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RESUMO

Foram conduzidos dois experimentos. No experimento [ avaliou-se a influéncia da adicdo de
cantaxantina (Carophyll Red®) a dieta das matrizes pesadas e do periodo de armazenamento dos ovos
sobre a qualidade dos ovos, nutrientes da gema, fertilidade, rendimento de incubagdo e
desenvolvimento do embrido. No experimento II, foram avaliados os efeitos da cantaxantina dietética
e do envelhecimento das matrizes sobre a fertilidade. Foram utilizados ovos de dois galpdes de
matrizes Cobb® de um mesmo lote, apresentando fertilidade e eclodibilidade semelhantes,
monitoradas durante cinco semanas antes do inicio do experimento. No experimento I, os tratamentos
foram definidos pelas dietas (com e sem adi¢do de 6ppm de cantaxantina na dieta das matrizes) e
periodos de armazenamento dos ovos (trés e sete dias). O delineamento experimental foi inteiramente
ao acaso em arranjo fatorial 2 x 2 (duas dietas x dois periodos de armazenamento). No experimento II,
os tratamentos foram definidos pelas dietas (com e sem adicdo de 6ppm de cantaxantina na dieta das
matrizes) e idades das matrizes (50, 51, 55, 59 e 60 semanas de idade). O delineamento experimental
foi inteiramente ao acaso em parcela subdividida 2 x 5, sendo os fatores da parcela compostos pelas
dietas e o das subparcelas compostos pelas idades das matrizes. No experimento I, a adicdo de
cantaxantina a dieta de matrizes elevou as concentragdes de cantaxantina e vitamina A e reduziu a
quantidade de vitamina E na gema do ovo, melhorou a fertilidade e eclosdo e reduziu a mortalidade
embriondria a partir de 15 dias de incubag@o. O armazenamento por sete dias prejudicou a qualidade
dos ovos, promoveu oxidagdo de lipidios e vitaminas da gema, retardou o desenvolvimento
embriondrio, reduziu a eclosdo e aumentou a mortalidade embriondria apds 15 dias de incubacdo. No
experimento II, observou-se que ap6s 50 semanas de idade, a fertilidade do lote de matrizes pesadas
reduziu continuamente e a adi¢do de cantaxantina a dieta miniminizou parcialmente os efeitos
negativos da progressdo da idade sobre a fertilidade. A cantaxantina pode ser utilizada como
antioxidante nas dietas das matrizes pesadas para minimizar os efeitos negativos do armazenamento
sobre o rendimento de incubacio e da idade sobre a fertilidade.

Palavras-chave: antioxidante, carotenéide, eclodibilidade, galinha, galo, peroxidacdo lipidica.

ABSTRACT

Two experiments were conducted. In experiment I, were evaluated the effect of canthaxanthin
(Carophyll Red ®) added to the broiler breeders’ diet and egg storage on egg quality, yolk nutrients,
fertility, incubation yield and embryo development. In experiment I, were evaluated the effects of
dietary canthaxanthin and aging on broiler breeder fertility. Eggs of two sheds of the same Cobb
flock, age and lines, with similar fertility and hatchability monitored for five weeks before the start of
the experiments. In experiment I, the treatments were defined by the diets (with and without 6ppm
canthaxanthin added to broiler breeder diets) and periods of egg storage (three and seven days) in a
completely randomized in a factorial design 2 x 2 (two diets x two periods of egg storage). In
experiment II, the treatments were defined by the diets (with and without canthaxanthin added to
broiler breeder diets) and broiler breeder ages (50, 51, 55, 59 and 60 weeks of age). The design was
completely randomized design in 2 x 5 split plot arrangement (two diets x five ages). In experiment I,
the addition of canthaxanthin to the diet increased concentrations of canthaxanthin and vitamin A and
reduced the amount of vitamin E in egg yolk, improved fertility and hatchability and decreased
embryonic mortality from 15 days of incubation. The egg storage for seven days reduced egg quality,
promoted oxidation of yolk lipids and vitamins, delayed embryonic development, reduced hatchability
and increased embryonic mortality after 15 days of incubation. In experiment I, it was observed that
after 50 weeks of age, broiler breeder fertility continually reduced and the addition of canthaxanthin
to the diet minimizes the negative impact aging on fertility. Canthaxanthin can be used as antioxidants
in broiler breeder’s diets to minimize the negative effects of storage on the incubation yield and of
aging on fertility.

Keyword: antioxidant, carotenoid, hatchability, hen, rooster, lipid peroxidation.
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1. INTRODUCAO

A reacdo de radicais livres (RL) com &cidos graxos poliinsaturados (PUFA) inicia
um processo em cadeia conhecido como peroxidagao lipidica em sistemas vivos e rancidez oxidativa
em alimentos. A peroxidacdo lipidica altera a estrutura das membranas celulares, provoca
modificagdes na estrutura dos aminoacidos, mudangas nas atividades enzimadticas e ataca o DNA
(Lima e Abdalla, 2001). A rancidez oxidativa tem como efeitos a imposi¢cdo de sabores de ranco,
alteracdo dos valores nutricionais e formagéo de produtos téxicos (Guedes, 2006).

Considerando que os tecidos embriondrios s@o caracterizados por alta concentragio
de PUFA (Surai et al., 1997) e que a taxa metabdlica aumenta significativamente na segunda metade
do periodo de incubagdo (Wilson et al., 1992), pode-se dizer que os embrides estdo susceptiveis a
peroxidacgdo.

Os ovos em casca sdo considerados resistentes a oxidacdo lipidica, entretanto
pesquisas com ovos comerciais demonstraram que os lipidios da gema sofrem oxidagdo durante o
periodo de armazenamento. Esta oxidagdo aumenta com o maior periodo de armazenamento, tanto em
condicdes refrigeradas (4°C) quanto em temperatura ambiente (25°C), sendo marcante o efeito da
temperatura mais alta (Franchini et al., 2002; Cherian et al., 2007; Giampietro et al., 2008).
Extrapolando este conceito para matrizes pesadas, sabemos que o armazenamento de ovos férteis é
pratica comum e necessdria na incubac¢do comercial, podendo resultar em aumento da mortalidade
embriondria e consequente queda na eclodibilidade dos ovos. O efeito negativo do maior periodo de
armazenamento dos ovos férteis sobre o rendimento de incubagio estd bem documentado na literatura
e as explicagdes se baseiam nas mudancgas fisicas que ocorrem no ovo. Entretanto, a oxidacdo dos
lipidios da gema de ovos férteis armazenados poderia resultar em reducdo da energia disponivel para
desenvolvimento do embrido, além da presenca de compostos téxicos que poderia provocar morte
embriondria.

A queda da fertilidade de matrizes pesadas inicia com 40 semanas de idade, sendo
mais pronunciada apds 50 semanas (Hocking, 1989; Lake, 1989). O plasma seminal e os
espermatozoides contém enzimas e vitaminas antioxidantes que protegem a membrana espermatica,
rica em PUFA, da peroxidacdo (Makker et al., 2009). Esta atividade enzimdtica antioxidante dos
espermatozoides se torna menor com o envelhecimento dos galos. Além disto, é uma protecdo
temporaria ja que ao serem armazenados nas glandulas hospedeiras, os espermatozdides passam a ser
protegidos por um mecanismo enzimdtico complexo, no qual participam as vitaminas C e E (Rutz et
al., 2005). Aparentemente este mecanismo é menos eficiente em galinhas com idade avangada, o que
pode contribuir para o declinio na fertilidade.

Apesar dos carotendides serem conhecidos como precursores de vitamina A, esses
possuem importante papel antioxidante, pois removem RL, absorvem e dissipam o excesso de energia
destes e reciclam a vitamina E (Bohm et al., 1997). A cantaxantina estd incluida no grupo dos
carotendides e, adicionada a dieta dos galos e galinhas, pode exercer seu papel antioxidante de trés
formas: 1) no embrido — protegendo os tecidos embriondrios na incubagdo, 2) no ovo — protegendo os
nutrientes da gema durante o armazenamento para o embrido em desenvolvimento e, 3) nas matrizes
pesadas — auxiliando nos mecanismos antioxidantes do sémen e oviduto e reduzindo o estresse
oxidativo dos espermatozdides.

Baseados nestes aspectos, foram conduzidos dois experimentos. No experimento I,
os objetivos foram avaliar a influéncia da adi¢do de cantaxantina (Carophyll Red®) a dieta das
matrizes pesadas e do periodo de armazenamento dos ovos sobre a qualidade dos ovos, nutrientes da
gema, fertilidade, rendimento de incubagdo, desenvolvimento do embrido e do pinto a eclosdo. No
experimento Il foram avaliados os efeitos da cantaxantina dietética e da progressdo da idade das
matrizes sobre a fertilidade.

2. REVISAO DA LITERATURA
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2.1. TRANSPORTE DE LIPIDIOS E VITAMINAS PARA A GEMA DO OVO
2.1.1. Lipoproteinas dos galos e das aves fora de postura

As lipoproteinas plasmaticas sdo complexos macromoleculares esféricos de lipidios
e proteinas especificas, apolipoproteinas ou apoproteinas, cuja fung¢do é manter os lipidios em solugdo
durante o seu transporte entre os tecidos (Stryer, 1996). As principais lipoproteinas das aves sio:
portomicrons, lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) e as lipoproteinas de alta densidade (HDL).

Os portomicrons, responsaveis por transportar os lipidios dietéticos do intestino,
sdo analogos aos quilomicra dos mamiferos, porém as aves empacotam uma fracdo significativamente
baixa de lipidios da dieta em portomicrons quando comparada aos quilomicra dos mamiferos
(Walzem, 1996). Os portomicrons receberam esta denominagdo porque, como as aves ndo possuem o
sistema linfatico bem desenvolvido, estes passam através da veia porta e sdo entregues diretamente ao
figado antes de entrarem no plasma (Tarugi et al., 1990). Ao passo que nos mamiferos, os quilomicra
chegam ao plasma via circulagdo linféatica, passando pelos tecidos extra-hepdticos, antes de chegarem
ao figado (Gurr et al., 2002; Nelson e Cox, 2002).

Diferentemente dos mamiferos, cujas VLDL transportam apenas trigliceridios (TG)
end6genos, as VLDL das aves transportam TG exdgenos, provenientes do metabolismo hepatico de
parte dos portomicrons, e TG enddgenos, sintetizados no figado, para serem metabolizados nos tecidos
periféricos (Stevens, 1996; Pal et al., 2002). O metabolismo tipico das VLDL nos galos e nas aves fora
de postura é a hidrdlise dos TG pela enzima lipase lipoprotéica. Esta enzima ¢ sintetizada pelos
tecidos, muscular e adiposo, que podem utilizar os 4cidos graxos como fonte de energia. Apds sua
sintese, a enzima € secretada do tecido e migra para o endotélio vascular, onde possui acesso imediato
ao substrato. A hidrélise e a remogao de TG pela lipase lipoprotéica reduzem o tamanho do nicleo da
VLDL e cria um relativo excesso de lipidios na superficie (Champe et al., 2006). Estes fosfolipidios e
colesterol livres estdo disponiveis para participar das reagdes de superficie e movem-se para HDL.
Virias proteinas agem na transferéncia de lipidios entre VLDL e HDL e nem todas estdo bem
caracterizadas. A remog¢do de TG do nicleo pela acdo da lipase e a perda de lipidios para HDL
converte progressivamente a VLDL em particulas menores e mais densas. O primeiro produto do
processo € denominado lipoproteina de densidade intermedidria (IDL). A fragdo IDL é remodelada em
LDL rica em colesterol e ésteres de colesterol. A figura 1 ilustra o metabolismo das lipoproteinas nas
aves (galos e galinhas fora de postura).
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Figura 1. Transporte dos lipidios e lipoproteinas nas aves. Os lipidios exdgenos, principalmente TG, colesterol e
ésteres de colesterol, sdo absorvidos no intestino e transportados como portomicrons pelo sistema portal até o
figado. Alguns portomicrons sofrem transformacdes para formar parte da fragdo VLDL e o restante sofre
metabolismo intravascular rapidamente. As VLDL sdo formadas por lipidios exdgenos, portomicrons
modificados, e por lipoproteinas contendo lipidios endégenos, sintetizados no figado. As VLDL atingem os
tecidos periféricos, os TG sao hidrolisados pela lipase lipoprotéica e os dcidos graxos sdo captados pelos tecidos
muscular e adiposo. A extracdo de lipidios das VLDL converte gradualmente parte delas em LDL e os
remanescentes das VLDL sdo captados pelo figado. As LDL transportam o colesterol para os tecidos extra-
hepaticos ou sdo captadas de novo pelo figado. O excesso de colesterol nos tecidos periféricos € transportado de
volta ao figado como HDL. Parte do colesterol € transformada em sais biliares no figado. Adaptado de Stevens
(1996), Nelson e Cox (2002) e Pl et al. (2002)

2.1.2. Lipoproteina modificada para deposi¢io na gema (VLDLg)

Durante a fase de postura, sdo encontradas lipoproteinas de muito baixa densidade
modificadas no plasma das galinhas, conhecidas como VLDLg. Esta VLDLg é produzida por agdo do
estrogeno e € diferente da VLDL encontrada no plasma de frangas e de galos (Gornall e Kuksis, 1973;
Griffin et al., 1982).

No foliculo ovariano, o odcito é cercado de vérias camadas de tecidos (Griffin et
al., 1984). A camada mais externa, composta pela teca externa e teca interna, ¢ bem vascularizada,
com capilares estendendo-se até a camada granulosa, localizada logo abaixo. As moléculas
plasméticas — VLDLg e vitelogenina — t€m que cruzar trés barreiras para serem incorporadas aos
odcitos: parede capilar; 1amina basal, que envolve a camada granulosa; e camada granulosa, que
envolve o odcito. A lamina basal, além de prover suporte mecénico, age como um filtro que impede
VLDL com grandes didmetros e portomicrons de atravessarem esta barreira e serem depositados no
odcito em desenvolvimento (Griffin e Perry, 1985).

Segundo Walzem et al. (1995), Walzem (1996) e Speake et al. (1998), as particulas
de VLDL sdo maiores em frangas e galos, possuindo didmetro entre 50 e 70 nm, e contém de seis a
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nove apoproteinas diferentes, incluindo o maior componente estrutural, a apoproteina B (apoB). Em
contraste, as particulas VLDLg secretadas pelo figado de galinhas em postura sd@o pequenas, com
tamanho regular em torno de 30 nm, e cont€ém apenas duas apoproteinas, apoB e apoVLDL-II (figura
2). Esta udltima parece ser a responsavel pela limitacdo do didmetro da VLDLg durante a sua formagao.
O pequeno tamanho das VLDLg é aparentemente uma modificagdo para facilitar a incorporacgio destas
ao odcito, ja que a lamina basal permite a transferéncia somente de menores VLDL ricas em TG e
vitelogenina (Walzem et al., 1999). Galinhas que apresentam altas taxas de postura geralmente
possuem elevados niveis de VLDLg com diametro entre 25 e 44 nm.

Outra importante caracteristica da VLDLg € ser a unica lipoproteina rica em TG
resistente a agdo da lipase lipoprotéica (figura 3). Esta resisténcia € garantida pela apolipoproteina
VLDL-II, importante inibidora da acdo da lipase lipoprotéica presente em grandes quantidades na
VLDLg (Schneider et al., 1990; Barber et al., 1991; Nimpf e Schneider, 1991; Hermier, 1997; Elkim,
2006). A redefinicdo do metabolismo da VLDLg permite a galinha acertar na entrega de TG
especificos ao odcito — gema — para posterior nutri¢do do embrido que se desenvolvera dentro do ovo.

Ester de colesterol

Trigliceridios

apoVLDL-II

Colesterol

L

Galinha em postura
25-30 nm

VLDLg

Fora de postura
50 - 60 nm 4»

VLDL

Figura 2. VLDLg x VLDL. A escala mostra a diferenca entre os didmetros da VLDLg e VLDL, observadas no
plasma de galinhas em postura e galinhas fora de postura, respectivamente. Adaptado de Walzem (1996).
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Figura 3. O hepatdcito das galinhas secreta apoB contendo VLDLg de pequeno didmetro e coberta com
apoVLDL-II que impede a hidrdlise desta pela ac¢do da lipase lipoprotéica. Adaptada de Walzem et al. (1999).

2.1.3. Mudancas no metabolismo da LDL e HDL durante a postura e a formacao de VLDL
genérica

Nas aves em crescimento, a HDL representa a maior classe de lipoproteina e € a
principal transportadora de colesterol no plasma, e em menores concentra¢des estio LDL e VLDL
(Chapman, 1980; Banerjee e Redman, 1984; Hermier et al., 1984).

Ao iniciar a postura, a VLDL passa a ser a lipoproteina plasmatica predominante
das galinhas, seguida por HDL e LDL, estando a ultima em menores concentracdes (Walzem et al.,
1994). Os baixos niveis de LDL sdo facilmente explicados, jd que esta lipoproteina é produto final do
metabolismo intravascular da VLDL, que por sua vez esta reduzido.

A concentragdo de HDL no plasma de galinhas em postura € duas a trés vezes
menor do que a concentragdo desta em frangas e galos (Walzem, 1996). O metabolismo de HDL
durante a produgdo de ovos ainda é pouco compreendido, porém um fator que pode contribuir para
esta mudanca na concentracdo € a resisténcia da VLDLg ao metabolismo periférico, levando a redugdo
na quantidade de fosfolipidios e colesterol ndo esterificado disponivel para ser importada pela HDL.

Tarugi et al. (1998) demonstraram que as células tubulares proximais do rim da ave
adulta sdo capazes de produzir VLDL contendo apenas apoB. Walzem et al. (1999) chamaram essa
VLDL renal demonstrada pelos pesquisadores anteriores de VLDL genérica e afirmaram que a
secrecdo dessa pelos rins durante a postura serviria para suprir com acidos graxos livres os tecidos
musculares, cardiaco e esquelético, e adiposo, jd que a VLDLg ¢ totalmente direcionada para a gema.
Salvante et al. (2007) alertaram para o fato de que outros estudos demonstraram a susceptibilidade de
uma pequena porcentagem de VLDLg plasmdtica a acdo da lipase, e que dada as altas concentragdes
de VLDLg no plasma de galinhas em produc@o, essa pequena parte poderia ser metabolizada por
outros tecidos, que ndo o ovariano, para atender as exigéncias energéticas da ave.

2.1.4. Absorcio e transporte das vitaminas A, E e carotendides para a gema do ovo

As pesquisas sobre o processo de absorcdo e transporte das vitaminas A, E e dos
carotendides em aves sdo escassas, entretanto parece ser semelhante ao que ocorre com os lipidios
(Bjorneboe et al., 1990). Desta forma, estas vitaminas sdo transportadas pelos portomicrons aos
tecidos e figado, pela VLDL aos tecidos e pela VLDLg a gema do ovo, conforme apresentado nas
Figuras 1 e 3. As Figura 4 e 5 demonstram a absorc¢do dos lipidios e vitaminas lipossoliveis da dieta.
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Figura 4. Micela mista absorvida pelo enterdcito no jejuno. Os principais produtos da degradagdo dos lipidios
(4cidos graxos livres, colesterol livre e 2-monoacilgliceréis) combinados com as vitaminas lipossoliveis e sais
biliares formam as micelas mistas. Estas sdo agregados em forma de disco de lipidios anfipaticos que coalescem
com os grupos hidrofilicos para o lado de fora e os grupos hidrofébicos para o lado de dentro. A superficie
hidrofilica das micelas facilita o transporte dos lipidios e vitaminas lipossoliveis através da camada aquosa
estaciondria da membrana com borda em escova dos enterdcitos, onde eles sdo absorvidos. Adaptado de Champe
et al. (2006).
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Figura 5. Formagdo do portomicron no enterdcito. A mistura de lipidios, absorvida pelo enterdcito, migra para o
reticulo endoplasmdtico para a biossintese de lipidios complexos. Os ésteres de colesterol, triglicerideos e
vitaminas lipossoliveis sdo bastante hidrofébicos, necessitando, portanto, serem embalados em portomicrons
que sdo liberados pelos enterdcitos na veia porta e seguem para o figado. Adaptado de Champe et al. (20006).

Combs (1976) demonstrou que a vitamina A adicionada em excesso a dieta de aves
reduz a quantidade de vitamina E depositada na gema do ovo. De acordo com o autor, a redugdo da
absorcdo da vitamina E ocorre ainda no intestino, devido a competi¢do entre estas vitaminas.

Os carotendides ndo precursores de vitamina A ndo competem com a vitamina E
pela absor¢@o no enterdcito e alguns autores ressaltam a sinergia que ocorre entre estes € a vitamina E,
conforme descrito mais adiante nesta revisdo de literatura. Entretanto, quando se tratam de
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carotendides pré-vitaminicos, a conversdo destes em vitamina A ocorre na mucosa intestinal
(Goodman et al., 1966; Surai et al.; 2001). De acordo com Bieri e Tolliver (1982), a vitamina A na
dieta reduz a absorc¢do de vitamina E no intestino, aumentando a excrecdo desta ultima. A hipdtese
destes autores é que a vitamina A induz a altera¢Ges fisico-quimicas no limen intestinal, interferindo
na absor¢do da vitamina E. A Figura 6 ilustra a competi¢do entre as vitaminas A e E pela absorcéo
intestinal.
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Figura 6. Competi¢do entre as vitaminas A e E pela absor¢do no intestino delgado segundo Bieri e Tolliver
(1982). Adaptado de Champe et al. (2006).
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2.2. ANTIOXIDANTES NA DIETA DAS MATRIZES
2.2.1. Formacao dos radicais livres nos alimentos e em sistemas vivos

Radicais livres sdo substancias quimicas que apresentam nimero impar de elétrons,
sendo assim muito instdveis e altamente energéticos (Aradjo, 2006). Para se tornarem estdveis, os
radicais livres transferem a energia acumulada para as substdncias proximas a eles, principalmente
PUFA.

Em alimentos, a formagdo de RL ocorre pela acdo direta de fontes externas de
energia, como luz, calor e radiacdo (Figura 7). A oxidagdo dos lipidios € uma das mais importantes
causas da deterioracdo dos alimentos, devido a formacdo de sabores e odores indesejaveis (rancidez
oxidativa), bem como a formagdo de substancias toxicas potencialmente perigosas quando ingeridas
pelas aves e pelo homem.

Radical livre

Figura 7. Formacdo do radical livre. A energia externa atinge o atomo removendo um elétron do seu orbital.
Toda a energia absorvida € transferida ao elétron, tornando-o altamente energético e instavel. Este elétron
procura outro dtomo e transfere sua energia inicial, mantendo-se instdvel devido a energia “extra” acumulada.
Este novo dtomo formado, contendo um elétron extra, € denominado radical livre. Adaptado de Aratjo (2006).

A rancidez oxidativa envolve a reacdo do oxigé€nio com 4cidos graxos, por
mecanismos quimicos e enzimdticos: a) autoxidacdo — rea¢do quimica complexa de baixa energia de
ativacdo que envolve a formagdo de RL, pode ocorrer na auséncia de luz e ndo é inibida pelo
abaixamento da temperatura de armazenamento do alimento; b) fotoxidagdo — mecanismo alternativo
para formagdo de RL, iniciado pela exposicio do alimento a luz na presenca de moléculas
fotossensores como mioglobina, riboflavina e clorofila; e c) lipoxigenase — enzima de ocorréncia
vegetal e animal que catalisa a oxigenacdo dos acidos linoléico, linolénico e araquiddnico para seus

correspondentes perdxidos, durante o armazenamento e processamento (Aradjo, 2006).

Nao é objetivo nesta revisdo, entretanto é importante conceituar outra alteracio
quimica que ocorre com 6leos e gorduras: lipdlise (Aradjo, 2006). A lip6lise também leva a formagdo
de sabores e odores estranhos num processo conhecido como rancidez hidrolitica. Diferentemente da
rancidez oxidativa, a rancidez hidrolitica € decorrente de hidrdlise da ligacdo éster por enzimas,
presentes naturalmente ou provenientes de microrganismos contaminantes, ou pela acdo do calor e
umidade causando liberacdo dos &cidos graxos. Neste evento ndo ocorre formacdo de produtos
téxicos, entretanto, aumenta a sensibilidade dos acidos graxos a oxidagao.

Em sistemas biolégicos, a formacdo dos RL se da pela acdo da irradiag@o ionizante
e luz ultravioleta, por reacdes catalisadas pelos metais de transicdo — ferro e cobre — ou por enzimas
que fazem homolise da ligacdo quimica. Entretanto, durante o metabolismo normal ocorre producdo
de RL, como subprodutos da respiracdo e sintese de estruturas complexas. Portanto, o termo RL
também engloba as espécies reativas do oxigénio e nitrogénio geradas no metabolismo de sistemas
vivos, que quando superam a capacidade antioxidante bioldgica, causam estresse oxidativo.
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2.2.2. Oxidacao lipidica

Os lipidios sdo susceptiveis ao ataque dos RL e a oxidagdo ocorre como uma
reagdo em cadeia. Os PUFA sdo mais susceptiveis a oxidagdo, resultando na formacdo de alcanos,
aldeidos, alcodis e hidroperdxidos, entre outros produtos (Hogg e Kalyanaraman, 1999). Esta maior
susceptibilidade dos PUFA a oxidagdo deve-se ao fato de que os hidrogénios bis-alilicos do grupo
metileno s@o mais susceptiveis a abstragc@o pelos radicais oxiddveis do que os hidrogénios metilénicos
dos lipidios saturados (Figura 8). Isso porque hidrogénio bis-alilico, hidrogénio ligado a um carbono
adjacente a duas ligacdes duplas, possui menor energia de dissociacdo facilitando o processo de
abstracdo.

/\///W LH - acido graxo insaturado
R ’
a) l

/\'/\./\/\ Le - radical alil

. o O
,\o/\l/\\/\ f\/\l//Y\ LOOs - radical peroxil

LOOH - hidroperdxido Le - radical alil

Figura 8. Peroxidagdo lipidica — uma reagdo em cadeia: a) iniciacdo: interacdo da espécie reativa com o AGPI
tem como conseqiiéncia a perda de um atomo de hidrogénio e a formagdo do radical alil; b) propagacdo: este
radical incorpora rapidamente uma ou mais moléculas de oxigénio e transforma-se em radical peroxil. O radical
peroxil é a espécie central da reacdo em cadeia da peroxidacgdo lipidica. Esse pode abstrair um hidrogénio bis-
alilico de um acido graxo adjacente formando um hidroperéxido e um radical lipidico secunddrio. Este radical
lipidico secunddrio reagira com o oxigénio, gerando o radical peroxil e propagando a reagdo. Os hidroperéxidos
sdo instdveis e na presenca de metais de transicio podem decompor-se para produzir novos RL e aldeidos
citotoxicos (LOOH + Fe2+ — LOe + OH- + Fe3+ ou LOOH + Fe3+ — LOOe + Fe2+ + H+). Adaptado de
Vannucchi et al. (1998); Hogg e Kalyanamaran (1999), Guir et al. (2002) e Surai (2002).

Classicamente, a peroxidacdo é dividida em tr€s etapas: iniciacdo e propagacdo,
demonstradas na figura 8, e terminacdo. Nesta terceira e dltima etapa, dois radicais livres formados nas
etapas anteriores — Le® e LOO® — reagem originando produtos ndo radicais.
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Segundo Silva et al. (1999), é possivel distinguir estas trés etapas de evolugdo
oxidativa da seguinte forma: a) desaparecimento dos substratos de oxidagdo — lipidio insaturado,
oxigénio; b) aparecimento dos produtos primdrios de oxidagdo — peréxidos e hidroperdxidos — cuja
estrutura depende da natureza dos acidos graxos presentes; e c) aparecimento dos produtos
secunddrios de oxidagdo, obtidos por cisdo e rearranjo dos peréxidos. Os perdxidos sdo intermedidrios
instaveis, especialmente se expostos a altas temperaturas ou em presenca de metais de transicio,
portanto eles sdo decompostos pela interagdo com radicais livres, formando o radical peroxil (LOOH +
Re — L.OOe + RH), ou pela ruptura da ligacdo oxig€nio-oxigé€nio, que € relativamente fraca,
formando os radicais alcoxil (LOe®) e hidroxil (¢ OH). Os produtos secundarios sdo produzidos no
decurso da decomposicdo dos primarios. Dentre esses, um dos principais é o malondialdeido.

O malondialdeido (MDA) é formado durante a oxida¢do dos PUFA por cisdo beta
dos PUFA peroxidados, principalmente do dcido araquiddnico (Lima e Abdalla, 2001). Este aldeido
com trés atomos de carbono (C3H402) € muito utilizado para avaliar a oxidagdo lipidica em alimentos
e principalmente o estresse oxidativo em amostras bioldgicas, através do teste de substincias reativas
com o 4cido tiobarbitdrico, conhecido como TBARS. O principio do TBARS baseia-se na reagdo de
uma molécula de MDA com duas de 4cido tiobarbitdrico (TBA), em meio acido e sob altas
temperaturas, formando um complexo vermelho, que pode ser determinado por absor¢do no visivel
(532 nm) ou por fluorescéncia.

Segundo Fellenberg e Speisky (2006), o TBARS tem sido criticado pela falta de
especificidade, ja que o MDA ndo € o tnico produto da oxidag@o dos lipidios que reage com o TBA e
€ por isso que o termo ‘“substincias que reagem com o dcido tiobarbitirico” € preferivel. Outro
problema é que quando a quantidade de MDA ¢ baixa, outras substincias reagem com o TBA, como
aldeidos ndo provenientes de oxidacao lipidica e acticares como sacarose e glicose, o que pode levar a
um resultado superestimado. Ainda o MDA pode se complexar com proteinas, aminas e outros
compostos, ndo reagindo com o TBA, subestimando a oxidacdo da amostra. Apesar das criticas o
TBARS € muito utilizado, na pritica e experimentalmente, por ser simples e ttil na predi¢do de
peroxidacdo lipidica in vitro. Utilizd-lo em combina¢do com outros métodos, como indice de perdxido
(IP) e cromatografia gasosa (CG) é recomendavel para entender melhor o que estd ocorrendo na
amostra. O IP é um indicador sensivel no estdgio inicial da oxidagdo e sua presenca ¢ indicio de que a
deterioracdo do sabor e odor estd por ocorrer. O peréxido € um produto primério muito instdvel da
oxidag¢do, e sua variag¢do ocorre de forma gaussiana, portanto baixos niveis deste podem indicar tanto a
estabilidade oxidativa da amostra quanto ser indicativo de alteracdo pronunciada. A CG analisa os
substratos da oxidagd@o, portanto, ao serem oxidados os AG desaparecem e os AG residuais sdo
quantificados nesta analise.

Os métodos para avaliar o grau de oxidag@o lipidica descritos acima possuem
vantagens e desvantagens, portanto a utilizagdo concomitante destes visa reduzir os erros de
interpretagdo, ja que cobrem as trés etapas da oxidacdo: CG — desaparecimento dos substratos que sdo
os 4cidos graxos, IP — aparecimento dos produtos primdrios da oxidagdo, ou seja, dos perdxidos, e
TBARS - aparecimento dos produtos secundarios da oxidagéo, portanto, formagdo do malondialdeido.

2.2.3. Oxidacao protéica

As proteinas sdo o segundo substrato susceptivel a oxidacdo, entretanto, recebem
menos atencao, pois o processo € mais lento e contido quando comparado a oxidagao lipidica.

Os danos as proteinas causados por RL podem ser iniciados pela perda de elétron,
por reacdes com metais de transicdo e pela autoxidacdo de lipidios e agucares (Berlett e Stadtman,
1997). A continuagio da oxidagdo € dependente de oxigénio e envolve varios radicais de propagagao,
especialmente o radical alcoxil (Figura 9).
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Figura 9. Oxidag@o protéica. Atuagdo dos radicais livres sobre a cadeia lateral do aminodcido e sobre o carbono
alfa. Adaptado de Dean et al. (1997).

Segundo Fellenberg e Speisky (2006), a oxidagdo protéica pode ser aumentada em
funcdo de um processo de peroxidagdo lipidica, e dependendo do tipo de modificacdo estrutural
induzida, a proteina atacada pode ter sua funcionalidade afetada in vivo (enzimas inativadas) e/ou suas
caracteristicas nutricionais e organolépticas modificadas nos alimentos.

2.2.4. Sistema enzimatico de defesa antioxidante

Em sistemas aerébicos, € essencial o equilibrio entre agentes oxirredutores, como
RL, e o sistema de defesa antioxidante. Uma vez que os RL sdo gerados endogenamente no organismo
como conseqiiéncia do metabolismo, a maioria das espécies vivas possui eficiente sistema de protecdo
capaz de neutralizar os efeitos maléficos dessas espécies reativas. Neste processo, estdo envolvidas
enzimas como glutationa peroxidase (GSH-Px), superéxido dismutase (SOD) e catalase, cujos
mecanismos de a¢do estdo demonstrados na figura 10.
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Figura 10. Enzimas que atuam em grupo contra os efeitos téxicos dos RL. Os oxidantes reativos sdo gerados
como produtos colaterais metabélicos (Nelson e Cox, 2002). O radical superéxido é um radical livre formado a
partir do oxigeno molecular pela adi¢do de um elétron. Sua formagdo ocorre espontaneamente, especialmente, na
membrana mitocondrial através da cadeia respiratéria. E um radical pouco reativo e ndo tem a habilidade de
penetrar em membranas lipidicas, agindo apenas no compartimento onde é produzido. O radical hidroxila é
considerado o mais reativo em sistemas bioldgicos e é formado a partir do peréxido de hidrogénio em uma
reacdo catalisada por fons metais (Fe** ou Cu*™), denominada de reagdo de Fenton. O peréxido de hidrogénio
(H,0,) é extremamente danoso, pois tem vida longa e é capaz de atravessar membranas bioldgicas. Durante os
processos normais de detoxificagdo, a enzima SOD converte o radical superéxido, proveniente da cadeia
respiratdria, em perdéxido de hidrogénio. Tanto a catalase quanto a GSH-Px atuam removendo H,0O, da célula. O
perdxido de hidrogénio € convertido em dgua pela glutationa reduzida (GSH) sob acdo da GSH-Px. A glutationa
oxidada (GSSG) ¢€ reciclada na forma reduzida pela glutationa redutase e NADPH. O H,0, ainda pode ser
quebrado em H,O e O, pela acdo da enzima catalase. Adaptado de Nelson e Cox (2002) e Champe et al. (2006).

A alta concentragdo de PUFA dos tecidos embriondrios (Surai et al., 1997)
combinada com o aumento do consumo de oxigé€nio desde a metade até o final do periodo de
incubagdo (Wilson et al., 1992), faz com que estas modificacdes oxidativas sejam acompanhadas por
mudangas nas concentracdes das enzimas antioxidantes nos tecidos do embrido (Surai, 1999).

Segundo Surai et al. (1999b), as enzimas antioxidantes — SOD, GSH-Px e catalase
— protegem os tecidos embriondrios de forma especifica contra a peroxidagdo lipidica durante a
incubagdo e atuam como principal sistema de defesa antioxidante do pinto a eclosao.

Estas enzimas, também presentes no plasma seminal e nos espermatozéides,
protegem a membrana espermadtica, rica em PUFA, da peroxidag¢do (Makker et al., 2009). Entretanto,
segundo Rutz et al. (2005) esta protecdo é tempordria, jd que o plasma seminal é rapidamente
substituido pelo fluido secretado pelo oviduto. Uma vez armazenados nas glandulas hospedeiras do
oviduto, os espermatozdides passam a ser protegidos por um mecanismo complexo, no qual
participam a GSH-Px, glutationa redutase, SOD e vitaminas C e E.

A suplementacdo mineral ndo é objetivo nesta tese, mas vale ressaltar que os
minerais devem ser supridos adequadamente pela dieta, pois esses sdo essenciais ao funcionamento
das enzimas antioxidantes. A SOD utiliza o cobre, ou zinco ou manganés como cofator, enquanto a
GSH-Px utiliza o selénio.
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2.2.5. Antioxidantes naturais

A ingestdo de substincias com propriedades antioxidantes, tais como: vitamina E,
C e carotendides, auxiliam o mecanismo de defesa enzimatico no controle dos danos causados nas
células pelos RL.

Nas membranas, o principal removedor de RL € o alfa-tocoferol ou vitamina E. As
formas beta-, gama- e sigma-tocoferol sdo menos importantes por serem menos absorvidas. A
diferenca entre estas formas € estrutural. Os tocoferdis removem os radicais peroxil, doando seu dtomo
de hidrogénio para esse, convertendo-o em perdxido.

Do ponto de vista quimico, a propriedade mais interessante da vitamina C ou dcido
ascOrbico € sua habilidade de atuar como agente redutor (doador de elétrons). Desta forma, reage
rapidamente com os RL, além de atuar sinergicamente com a vitamina E, regenerando-a, em sistemas
biolégicos (Figura 11). Os estudos sobre a suplementacdo de vitamina C para aves sdo escassos,
porque essas sdo capazes de sintetizd-la e a vitamina ndo é transferida ao ovo, como ocorre com a
vitamina E e os carotendides.

0] 0]
LOOs - - s e —
Radical peroxil CH, - HC =0
| I\ 0
OH OH
Radical Ascarbato
0 OH
LOCH - - o] L —
Hidroperdxido J
il o0
Vitamina E Radical OH OH
Ascorbato

Figura 11. Regeneracdo da vitamina E pela vitamina C. Apds doar o hidrogénio, a vitamina E ou tocoferol é
convertida em vitamina E radical, pois o oxigénio da hidroxila passa a ter o elétron ndo pareado. Este radical
migra para a superficie da membrana para ser reduzido pelo 4cido ascérbico ou vitamina C, que € solivel em
dgua. O resultado desta interagdo € a formagdo do radical ascorbato, que € muito pouco reativo. Dois radicais
ascorbato podem interagir ou outra fonte de redutor, como o NADH, pode regenerar o ascorbato.O
hidroperdxido resultante da agcdo do antioxidante sobre o radical peroxil é removido pela acdo das fosfolipases e
metabolizado pela glutationa peroxidase que o reduz a dlcool. Vale destacar que a vitamina E radical e a
vitamina C radical ndo sdo reativas, pois seus elétrons ndo-pareado sdo estdveis energeticamente. Adaptado de
Aratjo (2006).

Apesar dos carotendides serem conhecidos como precursores de vitamina A, esses
possuem importante papel antioxidante, pois atuam como removedor de RL e atenuador fisico,
absorvendo e dissipando o excesso de energia de espécies quimicas altamente reativas. Bohm et al.
(1997) ainda demonstraram a possibilidade dos carotendides reciclarem a vitamina E, uma vez que
estes sdo capazes de doar elétrons ao radical alfa-tocoferoxil (TOe + CAR + H+ — TOH + CARe+).

2.2.5.1. Cantaxantina — carotendide precursor de vitamina A?

Em relacdo ao papel dos carotendides como substancias pré-vitamina A, Surai et
al. (2001) afirmaram que menos de 10% desses podem ser convertidos em vitamina A, sendo que nas
aves somente o alfa e beta-carotenos e a criptoxantina presentes nos alimentos naturais sdo capazes de
contribuir com o suprimento desta vitamina, portanto a cantaxantina nio estd incluida neste grupo pro-
vitaminico. Ainda segundo estes autores, uma por¢do dos carotendides com atividade pré-vitamina A
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€ convertida em vitamina A na mucosa intestinal e uma pequena parte escapa a conversao e entra na
corrente sanguinea para ser depositada na gema ou na pele.

De acordo com European Comission (2002), a cantaxantina € absorvida no
intestino delgado e transportada pelo sangue ao figado, onde parte é transformada em substincias
intermedidrias precursoras de vitamina A, como 4-oxoretinol, e o restante permanece integro
transportado pelas lipoproteinas aos depdsitos alvos.

Beardsworth e Henandez (2003) relataram que a atividade prd-vitamina A da
cantaxantina tem sido reconhecida e que esta pode ser transformada em vitamina A nas aves quando o
nivel desta ultima € limitado na dieta.

Surai et al. (2003) reafirmaram que as dietas das aves sdo suplementadas com
retinol sintético e, portanto, a contribuicio dos carotendides derivados do alimento para a formagao de
vitamina A € minima.

2.2.6. Antioxidantes sintéticos

Os antioxidantes sintéticos tém sido largamente utilizados para preservacdo de
alimentos devido a sua eficiéncia e baixo custo. Os mais utilizados sdo os derivados de estruturas
fenolicas, como BHA (butil hidroxianisol), BHT (butil hidroxitolueno), TBHQ (butil hidroquinona),
galatos e etoxiquim.

A cantaxantina e a vitamina E também podem ser sintéticas. No caso da vitamina
E, a diferenca entre a forma natural e a sintética estd na sua origem. Para diferencid-las, os nomes
comerciais das vitaminas E iniciam com “d” ou “dl”, que referem-se a diferencas na estrutura quimica,
e representam a forma natural e sintética, respectivamente. A forma natural € mais ativa e melhor
absorvida. Segundo Acuff et al. (1994), a forma sintética precisa ser primeiramente hidrolisada no
Iimen intestinal, para entdo ser absorvida. Diferentemente da forma natural, a vitamina E sintética s6 €
encontrada na estrutura alfa.

Os carotendides sdo substancias bastante instdveis em fung¢do da presenca de
insaturacdes em sua composi¢do, podendo oxidar facilmente na presenga de fatores adversos como
temperatura, luz e pH (Meléndez-Martinez et al., 2004). Desta forma, na producdo da cantaxantina
sintética sdo utilizados antioxidantes sintéticos, como etoxiquim para estabiliza-la. O Carophyll Red®
€ composto de no minimo 10% de cantaxantina e aproximadamente 2,2% de etoxiquim.

Assim como a vitamina E natural, discutida anteriormente, os antioxidantes
sintéticos atuam bloqueando a acdo dos radicais livres, convertendo-o em produtos estdveis através da
doacdo de hidrogénio ou elétrons, além de reagirem com os radicais lipidicos, formando o complexo
antioxidante-lipidio (Aradjo, 2006). O mecanismo de acdo estd demonstrado na figura 12.
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Figura 12. Mecanismo de agdo dos antioxidantes primarios. Neste grupo estdo incluidos os antioxidantes
sintéticos e o tocoferol. Estes podem atuar inibindo a fase inicial da reagéo, pela interagdo com os radicais livres
(1), ou na inibi¢do da etapa de propagacio, reagindo com o radical peroxil (2) e/ou pela formacido do complexo
antioxidante-peroxil (3).

A escolha do antioxidante dependerd do tipo de produto que deseja-se estabilizar,
pois 0o BHA e o BHT sdo eficientes na estabilizagdo de gordura animal e apresentam pouca eficiéncia
em Oleos vegetais (Aradjo, 2006). Ja4 o galato estabiliza tanto a gordura animal quanto os 6leos
vegetais. O TBHQ ¢é muito efetivo na estabilizacdo de dleos e gorduras, especialmente em Oleos
vegetais poliinsaturados brutos e refinados.

A utilizacdo combinada de dois ou mais antioxidantes pode ser feita a fim de
explorar o sinergismo entre eles. O sinergismo ocorre quando a mistura de antioxidantes produz
melhores resultados do que a utilizagdo isolada de um deles, através de um mecanismo ainda
desconhecido segundo Aradjo (2006).

Na avicultura, a utiliza¢do dos antioxidantes como BHT, BHA, etoxiquim e galato,
€ limitada aos ingredientes das ragdes, para garantir sua conservagdo durante o armazenamento, e
quando utilizados na dieta das aves, geralmente sdo adicionados as ragdes dos frangos de corte. Em
matrizes pesadas e poedeiras comerciais, prefere-se utilizar antioxidantes como vitamina E e
cantaxantina.

2.2.7. Utilizacao de antioxidantes nos ingredientes das racoes das aves

A peroxidacgdo lipidica nas aves é influenciada pela qualidade da matéria-prima
(consumo de lipidios oxidados), alta presenga de acidos graxos insaturados nos tecidos e ingestdo
inadequada de nutrientes envolvidos no sistema de defesa antioxidante. Desta forma, a utilizacdo de
antioxidantes nos insumos e na rac@o das aves, visa preservar a qualidade e os niveis nutricionais do
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alimento e consequentemente proteger os tecidos da ave viva e o produto final das matrizes que sdo os
ovos férteis e pintos.

Dentre os ingredientes que compdem as racgdes, as farinhas de origem animal e as
fontes de gordura constituem a principal preocupacgdo dos nutricionistas em relacdo a rancificagio. Isto
porque os peréxidos e os produtos de sua degradacdo podem ser absorvidos pelo organismo, e mesmo
na auséncia de absorc¢do representam riscos para a mucosa intestinal das aves, portanto, de maneira
geral afetam negativamente o desempenho.

As farinhas de carne e ossos sdo utilizadas como fonte de fosforo, devido a sua
disponibilidade e preco. Entretanto, estas ainda sdo fonte de proteina e energia, sendo a dltima
fornecida principalmente pela gordura presente na farinha. Desta forma, a oxidacdo das gorduras das
farinhas deve ser evitada para prevenir a formagdo de compostos toxicos e a reducdo da energia
metabolizdvel da mesma. Racanicci et al. (2000) observaram que a adi¢do de 500 mg/kg de BHT a
farinha de carne e ossos previne a rancidez oxidativa quando feita até sete dias da producdo desta.
Entretanto, a qualidade da mesma deve ser verificada ainda na compra, através de testes como indice
de acidez e de peréxidos, ja que o antioxidante consegue parar o processo de oxidacdo a partir de sua
adi¢do, entretanto ndo repara os danos causados anteriormente ao ingrediente.

2.2.8. Suplementacio das dietas de matrizes pesadas com vitamina E

Para avaliar as concentragdes de vitamina E na gema, nos tecidos do embrido e dos
pintos recém eclodidos, bem como a susceptibilidade dos tecidos do pinto a peroxidacdo lipidica,
Surai et al. (1999a) trabalharam com matrizes da linhagem Ross, as quais foram alimentadas com
racdes suplementadas com 30 e 250 mg de vitamina E/kg. Os autores observaram que a maior
quantidade de vitamina E na dieta da matriz aumentou os niveis dessa na gema e nos tecidos
embriondrios e do pinto recém eclodido, reduzindo a susceptibilidade destes tanto a peroxidacgio
espontanea quanto a estimulada pelo sulfato ferroso. Os autores concluiram que o aumento dos niveis
de vitamina E na dieta de matrizes reduziu significativamente a susceptibilidade peroxidativa dos
tecidos do pinto, especialmente do cérebro, que é o mais afetado, quando comparado aos outros

tecidos, devido as altas quantidades de PUFA.

Surai (2000) avaliou o efeito de quatro niveis de suplementacdo de vitamina E na
racdo — zero, 40, 100, 200 mg/kg — para matrizes Cobb sobre a transferéncia dessa para a gema do ovo
e tecidos embriondrios e o desenvolvimento do sistema antioxidante do pinto até dez dias de idade. A
racdo basal continha 10,05 mg/kg de alfa-tocoferol. O acimulo de vitamina E na gema do ovo refletiu
a concentrac@o dessa na racdo das matrizes. A quantidade de vitamina presente no saco vitelino e no
figado dos pintos com um, cinco e dez dias de idade foi proporcional a concentracdo desta na gema do
ovo. O maior nivel de vitamina E, 200 mg/kg, apresentou efeito positivo na concentracdo hepética de
GSH-Px - 631,1 e 721,1 pg/g com um e cinco dias de idade — quando comparado ao grupo controle —
482,9 e 563,1 ng/g nas mesmas idades (P<0,05). Com um e cinco dias, o actimulo de MDA no figado
resultante da peroxidagdo lipidica estimulada por ferro foi menor para os pintos provenientes de
matrizes suplementadas com vitamina E quando comparado ao grupo controle, e no maior nivel de
suplementacdo esta diferenca foi mantida até dez dias de idade. O autor concluiu que a eficiéncia da
transferéncia de vitamina E da gema para o figado do embrido depende da sua concentragdo no ovo e
que o efeito benéfico desta adi¢do estd na protecdo antioxidante do pinto recém eclodido e durante os
primeiros dias de vida.

2.2.9. Suplementacio da dieta das galinhas com vitamina A

A interferéncia da suplementacdo de vitamina A na dieta de matrizes sobre a
redugdo da absorc¢do entérica da vitamina E foi relatada por Combs (1976). Este autor ainda observou
que este efeito prejudica a progénie, pois matrizes alimentadas com altos niveis de vitamina A,
apresentaram baixos niveis plasmdticos de vitamina E e, portanto, reduzidas concentragdes desta
dltima na gema dos ovos.
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Surai et al. (1998) observaram uma interrelacdo entre as concentragdes de vitamina
A, E, carotendides e dcido ascérbico nos tecidos da galinha e do embrido e também na gema dos ovos
produzidos por aves que receberam ragdes suplementadas com zero, 3, 30 e 120 mg/kg de vitamina A
na forma de acetato de retinol. De maneira geral, os maiores niveis de vitamina A na racdo reduziram
significativamente tanto as concentragdes de vitamina E e carotendides na gema do ovo como as
concentracdes desses e de dcido ascdrbico no figado das galinhas e do embrido. Esta reducdo acarretou
aumento na susceptibilidade do figado do embrido a peroxidagdo lipidica espontanea e estimulada por
sulfato ferroso. Os autores concluiram que o excesso de vitamina A na dieta da matriz estd associado a
reducdo da eficiéncia do sistema antioxidante do figado do embrido em desenvolvimento e do pinto de
um dia.

Grobas et al. (2002) também observaram efeito negativo da suplementacdo de
vitamina A na dieta de galinhas sobre a concentracdo de alfa-tocoferol na gema dos ovos. Esse foi
atribuido a competicdo entre estas vitaminas durante a absorgao.

2.2.10. Utilizacio de carotendides na dieta de matrizes e relacio entre estes e a vitaminas A e E

Surai e Sparks (2001) compararam ovos, embrides e pintos produzidos por
matrizes alimentadas com duas dietas: a base de milho, rica em carotendides, especialmente luteina e
zeaxantina — 11,8mg de carotendides/kg, e a base de trigo — 5,6mg de carotendides/kg. Os ovos
provenientes de galinhas alimentadas com dieta a base de milho apresentaram maiores (P<0,01)
concentracdes de beta + gama-tocoferol, carotendides totais, luteina e zeaxantina, assim como os
tecidos dos pintos nascidos destes ovos. Os autores concluiram que a dieta da matriz tem importante
funcdo na formacdo do sistema antioxidante durante o desenvolvimento embriondrio e que a dieta a
base de milho aumenta o potencial antioxidante da gema do ovo e dos tecidos embriondrios quando
comparada a dieta a base de trigo.

Para observar os efeitos da suplementacdo de cantaxantina (Carophyll Red®) na
dieta de matrizes com 30 semanas de idade sobre o sistema antioxidante do embrido e pinto, Surai et
al. (2003) utilizaram cinco dietas: controle — com menos de 2mg de carotendides totais/kg de ragdo e
sem cantaxantina, e 3, 6, 12 e 24 mg de cantaxantina’kg de racdo. Os niveis de cantaxantina na gema
do ovo, no figado e no saco vitelino dos embrides com 16 dias e dos pintos com um dia e no figado
dos pintos com sete dias aumentaram (P<0,001) de maneira crescente de acordo com o aumento na
suplementacdo das dietas das matrizes com Carophyll Red®. No grupo controle, a cantaxantina ndo
foi identificada em nenhuma das amostras acima citadas. A concentracdo de vitamina A na gema do
ovo e nos tecidos embriondrios e dos pintos ndo foi afetada pelas diferentes concentracdes de
cantaxantina. Isso porque a cantaxantina ndo € considerada um carotendide precursor desta vitamina, a
menos que a ave esteja com hipovitaminose A. A cantaxantina demonstrou efeito positivo sobre a
concentracido de vitamina E de trés formas descritas a seguir: 1) aumentou a assimilacdo de gama-
tocoferol da dieta e sua transferéncia para gema do ovo e conseqiientemente aumentou as
concentracdes desta substincia no figado do embrido e do pinto apés a eclosdo; 2) aumentou as
concentracdes de alfa-tocoferol nos tecidos e no plasma dos pintos com um dia de idade, pois a
cantaxantina agiu como antioxidante durante o desenvolvimento embriondrio seqiiestrando RL e
deixando menos espécies reativas disponiveis para reagir com a vitamina E. Dessa forma, a vitamina E
foi “economizada” e seus niveis aumentados; e 3) possivelmente auxiliou na regeneracdo da vitamina
E, através da transferéncia de elétron dos carotendides para o radical alfa-tocoferoxil. Os autores
concluiram que os carotendides podem modular o sistema antioxidante do embrido e pinto, ajudando a
manter sua eficiéncia.

Koutsos et al. (2003) verificaram que a dieta materna rica em carotendides
influenciou a concentragdo desses nos tecidos dos frangos até 28 dias. Segundo Karadas et al. (2005) a
dieta da matriz enriquecida com carotendides é o principal fator que influencia a concentragdo de
carotendides no figado dos pintos na primeira semana de vida e, que a partir desta idade a alimentagdo
do pinto passa a influenciar estes niveis. Baseados no importante papel dos carotendides como
antioxidante imediatamente ap6s a eclosdo, estes autores concluiram que o consumo de carotendides
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pela matriz, além de influenciar a incorporacdo desses pelos tecidos da progénie, pode ser necessario
para aumentar a viabilidade da mesma.

Em experimentos recentes, Souza et al. (2008) e Scher et al. (2009) adicionaram
6ppm de cantaxantina (60 g de Carophyll Red®/ton de racdo) na dieta de matrizes e observaram
reducdo do nimero de ovos inférteis e da mortalidade embriondria e melhora nas taxas de eclosdo
sobre ovos totais e ovos férteis incubados.

Rosa et al. (2010) alimentaram matrizes com 6ppm de cantaxantina (60 g de
Carophyll Red®/ton de racdo) e verificaram um aumento de 1,08% na fertilidade, 3,0% na eclosdo
total e 2,4% na eclosdo sobre ovos férteis quando comparado ao grupo de matrizes que ndo receberam
cantaxantina na dieta. Estes autores ainda armazenaram os ovos por zero, quatro, oito e doze dias e
observaram que as gemas dos ovos das matrizes alimentadas com cantaxantina apresentaram menores
valores de TBARS, medido em MDA por miligramas de proteina, nestes periodos, quando
comparadas aos ovos das aves que receberam dieta sem cantaxantina.

2.2.11. Lipidios dos ovos de consumo também oxidam

Galobart et al. (2001a) avaliaram o efeito antioxidante da adi¢do de vitamina E — 0
e 200 mg/kg — a ra¢do de poedeiras contendo 5% de 6leo de linhaga. A vitamina E foi eficiente como
antioxidante, pois no grupo suplementado os valores de hidroperéxidos dos ovos foram
significativamente menores quando comparado ao grupo nao suplementado. Na oxidacdo induzida por
ferro, a atuacdo da vitamina E como antioxidante ficou caracterizada, uma vez que o grupo
suplementado apresentou baixos valores TBA quando comparado ao grupo ndo suplementado durante
todo o periodo de incubag@o da amostra de ovos.

Em outro experimento, Galobart et al. (2001b) observaram novamente o efeito
positivo da vitamina E, suplementada na racdo em 200 mg/kg, sobre a estabilidade oxidativa dos ovos
enriquecidos com PUFA -3. Estes pesquisadores ainda adicionaram cantaxantina a racdo — 0 e 5 mg /
kg, porém esta concentragdo foi muito baixa e ndo foi verificada acdo antioxidante ou atividade
sinergistica entre a cantaxantina e a vitamina E.

Botsoglou et al. (2005) avaliaram a capacidade antioxidante da vitamina E,
suplementada na dieta de poedeiras, sobre os lipidios da gema de ovos armazenados por dois meses
sob refrigerac@o a 4°C. Foi observado que o ovo em casca armazenado sob refrigeracdo ¢ resistente a
oxidagdo lipidica pois a concentracdo de MDA manteve-se relativamente constante durante o periodo
de armazenamento, independente dos tratamentos — 0 e 200 mg/kg de acetato de alfa-tocoferil. A
concentracdo de MDA diferiu estatisticamente entre os tratamentos ainda no dia zero, que levaram os
autores a concluirem que a vitamina E apresentou efeito antioxidante in vivo, reduzindo a rea¢do em
cadeia proveniente da oxidacdo dos lipidios consumidos, e, portanto, diminuiu a transferéncia dos
produtos de oxidagdo, MDA, a gema do ovo. Outra explicagdo possivel para este resultado seria o
consumo de MDA pré-formado na ragéo, entretanto, as racdes foram analisadas e ndo apresentaram
diferencas nos valores de MDA, invalidando esta hipdtese.

Trabalhos com ovos comerciais demonstraram que os lipidios da gema sofrem
oxida¢do durante o periodo de armazenamento, € que esta oxidacdo aumenta com o maior periodo,
tanto em condig¢des refrigeradas — a 4°C — quanto em temperatura ambiente — 25°C —, sendo marcante
o efeito da temperatura mais alta (Franchini et al., 2002; Cherian et al., 2007; Giampietro et al., 2008).
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2.3. ARMAZENAMENTO DE OVOS FERTEIS
2.3.1. Desenvolvimento embrionario e “zero fisiologico”

O desenvolvimento embriondrio se dd em duas etapas, antes da postura — quando o
ovo ainda estd em formacgdo no oviduto — e apds a postura — quando o ovo € incubado artificialmente
sob temperatura e umidade de 37,5°C e 60%, respectivamente.

Aproximadamente trés horas ap6s fertilizacdo no infundibulo, o desenvolvimento
embriondrio inicia concomitantemente a formagdo do ovo no oviduto, assim no momento da postura
os embrides estdo em fase de pré-gastrula ou nos estdgios iniciais da gastrulagdo.

O inicio do desenvolvimento do embrido se dd no oviduto porque a temperatura
corporal da galinha € de 40 a 41°C. Entretanto, apés a postura o ovo sofre influéncia direta da
temperatura ambiente, e se esta estiver abaixo de 24°C, o desenvolvimento embriondrio € paralisado.
Por isso, considera-se a temperatura de 24°C o “zero fisioldgico” do embrido, ou seja, temperatura
abaixo da qual o desenvolvimento embriondrio € paralisado. Desta forma, o periodo de
armazenamento dos ovos € realizado em temperaturas abaixo do “zero fisioldgico” e o

desenvolvimento embriondrio s6 € retomado quando os ovos sdo incubados a temperatura de 37,5°C.

Fasenko (2007) questionou a temperatura e a denominacdo “zero fisiol6gico”, pois
a literatura relata ampla variedade de temperatura minima para desenvolvimento embriondrio, desde
21 até 28°C. Além disso, o pesquisador afirma que apesar do desenvolvimento embriondrio nio ser
observado microscopicamente, processos metabdlicos celulares podem ocorrer abaixo de certas
temperaturas, desta forma o conceito “zero fisiolégico” deveria ser revisto.

2.3.2. Condicoes ambientais de armazenamento

A temperatura de armazenamento deve ser ajustada de acordo com o periodo de
armazenamento e a idade da matriz. Ovos de matrizes jovens suportam periodos de armazenamento
mais longos em temperaturas mais altas e umidades mais baixas do que ovos de matrizes velhas.

Ovos armazenados por menos de quatro dias podem ser mantidos sob temperaturas
entre 20 e 25°C, quando armazenados por quatro a sete dias a temperatura deve ser aproximadamente
16-17°C, e para ovos armazenados por mais de sete dias a temperatura deve baixar para 10-12°C
(Meijerhof, 1992).

Em outro estudo, Meijerhof (1995) recomendou temperaturas de 18 a 20°C para
periodos de armazenamento de até trés a quatro dias e utilizacdo de altas umidades, aproximadamente
80%, para evitar a perda de peso excessiva do ovo. Entretanto, o pesquisador ressaltou que baixas
temperaturas também podem ser utilizadas para ovos armazenados por periodos curtos, reduzindo a
necessidade de aumentar a umidade da sala de armazenamento, uma vez que em condigdes
semelhantes de umidade relativa, a perda de peso dos ovos € menor em temperaturas mais baixas.

Ao avaliarem curtos periodos de armazenamento para ovos de matrizes jovens e
velhas, Reis et al. (1997) recomendaram que deve-se dar preferéncia ao armazenamento de ovos de
matrizes jovens quando se pode optar por estes.

Brake (1999) recomendou diferentes condi¢des e periodos de armazenamento para
ovos originados de matrizes com idades distintas. Ovos de matrizes com idade entre 25 e 35 semanas
devem ser armazenados sob umidade de 50 a 60% por periodos de até quatro dias, ja que nessa fase a
casca do ovo € grossa e o albumen € espesso sendo bastante resistente a degradacdo. Assim o
armazenamento poderia melhorar o rendimento de incubacdo devido a liquefagdo do albimen,
favorecendo as trocas gasosas. Ovos originados de matrizes com 36 a 50 semanas de idade devem ser

armazenados por dois a cinco dias, sob temperatura e umidade relativa de 18°C e 75%,
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respectivamente. Para armazenar ovos de matrizes com idade entre 51 e 65 semanas, é recomendado
que o periodo ndo ultrapasse dois a trés dias. De maneira geral, quando periodos de armazenamento
acima de quatro dias sdo necessdrios, deve-se reduzir a temperatura ambiente e aumentar a umidade
relativa.

Ruiz e Lunam (2002) concluiram que a temperatura de armazenamento de 16,5°C
ou 20°C nao influencia a eclosdo sobre ovos férteis armazenados por curtos periodos, um a trés dias.
Entretanto, acima de nove dias de armazenamento a temperatura de 10°C deve ser utilizada para
reduzir a mortalidade embriondria inicial e aumentar a eclosdo sobre ovos férteis, quando comparada a
temperatura de 16,5°C.

Reijrink et al. (2008) afirmaram que mortes celulares e metabolismo celular
ocorrem quando os ovos sdo armazenados sob temperaturas abaixo, porém préximas, do zero
fisiolégico, portanto para cessar ou reduzir o desenvolvimento embriondrio, os ovos devem ser
armazenados sob temperaturas de 10°C.

Nos incubatérios de ovos de matrizes pesadas, a sala de armazenamento
geralmente € a mesma sala utilizada para classificacdo dos ovos, e as temperaturas praticadas oscilam
em torno de 20°C e 80% de umidade relativa do ar.

2.3.3. Mudanca nas caracteristicas dos ovos durante o armazenamento

Ovos incubados imediatamente apds a postura apresentam baixo rendimento de
incubagdo (Benton e Brake, 1996). Isso ocorre porque a excelente qualidade do albimen de ovos
frescos dificulta a movimentag@o de nutrientes do albimen para o blastoderma e a difusdo de gases
entre o embrido e o meio (Brake et al., 1997). Estes efeitos s@o ainda mais pronunciados em ovos de
galinhas jovens, que por serem mais eficientes na deposi¢cdo das proteinas da clara, formam uma rede
estavel e, consequentemente, um albimen denso. Além disso, a melhor qualidade da casca dos ovos
destas aves dificulta ainda mais a troca de gases durante a incubagdo. Desta forma, antes de serem
incubados os ovos sdo armazenados para que aumente o pH do albimen e ocorra a sua liquefagdo, a
fim de garantir melhores taxas de crescimento embriondrio e eclosdo.

Por outro lado, ovos armazenados por longos periodos também apresentam quedas
significativas na eclodibilidade, e estas sdo atribuidas as modificacdes que ocorrem no embrifo,
descritas adiante nesta revisao, e nas caracteristicas dos ovos, principalmente no albiimen.

O pH do albiimen € aproximadamente 7,6 no momento da postura e aumenta para
valores que variam de 9,2 a 9,7 quando os ovos s@o armazenados. Isso porque uma quantidade
significativa de bicarbonato e gds carbdnico estd presente no albiumen dos ovos no momento da
postura e, durante o armazenamento, ocorre perda de CO2 e aumento do pH, desnaturando as
proteinas do albumen, que se torna mais liquefeito, reduzindo sua altura e Unidades Haugh (Lapao et
al., 1999; Xavier et al., 2008).

Enquanto o pH do albimen apresenta aumento na alcalinidade num curto periodo
de tempo, a gema mantém-se levemente acida, com pH em torno de 6,5, durante o armazenamento
(Lapdo et al., 1999, Bakst e Holm, 2003). Desta forma, um gradiente de concentracdo de fons de
hidrogénio de 1000 vezes (3 unidades de pH) pode ocorrer entre o blastoderma e sua posi¢do
intermedidria entre o albiumen e a gema. Isso significa que o blastoderma enfrenta um ambiente
bastante alcalino na superficie dorsal do epiblasto enquanto sua superficie ventral esta em contato com
um ambiente levemente acido. Esta posicdo intermedidria, faz com que o pH do blastoderma seja
intermedidrio, e de acordo com Ognabesan et al. (2007), o pH dtimo para gastrulacdo é de 8,2.
Entretanto, o aumento do pH do albimen em fun¢do do periodo de armazenamento pode alterar o pH
do blastoderma, prejudicando o desenvolvimento inicial do embrido.
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O armazenamento também influencia o indice de gema (IG), medida através da
divisdo entre a altura e o didmetro da gema. Este indice reduz com o maior periodo de
armazenamento, pois a membrana vitelina enfraquece, reduzindo a altura e aumentando o diametro da
gema (Kirunda e McKee, 2000). Este enfraquecimento da membrana vitelina e piora no IG era
creditada a movimentacdo da dgua do albimen para a gema, que ocorre em funcdo das diferencas de
pressdo osmotica. Entretanto, segundo Reijrink et al. (2008), o pH do albimen é o fator mais
importante que afeta a resisténcia da membrana vitelina e consequentemente o IG. Isto porque o pH do
albimen afeta a camada chalazifera, que circunda a gema, e a resisténcia da membrana vitelina
depende da viscosidade desta camada. Uma vez que o aumento do pH do albimen acarreta liquefagdo
do albimen, incluindo a camada chalazifera, a resisténcia da membrana vitelina reduz e o IG aumenta.
Como a membrana vitelina e a camada chalazifera protegem o embri@o no inicio da incubagdo, quando
o amnio ainda ndo estd completamente formado, a desintegracdo destas estruturas durante o periodo
prolongado de armazenamento pode afetar negativamente o desenvolvimento embriondrio.

2.3.4. Perda de peso dos ovos no armazenamento e na incubaciao

Durante o armazenamento e a incubagdo, os ovos perdem peso devido a perda de
dgua, que ocorre através de processos de difus@o, pelos poros da casca. Segundo Tullet (1990),
aproximadamente 12% de perda de peso deve ocorrer até 18 dias de incubacdo para melhores indices
de eclosdo. Esta perda de peso depende da temperatura, umidade relativa, periodo de armazenamento,
idade e linhagem da matriz. Os dois tltimos fatores influenciam diretamente a qualidade da casca e, a
espessura da casca € negativamente correlacionada a perda de peso pelos ovos (Roque e Soares, 1994).

A perda de peso dos ovos durante o armazenamento resulta em aumento da camara
de ar, que € interessante especialmente em ovos de matrizes jovens. Os ovos frescos de aves jovens
sdo menores e possuem menor camara de ar. Estas caracteristicas associadas a casca espessa € ao
albimen denso dificultam a troca de gases entre o embrido e o meio. A perda de peso durante o
armazenamento aumenta a cimara de ar que, aliada as mudangas que ocorrem no albimen, aumentam
o aporte de oxigénio ao embrido destas matrizes durante a incubagdo.

Apesar da perda de peso durante o armazenamento ser pequena quando comparada
a grande perda de peso que ocorre durante o periodo de incubacdo, Mayes e Takeballi (1984)
recomendaram que esta deve ser minima

Walsh et al. (1995) observaram que o armazenamento por 14 dias sob temperatura
de 23,9°C levou a excessiva perda de peso dos ovos, afetando a sobrevivéncia do embrido. Estes
autores relataram que a taxa de consumo de oxigénio € equivalente a taxa de perda de 4gua pelo
embrido durante a incubag@o. Portanto se a perda de peso € excessiva no armazenamento, menos dgua
resta durante o periodo de incubag@o, reduzindo o aporte de oxigénio ao embrido durante este periodo
e elevando as mortalidades embriondrias iniciais.

Tona et al. (2001) ndo encontraram correlagio entre a eclodibilidade e a
mortalidade embriondria e a perda de peso dos ovos durante os primeiros 18 dias de incubagao, apesar
de terem observado melhores taxas de eclosdo em ovos cuja perda de peso foi entre 10,9 e 11,1% aos
18 dias de incubacdo. Estes autores afirmaram que o excesso de perda de peso é ruim, pois a
desidratacdo do embrido além de prejudicar o processo de eclosdo, reduz as trocas gasosas durante o
desenvolvimento embriondrio. Entretanto, o ovo que perde pouca dgua também pode prejudicar a
eclosdo, pois o embrido pode “afogar” no liquido amnidtico. Isso pode ocorrer porque préximo ao
momento da eclosdo, o albimen que resta na ponta fina do ovo entra no saco amnidtico, formando um
composto. Por diferenca de pressdo devido ao crescimento embriondrio continuo, este composto €
consumido oralmente (Moran Jr., 2007). Quando o ovo perde pouco peso, sobra mais albimen e
composto “albimen-liquido amniético” se torna mais volumoso, podendo causar afogamento do
embrido durante o consumo deste.

2.3.5. Viabilidade embrionaria durante o armazenamento
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Meijerhof (1992) relatou que a redu¢do na eclodibilidade em fungdo do
armazenamento deve-se a reducdo na viabilidade do embrido, causada por mudangas que ocorrem no
embrido e/ou no ovo. Dentre estas, cita-se a ocorréncia de necrose celular, demonstrada por Arora e
Kosin (1968) que encontraram aumento no ndmero de células com nicleo necrético com o maior
periodo de armazenamento e reducdo da taxa de crescimento do embrifo.

Em estudo realizado por Bloom et al. (1998), foi observado aumento de células
apoptoéticas de 3,1% observado em ovos frescos para 13,9% em ovos armazenados por 14 dias a 12°C
e 50% de umidade relativa. De acordo com os autores, estes achados demonstram a resisténcia das
células do blastoderma durante o armazenamento prolongado em temperatura baixa, entretanto,
também sugerem que quantidades relativamente modestas de morte celular (14%) podem influenciar a
viabilidade de embrides.

Segundo Decuypere e Bruggeman (2007), ovos armazenados por periodos
prolongados podem aumentar o nimero de células necrdticas ou podem predispor as células a
apoptose ndo programada. Isso acarreta aumento na taxa de células embriondrias ndo vidveis,
resultando em embrides anormais ou mortos. Os autores ainda afirmaram que um ndmero 6timo de
células embriondrias vidveis € necessdrio para inicio do crescimento e desenvolvimento embriondrio
normal.

A literatura relata que ovos férteis podem ser estocados por até sete dias
apresentando pouco ou nenhum efeito sobre a eclodibilidade (Fasenko, 2007). Entretanto, acima de
sete dias, anormalidades e mortalidade embriondrias aumentam, reduzindo a taxa de eclosdo.

2.3.6. Influéncia do armazenamento sobre o metabolismo embrionario e o periodo de incubac¢iao

O armazenamento prolongado atrasa o inicio do desenvolvimento embriondrio e
aumenta o periodo de incubagd@o. Visschedijk (1968) demonstrou que o periodo de incubagdo é
determinado pelas quantidades de O2 e CO2 presentes na camara de ar, portanto, a bicagem da casca é
acelerada se os niveis de O2 estdo baixos e a quantidade de CO2 € elevada, geralmente duas vezes
maior do que a quantidade de oxigénio. Desta forma, pode-se inferir que o periodo de armazenamento
prolongado aumenta o periodo de incubagdo devido a maior cidmara de ar dos ovos. Isso porque
periodos longos de armazenamento acarretam maior perda de peso pelos ovos e consequentemente
aumentam a camara de ar. Portanto, ovo armazenado por mais tempo possui mais oxigénio disponivel
para o embrido e, portanto, este eclode mais tarde.

Entretanto, Mather e Laughlin (1976 e 1977) atribuiram o aumento do periodo de
incubag@o dos ovos armazenados por sete e 14 dias, comparado aos ovos frescos incubados, ao atraso
no inicio do desenvolvimento embriondrio e a menor taxa de crescimento embriondrio apresentado
pelos embrides dos ovos armazenados. Estes autores explicaram que o armazenamento pode atrasar a
embriogénese ou que o atraso no desenvolvimento embriondrio pode ser em fungdo da menor taxa de
crescimento do embrido no inicio da incubag@o.

Segundo Walsh et al. (1995), ovos armazenados por longos periodos perdem mais
peso através da evaporagdo da dgua durante o armazenamento e possuem menos dgua disponivel para
ser perdida durante a incubagdo. Desta forma menos oxigénio serd disponibilizado para o embrido
durante seu desenvolvimento, reduzindo o metabolismo celular e acarretando atraso e redug¢do no
desenvolvimento embriondrio.

Fazenko et al. (2002) observaram diferencas no metabolismo de embrides
provenientes de ovos armazenados por quatro e 15 dias. Os embrides provenientes dos ovos
armazenados por quatro dias apresentaram maior produgdo de gas carbdnico no periodo de quatro a 18
dias de incubacdo e maior peso com 448 horas de incubagdo do que aqueles provenientes de ovos
armazenados por 15 dias.
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Christensen et al. (2002) observaram aumento de 11 horas no periodo de incubagdo
quando os ovos foram armazenados por 14 dias, comparados aos armazenados por um dia.

De acordo com Schmidt et al. (2002), a ativagdo do desenvolvimento embriondrio
precoce ocorre por meio de enzimas pH-dependentes. O armazenamento prolongado aumenta o pH
excessivamente, influenciando negativamente o inicio do desenvolvimento embriondrio.

Tona et al. (2003) avaliaram o periodo de incubacdo de ovos armazenados por trés
e 18 dias e observaram que a eclosdo dos ovos armazenados por menor periodo se da entre 478 e 494
horas de incubag@o, sendo o pico as 486 horas. Entretanto, a eclosdo de ovos armazenados por 18 dias
s iniciou as 484 horas e o pico de eclosdo se deu as 504 horas. Estes autores observaram que o maior
periodo de incubacdo dos ovos armazenados por 18 dias ocorreu em funcdo do atraso na bicagem da
membrana interna da casca e do maior periodo necessario para completar a bicagem desta membrana,
compreendido entre as bicagens das membranas interna e externa da casca. Este maior periodo foi
associado ao aumento tardio na produgdo de corticosterona, que € necessdria para estimular a
conversdao de T4 em T3 durante o desenvolvimento embriondrio. O hormdnio T3 estd negativamente
relacionado a concentragdo de pO2/pCO?2, indicando sua relacdo com a taxa metabdlica do embrido.
Estes autores ainda verificaram menores quantidades de CO2 e maiores quantidades de O2 na camara
de ar dos ovos armazenados por 18 dias quando comparado aos ovos armazenados por trés dias,
ambos avaliados aos 18 dias de incubag¢@o e no momento da bicagem da membrana interna da casca.
Isto indica que os embrides dos ovos armazenados por 18 dias se encontravam em estdgio embriondrio
mais jovem do que os embrides dos ovos armazenados por trés dias.

Segundo Fasenko (2007), o maior periodo de incubac¢do dos ovos armazenados por
mais tempo deve-se ao desenvolvimento mais lento do embrido.

2.3.7. Influéncia do armazenamento sobre o rendimento de incubacao

Meijerhof et al. (1994) verificaram queda da eclosdo em ovos armazenados por
dois, seis, nove e 12 dias, principalmente devido ao aumento da mortalidade embriondria observada a
partir de nove dias de incubacio.

Lapdo et al. (1999) demonstraram que a queda na eclosdo nos ovos armazenados
inicia um dia ap6s a postura.

Ao realizarem um estudo epidemioldgico da eclodibilidade de ovos de matrizes
pesadas, Heier e Jarp (2001) verificaram reducdo de 0,7% na eclodibilidade por dia de
armazenamento.

Elibol et al. (2002) avaliaram o efeito de trés periodos de armazenamento (3, 7 e 14
dias) sobre o rendimento de incubacdo e verificaram queda da eclosdo sobre ovos férteis com o
aumento do periodo de armazenamento.

Ao avaliarem quatro periodos de armazenamento — dois, quatro, seis e oito dias —
dos ovos de matrizes pesadas com 33 e 58 semanas de idade, Ferreira (2006) concluiu que este deve
ser de quatro dias, independente da idade da matriz. Periodos de armazenamento superiores a quatro
dias reduziram a taxa de eclosdo e aumentaram as mortalidades embriondrias de zero a sete dias de
incubacgdo e de 19 a 21 dias de incubagdo e ovos bicados vivos.

Elibol e Brake (2008) observaram queda na eclosio, devido ao aumento na
mortalidade embriondria inicial (zero a seis dias de incubagdo) e tardia (18 a 21 dias de incubagio
incluindo bicados), quando os ovos foram estocados por 14 dias comparados aos armazenados por trés
dias.
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De acordo com estudo de campo realizado com dados de trés anos provenientes de
tr€s incubatdrios holandeses, Yassin et al. (2008) observaram que até o sétimo dia de armazenamento,
cada dia a mais de armazenamento reduz a eclodibilidade em 0,2%. Apés sete dias, esta redug@o na
eclos@o aumenta para 0,5% a cada dia extra de armazenamento.

Ao avaliarem o efeito de dois, quatro, seis, oito, dez, 12 e 14 dias de
armazenamento de ovos férteis sobre a eclosdo e mortalidade embrionaria, Schmidt et al. (2009)
observaram efeito linear dos periodos de armazenamento sobre a eclosdo e mortalidade embriondria.
Cada dia a mais de armazenamento dos ovos resultou em reducdo de 1,17 e 1,15% na eclosdo e
mortalidade embriondria, respectivamente.

Tanure et al. (2009) observaram reducdo na taxa de eclosdo dos ovos de matrizes
leves com 57 semanas de idade armazenados por sete dias quando comparado a trés e cinco de
armazenamento.

2.3.8. Peso do pinto em funcao do armazenamento dos ovos férteis

Ruiz e Lunam (2002) observaram que pintos provenientes de ovos armazenados
por nove a 11 dias a 10°C foram mais pesados a eclosdo do que os provenientes de ovos armazenados
pelo mesmo periodo, porém em temperaturas mais altas. Os autores ndo explicaram este fato,
entretanto, pode ter ocorrido menor perda de peso durante o armazenamento dos ovos sob temperatura
mais baixa, restando maior quantidade de dgua para ser evaporada durante a incubagdo, garantindo
maior aporte de oxigénio ao embrido, e portanto, maior metabolismo e deposi¢do de tecido.

Curtos periodos de armazenamento também podem prejudicar o peso do pinto. Em
avaliag@o do peso relativo dos pintos provenientes de ovos armazenados por dois, quatro, seis e oito
dias, Ferreira (2006) verificou menor peso relativo nos pintos eclodidos de ovos armazenados por dois
dias, quando comparado aos demais periodos de armazenamento. A autora creditou esta inferioridade
de desenvolvimento embriondrio a menor liquefacdo do albimen durante o curto armazenamento,
resultando em menor aporte de oxigénio e nutrientes para os embrides e menor deposicdo de tecido

corporal.

Tanure et al. (2009) também observaram que o menor periodo de armazenamento
dos ovos férteis, trés dias, resultou em pintos mais leves a eclos@o, quando comparado a sete dias de
estocagem dos ovos.
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2.4. FERTILIDADE DAS MATRIZES PESADAS EM IDADE AVANCADA
2.4.1. Estresse oxidativo como causa da infertilidade

Na medicina humana, o estresse oxidativo dos espermatozéides tem recebido cada
vez mais atencdo em fungdo deste ser uma importante causa de infertilidade. Poucos trabalhos na
avicultura investigam esta causa de infertilidade dos galos.

Aitken (1994) demonstrou que a infertilidade envolve perda de funcdo espermatica
como consequéncia de estresse oxidativo. Este estresse, originado da excessiva geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) pelos espermatozdides, resulta na peroxidacio de PUFA presentes na
membrana espermdtica. Os peroxidos formados prejudicam a motilidade dos espermatozdides e a
capacidade dos mesmos penetrarem o odcito, contribuindo para a infertilidade.

Apesar das ERO promoverem danos nos espermatozdides, em quantidades
fisioldgicas estas moléculas controlam a fungdo espermdtica (Aitken, 1995). O mecanismo de agdo das
ERO na fisiologia dos espermatozéides ainda ndo estd totalmente elucidado, mas as ERO participam
da reacgdo acrossdmica e hiperativacdo (Sharma e Agarwal, 1996), além da compactag¢do da cromatina
durante a maturag@o dos espermatozéides (Weir e Robaire, 2007).

Lucchese et al. (2007) afirmaram que além da vulnerabilidade da membrana
plasmatica dos espermatozéides a peroxidagdo lipidica, prejudicando a estrutura celular, motilidade,
sobrevivéncia e fungdes metabdlicas, o estresse oxidativo pode induzir dano ao DNA espermatico,
acelerando o processo de apoptose da célula germinativa, diminuindo a concentragdo de
espermatozoides e deteriorando a qualidade seminal.

O espermatozoide € um organismo aerdbio, sendo o oxigénio elemento essencial
para manutencdo de suas funcdes. Entretanto, este elemento pode ocasionar sérios danos a célula
espermatica, caso esteja presente em elevadas concentragdes. Tanto os espermatozdides quanto os
leucdcitos presentes no sémen sdo capazes de gerar ERO causadores de danos a célula espermadtica
(Valenca e Guerra, 2007).

2.4.2. Mecanismos antioxidantes de protecio dos espermatozéides

A partir do momento que os espermatozdides sdo formados no testiculo até a
ejaculacdo e passagem pelo trato reprodutivo da fémea, estes estdo constantemente expostos a
ambientes oxidativos (Weir e Robaire, 2007). Durante a maturacdo os espermatozdides sofrem
constantes ataques de ERO produzidas intra e extracelularmente. Para se protegerem dos danos
oxidativos, os espermatozdides contém um sistema enzimadtico de defesa antioxidante para lidar com o
excesso de ERO esquematizado na Figura 13, semelhante ao esquema apresentado na Figura 10.
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Figura 13. Defesa antioxidante do espermatozdide. O radical superéxido (@0O,-) produzido pela atividade da
NADPH oxidase na membrana espermdtica € convertido a peréxido de hidrogénio (H,0,) pela SOD. O H,0,
pode iniciar peroxidagdo pela producdo de radical hidroxila (e OH) tanto na membrana espermdtica como na
membrana nuclear espermatica, atacando os fosfolipidios (LH) das mesmas. O H202 e os peréxidos (LOOH)
sdo detoxificados pela glutationa peroxidase. O H,0O, e radicais fosfolipidicos estdo diretamente envolvidos no
processo de compactagdo da cromatina no nicleo espermadtico. A glutationa peroxidase ao utilizar os grupos tidis
(SH) das protaminas da cromatina espermadtica na redu¢cdo das ERO, promove a formagdo de pontes dissulfidicas
(SS) entre as protaminas, garantindo a compactagido necessaria da cromatina. Portanto, as ERO sdo fundamentais
neste processo, entretanto o excesso de ERO causa dano ao DNA e a deficiente quantidade de ERO ou
impedimento da atividade da GSH-Px leva a deficiente compactag@o da cromatina, deixando o DNA vulneravel
ao ataque oxidativo. Adaptada de Weir e Robaire (2007).

O plasma seminal é um fluido com papel essencial para funcées espermaticas in
vivo, desde a ejaculacdo, até a fertilizagdo. Hammadeh et al. (2009) citaram a presenca dos
antioxidantes no plasma seminal que protegem os espermatozéides das ERO. Dentre estes, destacam-
se a presenca de SOD, catalase e GSH-Px, selenoproteinas, vitaminas A, C e E, dentre outros. Os
antioxidantes atuam juntos como uma rede protetora neutralizando as ERO e regenerando os
antioxidantes a estrutura original, como € o caso das vitaminas C e E, demonstrado na Figura 11. A
origem destes antioxidantes ainda ndo é conhecida, sendo testicular para alguns autores e pOs-
testicular para outros. De qualquer forma, a presenca destes antioxidantes no plasma seminal é de
fundamental importancia para a prote¢do dos espermatozéides, uma vez que a quantidade de enzimas
antioxidantes no citoplasma dos espermatozdides é limitada.

Makker et al. (2009) e Bansal e Bilaspuri (2010) destacaram os antioxidantes
dietéticos na reducdo do estresse oxidativo dos espermatozdides, sendo estes constituidos pelas
vitaminas C, E, beta-carotenos, carotenodides e flavondides.

2.4.3. Efeito da idade sobre a fertilidade

A queda de fertilidade dos galos a partir de 40 semanas de idade ja é reconhecida
ha muitos anos, como relatado por Lake (1989). Hocking (1989) verificaram forte declinio no niimero
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de galos produzindo sémen apds 40 semanas de idade e ressaltaram que a fertilidade reduz a partir
desta idade, mas que o efeito da queda na fertilidade € maior apds 50 semanas de idade.

Rocha Junior e Baido (2001), ao avaliarem a capacidade reprodutiva de galos com
35 e 68 semanas de idade pelas andlises de qualidade do sémen, como motilidade, vigor e
turbilhonamento, ndo encontraram diferencas significativas destas entre as idades dos galos. Os
autores concluiram que a queda de fertilidade em galos velhos seria causada por outros fatores que ndo
as caracteristicas fisicas seminais.

A membrana espermdtica € temporariamente protegida da peroxidacdo pela
atividade antioxidante do plasma seminal (Rutz et al., 2005). Entretanto, apds a copula, este efeito é
substituido pelo fluido secretado pelo oviduto. Acredita-se que nas glandulas hospedeiras de
espermatozdides exista um mecanismo complexo no qual os principais antioxidantes (vitamina C e E,
GSH-Px e SOD) sdo ativados a fim de proteger os espermatozdides durante o tempo em que estes
permanecem no oviduto. Entretanto, este mecanismo apresenta menor eficiéncia em galinhas com
idade avancada do que em galinhas jovens, explicando parcialmente o declinio da fertilidade em lotes
matrizes pesadas mais velhos.

Weir e Robaire (2007) compararam a atividade enzimdtica antioxidante dos
espermatozdides e a produ¢do de ERO na maturacdo de espermatozdides de ratos novos e velhos e
observaram queda na capacidade antioxidante associada ao aumento na produg¢do de ERO com o
envelhecimento dos animais. Os autores concluiram que a queda na qualidade espermadtica de animais
velhos esta associada a maior susceptibilidade dos espermatozéides aos danos oxidativos.

Rodrigues et al. (2009) demonstraram que um dos fatores que podem influenciar a
fertilidade de galos mais idosos sdo as alteragdes na compactagdo da cromatina espermatica. Estes
pesquisadores identificaram que o sémen de galos velhos apresentam mais alteracdes na cromatina,
tanto na homogeneidade como na intensidade de compactagado, do que galos jovens. A condensacdo do
material nuclear € um importante evento da diferenciagdo nuclear durante a espermatogénese. Estudos
mostram que a permanéncia de histonas somadticas ou ocorréncia de anormalidades nas protaminas
podem levar a formacdo de distirbios de condensacdo da cromatina dos espermatozdides que se torna
frouxa e influencia a fertilidade. A protamina, presente no nicleo da célula espermatica, é conhecida
como galline em aves.

2.4.4. Efeito da suplementacao de vitaminas antioxidantes na dieta dos galos sobre a fertilidade

Zanini (2001) avaliou o efeito de diferentes fontes de 6leo e niveis de viatmina E
na dieta de galos sobre a fertilidade. No grupo que recebeu ragdo com 6% de 6leo de soja e trés niveis
de vitamina E — 30, 200 e 400mg/kg, correu queda de 1,5% de fertilidade a cada aumento de
100mg/kg de suplementacdo de vitamina E. Os autores atribuiram este efeito a deficiéncia de vitamina
A, provocada pelo excesso de vitamina E na racdo, ja que a vitamina A possui importante funcdo
reprodutiva proporcionando protecdo do epitélio germinativo e manutencio da integridade das células
intersticiais produtoras de testosterona.

Ao avaliarem a inclusdo de 3% de trés fontes de 6leo (soja, canola, girassol) e dois
niveis de vitamina E (200 e 400 mg/kg) e o tratamento controle sem 6leo nem suplementacdo de
vitamina, Rodenas et al. (2005) ndo verificaram influéncia das dietas dos galos sobre as caracteristicas
seminais como motilidade, volume do sémen, concentracdo, nimero de células totais e morfologia
espermatica.

Ferreira (2010) adicionou 60ppm de Carophyll Red® (6ppm de cantaxantina) na
dieta dos galos com 40 a 59 semanas de idade e verificaram aumento na motilidade, concentragdo
espermatica e reducdo nas alteracdes morfoldgicas dos espermatozédides quando comparado aos galos
que ndo receberam o antioxidante na dieta. A pesquisadora atribuiu os efeitos a protecio antioxidante
da cantaxantina dos 4cidos graxos dos espermatozdides.
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3. METODOLOGIA
3.1. Local

O experimento foi realizado na Granja Rio Minas, localizada no municipio de Sao
José da Lapa — MG, no periodo de 18 de junho de 2009 a 27 de novembro de 2010.

As avaliagdes de taxa de eclosdo, mortalidade embriondria e fertilidade foram
realizadas no incubatdrio da empresa. As avaliagdes de cantaxantina, vitamina E, vitamina A, extrato
etéreo, proteina bruta e indice de peréxido na gema do ovo foram realizadas no Analytical Research
Center e CBO Andlises Laboratoriais. As avalia¢gdes da composicdo em 4cidos graxos da gema dos
ovos foram realizadas no Laboratério de Oleos e Gorduras da Unicamp, em Campinas — SP. As
avaliacdes de peso do ovo e seus componentes e avaliacdes da gema foram realizadas no laboratério
do DTIPOA da UFMG. As avalia¢cdes de TBARS no saco vitelino do pinto foram realizadas no ITAL,
em Campinas — SP.

3.2. Galpdes e aves

Este experimento foi conduzido em dois galpdes de um mesmo lote de matrizes
Cobb. As aves deste lote estavam alojadas em cinco galpdes vizinhos, sendo 8000 fémeas e 800
machos em cada galp3o.

No periodo de 40 a 45 semanas de idade das matrizes, a fertilidade e a eclosdo
sobre ovos totais incubados e sobre ovos férteis incubados dos cinco galpdes foram monitoradas para
escolha dos dois galpdes que seriam utilizados para compor os tratamentos deste experimento. Para
tanto, foi realizada uma incubacdo semanal de dez bandejas com 96 ovos cada por galpdo. As taxas de
eclosdo e fertilidade foram avaliadas e analisadas estatisticamente pelo teste F. Os resultados deste
monitoramento nos dois galpdes escolhidos estdo apresentados no Quadro 1 do Anexo 1.

Os galpdes com resultados de fertilidade e eclosdo sobre ovos totais e ovos férteis
incubados semelhantes estatisticamente e mais préximos fisicamente foram utilizados neste
experimento. Portanto, apds a escolha, o galpdo 1 com 800 machos e 8000 fémeas foi alimentado com
racdo controle sem cantaxantina e as 8000 fémeas e 800 machos do galpdo 2 receberam
suplementacdo de cantaxantina na racao.

3.3. Manejo das matrizes

O arragoamento das aves com cantaxantina iniciou quando estas estavam com 46
semanas.

O manejo das aves foi o rotineiramente utilizado na granja. As racdes
experimentais foram oferecidas desde 46 até 60 semanas de idade. A formulagdo da dieta deste
experimento foi a de rotina da Granja Rio Minas para machos e fémeas (Tab. 1), com excecdo da
suplementacdo ou ndo de cantaxantina, de acordo com os tratamentos.
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Tabela 1. Composicdo percentual e valores nutricionais calculados das ragdes das matrizes
Composicdo percentual

Ingredientes Fémeas Machos
Milho moido 62,3 60,0
Farelo de soja 45,5% PB 13,7 9,8
Farinha de carne e osso 46% PB 1,8 2.3
Farelo de trigo 14,2 25,8
Calcario 7.3 1,6
Sal comum 0,4 0,4
Sumplemento Vitaminico Mineral 0,4 0,4
Carophyll Red® * 0,006 0,006
TOTAL 100,0 100,0
Niveis Nutricionais

Energia (kcal/g) 2720 2750
Proteina bruta (%) 14,4 14,5
Calcio (%) 3,20 1,10
Fésforo total (%) 0,60 0,72
Fésforo disponivel (%) 0,35 0,42
Lisina total (%) 0,67 0,64
Met + Cis Total (%) 0,54 0,55
Metionina Total (%) 0,29 0,29
Sédio (%) 0,18 0,18
Cantaxantina (mg/kg) * 6,00 6,00

* Carophyll Red® contem 10% de cantaxantina e foi utilizado na dieta de machos e fémeas do galpdo 1.

Cada kg de Suplemento Vitaminico Mineral contém: Vitamina A — 2.250.000UI; Vitamina D3 — 650.000UI,
Vitamina E — 3.500mg; Vitamina K3 — 400mg; Vitamina B1 — 550mg; Vitamina B2 — 1.500mg; Vitamina B6 —
750mg; Vitamina B12 — 2.500mcg; Niacina — 7.500mg; Acido Pantoténico — 3.750mg; Acido Félico — 150mg;
Biotina — 25mg; Colina — 84.630mg; Metionina — 99.000mg; Cobre — 24.950mg; Ferro — 12.500mg; Manganés
— 17.500mg; Zinco — 12.500mg; Iodo — 300mg; Selénio — 50mg; Bacitracina de Zinco — 18750mg; Fitase —
75ftu; BHT — 25.000mg.

As 50 semanas de idade das aves, as racdes foram coletadas e o teor de
cantaxantina foi analisado, contendo respectivamente 6,15 e 6,91mg/kg nas ragdes de fémeas e
machos suplementadas com cantaxantina e nas ragdes de fémeas e machos ndo suplementadas néo foi
detectada cantaxantina.

3.4. Ovos

Os ovos utilizados para compor as bandejas de incubagcdo e para andlises
laboratoriais do experimento I foram coletados dos galpdes 1 e 2 quando as aves estavam com 59
semanas de idade, no periodo de sete e trés dias antes da incubagdo, para compor os dois periodos de
armazenamento. Os mesmos permaneceram armazenados em temperatura entre 19 e 20°C e umidade
relativa em torno de 75% na sala de ovos do incubatério.

Para compor os tratamentos do Experimento II, foram coletados ovos de cada um
dos dois galpdes as 50, 51, 55, 59 e 60 semanas de idade das aves.

Todos os ovos foram provenientes das coletas matinais, eliminando-se os da
primeira coleta para evitar que os ovos postos no dia anterior influenciassem as respostas. Os ovos
incubdveis foram classificados por faixa de peso e apenas os ovos com 64 a 76,5g foram utilizados no
experimento. O objetivo de limitar a faixa de peso dos ovos foi para eliminar o efeito do peso do ovo
sobre a eclosdo, relatado por Rocha et al. (2008).
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3.5. Tratamentos
3.5.1. Experimento I

Os tratamentos do Experimento I, definidos pela dieta e periodos de
armazenamento, foram:

A3 — Ovos produzidos pelas matrizes alimentadas com cantaxantina e armazenados
por trés dias,

A7 — Ovos produzidos pelas matrizes alimentadas com cantaxantina e armazenados
por sete dias,

B3 - Ovos produzidos pelas matrizes alimentadas com ragdo controle (sem
cantaxantina) e armazenados por trés dias,

B7 — Ovos produzidos pelas matrizes alimentadas com ragdo controle (sem
cantanxantina e armazenados por sete dias.

3.5.2. Experimento II

Os tratamentos do Experimento II, definidos pela dieta e idades das matrizes,

foram:

AS50 — Ovos produzidos por matrizes, com 50 semanas de idade, alimentadas com
cantaxantina

AS51 — Ovos produzidos por matrizes, com 51 semanas de idade, alimentadas com
cantaxantina

AS55 — Ovos produzidos por matrizes, com 55 semanas de idade, alimentadas com
cantaxantina

AS59 — Ovos produzidos por matrizes, com 59 semanas de idade, alimentadas com
cantaxantina

A60 — Ovos produzidos por matrizes, com 60 semanas de idade, alimentadas com
cantaxantina

B50 — Ovos produzidos por matrizes, com 50 semanas de idade, alimentadas com
racdo controle (sem cantaxantina)

B51 — Ovos produzidos por matrizes, com 51 semanas de idade, alimentadas com
racdo controle (sem cantaxantina)

B55 — Ovos produzidos por matrizes, com 55 semanas de idade, alimentadas com
racdo controle (sem cantaxantina)

B59 — Ovos produzidos por matrizes, com 59 semanas de idade, alimentadas com
racdo controle (sem cantaxantina)

B60 — Ovos produzidos por matrizes, com 60 semanas de idade, alimentadas com
racdo controle (sem cantaxantina)

3.6. Dados obtidos no Experimento |
3.6.1. Qualidade dos ovos

Para as avaliacdes de qualidade dos ovos foram avaliados 72 ovos no dia da
incubag@o, sendo 18 ovos de cada um dos quatro tratamentos. Cada ovo foi considerado uma
repeticao.
3.6.1.1. Porcentagem dos componentes dos ovos e altura de albimen

As pesagens dos ovos foram feitas individualmente, utilizando-se uma balanga com

precisdo de 0,01g. Apds as pesagens, os ovos foram quebrados e a altura do albimen, em mm, foi
medida com micrometro e os valores foram registrados. A gema foi separada manualmente e a
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remocao do residuo de albiimen, aderido a gema, foi feita com o auxilio de papel absorvente. Apés
este procedimento, as gemas foram pesadas individualmente. As cascas foram lavadas em dgua
corrente, para retirada de residuos do albimen, e secas em temperatura ambiente por 24 horas antes da
pesagem individual. O peso do albimen foi obtido pela diferenga entre o peso do ovo inteiro e o peso
da gema e da casca. As porcentagens de gema, casca e albiumen foram obtidas dividindo-se os valores
pelo peso do ovo e multiplicando por 100.

3.6.1.2. Cor e indice da gema

A cor da gema foi determinada através da utilizagdo do leque colorimétrico da
DSM, com escore variando de 1 (amarelo claro) a 15 (laranja avermelhado). A altura e largura da
gema foram avaliadas através de paquimetro. No momento desta afericdo, a gema se encontrava livre
do albimen. As medidas foram registradas para posterior cdlculo do indice da gema (IG =
altura/largura). Para as avalia¢des de cor e IG foram utilizadas 18 gemas por tratamento, sendo a gema
considerada uma repeticao.

3.6.1.3. pH da gema e albimen

O pH da gema e do albimen foi aferido através de pHmetro. As amostras de gema
e albimen foram constituidas por um pool de trés gemas e trés albimens. Cada pool foi considerado
uma repeticdo, portanto, foram utilizadas seis repeticdes por tratamento.

3.6.2. Composicao da gema dos ovos

Para as avaliacdes da composicdo da gema dos ovos foram utilizados 120 ovos no
dia da incubagdo, sendo 30 de cada tratamento. Estes ovos foram quebrados para obtencdo da gema.
As amostras para estas andlises foram constituidas por um “pool” de cinco gemas as quais foram
congeladas a -40°C, liofilizadas por 72 horas e armazenadas até o momento das andlises. Cada “pool”
foi considerado uma repeticdo e cada tratamento foi constituido por seis repeticdes, exceto para
composi¢do em acidos graxos em que foram quatro repeti¢des por tratamento.

3.6.2.1.Niveis de cantaxantina, vitamina E e vitamina A da gema dos ovos

A andlise destas vitaminas foi através da CLAE (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia).

O principio da andlise de cantaxantina na gema do ovo baseia-se na diluicdo da
mesma em 4agua, mistura desta emulsdo com etanol e extracdo dos carotendides com n-hexano. Os
carotendides sdo analisados injetando-se uma aliquota de n-hexano no CLAE de fase normal usando
detec¢c@o em comprimento de onda de 466nm. A marcha analitica encontra-se no Anexo 2.

O principio da andlise das vitaminas A e E baseia-se na digestdo enzimatica das
peliculas de gelatina e extragdo das vitaminas usando uma mistura de solvente de acetona e
tetraidrofurano. O extrato centrifugado € analisa pela CLAE de fase reversa usando a detec¢do UV a
326nm para vitamina A e 285nm para vitamina E. A marcha analitica encontra-se no Anexo 3.

3.6.2.2. Niveis de extrato etéreo, proteina bruta e indice de perdxido na gema dos ovos

A determinacdo do extrato etéreo foi feita por hidrélise acida, de acordo com
Compéndio... (2009). Este método baseia-se na quantificacdo total de substincias soliveis em
solventes organicos, sendo essas substincias os acilglicerdis, os acidos graxos livres, o colesterol, a
lecitina, a clorofila, os dlcoois volateis, os 6leos volateis e as resinas.

A determinagd@o de proteina bruta da gema dos ovos foi realizada de acordo com
AOAC (2005). O principio da técnica de determinacao de proteina bruta baseia-se na quantifica¢do do
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nitrogénio, liberado pela pirdlise e combustdes subseqiientes. O nitrogénio € varrido através de
transportador de CO, até o nitrdmetro. O CO, € absorvido pelo hidréxido de potdssio e o volume de
nitrogénio residual é medido e convertido em proteina bruta.

A determinac@o do indice de peréxido foi feita pelo método a frio, de acordo com
Compéndio... (2009). O método baseia-se na titulacdo do iodo, uma vez que o peréxido oxida o iodeto
a iodo elementar que, por sua vez, forma com o amido um complexo de inclusdo de cor caracteristica
escura.

3.6.2.3. Composicdo em dcidos graxos da gema dos ovos

Os dcidos graxos presentes nas amostras de gemas liofilizadas foram separados por
cromatografia gasosa (CGC Agilent 68650 SERIES GC SYSTEM) usando coluna capilar (DB-23
AGILENT, cianopropil 50%) de 60m de comprimento, 0,25mm de didmetro interno e 0,25um de
filme. O tempo de execucdo de cada amostra foi de aproximadamente 60 minutos. Os gases utilizados
foram transportador de nitrogénio (gis de fuga), hidrogénio, hélio e ar sintético. As condigdes
operacionais do cromatégrafo foram as seguintes: fluxo de coluna, 1,00ml/min, velocidade linear de
24 cm/seg; temperatura do detector de 280°C, temperatura do injetor de 250°C, temperatura do forno a
110 ° C por 5 min, 110-215°C (5°C/min), 215°C por 24 min; volume de gds injetado trilha de 1,0pl.

Os é4cidos graxos quantificados foram C12:0 ldurico, C14:0 miristico, C15:0
pentadecandico, C16:0 palmitico, C16:1 palmitoléico, C17:0 margérico, C17:1 cis-10-heptadecendico,
C18:0 estearico, C18:1 oléico, C18:2 trans t-linoléico, C18:2 linoléico, C18:3 trans t-linolénico, C18:3
linolénico, C18:4 octadecatetreendico, C20:0 araquidico, C20:1 eicosendico, C20:4 araquiddnico,
C22:0 behénico, C24:0 lignocérico, C22:5 docosapentaendico (DPA), C22:6 docosahexaendico
(DHA), e os resultados médios encontram-se no Anexo 4.

Para compor as varidveis e realizar as andlises estatisticas, foram somados os
acidos graxos saturados (sem ligacdo dupla), dcidos graxos monoinsaturados (uma ligacdo dupla) e
acidos graxos poliinsaturados (mais de uma ligacdo dupla).

3.6.3. Rendimento de incubagdo

Para as avaliacdes de rendimento de incubacgdo (eclosdo e mortalidade embrionaria)
foram utilizadas 14 bandejas com 84 ovos por tratamento, sendo a bandeja considerada uma repetigao.

O nascimento dos pintos foi realizado com 512 horas de incubacdo e os ovos nio
eclodidos foram quebrados para realizagcdo do embriodiagndstico.

3.6.3.1. Perda de peso dos ovos

A perda de peso dos ovos foi avaliada em dois periodos, durante o armazenamento
e a incubacgdo. Para esta avaliacdo, as bandejas vazias foram pesadas e apds receberem os ovos, as
bandejas com ovos foram pesadas no dia da coleta, no dia da incubagdo e no dia da transferénciasendo
esta dltima realizada com 19 dias. O peso médio do ovo foi calculado em todos os periodos de
pesagem para expressar a perda de peso, em porcentagem, em relagdo ao peso do ovo no dia da coleta.

3.6.3.2. Fertilidade

A fertilidade foi avaliada em dois periodos: o primeiro com 11 dias de incubagao e
o segundo ao final dos 21 dias de incubag¢do. No 11° dia de incubacfo, todos os ovos passaram por
ovoscopia, quando foram retirados os ovos inférteis e aqueles com embrides mortos. Ao final dos 21
dias de incubacdo, os ovos ndo eclodidos foram quebrados e os inférteis que permaneceram apds a
ovoscopia foram registrados
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3.6.3.3. Taxa de eclosdo em relagdo ao nimero total de ovos incubados

Esta foi calculada tendo como base o nimero de pintos nascidos de acordo com o
ntimero total de ovos incubados.

3.6.3.4. Taxa de eclosdo em relacdo ao nimero total de ovos férteis

Esta foi calculada tendo como base o nimero de pintos nascidos de acordo com o
ndmero total de ovos férteis (observado na ovoscopia aos 11 dias de incubagio).

3.6.3.5. Mortalidade embrionaria

A taxa de mortalidade embriondria foi avaliada em dois periodos: o primeiro com
11 dias de incubagdo e o segundo ao final dos 21 dias de incubag@o. No 11° dia de incubagio, todos os
ovos passaram por ovoscopia, quando foram retirados os ovos inférteis e aqueles com embrides
mortos. Ao final do periodo de incubagdo, todos os ovos ndo eclodidos foram abertos para determinar
em que fase ocorreu a mortalidade embriondria. Estes dados foram expressos em relacdo ao total de
ovos férteis incubados, de acordo com o seguinte critério:

- ovos com embrides que morreram no inicio da incubagio (zero a sete dias),
- ovos com embrides que morreram entre oito e 14 dias,

- ovos com embrides que morreram entre 15 e 18 dias,

- ovos com embrides que morreram entre 19 e 21 dias,

- ovos bicados com embrides vivos € mortos,

- contaminados,

- desidratados.

3.6.4. Avaliagdes dos embrides e pintos
3.6.4.1. Peso absoluto e matéria seca dos embrides com 18 dias de incubagdo

Para as avaliacdes de peso absoluto e matéria seca dos embrides aos 18 dias de
incubagdo foram utilizados 20 ovos por tratamento, sendo cada embrido considerado uma repetig¢ado.
Os ovos foram quebrados e os embrides vivos foram retirados e imediatamente abatidos por
deslocamento cervical. Cada embrido foi colocado em uma bandeja de aluminio, previamente pesada
em balanga de 0,01g, e o peso inicial do embrido foi registrado. Cada embrido foi moido e congelado a
-40°C, liofilizado por 72 horas, seguida de secagem em estufa a 105°C por 12 horas, de acordo com o
recomendado por van Cleef et al. (2010). Apds estes procedimentos, a bandeja contendo o embrido foi
novamente pesada e o peso final do embrido foi registrado. A porcentagem de matéria seca do embrido
foi obtida dividindo-se o peso final pelo peso inicial e multiplicando-se o valor por 100.

3.6.4.2. Peso do pinto e saco vitelino a eclosio

Foram coletados ao acaso 30 pintos por tratamento a eclosdo, portanto, 120 pintos
ao todo. Os pintos foram abatidos por deslocamento cervical, pesados individualmente em balanca
com precisdo de 0,01g, e o peso absoluto foi registrado. O saco vitelino de cada pinto foi retirado,
pesado individualmente em balanca com precisdao de 0,01g, e o peso absoluto foi registrado. O peso
relativo do saco vitelino foi calculado dividindo-se o peso absoluto do saco vitelino pelo peso absoluto
do pinto e multiplicando-se o valor por 100.

3.6.4.3. Estabilidade oxidativa do saco vitelino dos pintos
Foram utilizados os sacos vitelinos de 240 pintos recém-eclodidos, sendo 60 sacos

vitelinos de cada um dos quatro tratamentos, para quantificacdo de malondialdeido pelo método de
TBARS proposto por Tarladgis et al. (1960). As amostras para esta andlise foram constituidas por um
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“pool” de dez sacos vitelinos, as quais foram congeladas a -40°C, liofilizadas por 72 horas e
armazenadas at¢é o momento das andlises. Cada “pool” foi considerado uma repeticdo e cada
tratamento foi constituido por seis repetigdes.

3.7. Delineamento do experimento I

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso em esquema fatorial 2 x 2,
sendo duas dietas e dois periodos de armazenamento. Foram 18 repeticdes para porcentagem de
componentes dos ovos, cor e IG, seis repeticdes para pH da gema e albimen, seis repeticdes
(vitaminas A e E, cantaxantina, extrato etéreo, proteina bruta e indice de per6xido) e quatro repeticdes
(composicdo em 4cidos graxos) para composicdo da gema, 14 repeticdes para rendimento de
incubagdo e perda de peso dos ovos, 20 repeticdes para peso e matéria seca do embrido, 30 repeticdes
para peso do pinto e saco vitelino, e seis repeticdes para estabilidade oxidativa do saco vitelino do
pinto.

A normalidade e homocedasticidade dos dados foram verificadas pelo teste de
Lilliefors e Cochran. As varidveis “concentracdo de cantaxantina na gema e valor de TBARS no saco
vitelino do pinto” foram transformadas pela equacdo: varidvel x varidvel. A varidvel mortalidade
embriondria de 15 a 21 dias, incluindo ovos bicados, foi transformada pela equagao: (varidvel +1).

Os dados normais e homogéneos foram submetidos as andlises de varidncia e as
médias foram comparadas pelo teste F, Tukey e SNK (Sampaio, 2002). A varidvel concentracdo de
cantaxantina na gema foi comparada pelo teste de Dunnet, sendo o tratamento A3 (ovos provenientes
de matrizes alimentadas com cantaxantina e armazenados por trés dias) considerado o grupo controle.
Este teste foi escolhido porque ndo foi possivel detectar cantaxantina na gema dos ovos do tratamento
B7 (ovos provenientes de matrizes alimentadas com rag@o controle, sem cantaxantina, e armazenados
por sete dias). As medianas das respostas ndo normais e homogéneas foram comparadas pelo teste de
Kruskal-Wallis, utilizando o programa SAEG versdo 9.1 (Sistema..., 2005).

3.8. Dados obtidos no experimento 11
3.8.1. Fertilidade

Para as avaliagcoes de fertilidade foram utilizadas 10 bandejas com 84 ovos por
tratamento, sendo a bandeja considerada uma repeti¢ao. A fertilidade foi avaliada em dois periodos: o
primeiro com 11 dias de incubag@o e o segundo ao final dos 21 dias de incubagio.

No 11° dia de incubagdo, todos os ovos passaram por ovoscopia, quando foram
retirados os ovos inférteis e aqueles com embrides mortos. Ao final dos 21 dias de incubag@o, os ovos
nao eclodidos foram quebrados e os inférteis que permaneceram apds a ovoscopia foram registrados.

3.9. Delineamento do experimento 11

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso em parcelas subdivididas,
sendo as parcelas compostas pelas dietas (com e sem cantaxantina) e as subparcelas constituidas pelas
idades. Foram utilizadas dez repeti¢des por tratamento, sendo a bandeja com 84 ovos considerada a
repeticdo.

A normalidade e homocedasticidade dos dados foram verificadas pelo teste de
Lilliefors e Cochran. As médias das parcelas foram comparadas pelo teste F e o modelo de regressdo
linear foi ajustado as médias das subparcelas (Sampaio, 2002) utilizando o programa SAEG versdo 9.1
(Sistema..., 2005).
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3.10. Comité de Etica em Experimentacio Animal

A metodologia utilizada neste experimento foi aprovada pelo Comité de Etica em
Experimentagcdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Experimento I
4.1.1. Qualidade dos ovos
Os resultados referentes a qualidade dos ovos estdo apresentados nas tabelas 2 a 9.

Tabela 2. Porcentagem de gema de acordo com as dietas e os periodos de armazenamento dos ovos

Armazenamento (dias)

Cantaxantina (ppm) 3 7 Média
6 29,9 30,4 30,1
0 29,2 30,8 30,0
Média 29,5b 30,6a

Letras distintas, mintsculas na linha, sdo diferentes pelo teste F (p<0,05). CV=6,1%

Nao houve interacdo entre os tratamentos para a varidvel porcentagem de gema.
Independente do armazenamento, a adi¢do de cantaxantina a dieta das matrizes ndo influenciou
(p>0,05) a porcentagem de gema. Independente da dieta das matrizes, o periodo de armazenamento
por sete dias resultou em maior (p<0,05) porcentagem de gema do que o de trés dias.

Tabela 3. Porcentagem de albimen de acordo com as dietas e os periodos de armazenamento dos ovos

Armazenamento (dias)

Cantaxantina (ppm) 3 7 Média
6 61,5 60,4 61,0
0 61,8 60,2 61,0
Média 61,6a 60,3b

Letras distintas, mindsculas na linha, sio diferentes pelo teste F (p<0,01). CV=3,2%

Nao houve interagdo entre os tratamentos para a varidvel porcentagem de albimen.
Independente do armazenamento, a adi¢do de cantaxantina a dieta das matrizes ndo influenciou
(p>0,05) a porcentagem de albimen. Independente da dieta das matrizes, o periodo de armazenamento
por sete dias resultou em menor (p<0,01) porcentagem de albimen do que periodo de trés dias de
armazenamento.

Estes resultados estdo de acordo com Lapao et al. (1999) e Ferreira (2006). Durante
0 armazenamento, ocorre movimentacdo de dgua do albimen para a gema em funcdo da diferenca de

pressdo osmdtica, desta forma, a porcentagem de gema aumenta e a de albumen reduz.

Tabela 4. Porcentagem de casca de acordo com as dietas e os periodos de armazenamento dos ovos

Armazenamento (dias)

Cantaxantina (ppm)

3 7
6 8,6bA 9,2aA
0 9,0aA 9,0aA

Letras distintas, mindsculas na linha e maidsculas na coluna, sdo diferentes pelo teste Tukey (p<0,05). CV=7,3%

Houve interago entre os tratamentos para a varidvel porcentagem de casca. Ovos
produzidos pelas matrizes alimentadas com dieta contendo cantaxantina e armazenados por trés dias
apresentaram menor (p<0,05) porcentagem de casca do que ovos provenientes das mesmas matrizes e
armazenados por sete dias. Na dieta controle, sem adi¢cdo de cantaxantina, ndo foi observada esta
diferenca em relacdo aos periodos de armazenamento. Estes resultados sdo inconsistentes € ndo podem
ter sido causados pelos tratamentos.
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Tabela 5. Indice de gema de acordo com as dietas e os periodos de armazenamento dos ovos

Armazenamento (dias)

Cantaxantina (ppm) 3 7 Média
6 0,383 0,378 0,380
0 0,381 0,368 0,375

Média 0,382 0,372

Meédias nao seguidas de letras distintas sao semelhantes pelo teste F (p>0,05). CV=6,9%

Nao houve interacdo entre os tratamentos para a varidvel indice de gema. A dieta e
os periodos de armazenamento ndo influenciaram (p>0,05) esta resposta.

Este resultado discorda dos apresentados por Kirunda e McKee (2000). Isto pode
ter ocorrido em fungdo das medidas de altura e largura da gema terem sido realizadas na gema livre de
albumen. De acordo com Reijrink et al. (2008), a resisténcia da membrana vitelina depende da
viscosidade da camada chalazifera que circunda a gema. Desta forma, a auséncia do albimen,
incluindo a camada chalazifera, pode ter influenciado a resisténcia da membrana vitelina em todos os
tratamentos, tornando os indices de gemas semelhantes.

Tabela 6. Altura (mm) de albimen de acordo com as dietas e os periodos de armazenamento dos ovos

Armazenamento (dias)

Cantaxantina (ppm) 3 7 Média
6 7,60 6,33 6,97
0 7,42 6,31 6,87
Média 7,51a 6,32b

Letras distintas, mindsculas na linha, sdo diferentes pelo teste F (p<0,00001). CV=14,4%

Nao houve interagdo entre os tratamentos para a varidvel altura de albimen.
Independente do armazenamento, a adi¢do de cantaxantina a dieta das matrizes ndo influenciou
(p>0,05) a altura de albimen. Independente da dieta, o periodo de armazenamento por sete dias
reduziu (p<0,00001) a altura de alblimen quando comparado aos ovos armazenados por trés dias.

Estes resultados estdo de acordo com Lapao et al. (1999), Ferreira (2006) e Xavier
et al. (2008). Durante o armazenamento, ocorre aumento do pH do albimen, desnaturando as proteinas

do mesmo e tornando-o mais liquefeito. Estas mudancas acarretam a reducgdo da altura de albimen.

Tabela 7. Escore de cor da gema de acordo com as dietas e os periodos de armazenamento dos ovos

Armazenamento (dias)

Cantaxantina (ppm) 3 7 Mediana
6 14,0 13,0 14,0 A
0 8,0 6,0 7,0B
Mediana 11,0 10,0

Letras distintas, maitsculas na coluna, sdo diferentes pelo teste Kruskal-Wallis (p<0,01).

Nao houve interacdo entre os tratamentos para a varidvel escore da cor da gema.
Independente do armazenamento, a adicdo de cantaxantina a dieta das matrizes resultou em maior
(p<0,01) escore de coloragdo da gema quando comparado aos ovos provenientes de matrizes que nio
receberam cantaxantina na dieta. Independente da dieta, o periodo de armazenamento nao influenciou
(p>0,05) o escore de cor da gema.

Estes resultados estdo de acordo com Garcia et al. (2002). A pigmentagdo resulta
da deposicdo de xantofilas (grupo de pigmentos carotendides) na gema do ovo. O produto comercial
utilizado neste experimento possui 10% de cantaxantina, pigmento vermelho, que acentua a coloracdo
da gema. Ao ser consumida, a cantaxantina € empacotada nos portomicrons. Estes sdo liberados do
enterdcito, através da veia porta, e seguem para o figado. Parte destes portomicrons sofre metabolismo
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hepético para formar a VLDLg. Desta forma, a cantaxantina segue no nicleo da VLDLg até o odcito
em formacao, pigmentando a gema.

Tabela 8. pH da gema de acordo com as dietas e os periodos de armazenamento dos ovos

Armazenamento (dias)

Cantaxantina (ppm) 3 7 Média
6 6,26 6,23 6,25
0 6,28 6,29 6,28
Média 6,27 6,26

Meédias ndo seguidas de letras distintas sdo semelhantes pelo teste F (p>0,05). CV=1,0%

Nao houve interag@o entre os tratamentos para a varidvel pH da gema. As dietas e
os periodos de armazenamento ndo influenciaram (p>0,05) esta resposta.

Estes resultados estdo de acordo Bakst e Holm (2003) que afirmaram que durante o
armazenamento, a gema mantém-se levemente acida, com pH em torno de 6,5, o que foi observado

neste experimento.

Tabela 9. pH do albimen de acordo com as dietas e os periodos de armazenamento dos ovos

Armazenamento (dias)

Cantaxantina (ppm) 3 7 Média
6 9,22 9.42 9,32
0 9,20 9,46 9,33
Média 9,21b 9,44a

Médias seguidas de letras distintas, mintisculas na linha, sdo diferentes pelo teste F (p<0,00001). CV=0,5%

Nao houve interacdo entre os tratamentos para a varidvel pH do albimen.
Independente do armazenamento, a adi¢do de cantaxantina & dieta das matrizes ndo influenciou
(p>0,05) o pH do albiimen. Independente da dieta, o periodo de armazenamento por sete dias
aumentou (p<0,00001) o pH do albimen quando comparado ao ovos armazenados por trés dias.

Estes resultados estdo de acordo com Lapdo et al. (1999), Bakst e Holm (2003),
Ferreira (2006) e Xavier et al. (2008). O 4cido carbonico (H,COs) é um dos componentes do sistema
tampao do albimen. Durante o armazenamento, este dcido dissocia-se em dgua e gds carbonico. Este
dltimo € liberado ao ambiente, através dos poros da casca do ovo, elevando o pH do albtimen.

4.1.2. Composi¢do das gemas dos ovos

Os resultados referentes a composicdo das gemas dos ovos férteis frescos estdo
apresentados nas tabelas 10 a 18.

Tabela 10. Concentracdo de cantaxantina (ppm) na gema do ovo liofilizada de acordo com as dietas e
os periodos de armazenamento dos ovos

Armazenamento (dias)

Cantaxantina (ppm)

3 7
6 35,2Aa 30,9b
0 1,1B inferior ao limite de deteccao

Médias seguidas de letras distintas, mintsculas na linha e maidsculas na coluna, sdo diferentes pelo teste de
Dunnet (p<0,00001). CV=20,9%

O teor de cantaxantina ndo pdde ser detectado nas amostras de gemas dos ovos
provenientes das matrizes alimentadas sem suplementacdo de cantaxantina e armazenados por sete
dias. Desta forma, as comparacdes estatisticas foram feitas em relagdo aos ovos produzidos pelas
galinhas alimentadas com cantaxantina e armazenados por trés dias.
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Ao suplementar a dieta das aves com cantaxantina, ocorreu aumento dos niveis
desta na gema do ovo tanto nos ovos armazenados por trés dias quanto nos armazenados por sete dias.
Isso ja era esperado, jd que a cantaxantina € lipossolivel e depositada na gema juntamente com os
lipidios pela VLLDLg, através do mecanismo explicado na Tabela 7.

Independente da dieta, nos ovos originados das aves alimentadas com cantaxantina,
o teor de cantaxantina reduziu (p<0,00001) em torno de 12% quando os ovos foram armazenados por
sete dias comparado aos armazenados por trés dias. Nas aves alimentadas com dieta controle, o teor de
cantaxantina dos ovos armazenados por trés dias foi de 1,1ppm e nos ovos armazenados por sete dias,
este ficou abaixo do limite de deteccdo pela andlise. Apesar da impossibilidade de realizar anédlise
estatistica para comparar os ultimos, nota-se pelos resultados reducdo na quantidade de cantaxantina
com 0 armazenamento destes ovos.

Estes resultados podem ser devidos a oxidagdo da cantaxantina durante o
armazenamento dos ovos por sete dias. Assim como os lipidios da gema dos ovos oxidam durante o
armazenamento, demonstrado por Franchini et al. (2002), Cherian et al. (2007) e Giampietro et al.
(2008) em pesquisa com ovos de poedeiras comerciais, as vitaminas e pigmentos também podem ser
oxidados. O produto comercial utilizado neste experimento é composto de cantaxantina, em
concentracdo minima de 10%, e aproximadamente 2,2% de etoxiquim. A fun¢do do etoxiquim é
estabilizar o produto, ja que os carotendides sdo muito sensiveis a oxidacdo. Ao ser consumido pelas
aves, a cantaxantina foi depositada na gema do ovo, mas o etoxiquim nao, ja que Machlin et al. (1962)
afirmou que mais de 99% do etoxiquim da dieta é excretado dentro de 24 horas e somente quantidade
minimas desta substincia sdo depositadas na gema do ovo. Sem a protecdo antioxidante do etoxiquim,
a cantaxantina da gema oxidou durante o armazenamento.

Tabela 11. Concentracdo de vitamina A (Ul/kg) na gema do ovo liofilizada de acordo com as dietas e
os periodos de armazenamento dos ovos

Armazenamento (dias)

Cantaxantina (ppm) 3 7 Média
6 29020 29150 29090A
0 27740 27133 27409B
Média 28380 28142

Letras distintas, maitsculas na coluna, sdo diferentes pelo teste F (p<0,01). CV=4,9%

N3ao houve interacdo entre os tratamentos para a varidvel concentragdo de vitamina
A na gema. Independente do armazenamento, a adi¢do de cantaxantina a dieta das matrizes elevou
(p<0,01) os niveis de vitamina A na gema quando comparado aos ovos provenientes de matrizes que
receberam dieta sem cantaxantina. Independente da dieta, o periodo de armazenamento ndo
influenciou (p>0,05) os niveis de vitamina A da gema.

Estes resultados estdo, em parte, de acordo com Beardsworth e Hernandez (2003) e
estdo em desacordo com Surai et al. (2001 e 2003). De acordo com o observado na Tab. 11, verifica-se
que a cantaxantina é precursora de vitamina A, uma vez que as dietas ofertadas as matrizes foram
isonutritivas, exceto pela adi¢do de cantaxantina. Entretanto, de acordo com Beardsworth e Herndndez
(2003), a contribui¢do da cantaxantina como vitamina A sé ocorre se o nivel desta dltima for limitado
na dieta. O premix utilizado nas ragdes experimentais forneceu o minimo de 10.000UI de vitamina
A/kg de racdo. Este valor estd de acordo com Rostagno et al. (2005), que recomendaram 9.000UI de
vitamina A/kg de racdo para aves reprodutoras. Desta forma, pode-se verificar que as aves deste
experimento ndo receberam ragdo deficiente em vitamina A e que a conversao de parte da cantaxantina
em vitamina A ocorre normalmente.
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Tabela 12. Concentracao de vitamina E (ppm) na gema do ovo liofilizada de acordo com as dietas e os
periodos de armazenamento dos ovos

Armazenamento (dias)

Cantaxantina (ppm) 3 7 Média
6 94,0 91,9 92,9B
0 98,9 102,6 100,8A
Média 96,4 97,3

Letras distintas, maidsculas na coluna, sdo diferentes pelo teste F (p<0,01). CV=6,8%

N3ao houve interacdo entre os tratamentos para a varidvel concentragdo de vitamina
E na gema. Independente do armazenamento, a adi¢do de cantaxantina a dieta das matrizes reduziu
(p=0,01) os niveis de vitamina E na gema quando comparado aos ovos provenientes de matrizes que
receberam dieta sem cantaxantina. Independente da dieta, o periodo de armazenamento ndo
influenciou (p>0,05) os niveis de vitamina E da gema.

Estes resultados estdo em desacordo dos encontrados por Surai et al. (2003), que
observaram maior deposi¢do de vitamina E na gema do ovo com o aumento da inclusdo de
cantaxantina na dieta das matrizes. Entretanto, no experimento destes pesquisadores, a conversdo de
parte da cantaxantina em vitamina A ndo ocorreu como no presente experimento, causando redugio da
absorcao de vitamina E no intestino, conforme relatado por Goodman et al. (1966), Combs (1976),
Bieri e Tolliver (1982), Surai et al. (1998 e 2001) e Grobas et al. (2002).

Tabela 13. Correlagdo de Pearson (r) entre as vitaminas na gema do ovo liofilizada de acordo com as
dietas e os periodos de armazenamento dos ovos

Vitamina A Vitamina E

Cantaxantina 0,43
Vitamina A -0,47

Correlacdes significativas a p<0,05

Pela Tabela 13 nota-se que existe correlacdo fraca e positiva ente as concentracdes
de cantaxantina e vitamina A e negativa entre as concentracdes de vitaminas A e E na gema do ovo
fresco. Estes resultados confirmaram a atividade pré-vitamina A da cantaxantina e a competi¢do entre
as vitaminas A e E pela absorc¢do intestinal.

Tabela 14. Concentracdo de extrato etéreo (%) na gema do ovo liofilizada

Armazenamento (dias)

Cantaxantina (ppm) 3 7 Média
6 58,6 57,6 58,1
0 59,7 57,1 58,4
Média 59,2a 57,3b

Letras distintas, mindsculas na linha, sio diferentes pelo teste F (p<0,01). CV=2,4%

Nao houve interagdo entre os tratamentos para a varidvel concentragcdo de extrato
etéreo na gema. Independente do armazenamento, a dieta das matrizes ndo influenciou (p>0,05) o
extrato etéreo da gema. Independente da dieta, o periodo de armazenamento por sete dias reduziu
(p<0,01) a concentragdo de extrato etéreo da gema quando comparado ao periodo mais curto de apenas
trés dias.

Estes resultados podem ser explicados pela oxidacdo dos lipidios durante o
armazenamento dos ovos por sete dias, demonstrado por outros pesquisadores em ovos comerciais
(Franchini et al., 2002; Cherian et al., 2007 e Giampietro et al., 2008). A temperatura de
armazenamento dos ovos férteis é em torno de 20°C, o que facilita a ocorréncia da peroxidagdo. Os
lipidios sdo substratos da oxidacdo, portanto, desaparecem nestas reagdes, reduzindo a quantidade de
extrato etéreo da gema do ovo. Além disso, a reducdo dos niveis de cantaxantina com o maior
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armazenamento (Tabela 10) também podem ter contribuido para a diminui¢do do extrato etéreo, uma
vez que vitaminas lipossoliveis também sdo constituintes deste.

Tabela 15. Concentracdo de proteina bruta (%) na gema do ovo liofilizada de acordo com as dietas e
os periodos de armazenamento dos ovos

Armazenamento (dias)

Cantaxantina (ppm) 3 7 Média
6 30,9 30,8 30,9
0 30,9 30,7 30,8
Média 30,9 30,8

Meédias nao seguidas de letras distintas sdo semelhantes pelo teste F (p>0,05). CV=1,8%

Nao houve interagdo entre os tratamentos para a varidvel proteina bruta da gema.
As dietas e os periodos de armazenamento ndo influenciaram (p>0,05) esta resposta.

Apesar das proteinas também serem substratos susceptiveis a oxidagao, o processo
¢ bem mais lento e contido quando comparado a oxidag@o lipidica. Neste experimento, as condi¢des
de armazenamento dos ovos, como periodo, temperatura e umidade, ndo promoveram a oxidagdo
protéica.

Os resultados de indice de per6xido na gema do ovo fresco foram iguais a zero em
todas as amostras, portanto, ndo foi possivel realizar andlise estatistica. Segundo Fellenberg e Speisky
(2006), o peroxido € um produto primdrio da oxidagdo muito instdvel e como a variaciio deste ocorre
de forma gaussiana, baixos niveis podem indicar tanto estabilidade oxidativa da amostra quanto ser
indicativo de alteracdo pronunciada.

Tabela 16. Composi¢do em dcido graxos saturados (% m/m) da gema de ovo liofilizada de acordo com
as dietas e os periodos de armazenamento dos ovos

Armazenamento (dias)

Cantaxantina (ppm) 3 7 Média
6 33,98 34,30 34,14
0 33,73 34,54 34,13

Média 33,86b 34,42a

Letras distintas, mindsculas na linha, sio diferentes pelo teste F (p<0,05). CV=1,1%

Nao houve interacdo entre os tratamentos para a varidvel composi¢cdo em dcidos
graxos saturados. Independente do periodo de armazenamento, a dieta ndo influenciou (p>0,05) a
quantidade de acidos graxos saturados da gema. Independente da dieta, o periodo de armazenamento
por sete dias aumentou (p<0,05) a quantidade de 4cidos graxos saturados da gema quando comparado
ao periodo de apenas trés dias.

Tabela 17. Composi¢do em acido graxos monoinsaturados (% m/m) da gema de ovo liofilizada de
acordo com as dietas e os periodos de armazenamento dos ovos

Armazenamento (dias)

Cantaxantina (ppm) 3 7 Média
6 46,18 45,50 45,84
0 45,80 44,93 45,36

Média 45,99a 45,21b

Letras distintas, mindsculas na linha, sio diferentes pelo teste F (p<0,05). CV=1,6%

Nao houve interagdo entre os tratamentos para a varidvel composicdo em acidos
graxos monoinsaturados. Independente do periodo de armazenamento, a dieta ndo influenciou
(p>0,05) a quantidade de dcidos graxos monoinsaturados da gema. Independente da dieta, o periodo de
armazenamento por sete dias reduziu (p<0,05) a quantidade de 4cidos graxos monoinsaturados da
gema quando comparado ao periodo de apenas trés dias.
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Era esperado que a dieta ndo influenciasse a quantidade de dcidos graxos saturados
(Tabela 16) e monoinsaturados (Tabela 17), j4 que a unica diferenga entre estas foi a adi¢do de
cantaxantina. O periodo de armazenamento por sete dias provocou a oxidac¢do dos acidos graxos
monoinsaturados, que sdo mais instaveis do que os saturados em fungdo da presenca de uma ligacdo
dupla. A oxidagdo, durante o armazenamento, foi mais pronunciada sobre o acido oléico que reduziu
de 42,26% nos ovos armazenados por trés dias para 41,24% nos armazenados por sete dias (p<0,05).
A oxidagdo dos 4cidos graxos monoinsaturados promoveu a reducdo destes dcidos graxos na amostra,
reduzindo os 4cidos graxos totais. Por serem mais estaveis, os dcidos graxos saturados ndo foram
alterados na amostra. Entretanto, como a porcentagem dos dcidos graxos saturados € determinada pela
divisdo destes pelo total de dcidos graxos da amostra (saturados/acidos graxos totais), a reducdo dos
4cidos graxos totais determinou o aumento relativo dos 4cidos graxos saturados. Desta forma, a
oxida¢do dos monoinsaturados promoveu reducio destes (Tabela 17) e aumento relativo dos saturados
(Tabela 16) na gema.

Tabela 18. Composi¢do em 4cido graxos poliinsaturados (% m/m) da gema de ovo liofilizada de
acordo com as dietas e os periodos de armazenamento dos ovos

Armazenamento (dias)

Cantaxantina (ppm) 3 7 Média
6 17,05 17,57 17,31
0 17,57 17,71 17,64

Média 17,31 17,64

Meédias ndo seguidas de letras distintas sdo semelhantes pelo teste F (p>0,05). CV=3,8%

Nao houve interagdo entre os tratamentos para a varidvel composi¢do em acidos
graxos poliinsaturados. As dietas e os periodos de armazenamento ndo influenciaram (p>0,05) esta
resposta.

Era esperado que o periodo de armazenamento por sete dias reduzisse os acidos
graxos PUFA, ja que quanto maior a insaturagdo do dcido graxo, maior a susceptibilidade deste a
peroxidacdo (Hogg e Kalyanaraman, 1999). Entretanto foi observada peroxidac¢do apenas dos 4cidos
graxos monoinsaturados (Tabela 17). Isto pode ter ocorrido em fun¢do da maior quantidade de 4cidos
graxos monoinsaturados presentes na gema, em quantidade quase trés vezes superior aos PUFA. Desta
forma, a maior presenca de substratos “4cidos graxos monoinsaturados” ocasionou acdo mais
significativa dos radicais livres sobre estes, visto que o acido oléico € o acido graxo presente em maior
quantidade na gema do ovo (Davis e Reeves, 2000).

4.1.3. Rendimento de incubacdo
Os resultados referentes ao rendimento de incubagdo estdo demonstrados nas tabelas 19 a 27.

Tabela 19. Perda de peso (%) dos ovos durante o armazenamento de acordo com as dietas e os
periodos de armazenamento dos ovos

Armazenamento (dias)

Cantaxantina (ppm) 3 7 Mediana
6 0,7 1.4 L1
0 0,7 1.4 1,1
Mediana 0,7b 1,4a

Letras distintas, mindsculas na linha, sio diferentes pelo teste Kruskal-Wallis (p<0,01).

Nao houve interacdo entre os tratamentos para a varidvel perda de peso no
armazenamento. Independente do periodo de armazenamento, a dieta das matrizes ndo influenciou
(p>0,05) a perda de peso no armazenamento. Independente da dieta, o periodo de armazenamento por
sete dias aumentou (p<0,01) a perda de peso dos ovos quando comparado ao periodo mais curto de
apenas trés dias.
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Estes resultados estdo de acordo com Ferreira (2006). No presente experimento,
foram utilizados ovos de matrizes velhas (59 semanas), portanto, a perda de peso destes € facilitada
pela menor espessura da casca dos ovos. Ainda, o maior periodo de armazenamento resultou em
aumento do pH do albimen, tornando-o mais liquefeito. Estas caracteristicas da casca e do albumen
dos ovos, associada ao préprio aumento no periodo de armazenamento de trés para sete dias, acarreta
maior saida de dgua destes para o meio externo, resultando em maior perda de peso no
armazenamento.

Tabela 20. Perda de peso (%) dos ovos durante a incubagdo de acordo com as dietas e os periodos de
armazenamento dos ovos

Armazenamento (dias)

Cantaxantina (ppm) 3 7 Média
6 12,0 11,8 11,9
0 12,0 12,1 12,1
Média 12,0 12,0

Meédias ndo seguidas de letras distintas sdo semelhantes pelo teste F (p>0,05). CV=3,7%

Nao houve interagdo entre os tratamentos para a varidvel perda de peso dos ovos
durante a incubag@o. As dietas e os periodos de armazenamento ndo influenciaram (p>0,05) esta
resposta.

Estes resultados discordam de Walsh et al. (1995) que verificaram que o maior
periodo de estocagem aumentou a perda de peso dos ovos no armazenamento, resultando em menor
quantidade de dgua para ser perdida durante a incubagdo. Entretanto estes autores trabalharam com
periodos de armazenamento mais longos do que os deste experimento.

Tabela 21. Fertilidade (%) de acordo com as dietas e os periodos de armazenamento dos ovos

Armazenamento (dias)

Cantaxantina (ppm) 3 7 Média
6 91,2 90,1 90,6A
0 88,9 87,7 88,3B

Média 90,1 88,9

Letras distintas, maidsculas na coluna, sdo diferentes pelo teste F (p<0,01). CV=3,5%

Nao houve interag@o entre os tratamentos para a varidvel fertilidade. Independente
do armazenamento, a adi¢do de cantaxantina a dieta das fémeas e machos aumentou (p<0,01) a
fertilidade em 2,3 pontos percentuais quando comparado ao tratamento que ndo recebeu cantaxantina.
Independente da dieta, o periodo de armazenamento ndo influenciou (p>0,05) a fertilidade.

Estes resultados estdo de acordo com os encontrados por Souza et al. (2008), Scher
et al. (2009) e Rosa et al. (2010). O efeito da cantaxantina sobre a fertilidade pode ser devido ao efeito
antioxidante deste carotendide tanto na galinha quanto no galo. A melhora da fertilidade, relacionada
ao galo, pode ser devida a dois fatores: protecdo antioxidante dos espermatozdides e aumento da
quantidade de vitamina A. A protecdo dos espermatozdides contra a oxidacdo pode ter levado a
melhora na motilidade, aumento do ndmero de células espermdticas e reducdo nas alteracdes
morfolégicas, conforme observado por Ferreira (2010). Rutz et al. (2007) destacaram a importancia da
motilidade para os espermatozdides alcancarem a glandula hospedeira no oviduto da galinha. Ainda
Makker et al. (2009) e Bansal e Bilaspuri (2010) afirmaram que os carotendides dietéticos reduzem o
estresse oxidativo dos espermatozdides. A vitamina A € essencial para reproducdo nos machos, pois
mantém a espermatogénese, através da prote¢do do epitélio germinativo e manutencdo da integridade
das células intersticiais produtoras de testosterona (Zanini et al., 2001; Champe et al.; 2006). A
atividade pré-vitamina A da cantaxantina observada pelo aumento de vitamina A na gema do ovo
(Tabela 11) pode ter ocorrido no intestino do galo, aumentando as concentra¢des desta vitamina no
organismo dos machos. O aumento da fertilidade devido as galinhas pode ter sido na melhoria do
mecanismo antioxidante das glandulas hospedeiras de espermatozéides proposto por Rutz et al.
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(2005), reciclando a vitamina E, em papel semelhante ao desempenhado pela vitamina C, conforme
demonstrado por Bohm et al. (1997).

Tabela 22. Eclosdo (%) sobre ovos totais incubados de acordo com as dietas e os periodos de
armazenamento dos ovos

Armazenamento (dias)

Cantaxantina (ppm) 3 7 Média
6 84,3 81,0 82,6A
0 80,0 77,0 78,5B

Média 82,1a 79,0b

Letras distintas, mindsculas na linha e maitsculas na coluna, sdo diferentes pelo teste F (p<0,01). CV=4,6%

Nao houve interagd@o entre os tratamentos para a variavel eclosdo sobre ovos totais
incubados. Independente do armazenamento, a adicdo de cantaxantina a dieta das matrizes aumentou
(p<0,01) a eclosdo total em 5,0% quando comparado ao tratamento que ndo recebeu cantaxantina.
Independente da dieta, o periodo de armazenamento de sete dias reduziu (p<0,01) a eclosdo total em
3,8% quando comparado aos ovos armazenados por trés dias.

Tabela 23. Eclosdo (%) sobre ovos férteis incubados de acordo com as dietas e os periodos de
armazenamento dos ovos

Armazenamento (dias)

Cantaxantina (ppm) 3 7 Média
6 92,4 89.9 91,1A
0 90,0 87,9 88.,9B

Média 91,2a 88,9b

Letras distintas, mindsculas na linha e maidsculas na coluna, sdo diferentes pelo teste F (p<0,01). CV=3,2%

N3ao houve interacdo entre os tratamentos para a variavel eclosdo sobre ovos férteis
incubados. Independente do armazenamento, a adicdo de cantaxantina a dieta das matrizes aumentou
(p<0,01) a eclos@o dos ovos férteis em 2,4% quando comparado ao tratamento que ndo recebeu
cantaxantina. Independente da dieta, o periodo de armazenamento de sete dias reduziu (p<0,01) a
eclosdo dos ovos férteis em 2,5% quando comparado aos ovos armazenados por trés dias.

Os resultados referentes as taxas de eclosdo, sobre ovos totais € ovos férteis
incubados, em funcdo da dieta em estdo de acordo com os encontrados por Souza et al. (2008), Scher
et al. (2009) e Rosa et al. (2010). Os resultados referentes as taxas de eclosdo, sobre ovos totais e
férteis incubados, em func¢do do periodo de armazenamento estdo de acordo com os encontrados por
Meijerhof et al. (1994), Lapdo et al. (1999), Heier e Jarp (2001), Elibol et al. (2002), Ferreira (2006),
Elibol e Brake (2008), Yassin et al. (2008), Schmidt et al. (2009) e Tanure et al. (2009). O aumento
das taxas de eclosdo nos ovos das aves que receberam cantaxantina dietética e nos ovos armazenados
por menor periodo foi devido a redu¢do na mortalidade observada a partir de 15 dias de incubagio,
discutida adiante na Tabela 26.

A adicdo de cantaxantina a dieta das matrizes pode ter resultado em dois efeitos
positivos para o embrido: maior concentracdo de cantaxantina na gema e menor quantidade de
produtos oxidados transferidos a gema do ovo. A maior concentracio de cantaxantina na gema (Tabela
10) resultou em maiores quantidades de vitaminas antioxidantes capazes de proteger os tecidos
embriondrios da oxidagcdo durante a incubagdo. Além disso, a cantaxantina pode ter exercido efeito
antioxidante in vivo na galinha, semelhante ao observado por Botsoglou et al. (2005). Vale ressaltar
que a fonte de fésforo das dietas deste experimento foi farinha de carne e ossos, que é um produto
bastante susceptivel a peroxidagdo. Desta forma, a cantaxantina pode ter exercido efeito antioxidante
sobre os lipidios da racdo, diminuindo a transferéncia de produtos da oxidacdo (perdxidos,
hidroperéxidos, malondialdeido entre outros compostos) para a gema em formacdo, que seriam téxicos
para o embrido.
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N

O prejuizo a eclosdo causado pelo aumento do periodo de armazenamento é
conhecido e amplamente discutido na literatura. Entretanto, os trabalhos publicados até o momento
atribuem esta queda na eclosdo a deterioracdo na qualidade do albimen, redug¢do na viabilidade
embriondria em func¢do de necrose celular, apoptose ndo programada, alteracdes morfoldgicas do
blastodermo, anormalidades embriondrias e diminuicdo no metabolismo celular. Estes fatores
realmente ocorrem no periodo de armazenamento prolongado e sdo importantes causas de aumento da
mortalidade embriondria e reducdo da eclodibilidade. Entretanto, neste trabalho outras trés causas
foram observadas e podem ter contribuido para reduzir a eclosio, sendo estas, a diminuicdo dos niveis
de cantaxantina, extrato etéreo e dcidos graxos monoinsarurados na gema dos ovos armazenados por
sete dias comparados aos ovos armazenados por trés dias, apresentada nas Tabelas 10, 14 e 17,
respectivamente. Segundo Cherian e Sim (1997), os lipidios da gema sdo importantes para a nutricdo
do embrido em desenvolvimento. Latour et al. (2000) afirmaram que os embrides obtém mais de 90%
da sua necessidade energética da oxidagdo dos dcidos graxos derivados dos lipidios da gema. Neste
experimento, os ovos armazenados por sete dias apresentaram menor quantidade de extrato etéreo na
gema em func¢do da oxidagdo dos lipidios. Desta forma, a mortalidade embriondria pode ter sido em
funcdo da reducdo de energia disponivel para os embrides destes ovos quando comparado aos
armazenados por trés dias. Além disso, a menor concentra¢do de cantaxantina na gema, em funcdo da
oxida¢do desta devido ao armazenamento dos ovos por sete dias, resultou em menores quantidades de
vitaminas antioxidantes capazes de proteger os tecidos embrionarios da oxidacdo durante a incubacio,
quando comparado aos ovos armazenados por trés dias.

Tabela 24. Mortalidade embriondaria de zero a sete dias (%), calculada sobre ovos férteis incubados de
acordo com as dietas e os periodos de armazenamento dos ovos

Armazenamento (dias)

Cantaxantina (ppm) 3 7 Média
6 3,5 5,5 4,5
0 4,7 4,5 4,6
Média 4,1 5,0

Meédias nao seguidas de letras distintas sdo semelhantes pelo teste F (p>0,05). CV=49,1%

Nao houve intera¢do entre os tratamentos para a varidvel mortalidade embriondria
de zero a sete dias. As dietas e os periodos de armazenamento nfo influenciaram (p>0,05) esta
resposta.

Estes resultados nao estdo de acordo com Ferreira (2006), Fasenko (2007), Elibol e
Brake (2008). A literatura demonstra que o periodo prolongado de armazenamento aumenta as
mortalidades inicial e final, entretanto, estes autores avaliaram periodos de estocagem dos ovos
superiores a sete dias.

Tabela 25. Mortalidade embriondria de oito a 14 dias (%), calculada sobre ovos férteis incubados de
acordo com as dietas e os periodos de armazenamento dos ovos

Armazenamento (dias)

Cantaxantina (ppm) 3 7 Mediana
6 0 0 0
0 1,3 0 0
Mediana 0 0

Medianas ndo seguidas de letras distintas sdo semelhantes pelo teste de Kruskal-Wallis (p>0,05).

Nao houve interag¢do entre os tratamentos para a varidvel mortalidade embriondria
de oito a 14 dias. As dietas e os periodos de armazenamento ndo influenciaram (p>0,05) esta resposta.

A mortalidade embriondria de oito a 14 dias é geralmente baixa como observada
neste experimento. A contaminacio dos ovos € a principal causa de aumento na mortalidade nesta fase
(Boleli, 2003). Apesar de, neste experimento, terem sido utilizados ovos de galinhas velhas, que sdo
mais susceptiveis a contaminacio devido a pior qualidade de casca, ndo foi observada contaminacdo
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dos ovos, conforme observado na Tabela 27, justificando a baixa mortalidade intermedidria em todos
os tratamentos.

Tabela 26. Mortalidade embrionaria de 15 a 21 dias, incluindo ovos bicados (%), calculada sobre ovos
férteis incubados, de acordo com as dietas e os periodos de armazenamento dos ovos

Armazenamento (dias)

Cantaxantina (ppm) 3 7 Média
6 3,2 3,6 3.4A
0 3.9 6,1 5,0B
Média 3,6a 4,8b

Letras distintas, minisculas na linha e maitsculas na coluna, sdo diferentes pelo teste F (p<0,01). CV=23,1%.

Nao houve interacdo entre os tratamentos para a varidvel mortalidade embrionaria
de quinze a 21 dias, incluindo ovos bicados. Independente do armazenamento, a adicdo de
cantaxantina a dieta das matrizes reduziu (p<0,01) a mortalidade a partir de 15 dias de incubagdo em
32 % quando comparado ao tratamento que ndo recebeu cantaxantina. Independente da dieta, o
periodo de armazenamento de sete dias aumentou (p<0,01) a mortalidade a partir de 15 dias em 25%
quando comparado aos ovos armazenados por trés dias.

O efeito negativo do maior periodo de armazenamento sobre a mortalidade
embriondria a partir de 15 dias estd de acordo com Ferreira (2006), Fasenko (2007), Elibol e Brake
(2008).

A mortalidade embriondria foi considerada a partir de 15 dias de incubagdo, pois
neste periodo da incubagdo inicia o aumento do metabolismo embriondrio (Rocha et al., 2008). Este
aumento do metabolismo significa maior consumo de oxigénio (Wilson et al., 1992) e maior oxidagdo
de lipidios da gema para atender aos requisitos energéticos do embrido (Latour et al., 2000). Estes
fatores associados a alta concentracdo de PUFA dos tecidos embrionarios (Surai et al., 1997), tornam o
embrido mais susceptivel & peroxidacdo. Desta forma, a adicdo de cantaxantina a dieta das matrizes
aumentou a quantidade de antioxidantes na gema capazes de proteger os tecidos embriondrios,
resultando em menor mortalidade neste periodo, quando comparado aos embrides das matrizes que
ndo receberam cantaxantina na dieta.

O armazenamento dos ovos por sete dias reduziu a quantidade cantaxantina e
extrato etéreo na gema do ovo fresco em funcdo da oxidacdo dos lipidios e vitaminas lipossoliveis.
Desta forma, a maior mortalidade embriondria ap6s 15 dias observada nestes ovos pode ter ocorrido
em funcdo de aporte insuficiente de energia para os embrides e menores quantidades de vitaminas
antioxidantes capazes de proteger os tecidos embriondrios da oxidacdo durante o aumento do
metabolismo, quando comparado aos ovos armazenados por trés dias.

Tabela 27. Mortalidade embriondria em funcdo de contaminagdo e desidratacdo dos ovos (%),
calculada sobre ovos férteis incubados, de acordo com as dietas e os periodos de armazenamento dos
0vOos

Armazenamento (dias)

Cantaxantina (ppm) 3 7 Mediana
6 0 0 0
0 0 0 0
Mediana 0 0

Medianas ndo seguidas de letras distintas sdo semelhantes pelo teste de Kruskal-Wallis (p>0,05).

Nao houve intera¢do entre os tratamentos para a varidvel mortalidade embrionéria
em funcdo de contaminagdo e desidratacdo dos ovos. As dietas e os periodos de armazenamento ndo
influenciaram (p>0,05) esta resposta.
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Apesar de, neste experimento, terem sido utilizados ovos de galinhas velhas, que
sdo mais susceptiveis a contaminag¢do e desidratacdo devido a pior qualidade de casca, ndo foi
observada mortalidade por estas causas. A auséncia de contaminacdo e desidratagdo dos ovos foi
devida a criteriosa classificacdo dos ovos incubaveis. No incubatério em que foi realizado o trabalho,
maquinas classificadoras de peso foram utilizadas para compor as bandejas de incubagdo. Ovos de
aves velhas sfo muito susceptiveis a trincas e quebram facilmente quando classificados
automaticamente. Assim, apds a composi¢cdo das bandejas de incubacdo, os ovos foram
cuidadosamente inspecionados e os que apresentavam trincas aparentes foram substituidos por ovos
com casca integra.

4.1.4. Avaliagdes relativas aos embrides e pintos
As avaliagOes relativas aos embrides e pintos encontram-se nas tabelas 28 a 33.

Tabela 28. Peso (g) do embrido aos 18 dias de incuba¢do de acordo com as dietas e os periodos de
armazenamento dos ovos

Armazenamento (dias)

Cantaxantina (ppm) 3 7 Média
6 32,8 31,1 32,0
0 32,6 31,7 32,1
Média 32,7a 31,4b

Letras distintas, mindsculas na linha, sio diferentes pelo teste F (p<0,01). CV=5,8%.

Nao houve interacdo entre os tratamentos para a varidvel peso do embrido aos 18
dias de incubagdo. Independente do armazenamento, a adi¢do de cantaxantina a dieta das matrizes ndo
influenciou (p>0,05) o peso do embrido. Independente da dieta, o periodo de armazenamento de sete
dias reduziu (p<0,01) o peso do embridio aos 18 dias quando comparado aos ovos armazenados por
trés dias.

Tabela 29. Matéria seca (%) do embrido aos 18 dias de incubag¢do de acordo com as dietas e os
periodos de armazenamento dos ovos

Armazenamento (dias)

Cantaxantina (ppm) 3 7 Média
6 17,7 17,1 17,4
0 17,6 16,8 17,2
Média 17,7a 17,0b

Letras distintas, mindsculas na linha, sio diferentes pelo teste F (p<0,01). CV=6,3%.

Nao houve interacdo entre os tratamentos para os resultados de matéria seca do
embrido aos 18 dias de incubagdo. Independente do armazenamento, a adi¢do de cantaxantina a dieta
das matrizes nio influenciou (p>0,05) a matéria seca do embrido. Independente da dieta, o periodo de
armazenamento de sete dias reduziu (p<0,01) a matéria seca do embrido aos 18 dias quando
comparado aos ovos armazenados por trés dias.

Os resultados de peso e matéria seca do embrido aos 18 dias estdo de acordo com
Mather e Laughlin (1976 e 1977), Walsh et al. (1995), Christensen et al. (2002), Schmidt et al. (2002),
Tona et al. (2003) e Fasenko (2007). Segundo estes pesquisadores, o armazenamento aumenta
excessivamente o pH, interferindo na ativacdo do desenvolvimento embriondrio precoce realizada por
enzimas pH-dependentes. Além disso, embrides provenientes de ovos armazenados por mais tempo
apresentam aumento tardio na producdo de corticosterona, necessdria para estimular a conversao de T4
em T3, sendo o aporte adequado deste ultimo hormodnio essencial para o crescimento,
desenvolvimento e metabolismo do embrido. Desta forma, o periodo prolongado de armazenamento
dos ovos atrasa o desenvolvimento embrionario e reduz a taxa metabdlica do embrido, resultando em
embrides mais leves e menor deposi¢do de tecidos corporais aos 18 dias de incubacio.
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Tabela 30. Peso (g) do pinto ao nascimento de acordo com as dietas e os periodos de armazenamento
dos ovos

Armazenamento (dias)

Cantaxantina (ppm) 3 7 Média
6 48,6 48,0 48,3
0 49,2 48,3 48,8
Média 48,9 48,2

Meédias ndo seguidas de letras distintas sdo semelhantes pelo teste F (p>0,05). CV=5,9%.

Nao houve interagdo entre os tratamentos para a varidvel peso do pinto ao
nascimento. As dietas e os periodos de armazenamento ndo influenciaram (p>0,05) esta resposta.

Ao nascimento, ndo foi possivel verificar retardo no desenvolvimento embriondrio
ou reducdo do metabolismo em fun¢do do periodo de armazenamento, como observado no embrido
aos 18 dias (Tab. 28 e 29). Isso pode ter ocorrido porque o nascimento dos pintos foi realizado com
512 horas, portanto, neste momento os pintos ji tinham eclodido, pois estavam completamente
formados. No caso dos embrides, os mesmos foram retirados dos ovos aos 18 dias no mesmo
momento em todos os tratamentos, desta forma foi possivel observar as diferencas no
desenvolvimento embrionario.

Tabela 31. Peso absoluto (g) do saco vitelino ao nascimento de acordo com as dietas e os periodos de
armazenamento dos ovos

Armazenamento (dias)

Cantaxantina (ppm) 3 7 Média
6 7,2 6,7 7,0
0 7,0 6,7 6,9
Média 7,1 6,7

Meédias ndo seguidas de letras distintas sdo semelhantes pelo teste F (p>0,05). CV=22,1%.

Nao houve interag@o entre os tratamentos para a varidvel peso absoluto do saco
vitelino do pinto ao nascimento. As dietas e os periodos de armazenamento ndo influenciaram
(p>0,05) esta resposta.

Tabela 32. Peso relativo (%) do saco vitelino do pinto ao nascimento de acordo com as dietas e os
periodos de armazenamento dos ovos

Armazenamento (dias)

Cantaxantina (ppm) 3 7 Média
6 14,8 14,0 14,4
0 14,2 13,9 14,1
Média 14,5 14,0

Meédias ndo seguidas de letras distintas sdo semelhantes pelo teste F (p>0,05). CV=20,3%.

Nao houve interacdo entre os tratamentos para a varidvel peso relativo do saco
vitelino. As dietas e os periodos de armazenamento ndo influenciaram (p>0,05) esta resposta.

Segundo Rocha et al. (2008), os pesos absoluto e relativo do saco vitelino sdo
influenciados pelo tamanho do ovo. Como neste experimento, o peso dos ovos foi limitado entre 64 e
76,5g em todos os tratamentos, o efeito deste sobre o saco vitelino foi eliminado. Desta forma, ndo foi
observada diferencga nestas respostas em fung@o dos tratamentos.
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Tabela 33. Valor de TBARS (mg de malondialdeido/kg de saco vitelino) do saco vitelino de acordo
com as dietas e os periodos de armazenamento dos ovos

Armazenamento (dias)

Cantaxantina (ppm)

3 7
6 0,53Aa 0,48Aa
0 0,55Aa 0,13Bb

Letras distintas, mintsculas na linha e maidsculas na coluna, sdo diferentes pelo teste SNK (p<0,00001).
CV=22,1%.

Houve interacdo entre os tratamentos para a varidvel valor de TBARS do saco
vitelino. Os sacos vitelinos dos pintos provenientes dos ovos armazenados por sete dias e das matrizes
alimentadas com cantaxantina na dieta apresentaram menor valor de TBARS do que os demais
tratamentos.

O valor de TBARS do saco vitelino indica o estresse oxidativo da amostra,
portanto era esperado que o saco vitelino dos pintos do tratamento “ovos de matrizes alimentadas com
cantaxantina e armazenados por sete dias” apresentasse maior valor d¢ TBARS do que o dos demais
tratamentos. As andlises laboratoriais indicaram o contrario, pois de acordo com os valores de TBARS
este tratamento (B7) apresentou menor peroxidacdo. Isso pode ter ocorrido em fungido da falta de
especificidade do TBARS, ja que segundo Fellenberg e Speisky (2006), o MDA nio € o tinico produto
da oxidag@o dos lipidios que reage com o 4cido tiobarbitdrico. Os demais tratamentos (A3, A7 e B3)
podem ter apresentado valores muito baixos de MDA, provocando a reacdo de outras substincias
(aldeidos ndo provenientes de oxidacdo lipidica) com o &cido tiobarbitirico, superestimando os
resultados.

4.2. Experimento II

Os resultados de fertilidade em funcdo dos tratamentos estdo demonstrados na
Tabela 34 e na Fig. 14.

Tabela 34. Fertilidade (%) em funcdo das dietas e das idades das matrizes

Cantaxantina Idade das matrizes (semanas) Média
(ppm) 50 51 55 59 60
6 98,1 97,5 94,5 91,1 91,2 94,5 A
0 94,9 95,4 90,8 87,3 88,9 91,5B
Média 96,5 96,4 92,7 89,2 90,1 L

A,BMédias seguidas de letras distintas, maidsculas na coluna, sdo estatisticamente diferentes pelo teste F
(p<0,0001). LRegressﬁo linear, para as idades das matrizes, pelo teste F (p<0,01). CV =4,5%
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Figura 14. Fertilidade em func¢éo da idade das matrizes

Nao houve interag@o entre os tratamentos para a varidvel fertilidade. Independente
da idade, a adi¢@o de cantaxantina a dieta das matrizes aumentou (p<0,0001) a fertilidade em 3,2%
quando comparado ao tratamento que ndo recebeu cantaxantina. Independente da dieta, a fertilidade
reduziu 0,75% (p<0,0001) por semana de envelhecimento das matrizes entre 50 e 60 semanas de
idade.

Os resultados referentes ao efeito da dieta estdo de acordo com os encontrados por
Souza et al. (2008), Scher et al. (2009) e Rosa et al. (2010). Os resultados referentes a influéncia da
idade sobre a fertilidade estdao de acordo com Lake (1989) e Hocking (1989).

O efeito positivo da cantaxantina sobre a fertilidade pode ser devido ao efeito
antioxidante deste carotendide tanto na galinha quanto no galo, conforme explicado anteriormente
para os resultados da Tabela 21.

O efeito negativo da idade sobre a fertilidade poderia ser explicado pela maior
susceptibilidade dos espermatozéides dos galos velhos aos danos oxidativos, demonstrado por Weir e
Robaire (2007), que foi compensado, somente em parte neste experimento, pela adicdo de antioxidante
a dieta. Estes danos oxidativos podem ter causado altera¢ées na cromatina, influenciando a fertilidade
dos galos com a progressdo da idade (Rodrigues et al., 2009). Outros fatores observados nos galos
velhos, que ndo podem ser melhorados com a adi¢do de antioxidantes, incluem redugdo do niimero de
espermatozéides no ejaculado, menores libido e nimero de cépulas férteis (Rocha Jinior e Baido,
2001). Quanto a reducdo na fertilidade devido aos fatores relacionados as galinhas, pode ter ocorrido
reducdo na eficiéncia do mecanismo de agdo antioxidante das glandulas hospedeiras sobre os
espermatozéides armazenados no oviduto, com o avango da idade (Rutz et al., 2005), que foi
compensado em parte pela adi¢cdo de cantaxantina na dieta das fémeas. Além disso, o declinio na
duracdo da fertilidade com a idade pode ter resultado de uma maior facilidade na liberacdo dos
espermatozéides das glandulas hospedeiras das galinhas, reduzindo o nimero de espermatozoéides
aptos a realizarem a fertilizacdo do odcito (Rutz et al., 2007).
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5. CONCLUSAO

A cantaxantina, na quantidade de 6ppm, pode ser utilizada como antioxidante nas
dietas das matrizes pesadas para minimizar os efeitos negativos do armazenamento sobre o rendimento
de incubac@o e da idade sobre a fertilidade.
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Quadro 1. Monitoramento da fertilidade, eclosdo sobre ovos totais incubados e sobre ovos férteis
incubados, em porcentagem, dos galpdes que constituiram os tratamentos COM e SEM adicdo de

ANEXO 1

cantaxantina*®
40 SEMANAS DE IDADE
TRAT Fertilidade (%) Eclosao Total (%) Eclosio sobre férteis (%)
COM 98,2 85,9 87,5
SEM 97,5 86,5 88,7
CV (%) 1,1 3,7 3,6
41 SEMANAS DE IDADE
TRAT Fertilidade (%) Eclosao Total (%) Eclosio sobre férteis (%)
COM 98,9 84,4 85,3
SEM 98,2 85,4 87,0
CV (%) 1,1 5,1 5,3
42 SEMANAS DE IDADE
TRAT Fertilidade (%) Eclosao Total (%) Eclosao sobre férteis (%)
COM 98,8 87,2 88,3
SEM 98,5 87,1 88,4
CV (%) 1,2 2,7 2,7
43 SEMANAS DE IDADE
TRAT Fertilidade (%) Eclosao Total (%) Eclosio sobre férteis (%)
COM 98,3 88,0 89,5
SEM 99,1 91,0 91,9
CV (%) 1,1 3,9 3,8
44 SEMANAS DE IDADE
TRAT Fertilidade (%) Eclosao Total (%) Eclosio sobre férteis (%)
COM 98,7 88,8 90,0
SEM 98,9 91,2 92,2
CV (%) 1,1 32 3,2
45 SEMANAS DE IDADE
TRAT Fertilidade (%) Eclosio Total (%) Eclosio sobre férteis (%)
COM 96,5 84,6 87,6
SEM 97,3 86,5 88,9
CV (%) 1,8 5,8 4,6

Os tratamentos sdo semelhantes entre si pelo teste F em todas as semanas avaliadas (p>0,05)
*Desde 40 até 45 semanas de idade, as matrizes foram alimentadas com a mesma racio. A partir da
46a semana de idade, as rac¢des diferiram apenas pela adicdo de 6ppm de cantanxantina.




ANEXO 2

Determinacdo de apoester e cantaxantina na gema do ovo

Determination of apoester and canthaxanthin in egg yolk

J. Schiera and C. Fray

Range |

Above (L5 mgkg

Structures |

al-=-Canthaxanthin

W/\TWF.H,

al-E-Apoester
{all-E-ethy-p-apo-5'-cartenoais)

Principl |

Egq yolk 5 diuted with water. The emuision |5
mbad wih efhana and extracted wih -
hexane on the honzontdl shaker. The
carotenoics are analysed by Injecing an
allquot of e n-hexane phase Into 3 nomal-
phase HPLC using the detection wavelenga of
456 rm.

» Dispersing Irstrument (e.g. LISE-Tumae,
T325 combined with 3 10 mm dspersing
aggregate. IKA)

= Vortsr ormital naker (2. VINE
Intemationai)

= Water bath with reflux condensers (eg.
GFL)

» Horzontal Shaker (2.0, HS501 digital,
IA)

+ Spectophotometsr e.g. UVICON 530,
Kontron)

Apomter and carfsmantin i agg yolk - verslas 1.0 (06 DA 9]

+ Cantrifuge [2.0 Megafuge 1.0, Herasus)

+ Balancs [a.q PM 2000 and AT 261 Datta
Fange, Metlier-Toiedo)

+ HPLC (.. LaChrom 7000 with LAMAS
detactor L7420, Merk-Hitachi Int.,
chromaography data system)

Reapents |

A5 tar as possible, only reagents of analytical
grade ars Used

+ Butylatzd hydroeytaiuene (BHT, £ ICN
Blochemicals no. 203524)
+ CHbomiom, acidres (2.0 Fluka no.
2550
Cyclohexane {e.g. Merck no. 1.098555)
n-Hexane je.g. Merck no. 1.04367)
n-Hegtare (2.0 Merck no. 1.04379)
Acetone (£.g. Mesck no. 1.000014}
+ Ethangl, absokite g.g. Merck no.
1.00263)
»  FReference sUDsiances:
all-E-Canthaxanthin and al-£-
{= ail-E-2thyl-8-ap0-3'-camtenoate) (2.0
. GE{'I"I'IE"I}'

Standard solution and callbration |

Preparation of standard schufion:

Welgh accuraisly appme. 3 mg of alE-
canfizxanthin or all-E-spoester [al-E-athyl-f-
apo-f-carternate;  reference  substance,
respectivesy) and 1 g of BHT Inta 3 100 mi
voiumedic flask, dissoive In 10 mi of chioro-
form [supponsd by ulrasonic treatment) and
make up o volume with cyciohexans. Transfer
S mi of the solution fo 3 100 mi volumelric
flask and make up o volume with
cycohexane, resuing In aposster  of
canmaeanthin coneen@ions of appry. 1.5
mg In cyciohexaneschiomfom (98.50.5; viv).

Spectrophofometry of standand soluthona:

Immedately aMer preparation, measwre the
conceniralions of the &andand  solUlons
spectophotometrically & the respactve ab-
soption madma  (al-E-apoesten  apono
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443 nm; alkE-canthaxanthin: 470 nm, blank
cydiohexans) and caculate the concentrations
according to e foilowing fomulas:

e Frgt] - 20N O]

Catomcantru b

] - Aserten 10000

2550 Ejnof al-E-aposster (= al-E-gthyi-f-
~canotenaate] In cyckohexane [1]
200 B of allE-canthaxanthin In cycio-

HPLC of atandard sclution:

Immedately after preparation, Inject at least
six 20 pl-aliquots of the sandand saiutions Into
the HPLC system. Determine the fold
areas of the chromatogams (Indudng the
paaks of the al-E-dsomers, the Z-somers and
poientialy present coiowed Impurties, but
excluding the solvert paak). The peak area of
all-E-apoester or alFE-canthaxanthin should
ewcead 95 % of the total peak arsa of the
mespecive  chromatogram.  Calulae  the
regpones Tactors (FF) Tor al-E-apoests o all-
E-zanthaxantnin usng the mean wotd peak
areas obtaned from all chromatograms and
the spectrophotometncally measured apoesier
of canthaxanmin concenwations applying the
foliowing formuia:

i r-apoasmar or wiE-cansrucssin, ™ C

A Mean tolal peak area of dl recomied
chromatograms [mvs]

s Spectroofichometcally measursd ap0-
ester or canthaxanthin concentration
of the Standard soiltins [mg]

Constancy of HPLC system |

If the HPLC system Is not changed calibrtons
can be routinely performed eg. every thires
montns.  Duing the Inferval  between
callbrtions, the constncy of Me HPLC
gysiem shoukd be comimiled using contol
solutions analysed fogether with each sat of
gamples. Use heatdsomerised  standam
soluflons (@ mbdue of apoesier and
canaxanthin, which are stable over at least
3 monms If stored & approx. 5 °C In the
darkness.

Apoaster and carfsmanthin = agg yolk - versioe: 1.0§06 (4.9

Preparation of the control sclution:
Fredssoive approx. 1.5 mg of al-E-apossiar,
1.5 mg of all-E-canmaanmin and 0.5 g of
BHT In @ 500 mi volumetric flask In 10 mi of
chiorform. Délute the soiution Wwith apprce.
200 mi of nhexanedacetone (337, wv) and
refluxe for 1 h at a water bath temperature of
BI"C. After cooling to room temparzre, il
the soluion up to wolume wh 0
hexaneacetone (53:7; wiv). Pour the mixure
Into & dispenser botle, mbo weil, leave a room
temparaure gver might and then Il Into a
large numier of HPLC vials. Sedl the vials
carefully with Teflon/slicone sapta and siore
at approi. 5 "C [refrigemator) In the dark.

Procedurs

Welgh exacly approx. 10 g of the well mixed
£9g Yok IMo 3 S0-mi glass besker. Add
exacdy e same amount of demineriized
water and mix e emutsion using a dispersing
Instrument. Wiigh 1.00 g of the mbdure Into a
10 mi test fube, add 1 mi deminarmiized water
and 2 mil ehanci, and shake e mixiure using
a Vorte Acd 4 mi of rehexcane, ciose tha test
tuDe With 3 Si0pper, and Shake VIgoMmUSY With
a horlzontal shaker for 10 minutes. Cantrifuge
the emulsion for 5 miruiss 3t apgrox. 3000
om using a laboratry cemrfuge. FIE an
allquot of Me uppes rrhexane phase Imto 3
HPLC wia and Inject 20-50 | of the extract
Into the HPLC.

HPLC

Conditions

» Columr: LIChrsort®SIED, 5 pm,
250 % 4 mm, Mank)

+  MoDES pheses n-Neptaneacetone
[93:7; V), Isocratic

+ Flowrate 1.5 mifmin
» Pressure: 70-120 bar

» Temperature: ambient jo.g. 23 C)
Infiection voiume: 20-50 |
Detection wavaangttt 4565 nm

+ Fun ime: 15 min

Ratention timas

= Reatention of al-E-canthaxanthin:
7-14 min
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+ Fslative retention Imes
{in redation to all-E-carthaxarmin
o- and B-Caniene 021
all-=-Apoester 022
Z-Apoester: 024
all-E-Canthaxanthir 100
Z-Canthaxarinin; 100
all-E-Lutein: 105
al-E-Feaanthin: 120
Calculation |
Total apoester [mglkg] -
[Braazape = Arai- 43Ny,
5 Ry 20
Totd camhaanthin Frgig] -
B gcan + 13- Ag - 83 Y,
05 e 0

Possaee  Peak area of all-E-apoasier [Tivs]

Boa  Peak arsa of Z-ap0ester [mvs]

Poisca  PEakamea of al-E-canthaxanthin
[mE]

A cart Pealk anea of Z-canmaxanmin
[ms]

FFuca FResponse factor of al-E-apoester

3 mim;;mme factor of al-E-cantha-
¥armin [ryslimg]

Apoaster and carEsmanthin = agg yolk - versiae: 1.0§06 04 09

I50mers |5 1.3 times [ower than that
of al-E-canthaxanin, as a mean,
If the staied HPLC conditions ane
apoiad.)

05 Amourt of axtracted 2gg yolk [g]
[Sampie weight = 1 g of 20g yolk,
dliution 1:1]

43 Vilume of the nhexans mi]
{Due to egg yolk lipids, the volume
of the n-hexane phase |4 mi] ks
eniarped to 3 voume of 4.3 mi, 35
amean.)

Vi Injacied Voime of extract ]

20 Injected Voume of standand
salution ]
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Typical chromatogram of an agg yolk sxtract
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ANEXO 3

Determinagdo de vitamina a e dl-a-tocoferol nos premixes

Determination of vitamin A and dl-a-tocopherol acetate in

premixes

P. Hofmenn, W. Schisp

Range

Abave 1 MdLI.-‘igrnrﬂmn A" and abowe
1 gikg for tocophami acetae

Structurss

Wo«

FemH Foainal (Vitarnin &)

Fe=CCHy Feaieol acntels (Witamis A acotatn)

RO E i CHy  Ftienl pralestte
['itsarrin A prai et

o

FesH Tacophard (Witamis E]
Fe=COCHy Tocopherd acetets [Vitermin £ wetein]

Principls

= |itrasonic bath (e.g. TUC-130, 150W,
35 kHz, heatabie, Telsmnic,
Bronschhofian, Switzenand)

. Demmge[eglmwaamm:ge
oM Heraeus-Chils!

Dstemcle. Gemany; 10mi mrmmge
fubes)
+ HPLC modules:
Autosampies e.g. Waters WISP T17,
Millipore Corp., Miford, Ma 01757, USA)
HPLC pump f2.g. Jasco PU 980, Jasco
Conporation, Z3E7-5, Ishikavacho,
Hachiof, Tokya, Japan)
UV detector {e.g. Linaar LVIS 204,
Stagrema AG, CH-3204 Wallsallen,
Switzeriand}
Intagration system (2.g. V& Multichrom
Chomaiography System, Astmoore,
Cheshire, LK, comioined with 3 VAX

computer, DEC, Zonch, Swizerand)

Reagents |

The assay comprises enzymatic digestion of
geiatine coatings (without saponication) and
exfraction of the wiamin using a solvert
mibsure of acstone and tetmhydmfurane, The

exiE IS E'H}E-Eﬂ wia a3 reversed
phase HPLC column using UV-getection at
326 nm (vitmin A} and 285 nm (tocopherol
acesate).

Equipment

= Lab baance, accuracy 0.01 g (e.g. Mod.
P1Z200, Mettier Instrumerte AG,
Greflenses, Switzenand)

» Arciytical balance, sensitivity 00 mg
{e.g Mod. AT261, Meslier Instrumesnte
A, Creffensee, Switzenant)

T orversor factors e chigter ek, MiL=10" 1L

A5 tar 35 possible, only reagents of anaytical

orade ars used

» Vitamin A acetsbs (e.g. Dr. Enrenstorfer
GmoH, Augsburg, Gamany)

+ Vitamin ﬁpdn'itatemg Ox.
Enrenstorfer GmbH
Germany)

+ dl-z-Tocopherl acetate e.g. O,
Ehrenstorer GmbH, AUgsbung,
Germany)

+ Protex 5L (Genenca, Lelden, The

Natheriands)

Acetone (= 99.5%, e.g. Fluka)

Ethangl, absolute (= 99.5%, &.g. Merck)

Mieihanal (= 52.5%, &.0. Merck)

2-propand (= 99.5%, 2.0 Fuka)

Tetrahydrofurans [z 99.5%, eg. Fluka)

Ammonium hydrodde (25%, e.g. Fluka)

+  Ammonium hydrside solution (0025
Diluiz 1.0 mi of ammenium hydrodde

solution {25%) to 1000 mi using water.
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+  Extraction sciuion:
Mlx 9:|I.H wolumes of acetone and =ira-
hydrofurane

»  Moble phase:
Pipetie 20.0 mi of deminersised wabar
into a 1000 mi volumetric flask and
adjust 1o voiume using methanol,

Standard soluthon

Stock solutlons

itamin & acetats:

Ime a 100 mi wolumetic flask accuratsly
weigh about 55 mg of wiamin A acstate,
dissatve In 2-propandl and adust o volume
using 2-propandl.

itamin & palmitate:

Imo a 100 mi volumeltc flask accurataly
weigh about 70 mg vitamin A pamkae,
dissatve In 2-propancl and adust to volume
using 2-propandl.

dl-z-Tocophen acetats:
Imop a 100 mi wolumetnc flask accuratsly
weaigh abot 100 mg of di-o-tocophenol
acette, dissoive In 2-popandl and adust to
waiume using 2-propana.

The stock sciliions are sable for & months
when stored In the deep freezer (-18 *C).

‘Working standard solution

Pipstie the folowing quantities of siock
solutions Into @ 100 M volumetric fiask and

adust o wolume using 2-propanol.

WiEmIn A acetans: 2o0mi
Wiamin A palmitate: 20mi
d-o-Tocophend acetabe: S.0mi

The working standard solufion |5 sable for §
months when stored I the deep freezer -13
"Cy.

Assay procedurs |

cooilng 1o room temperature add appen. 60
il of Extraction SKiSon and Sonicate again for
10 minuiss &t 45°C. After cooling fo room
temperature, adjust to volume using extraction
solution. Cicse the flask wiih 3 suitable stopper
and shake well Dllue F necessary to
apppiaE concentrations (582 table 1 andior
2} using ethanol. Centrifuge an allquat of the
final solution untl a cear supematant |5
ootalned. Inject 20 ul of the daar supsmatsnt
Inta the HPLE.

Concertraton rege | Sl waighl Dt
Mich ™ Vitsmin Ay
w1 g 2 g -
1-18 wproe 15
] g 1 g 180
B0 g 1 g 1:38
P i) g g 1:50
300 g 1 g 1: 000
550 ealilg 1:38
Tabie 1
Cooatrator rarga |y | Sascls weight Dliusion
“Wttami= E og]
1= g 1 g -
20— 13 wopro 1 ]
100 - 30 g 1 g 1020
] g 01 g P98

Table 2, "dl-o-tocopherol acetaie

HPLC conditions

» Columr: Hypersll 005, 3 um, 125x4 mm
(Shandon, Astmore, Cheshire, LIK)

» Moiole phase: 2% demineralisad water in
methanol (52 Reagenis)

= Flow 1.0 mifmin

« Column temperature: 25 °C

» Pressure: approx. 50-150 bar

»  Injection voiume: 20

» Detection and @nge: wavelength and
sensfiviy program (see table balow)

« Runtime 20 min

s Caliration: exiemal standand, peak ancsa

Ime a 100 mi volumelic flask accuraiely
weigh the amount of sampis specified In tabie
1 anddior 2. Ackl apprax. 1 mi of Protax 6L and
10 mi of ammonium hydmxice solution. Treat
the mixture In an ultrasonic bath & 65 'C
under frequent swiring for 20 min. Afer

T fs] Wimemengh [nm] | Rlange [ALFE]
0350 pr) a5
Sin-S00 285 ]

L] k) At

B i i
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Ratention times

Vitamin A acetaie: approe. 3 min
d-o-Tocophera acetabs: approw. 7 min
Vi@min Apalmitate:  appece. 15 min

Callbration |

Calloration |5 perfomed via the peak area
using an extema Eandam. The working
standard souton Is Injecied repeatedly It
the HPLC sysem untl two consscutive
chromatograms are obtained with the same
area of peals of the vitamins {= 2.5% from the
mean value of the two Injections).

Calculations |

The mean resporse factors (RF) of the
vitamire ae calculgted accordng o the
faliowing TormuiE

A
C
Ao Mean peak area obtained from the
working standard solution fvs]
@ Congentration of vitamins in the working
sandard soiumon (dho-d
acetate; [ugmi], vitamin A acetate and

palmitater [ILfmi]}

The concentraions (o} of Me working standand
solifions are cakuated accordng o the
folowing formuias:

055 Conversion factor for vitamin A
palmitate [IU 1 0]

Lising the mean respones fackor {RF} from the
standard Injections and the area counds from
the sample Injection, Me viamin contents of
the sample are calculated according to the
foliowing formuia:

Am ¥V Vg
mgor U Vitaming - 2=
A, Peak area obtained fom the sampie
solution fivs]
W Volume of the sampie extract (100 mi)
[mi]

RF: Mean esponse facior

Wy Allquot of e sample exract fo ba
dihrted [y

Wy Final volume after diuticn [mi]

Varlation of results |

Appmo. + 5% for dowle cetemmirations
{eGtimanad)

Detaction Imit |
VItamin A acetas: 200000 1Lk

VItamin Apaimitate: 200000 IUKD

o - Tocopnensl acetste: 500 mo'kg

Remarks |

Mg -5-1000

[ U — T 00100

-2-100
Cotmnen o [ILIT] = 1;&:1[:0-0 EEE)
M -2-1000

Citursin & paimitass [ILIN] = 0 0 05E

Weight of standand subsiance [mg]
Aliquot iaken from e stock solufion

”E‘-"E

Aliquot taken from e stock solution

[mi]
1000: Conversion mg to ug
100; Violume of the stoek solution Jmi]
100; ‘Volume of the working standand solution

[m]
0.344: Conversion Tactor for vitamin A acstate
U 1o ]

Definifon of e conversion factos (U
{Intrrational Linis) 0 g;

11U Vitamin A = 0.3 ug alk-rans-retinol
[defiriticn aceording o biokogical adivity)

1 WU VIEamin A = 0.344 pg alHErs-retingl
BCELate [CONVETSION 3CCOMINg 10 Molecular
welgnt)

11U Vitamin A = 0.550 pg al-rErs-retinol
paimitate {conversion actonding to
milkelar weight)
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Chromatograms |

Chromatogram of a standard sclution |

00—
Witsrmin A prairitete 33,1 1Ll
v
‘itarmin A scetutn
8 L]
a0
=
¥ Witwmis E acetss
= a4 |56 jgirm]
:
1 ‘l
| \
- I | |\
—T T T T T T T T T T T T T T T T
o 2 4 L & 0 1z & W 18 3
Featarticn ime fmis]
Chromatogram of a premix exract
ako
iamis E acatats
a5

P N | N | N —

Hintartics e jmin]

The aralysed pramix contanad the VILamInG 3t the folowing levels: 15,6 MIIL vitamin A acetatekg,
92 g vitamin £ acetatekg
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Quadro 2. Composi¢@o em 4cidos graxos (%) da gema liofilizada em func@o das dietas e dos periodos

de armazenamento dos ovos

ANEXO 4

Cantaxantina Armazepamento C12:0 l4urico C14:0 mirfstico" C15:0 o
(ppm) (dias) pentadecandico
6 3 0,010 0,395 0,073
0 3 0,010 0,385 0,083
6 7 0,010 0,405 0,063
0 7 0,010 0,403 0,083
Can(t;;;t;tma Arma(z;:ir:si;nento C16:0 palmitico' C16:1 palmitoléico’ C17:0 margarico'
6 3 24,655 3,358 0,233
0 3 24,490 3,260 0,250
6 7 25,080 3,670 0,253
0 7 25,088 3,438 0,253
Can(t;;lai?)tma Arma(z;:ir:si;nento hecpltZ;llecCgl_élig;f C18:0 estearico’ C18:1 oléico®
6 3 0,143 8,473 42,410
0 3 0,153 8,375 42,118
6 7 0,155 8,343 41,403
0 7 0,153 8,563 41,075
Cantaxantina | Armazenamento C18:2 trans t- C18:2 linolgico® C18:3 trans t-
(ppm) (dias) linoléico ) linolénico’
6 3 0,123 13,760 0,200
0 3 0,148 14,030 0,210
6 7 0,110 14,180 0,218
0 7 0,115 14,305 0,230
Cantaxantina | Armazenamento | .3 nojanico? CI8:4 = | 20:0 araquidico!
(ppm) (dias) octadecatetreendico
6 3 0,300 0,020 0,050
0 3 0,290 0,020 0,048
6 7 0,323 0,020 0,048
0 7 0,323 0,020 0,048
Cantraniina | Amazenamento | €01 | o0y araquidonice’ | €220 behtnico
6 3 0,270 2,025 0,035
0 3 0,268 2,180 0,030
6 7 0,270 2,093 0,035
0 7 0,265 2,093 0,030
Cantaxantina | Armazenamento . L 22D .. C22:6 ..
(ppm) (dias) C24:0 lignocérico docosapentaendico docosahexaendico
PP (DPA)? (DHA)®
6 3 0,060 0,165 0,453
0 3 0,058 0,175 0,520
6 7 0,065 0,173 0,453
0 7 0,065 0,178 0,445

. T . i .o 3
Acidos graxos saturados', monoinsaturados” e poliinsaturados




