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APRESENTAÇÃO

A área de Ciências Agrárias é ampla, englobando os diversos aspectos do uso 
da terra para o cultivo de vegetais e criação de animais, atualmente um dos grandes 
desafios do setor é aumentar a produção utilizando os recursos naturais disponíveis 
para garantir a produtividade necessária para atender a demanda populacional 
crescente, garantindo a preservação de recursos para futuras gerações.

Nesse sentindo, aprimorar as tecnologias existentes e incentivar o 
desenvolvimento de inovações para setor pode proporcionar o aumento da 
produtividade, bem como otimizar os processos e utilização dos insumos, melhorar 
a qualidade e facilitar a rastreabilidades dos produtos. Assim as Ciências Agrárias 
possuem alguns dos campos mais promissores em termos de avanços científicos e 
tecnológicos, com o uso dos Veículos Aéreos Não Tripulados (VANTs) conhecidos 
como drones, utilização de softwares, controle biológicos mais efetivos e entre 
outras tecnologias. 

Diante desta necessidade e com o avanço de pesquisas e tecnologias é com 
grande satisfação que apresentamos a obra “Avanços Científicos e Tecnológicos 
nas Ciências Agrárias”, que foi idealizada com o propósito de divulgar os resultados 
e avanços relacionados às diferentes vertentes das Ciências Agrárias. Esta iniciativa 
está estruturada em dois volumes, 1 e 2. Desejamos uma boa leitura!

Raissa Rachel Salustriano da Silva-Matos
José Eudes de Morais Oliveira

Samuel Ferreira Pontes
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RESUMO: A cultura para embriões de pintinhos 
é uma técnica que envolve um meio de cultura 
com a ausência da casca contendo gema e 
albumina, permitindo a observação contínua e 
o acesso ao desenvolvimento de embriões até 
o momento da eclosão. Devido à ausência da 

casca (fonte de cálcio), a suplementação de 
cálcio é essencial para a formação esquelética 
do embrião neste sistema de cultura. Sendo 
assim, objetiva-se com esse trabalho avaliar 
a viabilidade, taxa de eclosão e eclodibilidade 
de embriões de galinha usando um sistema 
de cultura artificial com diferentes níveis de 
lactato de cálcio. O delineamento adotado 
no experimento foi um DIC (Delineamento 
inteiramente casualizado), com 3 tratamentos e 
6 repetições. Foram utilizados nos tratamentos 
as doses (0 mg, 250-300 mg, 400-450 mg de 
lactato de cálcio penta hidratado em pó). Os 
dados obtidos foram submetidos à análise 
descritiva. Os resultados mostraram que 
mesmo a taxa de eclosão e eclodibilidade 
apresentando 0%, independente do tratamento, 
o melhor nível de suplementação se julga na 
dose de 250-300 mg de lactato de cálcio, onde 
os embriões conseguiram alcançar elevada 
idade de incubação (20 dias de idade).
PALAVRAS-CHAVE: Biotecnologia avícola, 
Desenvolvimento embrionário, Eclodibilidade, 
Shell-less.    

INCUBATION OF CHICKEN EMBRYOS 

IN ARTIFICIAL CULTURE MEDIUM WITH 

DIFFERENT LEVELS OF CALCIUM 
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SUPPLEMENTATION

ABSTRACT: The culture for chick embryos is a technique that involves a culture 
medium with the absence of the shell containing gem and albumin, allowing continuous 
observation and access to the development of embryos until the moment of hatching. 
Due to the absence of the shell (calcium source), calcium supplementation is essential 
for the skeletal formation of the embryo in this culture system. The objective of this work 
was to evaluate the viability, hatching rate and hatchability of chicken embryos using 
an artificial culture system with different levels of calcium lactate. The experimental 
design was a completely randomized design with 3 treatments and 6 replicates. Doses 
(0 mg, 250-300 mg, 400-450 mg of powdered calcium lactate hydrated powder) were 
used in the treatments. The data were submitted to descriptive analysis. The results 
showed that even the hatchability and hatchability rate, which is 0%, regardless of the 
treatment, the best level of supplementation is judged at the dose of 250-300 mg of 
calcium lactate, where the embryos were able to reach a high incubation age (20 days 
of age).
KEYWORDS: Embryonic development, Hatchability, Poultry biotechnology, Shell-less.

1 | 	INTRODUÇÃO

A galinha (Gallus gallus domesticus) é uma importante ferramenta de pesquisa 
em biologia do desenvolvimento de vertebrados, devido à acessibilidade e facilidade 
das manipulações embrionárias, levando a muitas percepções experimentais 
(MOZDZIAK; PETITTE, 2004).

É de forte interesse avícola o uso de tecnologias transgênicas com aplicações 
crescentes para desenvolver frangos resistentes a fortes doenças, impactando no 
aumento da segurança da produção de carne e ovos desses animais, melhorando 
suas características de produção (LYALL et al., 2011). Juntamente com as 
abordagens de modificação genética, surgiram os métodos de sistema de cultura, 
onde o embrião de galinha é exposto e permanece dentro de uma base invólucra 
vedante transparente (KULESA et al., 2010).

A cultura sem casca permite a observação contínua, o acesso ao 
desenvolvimento de embriões e membranas extraembrionárias até o momento da 
eclosão e estabelece uma estrutura característica, fornecendo condições propícias 
para o desenvolvimento embrionário das espécies aviárias, tornando-a uma 
técnica importante para a geração de frangos transgênicos, bem como para várias 
manipulações embrionárias (KYOGOKU et al., 2008). 

O principal componente da casca do ovo é o carbonato de cálcio e devido à sua 
ausência no sistema de cultura, a capacidade de incubação foi melhorada com a 
adição da suplementação de cálcio, por contribuir para melhor formação esquelética 
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do embrião, pois, grande parte do cálcio requerido durante o desenvolvimento 
embrionário é retirado da casca de ovo através da membrana corioalantoica 
(KAMIHIRA et al., 1998).

A expressão do transporte de cálcio e funções relacionadas a membrana 
corioalantoica embrionária (CAM) requer a presença contínua da casca do ovo, 
indicando a significância da proximidade do cálcio que regula e estimula o transporte 
de cálcio para com o pintinho. Embriões cultivados são capazes de acumular e utilizar 
o cálcio da casca exógena, e/ou pela adição de pedaços de cascas, restaurando 
significativamente a atividade de transporte de cálcio (TUAN, 1980). 

Nesse contexto, objetivou-se avaliar a utilização do lactato de cálcio sobre o 
desenvolvimento embrionário de pintinhos e a taxa de eclodibilidade de embriões 
de galinha usando um sistema de cultura totalmente artificial.  

2 | 	MATERIAL E MÉTODOS

2.1	Localização do experimento

O experimento foi conduzido no Laboratório da Universidade Estadual do Piauí 
- UESPI, Campus de Uruçuí-PI, localizado na região Sul do estado do Piauí, latitude 
- 07º13’46”, longitude - 44º32’22”.

2.2	Delineamento experimental e tratamentos

O delineamento adotado no experimento foi o inteiramente casualizado 
(DIC), com 3 tratamentos e seis repetições e os dados foram submetidos a análise 
descritiva.

2.3	Ovos de galinha

Os ovos fertilizados utilizados neste estudo foram provenientes da linhagem 
Ross® 308 AP (AP95), obtidos da Granja Guaraves, Uruçuí, estado do Piauí. 

2.4	Sistema de cultura

Na Figura 1 está apresentado o esquema do recipiente de cultura. Foi utilizado 
um copo de plástico de poliestireno de 440 ml, aproximadamente, como vagem para 
o recipiente de cultura. Fez-se um orifício de diâmetro de 1-1,5 cm ao lado do copo 
cerca de 2 cm do fundo, e o orifício foi tapado com um pedaço de algodão servindo 
como um filtro. Uma solução aquosa (40 ml) de cloreto de benzalcônio a 0,01%, 
diluída com a água destilada foi adicionada no fundo do copo. Esticou-se a película 
de polimetilpenteno até formar uma forma côncava, evitando cuidadosamente as 
rugas e instalada como vaso de cultura artificial. Adicionou-se lactato de cálcio no 
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vaso de cultura, e subsequentemente 2,5-3 ml de água destilada, em seguida o 
conteúdo interno do ovo. O vaso de cultura foi tampado com tampa plástica afim de 
manter a umidade próxima de 100% (TAHARA; OBARA, 2014). 

Figura 1 - Desenho esquemático do vaso utilizado como sistema de cultura artificial. Fonte: 
Tahara e Obara (2014).

2.5	Cultura de embriões

Os ovos de galinha fertilizados foram pré-incubados durante 55-56 h a 38ºC e 
60% de umidade. 

2.6	Vasos de cultura

 Cada ovo foi limpo e/ou pulverizado com 70% de etanol, rachados manualmente 
e todo o conteúdo do ovo transferido para o recipiente de cultura. Além disso, fez-
se 10 furos de ventilação com um diâmetro de 5-8 mm na superfície superior da 
película de polimetilpenteno, com a qual os embriões não fazem contato direto. Os 
furos foram criados com o auxílio de um ferro de solda elétrico (TAHARA; OBARA, 
2014). 

O recipiente de cultura foi coberto com tampa de plástico para que a umidade 
no interior do recipiente permaneça aproximadamente 100%. O recipiente de cultura 
foi mantido a 38ºC e 80% de umidade numa incubadora até o final do período de 
incubação. O recipiente de cultura foi colocado com um ângulo de aproximadamente 
8º e rodado com 120º no sentido horário, duas vezes por dia (TAHARA; OBARA, 
2014).

A partir do dia 17 de incubação, forneceu-se oxigênio puro umidificado por 
meio de um tubo, com um volume de aproximadamente 500 ml/h. Na Figura 2 está 
apresentada à programação para a cultura de embriões de galinha. Eles foram 
incubados a 38ºC e 80% de umidade em uma incubadora, e girados com 120º no 
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sentido horário, duas vezes por dia até o dia 18 (TAHARA; OBARA, 2014). Se o 
embrião não puder romper a membrana corioalantóide por si só nos dias 19 ou 20 
do período de cultura, cria-se cuidadosamente uma incisão de 5 mm na membrana 
em torno do bico, sem sangramento grave (TAHARA; OBARA, 2014). 

Figura 2 - Cronograma de cultura para embriões de pintos. Adaptado: Tahara e Obara (2014).

2.7	Tratamentos

Para a preparação dos tratamentos no sistema de cultura de embriões foram 
utilizados: 0 mg (T1), 250-300 mg (T2), 400-450 mg (T3) de lactato de cálcio penta 
hidratado em pó e adicionados aos recipientes de cultura. Subsequentemente, em 
todas as doses adicionou-se suavemente 2,5-3 ml de água destilada.

2.8	Avaliações

A viabilidade embrionária foi confirmada diariamente e os embriões mortos 
foram removidos com o saco vitelino e gema de ovo. Os critérios para a morte 
embrionária foram a cessação do fluxo sanguíneo, atividade fetal ou parada 
cardíaca. Durante o período de incubação avaliou-se a porcentagem da viabilidade 
embrionária durante o período de incubação (21 dias). 

2.9	Taxa de eclosão e de eclodibilidade

A taxa de eclosão foi calculada de acordo com a fórmula: 
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Já a taxa de eclodibilidade foi dada por: 

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Na figura 3 estão apresentados os resultados da viabilidade de embriões de 
galinha. Observou-se que a suplementação com 400-450 mg de lactato de cálcio 
proporcionou uma redução acentuada na viabilidade embrionária do 5º (100%, 6/6) 
ao 10º dia de idade (16,66%, 1/6). No 19º dia (0/6) a viabilidade embrionária se 
mostrou com 0% (Figura 3). A viabilidade embrionária neste período inicial diminuiu 
drasticamente devido à alta dose de lactato de cálcio ter causado um desequilíbrio 
eletrolítico ou hipercalcemia, sendo prejudicial ao embrião (TAHARA; OBARA, 
2014).  

Esta queda brusca na viabilidade embrionária durante o período inicial de 
incubação está de acordo com resultados encontrados por Nguyen e Dang (2017), 
nos quais, quando adicionaram o lactato de cálcio na dosagem superior a 400 mg 
observaram efeito letal aos embriões. 

Figura 3 - Sistema de cultura estabelecido após 55-56 horas de pré-incubação em função da 
suplementação de lactato de cálcio em 0 mg de lactato de cálcio (o: n = 6), em 250-300 mg (☐: 

n = 6) e com 400-450 mg ( Δ: n = 6).
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Na ausência da suplementação de lactato de cálcio, a viabilidade embrionária 
até o 5º dia de idade constatou 100% (6/6), mas com 6 dias de idade decresceu 
gradualmente para 83,34% (5/6). Aos 10 dias de idade a viabilidade reduziu 
para a metade (50,00%), onde constatou 3 embriões vivos. Com quatorze dias 
de incubação observou-se 2 embriões vivos (33,34%), e aos 19 dias de idade a 
viabilidade embrionária chegou a zero percentual (0/6). 

Observou-se que os embriões cultivados sem suplementação de lactato de 
cálcio, apresentaram melhor desenvoltura do sistema vascular em torno da gema, 
efetivando a progressão do desenvolvimento embrionário no período inicial de 
incubação (5 a 10 dias de idade). Ainda que a viabilidade percentual tenha se 
sustentado durante um período relativamente extenso de incubação, os embriões 
mostraram desenvolvimento raquítico ou atrasado em relação aos embriões 
cultivados com suplementação de cálcio, corroborando com Kamihira et al. (1998) 
quando afirmam que os pesos corporais, comprimentos dos membros superiores 
e inferiores dos embriões mortos cultivados sem suplementação de cálcio foram 
inferiores aos dos embriões sob cultivo artificial, independentemente da quantidade 
de dose de cálcio utilizado. 

Constatou-se que a suplementação de 250-300 mg de lactato de cálcio sobre 
a viabilidade embrionária até os 7 dias de idade se encontrava em 100%, havendo 
um decréscimo à medida que os dias passaram, chegando ao 20º dia com 0% de 
viabilidade. 

A viabilidade embrionária com suplementação de 250-300 mg de lactato de 
cálcio, aos 7 dias apresentou 100% (6/6). Com 8 dias de idade aconteceu um 
decréscimo da viabilidade para 83,34%, onde apenas um embrião tinha morrido. 
Aos 10 dias de idade mais um embrião morreu (4/6) reduzindo para 66,68%, em 
seguida a viabilidade com 13 dias de idade constatou 50,00% (3/6), e decaiu 
novamente de 17 dias (33,34%, 2/6) para 19 dias (16,66%) (1/6). Com 20 dias de 
idade o último embrião morreu (0/6), estagnando a viabilidade percentual em 0%.  O 
último embrião morreu no vigésimo dia alcançando 20 dias de idade sendo a idade 
mais avançada obtida entre os tratamentos (Figura 3). 

O tratamento com 250-300 mg não se mostra prejudicial durante o 
desenvolvimento embrionário, pois segundo Tahara e Obara (2014) esta quantidade 
é suficiente para que o desenvolvimento mínimo embrionário deva ser incubado e 
absorvido em fases posteriores de incubação, e por mais que exista a presença da 
fonte cálcio, o mesmo só começa a ser mobilizado, ou seja, tendo sua atividade 
efetiva e direta através da fonte externa de cálcio, após o 12-13 dias de incubação 
(ROMANOFF, 1967). 

Os dados observados na Tabela 1, mostram que independente do tratamento 
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testado, a porcentagem da taxa de eclosão e eclodibilidade se estagnou em 0,00%. 
Entretanto, observou-se que os embriões foram capazes de ser incubados por mais 
tempo e de chegarem em estágio de desenvolvimento próximo a eclosão quando 
suplementados com 250-300 mg de lactato de cálcio. Em contraste, Kamihira et al. 
(1998) trabalhando com método de cultura sem casca do ovo para embriões, usando 
um vaso artificial feito de membrana de politetrafluoroetileno (PTFE), encontraram 
mais de 43% de eclodibilidade quando o lactato de cálcio foi adicionado na cultura.

Índices T1*(%) T2 (%) T3 (%)
Taxa de eclosão 0 0 0

Taxa de eclodibilidade 0 0 0

Tabela 1 - Taxa de eclosão e de eclodibilidade de embriões de galinha.

Resultados contrários ao dessa pesquisa foram encontrados por Tahara e 

Obara (2014), no qual utilizando um sistema de cultura totalmente artificial com 

suplementação média de 275 mg de lactato de cálcio, alcançaram 57,1% de 

eclodibilidade dos embriões.

4 | 	CONCLUSÃO

A dosagem de 250-300 mg de lactato de cálcio foi a que proporcionou a maior 
viabilidade dos embriões de galinha sob o método de cultura artificial. 
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