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RESUMO

O Mycoplasma synoviae (MS) tem sido relacionado a problemas especificos na
casca de ovos, como Anormalidades no Apice da Casca (“Eggshell Apex
Abnormalities” - EAA) de ovos. Todos os estudos relacionados a EAA realizados até
o momento buscaram elucidar a etiologia e epidemiologia da lesédo, no entanto,
poucos dados existem sobre a qualidade dos ovos com EAA sob o ponto de vista
comercial, principalmente durante o armazenamento. O objetivo deste estudo foi
avaliar e comparar a qualidade interna e externa de ovos comerciais, com e sem
EAA armazenados em temperatura e umidade controladas, durante a estocagem por
28 dias. As variaveis analisadas foram: perda de peso ao longo do armazenamento,
espessura, resisténcia e peso e porcentagem da casca e Unidade Haugh (UH).
Foram coletados ovos de poedeiras brancas, de varias idades, em uma granja
avicola, em Bastos, S&o Paulo, Brasil. Foram utilizados 232 ovos no verdo e 400
ovos no inverno, sendo a metade deles com EAA e a outra metade considerados
ovos normais, em cada uma das duas estagcfes do ano estudadas. Foram
analisados ovos aos 02, 07, 14, 21 e 28 dias ap0s a postura. Ndo houve diferenca
(p>0.05) na média do peso entre os ovos em todos os périodos de analise, mas em
ambas as estacdes a perda de peso dos ovos com EAA foi aproximadamente 40%
maior do que a perda nos normais aos 28 dias de armazenamento. As perdas dos
valores de UH entre a primeira e dUltima andlise foram préximas de 40%,
independente do tipo de ovo ou estacdo. No verdo o apice da casca de ovos com
EAA foi menos espesso (p<0,0001) do que nos ovos normais, mas no inverno o
apice da casca dos EAA (p<0,0001) e a lateral (p=0,03) foram mais finos que na
casca dos ovos normais. A Presenca de EAA em ovos nao afetou o peso da casca
(p>0,05) e nem a porcentagem da casca (p>0,05). A resisténcia da casca de ovos
de EAA foi inferior (p<0,0001) a dos ovos normais, sendo 16,57 % no verao e 19,86

% no inverno.

Palavras-chave: Mycoplasma synoviae, resisténcia da casca, peso do ovo,

espessura de casca



ABSTRACT

Mycoplasma synoviae infection of hens has been associated to problems on eggshell
quality, being called as Eggshell Apex Abnormalities (EAA). Previous studies
investigating EAA addressed the epidemiology and etiology of the lesion, therefore,
little is known about the quality of EAA eggs under the commercial aspects,
especially during its storage. The objective of this study was to access differences
between EAA and normal eggs comparing internal and external quality parameters
during storage under controlled conditions for 28 days. It was analyzed the following
variables during storage: weight loss of eggs, thickness, strength, weight and
percentage of shell and Haugh Unit (HU). The eggs were collected, from layers hens
of various ages, in a poultry farm in Bastos, Sado Paulo, Brazil. It was collected 232
eggs in summer and 400 eggs in winter, being half of them with EAA and the other
half considered normal, in each of the two seasons of year studied. The eggs were
analyzed at 02, 07, 14, 21 and 28 days after lay. There was no difference (p>0.05) in
the average egg weight of EAA and normal eggs in all the days studied, but in both
seasons the weight loss in EAA eggs were approximately 40% higher than normal
eggs at 28 days of storage. The losses in HU scores from the first to the last
measurement were close to 40% regardless of egg type or season of production. In
the comparison of eggshell thickness, in the summer the apex of EAA eggs was
thinner (p<0.0001) than normal eggs, but in the winter for the EAA apex (p<0.0001)
and side (p=0.03) were thinner. The presence of EAA in eggs did not affect the
eggshell weight (p>0.05) or eggshell percentage (p>0.05). The eggshell strength of
EAA eggs was lower (p<0.0001) than normal eggs, being 16.57% in the summer and
19.86% in the winter.

Keywords : Mycoplasma synoviae, eggshell strength, egg weight, eggshell thickness
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1 INTRODUCAO

A avicultura de postura brasileira tem evoluido muito nos ultimos anos,
ocupando a sétima posicdo entre as dez maiores producdes mundiais de ovos
comerciais. Entretanto, as exportagées e o consumo per capta brasileiro, apesar de
estarem aumentando, ainda sdo muito baixos quando comparados aos dos maiores
produtores (FAO, 2012).

Para garantir os crescentes volumes de producao, assim como a qualidade
do produto, exigida pelo consumidor, € necessario garantir alimentacédo, manejo e
sanidade adequados as aves.

A avaliacdo da qualidade de ovo é dividida em parametros de qualidade
externa, como o percentual, limpeza, espessura e resisténcia da casca; e qualidade
interna, como Unidade Haugh (UH), tamanho da camara de ar, coloracéo e indice da
gema, manchas no albume e na gema e pH (STADELMAN, 1994; COUTTS;
WILSON, 2007). A qualidade externa ou da casca é de grande importancia desde o
produtor até o consumidor, pois essa embalagem natural do ovo é garantia da
qualidade interna. A principal perda econdmica ocorre devido a ma qualidade de
casca (SOLOMON, 1997) e é influenciada por outros fatores além dos infecciosos,
como genética, dieta, idade da ave, condicbes de ambientacdo (COUTTS; WILSON,
2007). Além disso, a perda de umidade pelos ovos ao longo da estocagem pode ser
aumentada pela ma qualidade de sua casca (PEEBLES, MCDANIEL, 2004).

No periodo de armazenamento dos ovos, a temperatura e a umidade relativa
do ar séo fatores que afetam a qualidade interna dos ovos, sendo as caracteristicas
do albume e da gema do ovo, os atributos utilizados para avaliagdo da qualidade
interna e perda de peso. (ALLEONI; ANTUNES, 2001). A queda na qualidade
interna, durante um armazenamento prolongado afeta as propriedades funcionais
dos ovos, como a coagulagdo do albume e da gema, formacédo da espuma pelo
albume e a emulsificagéo da gema, fatores nutricionais e o sabor e a cor conferidas
ao alimento preparado com ovos (MANO et al., 2002).

A presenca de disturbios fisiolégicos, como o estresse térmico, ou lesdo nos
tecidos do sistema reprodutivo das galinhas pode prejudicar a formacdo do ovo,

comprometendo a qualidade externa e interna. Entre as doencas aviarias que
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podem causar impactos diretos sobre a producao e a qualidade dos ovos, estdo as
Micoplamoses, Bronquite Infecciosa das Galinhas (BIG), Doenca de Newcastle,
Sindrome da Queda de Postura e indiretamente outras doencas que acarretam
diminuicdo no consumo de racdo e consequentemente, na absor¢cdo de nutrientes
(SESTI; ITO, 2009).

O Mycoplasma synoviae (MS) atualmente tem sido relacionado a problemas
especificos na casca de ovos, como Anormalidades no Apice da Casca (“Eggshell
Apex Abnormalities” - EAA) de ovos de galinha, quando até entdo era descrito
apenas como agente causador de problemas respiratorios e articulares nas aves
(NASCIMENTO; PEREIRA, 2009). A EAA tem sido relacionada com a presenca de
MS no oviduto de poedeiras, resultando em producéo de ovos com o apice da casca
fino, acarretando prejuizos econémicos pela maior susceptibilidade a ocorréncia de
quebras, além da queda na producdo de ovos (FEBERWEE et al., 2009a). Ha
relatos também de reducédo do peso médio dos ovos, tendo como consequéncia a
reducdo no numero de ovos classificados como extra e grande (CATANIA et al.,
2010; FEBERWEE; LANDMAN, 2008). Todos os estudos relacionados a EAA até o
momento foram realizados para elucidar a etiologia e epidemiologia da doenga, no
entanto, poucos dados existem sobre a qualidade de ovos com EAA, principalmente
durante o periodo de armazenamento.

O objetivo deste estudo foi avaliar e comparar a qualidade interna e externa
de ovos de poedeiras comerciais, com e sem EAA armazenados em temperatura e

umidade controladas, durante a estocagem por 28 dias.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PRODUCAO E COMERCIALIZACAO DE OVOS

Os paises que ocupam as sete primeiras posi¢cdes no ranking da producéo
mundial de ovos sdo: China, Estados Unidos, india, Jap&o, México, Russia e Brasil,
segundo a Organizacao das Nac¢des Unidas para Agricultura e Alimentacdo. Desde
2007 houve uma grande evolugdo na avicultura de postura brasileira e o Brasil
ocupa o sétimo lugar na producdo mundial desde entdo, mas ainda esta na 21°%
posi¢cdo no ranking mundial de consumo per capita (FAO, 2012).

A producdo brasileira no ano de 2013 foi de 34,1 bilhdes de ovos,
concentrada principalmente na regidao sudeste, sendo os Estados de Sao Paulo,
Minas Gerais e Espirito Santo os maiores produtores com participacao de 34,33%,
12,37% e 8,68%, respectivamente. Praticamente toda a produc&o nacional de ovos
€ comercializada no mercado interno e o mercado interno aquecido em 2013
favoreceu a evolucéo do setor. O volume de exportagcdes no Brasil € considerado
baixo, com apenas 1% da producéo é destinada para exportacdo (UBABEF, 2013).

O consumo nacional estd em expansdo. Em 2012, o consumo foi de 168,7
ovos/habitante/ano, mas ainda pode ser considerado baixo quando comparado com
a média mundial que foi de 210 ovos/habitante/ano ou ao consumo de paises como
o México, que é o campedo mundial em consumo de ovos com média per capita de
360 unidades, seguido pelo Japéo (347) e China (310) (UBABEF, 2013).

Em 1996 foi criado pelo International Egg Commission (IEC) o Dia Mundial
do Ovo (World Egg Day) que tem como finalidade destacar e celebrar o produto
como um dos mais nutritivos e versateis alimentos. No Brasil, o Instituto Ovos Brasil,
foi criado em 2007, tendo como objetivo principal promover o produto “ovo” como um
alimento saudavel, de alto valor nutritivo, além de esclarecer a sociedade sobre a
seguranca alimentar deste produto. Hoje, suas agbes sdo disseminadas para todas
as regidbes do pais (INSTITUTO OVOS BRASIL, 2012). Essas instituicdes
contribuem para que o consumo aumente nos proximos anos. Para atender as
exigéncias do consumidor ha a necessidade de continua implementacdo de
programas que garantam elevado padréo de qualidade dos ovos e dos produtos a

base de ovo.
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2.2 DEFINICAO, FORMACAO E ESTRUTURA DO OVO

O ovo é uma estrutura composta por gema, albume e casca e possui em sua
estrutura quimica proteinas, aminoacidos essenciais, vitaminas, minerais e acidos
graxos, sendo assim um alimento de alto valor nutricional. O ovo possui esses
nutrientes para suprir a necessidade do crescimento embrionario e fetal, aléem da
presenca das membranas da casca e a propria casca que protegem o embrido do
ambiente externo, pois as aves sdo ovoviviparas (OLIVEIRA, 2006).

Segundo o Regulamento de Inspecao Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal (RIISPOA), a designacéao “ovo” refere-se a ovos de galinha em
casca, sendo 0s ovos comerciais de outras espécies de aves acompanhados da
indicacao da espécie que procedem (BRASIL, 1997). A classificacdo dos ovos &
realizada em grupos, classes e tipos, segundo a coloragcédo da casca, qualidade e

peso.

2.2.1 Formagcéao e estrutura do ovo

O aparelho genital feminino das galinhas € composto por ovario e oviduto,
sendo apenas o lado esquerdo desenvolvido e ativo. O oviduto é subdividido em
cinco regides funcionais. A partir do final do ovario, encontram-se, o infundibulo e na
sequéncia, magno, istmo, utero (glandula da casca) e vagina.

O ovério é constituido por varios foliculos variando de pequenos, pouco
desenvolvidos, até maiores, capazes de ovular. O desenvolvimento do ovario ocorre
pelo aumento da producdo de hormodnios androgénicos e estrogénicos. Os
horménios esteroides também sdo produzidos no ovario, sendo uma de suas
principais funcbes. Estes hormdnios s@o essenciais para o desenvolvimento e
funcdo do trato reprodutivo da ave. A progesterona é o hormdnio responsavel pela
secrecdo do albume. Os estrogénios induzem a sintese de lipideos para a gema no
figado e sdo responsaveis pela mobilizacdo de calcio do osso medular para a
formacéo da casca.

O infundibulo é aglandular, exceto na regido que ocorre transicdo gradual

para as glandulas do magno. A sua funcdo é englobar a gema liberada, durante a
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ovulagdo. Membranas constituidas de mucina sdo produzidas no infundibulo as
quais, junto com as proteinas secretadas pelo magno, formardo a calaza que
mantém a gema centralizada no ovo.

A gema entédo, passa do infundibulo para o magno o qual, possui a fungéo
de secretar as proteinas do albume. Esta por¢cdo do oviduto é a mais longa. Sua
mucosa € rica em glandulas tubulares e apds 3 horas ocorre a formacéo do albume,
composto por mais de 40 tipos de proteinas. A proxima porcao do oviduto esta
separada do magno por uma faixa ndo glandular perceptivel a olho na, o istmo.
Nesta por¢cao ocorre a secrecdo das membranas da casca compostas por uma rede
de fibras protéicas, chamadas de membranas interna e externa. Além dessa
secrecdo, ocorre também no istmo, a adicdo de proteinas ao albume e uma pequena
guantidade de agua.

A producéo da casca € a ultima etapa da formacédo do ovo. Para a formagéo
da casca, 0 ovo permanece na glandula da casca por 18 a 20 horas. A calcificacéo
no inicio do processo € lenta, ocorrendo mais ativamente nas ultimas 15 horas. O
ovo na luz uterina absorve agua, sais e glicose e vai aumentando de tamanho,
acarretando em distensdo da parede do utero, sendo esse, o estimulo para a fase
de calcificacéo rapida (MACARI; MENDES, 2005).

2.2.1.1 Casca

A casca possui a funcdo de proteger o ovo contra danos, contaminacao
microbiana e de troca de gases para o embrido em crescimento. Fatores como
nutricdo, balangco adequado de nutrientes da ragdo; a saude e idade das aves;
manejo e condi¢bes ambientais da granja sdo responsaveis pela qualidade de casca
(NEOSPARK, 2012).

A casca é constituida em 96% por parte mineral, sendo 94% de carbonato
de célcio; 1% de carbonato de magnésio; 1% de fosfato de calcio e 4% de uma
matriz organica que é composta por proteinas (STADELMAN; COTTERILL, 1994).
Somente o calcio é responsavel por cerca de 38% do peso da casca e o fosforo €
depositado no periodo final de formacéo do ovo (NYS et al., 1999).

Estudos sobre a qualidade de casca podem ser realizados através da

analise da ultraestrutura da casca dos ovos utilizando o Microscopio Eletrénico de
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Varredura (MEV). Com esta ferramenta, foi possivel visualizar seis camadas na
estrutura da casca de ovos. Sao elas: membranas da casca (interna e externa),
camada mamilar, camada palicada, camada de cristal vertical e cuticula. A matriz
organica é formada por membranas da casca, nucleos mamilares, matriz da casca e
cuticula. J4 a parte inorganica da casca consiste em cristais de carbonato de calcio,
normalmente, sob a forma de calcita, aragonita e vaterita, que sao trés formas de
carbonato de calcio (CaCOs3), que é o principal formador da casca (ROBERTS, 2004;
ROBERTS, 2010). Os minerais fésforo e magnésio sdo encontrados em pequenas
quantidades, além de tracos de soddio, potassio, ferro, zinco, manganés e cobre
(NASCIMENTO; SALLE, 2003).

Para que ocorra a calcificacdo € preciso concentracdes adequadas de ions
calcio no utero e presenca de ions carbonato suficientes para a formacéo de cristais
de CaCOs. Nesta etapa, ocorre a deposicdo de aproximadamente 2g de célcio no
ovo. Os cristais de CaCO3; sdo depositados sobre a membrana externa da casca,
especificamente na regido chamada de nucleos mamilares. A medida que ocorre a
calcificagédo, mais CaCOg3 é depositado, formando assim, o corpo principal da casca,
a camada palicada (SWENSON; REECE, 1993; MACARI; MENDES, 2005).

A camada mamilar € formada por multiplas estruturas em forma de cone, 0s
ndcleos mamilares e esta situada, apds a membrana externa da casca. Microesferas
de calcita crescem a partir de centros de cristalizagdo, que sdo sitios mamilares de
nucleacdo. No centro de cada sitio h4 uma pequena massa proteica ligada a
membrana externa da casca. A partir destes sitios, cristais de calcita crescem
radialmente em todas as dire¢cOes, inserindo-se nas fibras da membrana e, assim,
ligam firmemente a parte calcificada da casca as membranas. Os cristais de calcita
continuam se formando, originando a camada de ndcleos mamilares e a precipitacdo
subsequente forma a camada palicada, que sé@o colunas de cristais perpendiculares
a superficie da casca, finalizando com a deposicdo cristais superficiais, que
possuem orientagdo vertical e a cuticula (NASCIMENTO; SALLES, 2003). A camada
palicada consiste em alongamentos verticais, justapostos a camada mamilar, sendo
a mais espessa. A camada de cristais verticais € uma estreita coluna verticalmente
orientada acima da camada palicada (SOLOMON, 1997; ROBERTS, 2004). Os
espacos entre algumas colunas da camada em palicada dao origem na superficie

externa da casca, 0S poros, 0S quais permitem trocas gasosas entre 0 ovo e 0
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ambiente externo. De acordo com Romanoff e Romanoff (1949), durante a
calcificacdo da casca, ocorre a formacdo dos poros que correspondem areas de
cristalizacdo incompleta. Os poros funcionam como um mecanismo de comunicacao
fisica entre o ovo e 0 ambiente externo, para ocorrer trocas gasosas de diéxido de
carbono (CO,) e vapor de agua, por difusao passiva.

A maior fonte de célcio para a formacdo da casca € oriunda da alimentacao
da ave. Na dieta das poedeiras, o mineral calcio, seguido do fosforo e o sensivel
balanco eletrolitico, sdo de grande importancia para a manutengdo da homeostasia
desses minerais e, consequentemente, para a integridade da casca produzida, além
da reabsorcdo do osso medular (ARAUJO et al., 2008). Os ions carbonato (CO3) e 0
CO, sao produtos do metabolismo da ave e passam para a mucosa da glandula da
casca por difusdo pelo sangue ou pela propria respiracdo celular da mucosa,
principal fonte do CO,. Na mucosa da glandula da casca encontra-se a enzima
anidrase carbonica, que promove a hidratacdo do CO, transformando-o em acido
carbénico (BAIAO e LUCIO, 2005). Ainda na mucosa, a formacdo dos ions
bicarbonato (HCO3) é resultado da dissociagdo do acido carbbnico. Os ions
carbonato e o calcio passam da mucosa, para o limem da glandula da casca. No
[ltmem, os ions CO3 sdo oriundos dos ions HCOj3 e finalmente aqueles se ligam ao
célcio para a formacdo do CaCOs. (BAIAO; LUCIO, 2005; MACARI; MENDES,
2005).

Segundo Persson (2009), a enzima anidrase carbdnica possui grande
importancia no processo de formacdo da casca de ovos. Macari e Mendes (2005)

relataram que ha diminuicdo da qualidade de casca, devido a inibicdo da anidrase
carbdnica. O zinco é cofator dessa enzima e qualquer diminuicdo desse mineral
pode interferir na atividade enzimatica (BAIAO; CANCADO, 1997). A inibicdo desta
enzima reduz a secrecdo de ions dioxido de carbono e consequentemente
influencia, de forma negativa na producéo da casca, por exemplo, no peso da casca
(NYS et al., 2001).

A formagdo da casca é, entdo, um processo dependente de varios fatores,
como: escolha da linhagem da poedeira, racdo balanceada, condicbes ambientais e
de manejo que favorecam a formacdo de uma casca de boa qualidade. O trato
digestorio é a principal via de absorcao do calcio oriundo da alimentacdo. O calcio

para a formacéo da casca proveniente da reabsorgcdo 0ssea e absorcéo intestinal é
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transportado através do sangue até o lumen da glandula da casca. O rim é
responsavel pela regulacdo plasmatica do célcio, sendo tamponado por célcio de
reserva, principalmente 6ssea. (CHANG et al., 2008).

No final da formacdo da casca ocorre deposi¢cao de pigmentos e de uma
camada organica nao calcificada na superficie do ovo, chamada de cuticula. Esta
possui funcao de protecéo contra a entrada de microrganismos e regulacéo da perda
de umidade e gases para 0 ambiente externo.

Na parte mais larga do ovo, as membranas se separam logo apos a
oviposicédo pela diminuicdo da temperatura do ovo, formando a camara de ar. A
camara de ar € um espaco formado dentro do ovo que permite trocas gasosas entre
o embrido e o ambiente (MACARI; MENDES, 2005).

2.2.1.2 Albume

A estrutura do albume € composta por uma camada liquida que envolve a
gema, uma camada intermediaria densa, e uma camada externa proxima a casca
(STADELMAN; COTERILL, 1994). De toda a agua, presente no ovo, 88% esta nesta
parte. O albume é uma solucéo de proteinas e a ovomucina esta presente em 54%
do conteudo total. Estdo ainda presentes a ovalbumina, conalbumina, ovomucoide,
lisozima, globulina e avidina. H4 somente cerca de 1% de carboidratos no albume e
o contedo de lipidios é de 0,1 a 0,2% (ORDONEZ, 2005). A sua fungédo é de
absorver impacto, protegendo a gema, e como fonte de nutrientes (STADELMAN;
COTTERILL, 1994).

O albume representa 58% do peso total do ovo, e como a maior parte da
agua presente no ovo esta armazenada no albume, a perda de umidade que ocorre
ao longo do armazenamento afetara o peso do ovo durante a estocagem. Em
condicbes de baixa umidade, a perda de peso sera maior devido a uma maior
diferenca entre as pressfes de vapor de agua entre o ovo e ambiente (ALLEONI;
ANTUNES, 2001).

2.2.1.3 Gema
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A gema compreende 30 a 33% do peso total do ovo. Segundo Stadelman e
Cotterill (1995) é um sistema complexo contendo uma variedade de particulas
suspensas, como lipoproteinas em uma solucéo de proteinas. E uma grande reserva
de elementos nutritivos, sendo a principal fonte de alimentos para o embrido. Sua
estrutura consiste em: latebra, disco germinativo e camadas concéntricas claras e
escuras, envolvidas pela membrana vitelina. A gema € envolvida pela membrana
vitelina, formada por mucina de propriedades antibacterianas, é permeavel e confere
a forma esférica. O blastodisco € o ponto germinativo, contendo as informacdes
genéticas. A latebra faz a conexdo do blastodisco ao centro da gema, sendo a
estrutura envolvida com o desenvolvimento do embrido. Na sua composicdo, estdo
proteinas (como a ovovitelina), lipideos (triglicerideos, fosfolipideos e colesterol) e
vitaminas.

A presenca de lipidios permite a emulsdo de outras substancias, devido ao
elevado conteudo de fosfolipidios. A proteina vitelina associa-se a lipidios para
formar a lipovitelina e a fosvitina. A gema é constituida de aproximadamente 65,5%
de triglicerideos, 28,3% de fosfolipidios e 5,2% de colesterol. A quantidade de
carboidratos da gema é de cerca de 1,0%.

Quando um ovo fresco é quebrado em uma superficie plana, podemos
visualizar a gema esférica, tlrgida e situada centralmente, pois esta mantida pelas
calazas circundada pelo albume denso e delgado. A cor da gema € proporcionada
por pigmentos presentes na dieta da galinha. Por exemplo, a coloragdo amarela é
pelo consumo de ragcdo, que contém carotendides, como a xantofila, que estdo
presentes em alguns vegetais (GALOBART, 2004). A sua coloracdo é importante
para a culinaria por agregar ao alimento valor visual e varia conforme a quantidade

de xantofila e carotendides presentes na dieta da poedeira.

2.3 QUALIDADE DE OVOS COMERCIAIS

De acordo com a legislacdo brasileira as condicbes minimas internas de
qualidade do ovo sado: gema translicida, firme, consistente; albume transparente,
consistente, limpido e sem manchas e tamanho da camara de ar (BRASIL, 1997).
Ou seja, um ovo considerado fresco apresenta albume limpido, transparente,

consistente com as camadas densas e altas bem definidas e com pequena porgéo
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mais fluida e a gema translicida targida e localizada centralmente, circundada pelo
albume denso e delgado e bem fixada pelas calazas (MURAKAMI et al., 1994). Em
relacdo a qualidade externa sao avaliados: limpeza, textura e formato da casca.

Na sala de classificacdo de ovos, € possivel observar pela ovoscopia, as
caracteristicas de qualidade da casca e os parametros da qualidade interna em ovos
inteiros, pela incidéncia de um foco de luz. Podem ser avaliados através deste
exame: a textura da casca, o tamanho da camara de ar, ovos trincados, falhas na
calcificacdo e particulas de sangue. As particulas de sangue aparecem como
resultado da ruptura de pequenos vasos enquanto o ovo esta se formando.

Para uma boa qualidade de ovo, primeiramente, deve ser feita a escolha
adequada da linhagem genética da galinha a ser criada. O principal aspecto da
qualidade do produto fica a critério do manejo alimentar das aves destinadas a
postura e finalmente em processo de postura, uma vez que sua nutricdo esti
diretamente relacionada com a composicao final do produto, o ovo (BERTECHINI,
2004). Outros aspectos, como a ambiéncia, estdo diretamente relacionados para

prover ao animal todas as condi¢cdes de bem estar.

2.3.1 Qualidade externa de ovos comerciais

2.3.1.1 Peso de ovos

A avaliacdo do peso do ovo, utilizada na tipificacdo dos ovos, ndo é indicador
de qualidade nutricional e tem a finalidade de padronizar a comercializagdo. O ovo
comercial é tipificado no Brasil como: jumbo (minimo de 66g/unidade), extra (60 a
65g/unidade), grande (55 a 60g/unidade), médio (50 16 a 55g/unidade) e pequeno
(45 a 50g/unidade) (BRASIL, 1991). Os ovos com pesos inferiores a 45g geralmente
sao destinados as industrias panificadoras, por exemplo. Ovos com peso maior que
669, também nao serdo destinados ao comércio, pois hdo cabem nas embalagens.

O peso do ovo sofre alteracdo de acordo com a idade da poedeira. Aves mais
novas produzem ovos com menor peso quando comparados aos das mais velhas,
(SCOTT,; SILVERSIDES, 2000; ROBERTS, 2004; XAVIER et al., 2008). Em aves
mais velhas ocorre aumento de até 20% no peso do ovo, porém ndo ocorre aumento

proporcional no peso da casca, 0 que significa que todo calcio utilizado para
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formacao da casca do ovo precisa ser distribuido por uma superficie maior nos ovos
mais pesados.

A casca do ovo possui poros que sao parcialmente selados pela cuticula,
dificultando a penetracdo de bactérias, mas facilitando as trocas gasosas. Além
disso, ha passagem de vapor de agua do albume para o meio externo, causando a
perda de peso ao longo do tempo de armazenamento (STANDERMAN;
COTTERILL, 1977). Este processo acontece de forma continua, logo apdés a
postura, e a velocidade dessas reacdes também é acelerada pelas temperaturas
mais altas de estocagem, assim como pela baixa umidade (VERAS et al., 2000).
Devido as reacfes quimicas ocorridas no albume, ocorre a reducdo no seu peso,
acarretando também a reducédo no peso do ovo (SCOTT,; SILVERSIDES, 2000).
Véras et al. (2000) observaram que a perda de peso dos ovos aumentava, quanto
maior era o tempo de armazenamento e a intensidade dessas perdas aumentava em
funcdo da temperatura e umidade do ambiente, onde 0os ovos eram armazenados.
Para minimizar os efeitos da perda de peso decorrentes da perda de umidade,
Standelman e Cotterill (1977) recomendaram a estocagem em umidade relativa
controlada entre 75% a 80%. Alleoni e Antunes (2001) comparando a qualidade de
ovos armazenados sob refrigeracdo e em temperatura ambiente observaram que em
temperatura ambiente, houve maior perda de peso, do que os que foram
armazenados sob refrigeracdo. Houve diminuicdo mais acentuada na altura do
albume em ovos armazenados a 25 °C quando comparados aqueles armazenados a
8 °C.

2.3.1.2 Qualidade de casca

A qualidade de casca € um aspecto muito importante da comercializacdo de
ovos. O objetivo das avaliagdes de qualidade externa do ovo, ou seja, da casca, esta
relacionado principalmente com a sua resisténcia. Isso porque uma das principais
perdas econdmicas na producdo de ovos € por quebras e rachaduras (SOLOMON,
1997). Assim, o ovo é considerado um produto fragil, pois a sua embalagem natural,
a casca, pode ser quebrada nos diversos pontos de manipulagcédo, da coleta até o

consumidor final.
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O ovo que possui uma boa qualidade de casca na classificacdo é aquele que
se apresenta sem trincas e/ou quebras e com valores de espessura de casca acima
de 0,33mm (SAMLI et al., 2006). Para a obtencdo de uma boa qualidade da casca,
deve ser considerado um conjunto de fatores ao longo da vida de uma poedeira,
comecando pela linhagem, manejo nutricional com niveis adequados de célcio e
fésforo na racdo; programa de vacinagdo, principalmente, para o controle de
doencas que afetam a qualidade dos ovos, como a Sindrome da Queda de Postura,
BIG, Doenca de Newcastle, micoplasmose por MS entre outras (ITO, 2000); além do
controle da temperatura ambiente (TOGASHI et al., 2009), pois, o conforto térmico é
um dos fatores que influenciam a producéo da casca de ovo.

A gqualidade da casca também interfere na qualidade microbiolégica do ovo.
Os principais fatores que facilitam a penetragcdo bacteriana no ovo sdo: a presenca
de trincas, o tempo de armazenamento e as condi¢des de temperatura e umidade
relativa do ar no ambiente de estocagem. Temperaturas elevadas favorecem a
multiplicacéo bacteriana e o excesso de umidade predispde a penetracao de micro-
organismos no ovo (ITO, 1998; REU, 2006).

Para analisar a qualidade da casca do ovo, sdo realizados testes de
resisténcia, espessura, porcentagem e peso da casca. A avaliacado da qualidade de
casca pode ser feita por métodos diretos e indiretos. Segundo Baido e Cancado
(1997), a espessura de casca e a porcentagem de casca sao definidas como
métodos diretos. Segundo Lin et al. (2004), as medidas indiretas da forca da casca
sdo: densidade, espessura, porcentagem de casca, gravidade especifica e
deformacéo nao destrutiva, que também é conhecida, como firmeza estatica. A forca
e a deformacdo sdo utilizadas para calcular a firmeza estatica, que medem a
propriedade estrutural do ovo e a primeira pode ser usada para estimar a forca

requerida para quebrar a casca.
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2.3.1.2.1 Resisténcia de casca

A analise da resisténcia de casca é um importante parametro de qualidade,
pois ovos com casca de baixa resisténcia ficam sujeitos a quebra, o que acarreta
prejuizos na comercializacdo. Esta avaliacdo sofre interferéncia do peso do ovo e da
espessura de casca.

Um dos testes utilizados € o de compressao, que € do tipo destrutivo. O ovo
é colocado longitudinalmente entre duas placas paralelas e comprimido, sendo a
carga aumentada regularmente. A forca e a deformacdo s&o registradas, e o
resultado é fornecido em termos de forca em Newton (N) necessaria para romper a
casca integra. Outros tipos de testes medem a forca através do impacto e testes de
perfuracdo (STADELMAN; COTTERILL, 1977; SOLOMON, 1997; RODRIGUEZ-
NAVARRO, 2002). Os testes de compressao e impacto possuem a desvantagem de
permitirem somente uma medida por ovo, enquanto que, nos testes de perfuracao,
mais de uma medida pode ser realizada. Nos testes de perfuracdo sao utilizadas
sondas com diametro de até 0,4 mm.

Com o avancar da idade, a forca necessaria para romper a casca também se
altera. Ja foi observado que a resisténcia € maior até as 42 semanas de idade,
seguida de baixos valores de forca para romper a casca a partir dai (RODRIGUEZ-
NAVARRO et al.,, 2002). Além da idade, outros fatores como a linhagem, a
alimentacdo podem também, afetar a qualidade de casca.

A resisténcia da casca também é relacionada a temperatura do meio
ambiente em que a poedeira vive. Devido ao estresse térmico, as aves consomem
menos racao e por isso, a oferta de célcio € menor, acarretando maior fragilidade na
casca nos meses mais quentes do ano. Para tentar melhorar a producdo nesses
meses, deve ser realizada uma suplementacdo com 0s minerais envolvidos na
formacdo da casca para a manutencéo da sua integridade.

Segundo Romanoff e Romanoff (1949) a resisténcia da casca dos ovos

possui uma relacéo direta com a sua espessura.
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2.3.1.2.2 Espessura de casca

Samli et al. (2006) determinaram que ovos com valores de espessuras de
casca maiores que 0,33 mm possuem maior resisténcia a danos fisicos. Além disso,
cascas mais espessas contribuem para preservagao da qualidade interna, pois nos
ovos com cascas de esspessura maior ou igual a 0,33 mm, a perda de umidade e
CO, para o ambiente é dificultada e com isso, ndo ocorrera alteracdo do pH interno
dos ovosresuzindo as reagfes quimicas que degradam o albume ao longo do
armazenamento (SOLOMON, 1997).

A resisténcia da casca € considerada como um método indireto, para avaliar a
qualidade externa do ovo (KHATKAR et al.,, 1997). A avaliacdo da espessura da
casca, em milimetros (mm), é feita com auxilio de um micrdmetro digital, apés a
guebra do ovo, lavagem e secagem da casca. Foi observado que, em geral, as
regides do apice, lateral e fundo da casca ndo apresentam a mesma espessura.
Geralmente, o0 apice apresenta-se com mais espesso, a lateral com valor menor e no
fundo do ovo, valores intermediarios (MACARI; MENDES, 2005). Porém, Sun et al.
(2012) encontraram valores de espessura da lateral maiores, em relacdo tanto ao
fundo, como o apice.

A espessura de casca pode variar devido a varios fatores, como a linhagem
da poedeira até o tempo de permanéncia na glandula da casca e a taxa de
deposicdo de CaCOs;, durante a formagdo da casca. Se 0 ovo passa um curto
periodo, a espessura sera menor (NEOSPARK, 2012).

O clima também interfere na qualidade de casca, pois em altas temperaturas,
0s niveis de calcio e ions HCO3 do sangue sao reduzidos, devido a alcalose
respiratéria, pois a ave em uma tentativa, de controlar a temperatura corporal, entra
em ofegacdo, alterado o equil. Simultaneamente, o ambiente quente acarreta
reducdo no consumo alimentar, determinando assim, diminuicdo na ingestdo de
calcio, e nos limites da disponibilidade de célcio, além de fésforo e vitamina D3, no
sangue da galinha para a formacgao da casca de ovo.

Camerini (2012) observou que devido a exposicdo a altas temperaturas
ambientais (32°C), levou a alteracdes no equilibrio acido basico de aves, provocando
gueda acentuada no valor médio da espessura de casca dos ovos. Barbosa Filho

(2004) também observou diferenca significativa quando comparou 0s o0vOS



25

produzidos em condicdo de conforto e estresse térmico, levando a producao de ovos
com casca mais fina.

A idade da ave afeta a espessura de casca, sendo que as cascas mais finas
aparecem depois de 10-12 meses de postura. Segundo Ketelaere et al. (2002),
algumas linhagens de poedeiras possuem diferencas nos valores de espessura da
casca com a idade e em outras, permanece constante.

Peebles e Brake (1985) observaram que a espessura de casca esta
relacionada também, ao excesso de porosidade na casca do ovo, 0 que, além de
afetar a qualidade pelas modificagbes ocorridas por envelhecimento, também,

favorece a deterioracdo por acdo microbiana.

2.3.1.2.3 Porcentagem de casca

A porcentagem de casca € a relacdo entre 0 peso de casca e 0 peso de ovo.
Segundo Solomon (1997), a percentagem de casca corresponde a 8-12% do peso
total, do ovo. Por exemplo, se ha grande quantidade de fissuras na casca, maior
sera a perda de agua para o ambiente externo, sendo menor o peso desse ovo e
consequentemente, maior sera a porcentagem de casca. Isso ocorre devido ao
menor peso de casca nos ovos com fissura. Essa diminuicdo nos valores de peso &
explicada pela maior perda de agua e CO; no albume, através da fissura na casca
(STADELMAN E COTTERILL, 1977).

Ramos et al. (2010) relataram que a porcentagem de casca € afetada pela
idade da poedeira. Aves mais jovens apresentam maior porcentagem de casca em
relacdo as mais velhas. Segundo Oliveira et al. (1992), a quantidade de célcio
depositado na casca permanece constante durante todo o ciclo de postura, porém,
com o aumento da idade e, consequentemente, do tamanho do ovo, ha uma menor
quantidade de calcio depositada por unidade de superficie, durante a formacao da
casca. O aumento do peso do ovo em aves mais velhas ndo é acompanhado pelo
aumento proporcional do peso da casca, resultando em uma menor porcentagem de
casca em relacdo ao peso do ovo. (ROBERTS, 2004).

O peso de casca ndo muda de acordo com a temperatura de estocagem,
entretanto ha uma interferéncia nos valores médios de porcentagem da casca.

Figueiredo et al. (2011) observaram que ovos armazenados em temperatura
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ambiente obtiveram maior porcentagem de casca quando comparado aos mantidos
sob refrigeracéo. Este resultado é explicado, pela menor perda de peso dos ovos

mantidos em refrigeracao.

2.3.2 Qualidade Interna de ovos

Segundo Stadelman e Cotterill (1994), apos a postura, naturalmente, inicia-se
o declinio da qualidade interna do ovo. Os fatores que mais afetam a qualidade do
albume sédo as condi¢gdes de temperatura, umidade e o tempo de armazenamento
dos ovos (ALLEONI; ANTUNES,1991, STALDEMAN; COTTERILL, 1994). As perdas
de CO; e de umidade para o ambiente ocorrem pelas modificacdes fisico-quimicas
ocorridas no albume, que séo aceleradas em altas temperaturas no ambiente.

A qualidade interna do ovo esta diretamente relacionada com as
caracteristicas do albume e da gema. A medida que o ovo envelhece, ocorrem
alteracbes na camada densa. A proporcao de albume liquido aumenta, diminui a
altura do mesmo, sendo o processo chamado de fluidificagdo do albume, que € um
dos sinais visiveis da perda de qualidade interna.

Quanto maior for o periodo de armazenamento e menor a umidade do
ambiente em relacdo a do interior do ovo, maior a perda de umidade e liberacéo de
diéxido de carbono, através dos poros da casca. A perda de CO,, que é o produto da
dissociacdo do acido carbbnico presente no albume, altera o sistema tamp&o com
aumento do pH do albume, que em um ovo fresco é de aproximadamente 7,9. A
alcalinidade leva a uma alteracéo na estrutura do gel do albume, com diminuicdo da
viscosidade, tornando-o fluidificado e com alteracdo das propriedades
organolépticas e tecnoldgicas do ovo (SCOTT; SILVERSIDES, 2000).

O pH do albume € o principal fator que modifica a qualidade interna do ovo, a
medida que o ovo envelhece. Essa perda de CO; ocorre em qualquer método ou
processo de conservagdo, mas é acelerada quando o armazenamento ocorre em
temperatura elevada. A fluidificacdo ocorre pela aproximag¢do do ponto isoelétrico
das proteinas do albume com a elevacao do pH, com isso menos agua fica retida as
proteinas, havendo a fluidificacdo do albume (CARBO, 1987). A importancia, na
qualidade do albume interfere na capacidade de formacgédo de espuma e obtencao de

emulsdes adequadas para a industria de processamento de alimentos, conferindo
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boa qualidade sensorial. O pH da gema também sofre alteragdo, mas o aumento é
menos acelerado que o ocorrido no albume. A gema de um ovo fresco apresenta
valores proximos de 6,0 e com as alterac6es decorrentes do armazenamento podem
chegar ao valor de 6,9 (ORDONEZ, 2005).

2.3.2.1 Unidade Haugh

A Unidade Haugh (UH) é um dos pardametros mais considerados para
expressar a qualidade interna dos ovos. Quanto maior o valor da UH, melhor ser a
qualidade dos ovos analisados. Como o periodo de armazenamento € um dos
fatores que afeta a qualidade interna, acarretara também diminuicdo dos valores da
UH (SCOTT; SILVERSIDES, 2000; CARVALHO et al.,, 2003). Assim, UH é
considerada uma medida padrdo de qualidade do albume para aferir também a
qualidade interna do ovo durante o periodo de estocagem.

Haugh (1937) observou que a qualidade do ovo varia com o logaritmo da
altura do albume espesso. Com isso, desenvolveu um fator de correcao para o peso
do ovo, que multiplicado pelo logaritmo da altura do albume espesso e corrigido por
100, resulta na UH. Ou seja, criou-se uma expressdo matematica que correlaciona o
peso do ovo com a altura do albumem espesso. Eisen et al. (1962) modificaram a
formula para deixa-la mais simples e de calculo mais rapido. O célculo é feito a partir
do peso do ovo quebrado em superficie plana e da altura do albume, utilizando a
formula: UH = 100 log (H +7,57 — 1,7W°%), onde H é a altura do albume em
milimetros, W é o peso do ovo em gramas, 7,57 = fator de correcdo para altura do
albume e 1,7 = fator de correcao para peso do ovo.

O United States Department of Agriculture (USDA) adota como padréo para a
classificagdo dos ovos, os valores de UH. Ovos com UH superiores a 72 séo
classificados como AA; de 71 a 60, como A; de 59 a 30, como B; e valores iguais ou
menores a 29, como C (Egg-Grading Manual, 2005).

A diminuicdo dos valores de UH pode ser explicada devido a fluidificacdo do
albume que ocorre rapidamente nos primeiros dias ap0s a postura. Alleoni e
Antunes (2001) constataram que a UH diminuiu de 83,66 + 5,72 no dia da postura
para 41,71 + 4,01 quando armazenados durante sete dias a uma temperatura de

25°C. Xavier et al. (2008) compararam o0 armazenamento em temperatura ambiente
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e sob refrigeragéo e verificaram que a qualidade interna sofre influéncia tanto da
temperatura quanto no tempo de armazenamento, ou seja, quanto maior for o
periodo de armazenamento sem refrigeracdo, menor serdo os valores de UH. Alleoni
e Antunes (2001) observaram ainda que a partir da segunda semana de
armazenamento, valores de UH para ovos armazenados em refrigeracéo
apresentaram melhor qualidade interna por maior periodo de tempo quando
comparados com ovos armazenados em temperatura ambiente.

Na andlise de UH, a idade da galinha também deve ser considerada, pois foi
observado que ovos de poedeiras novas apresentaram melhor qualidade interna do
gue os de poedeiras velhas (FIGUEIREDO et al., 2011).

2.4 FATORES QUE AFETAM A QUALIDADE INTERNA DE OVOS

2.4.1 Armazenamento de ovos comerciais

No Brasil, como ndo héa legislagdo que exija a refrigeracdo dos ovos
comerciais para venda em comeércio, a maioria desse produto € acondicionada,
desde os pontos comerciais até a distribuicdo final, em temperatura ambiente. A
temperatura e a umidade relativa do ar sédo os fatores mais importantes, que afetam
a qualidade dos ovos, durante o armazenamento (LEANDRO et al., 2005). Quanto
maior for a temperatura e o tempo de estocagem, maior sera velocidade da perda de
qualidade interna (SCOTT; SILVERSIDES, 2000; SANTOS, 2005).

De acordo com as normas de comercializacdo dos ovos na Unido Européia
(2008), a data de durabilidade minima deve ser fixada em ndo mais de 28 dias apds
a postura. E recomendado também, que evite oscilagdes de temperaturas na
camara frigorifica, pois acarretam em perda de peso nos ovos, além de facilitar a
penetracdo microbiana através dos poros da casca. No armazenamento para
periodos longos, recomenda-se a utilizagdo de temperaturas em torno de 0°C, sem,
atingir o ponto de congelamento e com umidade relativa do ar entre 70% a 80%. O
principal método para a conservacao de ovos € a refrigeracdo, porém a conservacao
em refrigeracdo nos pontos de venda torna-se inviavel financeiramente.

A qualidade interna é perdida ao longo do armazenamento prolongado do

ovo, devido as alteragcbes ocorridas no albume e na gema (STADELMAN;
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COTTERILL, 1995). A velocidade dessas alteracbes esta relacionada com a
temperatura ambiente. A umidade do ambiente de estocagem também interfere na
qualidade do ovo. Quanto mais abaixo de 99,6% estiver a umidade relativa mais
rapidamente o ovo perderd umidade, ocorrendo, assim, redugéo de peso e aumento
da camara de ar (SANTOS, 2005).

O albume do ovo fresco possui um pH de aproximadamente 7,8 e quando se
torna velho, ocorre liberagdo de CO,, atingindo-se valores de pH de até 9,5
(ALLEONI; ANTUNES, 2001). O pH alcalino promove a sua liquefagdo, que é um
sinal da perda da qualidade. Ao longo do armazenamento, entdo, o abame clareia,
perde a viscosidade e se torna alcalino. Esta alacalinizacdo acarreta mudancas nas
caracteristicas fisico-quimicas, como a transformacéo do albume denso em liquido,
devido a alteracdo no ponto isoelétrico de suas proteinas, resultando também, em
alteracdo no sabor do ovo em decorréncia do aumento da alcalinidade (MORENG,;
AVENS, 1990). Esta, por ser um processo bioquimico, € acelerada com o aumento
da temperatura e esta também, associado a destruicdo da calaza, o que ocorre apos
um longo periodo de estocagem (RUTZ et al., 2005).

De acordo com Solomon (1997) parte da umidade, produto da dissolugao do
acido carboénico, além de ser perdida através dos poros, passa para a gema durante
0 periodo de armazenamento do ovo, devido a maior pressdao osmotica da mesma.
O excesso de agua na gema ocasiona um aumento, levando a um enfraguecimento
da membrana vitelinica (LEANDRO et al., 2005), fazendo com que a mesma pareca
maior e achatada, quando quebrada em uma superficie plana. Portanto, o contetudo
em umidade pode variar, dependendo do tempo e condi¢cdes de armazenamento.
De acordo com Alleoni e Antunes (2001), com o aumento da temperatura de
armazenamento ha um movimento da agua do albume, para a gema, o que
proporciona o alargamento da mesma. Este movimento ocorre devido a elevada
pressdo osmotica da mesma e reducdo da pressdo osmatica do albume durante o
armazenamento. Um ovo considerado velho é aquele que ao ser quebrado,
apresenta a gema flacida, frequentemente localizada em um lado, e circundada por
uma area ampla de liquido (SOLOMON et al., 1997), resultante da dissociacdo do
acido carbonico, levando a fluidificacdo do albume, que é um dos sinais da perda da
qualidade do ovo (CARBO, 1987).
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A perda de umidade acarreta diminuicAo da altura do albume,
consequentemente, os valores da UH diminuirdo. A gema de ovos velhos é
achatada e flacida, podendo ter manchas escuras. Neste caso, a sua membrana se
rompe com facilidade, deixando escorrer o contetdo, prejudicando sua utilizagédo
(SOLOMON, 1997). A altura do albume denso e o indice da gema sao parametros
de qualidade interna que possuem relacdo com a perda de peso. A evaporacao €
maior quanto maior a fluidificacdo do albume, o que leva a diminuicdo da altura do
albume denso e, consequentemente, a um menor indice de gema (STADELMAN;
COTTERILL, 1994).

Scott e Silversides (2000), apés um experimento com ovos armazenados por
diferentes periodos a temperatura de 20,2°C, concluiram que durante a estocagem o
peso do albume diminuiu, causando uma diminuicdo no peso do ovo. Os pesos da
gema e da casca néo sofreram mudanca com a estocagem. Segundo Stadelman;
Cotterill (1994) e Fasenko et al. (1992) para minimizar a perda de peso de ovos,
deve ser feito 0 armazenamento em umidade relativa entre 75 a 80. A temperatura
recomendada, pela legislacdo vigente, para armazenamento do ovo fresco, esta
entre 8°C e 15°C com umidade relativa do ar entre 70 a 90% (BRASIL,1990).

Segundo Oliveira et al. (2000), a validade maxima de ovo, armazenados em
temperatura ambiente, sem a perda de sua qualidade interna, varia de quatro a
quinze dias apos a data de postura. A temperatura de geladeira (5°C) a perda de
gualidade interna ocorre mais lentamente comparada com a armazenagem realizada

em tempertaura ambiente (25°C).

2.5 FATORES QUE AFETAM A QUALIDADE EXTERNA DE OVOS

O estudo dos fatores que afetam a qualidade da casca de ovos € de grande
importancia para os produtores, pois na producdo de ovos ha grandes prejuizos
econdmicos, devido a trincas e quebras da casca (JARDIM FILHO et al., 2002). Este
estudo vem sendo cada vez mais abordado, pois aproximadamente 6,7% dos ovos
comerciais nao vao para os pontos de venda, por ndo apresentarem casca, envoltos
apenas com as membranas testaceas, trincados ou até mesmo quebrados. Outros

6,7% sao quebrados durante a coleta, o processamento, a embalagem e o



31

transporte (HESTER, 1999). Segundo Coutts et al. (2007) 10 a 15% dos ovos

comerciais sao perdidos por apresentarem ma qualidade de casca.

2.5.1 Idade da ave

Independente da linhagem, a qualidade interna e da casca tendem a piorar,
com o avanco da idade da ave. Quando a ave chega a idade reprodutiva, ha um
aumento, no numero das proteinas ligadoras de célcio, na mucosa intestinal e a
absorcdo do mesmo torna-se mais eficiente. A medida que a idade da ave aumenta,
as caracteristicas fisicas dos ovos revelam mudancas estruturais que tornam a
qualidade da casca inferior.

Barbosa et al. (2012) observaram que ovos de poedeiras novas
apresentavam menor peso e numero de poros, além de maiores valores de
espessuras e de resisténcia das cascas, quando comparados com ovos de aves
mais velhas. A quantidade de calcio depositado na casca permanece constante
durante todo o ciclo de postura, porém, com o aumento no tamanho do ovo, havera
menor quantidade de calcio depositada por unidade de superficie e,
consequentemente a piora na sua qualidade durante a formacdo da casca
(OLIVEIRA, 1992).

A queda na qualidade de casca, em aves mais velhas, pode ser atribuida a
reducdo da absorc¢do intestinal de calcio (MACARI E MENDES, 2005), pois a taxa de
retencdo deste ion em aves jovens é de 60%, enquanto nas mais velhas é de 40%
(KESHAVARZ; NAKAJIMA, 1993), além do aumento do tamanho do ovo, citado
anteriormente.

Segundo, Bar e Hurwitz (1987) o aumento da idade da ave afeta a qualidade
da casca, devido a alteracdo na hidroxilacdo da vitamina D3 no figado ou no rim,
resultando em uma ineficiente absorcéo de calcio e fosforo, para formacdo 0ssea e
de casca. Segundo Nakajima (1993) a queda na qualidade da casca, com o
aumento da idade, também ¢é resultado da diminuicdo da absorcdo de calcio
intestinal e mobilizacao do calcio 6sseo. Segundo Macari e Mendes (2005), as aves
mais velhas possuem menor atividade da anidrase carbonica, enzima fundamental

na formacéo da casca do ovo. Segundo Roberts (2010) os valores mais baixos da
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espessura da casca durante o ciclo de postura, explica o peso da casca com o

avancar da idade.

2.5.2 Manejo nutricional

A racdo é a maior fonte de calcio para a formacdo da casca do ovo pelas
poedeiras.

A formacdo da casca é influenciada pelo tamanho da particula de calcario,
principal fonte de céalcio nas ra¢cdes. Com o uso de calcario muito fino, o célcio
passara rapidamente pela moela e ndo estara disponivel durante a formacédo da
casca. Como esta formacdo ocorre durante a noite, quando as aves nao estédo
comendo, o uso de particulas maiores acarreta em uma passagem mais lenta pelo
trato gastrointestinal, deixando o calcio disponivel para formacdo da casca e
consequentemente menor ocorréncia de mobilizacdo do calcio 6sseo pela ave
(MACARI; MENDES, 2005).

A suplementagcao de microminerais influencia durante o processo de
deposicdo de carbonato de calcio na casca do ovo. O zinco, por exemplo, € um
cofator da anidrase carbbnica, enzima fundamental para o suprimento de ions
carbonato durante a formacao da casca. A inibicdo desta enzima reduz a secrecéo
de ions carbonato e consequentemente acarretara em diminuicdo do peso da casca
(NYS et al., 2001). Sua suplementacdo em aves em estresse térmico € capaz de
aumentar o peso e reduzir os defeitos de casca (NYS et al., 2004). O manganés faz
parte de um dos componentes da matriz organica da casca. A sua deficiéncia pode
comprometer a formagéo da camada mamilar da casca, o que leva ao aumento da
incidéncia de &reas translucidas, na casca (BAIAO; CANCADO, 1997). A proporcao
de célcio para fosforo na dieta € de grande importancia na racéo, pois elevados
niveis de fosforo pode interferir na absorcéo intestinal de célcio, resultando assim,

em reduzida qualidade da casca.

2.5.3 Estresse térmico

As aves sdo animais homeotérmicos, ou seja, buscam manter a temperatura

corporal relativamente constante, independente da temperatura ambiental. A
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temperatura e umidade elevadas dificultam a troca de calor com o ambiente,
aumentando a temperatura corporal interna levando ao desconforto térmico e queda
na produtividade (BORGES et al., 2003). A temperatura de uma poedeira é em torno
de 41°C (MACARI; MENDES, 2005), e a interna do aviario pode variar entre 15 a
28°C com umidade relativa do ar entre 40 a 80%, para promover um ambiente
termoneutro (FERREIRA, 2005).

Silva et al. (2012) observaram que a producdo de ovos a temperatura de
26°C, foi superior quando comparada a de 32°C. A 26°C as galinhas se
encontravam na sua Zona de Conforto Térmico (ZCT). Em ambientes acima da ZTC,
ocorre uma reducdo no consumo alimentar, aumentando o consumo hidrico,
interferindo negativamente na digestdo e absorcdo dos nutrientes consumidos,
comprometendo a producgéo de ovos (FURLAN, 2006; NAKANO, 1979). Franco et al.
(2007) observaram diferencas significativas no consumo de racdo e
consequentemente, na producdo de ovos, espessura da casca e gravidade
especifica de ovos de aves com estresse térmico.

O estresse causado por altas temperaturas ambientais associadas a uma
elevada umidade é um dos fatores que afeta a producdo de ovos. Lin et al. (2002)
observaram que poedeiras expostas ao estresse térmico apresentaram menor
ingestado de racao, resultando em prejuizo tanto na producédo, como no peso dos
OVOS.

Expostas as elevadas temperaturas, as aves tendem a diminuir o consumo de
racao, deixando de ingerir elementos essenciais, como aqueles para a formacdo do
CaCOg, desequilibrando assim, a composi¢ado mineral durante a formacao do ovo. A
capacidade de converter a vitamina D3 em sua forma ativa também é reduzida
durante o estresse térmico (FURLAN, 2006). Essa reducdo na ingestdo de
nutrientes, aliada a alcalose respiratéria provocada pelo aumento da frequencia
respiratOria para dissipar o calor, leva a alteracées no equilibrio acido-basico do
sangue, acarretando alteragBes bioquimicas no albume e na gema que afetam a
qualidade do ovo. O plasma sanguineo torna-se alcalino e além de ter a
concentracdo de calcio no sangue afetada, a ave passa a excretar grande
quantidade de bicarbonato pela urina, levando a uma competicao direta entre os rins
e a glandula da casca por bicarbonato de calcio, que é o principal componente da
casca (MILLER; SUNDE, 1975; FRANCO; SAKAMOTO, 2007). Consequentemente



34

havera interferéncia na formacdo e na qualidade de casca, podendo resultar em
ovos pequenos e de casca fina, levando a prejuizos econémicos aos produtores,
pela méa qualidade de casca, resultando em reducédo da resisténcia de casca.

Gama et al. (2008) afirmaram que o consumo hidrico esta intimamente
relacionado ao consumo de ragdo, ou seja, fatores que alteram o consumo de agua
indiretamente influenciam no consumo de ragéo. Gutierrez et al. (2009) observaram
que apods fornecerem agua gelada as aves com estresse térmico, houve um
aumento no consumo de racdo e consequentemente na producdo de ovos, além da
melhora na qualidade da casca. Silva et al. (2012) observaram em que aves que
consumiram agua resfriada tiveram melhor producdo de ovos quando comparadas
as que nao obtiveram agua resfriada.

O calor causa também, reducdo na secrecdo de FSH e com isso, diminui o
tamanho da gema. Em ambiente com temperatura elevada, ocorre um
direcionamento do fluxo sanguineo preferencialmente para a periferia, diminuindo
assim, a irrigacdo dos orgaos, como a glandula da casca. Com isso, diminui a
guantidade de calcio, que chega a glandula da casca, e de aminoacidos
transportados para o magno (MILLER; SUNDE,1975; SWENSON; REECE, 1993).

2.5.4 Anormalidades no apice da casca (“Eggshell Apex Abn ormalities” —
EAA))

Uma alteracdo denominada Anormalidade no Apice da Casca (“Eggshell Apex
Abnormalities” - EAA) de ovos foi descrita em 2008, na Holanda, relacionada com a
presenca de Mycoplasma synoviae (MS) no oviduto das poedeiras. Essa alteracao
resultava na producdo de ovos com casca fina com maior propenséo a quebra e ao
aparecimento de trincas na casca (FEBERWEE et al., 2009a). Até entdo, as perdas
econdmicas atribuidas a infeccdo por MS eram associadas principalmente a doenca
articular, sinovite e/ou a doenca respiratoria, aguda ou crbnica, que provocavam
gueda na postura e na qualidade interna do ovo, na eficiéncia alimentar, aumento na
mortalidade e alto custo com medicamentos e implantacdo dos programas de
controle, além do efeito sinérgico quando associado a outras doencas
(NASCIMENTO; PEREIRA, 2009).
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A casca mais fina no ovo favorece o aumento na incidéncia de quebras e ao
aparecimento de trincas e pode favorecer a contaminacdo do produto por
microrganismos deteriorantes e patogénicos. Feberwee et al. (2009a) realizaram
estudos de campo e comprovaram a associacdo entre a infeccdo por MS com
tropismo pelo oviduto e a consequente producao de ovos com EAA. Esta relagéo foi
confirmada pela infeccdo experimental por MS em galinhas que produziram ovos
com esta anormalidade. A propor¢cdo dos ovos afetados por esta alteracdo atingiu
25% na producdo diaria. Foi observado que lotes entre 30 e 75 semanas de idade
produziram 5% dos ovos com EAA, com uma perda econdmica média estimada de
cerca de 3% da receita bruta no preco desses ovos (FEBERWEE; LANDMAN,
2009a).

Na Italia também foi relatada a ocorréncia de ovos com esta alteragéo, sendo
detectado que em lotes afetados por MS houve aproximandamente 1,3% a 1,8% de
ovos com EAA, resultando em grande quantidade de ovos quebrados, além da
reducdo da média do peso desses ovos (CATANIA et al.,, 2010). Na Inglaterra foi
relatada a ocorréncia dessa anormalidade, em galinhas caipiras, com uma queda de
5% na producdao total de ovos. Foi confirmada a presenca de MS, concomitante com
BIG. No Brasil também houve indicios de infeccdo por MS concomitantemente com o
virus da BIG favorecedo a producdo de ovos com EAA em aves caipiras (SANTOS
et al., 2012). Feberwee et al. (2009b) também observaram sinergia entre a infeccao
por MS e BIG afetando a producéo de ovos, com até 25% de ovos afetados por
EAA. Porém, ndo houve a ocorréncia de EAA quando as aves estavam infectadas
apenas por BIG, ao contrario, das poedeiras que estavam infectadas apenas por MS
(FEBERWEE, 2009b).

A anormalidade se localiza na ponta fina do ovo, o apice da casca, até
aproximadamente dois centimetros do apice e quase sempre possuem uma regiao
bem delimitada. Esta regido se apresenta aspera e fina, com aumento da
translucéncia vista na ovoscopia, propiciando aumento na incidéncia de trincas e
ovos quebrados (FEBERWEE et al., 2009). A translucénscia da casca € resultante
de botdes mamilares irregulares provavelmente devido a fusdo de nucleos
mamilares durante as fases iniciais da formac&o da casca do ovo. Uma deficiéncia
de manganés, que € um dos componentes da matriz organica da casca compromete

a formacdo da camada mamilar da casca e aumentando assim, a incidéncia de
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areas translicidas. Nos ovos com EAA, foi observado que havia pouca quantidade
de nucleos mamilares e com erosdes, 0 que nao era encontrado em ovos com casca
normal.

A transmissdo de MS entre as galinhas pode ser horizontal ou vertical
(KLEVEN, 1997). A forma horizontal ocorre, através do contato direto com as aves
infectadas que, de acordo com estudos de Kleven (1997), é a forma mais comum de
infeccdo. A transmisséo vertical se da através do ovo e representa um importante
fator na disseminacdo do MS em galinhas e perus, apesar de nem todas as aves
nascidas de plantéis contaminados por MS estarem infectadas (KLEVEN, 1997).

O ovo é contaminado a partir de lesdes dos sacos aéreos abdominais. A
gema, ao ser liberada pelos ovarios, contamina-se devido ao intimo contato com os
sacos aéereos abdominais, acarretando em contaminagdo ao longo do oviduto e
consequentemente, os futuros ovos também se contaminardo (NASCIMENTO,;
PERREIRA, 2009). Em um estudo experimental realizado por Feberwee et al. (2008)
o MS foi isolado no oviduto de aves que produziram ovos com EEA. Este resultado
confirma a transmissao vertical do MS como importante fator na disseminacao desse
patdgeno em plantéis avicolas.

Ainda néo ha maiores informacfes, de como o MS afeta o apice da casca
desses ovos. Foi realizado um estudo experimental com reproducédo da doenca pelo
MS, para confirmar a etiologia da EAA e evidenciar assim, as lesbes de casca. Os
exames histopatolégicos do oviduto ndo revelarm nenhuma lesdo ao longo de sua
extensdo. Utilizou-se a microscopia eletrénica por varredura para analisar a casca
dos ovos com EAA, fornecendo maiores explicacbes para a diminuicdo da
translucéncia e a reducao da resisténcia da casca desses ovos. Foi observada a
auséncia da zona de calcificagdo da camada mamilar, pois ndo havia a presenca
dos botdes mamilares e parte da camada palicada estava reduzida, em largura, no
apice dos ovos com EAA, além, das membranas da casca mais espessas
(FEBERWEE et al., 2009). A espessura da camada calcificada, do apice do ovo com
EAA neste estudo, apresentou menor espessura (246.9um), comparado aos 0vos
normais (286.7 pm).

No experimento de Feberwee et al. (2009b), os ovos com EAA apresentaram
resisténcia da casca, 44% menor que a de ovos provenientes de aves nhao

desafiadas por MS. Observaram também, qgue mesmo 0s ovos normais, de aves
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desafiadas por MS, possuiram cascas mais frageis quando comparadas com cascas
dos ovos de galinhas ndo desafiadas. A fragilidade da casca e consequentemente
aumento nas quebras é a principal causa das perdas econb6micas devido a EAA
(FEBERWEE; LANDMAN, 2008).

Feberwee (2009) e Catania et al. (2010) em seus estudos trataram as aves
infectadas por MS e com producdo de ovos com EAA, com antibiéticos, como a
oxitetraciclina e tilosina, respectivamente. Ambos obtiveram resultados positivos no
tratamento, pois houve melhora na casca dos ovos produzidos. Porém, o efeito da
antibioticoterapia pode ser temporario, pois segundo Kleven (2003), apenas 0 uso
de antibidtico ndo é capaz de eliminar o MS do lote, além do risco da presenca de
residuos do antibiético nos ovos produzidos. Segundo o mesmo autor, a melhor

estratégia na criagdo de poedeiras € a utilizacdo de vacinas contra o MS.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA DO MATERIAL

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal Fluminense, sob o numero de registro 199. Os ovos foram
colhidos em uma empresa avicola de producdo, no municipio de Bastos, Sao Paulo,
Brasil em dois periodos. No verdo, no més de novembro de 2012, a temperatura
ambiente média da regido foi de 27,2°C e no inverno, no més de julho de 2013 foi de
12,3°C.

3.1.2 Selec¢éo dos ovos

Os ovos foram selecionados apés a etapa de lavagem, durante a ovoscopia
na sala de classificacdo (Figura 1), e acondicionados em cartelas de papeldo
utilizadas no comércio varejista. A selecao consistiu em identificar e coletar os ovos
considerados do tipo EAA, ou seja, com alteracdo no apice da casca, apresentando
superficie rugosa, com casca fina e maior translucéncia no apice (Figura 2). Os ovos
do tipo normais, aqueles que ndo apresentavam EAA, foram coletados na mesma
guantidade dos selecionados com a anormalidade. Foram coletados no total 300
ovos no periodo de verdo e 600, no inverno, em um total de 900 ovos, sendo a
metade com EAA e a outra metade considerada normal em cada estacdo. Apos a
selecdo, todas as bandejas de ovos foram empilhadas dentro de caixas de papelao,
lacradas e transportadas para o Laboratorio de Sanidade Avicola da Faculdade de
Veterinaria da UFF.

No laboratorio, foram avaliados 232 ovos no verdo e 400 ovos no inverno,
pois os ovos foram submetidos a uma segunda ovoscopia na chegada, que gerou
retirada de 28 ovos no verdo e 125, no inverno por quebras e trincas
no transporte. Além disso, durante as analises, no verao foram perdidos 33 ovos por
ruptura da gema e 7 deteriorados e no inverno 32 ovos foram perdidos por ruptura

da gema, 5 deteriorados e 38 quebrados no manuseio.
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Apébs a nova triagem, 0s ovos normais e com EAA foram separados em cinco
grupos para as andlises, a partir da chegada e por mais quatro semanas,

constituindo cinco dias de analises (aos dois, sete, 14, 21 e 28 dias ap0s a postura).

Figura 1. Sele¢cdo de ovos com Figura 2. Ovo com translucéncia
anormalidade durante ovoscopia. aumentada em regido bem delimitada
no apice da casca.

3.2 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

3.2.1 Avaliacdo do estado sanitario das granjas para Mycoplasma synoviae e

Bronquite Infecciosa das Galinhas

Para avaliar o estado sanitario da granja em relacdo & micoplasmose e ao
virus da BIG, foram realizados PCR para deteccdo de Mycoplasma gallisepticum
(MG) e MS e ELISA, para pesquisa de anticorpos contra o virus da BIG e MS. As
aves eram vacinadas contra MG e BIG e nao vacinadas contra MS. Foram coletados
suabes de traqueia de 20 galinhas poedeiras (10 verdo e 10 inverno), de dois lotes
da mesma granja, acondicionados e transportados em microtubos contendo 1,0mL
de meio Frey modificado, refrigerados. Dos mesmos lotes foram coletadas também,
15 amostras de sangue da veia braquial em volume de 2,5 mL, usando seringas e
agulhas descartaveis, para a obtencao de soro. A coleta de sangue foi feita em duas
vezes com intervalo de quatro semanas nos dois periodos de coleta, inverno e
verao.

A amostragem foi baseada na alta prevaléncia de MS, estimada por Buim et
al. (2009), na regido onde foram coletadas as amostras. As amostras foram
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transportadas sob refrigeracdo, em caixas isotérmicas, com gelo reciclavel, até aos
Laboratérios de Sanidade Avicola e Epidemiologia Molecular da Faculdade de
Veterinaria da UFF, onde foram submetidas ao ELISA (IDEXX, S&o Paulo, Brasil)
pelo uso de kits especificos para a deteccdo de anticorpos contra MS, MG e BIG,
segundo as instrugdes do fabricante; e a PCR, com extracdo de DNA pelo método
de Sambrook et al., 1989, seguida de amplificacéo pela utilizacdo os seguintes pares
de primers para MS: 5-GAG AAG CAA AAT AGT GAT ATC A-3 e 5-CAG TCG
TCTCCG AAG TTA ACA A-3’, que amplificam 211pares de bases (pb) (LAUERMAN,
1998); e para MG: 5'-GGA TCC CAT CTC GAC CAC GAG AAA A-3" e5-CTTTTC
AAT CAG TGA GTA ACT GAT GA-3", que amplificam 732 pb (NASCIMENTO et al.,
1991). Como controles positivos foram utilizados cepas padrbes e amostras de
referéncia de MS. A reagéo para PCR continha: 5uL de Tampao para PCR10X, 200
UM de cada DNTP, 2mM de MgCl,, 5pM cada primer, 1U de Taq polymerase, 5uL do
DNA extraido, obtendo um volume final de 50uL. Os tubos foram submetidos a
desnaturacdo a 94°C por cinco minutos, seguido por 40 ciclos de 94°C por um
minuto, 55°C por um minute e 72°C por dois minutos, e alongamento a 72°C por
cinco minutos. O resultado da amplificacdo foi obtido em gel de agarose a 2%
submerso em Tampéao Tris-Borato-EDTA (TBE) e submetido a eletroforese. Apos a
corrida eletroforética, a visualizacdo dos amplicons foi realizada sob luz ultravioleta
em transiluminador.

Dos 10 suabes de traqueia de galinha analisados pela PCR em cada estacao
do ano, cinco foram positivos para MS no verdo e quatro, no inverno, e todos foram
negativos para MG. Os titulos de anticorpos contra MS se elevaram no ver&do, com
média geométrica (GM) de 8.613 (CV=49,5) passando para 16.842 (CV=25,9) (p <
0.0001), enquanto os titulos contra BIG foram reduzindo, com GM de 4.909
(CVv=33,9) para 2.007 (CVv=42,6) (p < 0.0001) na segunda coleta. Esses resultados
se repetiram no inverno, com GM de 1.810 (CV=104,2) passando para 3.714
(CVv=43,8) para MS (p = 0.0016), e GM de 4.297 (CV=32,0) para 3.380 (CV=46,6) (p
= 0.0977) para BIG. Esses resultados comprovaram que as aves eram infectadas

por MS e controladas para BIG e MG por vacinacgao.

3.3 ANALISE DE QUALIDADE EXTERNA E INTERNA DOS OVOS
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Para a realizagdo da andlise de qualidade dos ovos, foi utlizado o
equipamento Digital Egg Tester 6000 (Nabel).

Os ovos de cada grupo foram separados por pesos similares, identificados
individualmente e armazenados em sala com temperatura e umidade controladas,
sendo lidas diariamente no termohigrémetro, e registrados os valores minimos e
maximos (Figura 3). No periodo do verdo, a temperatura média minima da sala de
estocagem foi de 24,6° C e maxima de 25,8° C e umidade relativa média minima de
59% e maxima de 69%. No periodo do inverno, a temperatura média minima da sala
foi de 24° C e maxima de 25° C e umidade relativa média minima de 66% e maxima
de 73%.

Figura 3. A.Ovos normais e B. Ovos com Anormalidades no apice da casca (EAA)
armazenados em sala com temperatura e umidade controladas, produzidos no
periodo do verao.

3.3.1 Analise da qualidade externa dos ovos

3.3.1.1 Pesagem

Os ovos foram pesados na balanca do equipamento Digital Egg Tester, que
foi tarada com trés casas decimais. Obteve-se a diferenca entre os pesos dos
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segundos dias, ap0s a postura, utilizando os dados obtidos em casa periodo de

analise.

3.3.1.2 Resisténcia de casca

A resisténcia da casca foi medida por um dispositivo de compressdo do
mesmo equipamento que indicava a forca em Newton (N), necessaria para romper a
casca. Individualmente, cada ovo era posicionado horizontalmente e comprimido
com um pistdo de aluminio chato a uma velocidade de cinco mm/s até que a casca

do ovo trincasse.

3.3.1.3 Peso e porcentagem da casca

Para o célculo da porcentagem de casca, as cascas eram lavadas em agua
corrente, com o cuidado para ndo perder pedacos das mesmas e secas em
temperatura ambiente por dois dias. Apds este periodo, eram pesadas
individualmente, em balanca analitica (Bel) e feita a divisdo pelo peso do ovo,

multiplicando por 100.

3.3.1.4 Espessura de casca

A espessura da casca foi aferida, com a presenca das membranas da casca,
em trés regibes: fundo (ponta larga), lateral e apice (ponta fina) da casca, com
auxilio de um micrémetro digital.

Tanto no verdo, quanto no inverno, foi realizada a comparacdo, entre as
meédias das espessuras, dos trés pontos da casca (fundo, lateral e apice), dentro de

cada grupo e entre a mesma parte da casca entre os dois grupos.

3.3.2 Andlise da qualidade interna dos ovos

3.3.2.1 Unidade Haugh
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Para as analises da qualidade interna, os ovos foram quebrados e em
seguida, o conteudo foi depositado na superficie plana e lisa, de uma bandeja
circular de plastico, do equipamento, que faz a leitura e o calculo da UH e altura do
albume. Todas as andlises foram realizadas e registradas pelo equipamento Digital
Egg Tester. Os valores de unidade Haugh foram obtidos pela medi¢cdo da altura do
albume no ponto médio entre a gema e o limite do albume denso e do peso (Figura
4), utilizando a férmula de unidade Haugh simplificada, UH= 100 x Log(H — 1.7W%%’
+ 7.57) (EISEN et al., 1962).

Foi analisada e comparada a média da UH dentro de cada grupo e entre 0s

grupos, ao longo do armazenamento.

Mo, @01 -811
24

Figura 4. Ovo em prato plano para andlise digital da altura do albumem pelo
equipamento Digital Egg Tester.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Comparagfes entre duas médias para os parametros de qualidade entre os
ovos EAA e normais e para os titulos de anticorpos pelo ELISA foram realizadas
pelo teste de Mann-Whitney. As médias dos periodos de analise para cada tipo de
ovo foram analizadas pelo teste Kruskal-Wallis, seguido do teste de multiplas
comparacoes de Dunn. As correlagdes entre as curvas de UH e a perda de peso foi
feita pela comparacéo dos valores de melhor ajuste (Best-fit values). Foi utilizado o
programa GraphPad Prism® versdo 5.00 (GraphPad Software, La Jolla, CA) em

todas as analises.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao comparar a média dos pesos dos ovos normais e com EAA, ndo houve
diferenca significativa em nenhuma das semanas estudadas (Tabela 1), em ambas
as estacoOes, significando que ndo houve influéncia da anormalidade no peso dos
OVOS.

Ao analisar as médias dos pesos dos ovos ao longo das quatro semanas de
com EAA,

significativamente menores aos 21 dias de estocagem no verdo e aos 14 dias no

estocagem, tanto normais quanto verificou-se que foram

inverno (Tabela 1).
Tabela 1 Médias de peso e perda de peso de ovos comerciais de galinha normais e

com Anormalidades no Apice da Casca ("Eggshell Apex Abnormalities"- EAA)

durante 28 dias de armazenamento no verao e no inverno

Perda de peso | Perda de peso do
Periodo de Peso do ovo (g) 1 1
andlise n do ovo (g) ovo (%)
Normais EAA Normais| EAA |Normais| EAA
VERAO
2 dias 116 62,24aA 62,16aA - - - -
7 dias 91 61,94aA 61,83aA | 0,27bA |0,36aA| 0,43 0,58
14 dias 65 61,38aA,B |60,99aA,B| 1,00bB [1,29aB| 1,61 2,07
21 dias 42 60,56aB,C | 59,99aB | 1,82bC |2,30aC| 2,92 3,70
28 dias 21 59,37aC 58,45aB | 2,51bD |3,51aD| 4,04 5,65
INVERNO
2 dias 200 60,15aA 60,34aA - - - -
7 dias 165 59,89aA |59,77aA,B| 0,37bA |0,56aA| 0,62 0,93
14 dias 120 58,86aB |58,63aB,C| 0,85bB |1,21aB| 1,41 2,00
21 dias 82 58,58aB,C | 58,02aC | 1,40bC |1,94aC| 2,33 3,21
28 dias 42 57,71aC 56,94aC | 1,76bD |2,44aD| 2,92 4,04

*a,b: Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha e em cada medida diferem entre si pelo
teste de Mann-Whitney (p<0,05). A,B: Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna e em
cada grupo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis/Dunn(p<0,05) * Ao comparar com valores aos

2 dias de estocagem.
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A perda de peso acumulada ao longo do armazenamento, comparando 0S
dois tipos de ovos, foi maior nos ovos com EAA em todas as semanas, em ambas as
estacdes, ou seja, a presenca da alteracdo na casca influenciou na perda de peso
dos ovos (Tabela 1). Por ser mais fina no apice, a casca dos ovos com EAA pode ter
favorecido uma maior permeabilidade ao vapor de agua e consequente perda de
peso, segundo Peebles e Brake (1985).

A diferenca de peso também foi verificada ao comparar as curvas de
regressao geradas pelas médias das perdas (p<0,05) (Figura 5).

O peso do ovo € um importante parametro de qualidade, pois é utilizado para
a classificacdo dos ovos e posterior escolha pelo consumidor na selecdo para
compra. A EAA interferiu na perda de peso dos ovos e com isso, compradores que
armazenam ovos sejam para distribuicdo ou o para consumo, podem ser

prejudicados caso adquiram 0s ovos sem atentar para essa leséo.

4.00 o NV
O EAAV
[ ] NI /'
B EAAl ’
3.00 - ‘

Meédia de perda de peso (g)
S o
(=] (=]

0.00

Figura 5. Médias de perda de peso durante estocagem de ovos normais no verao
(NV = o) e no inverno (NI = e), e ovos com Anormalidades no Apice da Casca no
verdo (EAAV = o) e no inverno (EAAI = m). Linhas de regressédo polinomial estao
representadas (NV = ———; NI = --- ; EAAV = —ee_ose_: EAA| = o00),

Em relacdo as estacbes do ano, a perda de peso foi maior no verao,
provavelmente pela umidade da sala de estocagem que foi ligeiramente menor nesta

estacdo e/ou as altas temperaturas ambientais a que as galinhas estavam
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submetidas nesse periodo e que podem ter levado a producdo de ovos com casca
mais fina (Tabela 1). Mesmo com valores absolutos distintos, em ambas as estacfes
a perda de peso pelos ovos com EAA foi aproximadamente 40% maior que por ovos
normais aos 28 dias, significando que a EAA teve a mesma influéncia na perda de
peso independentemente da estacdo em que os ovos foram produzidos.

N&o houve diferenca (p>0.05) ao longo do armazenamento para nenhum dos
parametros de qualidade da casca: espessura, peso e porcentagem de casca e
resisténcia a quebra. Jones e Musgrove (2005) também observaram que a
resisténcia da casca do ovo néo se alterava ao longo do tempo de estocagem. De
acordo com ROMANOFF; ROMANOFF (1949), possiveis alteracdes ocorrem apenas
durante a formacé&o da casca, pela interferéncia de fatores extrinsecos e intrinsecos.

Comparando as espessuras, das trés regides da casca, em cada tipo de ovo,
foi observado que os valores da lateral da casca, geralmente foram maiores que 0s
do apice e do fundo, assim como no trabalho de Sun et al. (2012). Foi observado
gue no verdo, néo houve diferenca (p>0.05) entre as trés médias nos ovos normais,
porém, nos ovos com EAA a média da lateral da casca foi maior que as do apice
(p<0.001) e do fundo (p<0.01). O mesmo comportamento foi observado no inverno,
no entanto, como as médias foram maiores que no verao, as diferencas entre os
pontos de medicdo da espessura da casca foram mais pronunciadas no inverno. A
medida da lateral da casca foi maior que a do 4pice (p<0.05) e do fundo (p<0.001)
para ovos normais, enquanto nos ovos com EAA houve diferenca significativa entre
as médias nos trés pontos, sendo a lateral a maior que a do apice (p<0.001) e do
fundo (p<0.05) e o fundo maior que o apice (p<0.01).

A casca mais fina no verdo pode ter ocorrido devido a exposicdo das
galinhas as temperaturas ambientais mais elevadas, pois o desconforto térmico
interfere, prejudicando a formacao da casca. Com o aumento da temperatura ocorre
a reducédo da ingestédo de alimentos e consequentemente, diminuicdo dos niveis de
calcio ionizado disponiveis e hiperventilagdo com reducdo parcial do CO, nos
tecidos. Ocorre um desequilibrio 4cido-basico, provocado pela alcalose respiratdria,
pois a ave tenta dissipar o calor e sua respiracéo se torna ofegante, eliminando mais
CO,. Também devido a alcalose, os niveis de célcio e fosforo sanguineos caem.
Todo esse processo interfere entdo, na espessura da casca e com iSsO no peso do
ovo (MAHMOUD et al, 1996; EBEID et al, 2012). Barbosa Filho (2004) observou
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diferenca significativa quando comparou ovos produzidos em condi¢ao de conforto e
estresse térmico. Ha também, queda acentuada no valor médio da espessura de
casca dos ovos de poedeiras submetidas as condicbes de temperatura ambiente
elevada, levando as alteracdes no equilibrio 4cido basico, acarretando assim em
producdo de ovos com casca mais fina. As aves diminuem a capacidade de dissipar
calor a medida que a temperatura e a umidade relativa do ambiente se elevam
acima da zona termoneutra. Devido ao estresse térmico, a ave reduz o consumo de
racdo, evitando maior producédo de calor e, com isso, a disponibilidade de calcio no
sangue diminui, prejudicando a formagao da casca (FRANCO; SAKAMOTO, 2007).

Analisando as diferencas entre os tipos de ovos, a espessura no apice da
casca de ovos com EAA foi menor (p<0,0001) que na de ovos normais no periodo
do verdo, enquanto no inverno, foram mais finas no apice (p<0,0001) e na lateral
(p=0,03) da casca de ovos com EAA. Feberwee et al. (2009) também observou
diferencas significativas na espessura da casca entre ovos com EAA e ovos néo
afetados pela anormalidade. Estes valores foram importantes para quantificar a
diferenca na area afetada e estabelecer sua relagdo com outras caracteristicas,
como resisténcia e peso da casca.

Considerando a meédia total da espessura da casca nos trés pontos de
medida, ndo houve diferenca entre os ovos normais e com EAA no verdo (p>0,05),
mas no inverno, os ovos com EAA obtiveram menor espessura de casca (p =
0,0003). As cascas foram mais espessas no inverno e, com isso, as diferencas
entre os normais e EAA foram mais evidentes, resultando em diferenca. A diferenca
de espessura também foi observada por Feberwee et al. (2009a) entre os ovos de
galinhas infectadas, experimentalmente com MS e 0s ovos do grupo controle em

ambiente controlado.
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Tabela 2. Médias dos valores de espessura de casca, peso de casca e resisténcia
de casca de ovos comerciais de galinha normais e com Anormalidades no Apice da

Casca (EAA) no veréo e no inverno.

Diferenca
Diferenca | percentual
Normais| EAA |absoluta |(%)
VERAO
Espessura do apice (um) 368,8aA|354,5bB| 1,43 3,88
Espessura da lateral (um) 367,7aA|370,9aA| -0,32 -0,87
Espessura do fundo (um) 361,7aA|359,3aB| 0,23 0,65
Espessura média (um) 366,0a | 361,6a 0,45 1,22
Peso da casca (Q) 5,81a 5,73a 0,09 1,53
Porcentagem de casca (%) 9,34a 9,21a - 0,13
Resisténcia de casca (N) 39,83a | 33,23b 6,60 16,57
INVERNO
Espessura do apice (um) 390,6aB|369,7bC| 2,09 5,35
Espessura da lateral (um) 398,9aA|392,2bA| 0,67 1,69
Espessura do fundo (um) 387,0aB|382,9aB| 0,41 1,06
Espessura média (um) 392,2a | 381,6b 1,06 2,70
Peso da casca (g) 5,86a 5,78a 0,08 1,35
Porcentagem de casca (%) 9,89a 9,77a - 0,12
Resisténcia da casca (N) 41,00a | 32,86b 8,14 19,86

*a,b:Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha e em cada medida diferem entre si pelo
teste de Mann-Whitney (p<0,05). A,B: Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna e em
cada grupo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis/Dunn(p<0,05). Ao comparar com valores
aos 2 dias de estocagem.
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A presencga da EAA ndo influenciou nas médias dos pesos de casca ou da
porcentagem de casca (p>0,5). Considerando o efeito da estacdo do ano, a
porcentagem de casca foi menor (p<0,0001) no verdo, mas nessa estacdo nao
houve diferenca no peso da casca (p>0,05). A menor porcentagem de casca
também pode ser explicada pela elevada temperatura ambiental no verdo pelos
efeitos relacionados ao calor que interferem na formacéo da casca, ja mencionados.

A resisténcia da casca dos ovos com EAA foi menor (p<0,0001) do que a dos
ovos normais, 16.57% no verdo e 19.86% no inverno. A caracteristica que mais
sofreu variacdo entre ovos normais e com EAA foi a espessura do apice da casca,
portanto, a queda na resisténcia da casca de ovos com EAA foi principalmente
devido a menor espessura do apice. Feberwee et al. (2009b) observaram uma
reducdo da resisténcia entre ovos normais e com EAA de 32.34% a 34.86% em um
grupo de galinhas infectadas por MS. Destaca-se ainda que, ovos nhormais
provenientes de aves contaminadas por MS também séo afetados e possuem menor
resisténcia a quebra que ovos normais, de aves nao infectadas por esse micro-
organismo (FEBERWEE et al., 2009b; GOLE, et al., 2012). O peso do ovo e a
qualidade da casca também podem ser afetados em ovos normais produzidos por
aves infectadas por MS (SILVA et al., 2012).

Para os ovos comerciais de galinha as cascas, com maiores valores de
espessura e porcentagem de casca, sS40 mais resistentes. Esta é a caracteristica
mais desejada por todas as empresas produtoras, pois Ovos com a casca resistente
possuem menor possibilidade de trincas e quebras, matendo também a qualidade
interna, desde a postura até o consumidor final.

Analisando e comparando os valores da UH entre 0s ovos normais e com
EAA néo foi observado diferenca entre eles, apenas no 7° dia. Comparando dentro
de cada tipo de ovo e para ambas as estacfes, houve perda significativa em relacéo
ao tempo de armazenamento (Tabela 3), como ja era esperado, principalmente por
estarem em temperatura ambiente. A qualidade interna sofre influéncia tanto da
temperatura, quanto no tempo de armazenamento, ou seja, quanto maior for o
periodo de armazenamento sem refrigeracdo, menor serdo os valores de UH (EISEN
et al, 1962; ALLEONI; ANTUNES,1999; STALDEMAN; COTTERILL, 1994). Ao longo
do armazenamento, o pH do albume torna-se alacalino, devido a perda de CO, para

0 ambiente, com isso ha uma diminuicdo da altura do mesmo, pois ocorre
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fluidificacdo do albume e consequente queda nos valores de UH (SCOTT;
SILVERSIDES, 2000; ALLEONI; ANTUNES, 2001; LEANDRO et al.,, 2005,
CARVALHO et al., 2007).

Tabela 3 Médias de Unidade Haugh (UH) e perda de UH dos ovos comerciais
normais e com Anormalidades no Apice da Casca ("Eggshell Apex Abnormalities”-

EAA) durante 28 dias de armazenamento no verao e no inverno.

Periodo de 1
andlise n UH Perda de UH (%)
Normais EAA Normais | EAA

VERAO

2 dias 116 | 73,97aA | 72,42aA - -

7 dias 91 62,10bA |60,37a,bA| 16,05 |16,64

14 dias 65 |56,54b,cA|52,77b,cA| 23,57 |27,13

21 dias 42 48,14cA | 46,91cA 34,92 |35,23

28 dias 21 45,20cA | 45,20cA 38,89 |37,58
INVERNO

2 dias 200 | 80,10aA | 76,76aB - -

7 dias 165 | 63,20bA | 64,93bA 20,99 |15/42

14 dias 120 | 60,23bA | 55,64cB 24,80 |27,52

21 dias 82 50,51cA |47,77c,dA| 36,95 |37,76

28 dias 42 48,66cA | 47,16dA 39,25 |38,57

a,b: Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha e em cada medida diferem entre si
pelo teste de Mann-Whitney (p<0,05). A,B: Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna e

em cada grupo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis/Dunn(p<0,05) * Ao comparar com valores

aos 2 dias de estocagem.

As perdas nos valores de UH entre a primeira e Ultima analise foram proximas
a 40%, independentemente do tipo de ovo ou estagdo. Com excec¢do nos 2° (p =
0,003) e 14° (p = 0,015) dias de estocagem do inverno, ndo houve diferencas (p >
0,05) entre os valores obtidos de ovos normais e com EAA (Tabela 3) para UH.
Portanto, a presenca da EAA ndo afetou a UH nos ovos ao longo do
armazenamento. Esse resultado esta de acordo com os apresentados por Feberwee

et al. (2009a).
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Ao analisar os valores de UH dos ovos com EAA e normais a regressao nao
linear, todos os valores encontrados (p>0,05) foram explicados pela férmula UH =
1.51x%-16.35x+90.36. Portanto, a presenca da anormalidade ou as estagbes n&do
influenciaram na taxa de perda da UH (Figura 6), talvez pelo controle do ambiente

de armazenagem em relacéo a temperatura.
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Figura 6. Médias dos valores de Unidades Haugh (UH) em cada dia de analise para
ovos normais no verao (NV = o) e inverno (NI = e), e para ovos com Anormalidades
no Apice da Casca (EAA) no verdo (EAAV = o) e inverno (EAAI = m). Linhas de
regressao polinomial estdo representadas (NV = — — —; NI = --- ; EAAV = —eo_oe_:
EAAI = eeo),
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5 CONCLUSAO

No presente estudo, a presenca de casca com EAA, embora ndo tenha
afetado a qualidade interna do ovo, estava relacionada com a perda de qualidade
externa.

Os ovos com EAA, ao longo do armazenamento, apresentaram maior perda
de peso acumulada independente da época de producao, além de menores valores
de espessura no apice da casca com gueda na resisténcia, propiciando as perdas
por trincas e fissuras durante a coleta e a classificacdo, com consequentes quebras
durante o manuseio, acarretando prejuizos econdmicos para o produtor.

Estes resultados demonstraram que a producdo de ovos com EAA é mais um
fator a ser considerado no controle do Mycoplasma synoviae em poedeiras

comerciais para prevenir perdas na qualidade dos ovos ao longo da estocagem.
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7 APENDICE

7.1 ARTIGO ENVIADO PARA PUBLICACAO NO PERIODICO POULTRY SCIENCE

THE EFFECT OF EGGSHELL APEX ABNORMALITIESON EGG QUALITY

The effect of eggshell apex abnor malities on table egg quality during storagein two

seasons of the year

ABSTRACT
Mycoplasma synoviae infection of hens has been associated with probleheggshell quality
called eggshell apex abnormalitidsA(A). Little is known about the quality of EAA eggs
from a commercial point of view, especially durithgir storage. The study aimed to examine
the differences between EAA and normal eggs duwsiogage under controlled conditions in
two seasons, summer and winter, by comparing iatemnd external quality parameters. In a
conventional egg production farm with white layihgns of varying ages in the city of
Bastos, state of S&o Paulo, Brazil, 232 eggs wsed in the summer season and 400 eggs in
the winter season. Half of the eggs had EAA, amdotier half were considered normal eggs
for each season. The eggs were analyzed at 2,,72114nd 28 days after being laid and
storaged from 24.6°C to 25.8°C in summer and frdfC2o 25°C in winter. There was no
difference P > 0.05) in the average egg weight between EAAratthal eggs at any studied
time point, but in both seasons, the weight losEAR eggs was higher than in normal eggs.
The losses in Haugh unitH{) scores from the first to the last measurementse we

approximately 40% regardless of egg type or sea$quroduction. In comparing eggshell
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thickness, only the apices of the EAA eggs wernerthi £ < 0.0001) than normal eggs in the
summer, but in the winter, the EAA egg apicBs<(0.0001) and side$’(= 0.03) were both
thinner. The presence of EAA did not affect the skl weight P > 0.05) or eggshell
percentageR > 0.05). The eggshell strength of the EAA eggs leager P < 0.0001) than
normal eggs in both the summer (16.57%) and widi@¢186%). The presence of EAA did not
affect the internal quality of the egg, but wasatetl to a greater loss of external quality and

weight during storage.

Keywords:Mycoplasma synoviae, eggshell strength, egg weight, eggshell thickness

INTRODUCTION

The quality of table eggs can be affected by maamtofs, including infectious
bronchitis virus (BV) andMycoplasma infections. IBV is well known as a cause of egdjshe
and albumen problems and decreased egg produddgcoplasma gallisepticum (MG)
infection is characterized by chronic respiratorgedse and is associated with reduced feed
intake and egg production efficiencieMycoplasma synoviae (MS) is classically related to
arthritic and respiratory symptoms (Kleven, 20d8)t recently, it has been associated with
eggshell apex abnormalitieBAA) (Feberwee et al., 2009a).

EAAs are related to infection by MS in the ovido€layers, leading to the production
of eggs characterized by a roughened shell surmad], thinning and increased translucency
that is confined to the thin end of the egg, artdhs almost always a very clear demarcation
zone. The proportion of affected eggs can be as d&8g25%, resulting in economic losses due

to higher susceptibility to breaks and crackingb@revee et al., 2009a). Previous studies
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investigating EAA have only addressed the epidemgwland etiology of the disease
(Feberwee et al., 2009a; Feberwee et al., 2008é&efore, little is known about the quality of
EAA eggs from a commercial point of view, espegialliring their storage.

Table eggs are of great importance as food andaiketed products; thus, there have
always been concerns about their quality. Evalnatibegg weight alone is not an indicator
of nutritional quality; however, it is used to stiandize the marketing and classification of
eggs (USDA, 2000). The loss of humidity by the edgsng storage affects egg weight and is
influenced by the eggshell quality (Peebles anck®&rd987). The internal quality of eggs
normally decreases over time. Storage temperatudehamidity are the main factors that
influence in the rate of these changes (CouttsVditsbn, 2007). Internal quality is not only a
measurement of egg freshness but also an impan@icator of deterioration of its functional
properties (Jones, 2007). External quality is @agjimportance for producers because 6% to
20% of eggs produced by laying hens are lost dupotar shell quality (Roland, 1988;
Mertens et al.,, 2006; Coutts and Wilson, 2007).efdl quality does not change during
storage (Jones and Musgrove, 2005), but it canffeeted during eggshell formation by a
hen’s genetics, diet, age and environmental candt{Coutts and Wilson, 2007).

The objective of this study was to examine diffeenbetween EAA and normal eggs
by comparing internal and external quality paramsetéuring storage under controlled

conditions in two seasons, summer and winter.

MATERIAL AND METHODS

Egg production conditions
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Sampling was performed in a conventional battexgecegg commercial farm with
white Lohmann laying hens of varying ages in thg of Bastos, state of Sdo Paulo, Brazil, in
2 seasons: summer, in November 2012, when the gevenabient temperature was 27.2°C;
and winter, in July 2013, when the average aml@mperature was 12.3°C.

The use of animals for sample collection was apgutdby the Ethics Committee on
Animal Use of the Universidade Federal Fluminenseeu registration number 199. The hens
had been vaccinated against IBV and MG but notrsgdS. PCR was performed to test for
mycoplasmas and ELISA was performed to test for &8 IBV to evaluate the sanitary
status of the farm. The sampling was based onrénefence estimated by Buim et al. (2009).

Tracheal swabs from 10 hens in two flocks wereectdld and transported in Frey
media to detect MS and MG by PCR. The tubes cangithe tracheal swabs were
homogenized and centrifuged at 10,000 g for 10 mesjuhe supernatants were removed, and
the pellets were resuspended in 2000f PBS. DNA was extracted by the phenol-chlorafor
method (Sambrook et al., 1989). To detect MS, thmgrs used were 5-GAG AAG CAA
AAT AGT GAT ATC A-3' and 5-CAG TCG TCT CCG AAG TTAACA A-3’, which
amplify a 211-bp product (Lauerman, 1998). To deMG, the primers used were 5-GGA
TCC CAT CTC GAC CAC GAG AAA A-3 and 5'-CTT TTC AATCAG TGA GTA ACT
GAT GA-3’, which amplify a 732-bp product (Nascinteret al., 1991).

The mix for the MS and MG PCRs contained 5 pL of BICR buffer, 200 uM each
of dATP, dCTP, dGTP and dTTP, 2 mM of MgCb pM of each primer, 1 U of Taq
polymerase, 5 puL of the sample DNA and water tmal fvolume of 50 pL. The tubes were
denatured at 94°C for five minutes, followed byc{@les of 94°C for one minute, 55°C for

one minute and 72°C for two minutes, and a finakmsion of 72°C for five minutes. The
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amplified DNA products were visualized by electropsis in a 2% agarose gel stained with
ethidium bromide in 0.5 x TBE buffer.

A comparativeblood sampling analysis collected from the brackih of 15 hens
was performed in both sampling seasons, and th@lesanwere collected after a four-week
interval. The sera were tested for MS and IBV usamgnmercial ELISA kits (IDEXX
Laboratories, Inc., Maine, USA) to detect spediintibodies according to the manufacturer’s

instructions.

Egg quality analysis

A total of 232 eggs in the summer season and 499 ieghe winter season were used,
with half of the eggs having EAA and the other hadfsidered normal in each season. The
sample size in the summer season was smaller leetaeisncidence of EAA was lower on
the day of sampling. The eggs were washed follovBngzilian Federal laws, by using a
maximum of 50 ppm chlorinated water at environmiet@aperature and pH between 6.0 and
9.5. After the washing step, the eggs were seldayethndling in the classification room and
packed into pulp cartons. Eggs with EAA were caédcafter visualization of their specific
characteristics as described by Feberwee et aD9¢)0 while normal eggs were considered
the eggs that did not have any abnormalities.

The eggs of each type, EAA and normal, were divided five groups of similar
weights and identified individually. The initial vghts were statistically similar among all of
the groups and types of eggs for each season. Mbupgwere identified according to each

period of analysis: 2, 7, 14, 21 and 28 days &feéng laid.
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The eggs were stored in a room with controlled temajure and humidity, and the
maximum and minimum values were recorded dailysummer, the average minimum and
maximum temperatures of the storage room were @4afd 25.8°C, respectively, and the
average minimum and maximum relative humiditiesen8®% and 69%, respectively. In
winter, the average minimum and maximum temperataféhe storage room were 24°C and
25°C, respectively, and the average minimum andimmaxr relative humidities were 66%
and 73%, respectively.

To evaluate the weight changes, all of the egge wezighed weekly, and one group
of each type was analyzed for the other qualityaeter tests. The egg weights, eggshell
strengths, eggshell thicknesses, and Haugh Hit#) (scores were obtained using the Digital
Egg Tester 6000 (Nabel, Tokyo, Japan). Eggshadhgth was determined by compressing
the egg horizontally with a flat crosshead agamfat surface at the speed of 5 mm/s until it
cracked, being registered the last value beforedden drop in compression force. The HU
score was calculated using a simplified formulaségiet al., 1962) that included the albumen
height measured at the midpoint between the yotktha limit of the dense albumen as well
as the egg weight as previously measured.

The eggshells were cleaned and dried at room textyer for two days and then
weighed on a high-precision scale (BEL EngineétfingAfter weighing, the eggshell
thickness was measured with the Mitutoyo AbsolieCl 543-400B micrometer (Mitutoyo
Corp.) at three points: the bottom (blunt end)esidd apex (sharp end).

Simple comparisons of mean values between EAA anchal eggs for the egg quality
parameters and between ELISA titers were compasedjuhe Mann-Whitney test. Multiple

comparisons between means for the period of asalgsieach egg type were made using the
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Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s multiple cgrarisons test. Correlations among curves
of HU and weight loss means were performed by comg@adest-fit values. All of the data
analysis was accomplished using GraphPad Prigetsion 5.00 (GraphPad Software, La

Jolla, CA).

RESULTSAND DISCUSSION
Egg production conditions

From the 10 swabs used for mycoplasma detectioA@fy in each season, five were
positive in the summer for MS, and four were pasitin the winter. None of them were
positive for MG.

The antibody titers against MS increased in thrarear from a geometric mean (GM)
of 8,613 (CV=49.5) to 16,842 (CV=25.9 « 0.0001), while titers against IBV decreased
from 4,909 (CV=33.9) to 2,007 (CV=42.6p € 0.0001). These results were repeated in the
winter, with the GM rising from 1,810 (CV=104.2) 8714 (CV=43.8)R = 0.0016) for MS
and decreasing from 4,297 (CV=32.0) to 3,380 (CVéx@ = 0.0977) for IBV.

These results suggest infection by MS and a gamdlagical response to IBV

vaccination.

Egg quality analysis

Egg weight. There was no significant difference in the averagg weight between
EAA and normal eggs at any of the studied time fgdior both seasons, which indicates that

EAA did not influence egg weight during storage.gReling the effect of storage on egg
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weight, for both types of eggs, the weight was ificemtly lower after 21 days of storage in
the summer and 14 days in the winter (Table 1). fBselts were similar, but in the winter,
the changes in weight were more evident becaussdimple included a higher number of
eggs.

EAA eggs had a higher cumulative egg weight lossndustorage for all of the days
studied for both seasons (Table 1). In the summas®, normal eggs lost 2.51g in 28 days
of storage while EAA eggs lost 3.51g; thereforesslof 39.84% higher than the normal eggs.
Similar percentage was obtained in the winter sgasben normal eggs lost 1.76g and EAA
eggs lost 2.44q, i.e, an increase of 38.64%. Tifierdnce might have occurred because the
thinner eggshell at the apex allowed a higherahteater vapor passage through the eggshell.
Eggshell thickness is negatively related to egdshiater conductance (Peebles and Brake,
1987). Egg weight is an important quality paraméiecause egg classification affects retalil
prices.

Even with different absolute values, in both seasdine approximately 40% higher
weight loss for EAA eggs, indicates that EAA had #ame effect on weight loss regardless
of the season in which the eggs were produced. Téssilt was also observed after
comparison of the regression equations generatethéomeans of the egg weight losses,

which were also differenP(< 0.05).

Internal quality. Regarding the HU results for each egg type andosedkere was a
significant loss during the storage period, as etque (Eisen et al., 1962; Jones and
Musgrove, 2005). With the exception of th¥ and 14' days of storage in the winter, there

was no difference between values obtained for EAd @ormal eggs (Table 2). The losses in
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186  HU scores from the first to the last measuremeneve@proximately 40% regardless of egg
187  type or season of production; therefore, the EAd\rtbt affect the rate of HU loss during egg
188  storage. Feberwee et al. (2009a) also did not datgcinfluence of EAA on HU means.

189 When analyzing the adequacy best-fit values ofcilnees for a common nonlinear
190 regression obtained for the HU scores of EAA andmab eggs, a single regression was able
191 to explain all of the values foun® & 0.05). The regression line is described by Y036 —
192 16.35(x) + 1.510:4 r* = 0.96 (Figure 1).

193

194 External quality. The means from all of the days of analysis showedifierencesR®

195 > 0.05) for the eggshell quality results for thieks, weight, percentage and strength. Jones
196 and Musgrove (2005) also observed that eggshadhgtin did not change throughout the
197 storage period. For this reason, the eggshell aaalyere performed using all of the data
198  from the five days of analysis to generate a siagkrage to increase the statistical strength.
199 In comparing the measurement points of eggshiekiless for the same egg types, the
200 values of the sides were usually higher than offtex and the bottom, as observed by Sun et
201 al. (2012). In the summer, there was no differefite 0.05) among the means for normal
202  eggs, but for EAA eggs, the mean eggshell thickoésse side was higher than of the apex
203 (P < 0.001) or bottomR < 0.01). The same pattern observed in the sumna aiso
204 observed in the winter; however, the differencesomgnthe points of the eggshell in the
205  winter were more pronounced. The mean eggshekrbgis of the side was higher than of the
206 apex P < 0.05) or bottomK < 0.001) for normal eggs, while for EAA eggs, thavere
207 differences among all three means: the side thekmes higher than the apéx< 0.001) or

208  bottom @ < 0.05), and the bottom thickness was higher thanapex P < 0.01) (Table 3).
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The thinner eggshell in the summer also could haseurred due to the higher ambient
temperatures to which the hens were exposed betheseal comfort interferes with egg
production and quality (Mahmoud et al., 1996; Elsidl., 2012).

In analyzing the differences between egg typesiensummer, the apices of the EAA
eggs were thinnerP(< 0.0001) than normal eggs, but in the winter, EB#f6A apices P <
0.0001) and side$’(= 0.03) were thinner. Feberwee et al. (2009a) alts®rved a significant
difference between EAA and unaffected eggscenning electron microscopy. Even though
this result was expected because the eggs weretesklbased on being more translucent
(indicating a thinner shell), these values are irtgrd to quantify these changes and establish
their relationship to other characteristics, susheggshell strength and eggshell weight.

Considering overall thickness, there was no diffiee in the summeP(> 0.05), but
in the winter EAA eggs had thinner eggshels £ 0.0003) than normal eggs (Table 3).
Because of the thicker eggshell in the winter, differences between the EAA and normal
eggs were more pronounced, resulting in a staistiifference. A difference in overall
thickness was also observed between hens expedltyeinfected with MS and the control
group (Feberwee et al., 2009a).

The presence of EAA in eggs did not affect the bgljsveight £ > 0.05) or eggshell
percentageR > 0.05). Considering the effect of the seasongetigshell percentage was lower
(P < 0.0001) in the summer, but there was no diffeeein eggshell weight?(> 0.05). The
lower eggshell percentage could also be explaiyethd higher ambient temperatures in the
summer. The eggshell weight may not be a good petearfor comparisons because eggs are

heavier in the summer; thus, the eggshell percentagild be more appropriate.
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The eggshell strengths were: 39.83 and 33.23 irstinemer season respectively for
normal and EAA eggs; while in the winter season thkies were 41.00 and 32.86. The
eggshell strength of EAA eggs was low& <€ 0.0001) than normal eggs (16.57% in the
summer and 19.86% in the winter). The parametdrhihd the most variation was eggshell
thickness at the apex; hence, it can be inferrad ttie lower eggshell strength was mostly
related to the lower eggshell thickness at the apekerwee et al. (2009b) also observed a
reduction of 32.34% to 34.86% in the eggshell giienof EAA eggs from hens
experimentally infected with MS. It should be highited that normal eggs from hens
infected with MS are also affected and also hal@er eggshell strength (Ferberwee et al.,
2009b, Gole et al., 2012; Silva et al., 2012).

Eggshell quality for table eggs is important, esgchigher eggshell thickness and
eggshell strength, because eggshells with thoseadesistics have a lower probability of
having cracks or breaking between being laid anmagogurchased by the final consumer.

In summary, the presence of EAA, although theyrditlaffect the internal quality of
the egg, was related to a loss of external qualityA were associated with a greater weight
loss in table eggs during storage, regardless efs#ason of production, as well as with a
thinner apex of the eggshell and a significant el@se in eggshell strength, which cause
higher loss during processing and transportatitves€ results demonstrate the importance of
Mycoplasma synoviae control in flocks of laying hen with a new focus the interference of
infection in the quality of table eggs and with @ien of reducing losses and improving the

quality of eggs.
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Table 1. Mean values of egg quality parameters for weightggs with EAA and normal eggs relative to days of storage instimmer and

winter seasons.

Days of Egg weight (g) Egg weight loss {g)Egg weight loss (96)

storage Normal EAA Normal EAA Normal EAA
Summer
2 116 62.24 62.16' - - - -
7 91 61.94 61.83 027  0.36" 0.43 0.58
14 65 61.38% 60.99F 1,00® @ 1.29° 1.61 2.07
21 42 6058¢ 59.9¢ 187 2.3¢ 2.92 3.70
28 21  59.3% 58.4%8  25P°  35FC 4.04 5.65
Winter
2 200 60.18' 60.34' - - - -
7 165 59.8¢ 59.77® 037" 0.56% 0.62 0.93
14 120 58.86¢ 58.63¢ 0858 127 1.41 2.00
21 82 58.58° 58.02 1.4¢ 1.94¢ 2.33 3.21
28 42  57.7% 56.94 1.76°  2.44° 2.92 4.04

*DMeans within a line and an egg quality parametekitg a common superscript differ (Mann-Whitn®y 0.05).*® Means within a column
and a type of egg lacking a common superscriped{fkruskal-Wallis/DunnP < 0.05).

'EAA = eggshell apex abnormalities.

“Compared with the value obtained at day 2.

78



Table 2. Mean values of Haugh units of eggs with EZshd normal eggs relative to days of storage irsttiemer and winter seasons.

79

Days of Haugh unit Haugh unit loss (%)
storage Normal EAA Normal EAA
Summer
2 25 73.97 72.42 - -
7 26 62.1¢ 60.37B 16.05 16.64
14 23 5654 527PC 2357 27.13
21 21 48.14 46.9F 34.92 35.23
28 21 45.2¢ 4520 38.89 37.58
Winter
2 35  80.10 76.76" - -
7 45 63.26%  64.93¢ 20.99 15.42
14 38 60.23%  55.64° 24.80 27.52
21 40  50.5P° 47.77&8° 36.95 37.76
28 42 4866  47.16° 39.25 38.57

*Means within a line and an egg quality parametekitg a common superscript differ (Mann-Whitn®y 0.05).*° Means within a column
and a type of egg lacking a common superscriped{fkruskal-Wallis/DunnP < 0.05).

'EAA = eggshell apex abnormalities.
“Compared with the value obtained at day 2.
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Table 3. Mean values of egg quality parameters for eggitiiekness and eggshell strength

for eggs with EAA and normal eggs in the summer and winter seasons.

Absolute Percent
Normal EAA
differencé differencé (%)
Summer
Apex thickness (um) 3688 354.8°  1.43 3.88
Side thickness (um) 3677 370.9% -0.32 -0.87
Bottom thickness (um) 3677 359.3°  0.23 0.65
Mean eggshell thickness (um) 366.0361.6 0.45 1.22
Eggshell weight (g) 581 5.73 0.09 1.53
Eggshell percentage (%) 9.33%9.219% - 0.13
Eggshell strength (N) 39.83 33.2% 6.60 16.57
Winter
Apex thickness (um) 3906 369.7¢  2.09 5.35
Side thickness (um) 3980 392.2%  0.67 1.69
Bottom thickness (um) 3870 382.9° 0.41 1.06
Mean eggshell thickness (um) 392.2381.6 1.06 2.70
Eggshell weight (g) 586 5.78 0.08 1.35
Eggshell percentage (%) 9.89%9.77% - 0.12
Eggshell strength (N) 41.60 32.86 8.14 19.86

*dMeans within a line and an egg quality parametekitg a common superscript differ
(Mann-Whitney;P < 0.05).*P Means within a column and a type of egg lackingmmon
superscript differ (Kruskal-Wallis/Dunt®, < 0.05).

'EAA = eggshell apex abnormalities.

“Compared with the value obtained at day 2.

80



81

80.00 - .
- u’s
3 &
= 70.00 - e
2 AP
=3 ‘:\\'\-"'l:‘s\
E 60.00 NN N
< B
e [ = B S S
= . : _
o 50.00 e T
i — —gr . ..,__:"'"
B3
40.00
02 07 14 21 28

Days of storage

Figure 1. Weight loss means during storage of normal eggthe summer (NS =) and

winter (NW = @) seasons and of eggshell apex abnormality (EAA)seig the summer
(EAAS =0) and winter (EAAW =m) seasons. Trend lines for each egg type are reqmexs
(NS=———;NW =---; EAAS =—--—..—; EAAW = - . ),



