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RESUMO

Oxigénio (O-) e didxido de carbono (CO;) sao gases vitais para o embrido durante o processo de incubacao,
seu nivel é imprescindivel no momento da bicada, a fim de avaliar o efeito do nivel de diéxido de carbono
da In da incubadora sobre o embrionério. o desenvolvimento, os parametros de incubagéo e o subsequente
crescimento do frango, a perda de umidade, eclodibilidade, peso do frango, tamanho do frango, glicose no
sangue, hematdcrito e proteinas plasmaticas foram medidos. Foram selecionados 600 ovos de
reprodutores comerciais Cobb 500 de 41 semanas, com peso de 65 e 70 g, distribuidos em duas
incubadoras. Uma maquina foi mantida a 4000 ppm e a outra a 3000 ppm de CO:2. Foi utilizado um
planejamento fatorial 2 x 2. A eclodibilidade foi superior a 3.000 ppm de CO: e o0 peso do ovo foi de 65 g;
o frango mais pesado ficou com 70 g de ovo, quanto maior o CO2 ppm, menor a perda de umidade, menor
0 CO2 ppm, um frango maior foi observado, os niveis de glicose ndo foram afetados, mas os valores de
proteina plasmética foram inferiores a 3000 ppm de CO2. Os parametros de incubagéo sdo melhorados
diminuindo o ppm de CO: durante o processo de incubacéo.

Palavras-chave: incubacao, diéxido de carbono, embrido, gases.

ABSTRACT

Oxygen (O) and carbon dioxide (COy) are vital gases for the embryo during the incubation process, its level
is essential at pipping, to evaluate the effect of incubator carbon dioxide level on embryonic development,
hatching parameters, and post-hatch growth of broiler, humidity loss, hatchability, weight of chicken, size of
chicken, blood glucose, hematocrit and plasma proteins were measured. A total of 600 eggs from
commercial breeding Cobb 500 41 weeks, were selected by weight from 65 to 70 g, were distributed on two
incubators. A machine was kept at 4000 ppm and the other to 3000 ppm CO2. We used a 2 x 2 factorial
design. The hatchability was better to 3000 ppm of CO2 and egg weight of 65 g chicken egg; the chicken
was heavier with eggs of 70 g, to more ppm of CO: reduction in the loss of humidity, was observed over a
large chicken, blood glucose levels were not affected, but the values of plasma protein were less than 3000
ppm CO:2. Improved hatching parameters at lower ppm of CO2 during the incubation process.

Keywords: incubation, carbon dioxide, embryo, gases.
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ABREVIACOES
DE desenvolvimento embrionario SA Sindrome ascitica
CO2 dioxido de carbono UR Umidade relativa
pO2 presséo parcial de oxigénio 02 oxigénio

pCO:2 presséo parcial de dioxido de carbono

INTRODUGCAO

O desenvolvimento embrionario (DE) depende, em primeira instancia, dos poros da casca
que permitem a difusdo de oxigénio (O2) e dioxido de carbono (COz2) entre o ambiente
externo do ovo e o sangue do embrido (Cordeiro e Hincke, 2016). Essa troca gasosa se
desenvolve através da membrana corioalantéide (John, 2017), que é fornecida pelos
vasos sanguineos e cuja funcéo é semelhante a placenta de fetos mamiferos (Koyama e
Tennyson, 2016). A funcdo primaria do sistema respiratorio € transportar Oz e COz, entre
0 meio ambiente e os tecidos (D'Alba et al., 2017); portanto, a respiracao é regulada para
atender as demandas metabdlicas, fornecendo Oz e eliminando o CO2 (Okur, 2019). A
pressao parcial de oxigénio (pO2) e a pressao parcial de dioxido de carbono (pCO2) na
camara de ar sdo um estimulo para o embrido realizar a bicada (Deeming, 2016).
Gildersleeve e Boeschen (1983) realizaram um experimento com ovos de peru, onde
adicionaram niveis de CO2 superiores as concentracdes atmosféricas, a fim de estimular
a DE durante o inicio do periodo de incubacéo, embora a DE fosse estimulada, ndo houve
diferencgas na eclodibilidade entre os ovos incubados varia de CO2 atmosférico a 1% de
CO:2 durante os primeiros 2 dias de incubacéo, de modo que a temperatura da casca,
juntamente com a concentracdo de COg2, afeta o peso corporal do pintinho ao nascer
(Maatjens et al., 2014a; Maatjens et al., 2014Db).

De Smit et al (2006) e De Smit et al (2008) modificaram as condi¢des de ventilacdo, para
aumentar o CO2 durante os primeiros 10 dias do DE, usando duas cepas reprodutivas,
45 e 60 semanas de idade; com diferentes niveis de suscetibilidade a sindrome da ascite
(SA). Os niveis de CO2zresultaram em 1 e 1,5%, portanto, o DE10 de niveis mais elevados
de CO: resultou em maior peso corporal absoluto e relativo (ao peso do ovo) do que o
DE10 a DE18; apresentaram crescimento acelerado, niveis elevados de corticosterona e
T3 plasmatico e pCO2 mais alto na camara de ar; a janela de incubacéo foi menor no
tempo de 10 a 15 he o peso do pintinho foi maior em relacdo a ventilacdo normal. Da
mesma forma, Garcia et al (2013)Garcia et al (2013) restringiram a ventilagdo durante os
primeiros 10 dias de ED e encontraram uma melhora nos parametros de incubacgéo.

Durante a ultima fase de desenvolvimento, o embrido de galinha varia seu consumo de
02 com a temperatura ambiente (Deeming, 2016). Durante a 22 fase da DE, uma vez que
0 embrido produz seu proprio calor metabdlico, ele remove CO2 em uma faixa de 0,05 a
0,3% (D'Alba et al., 2017), portanto, também depende da difusdo de gases para atraves
do poros (Mortola e Labbe, 2005). Assim, uma condi¢ao hipoxica pode limitar a DE, limitar
o desenvolvimento do bico e do pé, desenvolver hipertrofia cardiaca, alteragées no ritmo
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cardiaco, edema pericardico e pulmonar, alteragcdes na hemoglobina e SA; ja no ultimo
estagio da DE, fase em que ocorre a condicdo hipdxica, o embrido consome até 60%
mais Oz (Burggren e Elmonoufy, 2017; John, 2017; Itani et al., 2018). Outro fator que
pode desempenhar um papel importante na DE é a altitude; uma vez que a condutancia
da casca diminui. Nesse estégio, o embrido precisa de energia do metabolismo anaerdbio
(Huang et al., 2017). A glicose sanguinea e as reservas de glicogénio tecidual sdo o que
fornece essa energia, necessaria para a incubacgéo (Fathollahipour et al., 2018). Sabe-se
gue existem diferencas no metabolismo de embriées com diferentes idades e linhagens
comerciais, portanto, se se pretende otimizar as condicfes de incubacao, é necessario
aprofundar suas necessidades (Hamidu et al., 2018).

O objetivo da presente investigacao foi determinar o efeito dos parametros de incubacéao
com dois niveis de CO2 e dois pesos de ovos.

MATERIAL E METODOS

O experimento seguiu as diretrizes institucionais e nacionais para o cuidado e uso de
animais; todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade de Colima. O estudo foi realizado com 600 ovos férteis de criador comercial
Cobb 500, com 41 semanas de idade e pesando 65 e 70 g. Os ovos foram colocados em
duas incubadoras comerciais de estagio unico (HatchTech; Gildetrom 25.3905 TB.,
Veenendaal, Holanda), com capacidade para 4800 ovos/cada. As maquinas, que
possuem sensor de temperatura (+ 0,1°F), sensor de umidade [+ 1% umidade relativa
(UR)] e sensor de CO2 (= 100 ppm). Os ovos foram virados num angulo de 45° e 90° a
cada hora.

A circulacao do ar era horizontal e laminar, através de radiadores perfurados, que causam
diferencas de presséao, para melhor distribuicdo do ar e fluxo uniforme em cada massa
de ovo, de cima para baixo e de frente para tras. As mesmas maquinas funcionavam
como nascedouros e, em ambas, era feito o gerenciamento rotineiro de uma incubadora,
desde a recepcao do ovo até a retirada das incubadoras.

Design experimental

O experimento foi estabelecido em delineamento inteiramente casualizado, com arranjo
fatorial 2 x 2, com 2 concentracdes de CO2 da incubadora (3000 vs. 4000 ppm) e 2 pesos
de ovos (65 e 70 g); os tratamentos foram divididos em 2 grupos subsequentes com 2
tratamentos por grupo. Anteriormente, uma selegao era feita onde ovos quebrados, sujos,
microfraturados, deformados e sem peso eram descartados. Os ovos foram identificados
individualmente, com um marcador de tinta indelével na ampla superficie onde esta
localizada a camara de ar. As maquinas incubadoras foram mantidas na mesma
temperatura por estagio durante todo o processo de incubacéo; 37,8 °C durante o dia O,
37,6°Cdodialao8,37,5°Cdodia9ao 1l e 37,2°Cdodial2ao 21. A UR foi mantida
a 50% ao longo do processo de incubacdo. A concentracdo de CO:2 foi monitorada
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durante todo o processo de incubacéo, para verificar se permanecia dentro das faixas
estabelecidas no protocolo de pesquisa.

Os critérios de resposta foram o peso individual dos ovos antes da incubacédo e durante
a transferéncia no dia 18, para determinar por diferenca de peso a perda de umidade,
eclodibilidade, peso corporal e tamanho (medi¢do do pico ao dedo médio sem considerar
a unha).

MedicOes de parametros sanguineos

Vinte embrides foram randomizados para uso na determinacdo de parametros
sanguineos. O sangue foi extraido da veia jugular dos embrides ou galinhas, com seringa
de 1 mL e agulha calibre 30, e coletado em tubos heparinizados. Posteriormente, o
sangue foi coletado em um capilar heparinizado (150 pL) e imediatamente apresentado
a um analisador de gases sanguineos (GEM Premier 3000; Instrumentation Laboratory.,
Lexington, Massachusetts), para determinar os critérios de resposta de glicose,
hematdcrito e proteina plasmatica.

Anélise estatistica

Os dados foram processados usando o programa estatistico (SAS, System, v. 8.2, Cary,
NC). As distribuicBes de médias e residuos foram examinadas para verificar as premissas
do modelo. A eclodibilidade, peso do pintinho, perda de umidade, tamanho do pintinho,
glicose, hematécrito e proteinas plasméticas foram analisados por tempo de
amostragem; usando regresséao linear geral (PROC GLM), com 2 concentracdes de COz,
2 pesos de ovos e sua interacdo como variaveis de classe. Para todos os parametros, o
pintinho foi considerado a unidade experimental. Foi realizado o teste de comparacdes
multiplas de Tukey, quando o efeito de grupo foi considerado significativo (P <0,05). Os
dados expressos em porcentagem foram transformados para a proporgdo do arco-seno
para analise.

RESULTADOS

Na Tabela 1, observa-se que o maior percentual de eclodibilidade foi com a concentragcao
de 3.000 ppm de COz2, e com 65 g no peso dos ovos. Os niveis de CO2 considerados no
experimento ndo afetaram o peso do frango; portanto, os tratamentos com 70 g de ovos
obtiveram frangos mais pesados. A menor porcentagem de perda de umidade em relacao
a concentracdo de CO: foi registrada a 4000 ppm e sem diferencas estatisticas (P <0,05),
entre os ovos com 65 e 70 g. O maior tamanho do frango com relagéo a concentracao de
CO: foi observado a 3000 ppm e sem diferencas estatisticas entre os ovos com 65 e 70

g.
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Tabela 1. Efeitos de 2 concentracfes de didxido de carbono na incubadora (3000 e 4000 ppm) e 2 pesos de ovos (65 e
70g) na eclodibilidade, peso do pintinho, perda de umidade, tamanho do pintinho, glicose, hematdcrito e proteinas
plasmaticas (n = 20 por CO2 x peso do ovo)

Fator Eclodibilidad Peso do Perda de Tamanho do Glicose Hematocrito Proteinas
e (%) frango (@) umidade (%)  frango (cm) (mg/dL) (%) plasmaticas (g/dL)
CO2 (ppm)
3000 88.102 46.53 10.192 19.442 200.05 33.60 2.43b0
4000 86.40P 47.00 8.70v 18.44b 188.85 36.80 2.712
Erro quadrado médio 2.77 291 2.59 0.22 373.53 12.05 0.17
Peso do ovo (g)
65 88.102 44,99 9.49 18.83 195.20 34.60 2.56
70 86.40P 48.542 9.41 19.06 193.70 35.80 2.59
Erro quadrado médio 2.77 2.91 2.59 0.22 373.53 12.05 0.17
CO2 (ppm) x peso do ovo (g) (9)
3000 x 65 88.60 44.13 10.51 19.44 195.60 34.30 2.34
3000 x 70 87.60 48.93 9.87 19.45 204.50 32.90 2.53
4000 x 65 87.60 45.85 8.47 18.22 194.80 34.90 2.78
4000 x 70 85.20 48.16 8.94 18.67 182.90 38.70 2.65
Valor P
CO2 0.03 0.38 <.0001 <.0001 0.07 0.006 0.04
Peso do ovo 0.03 <.0001 0.62 0.13 0.80 0.28 0.82
CO2 x peso do ovo 0.36 0.02 0.0007 0.15 0.09 0.02 0.23

a.b As médias dos minimos guadrados seguidas por sobrescritos diferentes numa coluna e fator sdo significativamente diferentes (P <0,05).
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Na Tabela 1, observa-se que a combinacdo entre as concentracées de CO2 e 0s pesos
dos ovos nédo apresentou diferencas dentro do grupo (65 e 70 g, respectivamente); mas
sim entre 0s grupos, com o menor peso do frango (P <0,05), no tratamento que combina
3000 ppm de CO2 com 65 g de ovos. Em relagédo ao tamanho do frango, o resultado com
maior tamanho foi observado na combinagao de 3.000 ppm de CO2, com ovos de 65 e
70 g. A concentracgéo de glicose no sangue ndo mostrou diferengas em ambos os fatores.
O maior percentual de hematdcrito com relagdo a concentracdo de CO: foi registrado em
4000 ppm e sem diferenca estatistica (P <0,05), entre os ovos com 65 e 70 g. A maior
concentracdo de proteinas plasmaticas em relacédo a concentracao de COz2, foi registrada
em 4000 ppm. O resultado com maior percentual de hematdcrito foi registrado na
combinacao de 4000 ppm de COz2, com ovos de 70 g.

DISCUSSAO

A eclodibilidade (é a capacidade do ovo de eclodir) melhora com uma concentracao mais
baixa de CO:2 (Fathollahipour et al., 2018). No presente trabalho, verificou-se que a menor
concentracdo de CO:2 melhora a eclodibilidade; portanto, a integridade da carcaca
desempenha um papel importante para a troca gasosa. Assim, quando o embrido atinge
o dia 18 de incubacéo, a respiracdo pulmonar comeca, onde o hormoénio tireoidiano
desempenha um papel importante no desenvolvimento do surfactante pulmonar (Hamidu
et al., 2018). O processo de respiracado pulmonar contribui com Oz para o embrido de
galinha (Deeming, 2016); porém, a maturacao da respiracdo pulmonar sem ter a casca
intacta, e com o0 aumento da demanda metabdlica de O2 ao final da incubacao, causam
um aumento da pCO: e diminuicdo da pO2 na camara de ar, (Flores-Santin et al., 2018),
ativando o mecanismo de gatilho de nascimento (Ramachandran e McDaniel, 2018).
Assim, a DE normal do frango depende das trocas de ar que ocorrem através da
membrana corioalantéide (John, 2017), que, junto com 0s poros da casca, realiza as
trocas de Oz e CO2 entre 0 sangue e 0 meio ambiente (Deeming, 2016).

A casca é a principal responsavel pela diferenca entre o pCO2 e o vapor d'agua, onde o
fluxo de O2 é afetado pela casca e pela membrana interna (Ramachandran e McDaniel,
2018); portanto, pode ser uma das principais razdes pelas quais a eclodibilidade n&o foi
eficaz num nivel mais alto de CO2. Da mesma forma, a condutancia do gas na casca
depende da relacdo entre a area do poro e seu comprimento; no final, essa relagéo
equivale a espessura da casca (Cordeiro e Hincke, 2016).

No presente estudo, observou-se que por haver menor concentracdo de CO2 no
ambiente, a eclosdo foi melhorada; uma vez que uma condi¢édo de hipdxia ndo foi criada
no final do processo de incubacéo e pO2 e pCO2 na camara de ar ndo foram afetados.
Quando os embrides sdo submetidos a condi¢cdes de hipdxia durante o processo de
incubacdo, o crescimento do corpo, bico e pernas é inibido; conforme mencionado
(Burggren e Elmonoufy, 2017). No experimento, o peso do frango néo foi afetado pelas
diferentes concentracdes de CO2, mas os frangos que sairam de ovos com 70 g foram
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mais pesados. Nesse sentido, sabe-se que o0 peso do frango esta diretamente
relacionado ao peso do ovo (D'Alba et al., 2017). O tamanho do frango era maior quando
a concentragdo de CO2 era de 3000 ppm, esses dados sugerem que se 0s embrides se
desenvolvem em condi¢gdes ambientais com baixa concentracéo de Oz, eles perdem peso
durante a bicagem e a incubagéo (Ramachandran e McDaniel, 2018). Portanto, embrides
em condi¢gbes densas de O2 ambiente ganham peso; Isso implica que os embrides em
ambientes ambientais ricos em Oz estdo melhor preparados metabolicamente para iniciar
a bicagem e o nascimento (Deeming, 2016).

No estudo, o tamanho do frango foi utilizado como critério de qualidade para determinar
o desempenho produtivo do rebanho; por outro lado, o contetddo de glicogénio nos tecidos
corporais é importante na exigéncia fisiolégica no momento do inicio da bicada (Maatjens
et al., 2014a; Maatjens et al., 2014b). Da mesma forma, influencia diretamente a
sobrevivéncia do embrido; Assim, no estudo, as condi¢cdes de CO2 ndo afetaram os niveis
de glicose no sangue das galinhas, o que pode condicionar a vitalidade das aves na
granja.

O nivel de hematdcrito apresentou tendéncia numérica ligeiramente superior no
tratamento com maior concentracdo de CO2, informacdo semelhante a relatada por
Scheele et al. (2003) que quantificou valores elevados de hematdcrito como resultado
dum aumento na resposta eritropoiética. A concentracdo de proteina plasmatica foi
menor quando as condigbes de CO: foram mantidas em 4000 ppm. Esses dados
sugerem que em ambientes ricos em COg2, a resposta eritropoiética € mais utilizada
(Ramachandran e McDaniel, 2018), e como consequéncia a concentracdo de proteinas
plasméticas € reduzida, conforme observado no presente estudo.

Durante DE de frango, incubadoras comerciais lidam com concentragbes de 4000 ppm
de COz2; mas com os resultados obtidos, sugere-se baixar a referida concentracdo para
3000 ppm, principalmente para melhorar a eclodibilidade.

CONCLUSAO

Concentragdes de CO2 de 3000 ppm melhoram a eclodibilidade, a perda de umidade e o
tamanho do pintinho; também tem baixos niveis de proteinas plasmaéticas.
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