UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

ESCOLA DE VETERINARIA
COLEGIADO DO CURSO DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL

EFEITO DA CAFEINA SOBRE A QUALIDADE DE OVOS
E DESEMPENHO DE GALINHAS POEDEIRAS

MAILSON DA SILVA TEIXEIRA

Belo Horizonte — MG
2019



Mailson da Silva Teixeira

EFEITO DA CAFEINA SOBRE A QUALIDADE DE OVOS

E DESEMPENHO DE GALINHAS POEDEIRAS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacao em Ciéncia Animal, como requisito
parcial para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncia Animal.

Area de concentracdo: Medicina e Cirurgia
Veterinarias.

Orientador: Prof. Dr. Benito Soto Blanco.
Co-orientador: Prof. Dr. Leonardo José
Camargos Lara

Belo Horizonte
2019



T206¢

Teixeinn, Mailson da Silva, 1988«

Efetto da cafeing sobre a qualidade de ovos ¢ desempentio de galinhas poedeiras / Mailson
da Silva Teixelra - 2019,

Sdpooil

Cirlentador: Benito Soto Blancy

Co-otlentador: Leonando José Camargos Larn

Disserugio (mestrado) - Universidide Federil de Minas Gernis, Escola de Veterinaria
Inclul bibliogratia

1. Poedeira (Galinhi) - Alimentagho ¢ raghes - Teses. 2. Dieta em veteringrin - Teses.
3 Cnfeing - Teses 4. Rugho - Consumo - Teses. 8, Ovos ~ Qualldadd - Teses. 6. Ovos -
Produgho - Teses 7, Desem produtivie - Teses. | Soto Blanco, Benie 11 Lara,
Leonardo José Camargos, 11 Universiclude Federal de Minns Gerass, Fseola de Velerinria.
IV Thulo,

CDD - 636513 D88




[ U A 194G e

FOLHA DE APROVACAO

MAILSON DA SILVA TEIXEIRA

Dissertacdo submetida a banca examinadora designada pelo Colegiado do
Programa de Pos-Graduacso em CIENCIA ANIMAL, como requisito para
obtencdo do grau de MESTRE em CIENCIA ANIMAL, érea de concentragdo
MEDICINA E CIRURGIA VETERINARIAS |,

Aprovada em 28 de Marco de 2019, pela banca constituida pelos
membros:

T - T

Prof. Benito Soto Bianco
Presadante - Drantador

J

‘N,
ot
Prof. Nelson Rodrigo da Silva Marting

Excala o3 Vitarieoe & - UPMG

g ha'es i M ) 4 U qe fin

-
Dra, Patricia Alves Dutra

Func! o350 Faad Minas

§ mrversidmde | odversl be Mamas Covan
Kocda d¢ Vewreans

AN A Caw w27

Conne Poasd &7 Y M23am
Wl Mo - Mot e
Teketwne |5 A% AT b
LL UKW T RS

Lol Capliem Wiy



AGRADECIMENTOS

Ao meu Orientador, Professor Benito Soto Blanco, pelos ensinamentos, amizade, disposi¢do e
principalmente pela confianga de que as coisas irdo dar certo.

Ao meu Co-Orientador Professor Leonardo José Camargos Lara, obrigado pela inspiracéo,
amizade, pelas boas ideias, por ser uma pessoa exemplo de competéncia profissional.

A Professora Marilia Martins Melo, por ter sido minha orientadora na graduacéo, e ter
colaborado grandemente em minha formacédo profissional como Médico Veterinario, grande
exemplo de competéncia e uma grande mée.

A minha mae Mirtes por todo amor, fé, incentivo e dedicacéo total.
Ao meu pai Marcio por tudo e principalmente por incentivar a conquista dos meus objetivos.

A minha esposa Thais Costa e meus filhos (Maya e Caud) que me inspiram a ser uma pessoa
melhor. Amo vocés.

A minha familia por todo o apoio, durante toda essa jornada. Agradego aos meus avos, tios,
irm&os e primos, pelo apoio e incentivo. Agradego também ao Mileto e Rosane pelo apoio e
ajuda na vida.

A todos os professores colaboradores, obrigado pelo exemplo, conhecimento e conselhos.

Aos colegas e funcionérios da Fazenda Experimental Prof. Hélio Barbosa, obrigado pela
disponibilidade e prontiddo para ajudar. Agradego principalmente ao pessoal do setor de
Avicultura (Fabiana, Léia e Rafael), agradeco ao Evaldo, Carlinhos, Gilson, Laurindo e todos
que contribuiram de alguma forma.

A todos do Laboratério de Toxicologia Veterinaria da Escola de Veterinaria da UFMG.

A todos do Laboratério de Inspecdo de Aves e Ovos da EV-UFMG, Prof.2 Silvana, Prof.?
Débora e Prof. Tadeu, e as alunas Jade, Caroline Alves e Raisa pela ajuda nas analises de
qualidade de ovos.

A todo o pessoal do Laboratério de Aves da UFMG, Professor Oliveiro Caetano, Prof. Nelson
Rodrigo, Professora Sandra Marin-Gémez e todas as residentes (Alexandra, Priscila, Mariana e
Salene) e alunas de iniciacdo cientifica que contribuiram com os trabalhos, muito obrigado pela
ajuda.

Aos colegas do mestrado e da residéncia pelo auxilio nas coletas e andlises laboratoriais,
Adriano Corteze, Joelma Kellen, Guilherme Lemos, Rodrigo Palhano e Naiara Barcelos.

Ao pessoal do Laboratorio de Nutricdo da Escola de Veterinaria da UFMG, especialmente a
Prof.2 Eloisa, pela atencéo e cortesia no auxilio nas analises de célcio e fésforo.



Ao pessoal do setor de Operacdes, Processamento e Tecnologia de alimentos do Departamento
de Alimentos da Escola de Farmécia da UFMG, especial agradecimento a Prof.2 Maria
Aparecida Vieira Teixeira Garcia e aos técnicos de laboratorios Igor Hiroschi e Marina Ladeira,
obrigado pela ajuda na andlise de resisténcia da casca de ovos.

Aos meus amigos da Escola de Veterinaria, que estdo espalhados em diversas areas, mas que
sempre que preciso é sé solicitar ajuda que eles fazem o impossivel para contribuir. Muito
obrigado Pedro Muniz, Estevdo e Djesihre Rippel.

Aos amigos da area de Avicultura, pelo apoio na conclusdo desse projeto. Grupo Geav (italo,
Jennifer, Marcela, Anna Rosa, Larissa, Mariana Maseo, Mateus, Paula, Catharina, Izadora e
Bruno) e todos os agregados. Também ao estagiario Ricardo Ferreira.

A Escola de Veterinaria da UFMG, pela estrutura, ensino e familia veterinaria.
A todos que contribuiram de alguma forma para a realizagao deste trabalho.

A UFMG pela estrutura, corpo docente e técnico, pelos pilares importantes: ensino, pesquisa e
extensdo. Tenho orgulho em fazer parte desta universidade.

As aves que participaram do experimento, galinhas produtoras de ovos que Sdo animais
extremamente inteligentes e interessantes que nos trazem paz. Aves curiosas, € as Vezes,
engracadas, que ao mesmo tempo sdo uma grande fabrica de producdo de ovos e proteina
animal, ovos que se transformam em um alimento divino e que mata a fome de muita gente.



“Fagamos da interrup¢do um caminho novo. Da queda um passo de danca,
do medo uma escada, do sonho uma ponte, da procura um encontro! ”
Fernando Sabino, 1956.



SUMARIO

2.1.
2.2.
2.3
2.4
2.5
2.6
2.7
2.8

3.1
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.5.1
352
3.5.3
354
3.6.
3.7.
3.8
3.9
3.10
3.11
3.12

RESUMO ..ottt sttt anes 12
ABSCTRACT ..ottt sttt 13
INTRODUGAO. ..ottt 14
REVISAO DE LITERATURA. ..ot sssesssesessessassaanenns 15
Interferéncia da cafeina sobre 0 metabolisSmo 0SSE0.........cccvrvvvvireieiieine. 15
A casca de café usada na alimentacdo como fonte de fibra............cccceevenen. 15
A casca de café usada em experimentos na alimentacdo animal................... 16
Composicao da Casca de Café..........ccovvirireieiinsee e 16
Sistema reprodutivo de galinhas produtoras de OVOS...........ccceveveeeeeeiiennnns 17
Desenvolvimento fOlICUIAr............coviiiii i 18
Requerimento eNErgetiCO.........uiriiiriieirieesiee e 19
Uso de alimentos alternativos na dieta de aves...........cccoeverereinninenenennenn, 19
MATERIAL E METODOS........cooiiiiiiieeseceees e esessssesesssssseenessenessenions 20
CondiGOeS EXPEITMENTAIS. ........vivireeierereriesie st 20
AAVES € MANEJO. ...tttk b bt r ettt n e 20
GrUPOS EXPEITMENTAIS. ....c.viveeiieieiiiete sttt 20
RAGDES ...ttt 21
Dad0S COIBTAUDS. ......veeveereeieieieeie ettt seesre e enaesreenes 23
PrOJUGAOD T8 OVOS.......couiiiiiieiieiieii sttt 23
PESO JOS OVOS......eeviienienieiesiesie ettt sttt st sttt ste et nrenbe e 23
ESPESSUIA (A CASCA......cuviviireirierieitesieeste e steette st te et ste e e sbesbaeteesaeere s 23
RESISTENCIA 08 CASCA. .. .evvveeerienieiesieete ettt 23
Teor de célcio e fosforo da casca dOS OVOS...........cevvrerereieienenieisese e 23
Determinagdo da porcentagem de calcio das amostras...........ccceeveverevenienns 24
Determinagdo da porcentagem de fosforo das amostras...........ccccceeeverereennns 25
UNidades HaUGN. ........oovieie e 25
Porcentagem da gema, casca e alblimen............ccoceeieiiienenciecce e 26
PESO €SPECITICO. ..uvivieieeieiieie s 26

COlOraGao da gEMA.........eiueiiieieieeee e 27



3.13
3.14
3.15
3.16
3.17
3.18
3.19

L N o o

Custo por caixa de 0V0S Produzida.........c.ccceevveveeiieiesiseee e 27
ConsUMO dIiArio de FACAD.........evverieiteeeeie e e e e sre et nrenre s 27
COoNVErSE0 AlIMENTAT........ciiviieieiieiee e 27
PESO TAS AVES.....c.eiiiitiitiiieiite ettt et e 27
MOTAlIdAAE. ..o s 27
Histopatologia do sistema reprodutivo............ccceceeeeieve i seene e 28
ANALISE ESTAISTICA. ...eveveneeieieeieiees s 28
RESULTADOS E DISCUSSAOQ.........coomieiiriieiisiesissississsessssssessnnns 29
CONCLUSOES.......oiiiiiiisieisies s 43
PERSPECTIVAS FUTURAS........co ittt 43
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........c.coiviieieieeeeereseeesseen e 44
ANEXOS..... .ottt ettt 49
Anexo |- Aprovacio do Comité de Etica em Experimentagio Animal da

UFMG (CEUAJUFMG).....coiiiiiiiiisietieesiete e 49

Anexo Il- Estatistica: analises de regressdo de acordo com os tratamentos.. 50



LISTA DE TABELAS

Tabela 1.
Tabela 2.
Tabela 3.
Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7.

Tabela 8.

Tabela 9.

Tabela 10.

Tabela 11.

Tabela 12.

Tabela 13.

Tabela 14.

Tabela 15.

Tabela 16.

Tabela 17.

Tabela 18.

Teores de cafeina na casca do café

Composicao e teores nutricionais calculados das ragdes de producéo
Classificacdo por qualidade segundo Unidades Haugh (UH)

Peso vivo inicial (kg), consumo de racdo (g/dia), peso vivo final (kg) e
ganho de peso (kg), de poedeiras, no periodo de 56 a 68 semanas de
idade de acordo com os tratamentos

Viabilidade, producéo de ovos (%), nimero de ovos/ ave alojada,
conversdo alimentar (kg/duzia) e conversdo alimentar (kg/kg) de
poedeiras, no periodo de 56 a 68 semanas de idade de acordo com 0s
tratamentos

Peso de ovos de poedeiras com 60, 64 e 68 semanas de idade de acordo
com os tratamentos

Anaélise de qualidade de ovos de poedeiras em Unidades Haugh com
60, 64 e 68 semanas de idade de acordo com os tratamentos
Porcentagem de gema de ovos de poedeiras com 60, 64 e 68 semanas
de idade de acordo com os tratamentos

Porcentagem de alblmen de ovos de poedeiras com 60, 64 e 68
semanas de idade de acordo com os tratamentos

Porcentagem de casca de ovos de galinhas poedeiras com 60, 64 e 68
semanas de idade de acordo com os tratamentos

Espessura da casca (mm)? de ovos de galinhas poedeiras com 60, 64 e
68 semanas de idade de acordo com os tratamentos

Resisténcia da casca (kg/cm?) de ovos de galinhas poedeiras com 60,
64 e 68 semanas de idade de acordo com os tratamentos

Cor de gema de ovos de galinhas poedeiras com 60, 64 e 68 semanas
de idade de acordo com os tratamentos

Custo das ragdes por caixa de ovos (R$/ caixa) para poedeiras de
acordo com os tratamentos.

Peso dos érgaos reprodutivos na 622 e 68 semanas de idade de acordo
com os tratamentos

Temperatura cloacal (°C) das aves no momento da eutanasia com 62 e
68 semanas de idade de acordo com os tratamentos

Peso ao primeiro abate (kg), peso ao segundo abate (kg) de poedeiras,
no periodo de 62 a 68 semanas de idade de acordo com os tratamentos
Teores de Célcio e Fésforo da Casca do Ovo em (%)

Pagina
15
22
26

30

31

31
32
32
33
33
33
34
34
35
37
37

38
38




LISTA DE FIGURAS

Pégina
Figura 1 Média Semanal de producédo de ovos em unidades 29
Figura 2. Porcentagem de Postura de ovos 29
Figura 3. Consumo Médio Semanal de Ra¢do (gramas)/ave 30
Figura 4. Mortalidade 36
Figura 5. Mortes durante todo o periodo experimental 36
Figura 6. Segmento de oviduto (Infundibulo) 40
Figura 7. Segmento de oviduto (Magno) 40
Figura 8. Segmento de oviduto (Istmo) 41
Figura 9. Segmento de oviduto (Utero) 41
Figura 10.  Cloaca de aves poedeiras 42

10



LISTA DE ABREVIATURAS

ANSA
Ca
CaCO;,
CEUA
CMO
CNF
Ccv
DIC
DMO
DP

Dz

EE

EV
FAG
FB

Fe
FEPHB
FDA
FDN

HCl
HE

Kg

MS
mg
NIDA
PB
PVC
PNA
UFMG
USDA

Acido 1-amino-2-hidroxinaftaleno-4-sulfonico
Caélcio

Carbonato de calcio

Comité de Etica de Uso Animal

Conteudo mineral 6sseo

Carboidratos néo fibrosos

Coeficiente de Variagéo

Delineamento inteiramente casualizado
Densidade mineral dssea

Desvio Padrao

Duzia

Extrato etéreo

Escola de Veterinaria

Foliculo amarelo grande

Fibra bruta

Ferro

Fazenda Experimental Professor Hélio Barbosa
Fibra em detergente acido

Fibra em detergente neutro

Grama

Acido cloridrico

Hematoxilina-Eosina

Quilograma

Matéria seca

Miligramas

Nitrogénio indigestivel em detergente acido
Proteina bruta

Policloreto de vinila

Polissacarideos ndo amilaceos
Universidade Federal de Minas Gerais
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos

11



RESUMO

Obijetivou-se avaliar o efeito de diferentes concentracdes de cafeina pura adicionada a dieta de
galinhas poedeiras com idades de 56 a 68 semanas. Foram utilizadas 576 galinhas da linhagem
comercial Lohmann® LSL, distribuidas em um delineamento inteiramente casualizado. Os
tratamentos eram compostos por trés dosagens na ragdo (150 ppm, 300 ppm e 450 ppm) e um
grupo sem adicdo da cafeina (controle), totalizando quatro tratamentos, com seis
repeticBes/tratamento. Durante as doze semanas experimentais, foram avaliados varios aspectos
produtivos das aves como o consumo de ragdo, a producdo diaria de ovos, a porcentagem de
producdo, o peso dos ovos, a qualidade da casca e parametros de resisténcia da casca por meio
da medida da forca necesséria para a quebra/perfuracdo. Foram medidas as espessuras de casca
em trés pontos diferentes e obtida a média, e realizadas as dosagens referentes aos teores de
célcio e de fdsforo presentes nas cascas dos ovos e avaliacdo histopatoldgica de todo o oviduto.
Houve reducdo do consumo de racdo pelas aves, provavelmente por interferéncia na
palatabilidade do alimento. Como consequéncia do menor consumo da racdo pelas aves, a
producdo de ovos diminuiu e a estrutura da casca apresentou-se reduzida a sua forca de
resisténcia, prejudicando, dessa forma, os padrdes qualitativos dos ovos. O consumo da maior
concentragdo de cafeina na dieta (450 ppm de ragdo) promoveu aumento significante na
mortalidade das aves. Por outro lado, foi constatado que até 150 ppm de cafeina na ragdo
(equivalente a utilizacdo de 40 kg por tonelada de casca de café na dieta), ndo causa alteracdes
significativas na qualidade de ovos e ndo interfere na salde e desempenho das galinhas
produtoras de ovos. No exame histolégico do oviduto, foram observados infiltrados
inflamatérios mononucleares. Conclui-se que é viavel utilizar fontes contendo cafeina na dieta
de galinhas poedeiras com concentragéo até 150 ppm de cafeina na ragéo.

Palavras-chaves: toxicologia, cafeina, casca de café, galinhas, ovos, galinhas poedeiras.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of different concentrations of pure caffeine
added to the diet of laying hens aged 56 to 68 weeks. A total of 576 chickens from the
commercial Lohmann® LSL strain were used, distributed in a completely randomized design.
The treatments consisted of three doses in the diet (150 ppm, 300 ppm, and 450 ppm) and one
group without addition of caffeine (control), totaling four treatments with six replicates per
treatment. During the twelve experimental weeks, several productive aspects of the birds were
evaluated, such as feed intake, daily egg production, percentage of production, egg weight, bark
quality and bark resistance parameters force required for breaking/drilling. The thickness of the
bark was measured in three different points and the mean was obtained, and the dosages of
calcium and phosphorus present in egg shells and histopathological evaluation of the whole
oviduct were performed. There was a reduction in feed consumption by chickens, probably due
to interference in the palatability of the food. As a consequence of the lower consumption of
feed by birds, the egg production decreased and the shell structure was reduced to its resistance
force, thus harming the qualitative standards of the eggs. The consumption of the highest
concentration of caffeine in the diet (450 ppm of food) promoted a significant increase in the
mortality of the chicken. On the other hand, it was found that up to 150 ppm of caffeine in the
food (equivalent to the use of 40 kg per tonne of coffee husk in the diet) did not cause
significant changes in egg quality and did not interfere with the health and performance of eggs.
In the histological examination of the oviduct, infiltration by mononuclear inflammatory cells
was observed. It was concluded that it is feasible to use caffeine-containing sources in the diet
of laying hens with a concentration of up to 150 ppm of caffeine in the diet.

Keywords: toxicology, caffeine, coffee husks, chicken, eggs, laying hens.
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1. INTRODUCAO

A producdo de ovos no Brasil em 2017 alcangou a marca de quase 40 bilhGes de ovos, com
1.086.976 matrizes alojadas e teve consumo per capta de 192 ovos. Em 2010, a producédo de
ovos era de pouco mais de 29 bilhdes e consumo per capta de 148 ovos (ABPA, 2018). A partir
deste fato nota-se a importancia do produto na economia do pais e a necessidade de estudos que
possibilitem a melhoria da qualidade e producdo, visando reduzir os custos de producdo e
melhorar a qualidade do produto. Para a producdo de ovos, as aves necessitam de dieta
equilibrada, balanceada, sendo a fibra um importante fator nutricional, que deve estar presente
na dieta.

O farelo de trigo, a casca de soja e o feno de tifton sdo alternativas viaveis como fonte alimentar
em poedeiras na fase de producéo. A principal matéria prima utilizada para reduzir o teor de
energia da racdo de poedeiras e aumentar o teor de fibra em detergente neutro (FDN) é o farelo
de trigo. No entanto, este ingrediente apresenta-se com frequéncia preco elevado no mercado
em relacdo ao milho, e sua fracdo fibrosa é rica em polissacarideos ndo amilaceos (PNA)
sollveis, substancias consideradas fatores antinutricionais para as aves. Esses fatos
isoladamente j& justificariam a busca por fontes alternativas de fibra na nutricdo de poedeiras
(Amaral, 2014).

A fonte de fibra deve ser de baixo custo e com minimos impactos ambientais. Neste contexto a
casca de café pode ser utilizada como uma fonte de fibra em dietas para galinhas poedeiras.

A casca de café é um subproduto da industria cafeeira, geralmente descartada ou utilizada como
adubo organico. O Brasil é o maior produtor de café do mundo, produzindo 49.640.000 milhGes
de sacas de café por ano (CONAB, 2016), e ocupando 1.949.916 hectares de area plantada. A
casca representa entre 16 a 18 % da composicdo do grdo (Silva et al., 2010). Dessa forma
podemos estimar que aproximadamente nove milhdes de toneladas de casca de café sdo
produzidas anualmente no Brasil.

A casca de café é uma fonte de fibra que tem em sua composi¢do 88 % de matéria seca (MS),
50 % de FDN e 42,2% de fibra em detergente acido (FDA). (Souza et al., 2017). De acordo com
Cardoso et al, (2011), a casca de café in natura possui 0,36 % de cafeina.

A cafeina é pertencente ao grupo das metilxantinas, e é um alcaloide natural encontrado em
plantas como o café e o cacau (Spinosa et al., 2008). A cafeina é um insumo empregado em
indlstrias de bebidas e farmacéuticas, por suas reconhecidas caracteristicas, tais como o
amargor e efeito estimulante. Apesar de ser um importante produtor de café, o Brasil, importa a
maior parte da cafeina que consome (MDIC, 2009).

A cafeina age no metabolismo 6sseo por interferéncia na homeostase do célcio, elevando sua
taxa de filtracdo renal e reduzindo sua absor¢do nos tabulos renais (Ashizawa, 1997; Massey e
Sutton, 2004). Altas doses de cafeina na dieta, portanto, promovem hipocalcemia com
consequente aumento da taxa de reabsorcdo Gssea compensatoria, alterando a microestrutura
desse tecido e reduzindo a densidade mineral ssea (DMO) nos animais (Heaney et al., 2002).

N&o foram encontrados na literatura trabalhos sobre niveis de cafeina na dieta e qualidade

interna de ovos, desempenho dessas aves e pesquisas com dosagem segura para o uso da
substancia cafeina em aves. Assim, o objetivo deste estudo foi administrar niveis crescentes de
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cafeina na alimentacdo das galinhas poedeiras, avaliar os possiveis prejuizos nos animais e na
qualidade da casca de ovos e também definir uma dosagem segura para o uso desta substancia
na alimentacdo das galinhas poedeiras.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Interferéncia da cafeina sobre o metabolismo dsseo

Estudos realizados com ratos jovens mostraram que a cafeina pode prejudicar o
desenvolvimento normal do esqueleto (Huang et al., 2002). Este prejuizo se da pela reducdo do
nimero de ostedcitos por area de secdo transversa, destruicdo dos osteoblastos, retardo do
remodelamento estrutural 6sseo, além da diminuicdo da densidade mineral dssea (DMO), do
conteddo mineral 6sseo (CMO) e do conteido de calcio da matriz 6ssea (Huang et al., 2002;
Massey e Sutton, 2004).

2.2. A casca de café usada na alimentacao como fonte de fibra

Na nutricdo das galinhas poedeiras, além dos constituintes nutricionais, os alimentos também
podem conter os chamados fatores antinutricionais, que interferem na absorcdo dos nutrientes.
S&o exemplos desses fatores os inibidores de proteinas, oxalatos, taninos e nitritos (Benevides et
al., 2011).

As aves domésticas exigem uma quantidade minima de fibra dietética para o bom
funcionamento dos 6rgdos digestivos (Mateos et al., 2012). A casca de café pode ser
considerada um alimento volumoso, com altos teores de Fibra em Detergente Neutro - FDN e
Fibra em Detergente Acido - FDA (Barcelos et al., 2001). Trata-se de um subproduto da
agricultura com potencial para utilizagdo na alimentagdo de monogastricos. Porém, os fatores
antinutricionais provenientes da casca do café incluem taninos, cafeina, lignina e silica
(Barcelos et al., 2001) e podem interferir na aceitagdo do alimento e na absor¢do dos nutrientes
(Mehansho et al., 1987), tendo, portanto, seu uso limitado na alimentacéo animal.

A casca de café como fonte alternativa de fibra pode minimizar o custo da dieta, por se tratar de
um subproduto de baixo custo, representando 40% do fruto maduro, que geralmente retorna as
lavouras de café como adubo orgénico ou perde-se por ndo ter utilizacdo (Poveda Parra et al.,
2008). Deve ser ressaltado que a casca de café possui como constituinte uma porcao
consideravel de cafeina (Cardoso et al., 2011).

Os teores de cafeina encontrados na casca de café arabica in natura e apds tratamentos térmicos,
assim como as respectivas médias e desvios padrdo (Cardoso et al., 2011), estdo listados na
Tabela 1.

Tabela 1. Teores de cafeina na casca do café

Tipo de Casca Média (%) Desvio padréo
Casca in natura 0,36 +0,06
Casca seca 72°C — 24 hs 0,36 10,04
Casca torrada 160°C — 5 min 0,47 10,05

Fonte: (Cardoso et al., 2011).
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Considerando que a ingestdo de altas dosagens de cafeina pode aumentar a excrecao urinaria de
calcio e afetar negativamente o processo de remodelamento 6sseo, e, sabendo-se que a casca do
ovo é composta principalmente de CaCO; (Rodrigues et al., 2017), o referido aumento da
excrecdo de calcio organico poderia afetar diretamente a densidade 6ssea da ave, assim como a
qualidade da casca do ovo.

2.3 — A casca de café usada em experimentos na alimentacao animal

Em experimentos realizados com a espécie suina, na fase de terminagdo, alimentados com cinco
niveis de inclusdo (0, 5, 10, 15 e 20%) de casca de café melosa (fracdo da casca com menor
presenca do pergaminho), ndo tiveram alteracdo no consumo diario de ragdo (Oliveira et al.,
2001).

Da mesma forma, Poveda Parra et al. (2008), ao testarem niveis de inclusdo da casca de café na
dieta de suinos, concluiram que a casca de café melosa pode ser incluida em niveis de até 5,0 e
9,5%, nas fases de crescimento e terminagdo, respectivamente, sem prejudicar o desempenho,
sendo economicamente viavel, além de produzir carcagas mais magras.

Ao adicionarem 0; 2,5 ;5,0 ;7,5 e 10% de casca de café na MS da dieta de ovinos, em
substituicdo ao milho da ragdo concentrada, Souza et al. (2004) ndo verificaram alteragfes no
consumo e na digestibilidade da MS e dos nutrientes da dieta.

Souza et al. (2017), ao testarem o efeito da fonte de fibra sobre desempenho, qualidade de ovos
e biometria dos d6rgdos gastrointestinais de poedeiras leves concluiram que as fontes de fibra
(incluindo a casca de café), alteram os parametros de qualidade de ovos. Além disso, a casca de
café reduziu os custos de ragdo por caixa de ovos em relacdo ao uso de farelo de trigo. Nao
houve efeito dos tratamentos sobre o consumo de racdo pelas aves (p>0,05).

2.4. Composi¢ado da casca de café

A cafeicultura destaca-se por ser uma atividade agricola que origina elevado volume de
residuos. Dos residuos provenientes do grdo de café, a casca obtida pelo método via seca, em
virtude da disponibilidade e das caracteristicas quimico-bromatol6gicas, apresenta grande
potencial para utilizacdo na alimentacdo animal. Os componentes da casca de café contém a
polpa, a mucilagem e o pergaminho ou casquinha (Bartholo, 1989).

A casca de café pode apresentar variagdes significativas em sua composicao, especialmente nos
teores de proteina bruta (PB), FDN e lignina (Barcelos et al.,1997; Vilela, 1999; Baido, 2002).
Ao descrever, a composi¢do quimica da casca de café, Souza et al. (2004) verificaram valores,
na MS, de 6,9 % de PB (contendo 24,4 % na forma de nitrogénio indigestivel em detergente
acido (NIDA), 59,4 % de FDN, 12% de lignina, 30,1 % de carboidratos nao fibrosos (CNF),
1,8% de extrato etéreo (EE) e 37,7 % de FDA indigestivel. Barcelos et al. (2001) descreveram
valor médio de 0,87% de cafeina na casca de café de trés variedades analisadas.

Pensando no contetdo de fibra na racdo de aves, no passado era recomendado para aves jovens,
racbes com pouca fibra visando um aumento no consumo e melhor desempenho. Esse conceito
vem mudando, devido aos dados obtidos em novas pesquisas, que indicam ser vantajosa a
inclusdo moderada de fibra na racdo. Essa inclusdo pode trazer beneficios no desenvolvimento
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do trato digestério e na eficiéncia alimentar durante a fase de crescimento (Scheideler et al.,
1998; Gonzéles Alvarado et al., 2007).

2.5. Sistema reprodutivo de galinhas produtoras de ovos

Apesar de sua importancia de carater nutricional para o ser humano, as aves, em especial a
galinha, e 0 ovo, ndo sdo objetos de pesquisa do mesmo nivel de outros animais que sao fonte
de proteina para o ser humano (Costa, 2007).

A reproducdo em aves € caracterizada por oviparidade. Os 6rgaos reprodutivos encontrados na
fémea sdo o ovério e o oviduto. O ultimo se divide em infundibulo, magno, istmo, Utero e
vagina. O ovéario da origem ao ovo, ja o oviduto tem a fungdo de conduzir o ovo até a cloaca.
(Freitas et al., 2011).

O ovério e oviduto esquerdos se desenvolvem da forma normal superando em tamanho as
mesmas estruturas do lado direito, de modo que na vida adulta as estruturas do lado esquerdo
sdo funcionais, enquanto as estruturas do lado direito persistem de forma rudimentar (Sisson e
Grossman, 1986).

Devido ao grande volume de ovos formados, acredita-se que seria incompativel dois ovidutos
funcionais, pois ndo seria possivel comportar dois ovos na parte baixa da cavidade do corpo da
ave (Garcia e Fernandez, 2001).

O oviduto apresenta diversos giros em forma espiral, porém ap6s removido e organizado de
forma retilinea pode atingir de 70 a 80 cm de comprimento. O oviduto apresenta estrutura tipica
de um drgdo tubular oco, ou seja, uma camada de mucosa rodeada por uma tinica muscular que
é envolvida pela serosa. (Freitas et al., 2011).

O infundibulo é um fino tecido membranoso e com filamentos que envolvem o ovo no momento
da sua liberacéo pelo ovario. O magno é a regido em espiral e que secreta o albumen. O istmo é
pequeno e estd localizado proximo ao Utero, € uma pequena regido menos espiraladada onde
depositam-se as fibras de queratina que viram a formar as membranas da casca. O Utero é uma
porcao dilatada, local onde a casca é formada e o ovo estara completo. A vagina é a regido
terminal que vai desembocar na cloaca, da mesma forma que o tubo digestério e o rudimento do
oviduto direito (Garcia e Fernandez, 2001).

O ovario esta preso pela dobra do periténio que é o mesovario. A ave que ja iniciou a postura ira
apresentar varias fases de maturacdo de seus ovdcitos, desde ovocitos microscopicos até os que
ja estdo bem préximos de se romperem (Garcia e Fernandez, 2001).

Sdo varios os constituintes da gema amarela do ovo, agua, lipidio, proteina, vitaminas e
minerais € numerosos outros micronutrientes. A maior parte dos lipidios ocorre na forma de
lipoproteinas e estes compostos estdo frequentemente complexados ao Ca ou Fe (Swenson e
Reece, 1996).

A cor da gema dos ovos resulta da deposicdo de xantofilas (grupo de pigmentos carotenoides)
na gema. Este pigmento ndo pode ser sintetizado pelos animais e, portanto, devem ser obtidos
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atraves da dieta, sendo que as fontes desses pigmentos podem ser naturais ou sintéticas (Garcia
et. al., 2002).

A galinha leva para a formacdo de um ovo, o tempo entre 25 a 26 horas para que esteja pronto
para a postura. Desde que o ovdcito é liberado pelo ovéario até o momento no qual percorreu
todo o oviduto e ser liberado na forma de ovo. O oviduto tem a funcdo de armazenar e
transportar os espermatozoides, captar o o6cito, proporcionar local adequado para a fertilizacéo,
promover o desenvolvimento embrionério e adicionar as camadas nutritivas e protetoras ao
redor do embrido. (Freitas et al., 2011).

O Infundibulo tem a funcéo de transporte e servir de local para a fertilizacdo e normalmente
leva-se o tempo de 15 minutos nesse segmento para a realizacéo dessas fungdes. O magno tem a
funcdo de armazenar e secretar albumina e liberacdo de materiais proteindceos ho momento de
passagem do évulo, este processo dura trés horas. No istmo sdo depositadas as membranas da
casca, sdo duas membranas que sdo depositadas ao redor da albumina, também é o local onde
ocorre a calcificacdo inicial de pontos especificos na membrana, o tempo de duracdo deste
processo é em torno de 1 hora e 30 minutos. O Utero ou glandula da casca tem a funcéo de
producdo da casca e € o local onde o ovo mais demora para passar, cerca de 20 a 21 horas. A
vagina e a cloaca funcionam como um local de passagem e tém a fungéo de transporte para o
exterior, é um processo rapido e que leva em torno de 1 minuto para que ocorra (Freitas et
al.,2011).

2.6 Desenvolvimento Folicular

O numero de dias em que ocorre a oviposi¢do seguida de um dia de pausa é o periodo que
determina o ciclo ovulatério. Uma ave é capaz de produzir ovos apds atingir a maturidade
sexual. Para que este processo ocorra 0s mecanismos de feedback entre ovério, pituitaria e
hipotdlamo devem estar bem estabelecidos (Robinson et al., 1993). Existe uma hierarquia
folicular qual permite uma ovulacdo diéria e esta hierarquia é estabelecida pelos foliculos
pequenos (6 a 8 mm). O foliculo amarelo grande (FAG) que ultrapassar 8 mm de didmetro
continua se desenvolvendo e ird ovular (Rutz et al., 2007).

Os foliculos podem ser classificados em foliculos de repouso, foliculos brancos de crescimento
lento, estdgio de selecdo do foliculo e a diferenciacdo final. Em aves de postura, é esperado que
apenas um foliculo fosse liberado de cada vez. Dessa forma, os foliculos amarelos grandes
entram em hierarquia e o foliculo de maior tamanho fica destinado a ovular primeiro (F1); o
segundo maior pode ovular no dia seguinte (F2) e assim sucessivamente (Johnson, 1993).

Os foliculos amarelos grandes (FAG) podem estar associados com longa sequéncia de posturas,
normalmente sdo de seis a oito FAG um numero considerado normal para as aves poedeiras de
alta produgdo (Williams e Sharp, 1978). A producdo e maturacdo excessiva de FAG pode estar
relacionada com fatores de manejo, como por exemplo o programa de luz artificial realizado de
forma inadequada, aves submetidas ao estresse térmico e um manejo alimentar inadequado.
Dessa forma causando perdas como a presenca de ovos de gema dupla, ovos com deformidades
na casca, ovulacdo e postura interna (Robinson et al.; 1993, Yu et al., 1992). Existe uma
tendéncia de o peso médio dos ovos aumentar a medida que o peso corporal das aves aumenta
(Becker et al., 2014).
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2.7. Requerimento energético

De acordo com os niveis nutricionais recomendados para galinhas poedeiras da linhagem
Lohmann® LSL. Aves no periodo de pré-postura, da semana 18 até atingir 5% de producéo
essas aves requerem 2.750 a 2.800 Kcal de Energia Metabolizavel. (Guia de Manejo Lohmann
LSL Lite, 2017).

Com relagdo as fontes de fibra, elas sdo pobres em energia 0 que acaba limitando o seu uso na
alimentagcdo de galinhas poedeiras. As fontes alternativas de fibras, mesmo tendo um custo
inferior ndo sdo boas fornecedoras energéticas, o que nos leva a ter que aumentar a inclusdo de
Oleo na dieta para compensar esse déficit energético, 0 que acaba acrescentando novamente um
aumento no custo da dieta. Em funcdo de uma elevada concentracéo fibrosa (fibra bruta), e por
consequéncia baixos teores de energia metabolizavel, os ingredientes e subprodutos obtidos do
processamento de grdos se mostram com menores potenciais para serem usados nas dietas de
galinhas poedeiras (Ludke, et. al., 2010).

A concentracdo de fibra do farelo de gérmen de milho desengordurado pode ser fator limitante
ao seu uso em quantidades elevadas na alimentacdo de poedeiras e frangos de corte. O elevado
conteudo de fibra na racdo reduz a energia, aumenta a velocidade do transito da digesta (Van
Soest, 1985) e diminui a digestibilidade dos nutrientes.

As bases para a formulagéo da ragdo em termos nutricionais e de teor mineral em cada fase sdo
as exigéncias nutricionais diarias e o consumo diério real de racdo. A dieta na fase 1 é elaborada
para atender as exigéncias para obter a maior massa de ovos possivel. A recomendacéo
nutricional presume uma concentracdo energética dietética de 11,4 MJ/kg (2725 kcal) de
energia metabolizavel, temperatura de 20°C no avidrio e bom empenamento. Sob essas
condicBes, prevé-se que o consumo diario de ragio pela LOHMANN® LSL, seja de 105 a 110
g/dia. A formulacdo das racdes fase dois e trés leva em consideragdo a reducdo da necessidade
de nutrientes orgénicos e 0o aumento das exigéncias de célcio conforme a idade das aves
aumenta. O momento correto de mudar o tipo de dieta € determinado mais pelo nivel de
producdo e pela necessidade de célcio do que pela idade das aves. A cada 10 semanas, ao longo
do periodo de postura, a composicdo da dieta deve ser adaptada ao nivel de producdo e as
exigéncias nutricionais das aves. Devem-se evitar mudancas significativas na composi¢ao das
matérias-primas nas dietas de multiplas fases e alteracGes acentuadas na consisténcia da racao.
(Guia de Manejo Lohmann LSL Lite, 2017).

2.8. Uso de alimentos alternativos na dieta de aves

Atualmente, temos um grande avan¢o na area de avaliacdo de alimentos e das exigéncias
nutricionais de aves, é cada vez maior, a busca por alimentos alternativos que possam permitir a
todo o setor avicola menores custos de producgdo, tornando a atividade de avicultura brasileira
ainda mais competitiva e atrativa no cenario mundial (Fernandes et al, 2012).

E grande a gama de produtos e subprodutos provenientes da agroindGstria que tém potencial
para serem utilizados na alimentacdo animal, os teores nutricionais destes produtos sdo
resultados de varias interacbes complexas entre 0s constituintes que sdo provenientes de
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interacdes entre microrganismos do trato digestivo, no processo de digestdo e absor¢do, no
transporte e na utilizacdo de metabdlitos e das condicOes fisiologicas dos animais (Oliveira et
al., 2014).

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Condigdes experimentais

O experimento foi realizado na Fazenda Experimental “Prof. Hélio Barbosa” (FEPHB), da
Escola de Veterinéria da Universidade Federal de Minas Gerais, localizada no municipio de
Igarapé/MG. Todos os procedimentos descritos neste estudo foram aprovados pelo Comité de
Etica de Uso Animal CEUA — UFMG, sob protocolo Nimero: 28/2018 (Anexo 1).

As aves foram selecionadas por meio de uma avaliacao de satde geral, foram realizados exames
fisicos de forma individual, determinando se a ave estava em producdo de ovos, ndo apresentava
nenhuma injuria, sinal ou sintoma de doencas que poderiam impedir a participagdo no estudo
em questdo. As aves foram alojadas em um galpdo de postura convencional, ndo climatizado,
equipado com gaiolas na densidade de 333 cm?/ave, com um total de seis aves por gaiola. As
reparticdes dos animais foram isoladas por um separador de madeira, impedindo o acesso das
aves a racao de outra reparticdo. Todas as aves foram incluidas no experimento na mesma data.

3.2. Aves e Manejo

Foram utilizadas 576 aves poedeiras Lohmann® - LSL, de 56 a 68 semanas de idade,
distribuidas em 24 parcelas experimentais, durante 13 semanas experimentais, sendo que a
primeira semana foi utilizada para a padronizacdo da dieta. As aves selecionadas para 0
experimento apresentavam uniformidade de peso.

O manejo das aves obedeceu a rotina adotada na Fazenda Experimental. O arragoamento foi
realizado diariamente, e a coleta de ovos feita quatro vezes ao dia. O programa de luz utilizado
foi de 14 horas de luz/dia, sendo 12 horas de luz natural e 2 horas de luz artificial, sendo 1 hora
de luz artificial durante a madrugada e 1 hora durante o inicio da noite.

As gaiolas estavam equipadas com comedouros tipo calha de PVC, com arragoamento manual e
bebedouro automatico contendo vélvula acoplada ao copinho (um bebedouro para cada duas
gaiolas). As aves receberam &gua e racdo a vontade.

3.3. Grupos Experimentais

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, compreendendo quatro tratamentos
com trés diferentes quantitativos de cafeina por tonelada de ragdo, 0s quais estdo descritos
abaixo:

Tratamento A - Racdo sem inclusdo de cafeina em p6 (0 gramas / tonelada).

Tratamento B — Racdo com inclusédo de cafeina em pd (150 gramas / tonelada).

Tratamento C — Ragdo com incluséo de cafeina em pd (300 gramas / tonelada).

Tratamento D — Rag&o com inclusdo de cafeina em p6 (450 gramas / tonelada).
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Optou-se pela compra da cafeina pura pela facilidade de obtencédo, pois seria necessaria uma
grande quantidade de café para sua extracdo. A cafeina utilizada foi a Cafeina Pura Anidra USP
da marca Sulfal Quimica Limitada, lote de producdo nimero: ALL3/FP/170856 e validade até
maio de 2022.

3.4. Racdes

Para formulagéo das ragdes foram utilizados os valores dos ingredientes indicados nas tabelas
brasileiras para aves e suinos (Rostagno et al., 2011). A composi¢do das ragdes de cada
tratamento com seus respectivos valores nutricionais encontra-se na tabela a seguir:
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Tabela 2. Composicao e teores nutricionais calculados das ragdes de producéo.

Ingredientes A B C D
Milho grédo 62,000 61,985 61,970 61,955
Farelo de soja (45%) 20,402 20,402 20,402 20,402
Farelo de trigo 3,000 3,000 3,000 3,000
Calcério 9,820 9,820 9,820 9,820
Farinha de carne (40%) 4,000 4,000 4,000 4,000
Sal 0,380 0,380 0,380 0,380
Suplemento vit. e min.t 0,200 0,200 0,200 0,200
DL Metionina 0,140 0,140 0,140 0,140
L-Lisina 0,040 0,040 0,040 0,040
Cafeina 0,000 0,015 0,030 0,045
TOTAL (%) 100,000 100,000 100,000 100,000

Teores nutricionais:

Calcio (%) 4,0458 4,0458 4,0458 4,0458
EMAn (kcal/kg) 2677,9954 2677,9954 2677,9954 2677,9954
Fésforo disponivel (%) 0,3205 0,3205 0,3205 0,3205
Lisina digestivel (%) 0,7470 0,7470 0,7470 0,7470
Metionina+cistinadig. (%) 0,5879 0,5879 0,5879 0,5879
Metionina dig. (%) 0,3681 0,3681 0,3681 0,3681
Proteina bruta (%) 16,3585 16,3585 16,3585 16,3585
Sédio (%) 0,1821 0,1821 0,1821 0,1821
Treonina digestivel (%) 0,5403 0,5403 0,5403 0,5403
Cafeina (%) 0,0000 0,0150 0,0300 0,0450

L Suplemento vitaminico mineral (composi¢do por kg do produto): Vit. A 8.000.000 UI, Vit. D3
2.100.000 Ul, Vit. E 7.000 mg, Vit. K3 2.000 mg, Vit. B; 1.000 mg, Vit. B, 3.000 mg, Vit. B 700 mg,
Vit. By, 6.000 mg, Acido Félico 100 mg, Biotina 10 mg, Niacina 20.000 mg, Pantotenato 2.000 mg,
Manganés 55.000 mg, Zinco 40.000 mg, Ferro 50.000 mg, Cobre 6.000 mg, Cobalto 100 mg, lodo 1.000
mg, Selénio 200 mg. de calcio 10.000 mg, Antioxidante.
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3.5. Dados coletados

3.5.1 -Producéo de ovos

A producdo de ovos foi anotada em planilha diaria dividida por repeticdo experimental. Em
seguida foi calculada a porcentagem de postura semanal. Ao final do experimento foi calculado
o0 percentual médio de producdo. Também foi calculada a producdo de ovos por ave alojada e ao
final do periodo experimental foi calculado o nimero de ovos por ave alojada.

3.5.2- Peso dos ovos

Foram realizadas pesagens dos ovos produzidos a cada periodo de 28 dias, totalizando trés
pesagens durante o experimento.

Nos dias de pesagem, todos os ovos produzidos foram identificados e pesados em balanca de
precisdo. Posteriormente foi calculado o peso médio dos ovos (em gramas), de acordo com as
repeticBes de cada grupo experimental. Ao término do periodo experimental foi calculado o
peso médio de todos os ovos produzidos.

3.5.3. Espessura da casca

A avaliagdo da espessura da casca foi realizada quando as aves completaram 59, 63 e 68
semanas de idade, ou seja, a cada periodo de 28 dias. Foi coletada uma amostra ao acaso de
quatro ovos por repeticdo, sendo cada ovo considerado uma repetigdo. A espessura da casca foi
medida utilizando-se um micrémetro digital da marca AMES®, com precisdo de 0,01mm, em
trés pontos distintos da casca (regido apical, equatorial e basal). O resultado foi obtido pela
média dos trés pontos, expresso em (mm).

3.5.4. Resisténcia da casca

A avaliacdo da resisténcia da casca a fratura foi realizada quando as aves apresentaram 59, 63 e
68 semanas de idade. Foi coletada uma amostra ao acaso de quatro ovos por repeticdo, sendo
cada ovo considerado uma repeticdo. A forca necessaria para quebrar a casca (g) foi
determinada utilizando-se o Texturémetro para alimentos - TAX T2 Texture Analyser (Stable
Micro Systems, Surrey, England). Foi utilizada a sonda P4 DIA Cylinder de ago inoxidavel, de
4 mm de diametro a velocidade pré, durante e pds-teste de 3,0; 0,5; e 5,0; mm/s e uma distancia
de 6 mm com forca de gatilho de 3.0g. O teste utilizado foi o de fratura por compresséo, no qual
0 ovo inteiro é colocado longitudinalmente (Rodriguez-Navarro, 2002) sobre suporte de metal
em forma de anel (5 cm de diametro) dentro de um cadinho de porcelana e a casca é pressionada
até que se ocorra a fratura.

3.6. Teor de célcio e fésforo da casca dos ovos
As amostras de cascas de ovos receberam um pré-tratamento (limpeza com detergente e
posterior enxague com agua corrente seguido de &gua destilada). Em seguida, secas em estufa a

110 °C por um periodo de seis horas (Santos et al., 2012), ap6s as amostras de cascas foram
trituradas com o auxilio de um gral com pistilo.
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Os cadinhos de porcelana foram identificados e deixados ha mufla a 600 °C durante 1 hora, ap6s
a temperatura da mufla baixar para 100 °C, os cadinhos foram transferidos para o dessecador
com auxilio de uma pinca e foi aguardado o tempo para que se atinja o equilibrio com a
temperatura ambiente, cerca de 40 minutos. Apos os cadinhos foram pesados vazios para se
obter a tara na balanca, foi pesada 1 grama de cada amostra de cascas de ovos. Os cadinhos com
a amostra foram colocados na chapa aquecedora dentro da capela de exaustdo realizando a pre-
gueima, e aguardou-se até que a fumaca cessasse. Os cadinhos com as amostras foram
transferidos para a mufla a 600 °C por um periodo de 4 horas, apds o término, aguardou-se a
temperatura da mufla abaixar até 100 °C para abrir a porta da mesma. Novamente foram
transferidos para o dessecador e aguardou-se até que atinja o equilibrio com a temperatura
ambiente, cerca de 40 minutos, apds foram pesados o conjunto cadinho mais amostra e realizou
o célculo da % de matéria mineral, que consiste em peso do cadinho com amostra ap6s a mufla
menos 0 peso do cadinho vazio dividido pelo peso da amostra vezes 100, de acordo com a
seguinte féormula:

% Matéria mineral = Cadinho com amostra apés mufla — Cadinho vazio x 100
Peso da amostra

Apoés determinar a % de Matéria mineral, realizou-se a abertura de solu¢do mineral, com o
auxilio de um bastéo de vidro foi transferido quantitativamente as cinzas do cadinho para um
béquer de 250 ml, foram medidos 10 ml da solucdo de HCL 1:1 e transferido para o cadinho
lavando-o para retirar todo residuo de cinzas, comecou pelas bordas e depois verteu-se este
acido com os residuos no mesmo béquer para o qual foram transferidas as cinzas, foi repetido o
processo de lavagem do cadinho com mais 10 ml da solugdo de HCL 1:1 e transferido para o
béquer.

Os cadinhos foram lavados com um pouco de &gua destilada utilizando a pisseta e 0 minimo de
agua possivel, o béquer foi para a chapa aquecedora dentro de uma capela de exaustdo e
aguardou-se até fervura, apos retirou o béquer cuidadosamente da chapa com o auxilio de uma
pinga ou um pegador de borracha, esperar esfriar um pouco para saida do vapor &cido e filtrou
para um baldo de 100 ml utilizando o papel de filtro qualitativo, o béquer foi lavado com agua
destilada por duas vezes para garantir que todo o residuo de minerais seja transferido e realizou
a filtragem, o filtro foi lavado com &gua destilada e completou-se o volume do baldo com agua
destilada. Em seguida, foi feita a homogeneizacao e acondicionamento em frasco devidamente
identificado e fechado para a posterior analise de minerais. (Adaptado de Compéndio Brasileiro
de Alimentacdo Animal, 2005).

3.7 - Determinagdo da porcentagem de céalcio das amostras

Para a realizacdo da andlise de célcio, a amostra a ser testada é a solug¢do (chamada de solucéo
estoque) que foi retomada apés a determinacdo da % de Matéria mineral. Primeiramente foram
pipetados 5 mL da solucéo estoque, em um frasco de Erlenmeyer. Foram adicionadas duas gotas
do indicador vermelho de metila 0,1% e o Erlenmeyer transferido para a chapa até aquecer,
quando foram adicionados 20 mL de oxalato de aménio em ebuli¢cdo. Em seguida, foi realizada
a neutralizagdo com hidréxido de amonio 1:1 até atingir uma cor amarela. Foi adicionado &cido
cloridrico 1:3, gota a gota até uma coloracdo rosea, deixou decantar por no minimo 1 hora e no
méaximo 3 horas. Foi adicionado acido sulfirico 5% para esquentar a solugdo. A solucéo foi
filtrada do Erlenmeyer no funil sobre um frasco Kitasato, usando o vacuo. O Erlenmeyer foi
lavado com hidroxido de amonio 1:50 (duas vezes, usando 20 mL do hidroxido), filtrando a
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cada lavagem. Depois foram lavadas as bordas do Erlenmeyer com o &cido sulflrico quente
onde estava a solugéo, colocando no mesmo um funil de vidro de boca larga e lavando o funil
com o &cido sulfurico quente (colocado em uma pisseta), Todo o precipitado foi lavado,
retornando para o Erlenmeyer num volume de 100 a 150ml. O Erlenmeyer foi colocado para
ferver e titular a quente com o permanganato de potassio 0,05N até a primeira viragem para cor
rosa claro.

Calculo da Porcentagem de Célcio:

V= quantidade de permanganato de potéssio gasto na titulacdo

N= normalidade do permanganato

0,02004= miliequivalente-grama do célcio

D= quantidade de solu¢cdo mée que foi preparada

Aliquota = quantidade de solucéo estoque pipetada (em geral, 25 mL)

%Ca = (V x N x 0,02004 x D x100)
Aliguota x peso da amostra

3.8- Determinacdo da porcentagem de fosforo das amostras

Para a determinacdo das porcentagens dos teores de fosforo foi feita a anélise colorimétrica. O
aparelho (colorimetro) foi utilizado o comprimento de onda na faixa de 720 nm . O aparelho foi
ligado alguns minutos antes de comecar a marcha. Foi pipetado 5 ml de solu¢do — estoque e
transferido para um baldo de 50 ml, sempre diluindo com um pouco de &gua destilada. Foram
pipetados 5 ml de molibdato de aménio e diluidos com mais um pouco de &gua destilada,
adicionados 2 ml de ANSA e o volume do baldo foi completado até o menisco e
homogeneizado. O ANSA foi colocado por ultimo em todas as solugbes e ap6s 20 minutos de
espera foi realizado a leitura. O branco do reagente continha apenas o molibdato e 0 ANSA,
como coloragdo incolor para ajustar a leitura no colorimetro em 100 % de transmiténcia e zero
de absorbancia.

Para o calculo foi realizada a conversao dos valores lidos em transmitancia ou absorbancia em
mg, de fésforo, usando o gréfico de transmiténcia X concentracdo em mg de fosforo.

V= volume da solucéo estoque

T: transmitancia

% P = [(T x V x 100) / Aliquota] / peso da amostra

3.9. Unidades Haugh

Os ovos foram pesados individualmente em balanca analitica digital com precisdo de 0,01 e
posteriormente quebrados em mesa com superficie lisa, onde foi aferida a medida da altura de
albimen, utilizando-se um aparelho medidor de Unidades Haugh (UH) — Ames modelo S-8400,
Massachussets, EUA (Haugh, 1937). A partir dos dados de peso do ovo e a altura do albumen, a
UH foi obtida pela férmula seguinte, de acordo com (Brant et al., 1951).
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VG(30W°,37 — 100)
100

UH = 100log[|H - 1+ 1,9

em que:
H = altura do albdmen denso (milimetros);

G = constante gravitacional de valor 32;

W = peso do ovo (gramas).

Os dados para o calculo foram obtidos das mesmas amostras utilizadas para peso dos ovos.

Apos realizados os célculos, o valor obtido ird determinar a classificacdo por qualidade, assim
como mostrado na tabela a seguir:

Tabela 3- Classificacdo por qualidade segundo Unidades Haugh (UH)

UH Qualidade
100-72 AA
71-60 A
59 - 30 B

29-0 C

Fonte: USDA, 2000.

3.10. Porcentagem da gema, casca e alblmen

Para as avaliacGes das propor¢des de gema, de albumen e de casca em relagdo ao peso do ovo,
foram utilizados 0s mesmos ovos previamente pesados para analise de Unidades Haugh. Apos a
quebra dos ovos, foram separados o albumen, a gema e a casca. A separagdo da gema foi
realizada manualmente, e o residuo da clara, aderido a gema foi removido com auxilio de papel
absorvente. Apos este procedimento, as gemas foram pesadas individualmente. As cascas,
depois de lavadas com A&gua corrente para retirada de residuos do albumen, secaram a
temperatura ambiente durante 24 horas e pesadas individualmente. O peso do albumen foi
obtido pela diferenca entre o peso do ovo inteiro e o peso da gema somado ao da casca:

Peso do albumen = Peso do ovo inteiro — (Peso da gema + Peso da casca).
3.11. Peso especifico

As avaliacOes de peso especifico foram realizadas quando as aves apresentaram 59, 63 e 68
semanas de idade. O método de analise foi baseado no principio de Arquimedes, onde 0s
valores de peso especifico, expressos em (g/mL H,0) foram obtidos pela seguinte formula:
(Peso do ovo no ar)
(Peso do ovo no ar — Peso do ovo na agua)

O equipamento utilizado para esta avaliagdo foi montado com uma balanca de preciséo de 0,5 g,
e suporte de ferro utilizado para sustentar um recipiente contendo agua destilada, que possuia
espaco adequado para a pesagem do ovo no ar. Lateralmente, foi colocada uma estrutura de
ferro, que possui uma haste com aro apropriado para a pesagem do ovo dentro da &gua. O
equipamento foi colocado sobre a balanca que em seguida foi zerada para iniciar a pesagem dos
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ovos, com o cuidado de sempre zerar a balanca antes de cada pesagem. Os pesos dos ovos
dentro e fora da &gua foram anotados para o calculo posterior do peso especifico.

3.12 - Coloragdo da gema

Esta analise foi realizada quando as aves apresentaram 59, 63 e 68 semanas de idade. De forma
casual foram coletados quatro ovos por repeticdo, sendo cada ovo considerado como uma
repeticdo. A coloracdo das gemas foi realizada utilizando o leque colorimétrico (DSM YOLK
COLOR FAN, 2005 — HMB 51548). Imediatamente ap6s o0 ovo ser quebrado, a cor da gema foi
comparada com a cor correspondente mais aproximada da paleta de cores disponivel, com
escala variando de 1 a 15. Por ser uma andlise subjetiva foi sempre realizada no mesmo local e
pelos mesmos avaliadores, dessa forma, reduzindo variagdes.

3.13. Custo por caixa de ovos produzida

Conhecendo o custo de cada ragdo experimental e a conversao alimentar por quilo ou ddzia de
ovos, foi calculado o custo da racdo/ kg e por caixa de ovos (30 duzias).

3.14. Consumo diéario de racao

A racdo foi armazenada em recipientes plasticos adequados, identificados e ordenados de
acordo com cada grupo experimental. Foram realizadas as pesagens da ragdo fornecida no inicio
e também da sobra dos comedouros no final de cada semana, dessa forma, foi possivel
determinar o consumo de racdo diario por grupo, e dividindo-se pelo nimero de aves em cada
grupo, tem-se o consumo de ragéo individual (gramas/dia/ave).

3.15. Converséo alimentar

Foi obtida de duas maneiras: 1- dividindo-se o total de racdo consumida para cada duzia de ovos
produzida pelas aves de cada repeticdo durante o experimento (Kg racdo/ quantidade ovos
[duzias]); 2- divisdo do total de ragdo consumida pelas aves de cada repeticdo pelo peso total de
0vos postos no mesmo periodo (Kg ragéo/ Kg ovos).

3.16. Peso das aves

O peso corporal foi obtido no inicio e no final da fase de produgdo, ou seja, com 56 e 68
semanas de idade, com a pesagem de todas as aves de cada repeticdo em conjunto, e expresso
em gramas.

3.17. Mortalidade

Foi anotado o nimero de aves mortas diariamente, calculada a taxa de mortalidade, utilizando-
se esse dado como fator importante na taxa de viabilidade.
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3.18. Histopatologia do sistema reprodutivo

Apdbs o abate das aves, 0 oviduto foi pesado e coletadas as por¢des referentes aos segmentos:
infundibulo, magno, istmo, Utero e vagina. Os segmentos foram acondicionados em cassetes
para histologia e fixados em formol tamponado a 10% por no minimo 48 horas. Posteriormente
foi feita a desidratacdo com &lcool, nas concentracdes de 70%, 80%, e 90% e na sequéncia
alcool absoluto. Depois, foi feita a diafanizacdo com xilol, e a técnica rotineira de inclusdo em
parafina e, finalmente, a microtomia dos blocos, transferéncia para a lamina e coloracdo
Hematoxilina-Eosina (HE), configurando as Iaminas histoldgicas.

3.19. Anélise estatistica

Para as avaliacbes de desempenho, o delineamento experimental foi inteiramente ao acaso
(DIC), composto por quatro tratamentos e seis repeticdes com 24 aves em cada.

Para andlises de qualidade dos ovos o delineamento experimental foi inteiramente ao acaso,
composto por quatro tratamentos, no qual foram coletados 24 ovos por tratamento, sendo cada
ovo considerado como uma repeticdo. Para analise de resisténcia da casca foram utilizados ovos
diferentes da andlise anteriormente citada (coletada nova amostra), da mesma forma foram
quatro ovos por repeticdo, ou seja, 24 ovos por tratamento, sendo cada ovo considerado uma
repeticéo.

Os dados foram analisados com o auxilio do programa SAS e submetidos a analise de variancia,
para verificar os efeitos significativos entre os fatores simples e em seguida foi feito um teste de
regressdo entre os tratamentos. Também anova seguida pelo teste de Tukey e os testes de
Kruskal-Wallis seguido por Student- Newman- Keuls.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1, observa-se a média de producdo semanal de ovos dividida por grupo experimental
em valores unitarios de ovos. A primeira semana, denominada de semana zero, € correspondente
a semana de padronizacdo da dieta experimental. Nota-se uma menor produgdo média semanal
dos grupos C e D, principalmente ap6s a terceira semana experimental, essa tendéncia se
mantém até o final do experimento com doze semanas.

170.00 Média Semanal de Produgéo de Ovos (unidades)
g 170,

2 155,00
3 140,00 _—
125,00 T~
110,00

95,00

80,00

65,00

50,00

Quantidade de ovos pro

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Tempo em semanas
e GrUPO A ===Grup0 B === Grupo C == Grupo D

Figura 1 — Média Semanal de producdo de ovos em unidades
A Figura 2 apresenta a porcentagem de postura de ovos durante as doze semanas experimentais.
A andlise da porcentagem de postura leva em consideracdo a quantidade de ovos produzidos

dividida pelo nimero de aves de cada grupo; dessa maneira, permite-se a comparagao entre 0s
grupos.

Porcentagem de Postura de Ovos (%)
100

90
80

70

% de Postura de Ovos

60

50
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Tempo em Semanas
e Grupo A e Grupo B e Grupo C e Grupo D

Figura 2 — Porcentagem de Postura de ovos
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Nota-se na Figura 3, um menor consumo de racdo médio semanal em gramas por parte do grupo
D, grupo que consumia uma maior inclusdo de cafeina pura na dieta.

Consumo Racdao Médio Semanal (gramas)

120,00

‘@ 115,00
110,00
105,00
100,00
95,00
90,00
85,00
80,00
75,00
70,00
65,00
60,00
55,00
50,00

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Tempo em semanas

Consumo médio de racdo (g/ave

s GrupoA —@—GrupoB —@—GrupoC —@—GrupoD

Figura 3 — Consumo Médio Semanal de Racédo (gramas) / ave

Os dados atuais para referéncia de peso e consumo de racdo da linhagem das aves utilizadas no
presente estudo estdo apresentados no guia da linhagem Lohmann® LSL (Lohmann, 2017). O
peso de galinhas poedeiras na idade de 56 semanas deve apresentar um valor médio de 1.699
gramas, variando entre 1.648 a 1.750 gramas. Enquanto que o peso médio de galinhas poedeiras
da linhagem em questdo na faixa etéaria de 68 semanas € de 1.708 gramas e tem em média uma
variagdo entre 1.656 a 1759 gramas. J& o consumo médio de rag&o varia entre 105 e 110 gramas/
dia. O fornecimento de racdo visando ao ganho de peso/aumento da estrutura das aves leva ao
aumento do peso dos ovos ao longo de todo o periodo de postura (Lohmann, 2017). Podemos
observar os valores contabilizados durante o periodo experimental na Tabela 3:

Tabela 4- Peso vivo inicial (kg), consumo de racdo (g/dia), peso vivo final (kg) e ganho de peso
(kg), de poedeiras, no periodo de 56 a 68 semanas de idade de acordo com o0s tratamentos

Grupos Peso Inicial * Consumo?2 Peso finall Ganho pesol
/Quantitativo de (ko) de Racéo (g/dia) (Kg) (kg)
Cafeina
A (0 ppm) 1,586 £ 0,029 a 107,38+7,17a 1,603+0,019a 0,017 a
B (150 ppm) 1,633+£0,039b 108,23+6,44a 1,582 +0,024 a -0,051b
C (300 ppm) 1,634+£0,042b 105,61+4,79% 1,536 £ 0,024 b -0,098 ¢
D (450 ppm) 1,600 + 0,038 ab 98,23+6,88b 1,486 + 0,016 ¢ -0,114 ¢
Valor de p 0,09 0,011 <0,001 <0,001

1 Diferencas significativas: letras distintas se diferem pela Anova seguida pela anélise de regresséo.
2- Diferencas significativas: letras distintas se diferem pela Anova seguida pelo teste de Tukey.

Durante a fase de recria, busca-se obter uma viabilidade entre 97 a 98 % e durante o periodo de
postura entre 92 a 93 % sao indices aceitaveis para a linhagem em questdo. A taxa de postura
esperada para aves com idade entre 56 a 68 semanas € de 92,4 % na faixa etaria de 56 semanas e
87,9 % nas aves com 68 semanas. Em relacdo ao nimero de ovos acumulados por ave alojada,
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espera-se que se atinja a marca de 233,5 com idade de 56 semanas e que atinja 305,7 nas 68
semanas. Ja para a conversdo alimentar esperada é de 2,0 a 2,1 kg/ kg de massa (Lohmann,
2017). Na Tabela 4 estdo representados os valores encontrados durante o periodo experimental.
A producdo de ovos e 0 nimero de ovos por ave alojada apresentaram menores valores nas aves
que consumiam a maior concentragdo de cafeina na dieta.

Tabela 5 — Viabilidade, producdo de ovos (%), nimero de ovos/ ave alojada, conversao
alimentar (kg/dazia) e conversdo alimentar (kg/kg) de poedeiras, no periodo de 56 a 68 semanas
de idade de acordo com 0s tratamentos

Grupos Viabilidade * Producéo N° de ovos/ Conversao Conversdo
Ovos? (%)  ave alojada Alimentar Alimentar
(kg/duzia) 2 (kg/kg
0Vv0s)?
A (0 ppm) 99,70 ab 90,85+ 7,78 75,17 a 143a 1,67 a
a
B (150 ppm) 99,60 a 91,79+ 5,79 73,26 ab 1,48 a 1,68 ab
a
C (300 ppm) 99,30 ab 88,70 £+ 4,68 68,80 d 154 a 1,66 ab
a
D (450 ppm) 98,50 b 81,38+ 7,70 60,60 c 1,63 a 157b
b
Valor de p < 0,05 <0,05 <0,05 < 0,05 <0,05

1- Letras distintas se diferem pelo teste de Kruskal-Wallis seguido por Mann Whitney.
2- Diferencas significativas: letras distintas se diferem pela Anova seguida pelo teste de Tukey.

O peso médio de ovo esperado para a linhagem Lohmann® LSL aos 12 meses de postura € 61
gramas, aos 14 meses é 61,4 (Lohmann, 2017). Na Tabela 5 sdo demonstrados os valores
médios de peso de ovos de acordo com os tratamentos. Foi observado somente nas 68 semanas
reducdo no peso de 0vos no grupo que recebeu a maior dosagem de cafeina.

Tabela 6 — Peso de ovos de poedeiras com 60, 64 e 68 semanas de idade de acordo com 0s
tratamentos

Grupos 60 semanas 64 semanas 68 semanas °
A (0 ppm) 66,182+518a 66,357 +556a 62,274+4,704
B (150 ppm) 65,026 £5,04a 65,478+450a 64,109 + 3,90 ab
C (300 ppm) 64,103 +482a 63,097+4,03a 64,128+511a
D (450 ppm) 64,164 +359a 64,250+536a 60,498+ 526 b
Valor de p 0,39 0,11 0,017

1- Peso de ovo — ndo significante pela Anova seguida pelo teste de Tukey.
2- Peso Ovo - diferencas significantes: letras distintas se diferem pela Anova seguida pelo teste de
Tukey.

A menor producdo de ovos por galinha e 0 menor peso dos ovos, Nnos grupos que consumiram a
dieta contendo a maior concentracdo de cafeina podem ser atribuidos & interferéncia desse
composto no metabolismo basal, pois apresenta um conhecido efeito estimulante nos diversos
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sistemas. Uma das consequéncias dessa estimulacdo é a reducdo no consumo de alimentos,
gerando um déficit energético e proteico. Além disso, a cafeina altera o metabolismo 6sseo por
interferéncia na homeostase do célcio, elevando sua taxa de filtracdo renal e reduzindo sua
absorcdo renal (Ashizawa, 1997; Massey e Sutton, 2004). Nesse sentido, altas doses de cafeina
na dieta, podem promover hipocalcemia com aumento da taxa de reabsorcdo Ossea
compensatoria e reduzir a densidade mineral 6ssea (DMO) nos animais (Heaney et al., 2002).

A unidade Haugh é uma expressdo matematica que correlaciona o peso do ovo com a altura da
clara espessa. Quanto maior o valor da unidade Haugh, melhor é a qualidade do ovo (Rodrigues,
1975). Na Tabela 6 estdo listadas as unidades Haugh encontradas nas analises de qualidade.
Com 68 semanas todos 0s grupos que consumiram a cafeina apresentaram maiores valores de
Unidades Haugh que os ovos do grupo controle. Apesar dessa variacdo, todos os ovos do
presente estudo sdo considerados como ovos de qualidade AA. De acordo com o manual do
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos - USDA Egg — Grading Manual (2000), o que
n&o prejudica o valor comercial desses ovos.

Tabela 7 — Andlise de qualidade de ovos de poedeiras em Unidades Haugh com 60, 64 e 68
semanas de idade de acordo com os tratamentos

Grupos 60 semanas " 64 semanas 68 semanas *
A(0Q) 91,84+3,30a 8794+377a 86,82 £ 3,98 a
B (150 ppm) 92,89 + 3,26 ac 87,50+ 3,87 a 92,94+329b
C (300 ppm) 94,93 + 5,23 bc 90,14+ 4,21 a 91,77+£3,69b
D (450 ppm) 95,69+ 3,62b 90,20 £ 3,96 a 94,46 + 4,06 b

Valor de p 0,010 0,205 < 0,001

1- Letras distintas se diferem pelo teste Kruskal-Wallis seguido por Student- Newman- Keuls.

Os célculos de porcentagem dos componentes dos ovos (% de gema, % de albumen e % de
casca) foram feitos conforme descrito por Wu et al. (2005). Observe nas Tabelas 7, 8 e 9 o0s
resultados de acordo com os tratamentos. Com o consumo de 300 ppm e com 450 ppm de
cafeina na dieta observou-se aumento da porcentagem de gema dos ovos com 68 semanas de
idade, mas a porcentagem de albimen ndo foi afetada. Além disso, a ingestdo da cafeina foi
responsavel pela redugdo da porcentagem de casca dos ovos em todos 0s momentos avaliados.

Tabela 8 — Porcentagem de gema de ovos de poedeiras com 60, 64 e 68 semanas de idade de
acordo com os tratamentos

Grupos 60 semanas 64 semanas 68 semanas °
A (0 ppm) 2805+205a 2791+202a 27,41+135a
B (150 ppm) 2795+196a  2857+173a 27,61 +2,00ab
C (300 ppm) 2835+1,82a  2878+22la  2838+28lb
D (450 ppm) 28,19+1094a 2826+147a 2887+241b
Valor de p 0,949 0,334 0,038

1- ndo significante.

2- Letras distintas se diferem pelo teste Kruskal-Wallis seguido por Student- Newman- Keuls
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Tabela 9 — Porcentagem de albimen de ovos de poedeiras com 60, 64 e 68 semanas de idade de
acordo com os tratamentos

1

1

1

Grupos 60 semanas 64 semanas 68 semanas
A (0 ppm) 62,34 £ 2,23 62,45 + 2,32 62,73+ 1,56
B (150 ppm) 62,62 = 2,09 62,27 £ 2,16 63,67 + 1,87
C (300 ppm) 62,60 £ 2,02 62,25+ 2,13 63,11+ 3,12
D (450 ppm) 62,88 + 2,07 63,01 + 1,67 62,36 + 2,46
Valor de p 0,947 0,469 0,244

1- Diferencas ndo significantes pelo teste Kruskal-Wallis seguido por Student- Newman- Keuls.

Tabela 10 —Porcentagem de casca de ovos de galinhas poedeiras com 60, 64 e 68 semanas de
idade de acordo com os tratamentos

Grupos 60 semanas 64 semanas 68 semanas
A (0 ppm) 9,61+0,70a 9,64 £ 0,56 a 987x0,71a
B (150 ppm) 9,42 +0,55a 9,16 + 0,71 ab 8,72+0,90b
C (300 ppm) 9,05+0,59b 8,97+0,49b 8,50+0,95b
D (450 ppm) 8,93+0,68b 8,73+0,75b 8,78+0,85h

Valor de p < 0,001 0,0002 <0,0001
1- Letras distintas indicam diferencas significantes pelo teste de Anova seguido pelo teste de
Tukey.

As medidas de espessura da casca foram realizadas em trés pontos distintos, correspondentes as
regibes: apical (extremidade afilada), regido equatorial e basal (extremidade alargada que
contém a cAmara de ar). Foram realizadas as trés medidas e na sequéncia calculou-se a média
dessas trés regides, de acordo com 0s tratamentos. Aves mais jovens possuem maiores valores
de resisténcia da casca de ovos, e a medida que as aves envelhecem apresentam alteragfes nas
caracteristicas estruturais da casca (Barbosa, et. al., 2012). Nas Tabelas 10 e 11 estdo listadas as
analises de espessura da casca e resisténcia da casca. Podemos verificar que a ingestdo de
cafeina em todos os tratamentos foi responsavel por menor espessura da casca em todos 0s
momentos avaliados. Por outro lado, a cafeina afetou a resisténcia da casca das aves com 60
semanas, mas foi verificada uma compensagdo desse efeito nos momentos posteriores.

Tabela 11 —Espessura da casca (mm)?® de ovos de galinhas poedeiras com 60, 64 e 68 semanas
de idade de acordo com os tratamentos

Grupos 60 semanas 64 semanas 68 semanas

A (0 ppm) 3940+309a 39,58 +236a 39,58 +2,63a

B (150 ppm) 3801+175b 37,46+182b 37,46 +3,25b

C (300 ppm) 36,87+2,19b  3657+1,95b  3657+334b

D (450 ppm) 36,53+287b  36,14+318b  36,14+359b
Valor de p < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001

1- - Letras distintas se diferem pelo teste Kruskal-Wallis seguido por Student- Newman- Keuls
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Tabela 12 — Resisténcia da casca (kg/cm?) de ovos de galinhas poedeiras com 60, 64 e 68
semanas de idade de acordo com os tratamentos

Grupos 60 semanas 64 semanas ° 68 semanas °

A (0 ppm) 519+0,82 a 441+0,78a 488+0,11a

B (150 ppm) 334+0,78b  422+010a  453+092a

C (300 ppm) 327+054b  419+083a  420+094a

D (450 ppm) 3,52+0,71b 448 +0,95a 435+0,10a
Valor de p <0,0001 0,618 0,115

1- - diferencas significantes: letras distintas se diferem pela Anova seguida pelo teste de Tukey.
2- diferengas ndo significantes pela Anova seguida pelo teste de Tukey.

Os dados obtidos no presente estudo demonstram que a ingestdo de cafeina afetou
negativamente a casca dos ovos, com menor espessura e porcentagem de casca. Esse efeito pode
ser atribuido a interferéncia da cafeina no metabolismo do célcio, em decorréncia de sua maior
perda renal (Ashizawa, 1997; Massey e Sutton, 2004), resultando em menor quantidade desse
mineral disponivel para a formacdo das cascas dos ovos.

A cor da gema esta relacionada com a deposicdo dos pigmentos carotenoides na dieta e € uma
caracteristica sensorial que tem grande influéncia sobre a aceitacdo do produto pelos
consumidores no mercado. Alguns carotenoides, além de pigmentar os alimentos, tém
capacidade de serem precursores da vitamina A, potencializar a resposta imune, e apresentarem
atividades antioxidantes (Sandeski, 2013). A cor da gema foi determinada usando o método
subjetivo leque colorimétrico. A Tabela 12 apresenta os resultados encontrados de acordo com
0s tratamentos.

Tabela 13 — Cor de gema de ovos de galinhas poedeiras com 60, 64 e 68 semanas de idade de
acordo com os tratamentos

Grupos 60 semanas 64 semanas " 68 semanas

A (0 ppm) 7,22 +0,68a 6,39 + 0,58 a 6,04 +0,98 a

B (150 ppm) 7,08 + 0,65a 7,25+0,61b 6,58 £ 0,78 ab

C (300 ppm) 6,96 + 0,47a 6,96 £0,47 b 6,96 £1,07 b

D (450 ppm) 7,00 + 0,60a 7,00+ 0,60 b 7,22+1,13c
Valor de p 0,370 <0,0001 0,0005

1- Letras distintas se diferem pelo teste Kruskal-Wallis seguido por Student- Newman- Keuls

A Tabela 14 demonstra os custos das ragOes utilizadas no experimento de acordo com 0s
tratamentos e também demonstra uma simulagdo do custo de uma racdo utilizando a casca de
café como fonte de fibra. Atualmente, é expressiva a busca por ingredientes alternativos visando
uma dieta com menores custos de producdo, o uso da casca de café reduziu os custos de racéo
por caixa de ovos quando comparada ao farelo de trigo (Souza, et. al. 2017), aparecendo como
uma alternativa viavel, principalmente em regides produtoras de graos de café.
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Tabela 14 — Custo das racOes por caixa de ovos (R$/ caixa) para poedeiras de acordo com 0s
tratamentos

Cafeina Casca de Café Racéo Médias
Experimental
A —(0 ppm) 36,24 36,24 36,24
(0 kg de casca de café/ ton)
B- (150 ppm) 36,54 41,31 38,92
(40 kg de casca de café/ ton)
C- (300 ppm) 38,99 46,91 42,95
(80 kg de casca de café/ ton)
D- (450 ppm) 42,24 53,74 47,99
(120 kg de casca de café/ ton)
Médias 38,50 44,55 41,52

Nas Figuras 4 e 5, observamos os valores referentes as taxas de mortalidade, em porcentagem e
em numeros absolutos, respectivamente, durante todo o periodo experimental de acordo com 0s
tratamentos durante as doze semanas experimentais. Pelo teste Qui-Quadrado houve diferenca
significante entre as mortalidades do grupo controle com o grupo D (p < 0,0001). Por outro
lado, ndo houve diferenca do grupo A com os grupos B (p = 0,522) e C (p = 0,110). Analisando
os trabalhos presentes na literatura, em quais utilizaram cafeina ou mesmo a casca de café
incluida na dieta animal, ndo sdo encontrados relatos de aumento da mortalidade, assim como
foram encontrados neste estudo.
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Figura 5 —Mortes durante todo o periodo experimental
*diferenca significante com o grupo controle pelo teste Qui-Quadrado.

No momento, ndo é possivel saber qual o motivo da cafeina aumentar a mortalidade das
galinhas em postura. E possivel que o efeito estimulante da cafeina tenha induzido redugéo no
consumo de alimentos, gerando um déficit energético e proteico. A interferéncia da cafeina na
homeostase do célcio também pode ter aumentado a sensibilidade das aves (Ashizawa, 1997;
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Massey e Sutton, 2004). Ainda, a cafeina interfere no adequado funcionamento do sistema
imune (Ramanaviciene et al., 2004; Chavez-Valdez et al., 2009; Barcelos et al., 2014; Al Reefe
Ghanem, 2018), o que pode ter aumentado a susceptibilidade das galinhas as infeccGes.

De acordo com o apresentado na Tabela 15, o peso dos ovéarios ndo apresentou diferencas
significantes entre os grupos pesquisados, em nenhum dos dois periodos avaliados, com 62 e 68
semanas de idade. Também para o peso do oviduto na avaliacdo com 62 semanas de idade ndo
foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos, porém com 68 semanas de idade
houveram diferengas significantes para peso de oviduto entre 0s grupos.

Tabela 15 — Peso dos 6rgdos reprodutivos na 622 e 68 semanas de idade de acordo com 0s
tratamentos

Grupos Peso dos Ovarios *
62 Semanas 68 Semanas
A (0 ppm) 53,912 + 2,017 52,838 + 12,425
B (150 ppm) 46,483 + 6,146 50,323 + 6,527
C (300 ppm) 48,368 + 10,340 49,928 + 8,436
D (450 ppm) 45,800 * 12,790 52,120 + 9,248
Valor de p 0,206 0,204
Peso do Oviduto 2°°
A (0 ppm) 118,30 + 26,643 67,930 £ 14,310 a
B (150 ppm)  94,840+2,922 100,820 + 5,266 b
C(300ppm)  96,87+11,200 57,140 + 26,162 a
D (450 ppm) 88,170 +18476 77,420 +13,420 a

Valor de p 0,304 0,002

1- Peso do ovario: ndo significante — 62 e 68 semanas de idade.

2- Peso do oviduto: ndo significante com 62 semanas de idade.

3- Peso do oviduto: diferencas significantes com 68 semanas de idade: letras distintas se diferem
pelo teste Kruskal-Wallis seguido por Student- Newman- Keuls

A temperatura superficial e cloacal das aves reflete o efeito do ambiente térmico sobre as aves
revelando a condicdo de bem-estar térmico das aves (Andrade, 2017). Na Tabela 16, estdo
listados os resultados da temperatura cloacal das aves no momento da eutanasia de acordo com
os tratamentos. N&o houve diferenca nas temperaturas cloacal das aves no momento da
eutanasia em nenhum dos dois momentos analisados.

Tabela 16 — Temperatura cloacal (°C) das aves no momento da eutanasia com 62 e 68 semanas
de idade de acordo com os tratamentos

Grupo 62 Semanas 68 Semanas
°C °C
A (0 ppm) 41,17 + 0,175 39,93+ 1,701
B (150 ppm) 40,74 + 0,537 39,75+ 1,415
C (300 ppm) 40,82 + 0,591 40,70 £ 0,872
D (450 ppm) 41,28 + 0,556 41,18 + 0,248
Valor de p 0,206 0,186

1- Temperatura: ndo significante na 62 e 68 semanas. Letras distintas se diferem pelo teste Kruskal-
Wallis seguido por Student- Newman- Keuls
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A média de peso da linhagem Lohmann® LSL pesquisada, com idade de 62 semanas tem
variacdo entre 1.653 a 1.756 gramas, enquanto o peso médio esperado para aves com 68
semanas varia entre 1.656 a 1.759 gramas (Lohmann, 2017). Na Tabela 17 estdo listados os
resultados referentes as médias de peso das aves no momento da eutandsia ndo apresentaram
diferencas estatisticas entre 0s grupos nos dois momentos pesquisados.

Tabela 17- Peso ao primeiro abate (kg), peso ao segundo abate (kg) de poedeiras, com 62 e 68
semanas de idade de acordo com os tratamentos

Grupos Peso 1° Abate’ Peso 2° Abate’
(ka) (Kg)
A (0 ppm) 1.632,000 +£ 112,674 1.563,000 + 150,968
B (150 ppm) 1.571,000 + 150,166 1.706,000 + 94,445
C (300 ppm) 1.472,000 + 109,153 1.599,000 + 224,843
D (450 ppm) 1.419,000 + 168,165 1.497,000 + 105,128
Valor de p 0,446 0,392

1-  Diferengas ndo significantes pelo teste Kruskal-Wallis seguido por Student- Newman- Keuls.

Na Tabela 18, estdo listados os resultados referentes as analises de calcio e fésforo de acordo
com os tratamentos. Ainda que a espessura da casca esteja reduzida em comparagéo ao controle
(Tabela 11), a composic¢do de célcio e fosforo ndo foi afetada. Apesar da interferéncia da cafeina
com o mecanismo do calcio ser relatada na literatura (Ashizawa, 1997; Massey e Sutton, 2004),
as proporcOes minerais se mantiveram, provavelmente devido a um mecanismo de compensacgao
da ave.

Tabela 18 — Teores de Calcio e Fosforo da Casca do Ovo em (%)

Grupos  Coleta Calcio Média Fosforo Média
A 12 43,82 0,017
28 43,77 0,017
3@ 45,28 44,29 +0,86 0,027 0,020 + 0,006
B 12 42,31 0,013
22 45,35 0,019
32 45,42 4436+ 1,78 0,031 0,021 + 0,009
C 12 42,68 0,007
22 42,84 0,009
32 43,74 43,09 £ 0,57 0,025 0,014 + 0,010
D 12 43,04 0,018
22 46,92 0,012
32 43,86 44,61+ 2,04 0,032 0,021 +0,010
Valor de p 0,601 0,719

Ca e P da casca: ndo significantes pela Anova seguida pelo teste de Tukey.
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Alguns trabalhos tem indicado que o consumo da cafeina poderia interferir no sistema
reprodutor feminino (Christian e Brent, 2001). Por exemplo, hé evidéncias experimentais que a
cafeina poderia apresentar interferéncia nos contraceptivos orais e hormdnios no pés-menopausa
em mulheres (Butt e Sultan, 2011). Esse fato de interferéncia hormonal nos faz acreditar que
provavelmente a cafeina ird afetar de alguma forma o sistema reprodutivo. No entanto, as
evidéncias que a cafeina poderia ter impacto negativo sobre o sistema reprodutor feminino ainda
ndo sdo consideradas convincentes (Leviton e Cowan, 2002; Brent et al., 2011), o que torna
necessaria a continuidade dos estudos.

Nas Figuras de 6 a 10, estdo listadas as imagens referentes ao exame da histopatologia do
sistema reprodutivo das galinhas. As aves que consumiam dieta contendo cafeina nas
concentracdes de 300 e 450 ppm apresentaram infiltrado inflamatério mononuclear moderado
no infundibulo, magno e Gtero e discreto no istmo. Além disto, 0 magno das aves tratadas com
450 ppm de cafeina na dieta apresentaram menor secre¢cdo de albimen e vacuolizagbes das
células do epitélio. Por outro lado, nenhuma alteracdo foi observada na cloaca das galinhas
avaliadas.
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Figura 6: Segmento de oviduto (infundibulo) em aves poedeiras produtoras de ovos. Em A
observa-se lamina de ave do grupo controle, sem alteraces e/ou lesdes visiveis na
histologia. (HE, objetiva de 4x). Em B observa-se infundibulo de ave que consumia
dieta contendo cafeina pura no teor de 450 ppm, observa-se moderado infiltrado
inflamatério mononuclear. (HE, objetiva de 40x).

C D

Figura7: Segmento de oviduto (Magno), em aves poedeiras produtoras de ovos. Em C
observa-se lamina de ave do grupo controle, sem alteraces e/ou lesdes visiveis na
histologia. (HE, objetiva de 4x). Em D observamos Magno de ave que consumia
dieta contendo cafeina pura no teor de 450 ppm, observa-se menor
producdo/secrecdo de albumen e as células estdo vacuolizadas. (HE, objetiva de
40x).
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Figura 8: Segmento de oviduto (Istmo) em aves poedeiras produtoras de ovos. Em E observa-
se lamina de ave do grupo controle, sem alteracfes e/ou lesdes visiveis na histologia.
(HE, objetiva de 10x). Em F a imagem apresenta o Utero de ave que consumia dieta
contendo cafeina pura no teor de 450 ppm, observa-se discreto infiltrado
inflamatdrio mononuclear. (HE, objetiva de 40x).

Figura9: Utero em aves poedeiras produtoras de ovos. Em G observa-se lamina de ave do
grupo controle, sem alteracdes e/ou lesbes visiveis na histologia. (HE, objetiva de
4x). Em H observa-se o Utero de ave que consumia dieta contendo cafeina pura no
teor de 300 ppm, observa-se moderado infiltrado inflamatério mononuclear. (HE,
objetiva de 40x).
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Figura 10: Cloaca de aves poedeiras. Em | a imagem apresenta ave do grupo controle, sem
alteracOes e/ou lesdes visiveis na histologia. (HE, objetiva de 4x). Em J observa-se a
cloaca normal de ave que consumia dieta contendo cafeina pura na dieta, na
dosagem de 150 ppm. (HE, objetiva de 40x).

A avaliagdo histopatolégica do oviduto das galinhas no presente estudo demonstrou que a
cafeina apresentou efeitos deletérios diretamente sobre esse aparelho. Assim, a menor produgao
de ovos pelas galinhas que consumiram a cafeina ndo pode ser atribuida exclusivamente a
indugdo da maior perda renal do célcio, interferindo no metabolismo desse mineral (Ashizawa,
1997; Massey e Sutton, 2004). A presenca do infiltrado leucocitario no oviduto aqui relatado
pode ser atribuido a interferéncia da cafeina no funcionamento do sistema imune
(Ramanaviciene et al., 2004; Chavez-Valdez et al., 2009; Barcelos et al., 2014; Al Reef e
Ghanem, 2018). Nos macréfagos, a cafeina promove bloqueio de receptores de adenosina do
tipo A1R, aumentando a produgdo de AMP ciclico e inibindo a producdo do fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) (Chavez-Valdez et al., 2009). Além disto, ratos tratados com cafeina
apresentaram menor atividade plasmética da enzima mieloperoxidase, cuja mensuracdo serve
como indicador da infiltracdo por neutréfilos (Barcelos et al., 2011). De fato, no presente estudo
o infiltrado leucocitario observado no oviduto foi majoritariamente de células mononucleares,
sem presenca significante de neutrofilos.

Avaliando todos os resultados obtidos neste estudo, verificamos que a cafeina promoveu efeitos
deletérios na producdo, no sistema reprodutivo e na qualidade de ovos das galinhas quando sua
concentragdo na dieta foi de 300 e 450 ppm. Por outro lado, o consumo de até 150 ppm de
cafeina na dieta ndo causou interferéncias significantes nas aves e nos ovos produzidos. Essa
concentracdo de cafeina na dieta é equivalente a aproximadamente 40 kg de casca de café por
tonelada de racdo, considerando que o conteldo dessa substancia na casca de café in natura seja
de aproximadamente 0,36% (Cardoso et al., 2011).
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5. CONCLUSOES

A inclusdo de cafeina na dieta de galinhas poedeiras leves altera 0 consumo de racdo e, por
consequéncia, causa menor producédo de ovos e aumento da mortalidade de aves.

A ingestdo de cafeina altera pardmetros de qualidade dos ovos e afeta o sistema reprodutivo
dessas aves com observacao de infiltrados inflamatérios na histopatologia.

O consumo de até 150 ppm de cafeina na dieta (quantidade equivalente a utilizar 40 kg de casca
de café por tonelada) ndo causou interferéncias significantes nas aves e nos ovos produzidos.
Porém, doses acima desse valor podem gerar consequéncias indesejaveis na producdo, no
sistema reprodutivo das aves e na qualidade de ovos.

6. PERSPECTIVAS FUTURAS
- Correlacionar alteracdes secundarias com provavel queda de imunidade causada pela cafeina.

- Que este estudo sirva de modelo para os nutricionistas de aves, e que possa ser muito Util no
momento de calcular uma dieta contendo casca de café, e/ou qualquer subproduto usado como
fonte de fibra que contenha cafeina.

- Dar continuidade a este trabalho esclarecendo ainda mais o mecanismo de atuacéo da cafeina
no organismo de aves produtoras de ovos.
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8. ANEXOS

Anexo |. Aprovacio do Comité de Etica em Experimentagdo Animal da UFMG

(CEUA/UFMG)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
CEUA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

UFMG

Prezado(a):

Esta é uma mensagem automatica do sistema Solicite CEUA que indica mudanca na solicitacdo

Protocolo CEUA: 28/2018

Titulo do projeto: Efeito da cafeina sobre a qualidade da casca de ovos e desempenho de aves poedeiras

Finalidade: Pesquisa

Pesquisador responsavel: Benito Soto Blanco

Unidade: Escola de Veterinaria

Departamento: Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria

Situagéo atual: Deciséo Final — Aprovado
Aprovado na reunido do dia 09/07/2018. Validade: 09/07/2018 a 08/07/2023
Belo Horizonte, 09/07/2018.

Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 - Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516

Decisdo Final - Aprovado - Protocolo CEUA: 28/2018 (CEUA-UFMG)
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Anexo Il.

Estatistica: analises de regressao de acordo com os tratamentos
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Figura 11: Peso final versus Grupo.
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Figura 12: Ganho de Peso x Grupo
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Figura 13: Boxplot do peso do ovo versus grupo.
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Figura 14: Boxplot Peso do Ovo versus Tempo
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Figura 15: Interacdo entre Grupo e Tempo para analise de Unidades Haugh.
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Figura 16: Interacdo entre casca e grupo
A Figura 16 apresenta uma ilustracdo da interacdo entre grupo e tempo. Nota-se como a média

da % de casca cai consideravelmente quando passamos do grupo A para o grupo B no tempo 3.
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Figura 17 -Interagdo Grupo x Tempo para a anélise de Resisténcia da Casca de Ovos.

A Figura 17 apresenta o grafico que ilustra interacdo entre tempo e grupo. Nota-se a grande
gueda na média da resisténcia na primeira semana e na transicdo do grupo A para o B. Nota-se

também que a média da resisténcia na transi¢do do grupo C para o grupo D em todas as semanas

aumenta.
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Figural8: Gréfico de probabilidade da normal para analises de célcio e fésforo.
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