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RESUMO

GALVAO, J.A. Ovos produzidos em diferentes sistemas de alojamento:
qualidade e seguranga microbioldgica, parametros fisicos, validagao e
utilizacao de método multiresiduo para deteccao de antimicrobianos e
pesticidas. Botucatu-SP, 2013. 91p. Tese (Doutorado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista.

A criagdo de animais de producdo vem se modificando gradualmente
devido a diversas alteragcdes socioculturais em todo o mundo. Cada vez mais
se tem observado a demanda por alimentos produzidos considerando-se o bem
estar animal. Neste contexto também encontra-se a avicultura de postura.
Novos sistemas vém sendo propostos para melhorar as condigdes de vida das
galinhas poedeiras, destacando-se entre eles o free range (FR). S&o poucos os
trabalhos que avaliaram a qualidade e seguranga dos ovos produzidos nesses
novos ambientes. Assim foi proposta neste estudo a avaliacdo de ovos e
ambiente de producao de trés granjas de postura comercial (duas no sistema
convencional de criagcdo e uma no sistema FR), sendo duas delas (FR e
Convencional 1) localizadas em uma mesma propriedade, o que diminuiu a
chance de introdugdo de viés de macroclima e linhagem. Foi pesquisada
Salmonella no ambiente de produg¢do, agua de bebida e ragédo, além das
cascas dos ovos, onde também foram enumeradas enterobactérias. Avaliou-se
também a qualidade fisica dos ovos e procedeu-se a validacdo de um método
para analise de multiresiduos de antimicrobianos e defensivos agricolas,
utilizado para sua quantificagdo no conteudo dos ovos das trés granjas. No
sistema FR foi foram verificadas as maiores contagens de enterobactérias (p <
0,001) e detectada Salmonella em trés cascas de ovos e em um comedouro (S.
Senftenberg), o patégeno nao foi detectado nas outras amostras ambientais, ou
de racao e agua. Os ovos do sistema FR apresentaram menor peso total, maior
espessura de casca e concentracao de albumen. O método multiresiduo se
mostrou eficaz na recuperacdo de todos os compostos, possibilitando a
validacao da técnica proposta. Foram detectados residuos de Enrofloxacina em
cinco de trinta amostras provenientes do sistema FR, todos eles extrapolaram o
LMR de 10ugL™" estabelecido pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento. O sistema FR mostrou maior vulnerabilidade higiénico-sanitaria
e no tocante a presengca de residuos de antimicrobianos. Quanto as
caracteristicas fisicas, estas nao conferem aos ovos produzidos pelo sistema
FR um perfil especial que justifique a sua escolha pelo consumidor.

Palavras chave: Free range, Salmonella, Qualidade do ovo, Residuo de
Enrofloxacina.
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ABSTRACT

GALVAO, J.A. Eggs produced in different housing systems: quality and
microbiological safety, physical parameters, validation and use of
multiresidue method for the detection of antimicrobials and pesticides.
Botucatu-SP, 2013. 91p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

The livestock production has been modified gradually due to several
socio-cultural changes worldwide. Increasing the demand for food produced
considering animal welfare. In this context also is laying hen raising. New
systems are being proposed to improve the living conditions of laying hens,
foremost among them the free range (FR). There are few studies which
evaluated the quality and safety of eggs produced in these new environments.
Thus was proposed in this study the evaluation of eggs and production
environment from three laying hens farms (two under the conventional system
of creation and one system in FR), two of them (FR and Conventional 1) located
on the same property, which decreased the chances of introducing
macroclimate and breeder lines bias. Salmonella was surveyed in the
production environment, drinking water and food, and the shells of the eggs,
which were also enumerated enterobacteria. It was also evaluated the physical
quality of the eggs and proceeded to the validation of a multiresidue method for
analysis of pesticides and antibiotics, used for quantifying the content of the
eggs of the three farms. In FR the largest system Enterobacteriaceae counts (p
<0.001) was detected and Salmonella were found in three eggshells and at one
feeder (S. Senftenberg), the pathogen was not detected in other environmental
samples, or food and water. The eggs of the FR system had lower weight,
greater shell thickness and concentration of albumen. The multiresidue method
is effective in the recovery of all compounds, enabling the validation of the
proposed technique. Enrofloxacin residues were detected in five out of thirty
samples from the RF system, they all have extrapolated the MRL of 10ugL-1
established by the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply. The FR system
showed greater vulnerability and sanitary conditions regarding the presence of
antimicrobial residues. As regards physical characteristics, they do not confer to
the eggs produced by the system FR a special profile that justifies his choice by
the consumer.

Keywords: Free range, Salmonella, Egg Quality, Enrofloxacin residue.
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1. INTRODUCAO

Os alimentos naturais / organicos/ "caipiras” / “coloniais” / alternativos vém
conquistando uma parcela de mercado antes inexistente. Inumeros produtos
estdo presentes nas redes de supermercados, em feiras especificas,
restaurantes e lanchonetes do mundo inteiro visando atender as exigéncias de
um consumidor disposto, muitas vezes, a pagar mais caro por esses alimentos.
Certa aversao a tudo o que é quimico, toxico, ou simplesmente, industrializado,
produzido por grandes corporagdes vem sendo observada, existindo ainda a
crenga de que esses produtos sdo mais saudaveis, mais seguros.

O mercado avicola ndo escapa desta tendéncia, incluindo-se ai os ovos,
considerados alimentos altamente nutritivos, de baixo custo e que possibilitam
a fabricagdo de diversos produtos alimenticios. Atualmente a grande maioria
dos ovos comercializados € produzida em sistemas convencionais de baterias
de gaiolas, que foram desenvolvidos visando a eficiéncia produtiva e a
prevencao de enfermidades.

No entanto, nota-se atualmente em uma parcela dos consumidores, um
descontentamento frente ao bem estar das aves mantidas em tais sistemas de
produgao, ja que para eles ndo sao respeitadas algumas das cinco liberdades
que devem ser asseguradas aos animais (FARM ANIMAL WELFARE
COUNCIL, 1979): estarem livres de fome e sede, livres de desconforto, livres
de dor, lesbées e doencas, livres para expressar seu comportamento normal,
livres de medo e estresse. Tal percepgédo tem impulsionado as exigéncias de

mudancas nestes sistemas de criagdo dos animais de producao.
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Tais mudangas por sua vez suscitam questdes importantes: como sao
produzidos os alimentos nesses novos sistemas? Quais as reais diferengas
que podem ser encontradas entre os produtos tradicionais e os “alternativos”
disponiveis no mercado? No intuito de responder parte desses
questionamentos, especificamente em relagdo aos ovos, foi proposto o

presente estudo.

2. REVISAO DE LITERATURA

Apreciado devido ao seu alto valor nutritivo e propriedades funcionais, o
ovo € um item importante na alimentacdo humana. E devido ao seu baixo
custo, nos paises em desenvolvimento, € frequentemente a uUnica fonte
proteica acessivel a populacdo (BRAGAGNOLO; RODRIGUEZ-AMAYA, 2003).

A China é o pais de maior producdo de ovos, seguida pela india, Jap3o,
México, Federacao Russa, Brasil e Indonésia (FAOSTAT, 2011). No ano 2012,
o Brasil produziu 1806 milhdes de duzias de ovos, consumindo 98% de sua
producéo (ANUARIO NDA PECUARIA BRASILEIRA, 2013). No 1° trimestre de
2013, os maiores produtores nacionais foram Sao Paulo (29,4%), Minas Gerais
(10,5%) e Parana (9,5%) (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E

ESTATISTICA, 2013).
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2.1 Sistemas de Producdo de ovos
Nos anos 50, a industria de galinhas poedeiras consistia de rebanhos

pequenos de pastejo livre, sendo que com o passar dos anos tornou-se uma
das formas mais intensivas de producdo animal, sendo caracterizada por
baterias de gaiolas (sistemas de alojamento com controles de luminosidade,
ventilacdo e alimentagdo automatizados), que provém espaco limitado e nao
permitem a expressao dos comportamentos naturais, como banhos de areia ou
movimentos de bater asas (VAN HORNE; ACHTERBOSCH, 2008).

Apesar de melhorar a sanidade das aves (SAVORY, 2004) e aumentar a
eficiéncia produtiva, reduzindo custos, o alojamento em baterias de gaiolas
tornou-se uma das maiores preocupacgdes de muitos cientistas e do publico em
geral, devido a negligéncia frente ao bem estar dos animais (MOLLENHORST
et al., 2005; LAYWEL, 2006). As criticas voltadas aos sistemas de alojamento
constituem parte de uma conscientizagao maior relacionada a intensificacdo da
producao de alimentos na Europa e seus efeitos na saude e bem-estar dos
animais (MENCH, SUMNER, ROSEN-MOLINA, 2011). Essa questdo recebeu
atencao do publico em geral devido a publicagcao do livro “Animal Machines” de
Ruth Harrison (1964), bem como um texto do governo do Reino Unido sobre
bem estar animal, conhecido como “Brambell Report” (1965).

Na Unido Europeia (UE), estas preocupacgdes resultaram na proibicao de
baterias de gaiolas a partir do ano de 2012 em propriedades com plantéis de
350 aves ou mais (EUROPEAN COMMUNITIES, 1999). No estado norte-
americano da California, alteragbes nas normas de criagdo de galinhas
poedeiras sao previstas para o ano de 2015 (CALIFORNIA HEALTH AND

SAFETY CODE, 2009) e em todo o mundo aumentam as pressoes,
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especialmente de determinados nichos consumidores, para que sejam
respeitadas as condi¢gdes de bem estar dos animais de producao.

Em resposta a tais demandas, sistemas de alojamento alternativos vém
sendo desenvolvidos e implantados em todo o mundo. O atual produtor
comercial de ovos deve escolher entre quatro principais sistemas de
alojamento (BOTHERAS et al., 2006):

e Em baterias de gaiolas (sistema convencional): caixas pequenas com
piso de arame soldado e malha inclinada;

¢ Gaiolas enriquecidas, com poleiro, ninho e, em alguns casos, area para
ciscar;

e Sistemas de celeiro: no qual as aves sdo mantidas sobre a cama e tém
liberdade para movimentar-se;

e Sistema de pastejo livre (FR): semelhante ao celeiro, mas as aves
também tém acesso a area externa, com pasto.

No Brasil, para que o ovo seja registrado e comercializado como caipira /
colonial / tipo ou estilo colonial / caipira, as galinhas devem ser alimentadas
com dietas exclusivamente de origem vegetal, sendo proibida a adicédo de
pigmentos sintéticos na ragao (BRASIL, 1999); em relagdo aos antimicrobianos
nao ha especificacdo quanto ao seu uso, portanto devem ser considerados os
limites maximos de residuos estipulados pelo Programa Nacional de Controle
de Residuos (BRASIL, 2013). Nao ha uma regulamentagao especifica para os
sistemas FR.

Mesmo com tais inovagdes, a bateria de gaiolas continua sendo a forma

mais econdmica de produzir ovos (VAN HORNE, 2006), assim como o sistema
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também tem se mostrado como a melhor forma de prevenir enfermidades
(HULZEBOSCH, 2006).

Paradoxalmente, apesar do desenvolvimento destes sistemas alternativos
de produgado, de acordo com um estudo realizado na Espanha, o atributo
determinante para a escolha dos consumidores de ovos ainda € o preco,
seguido pela alimentacdo das aves e suas condigdes de criagdo. Apenas
alguns grupos de consumidores estdo dispostos a pagar um valor maior por
produtos oriundos de criacdes alternativas (MESIAS et al, 2011).

Mesmo dentre aqueles dispostos a pagar mais por tais produtos, nem
sempre a preocupagao com o bem estar das criagcbes animais revela-se o
principal estimulo para esta aquisicdo. Segundo estudos realizados na
Australia por Parker, Brunswick e Kotey (2013), o ponto central que os leva a
adquirir estes alimentos é o fato de que os mesmos nao estdo associados aos
interesses comerciais das grandes industrias dominantes da producéo.

De qualquer forma, a mudanga do sistema convencional para as gaiolas
enriquecidas e para o sistema FR esta acontecendo e essas diferentes formas
de criacao podem afetar a seguranca e/ou a qualidade dos ovos deixados
pelas aves nesse novo ambiente. A seguranga pode ser alterada através da
contaminagdo de seu conteudo interno por micro-organismos patogénicos,
parasitos ou agentes quimicos introduzidos no ambiente (HOLT et al., 2011).

De acordo com Lay et al. (2011), é evidente que a literatura comparando
todos os fatores envolvidos nos diferentes sistemas de alojamento ainda é
escassa. No entanto, algumas generalidades s&o certas: a mortalidade é
geralmente menor em gaiolas enriquecidas quando comparadas a gaiolas

convencionais e, podem ser alcangados niveis inaceitaveis em sistemas livres
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de gaiolas. A maior complexidade ambiental certamente tem um efeito.
Ambientes complexos possibilitam a persisténcia de patégenos e parasitos,
enquanto que ambientes mais simples sao facilmente higienizados e o
problema é mais facilmente eliminado. Ambientes complexos fornecem maiores
possibilidades de interacdo entre as galinhas e expressdo de seus
comportamentos naturais, aumentando o seu bem estar, mas também
possibilitam canibalismo e predagao. O efeito nutricional de permitir o acesso a
forragem ainda € pouco compreendido. As galinhas podem experimentar o
estresse em todos os tipos de alojamento. Nenhum deles € capaz de suprir
todos os parametros de bem estar. O gerenciamento de cada sistema tem um
efeito consideravel no bem estar das aves. A combinagdo correta de
alojamento, alimentacdo, condi¢gdes de manejo sdo essenciais para otimizar o

bem estar e a produgao.

2.2 Composi¢do nutricional
A composi¢ao nutricional do ovo produzido a partir de diferentes

sistemas é uma informacgao importante tanto para os consumidores como para
os produtores comerciais. Publicagbes em fontes populares tém
propagandeado que ovos oriundos de sistemas FR apresentam um maior valor
nutricional (LONG, ALTERMAN, 2007; LONG, NEWBURY, 2008).
Comparacgbes realizadas na Comunidade Europeia, no entanto,
indicaram que n&o ha vantagens nutricionais significativas nos ovos produzidos
em sistemas de galinhas livres de gaiolas sobre aqueles produzidos em gaiolas

convencionais (HIDALGO, ROSSI, RATTI, 2008).
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Anderson (2011) avaliou os maiores plantéis avicolas dos Estados
Unidos, tendo verificado que ovos produzidos por galinhas que pastejam tém
maior conteudo de gorduras totais quando comparados aqueles produzidos por
aves em gaiolas, mas nao apresentaram maiores niveis de colesterol.
Ressalte-se que os ovos produzidos atualmente em ambos os sistemas
apresentaram menores niveis de colesterol em relagdo ao que se acreditava
que possuiam. Também nao foram observadas diferengcas nos niveis de
vitamina A ou E. No entanto, os niveis de 3-caroteno foram maiores em ovos
de pastagens, o que pode ter contribuido com a coloragdo mais escura da
gema observada nesses ovos durante o estudo. Assim, o autor conclui que nao
€ possivel estabelecer uma vantagem nutricional significativa dos ovos

produzidos em pastejo livre sobre aqueles produzidos em gaiolas.

2.3 Contaminagdo bacteriana
Em relacdo a este quesito, pesquisas comparando as implicacdes

microbioldgicas dos diversos métodos de produgao de ovos tém sido realizadas
na Europa e nos Estados Unidos da América e frequentemente apresentam
resultados contraditérios (DE REU et al., 2005; SINGH et al., 2009; JONES et
al., 2011).

Quarles, Gentry e Bressler (1970) relataram que alojamentos no piso tém,
aproximadamente, nove vezes mais bactérias no ar, e vinte a trinta vezes mais
bactérias aerdbicas na casca em relacdo aos ovos produzidos em gaiolas.
Harry (1963) relatou que as cascas de ovos de sistemas de camas sobrepostas
apresentam em meédia quinze vezes mais bactérias e maior proporcdao de

organismos potencialmente deteriorantes que ovos de baterias de gaiolas.
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Durante a produgao, a origem da contaminagao bacteriana para o ovo pode
ser o ambiente e/ou as galinhas (TODD, 1996). Aerossois de particulas fecais
podem se instalar nos ovos (THERON, VENTER, LUES, 2003) e apds aderirem
a casca, sao capazes de atravessa-la e contaminar o seu conteudo interno
(WANG & SLAVICK, 1998).

Em um estudo realizado por Holt et al. (2011) relacionado a contaminacgéao
por Salmonella em ovos produzidos em diferentes ambientes, os autores
concluiram que nenhuma recomendacao clara pode ser feita devido a natureza
variavel das condicbes de estudo (linhagem das aves, idade das aves,
ambiente, idade do sistema de alojamento, dieta das aves, clima, praticas de

manejo, entre outros).

A contaminacao fecal da casca € normalmente considerada maior que a
contaminagdo de seu conteudo, e frequentemente esta relacionada a
contaminagao visivel e ao grau de excregcdo de Salmonella nas fezes (DAVIES
& BRESLIN, 2004). Ovos externamente contaminados representam um risco
para o processamento, bem como podem resultar em contaminagao cruzada
para o conteudo dos ovos ou outros produtos alimenticios (HUMPHREY et al.,

1989).

Varios sorovares de Salmonella, especialmente Salmonella Enteritidis
podem ser detectados no conteudo de ovos apds a penetragdo através da
casca. Isto tem maior probabilidade de ocorrer apds os primeiros minutos da
ovoposicao, quando a cuticula esta imatura e oferece menos protegcao. Além
disso, o diferencial positivo de temperatura (o ovo recém-posto € mais quente

que o ambiente) cria uma pressdo negativa que permite a entrada da bactéria
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se houver um ambiente umido na superficie da casca (MESSENS, 2005). A
contaminagao da casca para o conteudo € mais provavel se a casca € de baixa
qualidade devido a idade mais avangada das aves, deficiéncias nutricionais, ou
infeccdes virais (JONES, et al., 2002).

Nos surtos em que a Salmonella Enteritidis esteve envolvida e o veiculo
alimentar foi identificado, 75% deles estavam relacionados a produtos a base
de ovos, ou possuiam ovos dentre os ingredientes (BRADEN, 2006).

Recentemente na Unido Europeia, o numero de casos humanos de
salmonelose tem decrescido gradualmente e paralelamente a esta redugao, o
decréscimo no numero de plantéis avicolas infectados pelo patdégeno também
vem sendo observado (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2011).
Acredita-se que a implementacdo da Regulamentagcdo Europeia
(COMMISSION REGULATION EC, 2003; COMMISSION REGULATION EC,
2006) e a vacinacao dos plantéis comerciais (COLLARD et al.,, 2008;
EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2007) tenha causado essa
reducao. (BARROW et al., 2012).

No Japado, os casos de doencgas transmitidas por alimentos (DTA)
relacionados a Salmonella também diminuiram significativamente no periodo
de 2000-2010 (MINISTRY OF HEALTH, LABOUR AND WELFARE OF JAPAN,
2011), sendo que em um estudo conduzido de junho de 2010 a janeiro de 2011
foi relatada uma prevaléncia estimada de S. Enteritidis de 0,003% nos ovos
comerciais do pais, uma reducdo de dez vezes no resultado observado nos
anos 90 (ESAKI et al., 2013).

No Brasil também ocorreu uma redugdo no numero de surtos de DTA

provocadas pela ingestdo de ovos, da faixa de 101 ao ano, em 2000,
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mantendo-se uma média constante até o ano de 2010 quando foram relatados
somente 7 surtos e, em 2011, quatro surtos. O numero de surtos relacionados
a todas as classes alimentares em que a Salmonella esteve envolvida também
decresceu de 140 no ano 2000 para 19 no ano de 2011 (BRASIL, 2011).

No Brasil, ndo ha dados referentes a infeccdo nos plantéis avicolas e
contaminagao de seus produtos apds a implantacédo de Programas de Controle,
como as Normas de Higiene e Seguranga Sanitaria para Habilitagdo de
Estabelecimentos Avicolas de Criagdo de Aves e Incubatérios Avicolas (1998)
e as Normas Técnicas para o Controle e Certificagdo de Nucleos e
Estabelecimentos Avicolas (2003). Assim fazem-se necessarios levantamentos
do status sanitario de ovos, aves e ambiente de producdo de ovos no pais, a

fim de se avaliar a sua qualidade higiénico-sanitaria.

2.4 Qualidade fisica
A qualidade fisica do ovo é um importante atrativo ao consumidor e

engloba muitos aspectos (STADELMAN, 1977) relacionados a casca, ao
albumen e a gema. Essa qualidade tem base genética e varia entre as
linhagens de galinhas (PANDEY et al., 1986; SILVERSIDES, KORVER,
BUDGELL, 2006), também ¢ influenciada pelo sistema de alojamento em que a
ave é mantida (MENCH et al., 1986; FRASER & BAIN, 1994; VITS et al., 2005)
e pela idade das galinhas (SILVERSIDES et al., 2006).

O ovo é composto por 30-33% de gema, aproximadamente 60% de
albumen e 9 a 12% de casca (STADELMAN, 1995). Defeitos na qualidade da
casca podem causar perdas significativas para a industria de ovos comerciais.

Entre 10 e 15% dos ovos de poedeiras sdo perdidos antes e durante o
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processo de coleta por apresentarem algum tipo de problema relacionado a
qualidade da casca (ROLAND 1988; COUTTS et al., 2007). Os parametros
mais utilizados para avaliar a qualidade da casca sdo espessura, peso,
porcentagem da casca em relagdo ao peso do ovo, resisténcia e gravidade
especifica do ovo (ROBERTS, 2004).

Alguns estudos tém descrito os efeitos dos diferentes sistemas de
alojamento na qualidade dos ovos (TORGES et al., 1976; PAVLOVSKI, MASIC,
APOSTOLOV., 1981), mas ha pouca pesquisa relacionada especificamente a
qualidade do ovo produzido por galinhas criadas em sistemas ao ar livre
(LEYENDECKER et al., 2001a,b) ou sdo estudos realizados ha muitos anos
atras.

Comparacbes diretas entre os sistemas de producéo (gaiola, celeiro, FR)
no que se refere a qualidade fisica dos ovos sao dificultadas pelo grande
numero de variaveis envolvidas. Por exemplo, um dos problemas referentes a
qualidade da casca no sistema FR pode estar relacionado a um mau
balanceamento na dieta das aves (FRASER & BAIN, 1994), sendo que no caso
de galinhas mantidas em gaiolas, este mesmo problema pode ser resultante da
densidade das aves alojadas (MENCH et al.,1986). Por outro lado outros
autores descrevem que tais efeitos ndo sao consistentes (LEE & MOSS, 1995).

Assim, sao necessarios estudos que permitam comparagbes entre
diferentes sistemas, controlando-se algumas variaveis tais como linhagem das
aves, arragoamento e temperatura da instalacdo, o que em condi¢cbes nao

experimentais € muito dificil de ser encontrado.
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2.5 Contaminacdo quimica
Além de questdes relacionadas a contaminagao biolodgica e alteragdes de

qualidade fisica dos ovos, a contaminagao quimica também deve ser levada
em consideragao, ja que a alteragdo de ambiente pode favorecer ou dificultar o
contato das galinhas/ovos com esse tipo de contaminante. Substancias toxicas,
como dioxinas, micotoxinas, metais pesados, agrotoxicos, medicamentos
veterinarios e poli-hidrocarbonetos aromaticos ciclicos sdo quase onipresentes
no meio ambiente. Assim, eles também podem estar presentes em ingredientes
utilizados na fabricagdo de racdo animal (KAN; MEIJER, 2007).

O uso de defensivos agricolas € a estratégia de controle de plantas
daninhas, doencgas e pragas mais amplamente utilizada em todo o mundo. No
Brasil, um dos maiores produtores mundiais de alimentos, mais que 90% dos
produtores utilizam agrotéxicos (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA, 2006) e o pais foi ranqueado como o primeiro em utilizacdo de
defensivos agricolas no mundo nos anos recentes, com mais de 673 milhdes
de toneladas aplicadas em 2008 (ASSOCIACAO NACIONAL DE DEFESA
VEGETAL, 2009).

Os efeitos da exposicao cronica a defensivos agricolas, através da dieta,
na saude humana ndo estdo bem definidos, mas ha um aumento nas
evidéncias relacionadas a carcinogenicidade, genotoxixidade e a disfungdes
hormonais (BARANOWSKA, BARCHANSKA, PACAK, 2006; FONTCUBERTA
et al., 2008).

Aulakh et al (2006) encontraram altos niveis de residuos de defensivos

agricolas, incluindo HCH e DDT na racdo, carne e ovos em uma propriedade
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na India, o que indica que a racdo pode ter sido uma das maiores fontes de
contaminagao para a carne e 0s OvOs.

E enquanto a metodologia para pesquisa de residuos de defensivos
agricolas no ambiente e em amostras de origem vegetal € abundante na
literatura, a metodologia voltada a determinagdo de defensivos agricolas em
produtos de origem animal ainda é infima (LEDOUX, 2011).

Os residuos de medicamentos veterinarios em alimentos de origem animal
podem representar perigos aos consumidores, como reagdes alérgicas e o
desenvolvimento de bactérias resistentes pela ingestdo de doses sub-
terapéuticas de antimicrobianos (BOTSOGLOU & FLETOURIS, 2001). Ainda, a
presenga de antimicrobianos nos alimentos esta associada a muitos efeitos
adversos a saude, que incluem hipersensibilidade, lesdo tecidual, disturbios
gastrintestinais, e desordens neurologicas (LEE, LEE, RYO, 2000;
WASSENAAR, 2005).

Muitos antibioticos sdo utilizados no tratamento dos animais e ha diversos
relatos de que os mesmos estdo presentes nos alimentos de origem animal
(WASSENAAR, 2005). Atualmente muito poucas quinolonas ou
fluoroquinolonas estao autorizadas para uso em frangos de corte em diferentes
regides do mundo e, nenhuma quinolona esta autorizada para o uso em
galinhas poedeiras devido ao seu potencial uso incorreto e subsequente
presenca de seus residuos nos ovos. Para proteger os consumidores, limites
maximos de residuos (LMR) tem sido estabelecidos para estas drogas em
alguns alimentos de origem animal (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2006;

FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2006; BRASIL, 2013).
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No periodo de janeiro/2000 a dezembro/2010, o sistema de alertas rapido
para alimentos e alimentacdo da Unido Europeia (RAPID ALERT SYSTEM
FOR FOOD, 2010) registrou oito notificagcbes de alerta e 12 notificagdes de
informacéao relacionadas a presengca de medicamentos veterinarios em ovos e
produtos de ovos e as substancias detectadas foram nitrofuranos, quinolonas,
macrolidios e sulfonamidas.

Em 1988, Moat afirmou que pouco era sabido sobre a seguranga alimentar
em relagcdo aos agentes antimicrobianos em paises em desenvolvimento e, nos

dias atuais, a afirmacéao ainda é valida.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Comparar parametros de qualidade e seguranga alimentar de ovos
produzidos em dois diferentes sistemas de alojamento para galinhas poedeiras

(FR e bateria de gaiolas).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Enumerar Enterobactérias nas cascas de ovos de dois diferentes sistemas
distribuidos em trés granjas;
Pesquisar e, quando presentes, identificar quanto ao sorovar as cepas de

Salmonella detectadas nas cascas de ovos e no ambiente de cada granja;
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Determinar as diferengas entre parametros fisicos internos e externos dos
ovos em duas granjas alojadas em uma mesma propriedade com sistemas de
criacao diferentes.

Validar um método multirresiduo de analise de cromatografia liquida
associada a espectrometria de massas para pesquisar e quantificar os residuos
de antimicrobianos e defensivos agricolas presentes no conteudo de ovos.

Quantificar os residuos de antimicrobianos e defensivos agricolas no

conteudo de ovos de trés granjas.

4. MATERIAL E METODOS

Inicialmente seriam utilizados dois sistemas, um FR e outro convencional
dentro de uma mesma propriedade para o estudo. No entanto, com o intuito de
trazer maior confiabilidade aos resultados relacionados a algumas variaveis
avaliadas foi necessaria a inclusdo de uma nova granja de sistema

convencional de criagao, instalada em outra propriedade.

4.1 Sistemas de producdo - Propriedade 1
Em uma mesma propriedade localizada no municipio de Sdo Manuel, SP

havia dois sistemas de criagao de galinhas poedeiras (convencional em gaiolas
e FR), o que diminuiu a chance de introducdo de viéses relacionados a
linhagem e condi¢des macroclimaticas. Os galpdes foram construidos no
mesmo sentido e, as aves (82% delas linhagem Hysex Brown e 18% linhagem

Dekalb Brown) eram adquiridas com um dia de vida e debicadas ao 7° dia e na
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92 semana. Era utilizado o inseticida Cipermetrina como método de prevengao
contra Alphitobius diaperinus, as vacinagdes preconizadas para a regidao eram
administradas e, no sistema FR, era realizada vacinagdo preventiva contra
salmoneloses. Segundo o veterinario responsavel, ndo eram utilizados
antimicrobianos para tratamento das galinhas. As aves recebiam agua da
mesma fonte (pogo artesiano). O esquema de iluminagdo era feito com 12
horas de luz natural e 4 horas de iluminagao artificial. O arracoamento era
automatico e a coleta de ovos manual, realizada duas vezes ao dia. Eram
alojados 11 lotes de aves ao ano em cada um dos sistemas. A ragao era
preparada na propriedade, sendo que no sistema FR era a base de milho,
farelo de soja, farinha de carne e pigmentantes sintéticos para a gema:
Carophill Yellow e Carophill Red; no sistema convencional, era adicionado trigo
a mesma racgao (e nao eram utilizados pigmentantes sintéticos para a gema).
Os ovos eram higienizados e embalados na propriedade e assim distribuidos

para o comércio na forma de atacado.

4.1.1 Free range (FR)
A granja possuia, em meédia, 45.000 aves em diferentes fases de

producdo distribuidas em onze galpdes, com a produgdo meédia diaria de
13.500 ovos. Cada galpdo era equipado com comedouros tipo prato,
bebedouros tipo nipple, ninhos, poleiros, cama de palha de arroz e saidas

laterais para as areas de pastejo, com 2m?*ave (Figura1).
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FIGURA 1: Vista geral de um dos galpdes que utilizava o sistema FR.

4.1.2 Sistema convencional de gaiolas (C1)
A granja possuia, em média, 250.000 aves em diferentes fase de

producdo, alojadas em gaiolas 45x60cm, distribuidas em 31 galpdes, a
producdo meédia diaria era de 38.000 ovos os comedouros eram cochos de

madeira e os bebedouros do tipo nipple (Figura 2).

4.2 Sistema de produgdo - Propriedade 2 - convencional de gaiolas

(c2)

A terceira granja avaliada (Figura 3) estava localizada no municipio de
Botucatu-SP e realizava o0 mesmo esquema de iluminagédo das anteriores. O
arracoamento era manual e os bebedouros do tipo nipple. Havia 9 nucleos de
criagdo de aves da linhagem Novogen (350.000 aves) em diferentes fases de

produgdo, alojadas em gaiolas 45x60cm. A racdo era preparada na
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propriedade, constituida de milho, farelo de soja e farinha de carne. A produgao
meédia diaria era de 46.000 ovos, que eram higienizados e embalados na
propriedade e assim distribuidos para o comércio na forma de atacado. As
aves eram adquiridas com um dia de vida e debicadas ao 7° dia e na 9?
semana, receberam as vacinagdes preconizadas para a regidao. Nao foram

utilizados antimicrobianos.

4.3 Cadlculo da amostragem para andlises microbiolégicas

4.3.1 Enumeracao de Enterobactérias
Simulagdes (DOHOO et al., 2010; SAS INSTITUTE, 2009) foram realizadas

para estimar o numero de ovos necessario para detectar uma diferencga
significativa nas contagens de Enterobactérias (log UFC/ml) entre os sistemas
avaliados (MACDIARMID, 1988). As diferencas nas médias de enterobactérias

entre os dois sistemas iniciais foi baseada na literatura cientifica
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(RODENBURG et al., 2006; DE REU et al., 2007) e estimada entre 0,3 a 0,9
log UFC/casca de ovo, com desvio padrao de 1 a 1,2 log UFC/casca de ovo. O
resultado das simulagdes indicou que seriam necessarias 63 amostras,
coletadas em cada periodo de cada um dos sistemas (considerando quatro
periodos de coleta), totalizando 756 ovos ao término do experimento. As
simulagdes foram realizadas considerando um poder estatistico de 80%, nivel a

= 0,05 (teste bicaudal).

4.3.2 Pesquisa de Salmonella (DOHOO et al., 2010)
Para detectar a presenca de Salmonella em uma populacao de 5000 ovos

(em uma granja de aproximadamente 5000 aves) e supondo que a prevaléncia
de ovos contaminados varie entre 2 e 4%, uma amostra de 200 ovos por
sistema (total de 400 ovos) era necessaria (DOHOO et al.,, 2010; SAS
INSTITUTE, 2009). As prevaléncias estimadas foram baseadas na literatura
cientifica (POPPE, DUNCAN, MAZZOCCO, 1998; DE BOER & WIT, 2000; DE
REU et al., 2006), sendo a sensitividade do teste (exame microbioldégico do

lavado da casca dos ovos) estimada em 90%.

4.4 Metodologias de avaliag¢do
Para a realizagdo das analises microbioldgicas, foi selecionado um lote

com aproximadamente 5000 aves de cada sistema na fase de pico de

producao.
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4.4.1 Analises microbioldgicas
Nos sistemas de producao FR e C1, as coletas foram realizadas no periodo

de 10/07 a 27/08/12, sendo que no mesmo dia eram coletados ovos, material
de ninho, suabe de comedouro e bebedouro, racdo dos comedouros e da
fabrica de racdo e agua dos bebedouros e diretamente do pogo artesiano de
ambos os sistemas. Foram realizadas quatro coletas, sendo que na primeira e
na ultima delas foi realizada a pesquisa de Salmonella nas cascas de ovos e
amostras ambientais, de material de ninhos, ragcdo e agua. Nas quatro coletas
foi realizada pesquisa e enumeragao de enterobactérias nas cascas de ovos.
Foram coletados 100 ovos diretamente dos ninhos ou esteiras de cada sistema
utilizando-se as méaos enluvadas e bolsas de coleta individuais para cada ovo
para a pesquisa de Salmonella e, desses 63 foram utilizados para enumeragao
de enterobactérias (sendo que, no total, foram perdidas 8 amostras devido a
quebra dos ovos durante o transporte), 100 ml de agua de bebida nos
bebedouros e em sua fonte primaria (pogo artesiano), 100g da ragdo nos
comedouros e na fabrica de ragdo, 100g de material dos ninhos (palha de
arroz) para pesquisa de Salmonella. No caso dos bebedouros e comedouros a
sua superficie foi amostrada com a utilizagdo de esponjas embebidas em 10 ml
de solucdo salina 0,85% e acondicionadas em bolsas bolsas de coleta
contendo 90ml da solugéo (um comedouro e um bebedouro de cada sistema foi
amostrado na primeira e na ultima coleta). Na segunda e terceira coletas foram
coletados 63 ovos de cada sistema para enumeracao de enterobactérias.

Na granja C2 foram realizadas trés coletas incluindo a mesma amostragem
utilizada nos sistemas anteriores, excetuando se ao material de ninhos. As

coletas foram realizadas no periodo de 22/10 a 12/11/2012.
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Todas as amostras foram colocadas em caixa isotérmica refrigerada para o
seu transporte até o laboratério. O inicio das andlises se deu em até duas
horas apds a coleta para enumeragao de enterobactérias e em até 24 horas

para pesquisa de Salmonella spp.

4.4.1.1 Enumeracgao de Enterobactérias Cada ovo foi imerso em

10 ml de agua peptonada tamponada 1% e enxaguado em uma bolsa plastica
durante 1 minuto, em dois momentos, com um intervalo de cinco minutos entre
os mesmos (DE REU et al.,, 2005); a partir desta solu¢cdo foram realizadas
diluicbes seriadas e transferida uma aliquota de 1ml de cada uma delas para
placas de Petrifilm EB (3M), sendo as mesmas incubadas a 35-37°C por 24h,
seguidas da leitura dos Petrifilms, conforme recomendacdo do fabricante

(Figura 4).

FIGURA 4: Procedimento de enxague dos ovos e distribuicdo em placas para a enumeracdo de
Enterobactérias.

4.4.1.2 Pesquisa de Salmonella sp. (Adaptado de: ANDREWS &
HAMMACK, 2011)

Em relagdo aos ovos, a pesquisa do patdégeno se deu a partir da solugao
restante do enxague da qual haviam sido retiradas as aliquotas para
enumeracgao das enterobactérias. O volume restante foi entdo incubado a 35-

37°C/24h (fase de pré-enriquecimento). No caso das demais amostras (ragao,
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material dos ninhos, agua de bebida das aves e da fonte primaria de
abastecimento e superficies de bebedouros e comedouro), foram transferidos
25¢g da ragao e do ninho, 25 ml da agua e 25 ml da solugao de transporte das
esponjas empregadas nas analises das superficies para bolsas Whirl-Pak
contendo 225 ml de agua peptonada tamponada 1% (Difco®). Todo este
material foi entdo incubado a 35-37°C/24h (fase de pré-enriquecimento).
Finalizado o pré-enriquecimento de todas as amostras, aliquotas de 1 e 0,1ml
de cada uma delas foram transferidas para tubos de ensaio contendo 10ml de
caldo Tetrationato Hajna (Difco®) e 10ml de caldo Rapapport-Vassiliadis
(Difco®), respectivamente. Os tubos de Tetrationato Hajna (Difco®) foram
incubados a 35°C/24h e os de Rappaport Vassiliadis (Difco®) a 42°C/24h. A
sequir foi efetuado o plaqueamento dos caldos em placas de agar Xilose Lisina
Desoxicolato (Difco®) e Mannitol Lysine Crystal Violet Briliant Green Agar
(Difco®), sendo as mesmas incubadas a 35-37°C/24-48h. De trés a cinco
colénias tipicas de Salmonella sp. foram repicadas para Agar Triplice Agucar
Ferro (Difco®) e Agar Lisina Ferro (Difco®) incubados a 35-37°C/24h. As cepas
que apresentaram reagao caracteristica para o patdgeno em pelo menos um
desses dois meios de cultura foram submetidas a provas bioquimicas
complementares (Indol, Vermelho de metila, Voges Proskauer, Citrato de
Simons, Motilidade, Fenilalanina, Ureia) e a sorologia, empregando-se soro
polivalente somatico e flagelar (Probac®). As cepas positivas para Salmonella
foram encaminhadas a Fundacdo Oswaldo Cruz, Laboratério de

Enterobactérias para identificacdo do sorovar.
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ApOs a realizagao dos enxagues, 30 ovos de cada sistema foram
quebrados e seu conteudo foi acondicionado em tubos Falcon. Esse material
ficou submetido ao congelamento para analises posteriores de pesquisa de

residuos quimicos (agrotoxicos).

4.4.1.3 Andlise Estatistica

As contagens obtidas de enterobactérias foram convertidas para a escala
logaritmica (log 10). Foi utilizada Analise de Variancia (SAS INSTITUTE, 2009)
para comparar a meédia das contagens deste indicador entre os sistemas
estudados. Um termo de interacéo entre sistema e coleta foi incluido no modelo
para avaliar se a diferengca entre sistemas dependeu da coleta analisada. O
teste de Fisher (SAS INSTITUTE, 2009) foi utilizado para comparar a

proporg¢ao de ovos positivos para Salmonella spp. entre os sistemas estudados.

4.4.2 Qualidade fisica externa e interna dos ovos
Novos ovos foram coletados para esta etapa do estudo, utilizando sempre

aves em pico de producgao.

4.4.2.1 Coleta das amostras

Foram utilizadas somente as granjas alocadas na mesma propriedade (FR
e C1), evitando assim vieses de temperatura local e linhagem. Para iniciar a
avaliagdao, um lote em pico de producdo de cada sistema foi selecionado e
utilizado até o final do estudo. O experimento foi conduzido no periodo de 14

de maio a 08 de agosto de 2012, sendo dividido em quatro ciclos de avaliagéo
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de 28 dias cada, sendo assim representativo de toda a produgédo do lote. A
cada ciclo eram realizados trés dias de coleta de 30 ovos em cada sistema,
totalizando 360 ovos por sistema. Os ovos eram coletados diretamente nos

ninhos ou canaletas e analisados no mesmo dia.

4.4.2.2 Gravidade Especifica (STALDEMAN & COTTERILL, 1990)

Foi avaliada mergulhando-se os ovos em solug¢des salinas (Figura 5) de
densidades variando de 1,060 a 1,100 a cada 0,005, sendo que e a gravidade
especifica de cada ovo foi determinada pela menor solugdo em que o ovo

flutuou. As densidades foram confirmadas com a utilizagdo de um densimetro.

FIGURA 5: Recipientes contendo as diferentes solugdes salinas para flutuagdo dos
ovos.

4.4.2.3 Resisténcia da Casca do Ovo a Quebra
Foi utilizado um texturdmetro, TA.XT plus Texture analyser, utilizando-se

sonda de ruptura de 75mm (P/2), velocidade de teste de 1mm/segundo (Figura
6). Os ovos eram pressionados pela sonda até que a sua casca se rompesse,

sendo entdo neste momento determinada a sua resisténcia, expressa em kgf.
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FIGURA 6: Texturdmetro TA.XT plus Texture
analyser utilizado para aferir a resisténcia da
casca do ovo a quebra.

4.4.2.4 Percentagem de Gema

Foi determinada dividindo-se o peso da gema pelo peso do ovo e o

resultado multiplicado por 100.

4.4.2.5 Coloragao da Gema
Foi estimada pela comparagdo da coloragdo da gema com abanico

colorimétrico Roche® (Figura 7).

FIGURA 7: Abanico colorimétrico Roche® com
medidas numéricas de 2 a 15.
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4.4.2.6 Percentagem de Albimen
Foi determinada dividindo-se o peso do albumen pelo peso do ovo e o

resultado multiplicado por 100.

4.4.2.7 Unidade Haugh (STALDEMAN & COTTERILL, 1990)

Inicialmente foi determinada a altura do albumen, por meio de paquimetro
digital (Figura 8) e empregou-se a férmula a seguir:
UH =100 log (H + 7,57 — 1,7 W 0,37)
Onde, H = altura do albumen (mm); W = peso do ovo (g); 7,57 = fator de

correcao para altura do albumen; 1,7 = fator de correcao para peso do ovo.

s
FIGURA 8: Medida da altura do albumen
utilizando  paquimetro  acoplado ao
suporte.

4.4.2.8 Espessura de casca

Apés a lavagem da casca e secagem em estufa, foram realizadas trés
medidas na regido equatorial do ovo com a utilizagdo de um paquimetro, sendo
feita a média dessas mensuracdes, e o resultado expresso em milimetros

(Figura 9).
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FIGURA 9: Lavagem e medida da espessura da casca com auxilio do
pagquimetro.

4.4.2.9 Peso da Casca por Superficie de Area (ABDALLAH, HARMS, EL-
HUSSEINY, 1993)

Foi determinado através da férmula: PCSA= (peso da casca / 3,9782 x

(peso do ovo) 0,7056) x 1000 e expresso em mg/cm?.

5.4.2.10 Analise Estatistica

Inicialmente a distribuicdo das varaveis foi analisada e estatisticas
descritivas foram produzidas. Modelos de medidas repetidas (SAS Institute,
2011) foram usados para comparar cada variavel-resposta (resisténcia da
casca do ovo a quebra, percentagem de gema, percentagem de albumen,
percentagem de casca, unidade Haugh, espessura de casca e peso da casca
por superficie de area) entre os sistemas. Uma estrutura de covariancia auto-
regressiva foi utilizada para modelar a correlagdo entre as medidas repetidas
dentro da mesma propriedade. O teste de analise de variancia foi usado para
ajustar os valores-p resultantes de comparagées multiplas. O nivel de
significancia estatistica foi definido como 0.05. Como as variaveis gravidade

especifica e cor da gema néo apresentaram uma curva de distribuicdo normal
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dos resultados foi utilizado o teste de Wilcoxon (SAS Institute, 2011) para

comparar os seus resultados verificados em cada propriedade.

4.5 Validagdo e andlises de cromatogradfia liquida e espectrometria
de massas
Foram pesquisados nas amostras de ovos os residuos dos seguintes

antibidticos:  Cloranfenicol, Enrofloxacina, Sulfadimetoxina, Sulfadiazina,
Sulfametazina e Sulfatiazol, selecionados de acordo com a existéncia de limites
maximos permitidos para ovos (BRASIL, 2013) e ainda tomando-se como base
o Relatério de Medicamentos Utilizados na Avicultura de Postura no Estado do
Parana (MACHINSKI JUNIOR et al., 2005). No caso dos defensivos agricolas
foram selecionados: carbendazin, metolaclor, fipronil, epoxiconazole, flutriafol,
piraclostrobin, glyphosate e seu metabdlito ampa, carbaril, atrazina e malation,
considerando o fato de que estes sdao os produtos mais comumente
empregados no cultivo de milho e soja, os principais ingredientes utilizados
para formulacédo de racao para galinhas poedeiras-

Para garantir que o método analitico fosse capaz de gerar informacodes
confiaveis e interpretaveis, ele foi submetido a uma série de estudos
experimentais com a finalidade de valida-lo. Os pardmetros geralmente
envolvidos no procedimento de validacdo de um meétodo analitico s&o: curva
analitica, linearidade, Ilimite de deteccdo e quantificacdo, preciséo
(repetibilidade e precisao intermediaria) e exatiddo (SANCO, 2007; RIBANI et
al., 2007; LANCAS, 2004). Os padrées analiticos dos compostos testados

apresentaram grau de pureza superior a 98%.
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Para a realizagao das analises foi utilizado um sistema LC-MS/MS (Figura
10), composto por um Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC), marca
Shimadzu, modelo Proeminence UFLC, que combina analise ultra-rapida e
excelente desempenho de separacao, com alta confiabilidade de resultados;
equipado com duas bombas LC-20AD, autoinjetor SIL-20AC, degazeificador
DGU-20A5, sistema controlador CBM-20A (permite a operacédo totalmente
automatizada) e forno CTO-20AC (para controle da temperatura da coluna).
Acoplado ao HPLC encontrava-se o espectrémetro de massas 3200 Q TRAP
(Applied Biosystems), hibrido do tipo triplo quadrupolo, onde Q1 e Q3 sao
utilizados como filtros de massa e Q2 e como uma célula de colisdo onde as
moléculas intactas e fragmentos de Q1 sdo quebrados em fragmentos de
massas menores. O modo utilizado nas analises € o triplo quadrupolo, sendo
que Q3 é definido para detectar apenas uma massa especial, que é um
fragmento conhecido da molécula intacta de massa conhecida filtrada por Q1.
Este € 0 modo quantitativo padréo utilizado para metabdlito alvo, tendo como
principais vantagens alta sensibilidade e reprodutibilidade, baixo ruido e

medicao simultanea de até 100 compostos (QUEIROGA, 2010).
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FIGURA 10: Cromatdgrafo Liquido (Proeminence UFLC) acoplado ao espectrometro de
massas (3200 Q TRAP) LC-MS/MS. Botucatu/SP, 2012.

Para aperfeicoar as condicbes do espectrometro de massas foram
realizadas inje¢des diretas no aparelho, com solugédo analitica padrao de 1 mg
L™ de cada composto individualmente. A partir das infusées, foi escolhido o
modo de ionizagédo da fonte (ESI, ionizagdo por eletrospray), que produz ions
do analito na fase liquida antes de entrarem no espectrometro de massas. O
modo de ionizacdo negativo foi utilizado para glyphosate e ampa. Para os
outros compostos foi utilizado o modo de ionizagao positivo.

As condigdes cromatograficas utilizadas para quantificagcdo dos
compostos no modo de ionizagdo negativo e positivo estdo apresentadas

nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.
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Tabela 1: Condicbes cromatograficas utilizadas para quantificagdo dos
compostos no modo de ionizagado negativo. Botucatu/SP, 2013.

Coluna cromatogréfica Gemini 5y C18 110 A (150mm x 4,6mm)
Fase A (FA) = 5 mM acetato de ambnio em agua
Fase movel Fase B (FB) = 5 mM acetato de aménio em
metanol

0 — 4 minutos = 10%FB e 90% FA
4 — 6 minutos = 95% FB e 5%FA

Gradiente de fase 6 — 8 minutos = 95% FB e 5% FA

svel
move 8 — 10 minutos = 10%FB e 90% FA
12 minutos Stop
Fluxo da fase movel 0,500 ml min™*

Tabela 2: Condi¢des cromatograficas utilizadas para quantificacdo dos
compostos no modo de ionizagao positivo. Botucatu/SP, 2013.
Coluna cromatogréfica Synergi 2,5 y Hydro-RP 110 A (50 x 4.60mm)
Fase A (FA) = 0,1% Acido Formico em agua
Fase B (FB) = 0,1% Acido Férmico em metanol

0 — 0,5 minutos = 10%FB e 90% FA
0.5 - 4,5 minutos = 95% FB e 5%FA
4,5 —-7,5 minutos = 95% FB e 5% FA

Fase movel

Gradiente de fase

movel 75— 9.5 minutos = 10%FB e 90% FA
11 minutos Stop
Fluxo da fase movel 0,400 ml min™

Para uma identificagdo inequivoca que permita a quantificagdo do
composto, € necessario monitorar mais do que um ion. A utilizagdo do LC-
MS/MS possibilita o controle do ion molecular e de transicbes ibnicas
provenientes da fragmentacdo do mesmo, garantindo a sensibilidade e a
especificidade necessarias para a quantificagdo dos analitos, em
concentragcbes, por vezes vestigiais, presentes em matrizes de elevada
complexidade (QUEIROGA, 2009). A massa molecular e os fragmentos

gerados a partir de cada molécula estdo apresentados na Tabela 3. O
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fragmento utilizado para quantificacao de cada um dos compostos foi sempre o

primeiro apresentado na Tabela 3, para cada composto.

Tabela 3: Massa molecular e ions secundarios dos compostos analisados.
Botucatu/SP,2013. (continua)

lons secundarios

Composto Massa molecular (Fragmentos)

275.0

Cloranfenicol 165.1
322.841 839

342.3

Enrofloxacina 245.3
360.234 203.2

155.9

Sulfadimetoxina 108.2
311.013 64.9

156.2

Sulfadiazina 64.9
250.867 108.2

108.2

Sulfametazina 92.2
2790.066 156.3

92.1

Sulfatiazol 156.1
256.041 65.2

160.2

carbendazin 132.3
192.251 105.1

252.3
176.2
91.1

metolaclor 284.210

368.0
2511
263.1

fipronil 436.912

163.2
388.134 194.3
104.2

piraclostrobin
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(continuagao)

lons secundarios

Composto Massa molecular (Fragmentos)

63.1
glyphosate 167.923 78.8
150.2

62.9
78.9
80.8
145.1

carbaril 127 1
202.145 117.2

ampa 109.987

174.2

atrazina 68.1
216.244 104.1

99.00

malation 127 1
331.014 195.0

A detecgdo e separagcdao dos compostos foram realizadas em duas
corridas, uma para o modo negativo (12 minutos), e outra para o0 modo positivo
(11 minutos). Cada composto possui um tempo de retengdo na coluna
cromatografica, sendo eles: Cloranfenicol (5,35 minutos), Enrofloxacina
(4,20minutos), Sulfadimetoxina (5,24minutos), Sulfadiazina (3,97minutos),
Sulfametazina  (4,50minutos);  Sulfatiazol  (4,03minutos), carbendazin
(3,98minutos), metolaclor (6,76minutos), fipronil (6,53minutos), epoxiconazole
(6.65minutos), flutriafol (6,04minutos), piraclostrobin (6,86minutos), glyfosate
(4,02minutos), ampa (3,65minutos), carbaril (5,95minutos), atrazina
(6,28minutos) e malation (6,46minutos). A Figura 11 apresenta um exemplo de
cromatograma de padrdo analitico (6.25 pg L) da Sulfadimetoxina, nas

condi¢des descritas anteriormente.
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FIGURA 11: Cromatogramas da Sulfadimetoxina e os fragmentos gerados na concentragao
de 6.25ug L. Botucatu/SP, 2013.
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A curva analitica € a ferramenta de quantificagcdo mais frequentemente
utilizada e consiste na determinagédo da resposta de determinado instrumento
as varias concentragcbes da substdncia em estudo (FEINBERG, 2007).
Segundo Gongalves (2007), para a maioria das técnicas analiticas
cromatograficas, uma relagao linear de primeira ordem é observada entre a
resposta do detector (y) e a concentragédo (x) do analito em estudo, podendo
ser representada pela equagao da regresséao linear descrita abaixo, que deve
também ter um alto coeficiente de correlagao (r > 0,9999).

y = ax+tb

Onde b ¢é a interseccédo da curva analitica e a é a inclinacdo da reta. As
curvas analiticas para os compostos foram construidas nas faixas de
concentracao, descritas na Tabela 4. O modelo linear utilizado nas equacgdes

mostrou-se bastante adequado.



Tabela 4: Curvas analiticas e faixas de concentragao para cada composto
analisado. Botucatu/SP, 2013.

Equacao da reta

Intervalo linear

Composto (y=ax+b) re (L
Cloranfenicol 1216 X101 0.9970 3.125-200
Enrofloxacina -2 1200000x 164 0-9936 1.56-200

Sulfadimetoxina y=1.92e+003x + -226 0.9925 0.78-200
Sulfadiazina /1360:003x + 747 0:9983 0.78-100
Sulfametazina  y-341es003xs 331 0-9962 0.78-200

Sulfatiazol =547 + 264 0.9969 1.56-100
carbendazin =4 13¢+004x + 8 44e+003 00007 0.78-100

metolaclor y=3.42¢+004x + 1.22e004 097D 0.78-100

fipronil /=604 + 95. 0.9950 0.78-100
epoXiCcoNazole =3 67¢+004 x +1.66e+004 OO0 O 0.78-200
flutriafol y=163c+004x + 692 09982 0.78-200
piraclostrobin =5 12¢+004x + 7.27e+004 0-99° 0.78-100
glyphosate = 556¢ 4 535 0.9953 0.78-200
ampa - 143e 116 0.9934 1.56-200
carbaril y=259e+003 x + 787 09922 0.78-100
atrazina y= 4.9e+004x + 6.49¢+003 00990 0.78-200
malation 0.9918 0.78-200

y=2e+003 x + 84.3
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4.5.1 Extracgao de residuos
As amostras foram descongeladas em refrigerador durante 24h e entao

foram agitadas manualmente e pesados 2,5g do homogenato de clara e gema
em um tubo Falcon, cinco ml de agua foram adicionados e homogeneizados
utilizando um turrax. Entdo 15 ml de acetonitrila contendo 1% de acido formico
foram acrescentados, gerando assim uma diluicdo de 20 vezes da amostra. A
amostra diluida foi mantida sob agitagdo intensa e ininterrupta durante uma
hora. O tubo foi centrifugado (10 min., 2000 rcf) (centrifuga Rotanta 460R) e 0,5
ml do sobrenadante foram filtrados em filtros Millex HV (Millipore) 0,45 ym com
membrana durapore 13 mm, e acondicionados em vial &mbar 9mm (Flow
Supply), com 2 mL de capacidade, para posterior quantificagdo por LC-MS/MS.
(MOL et al., 2008 adaptado).

Para verificacdo da recuperacgao foi realizado o enriquecimento da amostra
com uma solucado contendo a mistura dos diferentes padrdes analiticos para
gue a mesma apresentasse os teores de 5, 50 e 500 ug L™ de cada composto.
Foram realizadas quatro repeticdes. As médias recuperadas e o desvio padréao
foram calculados frente as amostras enriquecidas versus padrbes de matriz de
calibracdo. A recuperacdo obtida refletiu na recuperacdo do processo de
extracdo. Os resultados foram calculados através da comparacao da resposta
obtida de cada componente com a matriz de correspondéncia padrao.

Apos o] desenvolvimento e validagao dos
métodos, foram realizadas as analises dos compostos descritos por de
cromatografia liquida associada a espectrometria de massas (LC-MS/MS) nas

amostras conforme os parametros do método validado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Contaminacgdo bacteriana

O fato de estudar os dois sistemas iniciais alocados em uma mesma
propriedade diminuiu a probabilidade de ocorréncia de vieses de genética,
condigdes macroclimaticas e, em parte, da dieta e manejo sanitario, situagoes
impossiveis de se obter em outras condigdes.

Foi verificado o efeito dos dois diferentes sistemas nas contagens de
enterobactérias e na ocorréncia de Salmonella. Em todas as coletas, a
contagem de enterobactérias foi maior nos ovos produzidos no sistema FR (p <
0,001) (Figura 12). Entretanto esta diferenga dependeu da coleta analisada (p =

0,005 para a interacéo entre sistema e coleta) (Figura 13).

1,8
1,6 -
1,4 -
1,2
HFR
0,8 - C1

0,6 -

{log UFC/casca de ovo)

0,4 A

Contagem média de Enterobactérias

0,2 -
I

Sistema de Criacao

FIGURA 12: Contagem de enterobactérias em ovos
nos sistemas FR e C1 (p<0,001).
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FIGURA 13: Contagem de enterobactérias em ovos nos sistemas FR e C1 de acordo
com o periodo (p=0,005 para interagdo entre sistema e coleta).

As maiores contagens de enterobactérias ocorreram na segunda e terceira
coletas (36 semanas- FR) (Tabela 5), o que pode ter ocorrido devido a
ocorréncia de chuvas neste periodo, ja que as aves tinham acesso a area
externa, além de um vazamento no sistema de bebedouros, o que gerou
empogcamentos de agua no galpao, e pode ter facilitado a disseminacado de

contaminantes.

Tabela 5: Contagem média, minima e maxima de enterobactérias em ovos de
acordo com o periodo de coleta.

CMeE no CMiE no CMaE no CMeE no CMiE no CMaE no

Periodo  gistema FR sistema FR  sistemaFR  sistema C1 sistema C1 sistema C1
(log 10UFC/casca de ovo)
1 1,58 <1 4,16 0,18 <1 3,95
2 2,09 <1 4,70 0,07 <1 1,32
3 1,73 <1 5,24 0,06 <1 3,85
4 1,20 <1 3,87 0,05 <1 2,34

CMeE: Contagem média de Enterobactérias; CMIE: Contagem minima de Enterobactérias; CMaE: Contagem maxima

de Enterobactérias
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Esses resultados diferem daqueles divulgados por De Reu et al. (2005) que
encontraram contagens semelhantes de bactérias Gram negativas em ovos
deixados no ninho de sistemas de producao organica com pastejo livre (3,4 log
UFC/casca de ovo) e convencional (3,5 log UFC/casca de ovo).

No sistema FR, trés de 200 ovos (Tabela 6) e um comedouro estavam
contaminados por Salmonella. A cepa proveniente do comedouro foi
identificada como Salmonella Senftenberg. Em nenhuma outra amostra
ambiental, de ragdo ou agua o patdgeno foi detectado. Todas as cepas foram
detectadas na primeira coleta do estudo. As demais cepas, provenientes dos
ovos, ndo foram identificadas devido a acidentes laboratoriais. No sistema C1

em nenhum momento o patdégeno foi detectado.

Tabela 6: Contagem média de enterobactérias em ovos entre as amostras
positivas ou negativas para a presenca de Salmonella.

Contagem Média Erro Contagem Contagem
Samonella Numero (je de _ Padréao Minima de_ Maxima de_
Observagoes Enterobactérias Enterobactérias Enterobactérias
(log10) (log10) (log10)
Presencga 3 3.40 0.65 2.74 4.03
Auséncia 389 1.40 0.05 <1 4.16

Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Senftenberg (S. Senftenberg) é
frequentemente isolada de material alimentar cru, de plantas de processamento
e amostras ambientais de industrias de ragdo e fazendas avicolas, podendo
persistir em tais ambientes e causar contaminagdes recorrentes (WRAY et al.,
1990; BAILEY et al., 2001; NESSE et al., 2003; DANISH INSTITUTE FOR
FOOD AND VETERINARY RESEARCH, 2006; LOFSTROM et al., 2006). Tem
sido associada a surtos de DTA (RUSHDY et al., 1998; MOHLE-BOETANI et

al., 2001). Estudos demonstram maior resisténcia deste sorovar a fatores
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estressantes como o baixo pH, aquecimento, dissecacéao e irradiagédo, quando
comparada a outros sorovares (LIU et al., 1969; MACKEY & DERRICK, 1982).
O fato do patogeno também ter sido detectado em um comedouro do
sistema FR (na mesma coleta em que foi detectada em trés cascas de ovos),
pode ser resultante do formato dos mesmos (tipo prato) e das condi¢des de
alojamento das aves; estas, por ficarem soltas pelo galpao, se empoleiravam e
defecavam sobre os comedouros, contaminando-os como pode ser observado

em nosso estudo (Figura 14).

Y 4

FIGURA 14: Comedouros do tipo prato instalados no sistema FR. Presenca de contetdo fecal
em comedouro.

Smith et al. (2000) relataram que altas concentragcdes de excreta podem
aumentar diretamente a contaminagdo microbiana da casca e,
consequentemente, aumentar o risco de contaminagdo microbiana do conteudo
interno dos ovos. Em nosso estudo ndo detectamos o patdégeno no material dos
ninhos, embora em varias oportunidades tenha sido observado conteudo fecal

nos mesmos, como pode ser observado na Figura 15.
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FIGURA 15: Vista geral do avidrio e disposicao dos ninhos no sistema FR no momento de
apanha dos ovos por uma funcionaria. Presenca de ovos e conteudo fecal nos ninhos de palha
de arroz.

Em um estudo experimental, Jones et al. (2012) detectaram Salmonella no
ambiente, casca e conteudo de ovos em dois dos trés tratamentos que
avaliaram (Convencional e FR sem ninhos) . Nos 87 pools de cascas de ovos
provenientes de FR com ninhos, o micro-organismo néo foi detectado, mas
estava presente em conteudo de ovos e no ambiente.

Considerando os resultados encontrados em nosso estudo, verificou-se
que a seguranga microbiolégica dos ovos produzidos em sistema convencional
foi maior quando comparada ao sistema FR, devido a presenca de Salmonella
em casca de ovos (p<0,001) e em um comedouro.

Ao estudar as mesmas varidveis em uma terceira granja, que também
adota o sistema convencional (C2), verificou-se que das 200 amostras de ovos
avaliadas, 117 apresentaram <1,0 x10' UFC/casca de ovo para contagem de
enterobactérias e as outras 83, valores de 1,0x x10" a 5,1 x10?> UFC/casca de
ovo. Nao foi detectada Salmonella em nenhuma das amostras testadas.
Considerando que a amostragem foi considerada consistente estatisticamente,
pode-se afirmar que o nucleo de aves de postura comercial apresentou-se livre

do patégeno de acordo com a prevaléncia suposta (2 a 4%). Esse resultado
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enfatiza a melhor condigdo higiénico-sanitaria do sistema convencional em
comparacgao ao FR, também observada quando se avaliou C1.

Ao considerar as granjas convencionais avaliadas em nosso estudo, pode-
se aquilatar a eficiéncia dos Programas Nacionais de Controle de Patégenos e
0 seu bom controle higiénico. Para o sistema FR, ainda resta o desafio da
deteccao e controle da contaminacdo ambiental e dos ovos. As aves sdo da
mesma procedéncia que aquelas alojadas no sistema C1. Assim, a provavel
fonte de contaminagao dos ovos e do comedouro pode ser o tipo de ambiente
em que as aves estdo instaladas, que nao permite um controle estrito das
diversas variaveis envolvidas no processo de contaminagcdo e higiene da
criacdo, ja que as amostras de ragao provenientes da fabrica de ragdo ou a
agua nao apresentaram contaminagao pelo patégeno.

Embora as condigdes de bem estar estejam respeitadas quando se utiliza o
sistema FR, as higiénico-sanitarias se mostraram inferiores quando
comparadas as do sistema convencional, evidenciadas por contagens mais
elevadas de enterobactérias e, especialmente, pelo encontro de Salmonella.
Patégeno-alvo de diversas campanhas de prevencédo de DTA, a sua deteccéo
representa um risco a saude do consumidor. Ao adquirir um ovo proveniente de
um sistema de produgao considerado como “ético”, mais saudavel e com maior
preocupagao com o bem estar animal, talvez os riscos relacionados a saude
publica sejam maiores e estejam sendo subestimados, dada a caréncia de
dados na literatura. A utilizacdo de um sistema hibrido, como o de gaiolas
enriquecidas talvez possa ser considerada uma solugao parcial a questao, ja
que é possivel um controle sanitario mais eficaz e semelhante ao aplicado no

modelo convencional. Neste caso as aves nao teriam acesso ao ambiente
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externo, mas poderiam manter a liberdade de caminhar (espago de
750cm?/ave), empoleirar, ter acesso a ninhos e material de cama, lixa para
desgaste das unhas, além de amplo espaco de comedouros. Essa alternativa
nao resolve todos os problemas, ja que alguns dos componentes naturais das
aves como forrageamento e banhos de areia séo limitados ou nao realizados.
Além disso, neste sistema também nao ocorre a debicagem das aves,
persistindo a possibilidade de ferimentos durante o seu alojamento. De
qualquer maneira pode ser considerada uma medida paliativa até que métodos
de controle higiénico-sanitarios mais efetivos possam ser implantados em
sistemas FR.

Outra alternativa de prevencao de enfermidades causadas pela ingestao de
ovos produzidos em sistemas FR seria a pasteurizagao desses produtos, o que
ja ocorre em alguns paises, como os Estados Unidos da América. Essa medida
aumentaria a seguranca do consumo deste tipo de alimento, ja que assegura a

eliminacao de patégenos como Salmonella.

5.2 Qualidade fisica
Os resultados das analises fisicas estdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7: Variaveis avaliadas e resultados descritivos para comparacdo da
qualidade fisica dos ovos produzidos nos sistemas FR e C1.

Sistema N Média Mediana Desvio Erro Valor Valor
Padrao Padrao minimo maximo
Peso (9)
FR 360 62,30 61,84 5,54 0,29 61,84 62,30
C1 360 66,78 66,46 4,76 0,25 66,46 66,78
GE (g/l)
FR 360 1,09 1,09 0,006  0,0003 1,09 1,09
C1 360 1,09 1,1 0,005 0,0002 1,09 1,1
Resisténcia a quebra (kgf)
FR 360 4,75 4,74 0,78 0,04 4,74 4,75
C1 360 4,65 4,68 0,79 0,04 4,65 4,68
Porcentagem de gema (%)
FR 360 22,36 22,20 2,27 0,12 22,20 22,36
C1 360 2458 2448 2,08 0,11 24,48 24,58
Cor da gema
FR 360 12,23 12 1,02 0,05 12 12,23
C1 360 12,39 12 0,72 0,04 12 12,39
Porcentagem de albumen (%)
FR 360 68,12 67,98 3,17 0,17 67,98 68,12
C1 360 65,51 65,62 2,34 0,12 65,51 65,62
Unidade Haugh
FR 360 88,59 89,9 9,24 0,49 88,6 89,9
C1 360 88 88,82 8,79 0,46 88 88,82
Espessura da casca (mm)
FR 360 0,34 0,34 0,06 0,003 0,34 0,34
C1 360 0,35 0,36 0,05 0,003 0,35 0,36
Peso da casca por superficie de area (mg/cm?)

FR 360 73,53 77,37 13,57 0,72 73,53 77,37
C1 360 73,32 78,04 15,59 0,82 73,32 78,04

Observou-se que os ovos provenientes do sistema FR apresentaram o

menor peso. Embora ndo seja indicativo de qualidade nutricional do ovo, o

peso € utilizado para padronizar a sua comercializagdo. Todas as médias

observadas possibilitam classificar esses ovos como tipo extra (>60g) (BRASIL,

1991). Varguez-Monteiro et al. (2012) também observaram maior peso em ovos

produzidos por galinhas alojadas em gaiolas e afirmam que este resultado esta

claramente associado a alta ingestao de ragao por essas aves. Outros autores

(WANG et al., 2009; TUMOVA et al., 2009) ndo verificaram diferencas no peso
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dos ovos de galinhas alojadas nos diferentes sistemas e, Singh, Cheng &
Silversides (2009) encontraram ovos mais pesados em aviarios em relagdo aos
produzidos em gaiolas, mas esses autores utilizaram galinhas marrons
(Lohmann Brown) e galinhas brancas (Lohmann White) em celeiro e em gaiola
respectivamente e, segundo Scott & Silversides (2000), galinhas de ovos
marrons sdo mais pesadas e produzem ovos maiores com maiores pesos de
gema e clara que galinhas de ovos brancos.

O ovo produzido no sistema FR apresentou a casca mais espessa, embora
mais leve, o que esta provavelmente associado ao menor peso do ovo (Quadro
1), A resisténcia da casca também foi maior no sistema FR, mas essa diferencga
nao foi considerada significativa. Em outros estudos (PAVLOVSKI, MASIC,
APOSTOLOV, 1981; MOSTERT, BOWES, VAN DER WALT, 1995;
LEYENDECKER et al., 2001b), uma maior resisténcia ou espessura da casca
também foi verificada em ovos produzidos em FR.

A casca é a embalagem natural do ovo, o qual esta pronto para ser
comercializado e, para isso, deve ser resistente para ndao sofrer nenhum dano
fisico, devendo ser forte o suficiente para resistir a postura pela ave, colheita,
classificagao e transporte, até atingir o consumidor final (ROBERTS, 2010). As
galinhas alojadas em sistemas FR vivem sob circunstancias mais variaveis e,
por isso podem apresentar a vantagem de produzir ovos menos sensiveis ao
ambiente. A disponibilidade de Ca e P pode afetar a qualidade da casca
(ABDALLAH, HARMS, EL-HUSSEINY, 1993). Nao esta claro se o seu
metabolismo é diferente para galinhas criadas ao ar livre, mas especula-se que
a atividade fisica resulte na maior efetividade no metabolismo mineral (VAN

DEN BRAND, PARMENTIER & KEMP, 2004). Nosso estudo pode corroborar
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esta hipotese, ja que ao avaliar situagdes quase idénticas de manejo,
excetuando-se pela forma de alojamento das aves, as casca de ovos no
sistema FR foram consideradas mais resistentes.

As galinhas alojadas no sistema C1 produziram os ovos de maior
gravidade especifica - mediana: 1,095, sendo que no sistema FR esta foi de
1,090 (p<0,001), o que revela que o sistema interferiu nessa caracteristica. A
gravidade especifica indica a qualidade da casca em relagdo aos demais
componentes do ovo e esta diretamente relacionada a sua espessura (MILES,
1993), resultado contraditério diante daqueles anteriormente observados para
espessura de casca. Segundo Mendonga Jr. (1993), no periodo de postura a
gravidade especifica desejavel deve estar entre 1,080 e 1,088. Todos os ovos
avaliados apresentaram GE acima desses valores. Miles (1993) afirmou que
quanto mais fina a casca, menor sera a gravidade especifica e maior sera a
possibilidade de trinca e de quebra dessa casca. Abdallah, Harms, El-Husseiny
(1993), estudando a relagdo entre a porcentagem de ovos quebrados e a
gravidade especifica, observaram que a porcentagem de ovos trincados
decresce com o aumento da GE, resultando em uma correlagdo negativa (r=
0,96) entre as variaveis. Segundo os autores, para cada aumento de 0,001 na
GE, a porcentagem de ovos quebrados decresceu em 1,266%, o que nao foi

verificado neste estudo.

Apesar de esse dado ter sido detectado, podem ter ocorrido falhas durante
os testes, ja que na determinacdo da GE, o método da imersdo dos ovos em
solugdo salina (ISS) tem sido o mais utilizado, mas estudando os erros

associados ao método da ISS na determinagdo da GE dos ovos, Voisey &
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Hamilton (1977) relataram que a GE é influenciada pela temperatura das
solucbes e o0s erros sao resultantes da ma calibracdo e leitura dos
equipamentos usados para medir a densidade da agua. Fissuras nas cascas
dos ovos e movimentagdo da agua das solugbes podem causar erros no

resultado final da determinagao.

Em relacdo a coloragdo da gema, os resultados obtidos para os ovos
produzidos no sistema convencional (C1) situaram-se acima do padrao
normalmente observado, sendo semelhante a obtida para os ovos FR. A
coloragao mais escura detectada foi resultante provavelmente da adigcdo de
pigmento sintético na ragdo, ja que segundo a literatura (ANGELES &
SCHEIDELER, 1998; GARCIA et al., 2009; ANDERSON, 2011) este resultado
nao seria possivel em condi¢gdes naturais. Registre-se que a adicdo nao foi
confirmada por parte do responsavel pela granja durante a entrevista realizada
antes do inicio do experimento e reafirmado em novo questionamento apés a
realizacdo do mesmo. Para fazer uma contra prova, os mesmos procedimentos
de amostragem e analises anteriormente citados foram aplicados ao sistema
C2, sendo avaliada somente a cor da gema e, neste caso, a faixa de medida
para coloragdo da gema dos ovos foi 5 (cinco).

Economicamente néo se justifica esta adigdo, ja que tais ovos chegam ao
consumidor como sendo produzidos pelo sistema convencional, nao se
esperando deles nenhuma caracteristica que os diferencie em relagao aqueles
produzidos em sistemas alternativos. Nestes, os consumidores procuram
algumas caracteristicas, sendo a gema mais escura uma delas. Isto explica o

emprego dos pigmentos no sistema FR e os resultados obtidos em nosso
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estudo. Registre-se que a legislagao brasileira ndo faz nenhuma mencgao a sua
utilizagdo por parte dos produtores que utilizam este sistema. Assim a partir
dos dados obtidos levanta-se a hipotese de que, inadvertidamente, os ovos
produzidos em C1 estejam sendo comercializados como produtos FR, com
prejuizo ao consumidor.

A Unidade Haugh é uma expressao matematica que correlaciona a altura
do albumen espesso, através de micrémetro tripé, corrigida para o peso do
ovo, sendo que quanto maior o valor da UH, melhor a qualidade interna do ovo
(ALLEONI & ANTUNES, 2001). Os ovos considerados de qualidade excelente
(AA) devem apresentar valores de UH superiores a 72; ovos de qualidade alta
(A), entre 60 e 72 UH e ovos de qualidade inferior (B), com valores de UH
inferiores a 60 sdo considerados de qualidade ruim (USDA, 2000). Neste
estudo todas as médias observadas estao classificadas em AA, sendo que as
diferengcas encontradas nao foram consideradas significativas entre os
sistemas (Tabela 8).

Muitos fatores podem afetar a proporcdo gema:albumen, como idade e
linhagem da galinha e tamanho dos ovos (ROSE, GRIDGEMAN, FLETCHER,
1966; AHN, KIM, SHU, 1997). Neste estudo a porcentagem média de albumen
foi maior no sistema FR (Tabela 8) , situacao que se inverte ao observar-se as
propor¢des de gema. Cherian, Holsonbake, Goeger (2002) ndo encontraram
diferencas significativas na relagdo gema:albumen nos ovos FR e

convencionais que avaliaram.
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Tabela 8: Valores p das variaveis analisadas através de Analise de variancia.

Valores
< x . 1 Erro Valores
Variavel médios ~
Granjas padrao P
FR C1
Espessura da casca (mm) 4,75 4,65 0,002 <0,05
Peso da casca (g) 9,80 9,94 0,053 <0,05
Porcentagem de’casca/Superflme de 7353  73.32 0717 0.94
area

Resisténcia da casca (kgf) 4,75 4,65 0,057 0,22
Unidade Haugh 88,59 87,97 0,649 0,60
Porcentagem de albumen 68,12 65,51 0,189 <0,05
Porcentagem de gema 22,36 24,58 0,153 <0,05

5.3 Residuos de antibidticos e defensivos agricolas

Validagao
A porcentagem de recuperagao para as concentragdes estudadas dos
antimicrobianos foi de 63,8 a 100%, com excecao do Sulfatiazol que foi de 41,8
a 49%. Ja para os defensivos agricolas foi bastante variavel, de 5,62 a 99,4%

(Tabela 9).
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Tabela 9: Compostos avaliados e resultados descritivos para validagdo do método multirresiduo de defensivos agricolas e

antimicrobianos. (continua)
— LMR LMR % Média de % Média de Recuperagio . Intervalo  Limite Limite
cogé;ﬁlroE%%%Ao (BRASIL, (FAO/WHO, LMQ (ugL") Recuperagio/ Recuperagio/  Média Desvio de inferior  superior
2013) 2013) Concentragio  Composto (ugl™) P confianga (pgL™) (pgl™)

ANTIMICROBIANOS

Chloramphenicol

5 pgL” a " 71,74 66,82 3,587 2,008 1,953 1,067 4,973
50 pgL” 0,30 ngl - 3,125 64,93 32,467 2312 2265 30,201 34,732
100 pgL™ 63,80 63,800 6,275 6,148 57,651 69,949
Enrofloxacin
5 ugL™ 210 gl 1563 100,00 95,70 5,000 0,573 0,561 4,439 5,561
50 ugL™” Hg ) : 94,00 47,800 8,374 8,206 39,594 56,006
100 pgL™ 93,10 93,100 13,515 13,244 82,856 109,344
Sulfadiaz1ine
"10 gL’ : 1,563 o 3006 4149 4086 dbeoi  ag0s
ug : , , , , ,
100 pgL™ 79,75 79,75 10,458 10,248 69,502 89,998
Sulfadimethoxine
5 ugL™” a “ 79,80 79,73 3,99 0,153 0,150 3,837 4,137
50 pgL™’ 10 pgl. ) 1,563 83,40 41,70 8,253 8,088 33,612 49,788
100 pgL™ 75,98 75,98 5,548 5,437 70,538 81,412
Sulfamethazine
5 ugL™” 210 yalL"" 0.78 95,00 92,50 4,75 0,855 0,838 3,915 5,591
50 pgL” H9 ) ’ 92,20 46,10 3,586 3,514 42,586 49,614
100 pgL™ 90,30 90,30 2,136 2,093 88,207 92,393
Sulfathiazole
5 ugL™ 210 gl 1563 41,80 46,24 2,09 0,532 0,521 1,566 2,608
50 pgL™ ¢ - : 49,00 24,33 5,074 4,972 19,361 29,306
100 pgL™ 47,93 47,93 11,870 11,632 36,301 59,566
DEFENSIVOS AGRICOLAS
Metolaclor
5 ugL™ ) ) 0.78 69,2 56,17 3,46 0,598 0,5861 2,874 4,046
50 ugL™” ' 55,2 27,60 6,986 6,847 20,753 34,447

100 pgL™’ 44,10 44,10 6,785 6,649 37,451 50,749
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(continuagao)

— LMR LMR % Média de % Média de Recuperagio . Intervalo  Limite Limite
Coggﬁl"féf‘&%“o (BRASIL, (FAO/WHO, LMQ (ugL") Recuperacio/ Recuperacio/  Média Desvio de inferior  superior
2013) 2013) Concentragio  Composto (ugLl™) P confianga (pgL™) (pgl™)
DEFENSIVOS
AGRICOLAS
Carbaril b 1
5 ugL-1 pgL” ] ?fgm”;%% 078 10,00 0,50 0,677 0,663 0,000 1,162
50 pgL” ’ 5,62 9,24 2,82 1,149 1,126 1,697 3,949
100 pgL” 12,10 12,10 4,600 4,508 7,592 16,608
Malathion
5 ugL™ ] b “ 64,8 48,05 3,24 1,093 1,071 2,169 4,311
50 pgL” 0.05 mgKg 0.78 43,26 21,63 4881 4783 16,850 26,417
100 pgL” 36,10 36,10 7197  7,0525 29,048 43,152
Fipronil
5 pgL™ ] 20.02 mgKg"' 1 563 69,00 60,00 3,45 0,049 00483 3,405 3,502
50 pgL™ ®0.01 mgKg” ’ 55,60 27,80 5,866 5749 22,051 33,549
100 pgL” 55,40 55,40 10,429 10,220 45,180 65,620
Flutriafol
5 gL ) °0.4 mgKg™ 078 38,00 32,25 1,90 0,775 0,760 1,144 2,663
50 pgL™ ’ 22,94 11,47 3,143 3,080 8,394 14,553
100 pgL” 35,80 35,80 10,335 10,128 25,672 45,928
Pyraclostrobin a 4
5 gL’ ] bg-gg mgﬁ% 078 13,60 2543 0,68 1,004 1,073 0,000 1,750
50 pglL” .05 m9K9.1 ’ 36,74 18,37 5,465 5355 13,011 23,722
100 pgL” 0 MgRg 25,95 25,95 4,262 4477 21,773 30,127
Epoxiconazole
5 ugL™ ] ) 078 91,00 77,58 4,55 0,569 0,557 3,989 5,104
50 pgL” ’ 64,86 32,43 2,031 1,000 30,443 34,423
100 pglL” 76,87 76,87 20,355 19,947 56,919 96,814
Cabendazin
5 ugL™ ] 20.05 mgKg" 078 22,4 24,17 1,12 0,049 0,048 1,068 1,165
50 pgL” °0.1 mgKg™ ’ 25,2 12,60 0,265 0,259 12,341 12,859
100 pgL” 24,90 24,90 0,751 0,736 24,164 25,636
Glyphosate 40.05 mg/Kg
5 gL ) ®450 mg/Kg 078 17,6 19,23 0,88 0272 02664 0,613 1,146
50 pgL™ °20 mg/Kg ’ 20,08 10,04 2,798 2,742 7,294 12,779
100 pgL” 20,00 20,00 3,538 3467 16,532 23,468
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(continuagéo)

Limite . . = _— _—

~ LMR LMR - % Média de % Média de Recuperagao . Intervalo  Limite Limite
COI;‘IE &%EEQ%AO (BRASIL, (FAO/WHO, Qlllna::irf]igac:;io Recuperagcdo/ Recuperagao/ Médi&11 Eaeg:"aﬁ:g de inferi?r superi1or
2013) 2013) (ng'1) Concentragao Composto (pgL™) confianca (ugL") (pgL™)

AMPA

5 ugL™ ) ) 6.25 99,4 94,08 4,97 0,091 0,089 4,875 5,055

50 ugL™” ’ 87,4 43,70 4,085 4,003 39,696 47,704

100 ugL™ 95,43 95,43 4,406 4,317 91,115 99,751

LMQ: Limite minimo de quantificagdo, *Ovo, "Milho, “Soja
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Os limites minimos de quantificacdo (LMQ) foram de 0,78 a 3.125 ppb para
os antimicrobianos e de 0,78 a 6,25 ppb para os defensivos agricolas,
atendendo assim as necessidades para pesquisas de residuos, considerando
os LMR estabelecidos pela legislagdo nacional e internacional (BRASIL, 2011;
BRASIL, 2013) e Codex Alimentarius (FAO/WHO, 2013), exceto para
Chloramphenicol, cujo LMR ¢ de 0,30ug/L™" (BRASIL, 2013) e o LMQ obtido
neste estudo para este composto foi de 3,125 pg/L™.

A recuperagdo média de todos os compostos antimicrobianos foi
considerada excelente, na faixa de 66,82 a 95,70%, com exceg¢do da
Sulfathiazole, cuja recuperacdo média foi de 46,24%. Mesmo assim este
resultado se avaliado diante de seu LMQ de 1,563, possibilitaria a recuperagao
do residuo se o mesmo extrapolasse o LMR permitido (10ppb) pelo Ministério
da Agricultura (BRASIL, 2013), pois embora a faixa de recuperagao tenha sido
inferior, existe linearidade entre os resultados observados.

Para os defensivos agricolas, a recuperacdo média foi mais variavel,
embora também tenha se observado uma linearidade na recuperagao de todos
os compostos. A recuperacdo média do metolaclor, fipronil, epoxiconazole e
ampa foi considerada excelente ( de 56,17 a 94,08%), compostos na faixa de
recuperacao média de 24,17 a 48,05% foram considerados de média eficiéncia
(cabendazin, pyraclostrobin, flutriafol, malathion) e uma baixa recuperacao
média foi observada para o carbarii e o glyphosate (9,24 e 19,23%,
respectivamente), sendo que a baixa recuperagdo do glyphosate foi
compensada pela excelente recuperacédo de seu metabdlito, o AMPA. Nenhum
desses compostos apresenta LMR para ovos, somente para milho ou soja

(FAO/WHO, 2013).
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Considerando o limite minimo de quantificagdo, o alto coeficiente de
correlagao (r > 0,99) e o grande numero de compostos avaliados, o método de
extragdo de residuos com acetonitrila adicionada de 1% de acido férmico
desenvolvido no Laboratério de Cromatografia do NUPAM foi considerado
eficiente para quantificacdo de todos os compostos avaliados neste estudo. E,
somente em relagao ao residuos de carbaril, sugere-se que seja utilizada uma

metodologia alternativa de extragao.

Quantificagao de residuos

Neste estudo, foi detectada a presenca de residuos de Enrofloxacina
(quinolona) em cinco de trinta amostras provenientes do sistema FR com
221,4ugL™", 2855 pgL™, 112,2 pglL™”, 130,5 pgL™” e 58,6 pgL™” de residuo,
extrapolaram o LMR de 10ppb estabelecido pelo BRASIL (2013). Nas demais
granjas, nao se observou a sua detecgao.

Em nosso pais, os anfenicois, tetraciclinas, beta lactamicos
(benzilpenicilamicos e cefalosporinas), quinolonas e sulfonamidas sistémicas
sdao de uso exclusivo em produtos de uso veterinario com finalidade
terapéutica, sendo vedada a sua utilizacdo como aditivos zootécnicos
melhoradores de desempenho ou como conservantes de alimentos para
animais (BRASIL, 2009). No estado do Parana, as quinolonas foram os
antimicrobianos mais utilizados pelos avicultores de postura do estado. Os
principios ativos mais observados foram: enrofloxacina, oxitetraciclina,
olaquindox, norfloxacina, doxiciclina, sulfaquinoxalina e bacitracina

(MASHINSKI JUNIOR et al., 2005).
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De acordo com a regulamentacédo europeia (EUROPEAN PARLIAMENT,
2009), o uso de fluorquinolonas (enrofloxacina) é proibido para galinhas
poedeiras de ovos destinados ao consumo humano. Assim, na Uniao Europeia
a politica de tolerancia zero é aplicada para a presenga desses componentes
antimicrobianos nos ovos, o que significa que a presenca de qualquer residuo é
considerado ilegal em qualquer nivel. No entanto, alguns proprietarios utilizam
o medicamento ilegalmente para fins profilaticos contra infecgdes por
Salmonella em galinhas poedeiras e, de acordo com o relato do RASFF em
2010, houve um caso de deteccdo de enrofloxacina em ovos na Unido
Europeia) (ANDREU, BLASCO, & PICO, 2007).

Os resultados observados neste estudo sdo um alerta as autoridades
competentes quanto ao mau uso, desinformagdao ou uso ilicito de
medicamentos veterinarios dentro dos estabelecimentos produtores de
alimentos. Este medicamento, de acordo com seu préprio bulario (Bayer®), tem
emprego desaconselhado para galinhas poedeiras de ovos para o consumo
humano. Ndo ha um intervalo de seguranca estabecido para o uso desses
medicamento e a liberacdo dos ovos para o consumo humano. Este fato
desencoraja e desestimula o consumo de um produto considerado
popularmente como saudavel e livre de residuos quimicos, especialmente
aquele proveniente de um sistema FR.

Em relagdo aos residuos de defensivos agricolas, ndo se observou a sua
deteccdo em nenhuma das granjas avaliadas, em ambos os sistemas
estudados.

No Brasil, ha poucos relatos da incidéncia de medicamentos veterinarios

em ovos. Em estudo realizado no Rio de Janeiro foram quantificados os
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residuos de ionoforos poliéteres, macrolideos e lincosamida em amostras de
ovos obtidas no comércio, e os resultados observados apresentaram-se abaixo
do limite de quantificagdo (14-15,3ugL™), ou seja ndo foi detectado nenhum
residuo nas amostras (SPISSO et al., 2010a).

Em outro estudo, o mesmo grupo de pesquisadores encontrou 30 em 100
(20%) amostras de ovos com pelo menos o residuo de um dos compostos
pesquisados - poliéter ionoforos, macrolidios ou lincosamidas. Mais de um
analito foi detectado em 8 amostras. Narasina e salomicina foram detectadas
simultaneamente em quatro amostras, monensina e salomicina em uma,
salomicina e semduramicina em duas e monensina , narasina e salomicina em
uma amostra. Salomicina foi o residuo mais frequentemente encontrado (21
amostras). Somente 2% das amostras excederam os LMR para salomicina e,
considerando que 33 marcas comerciais de ovos foram avaliadas, quatro das
amostras mais contaminadas pelo composto pertenciam a mesma marca. A
incidéncia de residuos foi maior em ovos vermelhos (34%) que em ovos
brancos (27%). (SPISSO et al., 2010b).

Ja na literatura mundial, ha diversos estudos relacionados ao tema. Na
Espanha, quatro de onze amostras de ovos analisadas por LC-MS/MS
apresentaram residuos de eritromicina, enrofloxacina, tiabendazol, emamectina
febendazol e/ou difloxacina, sendo que uma amostra continha eritromicina
acima do LMR permitido no pais (FRENICH et al., 2010). Na Republica da
Coréia, foi detectada uma de 66 amostras de ovos contendo lincomicina, mas
esta encontrava-se abaixo do LMR (KIM et al., 2012). Na Itélia, duas de 27
amostras de ovos analisadas continham oxitetraciclina (35 e 62ug/kg), ambas

abaixo do LMR (CAPRIOTTI et al., 2012).
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Em relagdo a nossa pesquisa, deve-se enfatizar o numero restrito de
granjas. No entanto, os resultados obtidos devem servir de alerta aos 6rgaos
fiscalizadores, ja que sdo preocupantes, indicando a necessidade de estudos
abrangentes, especialmente no que se refere ao emprego de antimicrobianos

em aves de postura.

6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que:

- em relacdo a qualidade fisica dos ovos, mesmo tendo sido observadas
diferencas estatisticas em alguns dos parédmetros avaliados, estas né&o
conferem aos ovos produzidos pelo sistema FR um perfil especial que justifique
a sua escolha pelo consumidor, no entanto ha para o produtor o beneficio de
produzir ovos com cascas mais resistentes;

- 0 sistema FR mostrou uma maior vulnerabilidade no tocante a qualidade
higiénico-sanitaria, ja que na casca dos ovos ai produzidos foram detectadas
contagens mais elevadas de enterobactérias, bem como a presenca de
Salmonella, também evidenciada em seu ambiente de producéo;

- a validacao do método de detecgdo e quantificacdo de multirresiduos de
defensivos agricolas e antimicrobianos foi bem sucedida e 0 mesmo pode ser
utilizado para estudos posteriores, nesse sentido a validagdo da metodologia
de extragcao e analitica € um produto valioso deste trabalho de tese;

- no tocante aos residuos de antimicrobianos, a detec¢cdo de enrofloxacina
acima do LMR determinado pela legislacdo revela-se um motivo de

preocupacgao, pois esta € uma droga de eleicdo indicada no tratamento de
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varias infeccbes em seres humanos. Além disso, o encontro de residuos
somente em ovos FR pode levantar a hipétese da maior vulnerabilidade do
sistema, tanto no que se refere a segurangca do produto, mas também em
relagdo a sua imagem junto ao consumidor, que o associa a um alimento
“natural”, produzido a partir de condigbes que conferem um maior bem estar as

especies animais.
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INTRODUCAO

Os alimentos “alternativos” vém conquistando uma parcela de mercado antes
inexistente. Inimeros produtos estdo presentes nas redes de supermercados, em feiras
especificas, restaurantes e lanchonetes do mundo inteiro visando atender as exigéncias
de um consumidor disposto, muitas vezes, a pagar mais caro por esses alimentos. Certa
aversao a tudo o que ¢ quimico, toxico, ou simplesmente, industrializado, produzido por
grandes corporacdes vem sendo observada, existindo ainda a crenca de que esses
produtos sdo mais sauddveis, mais seguros. O mercado avicola ndo escapa desta
tendéncia, incluindo-se ai os ovos, considerados alimentos altamente nutritivos, de
baixo custo e que possibilitam a fabricagdo de diversos produtos alimenticios.
Atualmente a grande maioria dos ovos comercializados ¢ produzida em sistemas
convencionais de baterias de gaiolas, que foram desenvolvidos visando a eficiéncia
produtiva e a prevencao de enfermidades.

No entanto, nota-se atualmente em uma parcela dos consumidores, um
descontentamento frente ao bem estar das aves mantidas em tais sistemas de producao,
tal percepc¢do tem impulsionado as exigéncias de mudangas nestes sistemas de criagdo
dos animais de producao.

A qualidade fisica do ovo ¢ um importante atrativo ao consumidor e engloba muitos
aspectos (STADELMAN, 1977) relacionados a casca, ao albumen e a gema. Essa
qualidade tem base genética e varia entre as linhagens de galinhas (PANDEY et al.,
1986; SILVERSIDES, KORVER, BUDGELL, 2006), também ¢ influenciada pelo
sistema de alojamento em que a ave ¢ mantida (MENCH et al., 1986; FRASER &
BAIN, 1994; VITS et al., 2005) e pela idade das galinhas (SILVERSIDES et al., 2006).

Defeitos na qualidade da casca podem causar perdas significativas para a industria
de ovos comerciais. Entre 10 e 15% dos ovos de poedeiras sdo perdidos antes e durante
o processo de coleta por apresentarem algum tipo de problema relacionado a qualidade
da casca (ROLAND 1988; COUTTS et al., 2007). Os parametros mais utilizados para
avaliar a qualidade da casca sdo espessura, peso, porcentagem da casca em relacao ao
peso do ovo, resisténcia e gravidade especifica do ovo (ROBERTS, 2004).

Alguns estudos tém descrito os efeitos dos diferentes sistemas de alojamento na
qualidade dos ovos (TORGES et al., 1976; PAVLOVSKI, MASIC, APOSTOLOV.,

1981), mas ha pouca pesquisa relacionada especificamente a qualidade do ovo
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produzido por galinhas criadas em sistemas ao ar livre ou sdo estudos realizados ha
muitos anos atras.

Comparagdes diretas entre os sistemas de producao (gaiola, celeiro, free range -
FR) no que se refere a qualidade fisica dos ovos sdo dificultadas pelo grande nimero de
variaveis envolvidas. Por exemplo, um dos problemas referentes a qualidade da casca
no sistema FR pode estar relacionado a um mau balanceamento na dieta das aves
(FRASER & BAIN, 1994), sendo que no caso de galinhas mantidas em gaiolas, este
mesmo problema pode ser resultante da densidade das aves alojadas (MENCH et
al.,1986). Por outro lado outros autores descrevem que tais efeitos ndo sdo consistentes
(LEE & MOSS, 1995).

Assim, s3o necessarios estudos que permitam comparagdes entre diferentes
sistemas, controlando-se algumas variaveis tais como linhagem das aves, arragoamento
e temperatura da instalacdo, o que em condi¢des ndo experimentais ¢ muito dificil de ser
encontrado.

OBJETIVO

Determinar as diferengas entre parametros fisicos internos e externos dos ovos
em duas granjas alojadas em uma mesma propriedade com sistemas de criagdo
diferentes.

MATERIAL E METODOS

Em uma mesma propriedade localizada no municipio de Sao Manuel, SP havia
dois sistemas de criacdo de galinhas poedeiras (convencional em gaiolas e FR), o que
diminuiu a possibilidade de introducdo de vieses relacionados a linhagem, interferentes
ambientais e, em parte, de arracoamento. Os galpdes foram construidos no mesmo
sentido e, as aves (82% delas linhagem Hysex Brown) eram adquiridas com um dia de
vida e debicadas ao 7° dia, e na 9* semana. Era utilizado o inseticida Cipermetrina como
método de prevencdo contra Alphitobius diaperinus, as vacinagdes preconizadas para a
regido eram administradas e, no sistema FR realizada vacinacdo preventiva contra
salmoneloses. Segundo o veterinario responsavel, ndo eram utilizados antimicrobianos
para tratamento das galinhas. As aves recebiam agua da mesma fonte (pogo artesiano).
O esquema de iluminag¢ao era feito com 12 horas de luz natural e 4 horas de iluminagao
artificial. O arracoamento era automatico ¢ a coleta de ovos manual, realizada duas
vezes ao dia. Eram alojados 11 lotes de aves ao ano em cada um dos sistemas. A ra¢do

era preparada na propriedade, sendo que no sistema FR era a base de milho, farelo de
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soja, farinha de carne e pigmentantes sintéticos para a gema: Carophill Yellow e
Carophill Red; no sistema convencional, era adicionado trigo a mesma ragdo (e nao
eram utilizados pigmentantes sintéticos para a gema). Os ovos eram higienizados e
embalados na propriedade e assim distribuidos para o comércio na forma de atacado.

Free range (FR)

A granja possuia, em média, 45.000 aves distribuidas em onze galpdes. Cada
galpao era equipado com comedouros tipo prato, bebedouros tipo nipple, ninhos,
poleiros, cama de palha de arroz e saidas laterais para as areas de pastejo, com 2m?*ave.

A producao média diaria era de 13.500 ovos.

Sistema convencional de gaiolas (C1)

A granja possuia, em média, 250.000 aves alojadas em gaiolas 45x60cm,
distribuidas em 31 galpdes, os comedouros eram cochos de madeira e os bebedouros do
tipo nipple. A produgdo média diaria era de 38.000 ovos

Amostragem

Um lote em pico de producdo de cada sistema foi selecionado e utilizado até o
final do estudo. O experimento foi conduzido no periodo de 14 de maio a 08 de agosto
de 2012, sendo dividido em quatro ciclos de avaliagao de 28 dias cada, sendo assim
representativo de toda a producdo do lote. A cada ciclo eram realizados trés dias de
coleta de 30 ovos em cada sistema, totalizando 360 ovos por sistema. Os ovos eram
coletados diretamente nos ninhos ou canaletas e analisados no mesmo dia.

Gravidade Especifica (STALDEMAN & COTTERILL, 1990)

Foi avaliada mergulhando-se os ovos em solucdes salinas de densidades
variando de 1,060 a 1,100, sendo que e a gravidade especifica de cada ovo foi
determinada pela menor solucdo em que o ovo flutuou. As densidades foram
confirmadas com a utilizagao de um densimetro.

Resisténcia da Casca do Ovo a Quebra

Foi utilizado um texturdmetro, TA.XT plus Texture analyser, utilizando-se
sonda de ruptura de 75mm (P/2), velocidade de teste de 1mm/segundo. Os ovos eram
pressionados pela sonda até que a sua casca se rompesse, sendo entdo neste momento

determinada a sua resisténcia, expressa em kgf.



96

Percentagem de Gema

Foi determinada dividindo-se o peso da gema pelo peso do ovo e o resultado
multiplicado por 100.

Coloracao da Gema

Foi estimada pela comparacao da coloragdo da gema com abanico colorimétrico
Roche®.

Percentagem de Albtimen

Foi determinada dividindo-se o peso do albumen pelo peso do ovo e o resultado
multiplicado por 100.

Unidade Haugh (STALDEMAN & COTTERILL, 1990)

Inicialmente foi determinada a altura do albumen, por meio de paquimetro
digital e empregou-se a formula a seguir:

UH=1001og (H+7,57-1,7W 0,37)

Onde, H = altura do albimen (mm); W = peso do ovo (g); 7,57 = fator de
corre¢do para altura do albamen; 1,7 = fator de correcao para peso do ovo.

Espessura de casca

Apds a lavagem da casca e secagem em estufa, foram realizadas trés medidas na
regido equatorial do ovo com a utilizagdo de um paquimetro, sendo feita a média dessas
mensuragoes, e o resultado expresso em milimetros.

Peso da Casca por Superficie de Area (ABDALLAH; HARMS; EL-
HUSSEINY, 1993)

Foi determinado através da formula: PCSA= (peso da casca / 3,9782 x (peso do
ovo) 0,7056) x 1000 e expresso em mg/cm?>.

Analise Estatistica

A distribuicdo das varaveis foi analisada e estatisticas descritivas foram
produzidas. Modelos de medidas repetidas (SAS Institute, 2011) foram usados para
comparar cada variavel-resposta (resisténcia da casca do ovo a quebra, percentagem de
gema, percentagem de albumen, percentagem de casca, unidade Haugh, espessura de
casca e peso da casca por superficie de area) entre os sistemas. Uma estrutura de
covaridncia auto-regressiva foi utilizada para modelar a correlagdo entre as medidas
repetidas dentro da mesma propriedade. O teste de andlise de variancia foi usado para
ajustar os valores-P resultantes de comparagdes multiplas. O nivel de significancia

estatistica foi definido como 0.05. Como as varidveis gravidade especifica e cor da
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gema nao apresentaram uma curva de distribuicdo normal dos resultados, foi utilizado o
teste de Wilcoxon (SAS Institute, 2011) para comparar os seus resultados verificados

em cada propriedade.
RESULTADOS

Os resultados das analises fisicas estdo apresentados na tabela 1 e os tratamentos

estatisticos na tabela 2.
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Tabela 1: Variaveis avaliadas e resultados descritivos para comparacao da qualidade

fisica dos ovos produzidos nos sistemas FR e C1. Botucatu, SP.

Sistema N Média Mediana Desvio Erro Valor Valor
Padriao Padrio minimo maximo
Peso (g)
FR 360 62,30 61,84 5,54 0,29 61,84 62,30
C1 360 66,78 66,46 4,76 0,25 66,46 66,78
GE (g/)
FR 360 1,09 1,09 0,006 0,0003 1,09 1,09
C1 360 1,09 1,1 0,005 0,0002 1,09 1,1
Resisténcia a quebra (kgf)
FR 360 4,75 4,74 0,78 0,04 4,74 4,75
C1 360 4,65 4,68 0,79 0,04 4,65 4,68
Porcentagem de gema (%)
FR 360 22,36 22,20 2,27 0,12 22,20 22,36
C1 360 24,58 24,48 2,08 0,11 24,48 24,58
Cor da gema
FR 360 12,23 12 1,02 0,05 12 12,23
C1 360 12,39 12 0,72 0,04 12 12,39
Porcentagem de albuimen (%)
FR 360 68,12 67,98 3,17 0,17 67,98 68,12
C1 360 65,51 65,62 2,34 0,12 65,51 65,62
Unidade Haugh
FR 360 88,59 89,9 9,24 0,49 88,6 89,9
C1 360 88 88,82 8,79 0,46 88 88,82
Espessura da casca (mm)
FR 360 0,34 0,34 0,06 0,003 0,34 0,34
C1 360 0,35 0,36 0,05 0,003 0,35 0,36
Peso da casca por superficie de area (mg/cm?)

FR 360 73,53 77,37 13,57 0,72 73,53 77,37

C1

360 73,32 78,04 15,59 0,82 73,32 78,04
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Tabela 2: Valores p das variaveis analisadas através de Analise de variancia. Botucatu,

SP.
Valores médios
Variavel Granjas Erro padrao Valores p
FR C1

Espessura da casca (mm) 4,75 4,65 0,002 <0,05
Peso da casca (g) 9,80 9,94 0,053 <0,05
Porcentagem de casca/Superficie de area 73,53 73,32 0,717 0,94
Resisténcia da casca (kgf) 4,75 4,65 0,057 0,22
Unidade Haugh 88,59 87,97 0,649 0,60
Porcentagem de albimen 68,12 65,51 0,189 <0,05

Porcentagem de gema 22,36 24,58 0,153 <0,05
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DISCUSSAO

Observou-se que os ovos provenientes do sistema FR apresentaram o menor peso.
Embora ndo seja indicativo de qualidade nutricional do ovo, o peso ¢ utilizado para
padronizar a sua comercializagdo. Todas as médias observadas possibilitam classificar
esses ovos como tipo extra (>60g) (BRASIL, 1991). Varguez-Monteiro et al. (2012)
também observaram maior peso em ovos produzidos por galinhas alojadas em gaiolas e
afirmam que este resultado esta claramente associado a alta ingestao de ragao por essas
aves. Outros autores (WANG et al., 2009; TUMOVA et al., 2009) ndo verificaram
diferengas no peso dos ovos de galinhas alojadas nos diferentes sistemas e, Singh,
Cheng & Silversides (2009) encontraram ovos mais pesados em aviarios em relagdo aos
produzidos em gaiolas, mas esses autores utilizaram galinhas marrons (Lohmann
Brown) e galinhas brancas (Lohmann White) em celeiro e em gaiola respectivamente e,
segundo Scott & Silversides (2000), galinhas de ovos marrons sdo mais pesadas e
produzem ovos maiores com maiores pesos de gema e clara que galinhas de ovos
brancos.

O ovo produzido no sistema FR apresentou a casca mais espessa, embora mais leve,
0 que esta provavelmente associado ao menor peso do ovo (Tabela 1), A resisténcia da
casca também foi maior no sistema FR, mas essa diferenca nao foi considerada
significativa. Em outros estudos (PAVLOVSKI, MASIC, APOSTOLOV, 1981;
MOSTERT, BOWES, VAN DER WALT, 1995; LEYENDECKER et al., 2001), uma
maior resisténcia ou espessura da casca também foi verificada em ovos produzidos em
FR.

A casca ¢ a embalagem natural do ovo, o qual estd pronto para ser comercializado
e, para isso, deve ser resistente para nao sofrer nenhum dano fisico, devendo ser forte o
suficiente para resistir a postura pela ave, colheita, classificacdo e transporte, até atingir
o consumidor final (ROBERTS, 2010). As galinhas alojadas em sistemas FR vivem sob
circunstancias mais variaveis e, por isso podem apresentar a vantagem de produzir ovos
menos sensiveis ao ambiente. A disponibilidade de Ca e P pode afetar a qualidade da
casca (ABDALLAH, HARMS, EL-HUSSEINY, 1993). Nao estd claro se o seu
metabolismo ¢ diferente para galinhas criadas ao ar livre, mas especula-se que a
atividade fisica resulte na maior efetividade no metabolismo mineral (VAN DEN
BRAND, PARMENTIER & KEMP, 2004). Nosso estudo pode corroborar esta

hipotese, ja que ao avaliar situacdes quase idénticas de manejo, excetuando-se pela
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forma de alojamento das aves, as casca de ovos no sistema FR foram consideradas mais
resistentes.

As galinhas alojadas no sistema C1 produziram os ovos de maior gravidade
especifica - mediana: 1,095, sendo que no sistema FR esta foi de 1,090 (p<0,001), o que
revela que o sistema interferiu nessa caracteristica. A gravidade especifica indica a
qualidade da casca em relagdo aos demais componentes do ovo e estd diretamente
relacionada a sua espessura (MILES, 1993), resultado contraditério diante daqueles
anteriormente observados para espessura de casca. Segundo Mendonga Jr. (1993), no
periodo de postura a gravidade especifica desejavel deve estar entre 1,080 e 1,088.
Todos os ovos avaliados apresentaram GE acima desses valores. Miles (1993) afirmou
que quanto mais fina a casca, menor sera a gravidade especifica e maior sera a
possibilidade de trinca e de quebra dessa casca. Abdallah et al. (1993), estudando a
relacdo entre a porcentagem de ovos quebrados e a gravidade especifica, observaram
que a porcentagem de ovos trincados decresce com o aumento da GE, resultando em
uma correlacdo negativa (= 0,96) entre as variaveis. Segundo os autores, para cada
aumento de 0,001 na GE, a porcentagem de ovos quebrados decresceu em 1,266%, o
que nao foi verificado neste estudo.

Apesar de esse dado ter sido detectado, podem ter ocorrido falhas durante os testes,
j& que na determinacdo da GE, o método da imersdo dos ovos em solucdo salina (ISS)
tem sido o mais utilizado, mas estudando os erros associados ao método da ISS na
determinagdo da GE dos ovos, Voisey & Hamilton (1977) relataram que a GE ¢
influenciada pela temperatura das solucgdes e os erros sao resultantes da ma calibragdo e
leitura dos equipamentos usados para medir a densidade da 4gua. Fissuras nas cascas
dos ovos e movimentacao da agua das solucdes podem causar erros no resultado final
da determinagao.

Em relagdo a coloracdo da gema, os resultados obtidos para os ovos produzidos no
sistema convencional (C1) situaram-se acima do padrao normalmente observado, sendo
semelhante a obtida para os ovos FR. A coloracdo mais escura detectada foi resultante
provavelmente da adi¢do de pigmento sintético na ragdo, ja que segundo a literatura
(ANGELES & SCHEIDELER, 1998; GARCIA et al., 2009; ANDERSON, 2011) este
resultado ndo seria possivel em condigdes naturais. Registre-se que a adicdo nao foi
confirmada por parte do responséavel pela granja durante a entrevista realizada antes do

inicio do experimento e reafirmado em novo questionamento apds a realizagdo do
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mesmo. Para fazer uma contra prova, os mesmos procedimentos de amostragem e
analises anteriormente citados foram aplicados ao sistema C2, sendo avaliada somente a
cor da gema e, neste caso, a faixa de medida para coloragdao da gema dos ovos foi 5
(cinco).

Economicamente ndo se justifica esta adicdo, ja que tais ovos chegam ao
consumidor como sendo produzidos pelo sistema convencional, ndo se esperando deles
nenhuma caracteristica que os diferencie em relacdo aqueles produzidos em sistemas
alternativos. Nestes, os consumidores procuram algumas caracteristicas, sendo a gema
mais escura uma delas. Isto explica o emprego dos pigmentos no sistema FR e os
resultados obtidos em nosso estudo. Registre-se que a legislagdo brasileira ndo faz
nenhuma meng¢ao a sua utilizagdo por parte dos produtores que utilizam este sistema.
Assim a partir dos dados obtidos levanta-se a hipotese de que, inadvertidamente, os
ovos produzidos em Cl estejam sendo comercializados como produtos FR, com
prejuizo ao consumidor.

A Unidade Haugh ¢ uma expressdo matemdtica que correlaciona a altura do
albumen espesso, através de micrometro tripé, corrigida para o peso do ovo, sendo que
quanto maior o valor da UH, melhor a qualidade interna do ovo (ALLEONI &
ANTUNES, 2001). Os ovos considerados de qualidade excelente (AA) devem
apresentar valores de UH superiores a 72; ovos de qualidade alta (A), entre 60 e 72 UH
e ovos de qualidade inferior (B), com valores de UH inferiores a 60 sdo considerados de
qualidade ruim (USDA, 2012). Neste estudo todas as médias observadas estdo
classificadas em AA, sendo que as diferengas encontradas ndo foram consideradas
significativas entre os sistemas (Tabela 2).

Muitos fatores podem afetar a propor¢do gema:albumen, como idade e linhagem
da galinha e tamanho dos ovos (ROSE, GRIDGEMAN, FLETCHER, 1966; AHN,
KIM, SHU, 1997). Neste estudo a porcentagem média de albimen foi maior no sistema
FR (Tabela 2) , situacdo que se inverte ao observar-se as propor¢des de gema. Cherian,
Holsonbake, Goeger (2002) nio encontraram diferengas significativas na relagdo
gema:albimen nos ovos FR e convencionais que avaliaram.

Mesmo tendo sido observadas diferengas estatisticas em alguns dos parametros
avaliados, estas ndo conferem aos ovos produzidos pelo sistema FR um perfil especial
que justifique a sua escolha pelo consumidor, no entanto ha para o produtor o beneficio

de produzir ovos com cascas mais resistentes.
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RESUMO
A criacao de animais de producdo vem se modificando gradualmente devido a diversas
alteracdes socioculturais em todo o mundo. Cada vez mais se tem observado a demanda
por alimentos produzidos considerando-se o bem estar animal. Neste contexto também
se encontra a avicultura de postura. Novos sistemas vém sendo propostos para melhorar
as condicdes de vida das galinhas poedeiras, destacando-se entre eles o free range (FR).
Sao poucos os trabalhos que avaliaram a qualidade dos ovos produzidos nesses novos
ambientes. Assim foi proposta neste estudo a avaliacdo da qualidade fisica dos ovos
oriundos de uma granja FR e outra convencional, ambas alocadas numa mesma
propriedade, o que possibilitou diminuir a probabilidade de introdugdo de vieses de
temperatura macroclimatica, linhagem e em partes, do arragcoamento. Os ovos do
sistema FR apresentaram menor peso total, maior espessura de casca e concentragdo de
albumen. Caracteristicas que ndo conferem aos ovos produzidos pelo sistema FR um

perfil especial que justifique a sua escolha pelo consumidor.

Palavras chave: Free range, Qualidade do ovo, Cor da gema.

ABSTRACT
Livestock production has been gradually changing due to various socio-cultural changes
worldwide. Increasingly have seen the demand for food produced considering animal
welfare. In this context is also laying poultry. New systems have been proposed to
improve the living conditions of laying hens, foremost among them the free range ( FR
). There are few studies that evaluated the quality of the eggs produced in these new
environments. So was proposed in this study to evaluate the physical quality of the eggs
came from a farm and other conventional FR , both allocated in the same property,
which allowed decreasing the likelihood of introducing bias macro features weather,
lineage and in parts of the feeding temperature. The eggs of the FR system had lower
weight, greater shell thickness and concentration of albumen . Characteristics that do
not give eggs produced by the system FR a special profile to justify his choice by the

consumer .

Keywords: Free range, Egg quality, Color of the gem.



