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RESUMO

EFICIENCIA DA LUZ ULTRAVIOLETA NA DESINFECCAO DE OVOS FERTEIS
DE REPRODUTORAS PESADAS

José Renato de Oliveira Brancot
Concepta Margaret McManus Pimentel?

1 — Mestrando em Ciéncias Animais, FAV-UnB. Brasilia/DF, Brasil.
2 — Professora Titular, FAV-UnB. Brasilia/DF, Brasil.

Essa investigagéo se dividiu em duas etapas. Em um primeiro momento buscou-se avaliar a
desinfeccdo de ovos férteis com luz ultravioleta 254nm (UV-C), comparando-a com um
protocolo utilizando paraformaldeido. Ovos de galinhas reprodutoras com 36 semanas de
idade foram submetidos aos tratamentos: ovos ndo desinfetados (CN), ovos expostos durante
1, 3,5, 7, 9 minutos de luz UV-C (UV 1, UV 3, UV 5, UV 7, UV 9) e ao paraformaldeido
5,3g/m3 (CP). De cada tratamento, 35 ovos foram individual e assepticamente colocados em
uma solucdo de enxague, friccionados durante 1 minutos para extracdo do conteudo
bacteriano, plagueados em agar padrdo para contagem e incubados durante 48 horas a 37°C.
Foi detectada uma correlacdo negativa entre o crescimento bacteriano e a duracdo dos
tratamentos UV-C, com reducdo significativa de 0,68 logl0 apds 5 minutos de exposicao.
Ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos CN, UV 1 e UV 3. O CP foi
significativamente mais eficiente do que todos os tratamentos, exceto pelo UV 9. Os dados
foram analisados utilizando o teste ANOVA (P<0.001), e as médias submetidas ao teste
Tukey (P<0.05). Em um segundo momento, foram investigados os possiveis impactos do
melhor tratamento com luz UV-C encontrado na primeira etapa sobre a eclosdo de ovos
férteis, mortalidade embrionaria e distribuicdo do nascimento. Foram incubados 35 ovos do
tratamento CP, 35 ovos do tratamento UV 9 e 35 ovos do tratamento CN quando as
reprodutoras viviam 38, 42 e 48 semanas. N&o houve diferenca estatistica na eclosédo de ovos
férteis entre os tratamentos (P>0.05), e somente as 42 semanas 0s tratamentos submetidos a
algum protocolo de desinfec¢do se mostraram mais eficientes do que o o tratamento CN. Foi
possivel observar vantagem na eclosdo dos ovos de reprodutoras mais jovens, quando
comparada a eclosdo dos ovos de reprodutoras vivendo 48 semanas (P<0.05),
independentemente do tratamento. A mortalidade embrionaria se apresentou de forma
semelhante em todas as baterias de incubagdo qualquer que fosse a idade ou tratamento, sendo



mais alta na etapa final entre 19 e 21 dias (P<0.05). Os tratamentos CN e UV 9 minutos
apresentaram distribuicdo de nascimento semelhante, enquanto o tratamento CP se
diferenciou pela auséncia de pico de eclosdo em dado momento do nascimento.

Palavras-chave: ultravioleta, paraformaldeido, reprodutoras pesadas, ovos férteis, incubacéo



ABSTRACT

EFFICIENCY OF ULTRAVIOLET LIGHT ON FERTILE EGGS DISINFECTION OF
BROILER BREEDERS

José Renato de Oliveira Brancot
Concepta Margaret McManus Pimentel?

1 — Master’s candidate in Animal Sciences, FAV-UnB. Brasilia/DF, Brasil.
2 — Professor, FAV-UnB. Brasilia/DF, Brasil.

This investigation was divided into two. The first part aimed to evaluate the disinfection of
fertile eggs with 254nm ultraviolet light (UV-C), comparing it with a protocol using
paraformaldehyde. Eggs of broiler breeders at 36 weeks of age were submitted to treatments:
eggs not disinfected (CN), eggs exposed for 1, 3, 5, 7, 9 minutes of UV-C light (UV 1, UV 3,
UV 5, UV 7, UV 9) and paraformaldehyde 5.3g/m3 (CP). From each treatment, 35 eggs were
individually and aseptically placed in a rinse solution, rubbed for 1 minute to extract the
bacterial contents, plated on standard agar for counting and incubated for 48 hours at 37°C. A
negative correlation between bacterial growth and duration of UV-C treatments was detected,
with a significant reduction of 0.68 logl0 after 5 minutes of exposure. There was no
statistically significant difference between the CN, UV 1 and UV 3 treatments. CP was
significantly more efficient than all treatments except UV 9. Data was analyzed using the
ANOVA test (P<0.001), and the means submitted to the Tukey test (P<0.05). In a second
moment, the possible impacts of the best treatment with UV-C light found in the first stage on
the hatching of fertile eggs, embryonic mortality and hatch distribution were investigated. 35
CP treatment eggs, 35 UV 9 treatment eggs and 35 CN treatment eggs were incubated when
the breeders had 38, 42 and 48 weeks. There was no statistical difference on the hatch of
fertile eggs between treatments (P>0.05) and only when birds were with 42 weeks of age
disinfection protocols were more efficient than CN treatment. It was possible to observe
advantage in the hatching of the eggs from younger breeders when compared to the hatching
of the eggs from breeding herds living 48 weeks (P<0.05) independently of the treatment.
Embryonic mortality was similar in all incubation batteries regardless of age or treatment,



Xi

being higher in the final stage between 19 and 21 days (P<0.05). The treatments CN and UV
9 minutes presented a similar hatch distribution, while CP treatment was differentiated by the
absence of a peak at a given moment of hatch.

Keywords: ultraviolet, paraformaldehyde, broiler breeders, fertile eggs, incubation
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1. CAPITULO I

1.1. INTRODUCAO

A producdo avicola brasileira possui grande destaque no cenario mundial.
Segundo relatério anual da Associacdo Brasileira de Proteina Animal - ABPA (2016), em
2015 o Brasil foi 0 segundo maior produtor de carne de frango, atrds dos Estados Unidos e a
frente da China. Ainda no mesmo relatério, a ABPA coloca o Brasil como maior exportador
da carne de frango com 4.304 milhdes de toneladas de carne exportada. Essa condi¢cdo é
reflexo de controle rigido de biosseguranca, aliado a um grande potencial técnico encontrado

em toda a cadeia.

Dentre as etapas do processo, a fase de incubacdo apresenta papel fundamental.
Em condic¢des normais, um lote de reprodutoras pode manter uma eclosdo média ao longo da
vida de 83% (Heier & Jarp, 2001). Porém, alguns sdo os fatores que podem influenciar
negativamente o nascimento e reduzir a taxa de eclosdo média, tais como a linhagem, o
manejo adotado antes e durante a incubacdo, a qualidade e o nivel de contaminacdo do ovo

incubado.

1.1.2.  Problematica e relevancia

No Brasil, 0 método mais difundido para desinfeccdo de ovos férteis é a
fumigacdo do formaldeido. Cadirci (2008), apds vasta revisdo sobre o tema, afirmou que o

formaldeido possui excelente potencial para controle bacteriano da casca dos ovos, mas com



importantes ressalvas; pouco potencial de descontaminacdo quando h& sub dosagem ou
ambiente com umidade inferior a 60%, risco de mortalidade do embrido quando em excesso, e

potencial carcinogénico em humanos.

O INSTITUTO NACIONAL DE SAUDE DOUTOR RICARDO JORGE
(2014) definiu o formaldeido como um gas incolor, de odor intenso e caracteristico, e em
virtude do potencial de desencadear mecanismos que levam ao cancer, seus pesquisadores
decidiram estudar o potencial genotoxico do formaldeido em profissionais da saude ligados a
servicos de anatomia patolégica em hospitais. Apds estudarem 85 profissionais, 0s autores
concluiram que os pacientes expostos a indices acima do recomendado pela comissdo
europeia (0,2ppm), apresentaram aumento significativo de biomarcadores de dano genético

qguando comparados ao grupo controle.

Desde a década de 1990, algumas pesquisas objetivaram avaliar a luz
ultravioleta como potencial desinfetante para ovos férteis. Em 1995, Berrang et al. estudaram
e eficiéncia da luz UV-C 254nm no controle de salmonela presente na casca de ovos férteis, e
seu potencial impacto na eclos&o. A época, os pesquisadores ndo notaram diferenca quanto ao
tempo de exposicdo, sendo a resposta ap6s 5 minutos de luz UV-C igual aquela encontrada
depois de 10 minutos. A aplicacdo continua da luz ultravioleta ndo afetou o desempenho no

nascimento nesse estudo.

De Reu et al. (2005) estudaram o efeito da desinfeccdo comercial com luz
ultravioleta, durante 4,7 segundos, na descontaminacdo da casca de ovos inoculados com
Escherichia coli. Os pesquisadores encontraram uma reducao significativa de 4,47 log10 para
3,57 10og10 na casca dos ovos. Por outro lado, ndo notaram impacto da luz UV-C na reducéo

da contaminagdo na casca dos ovos sujos, cuja matéria organica era excessiva.

O procedimento ideal de desinfeccdo de ovos férteis deve apresentar
capacidade para reduzir as bactérias da casca, seguranga ao aplicador, e ndo menos
importante, praticidade e economia. Esse trabalho busca entender se a luz ultravioleta
consegue atender a demanda de descontaminacdo da casca dos ovos, e se potencialmente
poderia ser aplicada como alternativa préatica, respeitando limites estruturais e de tempo de

aplicacdo da realidade brasileira.



1.1.3.  Objetivos

1. Avaliar a capacidade de reduzir bactérias da casca de ovos ferteis de

galinhas dos protocolos de desinfecgdo com paraformaldeido e luz ultravioleta.

1.1.3.1. Obijetivos especificos

1. Avaliar a capacidade de desinfeccdo da luz ultravioleta apds diferentes

tempos de exposicao.

2. Estudar o impacto dos protocolos de desinfec¢do utilizados na eclosao,

mortalidade embrionaria e distribui¢do do nascimento.



1.2. REVISAO DE LITERATURA

1.2.1. A cascadoovo

A casca do ovo € a primeira barreira protetiva de seu conteudo interno, e no
caso de ovos férteis, ela possui particular relevancia no controle das trocas gasosas que
permitirdo o desenvolvimento do embrido. Segundo Narushin & Romanov (2002), para
desempenhar esse duplo papel, de proteger e suprir as demandas do embrido, a casca do ovo
precisa ser a0 mesmo tempo espessa, rigida e porosa, para assim ndo atuar como barreira ao

processo de troca de gases ao longo da incubacao.

A relacdo entre o peso do ovo, a espessura da casca e sua area porosa funcional
para trocas gasosas de diferentes espécies de aves foi estudada por Ar et al. (1974). Os autores
interpretaram que, independentemente da espécie, a espessura e area de poros sofre

interferéncia do peso do ovo e atuam diretamente na condutancia de gases por difusao.

Segundo Hincke et al. (2012), a casca do ovo é composta de dentro para fora
pelas membranas interna e externa, camada de cones mamilares, camada paligada, camada de
cristais verticais, poros e cuticula (Figura 1.1). A forma da casca do ovo é definida pela
precipitacdo de carbonato de calcio nas fibras de sua membrana externa, seguida de uma
deposicdo de mucopolissacarideos que estrutura a camada mamilar. A camada palicada se
origina da camada mamilar, e forma colunas perpendiculares a superficie da casca até
encontro com a camada de cristais verticais, que se apresenta como uma estrutura mais densa
do que as anteriores. Ambas, a camada palicada e de cristais verticais possuem fungéo

estrutural muito importante. Os poros atravessam a estrutura do ovo permitindo a difuséo de



gases, e a cuticula, ultimo componente a integrar a composicdo da casca do ovo é formada

apos a postura, com objetivo de mitigar a entrada de carga microbiana.

POROS CUTICULA

CAMADA DE
CRISTAIS ; : : ‘ CAMADA EM
VERTICAIS PALICAS

CAMADADE
CONES
MAMILARES

MEMBRANA INTERNA
MEMBRANA EXTERNA

Figura 1.1 - Esquema representativo do corte da secdo transversal da casca do ovo de
galinhas. Adaptado de: Hincke et al., (2012).

A cuticula assume particular relevancia nos protocolos atuais de controle de
qualidade dos ovos férteis. Isso porque procedimentos de limpeza e desinfeccdo acabam por
afetar essa protecdo natural da casca dos ovos. Simons & Wiertz (1969), em experimento
realizado com a intencao de estudar a estrutura da cuticula, concluiram que ovos lavados com
agua em temperaturas inferiores a 40°C ndo alteraram sua composi¢do, a0 passo que 0vOoS
lavados a temperatura superior a 40°C demonstraram mudanca em sua superficie. Os autores
também avaliaram ovos lavados com detergentes, e apesar de nao dissolver totalmente a

cuticula, notaram reducdo significativa na sua estrutura fisica sob essas condicdes.

Em outro experimento, a remocdo da cuticula teve seu impacto na manutencao
da umidade ao longo da incubacgéo e posterior ecloséo. Peebles et al. (1986) observaram que
apesar de haver impacto na eclosdo, a remog¢do da cuticula foi um fator negativo menos
importante do que a idade mais avancada da matriz e a redugdo da umidade das maquinas no
processo de incubagdo. Ambos foram decisivos na perda hidrica e na redugdo na percentagem

de eclosao.

Peebles et al. (1998) avaliaram o impacto da remocdo da cuticula no

desenvolvimento embrionario e na perda de umidade ao longo da incubagdo. Os autores



notaram que a reposta da remoc¢do da cuticula na perda de umidade foi significativamente

maior em reprodutoras testadas com 52 semanas de vida.

Santos et al. (2007) avaliaram a influéncia da qualidade da casca de ovos
férteis na produtividade de um incubatério comercial. O objetivo foi estudar as perdas
zootécnicas e econdmicas que poderiam acontecer como resposta ao ovo incubavel levado a
planta de incubacédo. Os autores encontraram reducéo na eclodibilidade de ovos deformados e
lavados. Eles observaram maiores indices de contaminacdo em ovos lavados quando

comparados a ovos que foram submetidos a processos de desinfeccédo seca.

1.2.2.  Protocolos de desinfeccdo de ovos férteis

Séo diversos os procedimentos adotados na industria avicola para desinfeccéo
de ovos incubaveis. Alguns métodos empregam desinfetantes diluidos em &gua e sdo
conhecidos como protocolos de desinfeccdo umida, enquanto outros sdo aplicados em forma

de gés.

Pesquisadores norte-americanos, nas décadas de 1940 e 1950, iniciaram uma
retrospectiva histérica de estudos académicos com o objetivo de melhor entender a pratica da
desinfeccdo da casca de ovos. Lorentz et al. (1950) utilizaram a fumigacdo de 6xido de etileno
para desinfetar a casca de ovos comerciais contaminados durante periodo de estocagem.
Naquele momento, foi concluido que a fumigacéo era funcional na desinfeccdo da casca ovos

e que o oxido de etileno conseguiu proteger efetivamente 0s ovos estocados.

Lorentz et al. (1952) testaram a eclosdo de ovos desinfetados por imersdo em
duas propriedades de uma mesma area, e observaram que 0 mesmo protocolo adotado nas
propriedades apresentou diferenca significativa no resultado. Segundo os autores, 0 manejo
interfere diretamente na resposta da eclosdo quando os ovos sdo lavados, sendo de extrema

relevancia o controle rigido desse procedimento.

Miller & Morrison (1958) estudaram a microbiologia de ovos em diferentes
condices, tais como época da postura, € ovos limpos e sujos. Os autores trabalharam com

detergentes a base de cloro e amonia em diferentes concentracfes, e com uso de antibidtico



aureomicina na agua. Nesse estudo foi observado diferenca do nivel de contaminacdo dos
ovos de acordo com a estacdo do ano, e nenhuma vantagem no uso de antibidticos na carga
bacteriana da casca dos ovos. Os tratamentos desinfetados demostraram diferenca quando

comparados aos tratamentos controle, porém sem tendéncia clara quanto a concentracao.

Harrison (1969) comparou os resultados de eclosdo de ovos submetidos a
protocolos de desinfeccdo usando &cido peracético, hipoclorito de sddio e mercurio clorado. O
autor concluiu ser importante a utilizacdo de métodos quimicos para sanitizacdo da casca do
ovo, mas salientou que dependendo do procedimento de execucdo adotado, 0 impacto na
eclosdo poderia ser negativo.

Ernst et al. (1974) utilizaram, em duas fazendas distintas, um protocolo de
imersdo dos ovos de ovos férteis de peru em &gua pré-aquecida com diferentes desinfetantes
comerciais. Foram utilizados, amonia quaternaria a 200ppm de dois laboratérios diferentes,
iodoforo, diéxido de cloro, composto contendo fenol, aménia quaternaria, formaldeido e
clorexidina, composto fenolico e formaldeido gas. Foram realizados quatro testes entre os
desinfetantes para avaliacdo da eclosdo dos ovos férteis, e em nenhum deles houve diferenca
estatistica dos desinfetantes entre si, ou entre eles e o grupo controle.

Sacco et al. (1989), conduziram experimento com ovos de perus, para
determinar a extensdo da interferéncia da sanitizacdo de ovos embrionados na carga
bacteriana da casca, na sobrevivéncia do embrido e sua eclosdo. Foi avaliado o efeito da
fumigacdo e da imersdo em amodnia quaternaria na viabilidade embrionaria aos sete dias, e
posterior eclosdo dos ovos férteis restantes. Os pesquisadores ndo encontraram diferenca
estatistica em nenhum método de desinfec¢do sobre o outro, nem na mortalidade embrionéria
até sete dias, nem na eclosdo. Assim como Ernst et al. (1974), também néo foi observada
diferenca estatistica na reducéo da carga bacteriana da casca dos ovos desinfetados, qualquer

que fosse o principio ou método de aplicacéo.

A eficiéncia dos métodos de desinfeccdo comecou a se mostrar de maneira
mais clara na ultima década do seculo XX. Brake & Sheldon (1990) realizaram uma série de
experimentos onde foi encontrada diferenca significativa entre a contaminagdo da casca dos

ovos quando compararam aqueles que haviam sido desinfetados com glutaraldeido e o grupo



controle. Os autores notaram uma reducdo linear na carga bacteriana da casca dos ovos

conforme a concentracdo do desinfetante aumentou.

Scott et al. (1993) estudaram 23 principios ativos utilizados comercialmente na
desinfeccdo de ovos férteis. Com o objetivo de buscar uma alternativa econémica e eficiente
ao formaldeido. Os autores concluiram que apesar da dificuldade em avaliar diferentes
principios com diferentes concentragdes, outros sanificantes apresentaram desempenho igual
ou melhor aquele encontrado com o formaldeido, 0 que permitiria a substituicdo do mesmo

sem perdas no Processo.

Segundo Elguera (1999), de todos os fatores possiveis que afetam a qualidade
do ovo e, por extensdo a do pinto recém-nascido, destaca-se a contaminacdo bacteriana. O
autor chama a atencdo para o manejo de ninhos, e dos diferentes métodos e principios
quimicos utilizados na desinfec¢do dos ovos como importantes ferramentas no controle desses

microrganismos.

Bourassa et al. (2002) aplicaram diferentes concentragcbes de um composto
fendlico comercial para avaliar sua influéncia dentro das incubadoras, e observaram que 0
mesmo apresentou excelente capacidade de controlar uma gama abrangente de bactérias. Os
pesquisadores aplicaram doses crescentes e acima do recomendado, e concluiram que ao
exceder o limite estabelecido pelo fabricante do produto, passou a existir uma correlacédo
negativa e linear entre a dose aplicada e a eclosdo de ovos férteis. Nessas condicdes, foi
encontrado um valor crescente de mortalidade embrionaria inicial conforme a concentracéo

do produto aumentou.

Hannan et al. (2011), ao compararem ovos desinfetados em solucdo de enxague
e ovos ndo lavados de aves de postura comercial criadas em gaiolas, encontraram reducéo
significativa no nivel de contaminacdo das cascas daqueles que haviam sido submetidos ao
processo de desinfecgdo. Contudo, em protocolos que envolvem imersdo ou pulverizagéo do
desinfetante diluido em agua, a manutencdo da solucdo acima de 38°C é mandatdria para
otimizar o resultado do procedimento (HUBBARD, 2012).

Em investigacdo recente, pesquisadores franceses colocaram em questdo as

alternativas viaveis para substituicdo do formaldeido nos incubatdrios comerciais. Keita et al.



(2016) testaram a termo nebulizacdo de dicloroisocianurato de sodio, a nebulizacdo de
peroxido de hidrogénio 6%, a aspersdo de agua oxidada eletrolisada e o perdxido de
hidrogénio 30%. O peroxido de hidrogénio, seja a 6% ou a 30%, se mostrou consistentemente
acima dos limites estabelecidos como seguros, enquanto os demais desinfetantes conseguiram
respeitar os valores pré-determinados. Por outro lado, foram justamente esses tratamentos o0s
mais eficientes na eclosdo de ovos férteis e de pintos vendaveis, sendo os Unicos a se

mostrarem estatisticamente superiores.

1.2.2.1. Formaldeido

O formaldeido é o elemento mais simples entre os aldeidos e na auséncia de
agua se mostra estadvel. Na presenca de fonte inflamavel e pequenas quantidades de agua
tende a polimerizar-se espontaneamente, e assim formar um composto sélido denominado

paraformaldeido (Carvalho, 2013).

A utilizacdo do formaldeido, em qualquer que seja o estado fisico, é o principal
método de acdo para controle de microrganismos da casca de ovos na industria avicola
mundial. Mesmo que outros principios ativos sejam de interesse de parte dos técnicos,
seguramente o formaldeido € o protocolo que melhor conseguiu, até o momento, aliar
eficiéncia, custo e praticidade. Na industria brasileira, as principais formas desse aldeido na
desinfeccdo de ovos sdo o formaldeido aquoso 37% e sua forma polimerizada, o
paraformaldeido (Rui et al., 2011).

Provavelmente o maior desafio sanitario da avicultura ao redor do mundo é
controle das salmonelas. Gradel et al. (2004) analisaram o impacto de um protocolo de
fumigacdo de formaldeido na eliminacdo de Salmonella spp. de seis aviarios de galinhas de
ovos ndo incubaveis. Os pesquisadores concluiram que a fumigagdo desse principio em
concentracdo 30ppm, a 60°C e 100% de umidade relativa, foi extremamente eficiente.
Segundo os autores, a tecnica de desinfeccdo sugerida pode ser aplicada como protocolo

seguro para eliminacdo de salmonela de ambientes contaminados.

Whistler & Sheldon (1989) estudaram a atuacdo bactericida do ozbnio, sua

influéncia na conduténcia da casca do ovo e o impacto na eclosdo. Nesse estudo, 0 0z6nio
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apresentou bons resultados de desinfeccdo, proximos aqueles encontrados com formaldeido.
Porém, a eclosdo dos ovos tratados com formaldeido foi estatisticamente superior.

Em uma avaliacdo onde os ovos foram pulverizados ou imersos em diferentes
principios ativos, Cony et al. (2008) ndo encontraram diferenca estatistica na
descontaminacdo da casca ou na mortalidade embrionaria. O formaldeido ndo se apresentou

descontaminacao ou eclosdo superior aos demais.

Freitas (2007) estudou o efeito da fumigacdo de nascedouros com formaldeido
no trato respiratdrio e desempenho de frangos de corte. A pesquisadora definiu como leve as
alteracdes observadas em fotos e eletro micrografias de cortes histoldgicos de pulmdes e
traqueias. Apesar de leves, encontraram-se alteraces ultra e micro estruturais na traqueia e
pulmdes, sendo as mais frequentes, rupturas de membranas ciliares, aglutinagdo ciliar, area de

descamacdo no epitélio e infiltracdo de heterofilos.

Em uma revisdo sobre o tema, Nielsen & Wolkoff (2010) pontuaram a
influéncia do formaldeido como agente cancerigeno. Nesse levantamento os autores citam o
impacto genotdxico cromossomal nas células nasais e da boca. Os autores relatam a indugdo
de carcinomas em ratos expostos ao formaldeido, e em uma analise epidemiolégica de
incidéncia, relacionam a exposicdo ao principio ativo com canceres nasal e de faringe,

cérebro, pancreas e sangue.

1.2.2.2. Luz ultravioleta

Segundo a Environmental Protection Agency — EPA (1999), a radiacédo
ultravioleta é composta por diferentes comprimentos de onda eletromagnéticas. Entre 100 e
400nm, elas variam entre o raio X e espectros visiveis de luz: UV entre100 e 200nm, UV-C
entre 201 e 280nm, UV-B entre 281 e 315nm e UV-A entre 316 e 400nm. A atuagdo
germicida conhecida se d& em maior intensidade entre 245 e 285nm, sendo as lampadas de
maior eficiéncia para o propdsito aquelas de baixa pressao, que se propagam em até 253,7nm.

Maclean et al. (2014) estudaram a possibilidade de operar ldampadas UV de

comprimento de onda 405nm na desinfeccdo de quartos de hospitais. Segundo os autores,
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nesse espectro de onda a lesdo dos germes se da pela acdo sobre moléculas organicas
chamadas porfirinas, e ndo pela ruptura e lesdo do DNA, como acontece em comprimentos de
onda entre 260 e 280nm (Figura 1.2). Os pesquisadores concluiram que, considerando 0s
resultados de reducdo bacteriana demonstrado no estudo, a lampada UV 405nm pode servir
como estratégia de desinfeccdo para ambientes hospitalares ocupados. Isso porque ao
contrério da luz UV-C, nesse espectro a luz ultravioleta pertence a faixa de luz visivel para
humanos, e de forma ndo deletéria ao homem, semelhante efeito germicida a comprimentos

de onda menores.

Visible Light

Ultraviolet
(uv)

300nm 400nm 500nm l 600nm 700nm
{ 400-700nm: photodynamic therapy using photosensitisers
480 nm: absorption by retinal pigments affecting circadian rhythm
440 nm: peak sensitivity for blue light hazard; photoretinitis

405 nm: peak germicidal activity via photoexcitation of porphyrins; oxidative damage

¢+ UVA-B 280-400nm: germicidal activity via protein damage; skin reddening (erythema); carcinogenic

* UV-C 260-270 nm: peak germicidal wavelength range; DNA damage; mutagenic

Figura 1.2. Esquema representativo dos comprimentos de onda da luz ultravioleta e sua
funcdo germicida. Adaptado de: Maclean et al. (2014).

Beck et al. (2016) trabalharam com luz ultravioleta UV-C LED, com o objetivo
de avaliar o uso dessa nova tecnologia nos procedimentos de desinfeccdo. Foi avaliada a
eficacia no controle de bactérias e virus na agua, concluindo-se que, independentemente do
modelo de ldmpada empregada, a luz UV-C foi capaz de eliminar todos os patdgenos
presentes, lesando seu DNA e RNA. No entanto, o custo da operagdo foi 25-39% mais alta

quando da utilizacdo da ldmpada LED em substituicdo & lampada de vapor de mercurio.

Mesmo com o numero crescente de pesquisas com comprimentos de onda
maiores e protocolos de aplicacdo distintos da luz UV, a ldmpada de mercdrio de baixa
pressdo ainda € objeto de grande parte dos estudos, uma vez que a capacidade de adsor¢éo e
lesdo do DNA do microrganismo cresce com a reducdo da intensidade da luz ultravioleta
visivel: UV-C>UV-B>UV-A (Kielbassa et al., 1997).
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O potencial germicida da luz UV-C se estende por uma gama de
microrganismos. Che lah et al. (2012) estudaram a atuagdo de luz ultravioleta 254nm no
controle de ovos e acaros adultos de casa. A luz ultravioleta se mostrou letal para ambos, e
mais eficiente conforme o tempo de exposicdo aumentou. Segundo 0s autores, em
concordancia com Mclean et al. (2014), nesse comprimento de onda a luz UV se mostra capaz
de lesar o acido nucleico (DNA e RNA) de uma gama diversa de microrganismos.

Tin6co (2011) estudou o potencial germicida e econdémico da luz ultravioleta
UV-C 254nm no controle de efluentes. O foco do estudo foi avaliar a capacidade da luz UV-C
de atender uma demanda de reducdo microbiana em larga escala, e a autora concluiu que
apesar de eficiente, para tal propdsito, outros métodos como a luz solar UV deveriam ser

avaliadas com a intencdo de mitigar os custos.

Lyon et al. (2007) analisaram a habilidade da luz UV-C 254nm, em intensidade
1000mW/cm2 durante 5 minutos, na reducdo do nimero de Listeria Monocytogenes em filés
de peito de frango. O patégeno inoculado na superficie do peito do frango foi reduzido, em
especial nos primeiros dias apds o tratamento, indicando possibilidade de utilizagdo em
plantas de abate com o propdsito de controlar essa bactéria.

Lazaro et al. (2014) avaliaram o efeito da luz ultravioleta UV-C, 1,95mW/cm?
nas aminas biogénicas e indicadores de qualidade de carne de frango durante periodo de
estocagem refrigerada. A luz ultravioleta se mostrou eficiente na reducdo de bactérias
patogénicas de embalagens, e foi inferido que a mesma poderia ser utilizada como uma

alternativa ndo térmica para controle de produtos embalados.

A reposta do efeito da luz UV-C na reducdo da contagem de bactérias totais
presentes na casca de ovos também ja foi pauta de estudos recentes. Chavez et al. (2002)
posicionaram ovos em um protétipo para expor toda sua superficie, em tratamentos de luz
ultravioleta com intensidade de 7,35mW/cm? em diferentes tempos. Foi encontrado uma
reducdo de 2 a 3 1og10 UFC apos 60 segundos de exposicdo. Em um segundo momento, ovos
foram posicionados em uma esteira comercial, sem controle de rotagdo, e nesse caso a
reducdo foi de 1 a 2 logl0 UFC depois de 48 segundos. O procedimento para extracdo dos
contaminantes envolveu friccdo individual dos ovos durante 5 segundos em saco plastico

estéril e as amostras provenientes dos ovos foram plaqueadas em caldo PCA.
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Coufal et al. (2003) estudaram a luz ultravioleta na reducdo bacteriana da casca
dos ovos, no controle de Salmonella Typhimurium e Escherichia coli, no impacto sobre a
integridade da casca e na eclosdo. Os ovos foram expostos durante 4 minutos a luz UV-C, em
intensidade 14mW/cm?, seguido por 5 segundos de friccdo individual em saco plastico estéril
para posterior plagueamento. Os autores identificaram potencial de controle das bactérias
Salmonella Typhimurium e Escherichia coli. Observaram que houve uma reducéo de 1,8
log10 apos 4 minutos de exposicdo a luz UV-C, e que a cuticula da casca dos ovos se manteve

integra.

Wells et al. (2010) estudaram dois principios ativos emergentes, a luz
ultravioleta e o peroxido de hidrogénio, sozinhos e combinados, na desinfeccdo de ovos
férteis. O melhor resultado dos tratamentos com luz UV-C deu-se com 8 minutos de
exposicdo, com reducdo de 2,07 logl0 UFC. O melhor resultado, no entanto, se apresentou
apos 8 minutos somados a 2% de H202. Nesse caso a redugdo encontrada foi de 3,5 log10
UFC.

Gottselig et al. (2016) utilizaram um prot6tipo intercalando luz ultravioleta e
peroxido de hidrogénio na desinfeccdo de ovos (Figura 1.3). O tempo de exposicao a luz
nesse experimento variou entre 5 e 60 segundos, e a dosagem de peroxido de hidrogénio foi
de 3%. Para extracdo da carga bacteriana dos ovos, os mesmos foram friccionados durante 1
minuto e posteriormente diluidos e plagueados. Foram testados um e dois ciclos de exposicao
a luz UV-C nos tempos definidos, somados a pulverizacdo intercalada de perdxido de
hidrogénio. Concluiu-se que a aplicagdo de um ou dois ciclos de luz UV-C nédo apresentou
diferenca estatistica. A aplicacdo do peroxido de hidrogénio em combinacdo com a luz UV-C,

por outro lado, se mostrou estatisticamente superior.
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first spray first UV light second spray second UV
chamber chamber chamber light chamber

0

e

UV lamp ballasts | ‘ sanitizing solution pump ’ ’ wire chain conveyor ‘

Figura 1.3. Esquema do prototipo utilizado para combinar desinfec¢cGes com luz ultravioleta e
perdxido de hidrogénio. Adaptado de: AL-JEELI et al. (2016).

1.2.3.  Fatores que influenciam e eclosdo

A temperatura 6tima para o desenvolvimento embrionario, melhor nascimento
e qualidade de pintos esta na faixa entre 37,5 e 38°C (Ancel & Visschedijk, 1993), enquanto a
umidade relativa ideal fica entre 50 e 60%. Burnham et al. (2001) observaram diferenca na
composicdo dos ovos quando a umidade relativa variou a niveis inferiores a 43% e superiores
a 63%. A perda de peso do ovo nessas condi¢des deve ficar entre 11,5 e 15% (Bruzual et al.,
2000).

A estocagem antes da incubacdo é um dos fatores que pode impactar no
resultado da eclosdo. Reijrink (2009) concluiu que o periodo de estocagem dos ovos antes da
incubacéo influencia diretamente a resposta ao nascimento, sendo importante considerar a
idade da reprodutora e a fase do desenvolvimento embrionario no momento da postura para
definicdo do tempo de estocagem a ser utilizado. Araujo et al. (2015) notaram aumento linear
na perda de peso dos ovos de acordo com o tempo de estocagem em codornas, sendo essa
menos relevante em ovos refrigerados, e mais importante em ovos estocados a temperaturas

superiores a 28°C.
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Em poedeiras comerciais, Tanure et al. (2009) notaram diminui¢do na ecloséo
em ovos estocados durante 7 dias quando comparados a ovos estocados durante 3 dias, tanto
em matrizes de 32, como em matrizes de 57 semanas de vida. Tona et al. (2003) observaram
que o tempo de estocagem interferiu diretamente no volume de gases e na concentracao de
hormonios tireoidianos dentro do ovo, afetando o tempo necessario de incubagédo e resultado
final de ecloséo.

Algumas caracteristicas dos ovos férteis definem o potencial de eclosdo dos
mesmos. A medida que a matriz envelhece, notam-se diferencas significativas no peso e
contetdo do ovo, espessura da casca, contagem de poros, comprimento e peso do pinto, e
percentual de proteina bruta (Santos, 2014). Nazareno et al. (2014) avaliaram o impacto do
transporte na qualidade de ovos férteis, e concluiram que ovos de matrizes mais velhas

apresentaram mais trincas do que ovos de matrizes mais novas.



2. CAPITULO I
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2.1. RESUMO

EFICIENCIA DA LUZ ULTRAVIOLETA NA DESINFECCAO DE OVOS FERTEIS
DE REPRODUTORAS PESADAS

José Renato de Oliveira Brancot
Concepta Margaret McManus Pimentel?

1 — Mestrando em Ciéncias Animais, FAV-UnB. Brasilia/DF, Brasil.
2 — Professora Titular, FAV-UnB. Brasilia/DF, Brasil.

Essa investigagéo se dividiu em duas etapas. Em um primeiro momento buscou-se avaliar a
desinfeccdo de ovos férteis com luz ultravioleta 254nm (UV-C), comparando-a com um
protocolo utilizando paraformaldeido. Ovos de galinhas reprodutoras com 36 semanas de
idade foram submetidos aos tratamentos: ovos ndo desinfetados (CN), ovos expostos durante
1, 3, 5, 7, 9 minutos de luz UV-C (UV 1, UV 3, UV 5, UV 7, UV 9) e ao paraformaldeido
5,3g/m3 (CP). De cada tratamento, 35 ovos foram individual e assepticamente colocados em
uma solucdo de enxague, friccionados durante 1 minutos para extracdo do conteudo
bacteriano, plaqueados em agar padrdo para contagem e incubados durante 48 horas a 37°C.
Foi detectada uma correlacdo negativa entre o crescimento bacteriano e a duracdo dos
tratamentos UV-C, com reducdo significativa de 0,68 logl0 apds 5 minutos de exposicao.
N&do houve diferenca estatistica entre os tratamentos CN, UV 1 e UV 3. O CP foi
significativamente mais eficiente do que todos os tratamentos, exceto pelo UV 9. Os dados
foram analisados utilizando o teste ANOVA (P<0.001), e as médias submetidas ao teste
Tukey (P<0.05). Em um segundo momento, foram investigados os possiveis impactos do
melhor tratamento com luz UV-C encontrado na primeira etapa sobre a eclosdo de ovos
férteis, mortalidade embrionéria e distribuicdo do nascimento. Foram incubados 35 ovos do
tratamento CP, 35 ovos do tratamento UV 9 e 35 ovos do tratamento CN quando as
reprodutoras viviam 38, 42 e 48 semanas. Nao houve diferenca estatistica na eclosdo de ovos
férteis entre os tratamentos (P>0.05), e somente as 42 semanas 0s tratamentos submetidos a
algum protocolo de desinfec¢do se mostraram mais eficientes do que o o tratamento CN. Foi
possivel observar vantagem na eclosdo dos ovos de reprodutoras mais jovens, quando
comparada a eclosdo dos ovos de reprodutoras vivendo 48 semanas (P<0.05),
independentemente do tratamento. A mortalidade embrionéria se apresentou de forma
semelhante em todas as baterias de incubagéo qualquer que fosse a idade ou tratamento, sendo
mais alta na etapa final entre 19 e 21 dias (P<0.05). Os tratamentos CN e UV 9 minutos
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apresentaram distribuicdo de nascimento semelhante, enquanto o tratamento CP se
diferenciou pela auséncia de pico de eclosdo em dado momento do nascimento.

Palavras-chave: ultravioleta, paraformaldeido, reprodutoras pesadas, ovos férteis, incubacdo
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2.2. ABSTRACT

EFFICIENCY OF ULTRAVIOLET LIGHT ON FERTILE EGGS DISINFECTION OF
BROILER BREEDERS

José Renato de Oliveira Brancot
Concepta Margaret McManus Pimentel?

1 — Master’s candidate in Animal Sciences, FAV-UnB. Brasilia/DF, Brasil.
2 — Professor, FAV-UnB. Brasilia/DF, Brasil.

This investigation was divided into two. The first part aimed to evaluate the disinfection of
fertile eggs with 254nm ultraviolet light (UV-C), comparing it with a protocol using
paraformaldehyde. Eggs of broiler breeders at 36 weeks of age were submitted to treatments:
eggs not disinfected (CN), eggs exposed for 1, 3, 5, 7, 9 minutes of UV-C light (UV 1, UV 3,
UV 5, UV 7, UV 9) and paraformaldehyde 5.3g/m3 (CP). From each treatment, 35 eggs were
individually and aseptically placed in a rinse solution, rubbed for 1 minute to extract the
bacterial contents, plated on standard agar for counting and incubated for 48 hours at 37°C. A
negative correlation between bacterial growth and duration of UV-C treatments was detected,
with a significant reduction of 0.68 logl0 after 5 minutes of exposure. There was no
statistically significant difference between the CN, UV 1 and UV 3 treatments. CP was
significantly more efficient than all treatments except UV 9. Data was analyzed using the
ANOVA test (P<0.001), and the means submitted to the Tukey test (P<0.05). In a second
moment, the possible impacts of the best treatment with UV-C light found in the first stage on
the hatching of fertile eggs, embryonic mortality and hatch distribution were investigated. 35
CP treatment eggs, 35 UV 9 treatment eggs and 35 CN treatment eggs were incubated when
the breeders had 38, 42 and 48 weeks. There was no statistical difference on the hatch of
fertile eggs between treatments (P>0.05) and only when birds were with 42 weeks of age
disinfection protocols were more efficient than CN treatment. It was possible to observe
advantage in the hatching of the eggs from younger breeders when compared to the hatching
of the eggs from breeding herds living 48 weeks (P<0.05) independently of the treatment.
Embryonic mortality was similar in all incubation batteries regardless of age or treatment,
being higher in the final stage between 19 and 21 days (P<0.05). The treatments CN and UV
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9 minutes presented a similar hatch distribution, while CP treatment was differentiated by the
absence of a peak at a given moment of hatch.

Keywords: ultraviolet, paraformaldehyde, broiler breeders, fertile eggs, incubation
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2.3. INTRODUCAO

O frango consumido diariamente por milhdes de pessoas ao redor do mundo
oculta uma cadeia dindmica e complexa. O posicionamento do Brasil como maior exportador
de carne de frango do mundo (FAO 2015) € respaldado por um conjunto de setores de
producdo, que segundo Mendes & Braga Saldanha (2004), comega com a importacdo de
material genético, recebe efeito multiplicador em granjas de avos e matrizes, e culmina na
producdo e industrializacdo de frangos de corte. A etapa de incubacdo dos ovos é fase
importante ao longo do processo, e é nesse contexto que a qualidade fisico-quimica do ovo
produzido e seu futuro potencial de eclosdo demandam atengdo especial. Simdes (2015)
salienta a importancia de a granja garantir a qualidade dos ovos entregues, através de medidas
higiénico-sanitarias que assegurem a expressdo maxima do potencial de nascimento da

linhagem sendo trabalhada.

O método mais adotado para desinfeccdo de ovos férteis no Brasil é a
fumigacdo do formaldeido, conhecido como paraformaldeido. Apesar de comprovadamente
eficiente, esse método se faz controverso frente algumas discussdes. Em frangos de corte,
Hayretdag & Kolankaya (2008) encontraram encurtamento e perda de cilios do epitélio
traqueal aos 18 dias de incubacdo e ao nascimento, quando os ovos foram expostos a
fumigacdo com formaldeido liquido e permanganato. Calheiro et al. (2014) estudaram
alternativas para a utilizacdo do formaldeido como principio ativo na conservagdo de
cadaveres em universidades, uma vez que segundo o autor, 0 composto utilizado atualmente é

cancerigeno e exp0e a saude de seus manuseadores.

Os protocolos de desinfecdo de ovos férteis precisam atender critérios basicos,

que incluem eficiéncia, custo acessivel, praticidade e seguranca na aplicagdo. Sob essa
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abordagem € que novas tecnologias, ou tecnologias j& estabelecidas aplicadas a novos
propositos, devem ocupar um espaco ainda ndo ocupado por protocolos atuais.

Hierro et al. (2009) testaram a luz ultravioleta pulsada, de intensidade 1J/cm?2
na eliminagdo de Salmonella Enteritidis da casca de ovos ndo incubaveis. Foi observado que
em ovos onde a cuticula se encontrava integra antes da desinfeccéo, a eficiéncia da luz UV foi
maior. Nesse caso, em 80% dos ovos, encontrou-se a maior reducao bacteriana (3,6 logl0
UFC), enguanto em ovos que foram lavados e a cuticula lesada, o maximo atingido foi de 1,8

log10 UFC, em menos de 50% dos ovos.

Em projeto realizado na Universidade do Texas, Al-Ajeeli et al. (2016)
trabalharam com luz UV-C e peroxido de hidrogénio 3,5%, na desinfeccdo da casca de ovos
ndo incubaveis, estocados para consumo. Os pesquisadores compararam a eficiéncia desse
protocolo com desinfec¢cdes com cloro e acido peracético spray, assim como a aceitacdo do
consumidor aos procedimentos adotados. A reducdo de carga bacteriana, obtida pela
desinfeccdo com luz UV-C combinada ao peroxido de hidrogénio, se diferenciou
estatisticamente dos demais principios ativos testados apds diferentes tempos de estocagem:
0, 7 e 14 dias.

O efeito germicida da luz ultravioleta ja comprovada em diversos experimentos
vem permitindo estudos mais direcionados com ovos. O objetivo do presente experimento é
avaliar o potencial da luz UV-C quando comparada ao método com paraformaldeido, de
ampla difuséo no Brasil.
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2.4. MATERIAL E METODOS

2.4.1.  Delineamento experimental

O experimento foi realizado na fazenda S&o José em Luziania/GO e no
laboratério de Bem-Estar Animal da Universidade de Brasilia — UnB, sob o certificado de
aprovacdo expedido pelo CEUA-UnB n°66684/2016.

Foram testados dois protocolos de desinfecgdo de ovos férteis. Parte dos ovos
foram submetidos ao procedimento de fumigacdo do paraformaldeido dentro da propriedade
que forneceu os ovos (CP). A outra parte foi submetida a diferentes tempos de exposicéo a luz
ultravioleta UV-C de comprimento de onda 254nm: 1 minuto, 3 minutos, 5 minutos, 7
minutos e 9 minutos (UV 1, UV 3, UV 5, UV 7, UV 9). Um grupo controle sem desinfeccéo

(CN) foi adotado para analise da contaminacao primaria dos ovos coletados.

Em um segundo momento, foram realizadas incubacbes quando as
reprodutoras estavam com 38, 42 e 48 semanas, com 3 tratamentos cada: ovos submetidos ao
melhor resultado de descontaminacdo encontrado com luz ultravioleta (UV), ovos fumigados
com paraformaldeido 5,3g/m® (CP), e ovos que ndo passaram por nenhum protocolo de
desinfeccéo (CN).

Em todas as incubacdes, 35 ovos por tratamento foram alocados aleatoriamente
nas incubadoras, sendo cada ovo tomado como uma repeticdo, com posterior avaliacdo da

ecloséo, mortalidade embrionaria e distribuigdo dos nascimentos.
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2.4.2. Coleta de ovos

Os ovos utilizados ao longo do projeto foram coletados na Fazenda S&o José,
localizada na cidade de Luzidnia/GO, pertencente a empresa Hubbard do Brasil Avicultura
LTDA. Os ovos foram coletados de um galpdo com 5154 reprodutoras pesadas avos em um
nucleo especifico da propriedade. As aves estavam com 36 semanas de idade na primeira
etapa do projeto onde comparou-se a descontaminacdo dos ovos, e 38, 42 e 48 semanas na
segunda fase, quando se avaliou eclosdo, mortalidade embrionéaria e distribuicdo do
nascimento. Os ovos foram coletados de ninhos manuais de aluminio, cuja maravalha interna
utilizada para forra-lo havia sido reposta trés dias antes de comecar 0 experimento,

respeitando o cronograma da empresa.

A rotina da fazenda determina a realizacdo de cinco coletas ao longo do dia,
sendo trés pela manha e duas no periodo da tarde. Os ovos utilizados durante o experimento,
qualificados como ‘ovos limpos de ninho’, foram retirados aleatoriamente da primeira coleta,

finalizada as nove horas da manha.

2.4.3.  Protocolos de desinfeccéo

Ao final da coleta foram colhidos aleatoriamente 245 ovos, dos quais, 175
foram direcionados para realizagdo dos tratamentos com luz ultravioleta. Entre os 70 ovos
restantes, 35 foram selecionados para realizacdo de contagem bacteriana controle do dia, e 0s

outros 35 submetidos ao protocolo de desinfeccdo com paraformaldeido.

2.4.3.1. Fumigacao

O processo de fumigacdo a base de paraformaldeido foi realizado dentro do
nucleo de producdo seguindo instrucdes de manejo definidas pela empresa, uma hora e trinta

minutos apds o inicio da coleta.

A cémara de fumigacdo (Figura 2.1) utilizada é de alvenaria e possui as
seguintes dimensdes: 1,95 metros de largura, 1,87 metros de comprimento e 3 metros de

altura, sendo o volume em metros cubicos, 10,395. A empresa trabalha com 55g de
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paraformaldeido a cada fumigacédo, o que representa uma dosagem de 5,29g/m3, sendo essa a

dose adotada durante a pesquisa.

O processo de fumigacdo foi dividido em duas fases, uma onde ocorre a
desinfeccdo de fato, e essa leva 20 minutos, e outra de 10 minutos, necessaria para exaustao
do paraformadeido, a fim de minimizar possivel impacto a saude dos funcionarios que
acessam os ovos desinfetados. O procedimento foi realizado em temperatura de 27°C e 75%

de umidade relativa do ar dentro do fumigador.

Os ovos CN e UV 1, 3,5 7 e 9 foram transportados em uma caixa estéril
hermeticamente vedada ao laboratério de Bem Estar Animal — LABEA da Faculdade de
Agronomia e Veterindria — FAV da Universidade de Brasilia — UnB antes dos ovos CP,

permitindo que os tratamentos tivessem inicio ao mesmo tempo.

Figura 2.1. Camara de fumigacéo deparaformaldel’do.
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2.4.3.2. Luz ultravioleta

O primeiro tratamento realizado no laboratério foi o UV 9, seguido
imediatamente pelo UV7, UV 5, UV 3 e UV 1. Foi utilizada uma cabine de fluxo laminar da
marca ESCO Opti-mair com lampada ultravioleta UV-C de comprimento de onda 254nm
(Figura 2.2) posicionada na parte superior, a uma distancia de 50 cm dos ovos. A intensidade
na area de atuacdo da cabine de fluxo laminar foi de 8mW/cm2. A cada tratamento, 0s 0vos
foram retirados da caixa estéril e posicionados dentro da cabine j& desinfetada e com o fluxo
laminar funcionando para evitar contaminagdo do ambiente. Os mesmos foram alocados em
uma maquina adaptada para permitir a rolagem em torno do seu eixo vertical para exposicao

de toda superficie ao foco de luz ultravioleta.

Figura 2.2. Cabine de luxo laminar com Iémpda ultravioleta germicida 254nm.

2.4.4. Plagueamento

Os ovos foram colocados individualmente em um saco plastico estéril WHIRL-
PAK contendo 20 mL de solugdo salina peptonada 0,1%, e massageados manualmente

durante 1 minuto para extragdo da carga microbiana.
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Do lavado, uma aliquota de 1 mL foi retirada e diluida em outros 10 mL de
mesma solugéo salina peptonada 0,1%. A nova dilui¢do foi mantida em temperatura ambiente,
enquanto os mesmos procedimentos para extracdo dos microrganismos e diluicdo foram
realizados nos demais tratamentos. Ao término, as solu¢bes permaneceram em repouso por

uma hora enquanto o meio para o plaqueamento foi preparado.

O plagueamento foi realizado segundo a Instrucdo Normativa n°62, de 26 de
agosto de 2003, do Ministério da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento. Uma aliquota de 1
mL de cada diluicdo foi semeada em uma placa de Petri estéril, onde em seguida, foram
adicionados 20 ml de caldo agar padrdo — PCA para contagem de bactérias. Ap6s 30 minutos
de repouso para resfriamento do caldo, as placas foram colocadas em uma estufa a 37°C
durante 48 horas para posterior contagem de unidades formadoras de col6nias — UFC
(MAPA, 2003). Foram realizadas contagens com 24 e 48 horas, mas somente a segunda foi
utilizada como parametro para avaliar a eficiéncia da desinfec¢do, uma vez que a taxa de
crescimento ainda ndo se mostrou estabilizada apds 24 horas de manutencdo das placas de
Petri na estufa (Figura 2.3). Para realizacdo da leitura a placa foi dividida em 4 quadrantes,

afim de facilitar a contagem de col6nias.

Figura 2.3. UFC nas placas ap6s 48 de incubacao.

2.4.5.  Procedimentos de estocagem e incubacéao

Para a segunda etapa, 0s ovos coletados desinfetados seguindo protocolos CP,
melhor tratamento com luz UV-C e CN foram identificados com caneta hidrogréfica e

distribuidos aleatoriamente desde a coleta até 0 momento do nascimento (Figura 2.4). Um
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sensor de temperatura e outro de umidade acompanharam os ovos durante as incubagdes para

entender possiveis impactos do microclima dos equipamentos nos resultados.

Antes da incubacdo, os ovos foram mantidos em uma caixa previamente
esterilizada a uma temperatura de 20°C durante 2 dias. Seguindo recomendacao do fabricante,
as incubadoras foram ajustadas para manter a temperatura em 37,7°C e a umidade relativa
entre 50 e 62%. Um termo higrometro externo foi mantido como referéncia a temperatura e
umidade da maquina, auxiliando no controle diério, e permitindo acbes rapidas quando
necessario. A incubadora utilizada possui um sistema automatico de viragem de ovos,

ferramenta utilizada entre os dias 1 e 18 da incubacé&o, e desligada para o nascimento.

Figura 2.4. Ovos identificados distribuidos aleatoriamente antes da incubacao.

2.4.6.  Ovoscopia, mortalidade embrionaria e distribui¢do dos nascimentos

Entre 0 10° e 0 13° dia de incubagdo realizou-se a ovoscopia, com uma lanterna
de foco regulavel, para identificacdo e descarte de ovos inférteis (Figura 2.5). Ao final da
incubacdo, foi realizado o procedimento de embriodiagndstico para avaliagdo do momento da

morte dos embrides ndo nascidos.
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Figura 2.5. Ovo infértil retirado durante a ovoscopia.

Durante o embriodiagnoéstico, a mortalidade embrionaria foi classificada como:
inicial entre o primeiro e o sétimo dia, intermediaria entre o 8° dia e o 18° dia, e tardia entre

19 e 21 dias de desenvolvimento (Figura 2.6).

Figura 2.6. Mortalidade embrionaria tardia entre 19 e 21 dias.

Com os ovos enumerados, foi realizada uma avaliacdo individualizada do
nascimento a cada oito horas. O nimero da casca dos pintos nascidos em cada intervalo foi
anotado com objetivo foi identificar o periodo total de incubacdo e a distribuicdo dos
nascidos, avaliando possivel interferéncia causada pelos processos de desinfeccdo

experimentados.
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24.7. Analises estatisticas

Os dados foram analisados estatisticamente utilizando o software SAS®. Todos
0s dados de descontaminagdo (P<0.001), ecloséo (P>0.05) e distribuicdo do nascimento
(P<0.05) foram submetidos a andlise de variancia, e médias comparadas usando o teste de
Tukey (P<0.05). As mortalidades embrionarias foram submetidas ao teste de sobrevivéncia
proc lifetest (P<0.05).



31

2.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.5.1. Avaliacdo comparativa de UFC entre métodos de desinfeccédo utilizando luz
ultravioleta UV-C 254 nm, paraformadeido e controle

Os resultados estabelecidos apds a contagem de UFC indicaram eficiéncia da
luz ultravioleta na reducdo de bactérias presentes na casca dos ovos. O tratamento UV 9
apresentou nivel descontaminacdo estatisticamente igual aquele encontrado no CP (P<0.05)
(Tabela 2.1).

Tabela 2.1. Média e desvio padrdo das unidades formadoras de colbnias

UV-C
Placa CN Imin 3min 5min  7min  9min
Média 326% 3198 300% 258°c 225 2ol 1520

DesvioPadrao | 0,51 0,47 0,70 0,80 0,63 0,67 1,05
* Médias e desvio seguidos da mesma letra na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0.05)

Os resultados dessa etapa do experimento demonstraram uma reducdo menor
do que aquela descrita por Wells et al. (2010), que encontraram uma reducdo de 2,07log10
UFC/ovo ap6s 8 minutos de exposicdo a luz UV-C de comprimento de onda 254nm e
intensidade 11mW/cm?2. Nesse experimento, encontrou-se reducao superior a 11og10 UFC/ovo
somente apos 7 minutos de exposicdo, e em nenhum tratamento foi observada redugéo

superior a 21og10 UFC/ovo.

Coufal et al. (2003), trabalhando com intensidade de 7,5mW/cm2 e mesmo
comprimento de onda, conseguiram atingir reducdo de 3logl0 UFC/ovo em apenas 48
segundos quando os ovos estavam rodando, enquanto Chavez et al. (2002), também utilizando

um sistema de rolagem, observaram reducdo entre 1 e 2log10 UFC/ovo ap6s 30 segundos de
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exposicao, e entre 2 e 3logl0 apds 60 segundos de exposicdo. Estes estudos indicam que a
intensidade a qual os ovos foram expostos parece ter influenciado pouco, uma vez que niveis
de descontaminacdo mais altos foram encontrados em protocolos mais curtos e de menor

intensidade.

No presente estudo, também utilizando um sistema de rotagdo dos ovos, 0s
resultados encontrados ndo apresentaram diferenca significativa quando comparados 0s
tratamentos CN, UV 1 e UV 3. Somente a partir do tratamento com 5 minutos de luz UV-C, a

reducdo na contaminagéo passou a ser diferente estatisticamente (P<0.05) do grupo controle.

O nivel de contaminacdo priméario do ovo antes de qualquer processo de
desinfeccdo € importante, ja que em experimentos anteriores utilizando luz UV-C (Chavez et
al., 2002, Coufal et al., 2003, Wells et al., 2010), a contagem bacteriana dos ovos controle foi
superior a 4.3log10, superando a contagem dos ovos controle desse experimento em mais de
1log10 (Tabela 2.1).

O protocolo para remover o contedo bacteriano através de friccdo do ovo em
caldo peptonado dos experimentos citados acima foi igual, sendo a Unica diferenca o tempo de
execucdo. Tanto Chavez et al. (2002) como Coufal et al. (2003) massagearam os ovos durante
5 segundos para obtencdo do caldo utilizado durante o plaqueamento. O protocolo assumido
para extracdo do contetdo microbiano da casca desse trabalho foi 0 mesmo adotado por Wells
et al. (2010), quando os ovos foram massageados durante 1 minuto. N&o de maneira
randomica, as respostas menos expressivas de contaminacdo foram encontradas em

experimentos onde levou-se mais tempo a extracao de bactérias da casca dos ovos.

A dispersdo da UFC entre as placas do CP foi maior do que nos demais
tratamentos (P<0.001) (Figura 2.7). Esse resultado indica que ao mesmo tempo que esse
tratamento foi eficiente na reducgéo bacteriana de algumas placas, em outras quase néo houve
acdo sobre o nivel primario de contaminacio, igualando resultados do CN. E possivel inferir
que apesar do paraformaldeido possuir excelente capacidade de atuar na descontaminacéo da
casca de ovos, uma vez que diversas placas apresentaram crescimento bacteriano

inexpressivo, 0 método de fumigacéo pode ndo ser homogéneo.
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Figura 2.7. Distribuicdo de UFC ap0s realizagdo de todos os tratamentos.

O presente projeto foi desenhado para simular condigdes reais, e melhor
entender a funcionalidade de um protocolo com luz ultravioleta em situacdes de campo.
Segundo Fritzsons (2012), o ovo leva em torno de 6 horas para atingir a temperatura do
ambiente e finalizar o fechamento dos poros. Nesse experimento, todos os tratamentos foram

realizados menos de trés horas ap0s a postura.

2.5.2. Andlise da descontaminacdo das cascas dos ovos apoOs diferentes tempos de
tratamento com luz ultravioleta

Os tratamentos com luz ultravioleta apresentaram uma resposta proporcional
ao tempo de exposi¢do, ou seja, quanto maior foi o tempo de exposi¢do a luz UV-C, maior foi
a reducdo bacteriana encontrada (Figura 2.8). A dispersdo entra as placas, no entanto, foi

estaticamente igual entre todos os tratamentos (P<0.005).
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Figura 2.8. Regresséo linear dos tratamentos com luz ultravioleta.

2.5.3.  Avaliacdo das eclosdes encontradas ap0ds tratamentos UV 9, CP e CN

Em todos os protocolos de incubagdo, a eclosdo dos ovos férteis foi aquela
utilizada nas analises. Isso porque foram manejadas 3 idades distintas, e a fertilidade variou
substancialmente entre os procedimentos. As ecloses encontradas ao longo do experimento
foram comparadas ao padrdo da linhagem, e se mostraram inferiores aos resultados
comerciais (HUBBARD, 2014). Isso possivelmente porque as alternativas para controlar o
processo de incubacdo em nivel experimental, em especial a umidade, foram menos eficientes
do que aquelas encontradas na esfera industrial. Nenhum nascimento, de qualquer tratamento,
conseguiu atingir, e poucos se aproximaram do padréo estabelecido pela linhagem para as
idades testadas (Tabela 2.2).

Tabela 2.2. Comparativo entre eclosdo de férteis dos tratamentos e padrdo da linhagem.

Eclosio Eclosio

Idade da Eclosao esperada Eclosio de esp%rad.a

matriz total (%) O 9 ferteis (o) O° Fertels

linhagem da

(%) linhagem
ig 1? incubacio 38 62,86 70.00 75.00 77.78
.Eﬁ 2% incubacio 42 68,57 69.00 77.04 78.40
= 3? incubacio 48 5429 65.00 67.61 76.40
U 1? incubacio 38 65.71 70.00 74.60 77.78
;5'- 2% incubacio 42 65.71 69.00 75.83 78.40
3? incubacio 48 57.14 65,00 69,49 76.40
= 1? incubacio 38 65,71 70,00 77.04 77.78
E 2% incubacio 42 62,86 7097 71.69 78.40
= 3? incubacio 48 54.29 65.00 66,15 76.40

* Dados analisados pelo teste ANOVA (P<0.05)
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A temperatura ndo sofreu grandes variacbes ao longo do processo, e
permaneceu proxima dos limites aceitdveis definidos pelo fabricante (PREMIUM
ECOLOGICA, 2011). A regulagem automatica dos equipamentos seguramente favoreceu esse
controle, e a temperatura se manteve a maior parte do tempo entre 37,2 e 38,2°C. A variagéo
de umidade, por outro lado, apresentou de maneira mais constante, picos de umidades fora

dos limites estabelecidos pelo fabricante de 55% e 62%.

N&o foi possivel encontrar relacdo clara entre o método de desinfeccdo
empregado e a eclosdo de ovos férteis. Ao contrario do esperado, as taxas de eclosdo dos
tratamentos CP e UV 9 ndo apresentaram diferenca em relacdo ao grupo controle (P>0.05).
Somente as 42 semanas o0 desempenho foi menor no grupo ndo desinfetado, fato esse que nédo

se repetiu nas demais baterias de incubagéo (Figura 2.9).
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Figura 2.9. Eclosdo dos ovos férteis (P>0.05).

Observou-se que a idade da reprodutora impactou diretamente no potencial de
nascimento, fato esse evidenciado com a queda no desempenho geral na incubacdo dos ovos
de todos os tratamentos a partir de 48 semanas de vida da matriz. Em experimento conduzido
por Lapédo et al. (1999), os autores encontraram valores mais altos de pH e albiumen menos
denso em ovos de reprodutoras mais velhas nos primeiros dias ap6s a postura, quando

comparados a ovos de fémeas mais novas.
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Reis et al. (1997) encontraram uma diferenca de 2% no nascimento entre ovos
de reprodutoras de idades diferentes. Em investigacao realizada pelos autores apds 2 dias de
estocagem, periodo de estocagem igual ao utilizado no presente experimento, 0os ovos férteis
de reprodutoras entre 32 e 34 semanas de idade eclodiram 92,1% contra 89,3% de fémeas
entre 48 e 50 semanas de idade.

2.5.4. Avaliacdo da mortalidade embrionéria

O comportamento da mortalidade embrionaria foi  semelhante
independentemente do protocolo de desinfeccdo testado. A mortalidade embrionaria final,
entre 19 e 21 dias, foi a mais alta em todas as baterias de incubacéo e em todos os tratamentos
(Figura 2.10). A mortalidade embrionéria inicial, em todos as incubagdes foi maior do que a

mortalidade intermediaria, e menor do que a mortalidade final.
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Figura 2.10. Mortalidade embrionaria inicial, intermediaria e tardia (P<0.05).

A principal diferenga notada foi no aumento percentual de embrides mortos na
etapa final de incubagdo as 48 semanas. Entre 40 e 42 semanas 0S OVOS apresentam as
melhores condigdes para controlar a perda de umidade e lograr melhores resultados de ecloséo
(Tona et al. 2001). Ao passo que a mortalidade entre 19 e 21 dias se manteve entre 20 e 25%
dos ovos avaliados quando o lote estavam com 38 e 42 semanas, a mesma superou 0s 25%

quando a idade do lote avancou e atingiu 48 semanas em todos os tratamentos (Figura 2.11).
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Figura 2.11. Mortalidade embrionaria tardia em todas as idades testadas (P<0.05).

2.5.5. Avaliacdo da distribuicédo e tempo total de nascimento

As eclosbes foram avaliadas a cada 8 horas. A proposta foi procurar entender
se 0 uso do paraformaldeido ou da luz UV-C como desinfetante poderia impactar a

distribuicdo dos nascidos.

O tratamento UV 9 apresentou uma distribui¢do de nascidos muito semelhante
aquela encontrada nos ovos que ndo foram submetidos a nenhum protocolo de desinfecgéo.
Ambos atingiram picos de 35 a 40% de nascidos dentro dos intervalos estudados, enquanto o
tratamento CP se caracterizou por picos de no maximo 30%. Esse tratamento configurou uma
janela de nascimento com pico mais baixo, e uma distribuicdo mais regular e percentual de

nascidos maior nas Ultimas horas (Figura 2.12).

Em condicBes de campo o tempo total de incubagdo é pré-definido. Nesse
contexto, a auséncia de um momento de pico de eclosdo, como encontrado no tratamento CP,
pode ser prejudicial, em especial a qualidade do pinto de um dia. Os nascidos nas primeiras
horas esperam muito tempo na maquina e podem desidratar, enquanto os que nascem perto do
limite da retirada ndo passam tempo suficiente para secar. Apesar de inevitavel, a variacdo da
condicdo dos pintos € menor quando existe um volume maior de nascidos dentro de um

intervalo curto de tempo.
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Figura 2.12. Distribuicdo dos nascimentos dos tratamentos CP, CN e UV 9 (P>0.05).

Abousaad et al. (2017), ao avaliar a eclosdo em intervalos de 4 horas,
encontraram picos de até 23% de nascidos. O intervalo avaliado nesse estudo foi de 8 horas, e
apresentou picos mais altos, excedendo 30% em algumas situagGes. Outra forma de estudar a
0 nascimento € através do tempo de incubacéo total (Figura 2.13).

tempo de incubacao
120

100

80

60

40

20

nascidos acumulado (%)

470h 478h 486h 494h 502h 510h 518h

horas de incubacdo

paraformaldeido

UV-C 9 min

controle

Figura 2.13. Distribuicdo acumulada de nascidos dos tratamentos CP, CN e UV 9 (P>0.05).

Ao contrério do comportamento na distribuicdo do nascimento, o tempo total
de incubacgdo entre os tratamentos ndo variou substancialmente. O Gltimo pinto nascido em

todas as baterias de incubacdo se deu apos 510 horas. O tempo de incubacdo encontrado se
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assemelha aquele observado por Tona et al. (2003), quando os autores avaliaram o tempo de
incubacdo em detrimento ao periodo de estocagem. Nesse caso, 0s ovos estocados por um
periodo mais longo comecaram a eclodir depois e atingiram o pico de nascimento mais

rapido, assim como os tratamentos controle e UV-C 9 minutos do presente experimento.

Analisando a curva do periodo total de incubacdo, nota-se que depois de 478
horas de incubacédo o tratamento CP ultrapassa os tratamentos CN e UV 9. Esse dado vai de
encontro com 0s picos de nascimento maiores encontrados nos tratamentos CN e UV 9 na

avaliagéo da distribuicéo das eclosdes.
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2.6. CONCLUSOES

A luz ultravioleta UV-C 254nm possui capacidade de reduzir bactérias da
casca de ovos férteis de maneira linear e progressiva, dentro do tempo de exposicéo testado de
9 minutos. Nesse tempo de exposicdo, a luz UV-C apresentou capacidade estatisticamente

igual ao paraformaldeido 5.3g/m? na descontaminag&o da casca dos ovos.
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