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RESUMO 
 
O presente estudo teve como objetivo verificar o efeito da injeção de ácido ascórbico em ovos férteis sobre parâmetros 
de incubação e sanguíneos. Oitocentos ovos férteis de matrizes de frango de corte (Cobb®) com 36 semanas de idade 
foram pesados e distribuídos homogeneamente em quatro incubadoras, com controle automático de temperatura, giro e 
umidade. Durante o período de incubação utilizou-se uma temperatura de 37,5ºC e 60% de umidade relativa até a 
transferência (19 dias de incubação) e 70% de umidade relativa nos dois últimos dias de incubação. O delineamento 
utilizado foi o inteiramente casualizado, com cinco tratamentos aplicados antes da incubação: ovos não perfurados e, 
portanto não injetados; ovos injetados com 100 µl de água no albúmem, com as seguintes concentrações: 0, 2, 4 e 6% 
de ácido ascórbico. As análises estatísticas foram realizadas pelo programa SAS ®. Os dados mostraram que os 
tratamentos utilizados não prejudicaram o desenvolvimento in ovo sob condições termoneutras, exceto a eclosão, a qual 
foi influenciada por falta de habilidade na execução da técnica de injeção. Além disso, a injeção de 6% de ácido 
ascórbico aumentou o teor de hemoglobina, com melhora no potencial de transporte de gases no sangue destes 
pintainhos.  

 
PALAVRAS-CHAVE: Eclodibilidade. Intra ovo. Perda de massa. Vitamina C. 
 
 
 
 
SUMMARY 
 
The present study evaluates the effect of ascorbic acid injection into fertile eggs on incubation and blood parameters. 
Eight hundred fertile eggs from broiler (Cobb®) breeders aged 36 weeks were weighed and homogeneously distributed 
in four incubators with automatic control of temperature, humidity and turning. The eggs were incubated at 37.5°C 
while relative humidity was kept at 60% until transfer (19 days incubation) and, then, increased to 70% on the last two 
days of incubation. The experimental design was completely randomized with five treatments, applied before 
incubation: eggs without holes and therefore not injected; eggs injected in the albumen with 100 µL of water plus 0, 2, 4 
and 6% ascorbic acid. Statistical analysis was performed by SAS®. The data shows that the treatments did not 
compromise the development in ovo under thermoneutral conditions, except for the hatching, which was influenced by 
lack of skill in performing the injection technique. Furthermore, injection of 6% ascorbic acid increased hemoglobin 
content, improving the transport of gases in the blood of these chicks. 
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INTRODUÇÃO 
 

A partir da bicagem externa, os pintos se tornam 
expostos a condições adversas, como novos antígenos, 
estresse térmico e desafios sanitários, contra os quais 
age na linha de frente seu sistema imune inato. Injeção 
de nutrientes in ovo pode ser um método alternativo 
para aumentar a eclodibilidade, a qualidade das aves na 
eclosão e melhorar o sistema imune inato (OHTA et 
al., 2001). O uso de ácido ascórbico (vitamina C), 
como aditivo nutricional durante a fase fetal tem 
mostrado efeitos positivos dose-dependentes dessa 
vitamina sobre a eclodibilidade e o peso corporal na 
eclosão (GHONIM et al., 2009; MOHAMMED et al., 
2011; NOWACZEWSKI et al., 2012). No entanto, os 
relatos da literatura, se referem à injeção de vitamina C 
intra ovo em fases mais adiantadas do desenvolvimento 
embrionário. Faltam dados na literatura sobre os efeitos 
da injeção de vitamina C in ovo pré-incubação, sobre 
parâmetros de incubação e características 
hematológicas dos pintos eclodidos de ovos incubados 
sob condições termoneutra. Portanto, do ponto de vista 
fisiológico e zootécnico, é muito importante o 
desenvolvimento de manejo que possibilite maximizar 
a obtenção de pintos de melhor qualidade. 
Considerados como pintos normais, aqueles com maior 
potencial para expressar seu desempenho 
geneticamente determinado e com maior potencial de 
defesa imunológica inata. 

Diante disso, o presente estudo analisou os 
efeitos da injeção pré-incubação de ácido ascórbico in 

ovo sobre a qualidade da incubação (condutância, 
porcentagem e espessura da casca, perda de massa dos 
ovos, taxa de eclosão e mortalidade), a qualidade dos 
pintos (peso corporal e peso absoluto e relativo da 
bursa de Fabricius e temperatura da superfície 
corporal) e os parâmetros hematológicos respiratórios 
de pintainhos.  
 
 

MATERIAL E MÉTODOS 
 

O protocolo experimental (n° 7377/10), do 
presente estudo foi aprovado pela Comissão de Ética 
no Uso de Animais – CEUA da Faculdade de Ciências 
Agrárias e Veterinárias, Universidade Estadual Paulista 
– UNESP – Campus de Jaboticabal. 

Oitocentos ovos férteis de frango de corte 
(Cobb®) provenientes de matrizes com 36 semanas de 
idade, foram pesados e utilizados em um delineamento 
experimental inteiramente casualizado com 5 
tratamentos (sem injeção -controle, com injeção de 0, 
2, 4 e 6% de ácido ascórbico em 100µl de água intra 
ovo, armazenados em quatro incubadoras, cada uma 
com 40 ovos/tratamento, sendo o peso médio dos ovos 
por repetição e tratamento de 67±2g. As incubadoras 
(Premium  Ecológica, IP200), com controle automático 
de temperatura e giro dos ovos a cada 2h, foram 
mantidas com 60% de umidade relativa até a 
transferência (19 dias de incubação)  e com 70% nos 
dois últimos dias de incubação. 

A injeção da solução foi realizada antes do 
início da incubação. Após a limpeza do local a ser 
injetado na casca do ovo com etanol 100%, a casca dos 
ovos foi perfurada, com uma agulha estéril (Injex, 13 x 
0,38 (27,5 G1/2”)). A solução com ácido ascórbico 
(Synth, 99% de pureza) foi injetada no albúmen a 
aproximadamente, 6 mm abaixo da casca. Os ovos 
foram posicionados de modo horizontal, e a solução foi 
aplicada no polo mais fino do ovo (contrário à câmara 
de ar). Após a injeção, o orifício foi fechado com 
etiqueta de identificação do tratamento e da repetição. 
O ácido ascórbico foi diluído em água Mili-Q, 
autoclavada e mantida em ambiente escuro devido sua 
foto sensibilidade.  

As variáveis analisadas foram: taxa de eclosão e 
de eclodibilidade, mortalidade embrionária, 
porcentagem e espessura da casca, condutância, perda 
de massa, temperatura superficial corporal, peso 
relativo corporal, peso absoluto e relativo da bursa de 
Fabricius, valores de hematócrito (HCT), teor de 
hemoglobina (HGB), número total de hemácias (RBC), 
volume corpuscular médios de hemácias (MCV). 

 
Taxa de eclosão/eclodibilidade  

Avaliou-se a eclosão (número de pintainhos 
nascidos/número de ovos incubados) e a eclodibilidade 
(número de pintainhos nascidos/número de ovos férteis 
incubados).  

 
Porcentagem e espessura da casca, perda de massa, 
condutância e temperatura superficial corporal 

A porcentagem e espessura das cascas ao final 
da incubação foram obtidos a partir da análise de 10 
ovos por tratamento, ambos após a remoção das 
membranas interna e externa e a cutícula, realizada 
seguindo metodologia de Rahn et al. (1981), mantendo 
fragmentos da casca em solução aquosa fervente de 
NaOH  0,5%. Em seguida, as cascas foram lavadas em 
água destilada e mantidas à temperatura ambiente 
durante 72 horas para secagem e posterior análises. O 
peso das cascas foi dado em % com relação ao peso do 
ovo pré-incubação. A espessura de casca foi obtida a 
partir da mensuração de fragmentos da região 
equatorial das cascas, utilizando-se um micrômetro 
digital (Mitutoyo – resolução 0,001 mm).  

A perda de massa foi calculada em 
porcentagem, a partir da diferença entre o peso do ovo 
antes do início da incubação e aos 18 dias de 
incubação. A condutância da casca foi calculada pela 
perda de massa (g) até a transferência/pressão de 
saturação de vapor (23,86 mm/Hg à 25ºC).  

Registraram-se as temperaturas de pintainhos 
machos da asa, cabeça, canela e dorso por meio de um 
termômetro infravermelho, para obter-se a temperatura 
(T) superficial corporal média, que foi calculada pela 
fórmula: temperatura superficial média = (0,12 x Tasa) 
+ (0,03 x Tcabeça) + (0,15 x Tcanela) + (0,70 x 
Tdorso), descrita por Richard (1971).  

 
Qualidade dos pitainhos 

O peso e índice peso do órgão/peso corporal da 
bursa de Fabricius foram obtidos após a eclosão, a 
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partir de oito pintainhos fêmeas/tratamento, após a 
morte por deslocamento cervical seguido de 
decapitação. O peso relativo do órgão foi calculado em 
relação ao peso corporal dos respectivos pintainhos. A 
partir do peso corporal absoluto (g) dos pintainhos 
recém-eclodidos, obtido após a secagem da penugem, 
foi calculado o peso relativo (%) dos mesmos em 
relação ao peso dos ovos (g). 

 
Parâmetros sanguíneos 

Para as análises sanguíneas (HCT, HGB, RBC, 
MCV) foram utilizados oito pintainhos fêmeas por 
tratamento. O sangue foi coletado da veia jugular e 
mantidos em tubos plásticos tipo “eppendorf” contendo 
15µl de anticoagulante/1 ml de sangue (Glistab, cat. 
29, Labtest Diagnóstica) em gelo para serem utilizados 
nas análises em um contador de células sanguíneas 
(Celm, Mod. 550), sendo realizadas duas leituras por 
ave.  

 
Análise estatística 

Os dados foram submetidos à análise de 
variância pelo procedimento General Linear Model 
(GLM) do programa SAS® (SAS Institute, 2002). Em 
caso de efeito significativo (probabilidade de 5%), a 
comparação de médias foi realizada pelos contrastes 
ortogonais e polinomiais: contraste 1 – comparação 
entre o tratamento controle versus a média dos 
tratamentos com 0, 2, 4 e 6% de ácido ascórbico; 
contrastes 2, 3 e 4 - foram utilizados três modelos de 
regressão: modelo linear, modelo quadrático e modelo 
cúbico, com a finalidade de verificar efeitos 
polinomiais quanto aos níveis de aplicação de ácido 
ascórbico. Para a eclosão e a eclodibilidade as 
frequências foram comparadas pelo teste do qui-
quadrado, ao nível de 5% de probabilidade. 
 
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

As taxas de eclosão/eclodibilidade foram 
influenciadas de maneira significativa (p<0,05) pelos 
tratamentos (Tabela 1). Observou-se que os ovos 
injetados, independente se com ácido ascórbico ou não, 
apresentaram menores taxas de eclosão/eclodibilidade.  

Segundo Uni & Ferket (2003), altas 
concentrações das soluções podem interferir no 
equilíbrio osmótico e afetar o desenvolvimento do 
embrião, e descreveram como limite máximo 800 
mOsm. A solução aplicada in ovo no presente estudo 
tem uma osmolaridade inferior a este limite (113 
mOsm), o que indica que a causa da menor eclosão dos 
ovos injetados com ácido ascórbico não envolveu 
alteração excessiva em equilíbrio osmótico dos ovos. 
Os resultados do presente trabalho diferem dos obtidos 
por Pires et al. (2011), que observaram aumento na 
taxa de eclosão com injeção de 1% de ácido ascórbico 
in ovo pré-incubação. Efeito porcentagem-dependente 
de ácido ascórbico sobre a taxa de eclosão também 
registrado por Zakaria & Al-anezi (1996), Elibol et al. 
(2001), Ipek et al. (2004) e Nowaczewski et al. (2012), 
os quais observaram melhora na eclodibilidade dos 
ovos com injeção de 3 e 6 mg de ácido ascórbico, no 
entanto realizaram o procedimento em fases mais 
adiantadas da incubação, isso mostra que o efeito dessa 
vitamina sobre o desenvolvimento in ovo varia com a 
concentração da solução e com a fase do 
desenvolvimento embrionário na qual a injeção é 
realizada. 

Jochemsen & Jeurissen (2002) citam que a 
idade em que é feito o procedimento de inoculação 
pode afetar o local onde o produto é aplicado. Ohta et 
al. (1999) observaram redução na eclosão quando da 
inoculação de aminoácidos in ovo antes da incubação. 
Segundo Ohta & Kidd (2001), a injeção de produtos in 

ovo deve ser feita na cavidade extra embrionária ou no 
saco da gema para evitar a redução da eclosão, 
entretanto, os autores trabalharam com injeção aos sete 
dias de incubação e não pré-incubação como no 
presente estudo.  

Os dados do presente estudo indicam que o 
método de inoculação da solução não foi adequado, ou 
seja, os embriões podem ter sido perfurados, devido à 
localização que foi feita a injeção (no meio do ovo). 
Isso sugere a necessidade de maior treinamento no 
processo e na localização da injeção de soluções in 

ovo, pois no momento da injeção a movimentação do 
ovo pode deslocar o saco de vitelo, podendo a injeção 
perfurar o saco de vitelo, ou até mesmo o embrião.

 
 

Tabela 01 - Efeito da injeção de ácido ascórbico sobre a frequência da eclodibilidade e a eclosão. 

Tratamentos Eclodibilidade (%)  Eclosão (%) 

Controle 90,20  88,46 

Ácido Ascórbico-0% 67,35  65,35 

Ácido Ascórbico-2% 67,00  65,69 

Ácido Ascórbico-4% 66,34  64,42 

Ácido Ascórbico-6% 72,28  70,19 

Probabilidade 0,0004*  0,0005* 

*significativo ao nível de 5% de probabilidade pelo teste qui-quadrado.  
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Tabela 02 - Efeito da injeção de ácido ascórbico sobre a percentagem de casca, perda de massa, condutância, espessura de casca, peso corporal e temperatura superficial corporal dos 
pintainhos na eclosão. 

Tratamentos Percentagem de casca (%) Perda de massa (%) Condutância  
Espessura da casca 

(mm) 

Peso corporal realtivo 

(%) 

Temperatura superficial corporal 

(ºC) 

Controle 7,74 8,12 0,21 0,460 74,80 32,28 

Ácido Ascórbico-0% 7,88 8,20 0,21 0,480 74,95 32,20 

Ácido Ascórbico-2% 8,19 8,08 0,20 0,494 73,63 32,69 

Ácido Ascórbico-4% 7,89 7,88 0,20 0,482 76,00 32,47 

Ácido Ascórbico-6% 7,78 7,64 0,19 0,481 75,31 31,80 

Probabilidade 0,4745 0,8294  0,8263  0,1417  0,1669  0,1180 

Coeficiente de variação 7,04 16,03 17,01 6,01 7,53 1,73 
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Como mostrado na Tabela 2 a porcentagem e a 
espessura da casca dos ovos ao final da incubação não 
foram afetadas pelos tratamentos (p>0,05). As trocas 
gasosas entre meio interno e externo dos ovos depende 
do número total e tamanho dos poros e da espessura da 
casca, bem como das condições de temperatura, 
umidade e ventilação do ar da incubadora e da 
velocidade, ângulo e frequência de giro dos ovos, que 
interferem na perda de calor e na condutância 
(MORITA et al., 2010). Portanto, a espessura da casca 
é um fator que tem influencia sob as trocas gasosas da 
casca (ANCEL & GIRARD, 1992) e perda de água 
pelo ovo. Os dados obtidos indicam que independente 
da injeção de ácido ascórbico, mesma proporção de 
casca foi utilizada para o desenvolvimento embrionário 
e fetal ao longo da incubação. Considerando que da 
casca provém o cálcio necessário para o 
desenvolvimento embrionário e fetal (TUAN, 1983; 
GRIZZLE et al., 1992), quanto menor a espessura da 
casca no final da incubação, maior a quantidade de 
cálcio utilizado para o desenvolvimento in ovo.  

A porcentagem de redução de peso até o 
momento da transferência é um parâmetro utilizado 
comercialmente para determinar o grau de 
desenvolvimento do embrião (SANTOS et al., 2009) e 
a condutância é a capacidade de troca de gases entre o 
ovo e o ambiente, e está relacionada com a perda de 
água (CAMPOS & SANTOS, 2003) e de calor 
metabólico (HAMIDU et al., 2007). Os tratamentos 
aplicados não influenciaram significativamente 
(p>0,05) a perda de massa e a condutância, portanto, a 
injeção in ovo das soluções não afetou o 
desenvolvimento dos embriões e as trocas gasosas 
durante a incubação.  

Não houve efeito significativo (p>0,05) dos 
tratamentos sob a temperatura superficial corporal, 
indicando, portanto, ausência de efeito dose-
dependente do ácido ascórbico sobre o controle da 
temperatura corporal. 

Os efeitos de agentes estressores ou 
moduladores sobre os órgãos linfóides das aves podem 
ser avaliados pelo peso e índice peso do órgão/peso 
corporal (WYATT et al., 1986; ROSALES et al., 
1989; REVIDATTI et al., 2002). No presente trabalho, 
a injeção de ácido ascórbico in ovo não influenciaram 
o peso corporal e o índice bursal (p>0,05) (Tabela 4), 
estes dados corroboram com Selim et al. (2012), que 
não observaram alterações no peso da bursa de patos 
quando os ovos foram injetados com ácido ascórbico. 
O peso de órgãos linfóides reflete a capacidade do 
organismo de produzir células linfóides durante uma 
resposta imune (RIBEIRO et al., 2008) e, juntamente 
com o peso relativo da bursa de Fabricius, nos 
possibilita avaliar o potencial de defesa da ave. Os 
valores encontrados para a relação entre o peso do ovo 
e o peso corporal dos pintos no presente estudo estão 
dentro do intervalo de 73 a 80% considerado por 
Henry & Burke (1997) como normal para pintos. 
Alloui et al. (2005) classificaram o índice bursal de 
frangos de corte como excelente (> 0,20%), bom 
(0,18% < x ≥ 0,20%), médio (0,15% < x ≤ 0,18%) e 
ruim (se ≤ 0,15%). De acordo com os dados deste 
trabalho, o índice bursal na eclosão não atingiu 0,15%, 

o que, segundo a classificação de Alloui et al. (2005), 
pode ser considerado um índice ruim para frango de 
corte. Esse baixo índice bursal mostra que, 
independentemente da injeção de ácido ascórbico, os 
pintainhos recém-eclodidos possuem baixa habilidade 
de proteção decorrente de imunidade adquirida, o que 
pode estar relacionado com o fato do desenvolvimento 
desse órgão linfóide ocorrer após a eclosão 
(PARAMITHIOTIS & RATCLIFFE, 1994; GLICK, 
2000). 

 
Parâmetros sanguíneos 

Os valores de HGB foram influenciados 
significativamente (p<0,05) devido ás injeções (Tabela 
4). Pelos contrastes, observou-se efeito linear para os 
níveis de solução de ácido ascórbico aplicados in ovo 
antes da incubação. A segunda metade da incubação 
dos ovos de aves é caracterizada por intenso 
crescimento fetal, que envolve aumento do 
metabolismo (TULLETT, 1990, FRENCH, 1997, 
MEIJERHOF, 1999; TAZAWA & WHITTOW, 2000) 
e, consequentemente, aumento na demanda por trocas 
gasosas (obtenção de O2 e eliminação CO2). 
Considerando que o ácido ascórbico esta relacionado 
com aumento nos valores de RBC, HCT e HGB, 
segundo Moura & Pedroso (2003), o presente estudo 
investigou se injeção de ácido ascórbico in ovo 
influenciaria tais variáveis hematológicas respiratórias. 
Considerando-se que hemoglobina está relacionada 
com o transporte de gases, esses dados sugerem que o 
aumento da concentração da solução de ácido 
ascórbico inoculada aumentou a taxa respiratória, 
resultando, consequentemente, em aumento no 
processo hematopoiético e potencial respiratório, 
apesar de não ter alterado a condutância da casca. 

O aumento do valor de HGB pode estar 
relacionado com a desidratação (CAMPBELL, 1994). 
Entretanto, não foi observado influencia dos 
tratamentos sobre o peso relativo dos pintos na eclosão 
e nem a presença de pintos com características de 
desidratação, o que nos leva a descartar esta 
possibilidade. Embora a eclodibilidade dos ovos 
injetados com ácido ascórbico tenha sido menor que os 
ovos do tratamento controle, não se pode deixar de 
considerar que valores maiores HGB concedem maior 
potencial de trocas gasosas aos pintainhos.  

As demais características hematológicas – HCT, 
RBC, MCV - não foram influenciadas de maneira 
significativa (p>0,05) pelos tratamentos aplicados. 
Estes dados corroboram com os de Ghonim et al. 
(2009), que não registraram efeito da injeção de ácido 
ascórbico sobre os parâmetros eritrocitários de 
pintainhos de corte; no entanto, os autores só 
analisaram os efeitos dessa vitamina em pintainhos 
provenientes de ovos injetados no 14º dia de 
incubação. 
 

 
CONCLUSÃO 

 
Os dados mostram que as injeções de soluções 

de ácido ascórbico ou não (tratamento controle) não 
prejudicaram o desenvolvimento in ovo sob condições 
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Tabela 03 - Efeito da injeção de ácido ascórbico sobre o peso corporal, peso absoluto e relativo da bursa de Fabricius 
de pintainhos fêmeas na eclosão. 

Tratamentos Peso corporal (%) Peso absoluto (g) Peso relativo (%) 

Controle 74,80 0,056 0,124 

Ácido Ascórbico-0% 74,95 0,051 0,110 

Ácido Ascórbico-2% 73,63 0,049 0,109 

Ácido Ascórbico-4% 76,00 0,048 0,105 

Ácido Ascórbico-6% 75,31 0,048 0,107 

Probabilidade 0,1669  0,6842  0,7621  

Coeficiente de variação (%) 7,53 23,48 24,08 

 

 

Tabela 04 - Efeito da injeção de ácido ascórbico sobre valores de hematócrito (HCT), teor de hemoglobina (HGB), 
número total de hemácias (RBC), volume corpuscular médios de hemácias (VCM) de pintainhos fêmeas na eclosão 

Tratamentos HCT (%) HGB (g/dl) RBC (106/mm3) VCM (µm3) 

Controle 31,35 11,22 2,34 137,57 

Ácido Ascórbico-0% 32,70 9,50 2,47 135,18 

Ácido Ascórbico-2% 27,35 9,22 1,95 140,70 

Ácido Ascórbico-4% 15,25 5,70 1,16 131,38 

Ácido Ascórbico-6% 30,90 13,22 2,33 129,50 

Probabilidade 0,0548  0,0430* 0,0837  0,8107  

Coeficiente de variação (%) 37,65 40,85 40,40 9,85 

Efeito linear - 0,0307* - - 

* significativo ao nível de 5% de probabilidade. Hemoglobina = 0,3817x + 8,2633 (R2 = 0,1029).  

 
 
termoneutras, exceto a eclosão e a eclodibilidade, as 
quais foram influenciadas por falta de habilidade na 
execução da técnica de inoculação. A injeção de 6% de 
ácido ascórbico aumentou o teor de hemoglobina, com 
melhora no potencial de transporte de gases no sangue 
destes pintainhos.  
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