do teste de substancias reativas com o é&cido
tiobarbiturico, conhecido como TBARS. Este método baseia-se na reagdo de uma molécula de
MDA com duas de acido tiobarbitdrico (TBA), em meio &cido e sob altas temperaturas,



formando um complexo vermelho, determinado por absorcdo no visivel (532 nm) ou por
fluorescéncia (Lima & Abdalla, 2001). Porém, é importante estabelecer uma correlagdo entre
os valores de TBARS com outros métodos, pois 0 MDA ndo € o Unico produto de oxidagéo
dos lipidios que reage com o TBA quando o teor de MDA ¢ baixo, outros aldeidos nédo
provenientes do processo de degradacdo dos lipidios podem reagir com o TBA, os agUcares
interferem sinergicamente na formacdo de TBARS, aumentando valores de oxidagdo. Por
outro lado, 0 MDA pode ndo reagir com o0 TBA devido a sua complexacdo com proteinas,
aminas e outros compostos (Fellenberg & Speisky, 2006).

O indice de acidez também € importante na avaliacdo do estado de conservagdo
lipidica. Um processo de decomposicéo, seja por hidrolise, oxidacdo ou fermentacéo, altera a
concentracdo dos ions hidrogénio. A decomposicdo dos glicerideos é acelerada por
aquecimento e pela luz, sendo acompanhada pela formacao de acidos graxos livres (Instituto,
2008).

2.2 Armazenamento de ovos incubaveis

2.2.1 Condicdes ambientais ideais para 0 armazenamento, perda de peso do

ovo durante 0 armazenamento e zero fisioldgico

O tempo e a temperatura sdo fatores importantes que devem ser controlados
durante o periodo de armazenamento para a manutencdo da alta qualidade dos ovos (Jones et
al., 2002). A umidade relativa do ambiente de armazenamento abaixo de 50% diminui a
viabilidade embrionéria, pois ha excessiva perda de agua com alteracdo do pH interno e
rapida liquefacdo do albumen, assim, niveis 6timos estdo situados entre 75 a 90% (Macari et
al., 2013).

Ovos armazenados sob condicOes inadequadas perdem &gua do albumen para o
ambiente e para a gema com consequente comprometimento embrionario e de eclodibilidade
(Macari et al., 2013), o aumento no pH é responsavel por diminuir a acidez do albimen
(Romanoff & Romanoff, 1963) e é causado pela perda de CO, através dos poros da casca .
Quanto mais elevada a temperatura de armazenamento dos ovos, mais rapida é a sua perda
para o0 ambiente, ocasionando a liquefagdo do albumen (Karoui et al., 2006) e diminuicdo da
altura do albumen, devido as rea¢des quimicas envolvendo é&cido carboénico (H,CO3) que é

responsavel pelo sistema tampéao do albimen e apos dissociacdo forma agua e gas carbonico
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(Romanoff & Romanoff, 1963). Consequentemente, ocorre o aumento de gradiente de pressao
osmatica entre albumen e gema com a entrada de agua na gema, aumentando o Seu
alargamento e diminuindo a viscosidade o que libera e facilita a absor¢do de macromoléculas,
glicose e ions essenciais do vitelo para o blastoderma, porém o processo deve ocorrer de
maneira equilibrada, dentro de limites que dependem diretamente do tempo e temperatura de
armazenamento para que ndo haja prejuizos ao desenvolvimento embrionario (Macari et al.,
2013).

Santos et al. (2009) verificaram que a qualidade dos ovos ¢ alterada em funcao
da temperatura de conservacdo e periodo de armazenamento, pois 0s ovos mantidos em
temperatura de refrigeracdo apresentaram menor perda de peso e melhores indices de
percentagem de albumen, gravidade especifica e unidades Haugh quando comparados aos
ovos conservados em temperatura ambiente. Barbosa et al. (2008) relataram maior perda de
peso e também da qualidade interna nos ovos armazenados em temperatura ambiente mais
alta e umidade mais baixa. Véras et al. (1999) perceberam que o peso dos ovos e as unidades
Haugh eram modificados em funcao do tempo e do ambiente de armazenamento.

Fasenko et al. (2001) perceberam que ovos armazenados durante 4 e 14 dias
tiveram perda de peso durante o armazenamento de 0,15% e 1,20%. Reijrink et al. (2010)
verificaram que ovos de matrizes entre 41 e 50 semanas armazenados sob temperatura média
entre 16° e 18° C durante 4 dias perderam 0,53% menos peso durante 0 armazenamento
quando comparados com ovos armazenados por 14 dias (P<0,001). Meijerhof & Beek (1993)
notaram que longos periodos de armazenamento em baixas temperaturas, a perda de agua do
ovo é de 0,05% ao dia.

O zero fisioldgico é a interrupcdo do desenvolvimento do embrido através de
temperaturas baixas no armazenamento dos ovos (Fasenko, 2007). Antes da postura, 0
desenvolvimento embrionario inicia-se no oviduto, com temperatura corporal da galinha entre
40° e 41°C. Apobs a postura, a temperatura ideal para armazenamento de ovos é abaixo de
21°C, a fim de prevenir o crescimento bacteriano e paralisar o desenvolvimento do embrido,
também conhecido como zero fisiolégico. Durante o processo de incubacdo o

desenvolvimento é retomado em temperaturas proximas de 37,5°C (Fasenko, 2007).
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2.2.2 Relacdo da idade da matriz, peso do ovo, eclodibilidade, peso e
qualidade do pintinho

A qualidade do ovo declina a medida que a idade da matriz avanca, de forma
irreversivel, segundo Oliveira & Oliveira (2013). Ha diferenca no desenvolvimento inicial
entre embrides provenientes de reprodutoras novas e velhas, como também se esses passam
por armazenamento ou ndo. Ovos provenientes de reprodutoras mais velhas apresentam
desenvolvimento precoce com relagdo as mais jovens com qualidade comprometida,
principalmente com relacdo aos nutrientes da gema e sdo mais suscetiveis & contaminacéo
(Macari et al., 2013). Poedeiras jovens apresentam melhor qualidade de albimen quando
comparadas com aves mais velhas. A qualidade do albimen e a distancia entre o blastoderma
e a casca se mantém constantes durante periodos maiores em aves novas (Santos et al., 2009).

O armazenamento de ovos por um a dois dias a 16°C e 79% de UR ou 21°C e
63% de UR ndo alterou a mortalidade embrionaria em ovos de matrizes jovens, porém,
aumentou consideravelmente em ovos de matrizes velhas (Reis et al., 1997). Os autores
concluiram que os efeitos das condicdes e a duracdo do armazenamento sobre a mortalidade
embrionaria variam de acordo com a idade da matriz e que a taxa de mortalidade é menor em
ovos de matrizes mais velhas quando comparadas as mais jovens.

Willemsen et al. (2008) estudaram a relagéo entre idade e linhagem da matriz e
peso e qualidade dos ovos e dos pintos e observaram que os pintos de matrizes mais novas
eram mais leves do que as matrizes mais velhas. Os autores encontraram valores médios de
peso corporal do pinto recém-eclodidos de 43g para matrizes com 39 semanas da linhagem
Cobb® e 0 mesmo peso médio foi encontrado para essa faixa etaria em pintos de matrizes da
linhagem Ross®; 45,99 provenientes de matrizes com 42 semanas da linhagem Cobb® e
47,49 para matrizes com 53 semanas da linhagem Ross.

Barbosa et al. (2012) verificaram que a qualidade das cascas dos ovos de
matrizes velhas é inferior aos de matrizes mais novas, o que pode justificar maiores perdas de
peso dos ovos de matrizes mais velhas. Em seu estudo com matrizes Cobb® com 33 e 63
semanas verificaram que os ovos de matrizes com 33 semanas foram mais leves, e 0 nUmero
de poros por cm? foi menor que o de ovos das aves mais velhas. Ovos de aves com 63
semanas apresentaram menor percentual de casca em relacdo ao peso do ovo, menor peso

especifico e menor resisténcia e espessura da casca.
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2.2.3 Metabolismo dos &cidos graxos durante o processo de incubacdo e

influéncia do armazenamento

Mudancas no perfil de acidos graxos da gema durante a incubacgéo alteram o
perfil das lipoproteinas na circulacdo sanguinea (Latour et al., 1998). ModificacOes
quantitativas e qualitativas intensas ocorrem nas principais fracdes lipidicas de varios tecidos
dos embrides de pintos durante a ultima semana do desenvolvimento embrionario. A parcela
lipidica da gema é composta de 72% de triglicerideos e 22% de fosfolipidios que sé&o
metabolizados e absorvidos a partir dos 14 dias de incubacdo (Noble & Shand, 1985).

Latour et al. (2000) verificaram que durante a incubacdo, ha diminuicao
acentuada nos fosfolipidios com altas concentra¢Ges dos acidos graxos docosahexaendico e
estedrico, que causam o aumento da concentracdo dos acidos oléico e palmitico. Em
comparagdo com o contetdo da gema, a membrana do saco vitelino aumenta a concentragao
de &cido araquiddnico. Noble & Shand (1985) demonstraram que a enzima A 9-dessaturase
(conversora do &cido estearico (18:0) em oléico (18:1)) aumenta durante os estagios iniciais
da gema de forma especifica.

As células do saco vitelino possuem diversas enzimas capazes de alterar 0s
lipidios absorvidos para a circulagdo através de mecanismos de endocitose mediados por
receptores (Herman et al., 2000; Powell et al., 2004) e absorvem as lipoproteinas de densidade
muito baixa (VLDL) (Gonzales et al., 2013) via absor¢do direta e transporte da gema para o
intestino delgado.

O processo de B-oxidacdo dos &cidos graxos € a principal fonte energética e
nutricional do embrido (Speake et al. 1998), que absorve o conteudo lipidico da gema durante
a Ultima semana de incubacdo. Ocorrem mudancas no conteddo da membrana do saco
vitelino, que aumenta consideravelmente a quantidade de lipidios totais entre os dias 15 e 17
de incubagdo com queda entre 17 e 19 dias (Noble & Shand, 1985). No pés-eclosao, os acidos
graxos insaturados do saco vitelino sdo utilizados rapidamente durante os primeiros dias e no
figado, os acidos graxos poli-insaturados diminuem cerca de 40 vezes (Latour et al., 2000).

Alguns estudos sugerem gue quanto maior o tempo de armazenamento, maior
deve ser o tempo de incubacédo (Fasenko et al., 2001; Brand et al., 2010) ou seja, os embrides
necessitariam de mais horas dentro da incubadora para completar desenvolvimento, pois a
viabilidade do embrido é dependente do tempo de armazenamento dos ovos (Brand et al.,

2010). Reijrink et al. (2010) verificaram que pintos provenientes de ovos armazenados
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durante 4 dias eclodiram antes do que pintos provenientes de ovos armazenados durante 14
dias.

O crescimento inicial de embrides de ovos armazenados por longos periodos
pode ser afetado, assim como o desenvolvimento em si, que ocorre mais lentamente quando
comparado com ovos armazenados em curtos periodos (Fasenko, 2007). A nivel celular,
longos periodos de armazenamento influenciam no desenvolvimento e metabolismo do
embrido, pois induzem a morte celular resultando em alta mortalidade embrionaria e,
consequentemente, baixa eclodibilidade (Fasenko et al., 2001; Fasenko, 2007). Reijrink et al.
(2010) citam que o aumento da mortalidade celular durante o armazenamento, pode afetar a
viabilidade do embrido que, em determinado estagio da diferenciag&o celular, necessita de um
nimero minimo de células embrionarias viaveis para a continuidade do desenvolvimento
embrionario normal, caso contrario, ocorrera morte embrionaria nos primeiros dias de
incubacéo.

A fim de minimizar os danos causados por longos periodos de armazenamento
e reduzir a mortalidade embrionaria, pode-se aplicar a pré-incubacdo ou incubacdo pré-
estocagem, procedimento que consiste em um pré-aquecimento dos ovos acima do zero
fisiologico (37,8°C) anterior ao processo de armazenamento prolongado visando aumentar o
namero de células embrionarias viaveis (de 40.000 - 60.000 para cerca de 80.000), segundo
Tierzucht, (2011). Fasenko et al. (2001) verificaram aumento do ndmero de células
embrionarias viaveis, sem aumento significativo de necrose celular ou células apoptoticas,
com pouca ou nenhuma alteracdo do pH da gema e do albumen. Os mesmos autores citam que
os melhores resultados sdo encontrados com 12 horas de pré-incubacdo para ovos

armazenados durante 4 dias e 18 horas para armazenamento de 14 dias.

2.2.4 Armazenamento, mortalidade embrionaria e qualidade do pinto

No momento da oviposi¢do, 0s ovos contém alta concentracdo de CO, que
comeca a ser eliminado ap6s a postura, aumentando o pH do albumen de 7,6 para 8,5 - 9,0 em
decorréncia, principalmente, ao periodo de armazenamento dos ovos (Macari et al., 2013) e
acima de 7 dias, ha prejuizo a eclodibilidade (Brand et al., 2010) e a qualidade do pintinho,
além disso, a viabilidade do embrido é dependente do tempo de armazenamento dos ovos
(Brand et al., 2010). Ovos incubaveis sdo comumente armazenados antes da incubagdo

durante 3 a 7 dias (Fasenko et al., 2001), melhores indices de eclosdo ocorrem quando ovos
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sdo submetidos a periodos entre 2 e 5 dias de armazenamento (Macari et al., 2013). O periodo
de armazenamento minimo deve ser respeitado para que o embrido adapte-se ao ambiente do
0Vvo pds-postura.

Os parametros de avaliacdo da mortalidade embrionéria sdo padronizados para
que haja melhor avaliagdo dos indices de incubatorio. Segundo Fasenko (2007) a mortalidade
embrionaria pode ser avaliada em trés periodos distintos, entre 0 a 7 dias de incubacédo
(mortalidade inicial), 8 a 14 dias (mortalidade intermediaria) ou entre 15 a 21 dias de
incubacdo (mortalidade tardia).

Quanto mais tempo 0s ovos sdo armazenados, piores sdo os indices de
incubacéo, perde-se 1% de eclosdo para cada dia acima de 5 dias de armazenamento e 1,5%
apos o oitavo ao décimo dia (Cobb, 2013) além de uma correlacdo negativa entre periodo de
armazenamento e a altura do albdmen (Macari et al., 2013). Isso porque ocorre aumento da
mortalidade celular, assim, ao tentar reativar o processo de desenvolvimento através da
incubacdo, os embrides apresentam poucas células vidveis e capazes de sobreviver ao
processo, gerando aumento da mortalidade embrionaria inicial. Da mesma forma, aumenta a
mortalidade tardia que ocorre durante o Ultimo terco do periodo de incubacéo (Fasenko et al.,
2001).

Fasenko et al. (2001) avaliaram embrifes provenientes de ovos armazenados
durante periodos de 4 e 14 dias. A mortalidade embrionéria inicial e final aumentou com o
aumento do tempo de armazenamento. A mortalidade embrionaria aos 4 dias de
armazenamento foi de 10,3% e de 27,8% para ovos armazenados durante 14 dias, a
eclodibilidade foi de 89,7% e de 72,2%, respectivamente.

A qualidade do pinto recém-nascido é determinante para sua sobrevivéncia,
crescimento e salde, sendo os principais indicadores: peso corporal, tamanho e massa
corporal livre de gema (Willemsen et al., 2008). O primeiro parametro é importante na
perspectiva do peso final do frango (Sklan et al., 2003; Meijerhof, 2006). Nos incubat6rios
comerciais, 0s parametros fisicos de avaliagdo dos pintos séo utilizados para classificar os
pintos (Reijrink et al., 2010), mas outros parametros sdo importantes para avaliar a qualidade
do pintinho, como o peso corporal livre de gema (Sahan, 2014).

Os efeitos negativos do armazenamento prolongado na qualidade dos pintinhos
foram verificados por Tona et al. (2003) atraves de parametros fisicos de avaliagdo no dia do

nascimento, tais como aparéncia, atividade e qualidade do umbigo (Willemsen et al., 2008).



15

2.3 Acido linoléico conjugado (CLA) na producio de pintos de corte

2.3.1 Principais isémeros do acido linoléico (w6) e estrutura molecular dos cis-
9, trans-11 e trans-10, cis-12

O 4cido linoléico (18:2n-6) é um &cido graxo insaturado com 18 carbonos e
duas duplas ligacdes nos C9 e C12 nas posicdes cis/cis. O acido linoléico conjugado (CLA) é
uma mistura de isdbmeros geométricos e posicionais com ligagdes duplas situadas no A [9,11],
[10,12], [8,10], [7,9] e [11,13] (Kramer et al., 1998) encontrado principalmente na carne e
produtos lacteos de ruminantes (EFSA, 2016), como resultado do processo de
biohidrogenacdo enzimaética do &cido linoleico conduzido pelas bactérias ruminais desses
animais (Banni, 2002). As duplas ligagdes do CLA sdo conjugadas e separadas por uma

ligagéo simples (Fig.1.3).

9.t C18:2
HD/U\/\N\N\/\/\/ or

CLA (c9,t11)

J\AWAN t10,c12 €18:2
HO — or

CLA (t10,c12)

Figura 1.3 Estrutura do &cido linoléico e suas principais conjugacfes c9,t11
C18:2 e t10,c12 C18:2 (Fonte: EFSA, 2016).

2.3.2 Fontes de CLA

O CLA é encontrado principalmente em alimentos derivados de animais
ruminantes, sendo gerados, na maioria das vezes, a partir do acido linoléico dietético (EFSA,
2016). Na carne dos ruminantes e possivel encontrar 80-90% e 3-5% dos isdmeros cis-9,
trans-11 e trans-10, cis-12, respectivamente (Khanal & Dhiman, 2004). Também o nivel de
gordura da carne determina a concentracdo do CLA, uma vez que carnes ricas em gorduras
tém maiores concentracdes, cerca de 9,60-13,1 mg/g de gordura, enquanto a carne magra

apresenta 0,06-0,43 mg /g de gordura do isdbmero cis-9, trans-11 (Fogerty et al., 1988).
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Por outro lado, as carnes de animais ndo ruminantes contém concentragdes
mais baixas de CLA, sendo que carne de suinos e de frangos podem conter 0,9 e 0,6 mg /g de
gordura, respectivamente, e 0s 0leos de peixes contém concentracfes ainda mais baixas de
CLA (Chin et al., 1992).0s 06leos vegetais brutos podem conter quantidades muito baixas de
CLA, como o 6leo de canola, que contém 0,1 mg/g de gordura e o éleo de coco ou de girassol,
que contém 0,7 mg / g de gordura (Evans et al., 2002).

2.3.3. Caracteristicas e propriedades dos isdmeros de CLA

Algumas das propriedades bioldgicas mais importantes sdo atividade
anticancerigena, efeitos na reducdo da gordura corporal, atividade anti-aterogénica e aumento
da funcdo imunoldgica (Aydin & Cook, 2009).

Os isdmeros biologicamente relevantes sdo c9, t11 (C18:2) e t10, c12 (C18:2).
(EFSA, 2016; Aydin & Cook, 2009). O isémero cis-9, trans-11 demonstrou desenvolver
fatores de crescimento, enquanto o isémero trans-10, cis-12 desempenha papel no
metabolismo de gorduras, diminuindo a atividade da estearoil-CoA dessaturase inibindo o
processo de dessaturacdo dos &cidos graxos saturados, aumentando sua quantidade (Aydin &
Cook, 2009). E provavel que esta enzima também possa ser responsavel por modificar o
transporte de alguns nutrientes essenciais ao desenvolvimento embrionario no ovo (Leone et
al., 2009).

O CLA é um eficiente agente redutor de gordura corporal causando mudancas
metabdlicas pelo aumento do gasto de energia, reducdo de deposicdo de gordura corporal, a
estimulagdo do processo de apoptose em pré-adipdcitos ¢ um aumento na lipdlise e P-
oxidacdo no tecido muscular (Park & Pariza, 2007), além de afetar o metabolismo lipidico em
diversos tecidos, incluindo figado, musculo e tecido adiposo, de diferentes maneiras (Evans et
al., 2002).

2.3.4 CLA dietético na producdo de ovos incubaveis

O perfil de &cidos graxos das gemas esta diretamente relacionado com a

composigdo de &cidos graxos da dieta das matrizes, porem, os &cidos graxos saturados sdo

mais resistentes as manipulacfes dietéticas. Com a inclusdo do CLA, ocorre 0 aumento do
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dessaturase no figado (Suksombat et al., 2006), enzima responsavel pela dessaturagdo do A9-
cis em diversos acidos graxos insaturados (Cohen et al., 2002).0 acido linoléico (6mega 6) é
constituinte dos fosfolipidios e estéres de colesterol e sua principal funcéo bioldgica é atuar
como precursor das prostaglandinas (PGF2a) e tromboxanos. A PGF2a age na contracdo
uterina e, consequentemente, na expulsdo do ovo, facilita a oviposicdo ao relaxar a
musculatura vaginal das matrizes (Macari et al., 2002).

O consumo de racdo esta positivamente relacionado ao peso do ovo, ganho de
peso Vvivo e peso da gema, conforme citado por Suksombat et al. (2006) que verificaram que a
inclusdo de CLA diminuiu o consumo de racdo das matrizes e, consequentemente, a producédo
de ovos, uma vez que as galinhas suplementadas com 4, 2 e 1% de CLA produziram menos
ovos. A dieta com 4% de CLA produziu ovos mais leves, gemas menores e albumen mais
leve, mas com Unidades Haugh e espessura de cascas semelhantes. Jones et al. (2000)
relataram que a producdo de ovos diminuiu significativamente, mesmo em niveis baixos de
inclusdo de CLA na dieta como 0,5 e 1,0% .

A inclusdo do CLA nas dietas também pode afetar a composicdo de acidos
graxos nas gemas e causar prejuizos a sobrevivéncia embrionaria. Dietas de matrizes com
CLA aumentaram os niveis de CLA e acidos graxos saturados nas gemas e diminuiram 0s
niveis de acidos graxos monoinsaturados (Aydin & Cook, 2009). Os principais isdmeros de
CLA presentes na dieta foram transferidos para a fracdo lipidica de gema de formas distintas,
o0 isémero trans-10, cis-12 foi incorporado de forma menos eficiente em comparagdo com o
cis-9,trans-11 (Aydin & Cook, 2009). Kramer et al. (1998) sugerem que o isémero trans-10,
cis-12 pode ser metabolizado mais rapido ou absorvido seletivamente.

Aydin et al. (2001) verificaram a movimentacdo mineral (Ca, Mg, Fe, Na e Zn)
entre gema e albumen através dos gradientes de concentracdo em ovos de matrizes
suplementadas com CLA e armazenadas a 15° C durante 10 semanas, porém o mesmo néo foi
verificado no grupo sem CLA. Leone et al. (2009) ndo encontraram efeitos da adicéo de 0,5%
de CLA dietético sobre a eclodibilidade de ovos armazenados por 24 e 48h. Porém,
verificaram movimentagdo mineral entre a gema e o albimen de ovos armazenados por 48h.

Suksombat et al. (2006) suplementaram matrizes de Hisex Brown de 27
semanas de idade com niveis crescentes de CLA (0, 1, 2, 3, e 4%). O maior percentual de
suplementacdo reduziu o tamanho dos ovos, gema e albumen. Houve alteracdo na cor,
aumentou a quantidade de &cidos graxos saturados nas gemas, com diminui¢do dos acidos

graxos poli-insaturados e monoinsaturados, no entanto, houve aumento da quantidade do



18

CLA nas gemas. A composi¢do de acidos graxos na dieta afetou o perfil de &cidos graxos da
gema, mas a concentragdo dos isomeros do CLA nas gemas ndo foi proporcional ao

administrado nas dietas.

2.3.5 CLA dietético, embriogénese e mortalidade da progénie de matrizes

pesadas

Os efeitos da suplementacdo do CLA sobre a mortalidade embrionéria foram
avaliados por Aydin & Cook (2009) e Muma et al. (2006),que verificaram que a incluséo de
0,5% de CLA provocou 100% de mortalidade embrionaria em ovos férteis. No primeiro
estudo, a mortalidade embrionaria foi detectada aos 6 dias de incubacéo, ja no segundo, foi
detectada aos 11 dias apds o inicio da incubacdo. Leone et al. (2009) notaram que a partir dos
4 dias de fornecimento do CLA houve queda na eclodibilidade, esse também foi o prazo para
gue o CLA mudasse o perfil de &cidos graxos do ovo e, quanto mais tempo as galinhas foram
alimentadas com CLA, mais cedo os embrides morreram durante a incubacdo. Aydin et al.
(2001) mostraram que ap6s 3 dias do inicio da suplementacdo com CLA houve diminuicéo
das taxas de eclosdo e depois de 7 dias da suplementacdo de CLA houve a mortalidade de
100% dos ovos férteis.

A adicdo de 6leos ricos em acidos graxos poliinsaturados e monoinsaturados a
suplementacdo de CLA diminui os efeitos deletérios do CLA na eclodibilidade (Aydin et al.,
2001; Aydin & Cook, 2004, 2009; Muma et al., 2006). Aydin & Cook (2009) conseguiram
evitar os efeitos do CLA sobre a mortalidade embrionéria com a inclusdo do 6leo de canola
(rico em C18:3(n-3)), mesmo com maiores niveis de inclusdo de CLA (4,0 e 2,0%
respectivamente).A quantidade de CLA nos ovos aumentou 44 vezes quando comparados aos
ovos sem CLA, porém n&o houve efeito adverso sobre a mortalidade embrionaria, pois o 6leo
de canola reestabeleu a relagdo entre C18:0 e C18:1(n-9). Da mesma forma, Muma et al.
(2006) relatam aumento progressivo de eclodibilidade com inclusdo de 6leo de soja nas
dietas.

A mortalidade embrionaria observada nos ovos férteis de galinhas alimentadas
com CLA n&o parece estar associada aos diferentes niveis de CLA nas dietas ou gemas dos
0ovos, mas sim aos niveis mais elevados de acidos graxos saturados liberados pelo
metabolismo do CLA dietético e a razdo entre saturacdo/insaturacdo, uma vez que a taxa de

eclosdo aumenta com a inclusdo de uma fonte de &cidos graxos insaturada a dieta (Aydin,
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2000; Aydin & Cook, 2009; Leone et al., 2009). Para Leone et al. (2009), o CLA na nutri¢cdo
das matrizes diminuiu a eclodibilidade independente das condi¢cBes e periodos de
armazenamento de ovos. Aydin & Cook (2009) observaram que o CLA suplementado na
dieta materna nao é diretamente toxico para o desenvolvimento embrionario, mas causa
mortalidade embrionéria por alterar a composicao dos acidos graxos da gema dos ovos férteis.
Watkins et al. (2003) observaram que o CLA causou aumento dos niveis de &cidos graxos
saturados na membrana do saco vitelino, o que pode ter aumentado a permeabilidade da
membrana e, consequentemente, os indices de mortalidade, devido a inibicdo da A9-

dessaturase no figado dos embrides (Suksombat et al., 2006).

2.3.6 Peroxidacdo, capacidade antioxidante dos tecidos embrionarios dos

pintos e efeito antioxidante do CLA dietético

Os tecidos do embrido possuem alto grau de insaturacdo, quando comparados
ao conteudo lipidico da gema. Os &cidos graxos monoinsaturados sdo relativamente
resistentes a peroxidacéo, que aumenta com o aumento do nivel de insaturacéo. O cérebro do
embrido é rico em &cidos graxos poli-insaturados, principalmente os 20:4n-6 e 22:6n-3, em
contraste, o figado possui maior quantidade de monoinsaturados como 18:1n-9 e 18:2n-6 (Ko
etal., 2004).

A configuracdo lipidica cerebral unida as altas taxas metabdlicas e utilizacdo
de CO, geram grande risco a peroxidacdo lipidica, principalmente no inicio da incubacgdo e
recém-eclosdo, periodo em que o pintinho esta exposto ao O, atmosférico e também possui
alta taxa metabolica, podendo causar danos irreversiveis a funcdo cerebral. O sistema
antioxidante eficiente com a combinagdo a-tocoferol e acido ascorbico protege o embrido
contra a peroxidacao de forma eficiente (Surai et al., 1996).

Ko et al. (2004) avaliaram a peroxidacdo lipidica dos tecidos de frangos
suplementados com CLA até a idade de abate, aos 35 dias, alimentados com dieta sem CLA,
ou com suplementacdo de 1,5% CLA ou com suplementacdo de 0,75% de CLA e 0,75% de
0leo de soja, a fim de determinar como a dieta com CLA poderia afetar a habilidade
antioxidante do intestino delgado e figado dos frangos. Néo foi verificada diferenca nos niveis
de malonaldeido (através da metodologia de TBARS) nos microssomos dos intestinos nem no

figado, ou seja, ndo houve atividade antioxidante.
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Kim et al. (2005), em estudo realizado com ratos suplementados com 1,5% de
CLA, encontraram redugdo na concentragdo hepatica de TBARS, e também na atividade das
enzimas antioxidantes glutationa peroxidase e superdxido dismutase, comprovando a
atividade antioxidante dos isdmeros. O CLA dietético induziu o aumento de acidos graxos
saturados e a diminuigdo dos poli-insaturados nos tecidos de aves (Leone et al., 2009; Audyn
& Cook, 2009), o que pode ter levado a diminui¢do da formagdo dos produtos de peroxidacao
lipidica, como o malonaldeido (Joo et al., 2002) que sdo menos suscetiveis que o acido
linoléico (Santos-Zago et al., 2006).

No estudo de Ko et al. (2004), a dieta com 1,5% de CLA néo afetou a atividade
especifica das enzimas superperéxido dismutase, glutationa peroxidase e a glutationa S
transferase, porém um aumento significativo na atividade especifica da catalase foi observada
nas aves, além de uma alteracdo no metabolismo lipidico, diminuindo o conteddo lipidico
hepético. Este ultimo foi, em parte, responsavel pelo metabolismo antioxidante, uma vez que
afetou a atividade da catalase, pode ter induzido ao aumento do gasto energético na oxidacao
lipidica e reducdo da gordura da carcaca, o que explica a reducdo lipidica do figado, porém,
ndo foi capaz de alterar a atividade das outras enzimas antioxidantes.

A resposta do CLA como antioxidante do sistema de defesa dos tecidos é
controversa. Alguns autores (Du et al.,2001; Joo et al., 2002) citam que CLA reduziu a
peroxidacao lipidica e preservou a cor das carcacas de frangos e suinos. Porém, a capacidade
antioxidante muda de acordo com a dieta basal, a composicdo do CLA e a espécie (Stangle,
2000). A capacidade do CLA de diminuir a peroxidacao lipidica pode ser associada a sua
capacidade de afetar o sistema de defesa antioxidante (Ko et al., 2004). Leung & Liu (2000)
relataram que o isdomero t-10, c-12 mostrou maior capacidade de eliminagéo de radicais livres
com propriedades antioxidantes e o c-9, t-11 pro-oxidantes, o que explica a sua atividade

anticancerigena (Basu et al., 2000; Kilian et al., 2002).

2.3.7 Metabolismo e efeitos do CLA dietético nas matrizes pesadas e na

progénie

Sabe-se que os &cidos graxos insaturados do saco vitelino e do figado sdo
utilizados rapidamente durante os primeiros dias pds-eclosdo (Latour et al., 2000). Em estudo
realizado por Latour et al. (2000) verificaram que a suplementagédo com CLA provocou pouca

mudanca no peso do saco vitelino até dois dias de idade devido ao sistema de remocdo dos
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lipidios do saco vitelino ser prejudicado pela modificacdo na A9-dessaturase, gerando sacos
vitelinos menores ao nascimento, porém, o grupo sem CLA adaptou-se rapidamente até seis
dias de idade.

Suksombat et al. (2007) através da suplementacdo de 1,5% de CLA para
matrizes pesadas, notaram menor consumo de racdo didrio, sem perda de peso corporal,
porém, houve diminuicdo do peso dos ovos e dos pintos, além de maior peso de figado ao
nascimento. Latour et al. (2000) notaram que pds quatro meses de suplementacdo com CLA
(1g de CLA a cada 2 dias), as matrizes exibiram aumento do peso corporal e do tamanho do
ovo, porém ndo houve diferenca no consumo alimentar. N&o foram observados aumentos da
mortalidade embrionéria e nem do peso do pinto aos seis dias de idade, porém os pintos
provenientes de matrizes que consumiram CLA apresentaram aumento dos acidos graxos
18:3n-3 e 22:1n-9 e diminuicdo dos 20:3n-6 e 22:5n-3 no figado. Nas gemas, o 18:0 foi maior

do que no grupo sem CLA.
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RESUMO

INCLUSAO DO CLA NA DIETA DE MATRIZES DE CORTE E TEMPOS DE
ARMAZENAMENTO DE OVOS INCUBAVEIS SOBRE O RENDIMENTO DA
INCUBACAO E QUALIDADE DA PROGENIE

DISCENTE: PRISCILA SOARES SILVERIO!

ORIENTADORA: Prof®. Dr2. ALINE MONDINI CALIL RACANICCI!
lUniversidade de Brasilia— UNB

Foi conduzido um experimento a fim de avaliar o efeito da inclusdo dos isdmeros cis-9, trans-
11 e trans-10, cis-12 de acido linoléico conjugado (CLA) na dieta de matrizes pesadas e do
armazenamento dos ovos incubaveis durante trés, seis e nove dias na sala de ovos do
incubatorio. Os tratamentos foram definidos pelas dietas (com incluséo de 0,023% de CLA ou
sem CLA) oferecidas para um total de 22.000 matrizes pesadas da linhagem Cobb® em fase
de postura com idades entre 58 e 60 semanas e 0s tempos de armazenamento (trés, seis e nove
dias). Foram utilizados 6.912 ovos distribuidos em um delineamento inteiramente casualisado
em um esquema fatorial 2x3 (com ou sem incluséo de CLA nas dietas das matrizes x 3
periodos de armazenamento). Foram amostrados 30 ovos por tratamento Para a avaliacdo dos
parametros fisicos de qualidade como: peso, altura, porcentagem, pH de gema e albumen,

proporcdo gema:albumen, didmetro e indice de gema, Unidade Haugh, peso, espessura e
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porcentagem de cascas, composi¢cdo centesimal e oxidacdo dos lipidios da gema usando
TBARS (substéncias reativas ao acido tiobarbitdrico), indice de peroxidos e acidez. Os dados
obtidos foram analisados adotando um modelo misto, com efeito fixo para os tratamentos e
aleatdrios para os periodos de armazenamento e as medias foram comparadas pelo teste de
Tukey com significancia de 5%. Na primeira fase foi observado que a progressao dos tempos
de armazenamento afetou negativamente (P<0.05) a qualidade fisica e a composicdo
centesimal dos ovos incubaveis, porém a inclusdo do CLA na dieta das matrizes minimizou

esses efeitos, especialmente em ovos armazenados durante nove dias.

Palavras-chave: CLA, armazenamento, qualidade dos ovos incubaveis, qualidade fisica de

ovos incubaveis; composicdo centesimal de ovos incubaveis.
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ABSTRACT

INCLUSION OF CLAIN BROILER BREEDERS HENS FED DIET AND TIMES OF
HATCHING EGGS STORAGE ON INCUBATION YIELD AND QUALITY OF
PROGENY

GRADUATE STUDENT: PRISCILA SOARES SILVERIO"

ADVISOR: PhD. Dr2. ALINE MONDINI CALIL RACANICCI*
'University of Brasilia— UNB

An experiment were conducted to evaluate the effect of the inclusion of cis-9, trans-11 and
trans-10, cis-12 conjugated linoleic acid isomers (CLA) in the diet of broiler breeders and
storage of hatching eggs during three, six and nine days in the hatchery egg room. The
treatments were defined by breeders diets (with the inclusion of 0,023% CLA or without
CLA) offered total of 22.000 broiler breeders Cobb® 58 and 60 weeks old during laying
phase and the storage periods (three, six nine days). Were used 6.912 eggs were distributed
for each storage period at the eggs room in a completely randomized in a 2x3 factorial (with
or without the inclusion of CLA in the diets x 3 storage periods) 30 eggs per treatment were
used to perform physical parameters of egg quality such as weight, height, percentage, pH

yolk and albumen, yolk ratio: albumen, diameter and yolk index, Haugh unit, weight,
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thickness and percentage of eggshell, chemical composition and oxidation yolk lipids using
TBARS (thiobarbituric acid reactive substances), peroxide value and acidity. Data were
analyzed using a mixed model with fixed effects for treatment and random to storage periods
and the averages were compared by Tukey test (5% significance). In the first phase it was
observed that the progression of storage time negatively affected (P<0.05) the physical quality
and chemical composition of hatching eggs, as expected, however, the dietary CLA
minimized these effects, particularly for nine days of storage. In the second phase it was
observed that longer storage periods damaged the parameters of hatchability and quality of the
chicks, however, dietary CLA showed positive effects on eggs stored for nine days, and
reduced oxidative damage to lipids during the storage process.

Keywords: CLA, storage, quality of hatching eggs, physical quality of hatching eggs;
proximate composition of hatching eggs.
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1 INTRODUCAO

O aumento do periodo de armazenamento, independente da temperatura de
conservacao, altera a qualidade dos ovos, ocasionando sua perda de peso e redugdes na
gravidade especifica, nas unidades Haugh (Santos, 2009), através da perda de CO, pelos
poros da casca dos ovos armazenados, aumenta o pH, causa a liquefacdo do albumen denso
(Karoui et al., 2006) e consequentemente, reduz a altura do albdmen que € causada pela
proteodlise da ovomucina, pela clivagem das pontes de dissulfitos e pelas interagdes entre o e
B ovomucinas (Stevens, 1996), devido as as rea¢es quimicas envolvendo &cido carbonico
(H2CO3) que possui acdo tamponante sobre o albimen (Romanoff & Romanoff, 1963).

Quanto mais tempo 0s ovos sdo armazenados, piores sdo 0s indices de
incubagdo (Cobb, 2013), aumenta a mortalidade embrionaria tardia que ocorre durante o
ultimo terco do periodo de incubacao (Fasenko et al., 2001) e também afeta a qualidade dos
pintinhos (Tona et al., 2003)

O CLA dietético possui propriedade antioxidante (Stangle, 2000; Du et al.,
2001; Joo et al., 2002; Ko et al., 2004) e pode ser uma alternativa para ovos que necessitem
passar por armazenamento prolongado, porém o perfil de acidos graxos da gema é facilmente
alterado pela quantidade e tipo de gorduras incluidas na dieta das matrizes (Noble & Cocchi,
1990; Latour et al., 1998).

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da adicdo do &cido linoléico
conjugado (CLA) nas dietas de matrizes pesadas e do tempo de armazenamento refrigerado na
sala de ovos nos aspectos relacionados & qualidade fisica e composic¢do centesimal do ovo

incubavel.
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4 MATERIAL E METODOS

O protocolo experimental foi previamente aprovado pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais da Universidade de Brasilia (CEUA-UnB) sob o ndmero UnBDoc
62528/2015, de acordo com os Principios Eticos Para 0 Uso de Animais Experimentais da
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL/COBEA).

4.1 Local e periodo de coleta dos ovos

Os experimentos foram realizados em granjas de matrizes e em incubatorio
comercial localizado na regido do Recanto das Emas, Distrito Federal, no periodo de 20 de
abril a 19 de maio de 2015.

As primeiras coletas de ovos ocorreram em 20 de abril de 2015 seguidas pelas
datas de 23 e 26 de abril de 2015 e corresponderam, respectivamente, aos ovos armazenados

por nove, seis e trés dias.

4.2 Manejo nutricional

Foram utilizadas 22.000 matrizes pesadas da linhagem Cobb® em fase de
postura com idades entre 58 e 60 semanas, sendo distribuidas igualmente entre os dois
tratamentos (com CLA e sem CLA) em dois galpdes distintos. As matrizes receberam ragéo
(Tabela 2.1) a vontade formulada de acordo com as recomendacdes de Rostagno et al. (2011)
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e suplementadas ou ndo com 0,0235% de &cido linoléico conjugado (CLA), o que
correspondeu a inclusdo de 0,042% do produto comercial Lutalin®. O produto comercial é
composto de 56% de metil ésteres de CLA (C18:2), 28% do isémero cis-9, trans-11 e 28% do
isbmero trans-10, cis-12, segundo informacdes do fabricante (BASF). O nivel de incluséo do
CLA foi assim determinado com o intuito de evitar os efeitos deletérios do CLA sobre a
mortalidade embrionaria relatados anteriormente (Muma et al., 2006; Aydin & Cook, 2009).
O fornecimento das racdes experimentais teve inicio 21 dias antes da primeira

coleta de ovos, em 29 de marc¢o de 2015 a fim de garantir a incorporacéo do CLA aos ovos.

Tabela 2.1 Composicéo percentual e calculada das ragdes experimentais

Sem CLA Com CLA

Ingredientes %

Milho 7,88% PB 68,179 68,128
Farelo de soja 45,5% PB 17,416 17,425
Calcério 38% 7,876 7,876
Caulim 4,000 4,000
Farinha de carne e 0ssos 43% PB 1,500 1,500
Sal comum 0,223 0,223
Fosfato bicélcico 0,200 0,200
Bicarbonato de Sddio 0,150 0,150
Suplemento mineral* 0,150 0,150
Suplemento vitaminico? 0,100 0,100
Colina 60% 0,082 0,082
DL-metionina 88% 0,080 0,080
L-Treonina 98% 0,030 0,030
Antioxidantes 0,016 0,016
CLA* - 0,042
Enzima® 0,003 0,003

Composicéo calculada

Energia metabolizavel (Kcal/kg) 2736 2734
Proteina bruta (%) 13,90 13,90
Lisina digestivel (%) 0,60 0,60
Metionina + cistina (%) 0,47 0,46
Treonina digestivel (%) 0,50 0,50
Calcio (%) 3,29 3,29
Faésforo disponivel (%) 0,20 0,20
Saédio (%) 0,34 0,34

Suplemento mineral - niveis de garantia por quilograma de produto: Manganés 80.000 mg, Zinco 70.000 mg,
Ferro 40.000 mg, Cobre 8.000 mg, lodo 1.000 mg.’Suplemento vitaminico - niveis de garantia por quilograma
do produto: vitamina E 110.000 mg, vitamina A 14.000 Ul, vitamina D3 3.000 Ul, vitamina K3 6.000 mg,
vitamina B1 3.000 mg, vitamina B2 12.000 mg, vitamina B6 6.000 mg, vitamina B12 30 mg, niacina 60.000 mg,
4cido pantoténico 20.000 mg, 4cido félico 4.000 mg, biotina 300 mg. *Etoxiquim 66,6%, BHA 99% e Acido
citrico 99,5%; “CLA (Lutalin®); *Enzima fitase (Natuphos® 10.000).
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4.3 Tratamentos experimentais

Os ovos incubaveis com ou sem incluséo de CLA foram também submetidos a
diferentes tempos de armazenamento na sala de ovos do incubatdrio, conforme abaixo:

o Ovos de matrizes alimentadas com racdo suplementada com CLA e
armazenados por trés dias;

. Ovos de matrizes alimentadas com racdo controle (sem suplementagéo
de CLA) e armazenados por trés dias;

o Ovos de matrizes alimentadas com racdo suplementada com CLA e
armazenados por seis dias;

. Ovos de matrizes alimentadas com racdo controle (sem suplementagédo
de CLA) e armazenados por seis dias;

. Ovos de matrizes alimentadas com racdo suplementada com CLA e
armazenados por nove dias;

. Ovos de matrizes alimentadas com racdo controle (sem suplementacéo

de CLA) e armazenados por nove dias.

4.4 Classificagdo e armazenamento dos ovos incubaveis

Os ovos provenientes das granjas de matrizes coletados nas datas informadas
no item 4.1 foram separados conforme os tratamentos nutricionais (inclusdo ou ndo de CLA) e
classificados por faixa de peso, de acordo com a programacdo das maquinas classificadoras de
0vos em uso no incubatério comercial e somente os ovos do tipo C (63 a 72g) foram
utilizados, a fim de eliminar o efeito do peso do ovo sobre as condi¢Bes de eclosdo. Apds a
classificacdo, 1.152 ovos por tratamento foram distribuidos em 12 bandejas (repeticdes) com
96 ovos cada, totalizando 6.912 ovos, que foram armazenados na sala de ovos sob condi¢fes
ambientais de temperatura média de 19 a 21° C e umidade relativa média de 76%. A
classificagdo e o armazenamento foram feitos de forma regressiva, ou seja, iniciando pelo
periodo mais longo (9 dias) e terminando com o mais curto (3 dias), para que todos 0s ovos
fossem incubados no mesmo dia e na mesma maquina, mantendo, portanto, as mesmas

condigdes de incubagéo.
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Fig. 2.1 Esquema das bandejas armazenadas na sala de ovos
Fig. 2.2 Identificacdo das bandejas e ovos

4.5 Qualidade dos ovos incubaveis armazenados em diferentes periodos com
ou sem CLA

4.5.1 Anélises fisicas da qualidade dos ovos

Apds os tempos de armazenamento pré-determinados (9, 6 e 3) na sala de ovos,
uma amostra de 30 ovos de cada tratamento (cada ovo foi considerado uma repeticéo)foi
recolhida apds classificacdo dos ovos por faixa de peso. Assim, em cada dia de coleta, 60
ovos foram transportados até o Laboratério de Nutricdo Animal da Fazenda Agua Limpa-UnB
para as avalia¢des da qualidade fisica, que foram efetuadas apos a coleta.

Inicialmente, os ovos foram pesados individualmente utilizando-se uma
balanca marca GEHAKA (modelo BK3000) com precisdo de 0,01g e, posteriormente, foram
abertos sobre tabuas de vidro para avaliacdo da altura do albumen e da gema utilizando
micrémetro tripé.

Foram avaliados: altura do albimen (AA), altura (AG) e diametro de gema
(DG), pH de gema e albumen (pH), peso de gema (PG) e de casca (PC), espessura de casca
(EC) para o célculo de indice de gema (IG) e para o célculo da unidade Haugh, utilizando a
formula; UH = 100 Log (h — 1.7 p®*" + 7,6), sendo h a altura do alblimen (mm) e p o peso do
ovo (g) (BRANT & SHRADER, 1958). As gemas foram separadas manualmente e pesadas
individualmente. O peso do albumen (PA) foi calculado através da formula: peso do ovo —
(peso da gema + peso da casca). Para o indice de gema, a formula utilizada foi: 1G = h/d,
sendo h = altura da gema (mm) e d = didmetro da gema (mm),segundo Funk (1973). Os
percentuais de casca (C%), gema (G%) e albumen (A%) foram calculados a partir dos seus

respectivos pesos, divididos pelo peso do ovo e multiplicados por 100.
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Ap0s andlises fisicas, foram recolhidos separadamente “pools” de cinco gemas
e de cinco claras (repeti¢cbes) por tratamento, totalizando 6 repeticOes por tratamento, que

foram congelados, liofilizados e utilizados para analises posteriores.

Fig 2.3 “Pools” de gemas e albumen, avaliagdes de altura de
albdmen, altura de gema e didmetro de gema, da esquerda
para a direita, respectivamente.

4.5.2 Espessura e peso da casca (EC)

Apbs a higienizagdo e remogdo da membrana testacea, as cascas foram
dispostas em bandejas para secagem em temperatura ambiente durante uma semana. As
afericbes de espessura de casca foram realizadas em triplicata na por¢éo equatorial das cascas
dos ovos (Oliveira & Oliveira, 2013) com micrémetro digital marca Vonder (modelo IP 65) e
a pesagem foi feita em balanca de precisdo da marca OHAUS (modelo Adventurer).

Fig 2.4 Micrdmetro digital
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4.5.3 pH da gema e albimen (pH)

A afericdo do pH do albumen e da gema foi realizada em triplicata em cada
“pool” de amostras, totalizando de 18 leituras por tratamento, utilizando um pHmetro digital
portatil da marca texto (modelo T 205) (Fig. 2.5).

Fig 2.5 pHmetro digital

4.6 Composicao centesimal

4.6.1 Determinacdo de umidade

A determinagdo de umidade foi realizada nos “pools” de gemas (UG) e
albumen frescos (UA) conservados em geladeira e mantidos em temperatura ambiente até a
estabilizacdo antes das pesagens, totalizando seis repeticdes por tratamento. A metodologia
utilizada foi conforme AOAC (1995) em estufa a temperatura de 105°C até peso constante. A

equacdo utilizada para calculo foi: Umidade = 100% - % Matéria Seca

4.6.2 Determinacdo da proteina bruta (PBG) (PBA)

A determinacdo de proteina bruta foi realizada em trés repeticdes por
tratamento nas amostras de gema e albumen, através do método de Micro-Kjeldahl, conforme
AOAC (1995).
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4.6.3 Determinagdo do extrato etéreo das gemas (EEG)

O extrato etéreo das gemas foi determinado em trés repeticdes por tratamento

nas amostras de gemas liofilizadas e moidas, segundo AOAC (1990).

4.6.4 Determinacdo da matéria mineral (MMG) e (MMA)

A determinagdo da matéria mineral foi feita em duplicata, totalizando
6repeticbes por tratamento. As amostras de albumen foram submetidas a estufa durante 6
horas para pré-secagem e posteriormente a mufla (Gomes, 2011). As amostras de gemas
liofilizadas e moidas foram submetidas a combustdo total em mufla (600°) para combustdo
total da matéria orgéanica, segundo a metodologia da AOAC (1990). A equacéo utilizada para
calculo foi: RMF = C/A*100, sendo RMF o residuo mineral fixo, C 0 peso da cinza (g) e A0

pesa da amostra (g).

4.7 Anélise de oxidacdo lipidica

Para avaliar de uma forma abrangente a oxidacdo lipidica das gemas foram
realizadas trés tipos de analises nos ovos durante o armazenamento: indice de acidez, indice
de perdxidos e TBARS.

4.7.1 indice de acidez (1A)

As analises de acidez das gemas foram realizadas na porc¢éo lipidica obtida do
“pool” das gemas liofilizadas ap6s a extracdo com solvente a frio pelo método Bligh-Dyer
adaptado por Folchem duplicata totalizando 12 andlises por tratamento (a cada “pool” de

gemas) em duplicatas totalizando 12 avaliagGes por tratamento.
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4.7.2 indice de peroxidos (IP)

E um indicador de oxidagio do dleo ou gordura (Gomes, 2011; Bertechini,
2012), sendo expresso em miliequivalentes de peroxidos/kg de gordura As andlises foram
realizadas de acordo com metodologia de per6xidos para farinhas (Instituto Adolfo Lutz, 2008
e SINDIRACOES, 2013) em gemas liofilizadas com seis repeticdes por tratamento.

Figura 2.6 Amostras de gemas liofilizadas Figura 2.7 Andlise
para analise de peroxidos de perdxidos

4.7.3 Substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS)

A avaliacdo da oxidacdo lipidica foi feita através quantificacdo dos compostos
secundérios pelo método de TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbitdrico) descrito por
Vyncke (1970 e 1975) e modificado por Sorensen & Jorsensen (1996). As andlises foram
realizadas nos “pools” de gemas dos ovos (TBARSG) armazenados durante diferentes tempos
na sala de ovos (3, 6 e 9 dias) em seis repeti¢cdes/tratamento.

A separacdo das amostras de ovos ocorreu imediatamente apos a realizacao das
analises fisicas. As gemas foram coletadas em tubos tipo falcon e adicionados 15 ml da
solucdo de acido tricloroacético (TCA 7,5%), contendo 0,1% de 4&cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) e 0,1% de propilgalato (PG) preparada em agua mili-Q. e
imediatamente levadas a geladeira até a realizacdo das andlises, que ocorreram 24 horas apds
a coleta devido a grande quantidade de analises realizadas nos dias de coleta de ovos.

Apos filtracdo, foram pipetados 5mlem tubos de ensaio e adicionados de 5mL
da solucdo de TBA (2-thiobarbituric acid), levados a banho-maria (100°C durante 40
min).Apos resfriamento em banho frio foi realizada a leitura da absorbancia em 532 e 600nm
usando espectrofotobmetro marca GEHAKA, modelo UV 340G. E Os resultados foram
expressos em pumol de malonaldeidos (MDA)/kg de amostra usando uma curva padréao feita
com 1,1,3,3-tetraetoxipropano (y = 0,0804x + 0,0077; R? = 0,9999).
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4.8 Delineamento experimental e analise estatistica

Os ovos foram distribuidos em blocos ao acaso, sendo considerado o bloco a
posicdo das bandejas de ovos nos carrinhos dentro da sala de ovos, em um esquema fatorial
2x3 (com ou sem inclusdo de CLA nas dietas das matrizes x 3 periodos de armazenamento -
3, 6 e 9 dias).

Para as avaliagbes fisicas dos ovos, foram utilizados 30 ovos de cada
tratamento. As analises de umidade e matéria mineral foram realizadas em 6 repeticdes por
tratamento, todavia, a proteina bruta e extrato etéreo foram realizadas em 3 repeticdes por
tratamento.

Os dados obtidos foram comparados adotando um modelo misto, com efeito
fixo para os tratamentos e aleatorios para 0s periodos de armazenamento, utilizando-se o
procedimento PROC MIXED do software Statistical Analisys Sistem (SAS 9.3®). As médias

foram comparadas pelo teste de Tukey com significancia de 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Qualidade dos ovos incubaveis armazenados em diferentes periodos com

ou sem inclusdo de CLA

5.1.1 Andlises fisicas da qualidade dos ovos

Na avaliacdo geral da qualidade da gema, o peso das gemas (PG) nao foi
afetado pela adicdo de CLA nem pelo armazenamento na sala de ovos, assim como néo
apresentou interacdo entre os fatores principais (Tabela 2.2), bem como encontrado por Scott
& Silversides (2000).

N&o houve efeito da inclusdo de CLA para altura de gema (AG), bem como
interacdo entre os fatores principais. No entanto, AG foi afetada pelos tempos de
armazenamento de maneira decrescente, assim como descrito anteriormente por Macari et al.
(2013) e Oliveira & Oliveira (2013).

O indice de gema (IG) foi preservado com a adigdo do CLA, porém os tempos
de armazenamento interferiram negativamente nesse parametro que diminui a medida que
aumentou o tempo de armazenamento, conforme observado por Souza et al. (2013). Saldanha
(2008) encontrou valores de I1G de 0,42; 0,40 e 0,38 para ovos armazenados por 3, 7 e 14 dias.
Segundo Oliveira & Oliveira (2013) o parametro de qualidade de indice de gema esta entre
0,39 e 0,45.
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A adicdo de CLA né&o afetou a porcentagem de gema (G%), somente o tempo
de armazenamento, sendo que os valores medios de G% aumentaram a medida que aumentou
0 tempo de armazenamento. Esse fato pode ser explicado pela diminuicdo do peso do
albumen com o aumento dos tempos de armazenamento, uma vez que o PG néo foi afetado
pelos tratamentos. Segundo Macari et al. (2013), a diferenca de pressdo osmoética €
responsavel pela movimentacdo de agua do albumen para a gema durante o armazenamento,
assim, a porcentagem de gema aumenta e a de albimen reduz, ocorrendo o alargamento da
gema e a diminuicdo da sua viscosidade. Shang et al. (2004) verificaram que o percentual de
gema diminuiu conforme aumentou o CLA dietético. Contudo, o nivel utilizado neste estudo
(0,023% de CLA), pode ter contribuido para os resultados encontrados. Santos et al. (2009)
verificaram que o periodo de armazenamento alterou a qualidade dos ovos em relacdo aos
parametros perda de peso, percentagens de gema e clara, gravidade especifica e unidades
Haugh.

A proporcéo de gema:albumen (PGA) néo foi afetada pela adi¢do de CLA, mas
aumentou com a progressdo do armazenamento, o que é resultado da reducdo do peso do
albumen (Tabela 2.4) ao armazenamento, uma vez que 0 peso da gema ndo variou com 0S
tratamentos.

O pH das gemas ndo diferiu com a inclusdo do CLA, mas o armazenamento
provocou aumento nos valores médios encontrados, conforme verificado por Ganeco et al.
(2012), que avaliaram ovos armazenados durante 14, 28, 42 e 56 dias em condi¢cbes
refrigeradas. O pH das gemas nao sofreu alteracdo, nem mesmo nos maiores periodos de
armazenamento, com valores de 6,33; 6,49; 6,42 e 6,39 respectivamente. Segundo Macari et
al. (2013), com o aumento do tempo de armazenamento ha o aumento do pH e perda de CO,
gue provocam a diminuicdo da altura do albumen, necessario para atender as altas demandas
de captacdo de O, pelo embrido, com transmissdo de agua para as gemas devido ao gradiente
de pressdo osmotica. Essa diminuicdo da altura do albumen, e consequentemente da UH, é
ocasionada pela sua liquefacdo (Karoui et al., 2006) causada pelas reacbes com o acido
carbénico (H,CO3), que tem acdo tamponante sobre o albumen e dissocia-se em agua e gas
carbonico quando em condicdo de armazenamento dos ovos (Romanoff & Romanoff, 1963),
essa modificagdes podem ser associadas as enzimas presentes no albimen que hidrolisam as
cadeias de aminoacidos durante o armazenamento e liberam &dgua das moléculas de proteinas
(Oliveira & Oliveira, 2013). Todas essas alteracfes séo sinais da perda de qualidade dos ovos
(Karoui et al., 2006).
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Tabela 2.2 Valores médios do peso (PG, g), diametro (DG, mm), altura (AG, mm), indice
(IG) e porcentagem (G%) de gema, propor¢do gema:albimen (PGA) e pH de gemas
provenientes de ovos armazenados durante 3, 6 e 9 dias com e sem inclusdo de CLA

Tratamentos PG DG AG NG ’G% *PGA pH
C/CLA 22,04 45,66 18,81 0,41 32,34 54,75 5,74
S/ CLA 21,65 46,11 18,46  0,40° 31,81 53,45 5,75

Arm3 21,71 4480  19,90" 044"  3153%® 5262° 572°

Armé 21,96 46,08  18,86° 041® 31,99 5364°® 575%

Arm9 21,87 46,78  17,16° 0737 32,70 56,03* 578"
Valor de P

CLA 0,0949  0,0134 0,0829 10,0151 0,0839 0,1075 0,4336

Arm 0,6662  <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0080 0,0021  0,0001

CLAXxArm  0,0968  0,0382 05045 09789 0,3869 0,2862  0,9022
CV (%) 7,18 4,15 9,44 11,07 6,57 10,23 0,91

Médias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
NUmero de repeticdes (n)=30

ndice de gema (1G) = altura gema/diametro da gema

*Porcentagem de gema (G%) = (peso da gema/peso do ovo) x100

*Proporcéo gema:albimen (PGA%) = (peso da gema/peso do alblimen) x 100

A adicdo de CLA e o tempo de armazenamento afetaram o diametro da gema -
DG (Tabela 2.2) que aumentou com o tempo de armazenamento, como esperado. Além disso,
verifica-se efeito para a adicdo de CLA e para os tempos de armazenamento (Tabela 2.3).
Entre os dois tratamentos (com e sem CLA), os piores resultados de DG foram obtidos para
0s 0vos armazenados durante nove dias, pois quanto mais liquefeita a gema, maior o didmetro
(Macari et al.,, 2013; Oliveira & Oliveira, 2013). No entanto, o tratamento com CLA
preservou o DG, apresentando valores menores até o sexto dia, enquanto no tratamento sem

CLA o DG apresentou valores maiores desde o terceiro dia de armazenamento.

Tabela 2.3 Desdobramento da interagdo entre tempos de armazenamento e incluséo ou néo de
CLA no diametro da gema (DG)

Tratamentos Tempo de Armazenamento P CV%
3 6 9

Com CLA 44,48° 45,63 46,87° <0,0001 0,13

Sem CLA 45,12° 46,5284 46,68 <0,0001 0,13

Médias seguidas de letras diferentes minusculas na linha e maiusculas na coluna diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05)

Na tabela 2.4 encontram-se os parametros de qualidade do albumen, na qual se
pode observar que a inclusdo do CLA ndo afetou o peso do albumen (PA), ja o
armazenamento interferiu nesse parametro reduzindo o PA aos 9 dias. Resultados semelhantes
foram encontrados por Scott & Silversides (2000) que avaliaram que com o aumento do

tempo de armazenamento, o peso do albumen diminuiu, causando diminui¢éo no peso do ovo.
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Isso porque 0 armazenamento causa 0 aumento no pH é responsavel por diminuir a acidez do
albimen (Romanoff & Romanoff, 1963) e é causado pela perda de CO,; através dos poros da
casca, ocasionando a liquefacdo do albumen (Karoui et al., 2006) e diminuicao da sua altura,
devido as reacbes quimicas envolvendo é&cido carbonico (H,COs) que é responsavel pelo
sistema tampdo do albdmen e ap6s dissociacdo forma agua e gas carbdnico (Romanoff &
Romanoff, 1963).

O CLA nas racOes das matrizes interferiu na altura de albumen (AA), bem
como os diferentes periodos de armazenamento, porém ndo houve interacdo entre os fatores.
A inclusdo do CLA foi positiva para a AA, uma vez que atuou na manutencdo da qualidade
do albumen em relacdo ao grupo sem CLA. Por sua vez, o armazenamento reduziu a AA a
medida que avancou, resultando em declinio da qualidade do albumen, como era esperado.
Segundo Stevens (1996) a reducdo da altura do albumen pode ser causada pela protedlise da
ovomucina, pela clivagem das pontes de dissulfitos ou também pelas interagdes entre o ¢ B
ovomucinas.

O CLA ndo modificou a porcentagem de albumen (A%), similar ao encontrado
por Franco (2007) e, contrario a Shang et al. (2004) que verificaram aumento no percentual de
albumen conforme aumentou o CLA dietético, ja os tempos de armazenamento diminuiram
A% a medida que aumentaram. Esse resultado é reflexo dos encontrados para PA e AA, que
também diminuiram no maior tempo de armazenamento.

A inclusdo de CLA garantiu melhores resultados de UH, mas os tempos de
armazenamento pioraram os esses indices, que foram similares entre os dias trés e seis, com
declinio expressivo aos nove dias de armazenamento. Assim como observado por Macari et
al. (2013), quanto maiores os tempos de armazenamento, pior sera a qualidade do albdmen,
sendo representada pela unidade Haugh (UH), que é o principal aferidor da qualidade de ovos
de consumo, representado pela altura do albdmen corrigida para o peso do ovo. Santos et al.
(2009) notaram que maiores periodos de armazenamento, independentemente das condi¢des
de conservagdo, diminuem a qualidade da UH. Os resultados de UH encontrados neste
experimento ficaram muito aquém do esperado para ovos férteis, cujo ideal seria proximo a
80 (Macari et al., 2013), para garantia de bons resultados de eclodibilidade ideal, em torno de
88% (Rosa & Avila, 2000). Isso pode ser justificado pela idade das matrizes experimentais,
que tinham entre 58 e 60 semanas, pois, com 0 aumento da idade das matrizes, menor é a
altura de albumen e pior é a qualidade do ovo (Oliveira & Oliveira, 2013; Willemsen et al.,
2008; Reis et al., 1997).
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Tabela 2.4 Valores médios de peso (PA, g), altura (AA, mm), porcentagem (A%), Unidade
Haugh (UH) e pH de albumen provenientes de ovos armazenados durante 3, 6 e 9 dias com e
sem incluséo de CLA

Tratamentos PA AA A% UH pH
CICLA 40,42 5,23" 59,28 65,68" 9,03
S/ CLA 40,78 4,868 59,73 61,70° 9,10

Arm3 41,50 5,614 60,15" 69,25 8,87

Armé 41,124 5,49" 59,85 68,53 9,12

Arm9 39,18° 4,01° 58,51° 53,30° 9,20
Valor de P

CLA 0,4267 0,0185 0,1675 0,0227 0,0051

Arm <0,0001 <0,0001 0,0001 <0,0001 <0,0001

CLA x Arm 0,4210 0,4349 0,2351 0,4569 0,0087
CV (%) 7,73 25,37 3,85 21,66 2,05

Médias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
NUmero de repeti¢des (n)=30

Desdobrando-se a interacdo entre incluséio de CLA e tempos de
armazenamento para os valores de pH do albumen (Tabela 2.5), nota-se que o tratamento
com inclusdo de CLA aumentou seus valores de pH de maneira crescente até o maior periodo
de armazenamento, sendo o melhor resultado verificado para os ovos armazenados por trés
dias, da mesma forma como verificado no tratamento sem CLA. Ja quanto aos ovos
armazenados por seis dias, o tratamento com CLA apresentou melhores valores de pH,
comparados aos do mesmo periodo sem CLA. Porém, 0s ovos que ndo tiveram a inclusdo de
CLA, os valores de pH foram maiores j& no sexto dia de armazenamento, com valor maior do
que o encontrado no armazenamento de nove dias no grupo com CLA. A inclusdo do CLA foi
positiva para manutencao do pH do albumen durante o armazenamento prolongado. Segundo
observado por Oliveira & Oliveira (2013), o pH do albumen esta diretamente relacionado com
a altura de albumen e UH, sendo bom indicativo de frescor dos ovos com valor ideal em torno
de 7,7 e quando armazenados de 9,0 a 9,5. Silversides & Scott (2001) citam o pH como o
melhor aferidor da qualidade dos ovos frescos, que sofre grande influéncia dos tempos
maiores de armazenamento, pois a medida que aumenta o tempo de armazenamento, a altura
do albumen diminui e o pH aumenta. Xavier (2006) verificou que valores da altura do
albumen e UH diminuem razoavelmente com o armazenamento. Saldanha (2008) encontrou
queda expressiva nos valores de UH de ovos armazenados durante 0, 3, 7, 10 e 14 dias com
valores de UH de 83,30; 72,62; 66,93; 62,11 e 56,35 respectivamente. Ganeco et al. (2012)
encontraram valores crescentes de pH do alblumen com o aumento do tempos de
armazenamento, que e € causado pela perda de CO, através dos poros da casca (Karoui et al.,

2006), devido as reacdes quimicas envolvendo acido carbénico (H,CO3) que é responsavel
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pelo sistema tamp&o do albumen e apds dissocia¢do forma agua e gas carbnico (Romanoff &
Romanoff, 1963).

Tabela 2.5 Desdobramento da interagdo entre tempos de armazenamento e incluséo ou néo de
CLA no pH do albimen

Tratamentos Tempo de Armazenamento P CV%
3 6 9

Com CLA 8,86° 9,03"® 9,19% <0,0001 0,02

Sem CLA 8,88" 9,21 9,20° <0,0001 0,02

Médias seguidas de letras diferentes minasculas na linha e maitsculas na coluna diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05)

Na Tabela 2.6 estdo apresentados os valores para qualidade das cascas e nota-
se que o tempo de armazenamento afetou a porcentagem de cascas (PC), aumentando os
valores com a progressdo do armazenamento, sendo os maiores resultados para os ovos
armazenados por nove dias. Isso pode ser explicado pelo maior peso inicial dos ovos (Tabela
3.1) que foram armazenados aos nove dias e receberam CLA. Por outro lado, a adicdo do
CLA néo afetou esta caracteristica dos ovos.

N&o houve efeito do CLA na porcentagem de cascas (C%), que apresentaram
valores semelhantes aos encontrados por Barbosa et al. (2012), cerca de 8,6% para matrizes
Cobb® de 58 a 60 semanas de idade e também aos encontrados por Franco (2007), que
avaliaram os efeitos da suplementacdo de CLA no percentual de casca das matrizes de 43 a 51
semanas. Diferentemente de Shang et. al. (2004) que encontraram maiores percentuais de
casca com o aumento dos niveis de CLA na dieta. No entanto, neste estudo, o tempo de
armazenamento influenciou a C%, sendo que esse efeito parece estar associado ao exposto

anteriormente (idade da matriz e peso inicial do ovo).

Tabela 2.6 Valores médios do peso (PC, g) espessura (EC, mm) e porcentagem (C%) de
cascas de ovos armazenados durante 3, 6 e 9 dias com e sem inclusdo de CLA

Tratamentos PC EC C%
C/CLA 5,71 0,35 8,38
S/ CLA 5,76 0,36 8,46

Arm3 5,73% 0,35 8,328

Armé 5,60° 0,34 8,16°

Arm9 5,87 0,36 8,78"
Valor de P

CLA 0,4917 <0,0001 0,3798

Arm 0,0039 <0,0001 <0,0001

CLA x Arm 0,0646 <0,0001 0,3483
CV (%) 8,02 8,42 8,03

Médias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Nuamero de repeticdes (n)=30



43

Desdobrando-se a interagdo para espessura de casca - EC (Tabela 2.7),
observa-se que o tratamento com CLA produziu cascas mais finas, com exce¢éo do sexto dia
de armazenamento. O tratamento sem CLA apresentou EC mais grossas a medida que o
armazenamento aumentou fato que pode ser explicado pelos tempos regressivos aos quais
foram submetidos os ovos antes do armazenamento. Esses resultados podem ser atribuidos,
mais uma vez, a idade das matrizes que tinham entre 58 e 60 semanas durante o periodo
experimental. Barbosa et al. (2012) verificaram que a qualidade das cascas dos ovos de
matrizes velhas € inferior aos de matrizes mais novas, o que pode justificar maiores perdas de
peso dos ovos de matrizes mais velhas. Em seu estudo com matrizes Cobb® com 33 e 63
semanas verificaram que os ovos de matrizes com 33 semanas foram mais leves, e 0 nimero
de poros por cm? foi menor que o de ovos das aves mais velhas. Ovos de aves com 63
semanas apresentaram menor percentual de casca em relagdo ao peso do ovo, menor peso
especifico e menor resisténcia e espessura da casca. Oliveira & Oliveira (2013) encontraram
valores de 0,31mm para espessura de casca em matrizes e citam haver tendéncia de serem
maiores para ovos de postura apds muda forcada. J& quanto as maiores espessuras encontradas
para 0s 0vos armazenados por maior tempo, estas podem ser explicadas pela idade da fémea a
postura, ja que eles foram armazenados de forma regressiva, ou seja, iniciando pelo periodo

mais longo (nove dias) e terminando com o mais curto (trés dias).

Tabela 2.7 Desdobramento da interacdo entre tempos de armazenamento e inclusdo ou néo de
CLA na espessura das cascas de ovos (EC) em milimetros (mm)

Tratamentos Tempo de Armazenamento P CV%
3 6 9

Com CLA 0,34° 0,35 0,35° <0,0001 0,002

Sem CLA 0,36 0,348 0,38 <0,0001 0,002

Médias seguidas de letras diferentes minusculas na linha e maiusculas na coluna diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05)

5.1.2 Composicdo centesimal dos ovos

Na Tabela 2.8 nota-se que a inclusédo de CLA néo influenciou a composi¢édo
centesimal dos ovos, diferentemente dos tempos de armazenamento que aumentaram a
umidade (UG) e reduziram a matéria mineral (MMG) e o extrato etéreo das gemas (EEG) das
gemas. Sabe-se que durante o armazenamento ocorre transferéncia da dgua do albumen para
as gemas, que ficam liquefeitas (Macari et al., 2013; Oliveira & Oliveira, 2013). Os resultados

encontrados para UG se refletiram em diversos parametros de qualidade das gemas como
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didmetro, altura, indice de gema, porcentagem, propor¢do gema:albumen e pH, que também

apresentaram valores crescentes com o avango dos tempos de armazenamento.

Tabela 2.8 VValores médios percentuais (%) de umidade das gemas (UG), umidade do albimen
(UA), matéria mineral das gemas (MMG), matéria mineral do albumen (MMA), proteina
bruta das gemas (PPG), proteina bruta do albimen (PBA) e extrato etéreo das gemas (EEG)
provenientes de ovos armazenados durante 3, 6 e 9 dias com e sem inclusdo de CLA

Tratamentos UG UA MMG MMA PBG PBA EEG
CICLA 50,69 87,50 1,79 0,64 15,88 12,93 30,71
S/ CLA 51,15 87,39 1,77 0,70 14,81 13,24 30,61

Arm3 50,21 87,63 1,89" 0,70 15,66 12,69 33,174

Arm6 50,77 87,35 1,78° 0,65 15,82 13,27 29,978

Arm9 51,77 87,35 1,69 0,66 14,55 13,30 28,84
Valor de P

CLA 0,1320 0,5230 04220 0,0587 0,0799 0,3873  0,7937

Arm 0,0005 0,2986 <0,0001 0,3900 0,1514 0,2987  <0,0001

CLAxArm 06883 0,3387 10,8641 0,6109 0,5315 0,1683  0,5527
CV (%) 3,65 0,60 5,66 13,81 9,27 5,92 6,51

Médias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
NUmero de repeti¢des umidade e matéria mineral (n) = 6
NUmero de repeticdes proteina bruta e extrato etéreo (n) = 3

A matéria mineral das gemas (MMG) foi reduzida a medida que aumentou o
armazenamento, diferindo do encontrado por Aydin et al. (2001), que observaram que ovos
de galinhas alimentadas CLA e armazenadas a 15°C durante 10 semanas apresentaram
movimento significativo de minerais (Ca, Mg, Fe, Na e Zn) entre gema e albimen. Leone et
al. (2009) verificaram movimentacdo mineral entre a gema e o albiumen em ovos com
inclusdo de 0,5% de CLA armazenados por 48h em duas temperaturas distintas (15° e 21°),
no qual o Mg das gemas aumentou quando comparadas ao controle (suplementado 0,5% de
6leo de canola) aos 21°C houve aumento de 27% e aos 15°C de 16% do Mg nas gemas
(P<0.0001). Neste estudo, a MMG parece ter sido modificada pela movimentagdo hidrica
entre albimen-gema, o que modificou 0 MMG.

O CLA ndo influenciou o EEG nas gemas, mas os tempos de armazenamento
reduziram o teor de EEG em 3,2% do periodo de trés a seis dias e 4,3% no periodo de trés a
nove dias. Vale ressaltar que esses resultados podem prejudicar a sobrevivéncia dos embrides
que retiram energia do conteddo lipidico das gemas para o adequado desenvolvimento
embrionario (Deeming, 2002). Esses resultados de EEG s&o devidos & liquefagdo das gemas,
uma vez que o armazenamento modifica o pH e causa perda de CO, através dos poros da
casca, devido as reagOes quimicas envolvendo &cido carbonico (H,CO3;) (Romanoff &
Romanoff, 1963). Consequentemente, ocorre 0 aumento de gradiente de pressdo osmotica
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entre alblmen e gema com a entrada de &gua na gema, aumentando o seu alargamento e

diminuindo a viscosidade (Macari et al., 2013).

5.1.3 Oxidagdo lipidica de ovos armazenados em diferentes periodos na sala de
ovos

Observando os resultados que estdo apresentados na Tabela 2.9 as anélises de
TBARSG sdo similares aos encontrados por Hayat et al. (2010). A inclusdo de CLA na dieta
das matrizes apresentou um efeito positivo reduzindo os valores médios de TBARS das gemas
(TBARSG), o que indica a eficiéncia do CLA como antioxidante. No entanto, Leone et al.
(2009) e Audyn & Cook (2009) citam que o CLA dietético induz o aumento de acidos graxos
saturados, e 0 que pode também levar a diminuicdo da formacédo dos produtos de oxidagédo
lipidica, como o0 malonaldeido — MDA (Joo et al., 2002) o que, ndo necessariamente, significa

menor oxidagéo.

Tabelas 2.9 Valores médios da avaliacdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico das
gemas (TBARSG) e indices de acidez das gemas (IAG) provenientes de ovos armazenados
durante 3, 6 e 9 dias com e sem inclusdo de CLA

Tratamentos TBARSG IAG
C/CLA 0,41 1,90
S/ CLA 0,51 1,90

Arm3 0,42 1,84

Arm6 0,76 1,98

Arm9 0,19 1,83
Valor de P

CLA 0,0082 0,9950

Arm <0,0001 0,1276

CLA X Arm 0,0129 0,0053
CV (%) 58,71 15,96

Médias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Numero de repeti¢des (n) = 6

Por outro lado, os tempos de armazenamento provocaram aumento dos valores
de TBARSG até o sexto dia, reduzindo a valores menores do que 0s iniciais aos nove dias.
Também foi verificada interagdo entre os fatores principais para 0 TBARSG (Tabela 2.9). A
reducdo dos compostos de MDA com o avanco dos periodos de armazenamento pode sugerir
degradacdo dos compostos, uma vez os MDA séo produtos secundarios da oxidacdo e podem

reagir com varios elementos (aminas, aminodcidos, aclcares aminados, proteinas e
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nucleosideos) ou podem formar dimeros ou trimeros de MDA, reduzindo sua disponibilidade
de reacdo com o TBA (Esterbauer et al., 1991).

Na Tabela 2.10 observa-se o desdobramento da interacdo entre inclusdo de
CLA e tempos de armazenamento para 0 TBARSG. A inclusdo do CLA na dieta das matrizes
reduziu a oxidacao das gemas dos ovos armazenados por até trés dias, porém o mesmo nao se
repetiu para os outros periodos de armazenamento. Com relagdo aos diferentes tempos de
armazenamento, ambos os tratamentos (com e sem inclusdo de CLA) apresentaram resultados
similares, sendo que a producdo de compostos secundarios de oxidacdo lipidica aumentou ao

sexto dia e reduziu novamente aos nove dias.

Tabela 2.10 Desdobramento da interacao entre tempos de armazenamento e inclusdo ou ndo
de CLA no indice de TBARS nas gemas (TBARSG), em pumol MDA/kg de gemas

Tratamentos Tempo de Armazenamento P CV%
3 6 9

Com CLA 0,298 0,76° 0,17° <0,0001 0,02

Sem CLA 0,554 0,76° 0,21° <0,0001 0,02

Médias seguidas de letras diferentes minasculas na linha e maitsculas na coluna diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05)

Desdobrando-se a interacdo entre inclusdio de CLA e tempos de
armazenamento para o indice de acidez das gemas dos ovos (Tabela 2.11), nota-se que a
inclusdo do CLA reduziu a concentracdo de acidos graxos livres nos ovos armazenados por
seis dias e ndo diferiu para os demais tempos de armazenamento. No tratamento com CLA
ndo houve diferenca entre os periodos de armazenamento, diferentemente ao tratamento sem
CLA, que apresentou resultados similares aos de TBARSG, aumentando ao sexto dia de

armazenamento.

Tabela 2.11 Desdobramento da interacdo entre tempos de armazenamento e inclusdo ou nao
de CLA nos indices de acidez IA (mg de NaOH/g de gordura) das gemas de ovos

Tratamentos Tempo de Armazenamento P CV%
3 6 9

Com CLA 1,90 1,83° 1,93 <0,0001 0,05

Sem CLA 1,79 2,144 1,73° <0,0001 0,05

Médias seguidas de letras diferentes minusculas na linha e maiusculas na coluna diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05)

A analise de perdxidos foi realizada em todos os pools de gemas hidrolisadas,
mas todos os resultados foram negativos (iguais a zero), sendo assim, ndo houve anélise
estatistica para esse parametro. Segundo Gomes (2011), a quantidade de perdxidos é muito

variavel durante o processo de oxidacdo lipidica, porém, indica até que ponto a oxidagdo
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progrediu. Uma vez que estes sdo produtos primarios da oxidacdo muito instaveis e que
variam de maneira gaussiana, baixos niveis podem significar estabilidade oxidativa, como

também, degradacéo acelerada (Fellenberg & Speisky, 2006).
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6 CONCLUSAO

A inclusdo do CLA ao nivel de 0,023% na dieta das matrizes pesadas
minimizou efeitos negativos e foi importante para a manutencdo da qualidade fisica e
centesimal de ovos incubaveis armazenados por até nove dias e minimizou os efeitos
negativos causados pelo armazenamento prolongado. Sendo, portanto, alternativa para

producdo de ovos incubaveis que necessitem de armazenamento por até nove dias.
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RESUMO

INCLUSAO DO CLA NA DIETA DE MATRIZES DE CORTE E TEMPOS DE
ARMAZENAMENTO DE OVOS INCUBAVEIS SOBRE O RENDIMENTO DA
INCUBACAO E QUALIDADE DA PROGENIE

DISCENTE: PRISCILA SOARES SILVERIO"
ORIENTADORA: Prof®. Dré, ALINE MONDINI CALIL RACANICCI*

!Universidade de Brasilia — UNB

Foi conduzido um experimento para avaliar o efeito da inclusdo dos isdbmeros cis-9, trans-11 e
trans-10, cis-12 de é&cido linoléico conjugado (CLA) na dieta de matrizes pesadas e do
armazenamento dos ovos incubdveis durante trés, seis e nove dias na sala de ovos do
incubatdrio. Os tratamentos foram definidos pelas dietas (com inclusdo de 0,023% de CLA ou
sem CLA) oferecidas para um total de 22.000 matrizes pesadas da linhagem Cobb® em fase
de postura com idades entre 58 e 60 semanas e 0s tempos de armazenamento (trés, seis e nove
dias). Foram utilizados 1.152 ovos por tratamento divididos em 12 bandejas (repeticdes com
96 ovos cada) de incubacéo, distribuidas em um delineamento inteiramente casualisado em
um esquema fatorial 2x3 (com ou sem inclusdo ou ndo de CLA nas dietas das matrizes x 3
periodos de armazenamento). ApoOs passarem pelos diferentes periodos de armazenamento

(trés, seis e nove dias), os ovos foram incubados no mesmo dia em incubadora de multiplo
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estagio. Foram realizadas as avaliagcGes de ovoscopia e embiodiagndstico para determinacao
das fases da mortalidade embrionaria (inicial, média e tardia), além da perda de peso ao
armazenamento, fertilidade, taxa de eclosdo, eclodibilidade, mortalidade embrionaria e suas
causas, parametros fisicos de qualidade dos pintos de um dia, qualidade dos umbigos dos
pintos recém-eclodidos. Apos a eclosao foi realizada a morfometria dos 6rgéaos, avaliando os
pesos do figado, pancreas, intestinos e saco vitelino e o comprimento dos intestinos em uma
amostra de 35 pintos/tratamento. Nas amostras coletadas do saco vitelino foram realizadas
analises de oxidacdo dos lipidios através da metodologia de TBARS. Os dados obtidos foram
analisados adotando um modelo misto, com efeito fixo para os tratamentos e aleatdrios para
0s periodos de armazenamento e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey com
significancia de 5%. Foi observado que os maiores periodos de armazenamento prejudicaram
os parametros de eclodibilidade e qualidade dos pintos, no entanto, a inclusdo do CLA na
dieta das matrizes pesadas apresentou efeitos positivos somente para 0s ovos armazenados por

nove dias, reduzindo os danos oxidativos aos lipidios durante o processo de armazenamento.

Palavras-chave: CLA, armazenamento, rendimento de incubacdo, qualidade dos pintos,

morfometria dos 6rgaos, TBARS saco vitelino, oxidacdo das gemas, oxidacdo lipidica.
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ABSTRACT

INCLUSION OF CLAIN BROILER BREEDERS HENS FED DIET AND TIMES OF
HATCHING EGGS STORAGE ON INCUBATION YIELD AND QUALITY OF
PROGENY

GRADUATE STUDENT: PRISCILA SOARES SILVERIO!

ADVISOR: PhD. Dr2. ALINE MONDINI CALIL RACANICCI*
YUniversity of Brasilia— UNB

An experiment were conducted to evaluate the effect of the inclusion of cis-9, trans-11 and
trans-10, cis-12 conjugated linoleic acid isomers (CLA) in the diet of broiler breeders and
storage of hatching eggs during three, six and nine days in the hatchery egg room. The
treatments were defined by breeders diets (with the inclusion of 0,023% CLA or without
CLA) offered total of 22.000 broiler breeders Cobb® 58 and 60 weeks during laying phase
and the storage periods (three, six nine days). Were used1.152 eggs per treatment were
distributed in a complete randomized design to 12 trays (repetitions with 96 eggs per tray) for
incubation, distributed in a completely randomized in a 2x3 factorial (with or without the
inclusion or not of CLA in the diets x 3 storage periods). After passing through the different
periods of storage (three, six and nine days), the eggs were incubated at the same time in a

multi-stage incubator. Candling and embryo evaluations were conducted to determine the
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stages of embryo mortality (early, middle and late), the weight loss during storage, fertility,
hatching rate, hatchability, embryo mortality and physical parameters of quality of one-day
chicks, quality of navels of newly hatched chicks. After hatching, morphometry of the organs
was performed din 35 birds per treatment by assessing liver weights, pancreas, intestines, and
yolk sac, and the length of intestines. Lipid oxidation was performed in the yolk sac collected
from newly hatched chicks using TBARS method. Data were analyzed using a mixed model
with fixed effects for treatment and random to storage periods and the averages were
compared by Tukey test (5% significance). It was observed that longer storage periods
damaged the parameters of hatchability and quality of the chicks, however, dietary CLA
showed positive effects on eggs stored for nine days, and reduced oxidative damage to lipids

during the storage process.

Keywords: CLA, storage, incubation yield, chick quality, morphometry of the organs,
TBARS of the yolk sac, yolks oxidation, lipid oxidation.
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1 INTRODUCAO

O CLA é um conjunto de isdmeros posicionais geométricos do acido linoléico
(18:2n-6) (EFSA, 2016; Aydin & Cook, 2009) e possui atividade antioxidante (Stangle, 2000;
Du et al., 2001; Joo et al., 2002; Ko et al., 2004), anticancerigena (Basu et al., 2000; Kilian et
al., 2002) e redutor da gordura corporal (Leung & Liu, 2000; Park & Pariza, 2007) possui
seus efeitos estudados também na avicultura e producdo de pintos.

A capacidade do CLA de diminuir a peroxidacdo lipidica pode ser associada a
sua capacidade de afetar o sistema de defesa antioxidante (Ko et al., 2004). Leung & Liu
(2000) relataram que o isémero t-10, c-12 mostrou maior capacidade de eliminagdo de
radicais livres com propriedades antioxidantes e o c-9, t-11 prd-oxidantes, o que explica a sua
atividade anticancerigena (Basu et al., 2000; Kilian et al., 2002).

Na primeira semana de incubacdo, a energia metabdlica utilizada pelo embrido
é obtida através da glicdlise anaerdébica (Moran, 2007) do albumen menos denso (Kucera et
al. 1984). Com a formagdo da membrana corioalantdide, que reveste a superficie interna da
membrana da casca (Deeming, 2002), surge o acesso ao O e inicia-se a combustdo completa
dos acidos graxos da gema tornando-se fonte primaria de energia (Moran, 2007; Meijerhof,
2009). A membrana do saco vitelino que é bem desenvolvida e altamente vascularizada é
responsavel pela absorcdo dos lipidios da gema que, em sua maioria, € composto por
triglicerideos e fosfolipidios (Noble & Shand, 1985).

Armazenamentos prolongados produzem efeitos negativos na qualidade dos

pintinhos (Tona et al., 2003), aumenta a mortalidade embrionéria inicial e final quanto
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maiores 0s tempos de armazenamento (Fasenko et al., 2001) pois ocasiona a morte celular no
embrido (Fasenko et al., 2001; Fasenko, 2007) e compromete a qualidade do pinto recém-
nascido o que é determinante para sua sobrevivéncia, crescimento e saude (Willemsen et al.,
2008). Nos incubatérios comerciais, os parametros fisicos de avaliacdo dos pintos sao
utilizados para classificar os pintos (Reijrink et al., 2010), mas outros também séo importantes
para avaliar a qualidade do pintinho, como o peso corporal livre de gema e os indices
morfomeétricos (Sahan, 2014).

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da adi¢cdo do &cido linoléico
conjugado (CLA) nas dietas de matrizes pesadas e do tempo de armazenamento na sala de
ovos sobre os aspectos relacionados a viabilidade da incubagdo, eclodibilidade, mortalidade

embrionaria, qualidade dos pintos e oxidacdo dos lipidios da gema e do saco vitelino.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Incubacéo

Antes da incubacdo 0s ovos passaram por um pré-aguecimento com
temperatura média de 26°C e umidade relativa média de 76% durante 8 horas, conforme o
procedimento padrdo da empresa.

Os ovos de todos os tratamentos foram incubados no mesmo dia em
incubadora de multiplo estdgio marca CASP (modelo CMG125g) com capacidade para
124.416 ovos e sistema de viragem das bandejas a cada uma hora, regulada para temperatura
média de 37,4°C e umidade relativa entre 55 e 60%.Para minimizar as variacbes de
temperatura e umidade dentro da incubadora, os ovos do experimento foram alocados no
espaco central das fileiras de bandejas, sendo utilizadas as bandejas de numeracéo 8 e 11 da
incubadora, cada uma com capacidade para 2 bandejas de 96 ovos cada, que foram
distribuidas em blocos nos dois lados da incubadora, que possui 18 fileiras de bandejas cada
lado (Fig. 3.1).
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Figura 3.1 Esquema de utilizacdo das bandejas de incubacdo em uma das laterais da
incubadora. Foram utilizados os dois lados da incubadora neste mesmo esquema.

4.2 Ovoscopia

O procedimento de ovoscopia foi realizado aos 13 dias de incubacdo em todos
0s ovos incubados do experimento (1.152 ovos/trat e 6.912 ovos no total). As bandejas de
incubacdo foram colocadas no ovoscépio (Fig. 3.2) e o procedimento foi realizado dentro da
propria incubadora (Fig. 3.3), para evitar prejuizos ao desenvolvimento embrionario. Apés a
avaliacdo e retirada dos ovos inférteis, as bandejas devidamente identificadas foram
realocadas em suas posicdes iniciais na incubadora. Vale ressaltar que as lacunas dos ovos
retirados ndo foram preenchidas, como seria o procedimento normal do incubatério, a fim de
evitar erros experimentais.

Os ovos inférteis (ou claros) foram retirados das bandejas de incubacdo e
devidamente identificados, sendo levados para area suja do incubatério para analise de
mortalidade embrionaria. Um a um, foram quebrados e avaliados quanto aos parametros de
infertilidade, presenga de contaminagdes, trincados, ocorréncia de mortalidade embrionaria
inicial (0 a 7 dias) e intermediaria (8 a 14 dias), segundo Cobb (2013).

Figura 3.2 Ovoscopia de bandeja Figura 3.3 Ovoscopio dentro da
experimental incubadora
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4.3 Transferéncia da incubadora para o nascedouro

A transferéncia dos ovos da incubadora para as maquinas de nascedouro
ocorreu apos 18 dias de incubagdo. O procedimento de vacinacdo “in ovo” ndo foi realizado
para minimizar possiveis danos aos ovos do experimento. As bandejas foram retiradas da
incubadora e o0s ovos transferidos para bandejas de eclosdo (Fig.3.4) devidamente
identificadas. Todos os ovos do experimento foram alocados no mesmo nascedouro (Fig. 3.5)
e as bandejas dispostas aleatoriamente na maquina (marca CASP, modelo G21) com
capacidade para 20.736 ovos, com temperatura interna média de 36,8°C e umidade relativa
entre 60 a 65%.

Figura 3.4 Bandejas de Figura 3.5 Nascedouro
ecloséo COm 0VO0S experimentais

4.4 Nascimento dos pintos

O nascimento e retirada dos pintos das gavetas do nascedouro ocorreu ap6s 21
dias de incubacédo. Os pintos foram transferidos das gavetas do nascedouro (Fig. 3.6) para as
bandejas de nascimento (Fig. 3.7), devidamente identificadas, dispostas em carrinhos e
encaminhadas a sala de pintos (temperatura média de 24,3°C e 65% de umidade relativa).

Os pintos foram sexados, contados, pesados, classificados de acordo com a
cicatrizacdo umbilical e os mortos pds-eclosdo foram separados. Os pintos ndo foram
vacinados a fim de evitar manipulacdo e possiveis erros no processo. Trinta e cinco pintos
machos de cada tratamento (210 animais ao todo) foram coletados aleatoriamente, dispostos
em caixas de transporte e encaminhados ao Laboratério de Nutricdo Animal da Universidade

de Brasilia, na Fazenda Agua Limpa, localizada no Nucleo Rural Vargem Bonita — Distrito
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Federal, para pesagem individual e realizacdo de eutandsia para a realizacdo da morfometria

dos 6rgdos.

Figura 3.6 Pintos em gavetas Figura 3.7 Gavetas de nascimento
do nascedouro

4.5 Embriodiagnostico

O embriodiagnostico foi realizado no dia do nascimento dos pintos a partir da
quebra de todos os ovos ndo eclodidos para estimativa da mortalidade embrionaria em cada
fase de desenvolvimento, sendo considerados: ovos com embrides que morreram entre 0 a 7
dias; 8 a 14 dias e 15 a 21 dias de incubagdo, ovos bicados com embrides vivos e mortos;
contaminados, desidratados, embriGes com posicionamento incorreto da cabega, embries
posicionados de forma invertida em relagdo ao ovo e mé formagdo embrionéria (cérebro

exposto, cavidade abdominal aberta e membro duplicado).

4.6 Parametros de incubag&o e desempenho da progénie

Foram avaliados os efeitos da adi¢cdo do CLA e do tempo de armazenamento
sobre a perda de peso dos ovos, a fertilidade, as taxas de eclosdo, eclodibilidade e a
mortalidade embrionaria, assim como a qualidade dos pintos de um dia.

Cada tratamento possui 12 repeticdes, sendo o numero de bandejas utilizadas
na incubadora por tratamento. Em cada bandeja, incubou-se 96 ovos (1.152 ovos/trat),

totalizando 6.912 ovos.
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4.6.1 Perda de peso do ovo durante armazenado em diferentes periodos na sala
de ovos (PPO)

A perda de peso dos ovos foi avaliada durante o armazenamento com
diferentes tempos (3, 6 e 9 dias), sendo as bandejas vazias pesadas antes e ap0s receberem 0s
ovos no dia da coleta, e as bandejas com ovos pesadas novamente no dia da incubagdo. A
perda de peso foi calculada pela diferenca de peso das bandejas no dia do recebimento dos

ovos e no dia da incubacéo.

Figura 3.8 Pesagem das
bandejas no incubatério

4.7 Rendimento de incubagdo e mortalidade embrionéria
4.7.1 Fertilidade (FERT)

A fertilidade foi avaliada em dois periodos: aos 13 e 21 dias de incubacdo. No
13° dia de incubacdo, todos 0s ovos passaram por ovoscopia, sendo retirados os ovos inférteis
e aqueles com embribes mortos. Ao final dos 21 dias de incubagdo, todos os ovos nao
eclodidos foram quebrados para realizacdo do embriodiagnéstico e 0s ovos inférteis

remanescentes também foram mensurados.

4.7.2 Taxa de eclosdo (TXEC)

A taxa de ecloséo foi estimada com relagcdo ao nimero total de ovos incubados.
Foi calculada tendo como base o nimero de pintos nascidos em relacdo ao numero total de
0vos incubados.
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4.7.3Eclodibilidade (ECL)

A taxa de eclodibilidade foi estimada com relagdo ao numero total de ovos
férteis. Foi calculada tendo como base 0 numero de pintos nascidos em relacdo ao numero

total de ovos férteis.

4.7.4 Mortalidade embrionéria total (MET)

O indice de mortalidade embrionaria, bem como a fertilidade, foi avaliado aos
13 e 21 dias de incubacdo através dos procedimentos de ovoscopia e embriodiagndstico,
respectivamente. A mortalidade embrionéria foi classificada de acordo com as fases do
desenvolvimento embrionario ocorrido entre 0 a 7; 8 a 14 e 15 a 21 dias de incubacdo, ovos
bicados com embrides vivos e mortos. As causas de mortalidade também foram avaliadas
com os parametros: embrides contaminados, desidratados, embriGes com posicionamento
incorreto da cabeca (P1), embrides posicionados de forma invertida ao polo do ovo (P2) e ma
formacdo embriondria — Al (cérebro exposto, cavidade abdominal aberta e membro
duplicado).

As taxas de mortalidade embrionaria foram calculadas pela razdo entre 0s
pintos ndo eclodidos em determinada faixa de idade e os ovos férteis, com relagdo ao total de
ovos incubados (Cobb, 2013).

Figura 3.9 Embrido Al — cérebro exposto
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4.8 Parametros fisicos de qualidade dos pintos de um dia

As avaliacGes dos parametros fisicos de qualidade dos pintos foram realizadas
na sala de pintos do incubatério comercial e foram observadas: a qualidade dos umbigos dos
neonatos, a classificacdo visual dos pintos, sendo divididos em: pintos de 1?2 linha (18L -
plumagem limpa, olhos brilhantes, canelas hidratadas e umbigo cicatrizado), de 22 linha (2L -
plumagem suja, tamanho pequeno, abddmen rigido, articulacdes levemente avermelhadas,
plumagem preta e umbigo ndo cicatrizado) e eliminados (ELIM- aleijados, articulacGes
fortemente avermelhadas, umbigo ndo cicatrizado, visceras expostas e desidratados), de
acordo com manual da linhagem (Cobb, 2013). Além disso, foram contabilizados os pintos
mortos pos-eclosdo (MPE), que foram coletados nas bandejas de nascimento ap06s a contagem

do total de nascidos.

4.8.1 Avaliacdo da qualidade dos umbigos dos pintos de um dia

Os umbigos foram avaliados e considerados: umbigo eliminados (UE - pintos com
umbigo néo cicatrizados que foram eliminados), umbigo n&o eliminados (UNE - umbigos nédo
cicatrizados e ndo eliminados, considerados pintos de segunda linha ou de pintos de selegéo e

o total de umbigos que apresentaram com problemas de cicatrizacéo).

Figura 3.10 Pinto com umbigo nao
cicatrizado
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4.8.2 Morfometria dos 6rgdos

Apos eutandsia feita por deslocamento cervical os orgaos: pro-ventriculo e
moela - PPM, figado- PF, pancreas — PPan, saco vitelino — PSV e intestinos (PI) foram
coletados separadamente em placas de petri e pesados em balanga com preciséo de 0,01g. Os
intestinos foram esticados em superficie plana e suas por¢6es foram medidas com fita métrica,
considerando: comprimento do intestino total (CIT), comprimento do intestino delgado (CID)
e reto (CR).

Os pesos relativos dos 6rgdos foram calculados em porcentagem em relacéo ao
peso do pinto.

4.8.3 Peso do pinto (PP) e saco vitelino (PSV) a eclosao

Foram usados 210 pintos recém-eclodidos (35 pintos por tratamento, sendo
cada animal considerado uma repeticdo) para pesagem individual em balanca com precisao de
0,019, sendo eutanaziados através de deslocamento cervical para retirada do saco vitelino.

Para determinacdo do peso relativo do pinto foi utilizada a seguinte equagao:
PrP = (peso do pinto em g/peso inicial do ovo em g)x100 (Sahan et al., 2014). Para o célculo

do peso relativo dos 6rgaos foi utilizada a equacédo = (peso do 6rgdo/peso do pinto) x 100.

4.9 Congelamento e liofilizacdo das amostras de gemas e albimen coletadas

Todos os “pools” de gemas e saco vitelino foram congelados em freezer
domestico (-14°C durante 24 horas) e submetidos & 24 horas de liofilizagao, tempo suficiente
para retirada da maior parte da umidade (de 50% UM para 2,5% UM). Foi utilizado o
liofilizador de bancada marca LIOTOP, modelo L101 (Fig. 3.11), sendo o processo de
liofilizacdo realizado para minimizar a oxidag&o lipidica e as perdas do contetdo lipidico das
gemas.

Apos liofilizagdo, as gemas foram moidas em moinho de facas com sistema de
resfriamento da marca TECNAL, modelo TE 631 (Fig 3.12), posteriormente separados em

potes estéreis devidamente identificados.
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As amostras de claras foram congeladas e mantidas em freezer, pois ndo foi
possivel realizar o processo de liofilizacdo adequadamente.

Figura 3.11 Liofilizador com amostras Figura 3.12 Moagem das
experimentais amostras

4.10 Analise de oxidacdo lipidica

4.10.1 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

A avaliacdo da oxidacdo lipidica foi feita através quantificacdo dos compostos
secundarios pelo método de TBARS (substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico) descrito por
Vyncke (1970, 1975) e modificado por Sorensen & Jorsensen (1996). As analises foram
realizadas nos sacos vitelinos (TBARSS) dos pintos ao nascimento em duas
repeticdes/tratamento.

As amostras de saco vitelino foram conservadas em geladeira por
aproximadamente 12 horas, sendo posteriormente homogeneizadas em misturador Ultra-
Turrax (13.500 rpm por 45 seg) com15 ml de solugdo de &cido tricloroacético (TCA 7,5%),
contendo 0,1% de é&cido etilenodiaminotetracético (EDTA) e 0,1% de propilgalato (PG)
preparada em agua mili-Q.

Apos filtragdo, foram pipetados 5ml em tubos de ensaio e adicionados de 5mL
da solucdo de TBA (2-thiobarbituric acid), levados a banho-maria (100°C durante 40 min).
Apos resfriamento em banho frio foi realizada a leitura da absorbancia em 532 e 600nm
usando espectrofotobmetro marca GEHAKA, modelo UV 340G. E Os resultados foram
expressos em pumol de malonaldeidos (MDA)/kg de amostra usando uma curva padréao feita
com 1,1,3,3-tetraetoxipropano (y = 0,0804x + 0,0077; R? = 0,9999).
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4.11 Delineamento experimental e analise estatistica

Os ovos foram distribuidos em blocos ao acaso, sendo considerado o bloco a
posicdo das bandejas de ovos nos carrinhos dentro da sala de ovos e incubadora, em um
esquema fatorial 2x3 (com ou sem inclusdo de CLA nas dietas das matrizes x 3 periodos de
armazenamento (3, 6 e 9 dias).

Para as avaliacbes do incubatorio foram utilizadas 12 repeticdes por
tratamento, sendo cada bandeja com 96 ovos considerada uma repeticéo.

Na avaliacdo de perda de peso dos ovos durante o armazenamento, utilizou-se
0 esquema fatorial 2x4 (CLA x tempos armazenamento), pois nesse caso, 0 tempo inicial do
armazenamento foi considerado, ou seja, as pesagens iniciais foram realizadas nos ovos antes
do armazenamento em sala de ovos.

As analises de indices de peroxidos, acidez e TBARS das gemas foram
utilizadas 6 repeticdes/tratamento e 0 TBARS do sacos vitelinos foram analisados em 2
repeticdes/tratamento.

Os dados obtidos foram comparados adotando um modelo misto, com efeito
fixo para os tratamentos e aleatorios para 0s periodos de armazenamento, utilizando-se o
procedimento PROC MIXED do software Statistical Analisys Sistem (SAS 9.3®). As médias
foram comparadas pelo teste de Tukey com significancia de 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Parametros de incubacdo e desempenho da progénie

5.1.1 Perda de peso do ovo armazenado em diferentes periodos na sala de ovos

Na Tabela 3.1 observa-se que a perda de peso do ovo (PPO) nao foi afetada
pela incluséo do CLA, mas sim pelo armazenamento, sendo que 0s 0vos perderam mais peso
com o aumento do tempo de armazenamento devido a maior perda de dgua via poros da casca,
através do mesmo mecanismo de perda de CO, (Macari et al., 2013). Os valores encontrados
para PPO foram similares aos descritos por Fasenko et al. (2001), no qual ovos armazenados
durante 4 e 14 dias apresentaram perda de peso de 0,15% e 1,20%, respectivamente. Reijrink
et al. (2010) verificaram ovos de matrizes entre 41 e 50 semanas armazenados sob
temperatura média de 16° e 18° C durante 4 dias perderam 0,53% menos peso durante o
armazenamento quando comparados com ovos armazenados por 14 dias (P<0.001). Neste
experimento, 0s ovos armazenados durante seis dias perderam 0,33% mais peso quando
comparados aos armazenados por trés dias, ja 0s que passaram por maior tempo de
armazenamento (nove dias) perderam 0,68% quando comparados aos primeiros (trés dias), ou
seja, a velocidade de perda de peso dos ovos aumentou com a progressdo dos tempos de
armazenamento, conforme esperado, Santos et al. (2009) notaram que a perda de peso dos
ovos armazenados por longos periodos ocorre independentemente das condicbes de
temperatura de conservacao. A perda de peso dos ovos € um indicador de facil mensuracéo no

incubatdrio e muito eficiente para avaliar se as condigdes de armazenamento da sala de ovos
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estdo adequadas, tanto com relacdo a temperatura quanto para a umidade. Macari et al. (2013)
citam que niveis 6timos de umidade para a sala de ovos estdo situados entre 75 a 90% e
quanto a temperatura, devem estar abaixo do zero fisioldgico, ou seja, abaixo de 21°C
(Fasenko, 2007). Neste experimento, as condi¢cdes ambientais da sala de armazenamento dos
ovos eram de 21° C e umidade relativa média de 76%. Meijerhof & Beek (1993) notaram que
a perda de &4gua do ovo € de cerca de 0,05% ao dia em longos periodos de armazenamento em
baixas temperaturas, o mesmo valor encontrado neste experimento para 0s ovos armazenados
por trés dias. J& os armazenados por seis dias perderam 0,08% de &gua por dia e 0s
armazenados por maior periodo (nove dias) perderam 0,09%/dia, valores semelhantes aos
encontrados por Reijrink et al. (2010). A idade das matrizes pode ter influenciado também nos
resultados de PPO, segundo Barbosa et al. (2012) verificaram que a qualidade das cascas dos
ovos de matrizes velhas é inferior aos de matrizes mais novas, o que pode justificar maiores

perdas de peso dos ovos de matrizes mais velhas.

Tabela 3.1 Valores médios do peso inicial (PO;) e perda de peso percentual (PPO, %) dos
ovos armazenados durante 3, 6 e 9 dias com e sem inclusdo de CLA

Tratamentos PO, PPO
C/CLA 68,74 0,47
S/ CLA 68,60 0,49

Arm3 68,82 0,14

Arm6 68,52 0,47°

Arm9 68,66 0,82
Valorde P

CLA 0,0395 0,0965

Arm 0,0016 <0,0001

CLA x Arm <0,0001 0,5106
CV (%) 0,54 60,01

Médias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Numero de repeticdes (n)=12

Os ovos provenientes de matrizes que receberam a ra¢do com inclusdo de CLA
apresentaram maiores pesos iniciais (PO;), quando comparados aos que nao receberam
(Tabela 3.1). Através da avaliacdo do desdobramento da interacdo sobre o peso do ovo inicial
(PO;) na Tabela 3.2, nota-se que as matrizes que receberam CLA apresentaram ovos de pesos
semelhantes no menor tempo de armazenamento (trés dias), mais leves no sexto dia de
armazenamento e mais pesados com nove dias de armazenamento. Os ovos do tratamento sem
CLA ndo diferiram em PO; nos dois primeiros tempos de armazenamento (trés e seis dias),
porém, foram mais leves aos nove dias, efeito da perda de agua, conforme comentado

anteriormente. Estes resultados diferem dos encontrados por Suksombat et al. (2006), que
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verificaram reducéo do tamanho dos ovos com o aumento da inclusdo de CLA nas dietas de
matrizes (0, 1, 2, 3 e 4%) e dos apresentados por Franco (2007) suplementando 0,00; 0,18;
0,36 e 0,54 de CLA, respectivamente. Da mesma forma, Shang et. al. (2004) verificaram que
0 peso do ovo decresceu conforme aumentou 0 CLA dietético. JA& Aydin & Cook (2004)
encontraram resultados similares utilizando 0,25% CLA, e observaram o aumento do peso do
ovo. Os efeitos adversos da inclusdo do CLA sobre o peso do ovo neste estudo podem ter sido
minimizados pelo nivel de incluséo utilizado (0,023% de CLA) em relacdo a literatura. Por
outro lado, o armazenamento reduziu o POi assim como a perda de peso do ovo (PPO),
conforme esperado devido a perda de agua para o ambiente através dos poros da casca
(Macari et al., 2013; Oliveira & Oliveira, 2013).

Tabela 3.2 Desdobramento da interag@o entre tempos de armazenamento e inclusdo ou néo de
CLA no peso do ovo inicial (PO;)

Tratamentos Tempo de Armazenamento P CV%
3 6 9

Com CLA 68,882 68,328 69,01 <0,0001 0,04

Sem CLA 68,75 68,724 68,328 <0,0001 0,04

Médias seguidas de letras diferentes minusculas na linha e maiusculas na coluna diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05)

5.1.2 Rendimento de incubacdo e mortalidade embrionéaria

A adicdo do CLA na racdo das matrizes pesadas e os diferentes tempos de
armazenamento dos ovos sobre parametros de produtividade dos pintos e mortalidade
embrionaria (Tabela 3.3) apresentou somente efeito na mortalidade embrionaria final (15 a
21) dias e nos pintos bicado vivo (BicV). Por outro lado, os periodos de armazenamento
afetaram a taxa de eclosdo (TXEC), eclodibilidade (ECL), mortalidade embrionéria total
(MET), mortalidade embrionéria (0 a 7) e pintos bicado vivo (BicV).

Neste sentido, os indices de fertilidade (FERT) e taxa de eclosdo (TXEC)
encontradas neste estudo foram inferiores a estudos anteriores, que relataram cerca de 97,7%
FERT, 87,5% TXEC utilizando matrizes com cerca de 32 semanas de idade (Fasenko et al.,
2001) e cerca de 82,5% TXEC para matrizes de 41 a 50 semanas de idade (Reijrink et al.,
2010). Os menores valores encontrados no presente estudo se justificam pelo fato das
matrizes terem idade mais avangada, pois a qualidade do ovo declina & medida que a idade da

matriz avanca, de forma irreversivel (Oliveira & Oliveira, 2013). Poedeiras jovens apresentam
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melhor qualidade de albimen quando comparadas com aves mais velhas (Santos et al., 2009).
De acordo com Macari et al. (2013), as causas de infertilidade necessitam de maior
investigacdo nas granjas de matrizes, podendo ser causada por interacdes farmacologicas,
inclusive nas racbes, manejo dos machos, propor¢do machos:fémeas, peso das aves,
malformacdes dos membros inferiores, nutri¢éo, idade etc.

Com excecdo no numero de pintos bicados mortos, todos os indices referentes
aos resultados de incubacao obtidos neste estudo foram inferiores aos parametros estipulados
por Macari et al. (2013), sendo: valores de infertilidade de 3,0 a 10,0%; mortalidade fase I de
2,0 a 4,0%; mortalidade fase Il de 0,5 a 0,7%; mortalidade fase Il de 2,0 a 4,0%; bicado
morto de 0,7 a 0,9%. Rosa & Avila (2000) citam valores ideais de 88 e 96% para eclosdo e

eclodibilidade, respectivamente.

Tabela 3.3 Valores médios percentuais (%) de fertilidade (FERT), taxa de eclosdo (TXEC),
eclodibilidade (ECL), mortalidade embrionaria total (MET), mortalidade embrionaria (0 a 7),
(8 a 14) e (15 a 21) dias, bicado vivo (BicV) e bicado morto (BicM) de ovos armazenados
durante 3, 6 e 9 dias com e sem inclusdo de CLA

Tratamentos FERT TXEC ECL MET 0-7 8-14 15-21 BicV  BicM

CICLA 80,20 59,07 70,86 16,84 8,22 1,85 538" 0,40 0,29
S/ CLA 79,27 57,75 69,95 15,45 8,91 1,50 3,65° 1,21 0,35
Arm3 77,71 62,30 76,91 12,24 4,78 1,39 4,78 0,35 0,35
Arm6 79,48 60,13 72,74 13,63 6,51 1,47 4,21 0,35 0,35
Arm9 82,01 52,80 6157 22,57 14,41 2,17 4,56 1,73 0,26

Valor de P

CLA 0,6418 0,6415 0,7541 0,3355 0,5222 0,4063 0,0007 0,0213 0,7766
Arm 0,2195 10,0254 0,0005 <0,0001 <0,0001 0,2526 0,6368 0,0020 0,9215
CLAXxArm 0,3832 0,0042 0,0047 0,001 0,0039 0,6639 0,3175 0,0356 0,1465
CV (%) 7,17 16,02 1466 38,63 63,34 80,06 4930 173,63 174,42

Namero de repeti¢des (n) = 12

Observando o desdobramento da interagdo entre inclusdo de CLA e
armazenamento dos ovos incubaveis (Tabela 3.4), nota-se que inclusdo de CLA resultou em
maior taxa de eclosdo (TXEC) para 0s ovos armazenados por maior periodo (nove dias)
qguando comparados aos pintos que nédo receberam CLA, sendo 14,83% melhor. Os ovos que
receberam CLA ndo diferiram quanto a TXEC com o aumento dos tempos de
armazenamento, j& os ovos sem CLA apresentaram redugdo na TXEC com nove dias de
armazenamento. Esses resultados foram diferentes dos apresentados por Franco (2007), que
encontraram taxas de eclodibilidade menores com aumento da inclusdo de CLA (de zero até
0,54%). Essas diferencas podem ser justificadas pelo nivel de inclusdo utilizado na dieta das
matrizes neste estudo, que foi inferior (0,023%), com a finalidade de evitar os efeitos

deletérios do CLA descritos anteriormente na literatura (Aydin e Cook, 2009). Segundo estes
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autores, dietas de poedeiras com inclusdo de 0,5% de CLA provocaram 100% de mortalidade
embrionaria em ovos férteis e também em codornas japonesas (Aydin e Cook, 2004).

Tabela 3.4 Desdobramento da interagdo entre tempos de armazenamento e inclusdo ou néo de
CLA na taxa de eclosédo dos pintos (TXEC)

Tratamentos Tempo de Armazenamento P CV%
3 6 9

Com CLA 57,33 59,68 60,22 <0,0001 1,99

Sem CLA 67,272 60,58 45,398 <0,0001 1,99

Meédias seguidas de letras diferentes minGsculas na linha e maitsculas na coluna diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05)

O desdobramento da interacdo entre inclusdo de CLA e tempos de
armazenamento dos ovos incubaveis para a eclodibilidade (ECL) pode ser observado na
Tabela 3.5. Nota-se que, da mesma forma que a TXEC, a ECL foi maior para o tratamento
que recebeu CLA aos nove dias de armazenamento, com resultado 15,38% superior. Os
indices de ECL do tratamento com CLA ndo diferiram entre si com o aumento do
armazenamento, no entanto, no tratamento sem CLA, o maior tempo de armazenamento
causou prejuizos a sobrevivéncia da progénie, o que pode indicar que a inclusdo de 0,023%
CLA na dieta das matrizes pode favorecer as TXEC e ECL para ovos armazenados por longos
periodos, neste caso, nove dias. Fasenko et al. (2001) estudaram os efeitos dos tempos de
armazenamento sobre a eclodibilidade e encontraram valores de 89,7% e 72,2% para ovos
armazenados durante 4 e 14 dias, respectivamente. Estes ultimos foram similares ao deste
experimento para 0s ovos armazenados durante seis dias 0 que, mais uma vez, sugere a

influéncia da idade das matrizes sobre estes indices.

Tabela 3.5 Desdobramento da interag@o entre tempos de armazenamento e inclusdo ou ndo de
CLA na eclodibilidade dos pintos (ECL)

Tratamentos Tempo de Armazenamento P CV%
3 6 9

Com CLA 72,48 70,86 69,25 <0,0001 2.05

Sem CLA 81,33 74,622 53,878 <0,0001 2,05

Médias seguidas de letras diferentes mindsculas na linha e maiusculas na coluna diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05)

Na Tabela 3.6 observam-se os resultados do desdobramento da interacdo entre
inclusdo de CLA e tempos de armazenamento para a mortalidade embrionaria total (MET).
Verifica-se que a inclusdo de CLA aumentou a MET em ovos armazenados trés e seis dias,
que foram 5,38% e 5,73% maiores, quando comparados ao tratamento sem CLA nos mesmos

periodos. No entanto, aos nove dias de armazenamento foi verificado menor MET com a
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utilizacdo do CLA o que sugere que o nivel de inclusdo do CLA utilizado neste estudo pode

ser benéfico para armazenamentos por longos periodos.

Tabela 3.6 Desdobramento da interag&o entre tempos de armazenamento e inclusdo ou ndo de
CLA na mortalidade embrionaria total dos pintos (MET)

Tratamentos Tempo de Armazenamento P CV%
3 6 9

Com CLA 14,934 16,49% 19,10° <0,0001 1,00

Sem CLA 9,558 10,768 26,04 <0,0001 1,00

Meédias seguidas de letras diferentes minGsculas na linha e maitsculas na coluna diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05)

O aumento do tempo de armazenamento nao afetou a MET para o tratamento
com CLA, uma vez que os valores nédo diferiram entre si. No entanto, provocou aumento de
16,49% na MET para o tratamento sem CLA para 0s ovos armazenados durante nove dias em
comparacdo aos menores tempos (trés e seis dias). Estes resultados sdo semelhantes aos
encontrados por Fasenko et al. (2001) sendo de 10,7% e 27,7% para ovos armazenados
durante 4 e 14 dias, respectivamente.

Avaliando o desdobramento da interacdo entre inclusdo de CLA e tempos de
armazenamento de ovos incubaveis para a mortalidade embrionaria inicial (0-7) de zero a sete
dias (Tabela 3.7), observa-se que 0 aumento do periodo de armazenamento provocou maior
mortalidade embrionaria inicial a partir do sexto dia em ambos os tratamentos. Este fato que
pode ser explicado pelo aumento da mortalidade celular durante o armazenamento afetar
diretamente a viabilidade do embrido que, em determinado estagio da diferenciacdo celular,
necessita de um nimero minimo de células embrionarias viaveis para a continuidade no
desenvolvimento embrionario normal, caso contrario, o desenvolvimento embrionario sera
paralisado, resultando em morte embrionaria nos primeiros dias de incubacédo (Reijrink et al.,
2010). Além disso, a reativacdo do processo de desenvolvimento embrionario apds a
paralisacdo por longos periodos de armazenamento normalmente provoca o aumento da
mortalidade embrionaria inicial (Fasenko et al., 2001). Segundo Tierzucht (2011), o embrido
nesta fase do desenvolvimento possui de 40.000 a 60.000 células embrionarias viaveis em
plena divisdo, sendo assim, mortes nesta fase estdo relacionadas ao manejo do ovo incubavel,
tendo como principais causas o tempo de armazenamento dos ovos férteis (longos ou curtos
demais), condicdes da sala de armazenamento, idade da matriz, permanéncia do ovo no ninho
por tempo prolongado, mudancas bruscas de temperatura e umidade, desinfec¢do dos ovos,
falta do pré-aquecimento, condi¢BGes da incubadora, qualidade da casca dos ovos, manejo

nutricional das matrizes, micotoxinas ou enfermidades (Macari et al., 2013).
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Tabela 3.7 Desdobramento da interacdo entre tempos de armazenamento e inclusdo ou ndo de
CLA na mortalidade embrionéria dos pintos de 0 a 7 dias de incubacédo

Tratamentos Tempo de Armazenamento P CV%
3 6 9

Com CLA 5,91° 7.47° 11,28% <0,0001 0,76

Sem CLA 3,65" 5,56" 17,543 <0,0001 0,76

Médias seguidas de letras diferentes minasculas na linha e mailsculas na coluna diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05)

No entanto, o tratamento CLA promoveu menor mortalidade inicial para ovos
armazenados durante nove dias, em relacdo ao tratamento sem CLA. Para alguns autores
(Surai et al., 1996), nessa fase do desenvolvimento inicial, os embrides estdo mais sujeitos a
peroxidacgdo lipidica devido & composicdo lipidica corporal ser majoritariamente de &cidos
graxos poli-insaturados, associado as altas taxas metabdlicas e de utilizacdo de CO, Neste
estudo, a utilizacdo de CLA pode ter exercido efeito antioxidante controlando o processo
oxidativo de forma eficiente, especialmente durante o periodo de maior armazenamento. Este
efeito antioxidante ja foi relatado anteriormente (Ko et al., 2004) em estudos com frangos
suplementados com 1,5% de CLA em que o CLA afetou a atividade da catalase. Kim et al.
(2005) encontraram atividade antioxidante do CLA sobre as enzimas antioxidantes glutationa
peroxidase e superdxido dismutase em ratos suplementados com 1,5% de CLA. A capacidade
de certos isdmeros do CLA em diminuir a oxidacdo lipidica pode estar associada a sua
capacidade de fortalecer o sistema de defesa antioxidante (Ko et al., 2004) aumentando a
capacidade de eliminacao de radicais livres (Leung & Liu, 2000).

Observando-se o desdobramento para a quantidade de pintos bicados vivos
(BicV) na Tabela 3.8, nota-se que no tratamento com CLA n&o houve diferenca para os
indices de BicV entre os diferentes tempos de armazenamento. Por outro lado, no tratamento
sem CLA, os indices foram semelhantes até os seis dias de armazenamento, mas aumentaram
no 9° dia. Para os ovos de matrizes que receberam CLA houve reducdo significativa do BicV

no maior tempo de armazenamento, quando comparado ao tratamento sem CLA.
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Tabela 3.8 Desdobramento da interacdo entre tempos de armazenamento e inclusdo ou nao de
CLA na mortalidade embrionéria dos pintos bicados vivos a eclosdo (BicV)

Tratamentos Tempo de Armazenamento P CV%
3 6 9

Com CLA 0,17 0,35 0,69° 0,0966 0,24

Sem CLA 0,52° 0,35 2,784 <0,0001 0,24

Meédias seguidas de letras diferentes minGsculas na linha e maitsculas na coluna diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05)

A mortalidade embrionaria média de 8 a 14 dias, assim como a quantidade de
pintos bicados mortos (BicM), ndo foram influenciadas pela inclusdo de CLA na dieta das
matrizes ou pelo armazenamento (Tabela 3.3), resultado diferente do encontrado por Fasenko
et al. (2001).

J& a mortalidade embrionéria final (de 15 a 21 dias) foi aumentada com a
inclusdo de CLA (Tabela 3.3), sem efeito do armazenamento, ao contrario do encontrado por
Fasenko et al. (2001). Franco (2007) atribui os efeitos da mortalidade embrionaria provocada
pelo CLA as enzimas que catalisam o metabolismo de diversos &cidos graxos. Como citado
por Aydin & Cook (2009), o isdbmero trans-10, cis-12 diminui a atividade da estearoil-CoA
dessaturase e inibe o processo de dessaturacdo dos &cidos graxos saturados, aumentando sua
quantidade. E muito provavel que esta enzima também possa ser responsavel por modificar o
transporte de alguns nutrientes essenciais ao desenvolvimento embrionario no ovo (Leone et
al., 2009). Segundo Watkins et al. (2003), o CLA aumenta os niveis de &acidos graxos
saturados na membrana do saco vitelino, o que pode aumentar a permeabilidade da

membrana.

5.1.2.1 Causas de mortalidade embrionaria

A inclusdo de CLA ou os tempos de armazenamento ndo afetaram os
parametros avaliados para mortalidade embrionaria, conforme verificado na Tabela 3.9. Néo

houve interacdo entre os tratamentos para as causas de mortalidade dos pintinhos.
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Tabela 3.9 Valores médios percentuais (%) de embrides contaminados (CT), contaminagéo
fangica (CTF), ovos trincados (TR) com posicionamento incorreto da cabeca (P1),
posicionados de forma invertida ao polo do ovo (P2) e ma formacdo embrionaria (Al)
provenientes de ovos armazenados durante 3, 6 e 9 dias com e sem inclusdo de CLA

Tratamentos CT CTF TR P1 P2 Al
C/CLA 0,46 0,46 1,10 0,46 0,29 0,23
S/ CLA 0,17 0,35 1,10 0,35 0,06 0,14

Arm3 0,61 0,56 0,87 0,26 0,09 0,09
Armé6 0,17 0,35 1,13 0,35 0,35 0,17
Arm9 0,17 0,30 1,30 0,61 0,09 0,26
Valor de P
CLA 0,0985 0,3988 0,9989 0,5861 0,1129 0,3874
Arm 0,0702 0,2544 0,6784 0,3852 0,2394 0,5677
CLA x Arm 0,4526 0,0713 0,8322 0,3852 0,0565 0,2755
CV (%) 146,71 848,53 96,62 137,70 261,35 298,35

NUmero de repeticdes (n) = 12

Vale ressaltar que todos os embrides que foram diagnosticados com
posicionamento incorreto da cabeca (P1) e posicionados de forma invertida ao polo do ovo
(P2) estavam na fase de 19 a 21 dias de desenvolvimento embrionario, além disso, ndo foram
encontrados embrides desidratados.

Os resultados encontrados neste estudo podem ser considerados dentro do
padrdo para P1 e P2, de acordo com os parametros estipulados por Macari et al. (2013):

contaminados: 0,5%; mal formacdes: 0,3% e ma posic¢do: 1 a 1,5%.

5.1.3 Parametros fisicos de qualidade dos pintos de um dia

Conforme pode ser observado na Tabela 3.10, embora ndo tenha sido
verificado o efeito da inclusdo de CLA sobre a qualidade dos pintos de uma forma geral, a
qualidade declinou com o aumento do tempo de armazenamento, assim como observado por
Reijrink et al. (2010).
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Tabela 3.10 Valores medios percentuais (%) de mortos pos-eclosdo (MPE), pintos de 12 linha
(18L), pintos de 22 linha (28L) e pintos eliminados (ELIM) provenientes de ovos armazenados
durante 3, 6 e 9 dias com e sem incluséo de CLA

Tratamentos MPE 1°L 2oL ELIM
CICLA 0,72 39,47 11,55 2,58
S/ CLA 0,55 40,03 9,14 1,97

Arm3 1,00% 42,71 10,46 2,46

Arm6 0,258 42,67 9,25 1,87

Arm9 0,67°8 33,87 11,33 2,50
Valor de P

CLA 0,4787 0,7650 0,0902 0,1398

Arm 0,0379 0,0002 0,4817 0,3831

CLA x Arm 0,3123 <0,0001 0,4494 0,3092
CV (%) 160,45 24,51 58,06 77,01

Médias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Numero de repeticdes (n)=12

N&o houve interacdo dos tratamentos na mortalidade pos-eclosdo (MPE),
porém os piores resultados foram encontrados para ovos com trés dias de armazenamento
(Tabela 3.10).

A quantidade dos pintos de segunda linha (2%L) e a quantidade pintos
eliminados (ELIM) também ndo foram influenciados pelos tratamentos. Em estudo
semelhante, Reijrink et al. (2010) encontraram relacdo entre tempos de armazenamento e a
guantidade de pintos classificados como de segunda linha, que foi superior para ovos
armazenados por 14 dias (1,3%), quando comparado ao de 4 dias (0,7%).

Na Tabela 3.11 é possivel avaliar os desdobramentos da interagdo entre
inclusdo de CLA e tempos de armazenamento para a porcentagem de pintos de primeira linha
(18L). Verificou-se que a inclusdo do CLA diminuiu a porcentagem de pintos 12L proveniente
de ovos armazenados por trés dias, o que ndo foi observado para seis dias de armazenamento.
Enquanto que, para ovos armazenados por nove dias, a porcentagem de pintos 18L do
tratamento com CLA foi superior. No tratamento com CLA ndo houve diferenca entre os
tempos de armazenamento, ja para o tratamento sem CLA, os tempos trés e seis ndo diferiram

entre si, mas aos nove dias a quantidade de 1L foi menor.
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Tabela 3.11 Desdobramento da interacdo entre tempos de armazenamento e inclusdo ou nédo
de CLA para os pintos de um dia classificados como de primeira linha (12 L) %

Tratamentos Tempo de Armazenamento P CV%
3 6 9

Com CLA 38,25° 40,42 39,75 0,0966 1,31

Sem CLA 47 174 44,928 28,008 <0,0001 1,31

Meédias seguidas de letras diferentes mintsculas na linha e maitsculas na coluna diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05)

5.1.3.1 Avaliagéo da qualidade dos umbigos dos pintos de um dia

Nas avaliacbes de umbigo dos pintos de um dia (Tabela 3.12) deste
experimento, os umbigos néo cicatrizados e ndo eliminados (UNE) fizeram parte da contagem
dos pintos de segunda linha, também chamados de pintos de sele¢do. Porém, nem todos os
pintos de segunda linha tinham problemas de umbigo como também nem todos os pintos que

foram eliminados o tinham.

Tabela 3.12 Valores médios percentuais (%) de umbigos ndo cicatrizados e eliminados (UE),
umbigos néo cicatrizados e ndo eliminados (UNE) e total de umbigos nédo cicatrizados (UT)
de pintos de um dia provenientes de ovos armazenados durante 3, 6 e 9 dias com e sem
inclusdo de CLA

Tratamentos UE UNE uT
C/CLA 1,81 3,33 5,14
S/ CLA 1,53 3,75 5,28

Arm3 1,83 3,33 5,17

Arm6 1,58 3,25 4,83

Arm9 1,58 4,04 5,62
Valor de P

CLA 0,3478 0,5418 0,8621

Arm 0,7259 0,5815 0,7186

CLA X Arm 0,1093 0,2541 0,1183
CV (%) 75,36 80,97 64,93

Numero de repeticdes (n)=12

A adicdo do CLA ou o tempo de armazenamento dos ovos na sala de ovos nao
influenciaram a qualidade dos umbigos dos pintos de um dia, conforme o esperado. Segundo
Macari et al. (2013), as infec¢des do umbigo sdo relacionadas diretamente com problemas de
temperatura e umidade na incubadora ou mesmo com a presenca de bactérias patogénicas.
Além disso, também néo foram verificadas interacdes significativas entre incluséo de CLA e

tempos de armazenamento para este parametro de qualidade de pintos.
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5.2 Morfometria dos 6rgdos

A avaliagdo do peso do pinto ao nascimento € parametro muito importante para
a industria avicola. Willemsen et al. (2008) avaliaram a influéncia da qualidade do pinto no
peso ao abate dos frangos e verificaram que o PP aos 7 dias foi o melhor indicativo de
previsibilidade de peso corporal ao abate dos frangos, seguido pelo parametro de peso
corporal do pinto de um dia. Neste estudo, a inclusdo de CLA produziu pintinhos menores
(Tabela 3.13), resultado similar ao encontrado por Reijrink et al. (2010) e diferente de Tona et
al. (2004), que verificaram os efeitos negativos de longos periodos de armazenamento de ovos
sobre 0 peso corporal dos pintinhos. Ja Franco (2007), ndo verificou diferencas de PP
provenientes de matrizes que receberam diferentes niveis de CLA e sem CLA. J4 os periodos

de armazenamento nao influenciaram o PP.

Tabela 3.13 Valores médios, em gramas (g), de peso absoluto do pinto (PP), peso absoluto do
pré-ventriculo e moela (PPM), peso absoluto do figado (PF), peso absoluto do pancreas
(PPan), peso absoluto dos intestinos (PI) e peso absoluto do saco vitelino (PSV) de pintos de
um dia provenientes de ovos armazenados durante 3, 6 e 9 dias com e sem inclusdo de CLA

Tratamentos PP PPM PF PPan Pl PSV
CICLA 44,38° 3,13 1,31 0,08" 2,03 4,39°
S/ CLA 45,39 2,95 1,29 0,088 1,97 4,95"

Arm3 45,03 3,06 1,30 0,08 2,04 4,60

Arm6 44,81 3,08 1,32 0,08 2,03 4,49

Arm9 44,82 2,98 1,28 0,08 1,93 4,93
Valor de P

CLA 0,0036  <0,0001 0,1272 0,0372 0,0988 0,0021

Arm 0,8318 0,1389  0,0839 0,3441 0,0588 0,1171

CLAXArm  0,7405 0,0054  0,0003 0,2662 0,0493 0,2665
CV (%) 5,66 24,90 9,64 24,46 14,89 28,72

Médias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
NUmero de repeticdes (n)=35

Pintos provenientes de matrizes que receberam CLA apresentaram maiores
pesos absolutos de pré-ventriculo e moela (PPM) e pancreas (PPan) (Tabela 3.13), mas sem
influéncia dos tempos de armazenamento. Ja os pesos absolutos do figado (PF) e intestinos
(P1) nédo foram afetados pela inclusdo do CLA ou pelos os tempos de armazenamento.

A adicdo do CLA reduziu o peso absoluto dos sacos vitelinos (PSV) dos pintos
(Tabela 3.13), o que indica uma maior taxa de absorcdo da gema. No entanto, iSso nao
influenciou o peso vivo dos pintinhos, que foram menores com a inclusdo do CLA (P=0,036).

Os resultados de menores tamanhos de sacos vitelinos a eclosdo para pintos provenientes de
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ovos que receberam CLA tambeém foram encontrados por Latour et al. (2000), porém esses
animais apresentaram pouca mudanca no PSV até dois dias de idade quando comparados aos
pintos que ndo receberam CLA, porque, provavelmente, tiveram o sistema de remoc¢do dos
lipidios do saco vitelino prejudicado com aumento da concentracdo de 18:0 na gema
explicado pela modificagdo na A 9-dessaturase, por conta disso, 0s pintos que ndo receberam
CLA se adaptaram rapidamente até os seis dias de idade, atingindo mesmos PSV. Neste
estudo, os PSV nao foram afetados pelos tempos de armazenamento na sala de ovos e
tampouco foi verificada interacdo significativa entre dos fatores principais, semelhante aos
resultados reportados por Rocha (2011), que verificou que periodos de armazenamento de 3 e
7 dias ndo influenciaram nos pesos dos sacos vitelinos dos pintos a eclosdo. As interacdes
entre inclusdo do CLA e armazenamento foram significativas para PPM, PF e PI, e os
respectivos desdobramentos estdo apresentados nas tabelas a seguir. Bem como neste estudo,
Reijrink et al. (2010) ndo encontraram interacfes para 0 peso dos Orgdos na avaliacdo
morfométrica de pintos vindos de ovos armazenados durante 4 e 14 dias.

Através do desdobramento da interacdo entre tempos de armazenamento e
inclusdo de CLA sobre o PPM (Tabela 3.14), nota-se que o PPM dos pintos suplementados
com CLA provenientes de ovos armazenados por trés e nove dias foram mais pesados quando
comparados aos controles, ja os pintos de ovos armazenados por seis dias ndo diferiram. No
tratamento com CLA, ndo houve diferenca para o peso do PPM dos pintos provenientes de
ovos armazenados por diferentes periodos e no tratamento sem CLA, 0s pintos provenientes

de ovos armazenados por seis dias, produziram PPM mais pesados.

Tabela 3.14 Desdobramento da interacdo entre tempos de armazenamento e inclusdo ou nao
de CLA no peso absoluto do pro-ventriculo e moela (g) dos pintos de um dia (PPM)

Tratamentos Tempo de Armazenamento P CV%
3 6 9

Com CLA 3,16" 3,08 3,16% <0,0001 0,03

Sem CLA 2,96% 3,08 2,808 <0,0001 0,03

Médias seguidas de letras diferentes minasculas na linha e mailsculas na coluna diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05)

Na Tabela 3.15 observam-se os desdobramentos da interagdo entre incluséo de
CLA e tempos de armazenamento para 0 peso absoluto do figado (PF). A inclusdo do CLA
produziu figados mais pesados para pintos provenientes de ovos armazenados por trés dias,
conforme encontrado por Suksombat et al. (2007). J& para os armazenados por seis dias 0

resultado foi oposto, os figados do tratamento com CLA foram mais leves e para 0sS
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provenientes de ovos armazenados por nove dias ndo houve diferenga significativa. Para o
tratamento com inclusdo do CLA, pintos dos ovos armazenados por trés dias apresentaram
maior PF que ndo diferiu dos dias seis e nove. Ja no tratamento sem CLA, os maiores PF
foram encontrados para os pintos dos ovos armazenados por seis dias, os demais tempos de

armazenamento nao diferiram entre si.

Tabela 3.15 Desdobramento da interagcdo entre tempos de armazenamento e inclusdo ou ndo
de CLA no peso absoluto do figado (g) dos pintos de um dia (PF)

Tratamentos Tempo de Armazenamento P CV%
3 6 9

Com CLA 1,35 1,298 1,29° <0,0001 0,01

Sem CLA 1,24"8 1,35% 1,26° <0,0001 0,01

Médias seguidas de letras diferentes minusculas na linha e maiusculas na coluna diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05)

Desdobrando-se a interacdo entre incluséio de CLA e tempos de
armazenamento para o peso absoluto dos intestinos - Pl (Tabela 3.16), a inclusdo de CLA
produziu intestinos mais pesados em pintos provenientes de ovos armazenados por trés dias.
No tratamento sem CLA o maior peso de intestinos foi verificado para 0s pintos provenientes

de ovos armazenados durante seis dias, os demais nao diferiram entre si.

Tabela 3.16 Desdobramento da interacdo entre tempos de armazenamento e inclusdo ou nao
de CLA no peso absoluto dos intestinos dos pintos de um dia (PI) em (g)

Tratamentos Tempo de Armazenamento P CV%
3 6 9

Com CLA 2,11° 1,99 1,99 <0,0001 0,03

Sem CLA 1,96*° 2,07 1,87 <0,0001 0,03

Médias seguidas de letras diferentes mindsculas na linha e maiusculas na coluna diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05)

Para os pesos relativos dos pintos e dos 6rgaos (Tabela 3.17), a inclusdo de
CLA afetou todos os parametros, ja o armazenamento somente influenciou o peso relativo do
pinto (PRel). Os pesos relativos dos 6rgdos tiveram maior relacdo com o CLA, pois 0s pesos
dos pintos que receberam CLA foram menores (Tabela 3.14), uma vez que o0 peso relativo é a

razdo entre peso do 6rgéo e do pinto.
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Tabela 3.17 Valores médios percentuais (%) de pesos relativos do pinto (PPrel), pro-
ventriculo e moela (PPMrel), figado (PFrel), pancreas (PPanRel), intestinos (Plrel) e saco
vitelino (PSVrel) de pintos de um dia provenientes de ovos armazenados durante 3, 6 e 9 dias
com e sem inclusdo de CLA

Tratamentos  ‘PPrel ’PPMrel “PFrel ’PPanRel 2Prel 2PSVrel
C/CLA 65,10° 7,08 2,97 0,19% 4,59% 9,86°
S/ CLA 66,59 6,50 2,84 0,178 4,34 10,874

Arm3 65,32° 6,83 2,90 0,18 4,54 10,19

Arm6 65,24° 6,88 2,96 0,18 4,55 9,93

Arm9 66,98 6,66 2,85 0,17 4,31 10,97
Valor de P

CLA 0,0035 <0,0001 0,0010 0,0042 0,0052 0,0059

Arm 0,0076 0,1298 0,0901 0,3798 0,0519 0,0540

CLAXArm  0,1362 0,0139 0,0009 0,3845 0,0837 0,2376
CV (%) 5,82 23,17 10,24 24,93 15,18 26,34

Médias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Numero de repeticdes (n)=35

!Peso relativo do pinto (%) = (peso do pinto/peso do ovo) x 100

*Peso relativo dos 6rgios (%) = (peso do érgdo/peso do pinto) x 100

A inclusdo de CLA nas ragOes das matrizes reduziu o PPrel, enquanto o
aumento do tempo de armazenamento aumentou o PPrel. Os valores médios encontrados para
0 PPrel neste experimento foram inferiores aos descritos por Sahan et al, (2014), que
encontraram valores em torno de 73,0% para matrizes de 52 semanas.

Por outro lado, a inclusdo de CLA aumentou os valores dos pesos relativos do
pancreas (PPanRel) e intestinos (Plrel), sem efeito dos periodos de armazenamento.

Assim como comentado anteriormente para 0 PSV, o0s pintos provenientes de
matrizes que receberam CLA apresentaram menores valores de pero relativo do saco vitelino
(PSVrel), ndo foram afetados pelo armazenamento e ndo foi verificada interacdo entre os
tratamentos. Segundo o manual da linhagem (Cobb, 2013), o PSVrel deve apresentar valores
menores do que 10%, o que sugere maior absor¢do do saco vitelino pelo pintinho.

Os pesos relativos do pré-ventriculo e moela (PPMrel) e figado (PFrel) foram
afetados pela adicdo de CLA e pela interacdo entre os fatores principais. Desdobrando a
interacdo para 0 PPMrel (Tabela 3.18) verifica-se que a inclusdo do CLA produziu maiores
valores de PPMrel nos pintinho provenientes de ovos armazenados aos trés e nove dias e ndo

diferiram para o tempo de armazenamento de seis dias.
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Tabela 3.18 Desdobramento da interacdo entre tempos de armazenamento e inclusdo ou nédo
de CLA no peso relativo (%) do pro-ventriculo e moela dos pintos de um dia (PPMrel)

Tratamentos Tempo de Armazenamento P CV%
3 6 9

Com CLA 7,157 6,99 7,10% <0,0001 0,06

Sem CLA 6,50%°8 6,772 6,228 <0,0001 0,06

Meédias seguidas de letras diferentes minGsculas na linha e maitsculas na coluna diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05)

Desdobrando-se a interacdo entre inclusio de CLA e tempos de
armazenamento para o PFrel (Tabela 3.19), nota-se que a inclusdo de CLA apresentou maior
PFrel para pintos provenientes de 3 dias de armazenamento, sem diferenca para 0s demais
tempos de armazenamento. Quanto ao tratamento com CLA, o maior tempo de
armazenamento produziu menores PFrel, sem diferenca para os demais periodos. No
tratamento sem CLA, o PFrel foi maior nos animais provenientes de ovos armazenados por

seis dias, ndo diferindo entre os tempos trés e nove de armazenamento.

Tabela 3.19 Desdobramento da interacdo entre tempos de armazenamento e inclusdo ou nao
de CLA no peso relativo (%) do figado dos pintos de um dia (PFrel)

Tratamentos Tempo de Armazenamento P CV%
3 6 9

Com CLA 3,05™ 2,947 2,91° <0,0001 0,03

Sem CLA 2,74 2,98 2,80° <0,0001 0,03

Médias seguidas de letras diferentes minusculas na linha e maidsculas na coluna diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05)
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Na Tabela 3.20, verifica-se que a incluséo de CLA influenciou no
comprimento de intestinos total (CIT) e também o comprimento do intestino delgado (CID).
Estas podem ser caracteristicas interessantes para a producdo de frangos, pois intestinos
maiores podem resultar em maior a area de absorcéo alimentar. Além disso, 0 armazenamento
durante nove dias reduziu o CIT e CID, sem diferenca entre os tempos de armazenamento trés
e seis dias. Neste experimento, ndo foi encontrada interagdo entre os fatores principais para
CIT ou CID. Além disso, o comprimento do reto (CR) ndo foi influenciado por nenhum dos

tratamentos aplicados, nem foi verificada interacdo significativa.

Tabela 3.20 Valores médios de comprimento, em centimetros (cm), do intestino total (CIT),
do intestino delgado (CID) e do reto (CR) de pintos de um dia provenientes de ovos
armazenados durante 3, 6 e 9 dias com e sem inclusdo de CLA

Tratamentos CIT CID CR
C/CLA 45,347 42 49% 2,85
S/ CLA 43,09° 40,258 2,84

Arm3 44,647 41,78* 2,86

Arm6 45,174 42,22 2,94

Arm9 42,86° 40,128 2,74
Valor de P

CLA <0,0001 <0,0001 0,8663

Arm 0,0002 0,0005 0,1189

CLA x Arm 0,2782 0,2552 0,1875
CV (%) 8,35 8,68 20,91

Médias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Numero de repeticdes (n)=35
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5.3 Oxidacdo lipidica dos sacos vitelinos de pintos de um dia

Observando os resultados séo apresentados na Tabela 3.21, a inclusdo de CLA
na dieta das matrizes nos sacos vitelinos dos pintinhos, resultou em maiores valores de
TBARSS, o0 que pode ser explicado pelos resultados encontrados para a absorcdo de gema.
Por apresentarem maiores teores de absorcdo de gema, os pintos do tratamento com CLA
realmente deveriam apresentar o processo oxidativo do saco vitelino mais acelerado, como foi
verificado neste estudo. Isso porque o CLA induz a peroxidacao lipidica dos fosfolipidios de
cadeia longa (38:6, 36:4, 40:6) nos sacos vitelinos, principalmente em pintos provenientes de

ovos armazenados (Cherian, 2009).

Tabela 3.21 Valores médios da avaliacdo das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico dos
sacos vitelinos (TBARSS) de pintos provenientes de ovos armazenados durante 3, 6 e 9 dias
com e sem inclusdo de CLA

Tratamentos TBARSS
CICLA 2,48"
S/ CLA 2,23°

Arm3 2,30
Armo6 2,45
Arm9 2,32
Valor de P
CLA 0,0302
Arm 0,4512

CLA x Arm 0,2415

CV (%) 11,71

Médias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
NUmero de repeticdes (n) = 2
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6 CONCLUSAO

A inclusdo dos isdbmeros cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12 de CLA ao nivel de
0,023% na dieta das matrizes pesadas produziu ovos mais pesados, mas reduziu o peso dos
pintos, no entanto, estes apresentaram maior absor¢do do saco vitelino e maior comprimento
do intestino. Além disso, melhorou alguns indices do rendimento de incubacéo, como a taxa
de eclosdo e a eclodibilidade, reduziu a mortalidade embrionéria inicial, especialmente em

ovos armazenados por nove dias, mas prejudicou o desenvolvimento final dos embrides.
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