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RESUMO

PALAVRAS CHAVE ADICIONAIS

Métodos alternativos.
Valor nutritivo.

Van Soest.

Fontes de variacgo.

A estimativa da composicdo quimico-bromatolégica dos alimentos envolve uma série de estudos
que avaliam principalmente a fragdo fibrosa, uma vez que apresenta grande variabilidade quando
comparada aos demais componentes. O crescente nimero de publicaces sobre as técnicas ana-
liticas disponiveis para a determinagdo do valor nufritivo dos alimentos acabam generalizando o
uso de termos mal definidos. Existem diversas técnicas de avaliagdo dos componentes da forragem,
sendo o sistema de detergente o mais utilizado, embora existam métodos mais modernos. Contudo,
a acessibilidade e os custos destes métodos modermos s@o fatores que limitam o uso dos mesmos em
diversos laboratérios. Ademais, alguns desfes métodos ndo sdo reconhecidos como método oficial de
andlise. Nexte contexto, os objetivos desta revisdo foram: evidenciar os conceitos mais importantes na
deferminagéo do valor nutrivo dos alimentos; melhorar o uso e as dificuldades de interpretacdio dos
resultados analiticos. Concluiuse que o uso dos métodos andliticos permite estimar a composicdo e a
disponibilidade das diferentes fragdes da parede celular. Mas variabilidade dos constituintes da parede
celular exige conhecimento das diferentes metodologias andliticas disponiveis. Os métodos andliticos,
tradicionais ou alternativos, ainda sGo empiricos visto que apresentam resultados distinfos para uma
mesma andlise. Essas variagdes sdo geradas na maioria das vezes pelas diferencas entre as etapas
dos procedimentos andliticos. Fica claro que o aperfeicoamento dos métodos andliticos é de suma
importante para estimativa do valor nutriivo dos alimentos.

Methods used to determination thes constituents of the fibrous fraction, a review

SUMMARY

The estimation of the chemicatbromatological composition of foods involves a series of studies that
mainly evaluate the fibrous fraction, since it presents great variability when compared to the other com-
ponents. The growing number of publications on the analytical techniques available for determining the
nufriional value of food end up generdlizing the use of poorly defined terms. There are several techniques
for evaluating forage components, the defergent system being the most used, although there are more mo-
dern methods. However, the accessibility and cost of these modern methods are factors that limit their use in
various laboratories. Moreover, some of these methods are not recognized as an official method of analysis.
In this context, the objectives of this review were: to highlight the most important concepts in determining
the nufriional value of foods; improve the use and difficulfies of inferprefation of analytical results. It was
concluded that the use of analytical methods allows to estimate the composition and availability of different
fractions of the cell wall. But variahility of cell wall constituents requires knowledge of the different analytical
methodologies available. Analytical methods, traditional or alternative, are still empirical as they present
different results for the same analysis. These variafions are mostly generated by the differences between
the steps of the analytical procedures. It is clear that the improvement of analytical methods is extremely
important for estimating the nutritional value of foods.
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INTRODUCAO preensdo dos processos fisioldgicos, pois sdo respon-
saveis pela transformagao do alimento até produtos de

origem animal (Geron, et al. 2014).

A estimativa do valor nutritivo dos alimentos para
formulacao de dietas envolve uma série de estudos que
avaliam principalmente a fragdo fibrosa. Uma vez que
esta apresenta grande variabilidade e por esta relacio-
nada diretamente com a disponibilidade de energia e

A fibra é um termo nutricional, que pode ser so-
mente determinada durante o processo digestivo e sua
definigdo estd vinculada a sua origem e a metodologia
analitica utilizada na sua determinagao laboratorial

consumo (Jung, 1997; Berchielli et al., 2011).

No Brasil, onde os recursos alimentares sao basea-
dos em pastagens, o conhecimento do valor nutritivo
dos alimentos é de grande importancia, para com-

(Mertens, 2003; Gomes et al., 2012). Resistente a diges-
tao enzimatica, a fibra acaba servindo de substrato para
atividade fermentativa (Van Soest et al., 1991; Jung,
1997), por apresentar digestibilidade variavel, ocupa
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espaco no trato gastrointestinal podendo limitar o con-
sumo dos animais (Jung, 1997; Mertens, 2003; Geron, et
al. 2014). Assim, erros cometidos nas andélises laborato-
riais, para estimativa do valor nutritivo dos alimentos
podem comprometer o balanceamento das dietas (Van
Soet et al., 1991).

O método analitico tradicional denominado de
sistema de detergentes, desenvolvido por Van Soest
(1963b), para quantificagdo de compostos fibrosos inso-
laveis, sofreu uma série modificacdoes em determinadas
etapas do seu processo ao tentar melhorar seu uso para
abranger uma maior variabilidade de alimentos. Estas
modificagdes sugeriram a retirada da decalina utiliza-
da como agente antiespumante; a retirada do sulfito
de sédio utilizado para remover as contaminagdes por
proteinas; a exclusdo de sulfito de sédio e a inclusdo
de a-amilase para remocdo de amido (Van Soest &
Robertson, 1985); uso da a a-amilase, sulfito de sédio e
trietilenoglicol sem a decalina (Van Soest et al., 1991).

Devido as diversas alteragdes realizadas no método
original, em 1980 David Mertens com o intuito de redu-
zir os erros entre os laboratérios, prescreveu somente
um tnico método analitico para todos os tipos de ali-
mentos (Udén et al., 2005; Segura et al., 2007).

Contudo, mesmo se todos os pesquisadores adotas-
sem rigorosamente o método de referéncia estabeleci-
do, existem ainda algumas falhas praticas, que podem
acabar limitando sua eficiéncia quanto a comparagao
dos resultados (Berchielli et al., 2001; Udén et al., 2005).
Pois sdo muitos os fatores que causam variagdes nos
resultados entre os laboratdrios, como por exemplo,
adaptagdo dos métodos para aumentar a produgao ou
até mesmo adaptagdo das limitagdes de equipamentos
ou condig¢des laboratoriais. De maneira complementar,
é importante salientar que os resultados analiticos obti-
dos, de forma geral indicam apenas o conteiido de um
alimento e ndo o valor nutricional que o animal obtera
ao comer, digerir e metabolizar o mesmo (Jung, 1997;
Mertens, 2003).

Como forma de minimizar estas variagoes, Mer-
tens (2003) cita que os diferentes métodos precisam
apresentar inferéncia e reprodutibilidade. A inferéncia
diz respeito a forma como o método ird fornecer uma
informacdo correta e promoverd uma descrigao ade-
quada do alimento e a reprodutibilidade refere-se a
capacidade do método ser reproduzido em duplicata
em diversos laboratérios, apresentando resultados
semelhantes para a mesma analise utilizando o mesmo
alimento, garantindo assim a exatiddo e precisao dos
resultados.

Neste contexto, mesmo que o método de obtengao
dos componentes fibrosos tenha sido padronizado por
Mertens (2002) e indicado pela AOAC como método
de referéncia. Existem métodos analiticos mais atuais,
que apresentam diferencas entre si. A analise dos com-
ponentes fibrosos sem a exclusdo de possiveis erros
associados a estas diferengas podem comprometer seu
uso, dificultando principalmente a comparagao dos
resultados. Segundo Mertens (2003), a aceitagdo de um
método analitico baseia-se diretamente na sua capaci-
dade de combinar o conceito de fibra e a sua reprodu-
tibilidade entre os laboratérios.
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Os métodos mais atuais apresentam um fator li-
mitante para muitos laboratorios, e refere-se ao seu
acesso e custo dos equipamentos, dificultando seu
uso como método de anélise de rotina. E importante
evidenciar também que muitos destes métodos ndo sao
reconhecidos oficialmente, fazendo com que o sistema
de detergente proposto por Van Soest (1963b) mesmo
com suas modificagdes seja o mais utilizado, mesmo
nao determinando exatamente a composigao dos com-
ponentes da parede celular.

Neste contexto, mais pesquisas devem ser reali-
zadas com o intuito de eliminar os possiveis erros
das anadlises, com o intuito de melhorar os métodos
laboratoriais, e consequentemente obter resultados que
apresentem precisao (Jung, 1997) e exatidao conforme
a citacao de Mertens (2003).

DEFINICAO E CONSTITUINTES DA FIBRA

Fibra é um termo nutricional, que pode ser somen-
te determinada durante o processo digestivo e sua
defini¢do estd diretamente vinculada a sua fonte e
metodologia analitica empregada na sua determinacao
laboratorial (Mertens, 2003).

Os métodos laboratoriais utilizados quimicos, en-
zimaticos ou gravimétricos, foram desenvolvidos para
quantificar uma fracgao resistente a digestao e ndo uma
substancia vegetal reconhecivel nas plantas, além da
divisdo das fragdes vegetais baseadas em suas estru-
turas e ligagdes quimicas. Desse modo, sua acurécia
e relevancia é totalmente depende da metodologia
analitica empregada (Mertens, 2003).

Apesar das divergéncias relacionadas a sua defi-
nicdo, a fibra é oriunda da parede celular dos tecidos
vegetais, constituida por um conjunto de fra¢des alta-
mente complexas e heterogéneas (Jung, 2012), quepos-
sui uma mistura de polissacarideos frequentemente as-
sociados a outros componentes, tornando-as resistentes
a digestdo enzimética, mas servindo de substrato para
atividade fermentativa (Van Soest et al., 1991; Jung,
1997).

A fibra é classificada conforme seu estadio fisiolo-
gico, solubilidade em agua e grau de fermentacdo em:
fibra insoltvel e fibra soltivel, a fracdo insoltivel cor-
responde as fracdes insoltiveis em solucao detergente
neutro como celulose e hemicelulose, que associadas
a lignina constituem a fibra em detergente neutro; a
fragdo soltivel corresponde as fragdes soltiveis em de-
tergente neutro, porém mais heterogénea que a fragao
insoltivel, constituida por acidos organicos, agticares
simples, amido e frutosanas, mais substancias pécticas
(Hall, 2007; Gern, et al. 2014; Da Silva, et al. 2018).

A celulose é o polissacarideo mais abundante na
parede celular das plantas e sua proporgdo varia de 20
a 40% na base seca (McDougall et al., 1993; Jung, 2012).
Constituida por longas cadeias lineares de D-glicose,
unidas por ligagdes p-1,4 com alto grau de polimeriza-
¢do e peso molecular. Com estrutura fibrosa de carater
cristalino, sem ramificagdes e com conformagcao rigida
e inflexivel, apresenta alta resisténcia ao rompimento
por diferentes substancias quimicas (Giger-Reverdin,
1995; Jung, 2012). Estas cadeias lineares encontram-se
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ligadas entre si por pontes de hidrogénio e forcas de
Van der Waals, sendo denominadas microfibrilas de
celulose. Que se encontram compactadas e sdo respon-
saveis pela resisténcia mecanica dos tecidos que com-
pdem, importante na avaliagdo de plantas forrageiras.
Pois esta associagdo pode influenciar na sensibilidade da
molécula de celulose a hidrélise enzimatica microbiana
(Giger-Reverdin, 1995; Macedo Junior et al., 2007).

A hemicelulose estd associada a celulose na parede
celular, nos espagos intramoleculares das microfibrilas
de celulose, atuam como uma massa pela forma como
se conectam com os demais componentes estruturais. As
hemiceluloses podem ser tanto polimeros lineares como
ramificados, constituida de polissacarideos amorfos com
grau de polimerizagao inferior ao da celulose (Giger-Re-
verdin, 1995). Plantas em estddio de maturidade mais
avancado, encontram-se mais associadas a lignina por
ligagdes covalentes do que a outros polissacarideos,
tornando-se indisponiveis a solubilizagao. Estas apre-
sentam grande variagao entre os tipos de hemiceluloses
e espécies vegetais, constituindo cerca de 10 a 25% da
base seca das plantas forrageiras (Giger-Reverdin, 1995).
As hemiceluloses sao divididas em quatro subgrupos,
também denominados de glicanas que estdo ligadas as
microfibrilas que compode a celulose através de pontes
de hidrogénio, apresentando diferenca estrutural (Ma-
cedo Junior et al., 2007).

As pectinas estdo presentes em grande quantidade
nas paredes celulares e tecidos intracelulares de tecidos
jovens sob a forma de protopectinas, contribuindo para
rigidez, transporte e retencao de dgua. Constituidas por
acidos galacturénicos que apresentam ligagdes covalen-
tes do tipo a-1,4, intercalado com unidades de ramno-
sa, arabinose e galactase com ramificacoes de cadeias
de unidades de pentose e hexose, diferindo-se entre si
quanto ao grau de esterificagdo e ndmero de metoxila-
¢Oes. Estas substancias dividem-se em: acidos pécticos
sem metoxilagOes; dcidos pectinicos com metoxilagdes
que podem ser ou ndo soltiveis em dgua; e as pectinas
um subgrupo de acidos soltiveis em dgua (Grenet &
Besle, 1991; Miiller & Prado, 2004).

As ligninas sdo polimeros complexos de estrutura
pouco conhecida e ligadas quimicamente a celulose e a
hemicelulose (Geron et al., 2014). Constituida por poli-
meros condensados, de diferentes alcoois fenilpropanoéi-
des cujos precursores sao os acidos p-cumarico, fertlico
e sindpico, que irdo condensar-se através de um proces-
so oxidativo formando macromoléculas reticuladas, as

ligninas (Grenet & Besle, 1991; Jung, 1997; JUng 2012). A
lignina é extremamente resistente a degradagao quimica,
fornece rigidez a parede celular, suporte estrutural e re-
sisténcia fisica aos tecidos vegetais. Apresenta estrutura
condensada, através de ligagdes covalentes carbono-car-
bono e ligagdes do tipo éter ou éster. Devido a estas liga-
¢Oes, se torna extremamente resistente a acao hidrolitica
de acidos e bases, além disso, sua composicao, estrutura
e quantidade sdo variaveis no tecido vegetal (Grenet &
Besle, 1991; Jung, 1997; Jung, 2012). Segundo Van Soest
(1967b), esta resisténcia retarda o desenvolvimento de
técnicas laboratoriais para sua quantificagao.

A constituicao da fibra é bastante variavel e depende
de diversos fatores. Principalmente fatores associados
a espécie vegetal, entre variedades, dentro da mesma
espécie e entre 6rgaos ou tecidos, dependendo da fase
de desenvolvimento e/ou maturidade do tecido vegetal
(Jung, 1997; Knudsen, 2001; Segura et al., 2007).

Devido a esta variagao, muitas propostas analiticas
sao encontradas na literatura para determinacao das
fragdes fibrosas, e, elas dividem-se em dois grupos: os
gravimétricos e o enzimatico-gravimétrico (Tabela I).

DETERMINACAO DA FRACAQ FIBROSA, ALTERACOES
METODOLOGICAS E LIMITACOES DE USO

Segundo Van Soest (1964), Einhoff em 1809 foi o pri-
meiro pesquisador a tentar separar a fracao fibrosa dos
alimentos, através da maceragao de material fibroso em
agua, filtragdo e pesagem do residuo. Em 1859, o mé-
todo conhecido como sistema de andlise proximal ou
método de Weende para determinacao da fibra bruta,
foi padronizado na Estacdo Experimental de Weende
(Van Soest & Robertson, 1985). Método este que con-
siste em duas extracdes consecutivas e o alimento é
tratado com duas solugdes, uma 4cida e outra alcalina;
na primeira extracdo com o uso de uma solugdo acida
diluida ocorre remocdo de amido, agticares simples,
parte da pectina e da hemicelulose; e na segunda extra-
¢do com o uso de uma solugao alcalina diluida ocorre
removecdo de proteinas, pectinas, parte da lignina e
hemicelulose remanescentes. O residuo final é lavado
com 4gua quente e dlcool, seco em estufa, pesado, por
fim incinerado e determinado a cinza. A fibra bruta é
determinada por subtragdo da cinza ao residuo final
(Jung, 1997; Knudsen, 2001).

Posteriormente o método de Wennde foi contesta-
do, uma vez que ap6s andlise dos residuos, foi verifica-

Tabela I. Métodos gravimétricos e o enzimatico-gravimeétrico (Gravimetric and enzymatic-gravimetric methods).

Métodos

Fibra bruta

Fibra em detergente neutro e Fibra em de-
tergente acido

Gravimétrico

Fibra em detergente acido
Fibra detergente neutro

Fibraem detergente neutro enzimatico (FDNe)

Enzimatico-gravimétrico

Analises

Matéria organica fibrosa tratada com amilase
e livre de amido (“aFDNmo”)

Autores
Weende (1859)

Van Soest (1963)

Goering & Van Soest (1970)
Van Soest & Wine (1967)
Van Soest & Robertson (1985)

Merntes (2002)
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do que a fibra bruta é constituida de celulose acrescida
de pequenas quantidades de lignina e hemicelulose.
Fazendo com que o método se tornasse limitado, de-
vido a solubilizagdo da lignina, um componente indi-
gestivel (Van Soest, 1964) e também da hemicelulose
(Van Soest, 1967b) um carboidrato fibroso. Segundo
Van Soest (1967b) a quantidade de lignina solubilizada
neste método, é removida na segunda extragao pela so-
lugdo alcalina junto com a hemicelulose, fazendo com
que estas fragdes se tornem parte da fracao do extrativo
nao nitrogenado. E que a digestibilidade do extrativo
nao nitrogenado se torne inferior ao da fibra bruta de-
vido a presenga da lignina, principalmente (Van Soest,
1967b; Jung, 1997; Mertens, 2003).

Devido a problematica supracitada, Van Soest
(1963a) desenvolveu a técnica conhecida como sis-
tema de detergentes, com intuito de isolar a fracdo
fibrosa e desenvolver um método mais efetivo para
substituir o método da fibra bruta. Este foi inicialmente
desenvolvido para isolar a fibra dietética insoltivel e os
constituintes da parede celular das plantas tais como:
celulose, hemicelulose e lignina (Van Soest & Wine
1967a; Van Soest & Robertson, 1985; Segura et al., 2007;
Geron, et al. 2014).

Ainda nos anos 60, nos EUA a organiza¢ao america-
na AOAC (Association of Official Analytical Chemists)
oficializou o método de Weende para determinacdo da
fira bruta, mesmo com as limitagdes supracitadas. Em
1963 a AOAC reconheceu o método conhecido como
Meétodo de Detergente Acido para determinagdo de
fibra e lignina desenvolvida por Van Soest, ja que nao
era dificil sua padronizagdo entre os laboratérios de
analises quimicas (Jung, 1997; Udén et al., 2005; Segu-
ra et al., 2007). Rapidamente este método substituiu o
método de Weende, visto que foi caracterizado como
um método mais simples e que resultava em valores
similares aos encontrados pelo método de Weende.

No entanto, segundo Mertens (2003) a metodolo-
gia de detergente acido é utilizada para minimizar as
perdas de lignina, assim ndo se encaixa na defini¢ao
nutricional de fibra dietética. Porque as hemiceluloses
em detergente acido sdo retiradas e a pectina que é um
carboidrato rapidamente fermentavel nao é removida,
tornando-se um método inadequado para estimativa
da fracdo fibrosa. Possivelmente a precipitagdo da pec-
tina neste método pode ser o motivo pela qual, alguns
alimentos com alta quantidade de pectina apresentam
resultados de fibra em detergente acido superior a fibra
em detergente neutro.

Em 1967a, Van Soest & Wine desenvolveram o mé-
todo do Detergente Neutro, onde os resultados encon-
trados de fibra bruta foram superiores aos obtidos até
1967, por permitir maior isolamento das fracdes da
parede celular a metodologia de fibra em detergente
acido tornou-se menos interessante para determinagao
da fibra.

Segundo Van Soeste (1967b) a metodologia de fibra
em detergente 4cido foi desenvolvida como um passo
analitico preparatdrio para determinacao da lignina e
nunca foi utilizada para medir a fibra nos alimentos.
Além de auxiliar na estimativa da lignina, a metodolo-
gia de detergente 4cido possibilita a determinagdo de
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celuloses, nitrogénio insoltivel em detergente acido e
cinzas insoluveis em acido e silica (Udén et al., 2005).
A fibra em detergente 4cido é determinada por refluxo,
a quente, de uma amostra em soluc¢do contendo acido
sulftirico (Van Soest, 1967b; MertenS, 2002).

A determinacdo dos teores de Fibra em Detergente
Neutro baseia-se na solubilizacdo da parede celular
dos alimentos e através da filtracao separa-se a parede
celular do contetdo celular. Contudo, parte da pectina
acaba sendo solubilizada e quantificada como conteu-
do celular, mesmo assim tornou-se rotina frequente
nos laboratdrios de analises quimica de alimentos (Ber-
chielli et al., 2001).

A Fibra em Detergente Neutro é caracterizada como
fragdo que ocupa espago no trato gastrintestinal e pos-
sui digestibilidade inconstante (Mertens, 2002) poden-
do afetar o consumo, apresentando a necessidade de
reduzir o tamanho de suas particulas através da mas-
tigacdo para facilitar os processos digestivos (Mertens,
2003). Ja o conteddo soltivel em detergente neutro, é
altamente digestivel e totalmente fermentavel no ru-
men (Van Soest, 1964; 1967b), ocupando pouco espago
no trato (Jung, 1997; Mertens, 2003). Caracterizando-se
como uma fragdo padrdo por permitir a separagao de
suas fragdes durante a ingestdo e digestibilidade.

O sistema proposto por Van Soest utilizou o concei-
to desenvolvido por Lucas de entidades nutricionais
ideais, na qual a finalidade era identificar a uniformi-
dade das fragdes quimicas que constituia os alimentos,
digestibilidade verdadeira e perda enddgena constan-
te. Os mesmos autores citaram que se o alimento fosse
analisado por este conceito, o seu valor nutricional
poderia ser derivado da soma do produto de cada en-
tidade nutricional (Macedo Janior et al., 2007).

No entanto, Van Soeste (1967b) demostrou, que
a parede celular dos alimentos ndo se comporta de
maneira uniforme como o conceito proposto, o que
impossibilita 0 uso de uma tnica fracdo pra prever
a digestibilidade da matéria seca. Mesmo a fibra em
detergente neutro, ndo se apresentando uniforme con-
forme o conceito recomendado, o contetido soltvel em
detergente neutro pode ser considerado uma entidade
nutricional ideal e uniforme por apresentar-se quase
que completamente disponivel (98%) (Macedo Jtnior
et al., 2007). Ademais, neste sistema de detergente o
alimento é dividido em fracao soltivel, a qual é rapida-
mente e completamente disponivel, e fracdo insolavel,
que é lenta e completamente indisponivel.

No método original de determinagdo da fibra em
detergente neutro é utilizado solugdes com diversos
reagentes, no qual cada um possui uma fungao espe-
cifica. Deste modo, utiliza-se uma solugao detergente
neutro constituida de tetraborato de sédio, acido eti-
lenodiaminotetracético (EDTA), hidrogenofosfato de
sodio, lauril sulfato de sédio e trietilenoglicol. Em que
as solugdes tampao a base de borato e fosfato sdo uti-
lizadas para manter o pH préximo de 7,0 para evitar
a solubilizacdo da hemicelulose e lignina; o sulfato de
laurico de sédio e o sulfito de sédio para remover as
proteinas; o dcido EDTA por ser quelante, auxilia na
solubilizacdo das proteinas e pectinas e o trietileno-
glicol para solubilizagdo dos amidos. Entretanto, o
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método recupera celulose, hemicelulose e lignina, com
alguma contaminacao por proteinas, pectinas e amido.
Associado a lavagem do residuo fibroso com agua
quente para remogao da matéria nao fibrosa, seguido
do uso de acetona para remogao completa de lipidios
e pigmentos na maioria das amostras (Van Soest, 1967;
Mertens, 2002; 2003).

Gradativamente, o0 método original desenvolvido
por Van Soest & Wine sofreu diversas modificagoes em
uma ou outra etapa analitica com o intuito de abran-
ger uma série de alimentos. Principalmente os ricos
em amido e pectinas, taninos e produtos da reacao de
Maillard (VAN SOEST et al., 1991; Geron, et al. 2014).
Segundo Van Soest et al. (1991) e Mertens (2002), os
elevados valores de fibra em detergente neutro obti-
dos em alimentos concentrados e forragens, poderiam
estar associados as dificuldades praticas na etapa de
filtragcdo, sugerindo que o detergente neutro nao era
eficiente na solubilizagdo principalmente do amido
(Hall, 2007). Assim, em 1982 Mongeau & Brassard reco-
mendaram uma alteracdo do método original, através
da inclusdao de a-amilase, com intuito de eliminar o
amido. Fazendo com que o mesmo fosse gelatinizado
e hidrolisado com amiloglucosidase, por isso, as ami-
lases tém sido utilizadas até o presente momento na
determinacdo da fibra em detergente neutro (Van Soest
et al., 1991; Hall, 2003; Valente et al., 2011b).

No método tradicional de Van Soest & Wine o éter
monoetilenoglicol era utilizado para a solubilizagdo
do amido, contudo foi substituido pelo trietilenoglicol
(Van Soest et al., 1991). A decalina, agente antiespu-
mante foi retirada, pois ocasionava aumento nos teores
de fibra em detergente neutro por remover a lignina. O
sulfito de sédio era utilizado para remogao das conta-
minagdes por proteinas, por ndo remové-las totalmente
e degradar a lignina foi retirado da metodologia. Van
Soest & Robertson (1985) alterardo o método original
através da exclusao de sulfito de sodio, e inclusdo de
a-amilase para remogao de amido; o método de Van
Soest et al. (1991) mantiveram a o-amilase e recomen-
daram o uso alternativo de sulfito de sédio, sem a
decalina e com o uso do trietilenoglicol. O método de
Mertens (2002) recomenda o uso do sulfito de sédio e
da a-amilase, além do uso de sistema de refluxo com
condensadores para extragdo do contetido celular, fil-
tragdo e retencdo do residuo insoltvel em cadinhos
filtrantes.

David Mertens, em 1980 comegou a padronizar a
analise de fibra em detergente neutro entre os laboraté-
rios dos EUA, concluindo que a tinica forma de reduzir
0s erros entre os mesmos seria através da analise de
todos os tipos de alimentos a partir de um tinico mé-
todo analitico (Udén et al., 2005; Segura, et al., 2007).
Desse modo, foi recomendado que todos os alimentos
deveriam ser analisados com o uso de o-amilase, sul-
fito de sédio e corrigidos para cinzas. Ademais, foi
determinado também que o material residual como a
matéria organica fibrosa tratada com amilase e livre
de amido (“aFDNmo”) fosse definida como entidade
nutricional (Mertens, 2002; 2003; Udén et al., 2005;
Segura, et al., 2007).

A corregdo para cinzas permite eliminar erros
provenientes da lavagem inadequada dos residuos,
e permiti estimativa dos carboidratos nao fibrosos,
por diferenca (Mertens, 2002). Permitindo, excluir os
constituintes de parede celular como polissacarideos
e pectina, que apresentam rdpida fermentagao e di-
gestdo, assemelhando-se ao contetido celular. Mertens
(2002), ainda recomenda que as aFDNmo, além de ser
conduzida com solugdes padronizadas de a-amilase,
tenha o branco, para correcdo de possiveis erros rela-
cionados principalmente a pesagem da amostra (Da
Silva et al., 2018).

O método de Mertens (2002) foi adotado como mé-
todo oficial pela Association of Official Analytical Che-
mists (AOAC, 2002), mesmo com falhas técnicas, como
dificuldades na filtracdo e remoc¢do do amido, conta-
minagdes por proteinas, levando a inclusao de uma di-
gestdo enzimatica com o recurso da a-amilase. Este foi
desenvolvido para todos os tipos de alimentos, desde
plantas forrageiras, graos, oleaginosas e subprodutos
da agroinddustria de origem animal. Contudo, apre-
senta modifica¢des metodolégicas quando comparada
com o original e inclui a adigdo de sulfito de sédio para
remogao das contaminagdes por proteinas e a-amilase
para remover contaminagdes por amido durante a eta-
pa de extracdo com detergente neutro. Porém, o uso
da a-amilase requer a padronizagao industrial a cada
nova andlise.

Os métodos desenvolvidos e recomendados por
Van Soest et al. (1991) e por Mertens (2002) sao dis-
tintos. Van Soest et al. (1991) citam que a utilizagao de
sulfito de sédio produz reagdes indesejaveis, que pre-
judicariam as proteinas da parede celular e poderiam
solubilizar parte da lignina. Ja Mertens (2002), cita que
o sulfito de sédio ndo solubiliza a lignina e seu empre-
go é importante para remogao das contaminagdes por
proteina.

Gomes et al. (2012), ao avaliar os efeitos do uso
de sulfito de s6dio em solucdo de detergente neutro
na estimativa de compostos fibrosos em gramineas e
leguminosas tropicais. Observaram que o teor de FDN
diminuiu quando foi utilizado sulfito de s6dio, com
maior reducdo nas leguminosas. Ademais, o sulfito de
sodio reduziu o teor de FDA em ambas forrageiras. O
teor de lignina foi reduzido pelo sulfito de s6dio nas
leguminosas, mas nenhum efeito foi observado nas
gramineas. A diminuicao do teor de fibras nas legumi-
nosas pode ser explicada pela solubiliza¢ao da lignina.
Contudo, a diminuigdo das fibras nas gramineas nao
pode ser explicada somente pela diminui¢do da protei-
na contaminante e solubiliza¢do da lignina, provavel-
mente ocorreram perdas de outros compostos fibrosos.

Em sintese, os métodos analiticos sao desenvol-
vidos com base em um método padrao. No caso do
método da fibra bruta ndo existe um método padrao
especifico, somente um método referéncia recomen-
dado pela AOAC, e o mesmo foi desenvolvido e me-
lhorado gradativamente com base em um método
empirico. Portanto, o método de determinacgdo das
fragdes fibrosas ainda se mantém empirico, e todas as
etapas analiticas detalhadas por Mertens (2002) assim
como qualquer modificagdo do método pode afetar o
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que se mede como fibra (Gomes et al., 2012; Da Silva
et al., 2018). Desta forma, os resultados provenientes
do sistema detergente dependem rigorosamente das
recomendacgdes descritas nos protocolos.

Por fim, pode-se dizer que, mesmo que todos os
pesquisadores adotem rigorosamente os protocolos,
existem algumas limita¢oes praticas, que podem aca-
bar limitando a sua eficiéncia quanto a comparagao
dos resultados obtidos (Berchielli et al., 2001; Udén et
al., 2005).

Neste contexto, a revista Animal Feed Science e
Technology recomenda o uso do artigo de Mertens
(2002) como referéncia principal para a andlise da fibra
em detergente neutro. Ja para a analise de fibra em de-
tergente acido, recomenda-se o uso do manual AOAC
com o ntimero de identificagdo do procedimento espe-
cificado; e para anélise de lignina e celulose é recomen-
dado a quantificagdo sequencial a partir da oxidagdo
da fibra detergente 4cido em solugdo de permanganato
de potassio, e através da queima do residuo em mufla,
respectivamente (Jung, 1997; Udén et al., 2005; Segura
et al., 2007).

Dos trés métodos utilizados para quantificar a fibra
(Fibra em detergente neutro, Fibra em detergente acido
e Fibra buta), somente a fibra em detergente neutro
consegue estimar os trés maiores componentes indi-
gestiveis ou incompletamente digestiveis das plantas:
hemicelulose, celulose e lignina.

Mesmo seguindo as recomendagdes da Revista Ani-
mal Feed Science e Technology, o sistema detergente
apresenta limitagoes praticas, relacionadas ao excesso
de trabalho na realizac¢do das etapas de refluxo e filtra-
¢do de cada amostra avaliada, o que acaba limitando
sua eficiéncia no uso de recursos humanos, financeiros
e até mesmo de infraestrutura dentro do laboratério
(Berchielli et al., 2001; Udén et al., 2005). Assim, a esco-
lha do método analitico a ser empregado, ira depender
de alguns critérios, como o objetivo do pesquisador
ou do laboratério, visto que cada método apresenta
pontos positivos e negativos (Tabela II).

O método convencional e padronizado por Mer-
tens (2002) sugere o uso de aparelho de refluxo com
condensadores e com extragao realizada em béqueres,
e o residuo final retido em cadinhos filtrantes indivi-
duais. Além deste, existem as metodologias que sdo
conduzidas em ambientes totalmente pressurizados
como o sistema Ankom®, que se baseia na digestao
de amostras acondicionadas em saquinhos filtrantes
submetidos a extracdo com detergente neutro.
Diferente do método tradicional, esse sistema é menos
trabalhoso e permite a andlise de um grande ntiimero
de amostras por dia, onde etapas como lavagem e
filtragem manuais sdo eliminadas. Porém, um dos
entraves do uso deste sistema refere-se ao alto custo
dos saquinhos utilizados, que sdo obtidos na prépria
empresa fabricante do equipamento (F57 - Ankom®)
(Berchielli et al., 2001; Valente et al., 2011b).

Deste modo, com o intuito de reduzir os custos das
analises referente ao uso dos saquinhos da Ankom®,
muitas pesquisas ja foram conduzidas com o uso de
saquinhos elaborados com tecidos semelhantes como
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o nailon e o tecido-nao-tecido (TNT). Com objetivo de
avaliar a eficiéncia do uso de saquinhos de néilon, F57
(Ankom®) e TNT na analise de fibra em detergente
neutro indigestivel (FDNi) de amostras com tamanho
de particulas de 1 mm, Casali et al. (2009), observaram
que os teores FDNi encontrado com F57 e TNT foram
superiores aos obtidos com saquinhos de nailon, de-
vido a perda de particulas. Valente et al. (2011b), com
0 mesmo objetivo, porém alimentos distintos, citaram
que o uso dos saquinhos F57 e TNT resultou em esti-
mativas precisas do contetido de FDN, diferente do
saquinho de nailon também devido a perdas de parti-
culas fibrosas subestimando o resultado.

Com base nos resultados apresentados, é possivel
concluir que os saquinhos de TNT se torna uma alter-
nativa de substitui¢do do F57 na redugdo dos custos
das andlises. Lanes et al. (2016) cita que possivelmente
essa perda de particula se deve dilatagdo da malha do
saco de nailon no decorrer da etapa de refluxo.

Berchielli et al. (2001), seguiram a padronizagao do
método convencional de Van Soest ao compararem os
valores de fibra em detergente neutro (FDN) e de fibra
em detergente dcido (FDA) de diferentes alimentos a
partir do equipamento Ankom® com uso de quatro
tipos de saquinhos, concluiram que os diferentes tipos
de saquinhos nao influenciaram os teores de FDN,
com excecao das fezes bovina obtendo-se resultados
de FDN inferiores. Nao foi observada diferenca entre
os valores de FDN e FDA, nos resultados encontrados
pelo equipamento Ankom® e método convencional,
exceto para polpa citrica, onde a FDA pelo Ankom® foi
inferior ao obtido pelo método convencional.

Ferreira & Mertens (2007), também seguiram as re-
comendagdes descritas pela Ankom® e compararam os
resultados com o método de Merterns (2002). Ao ava-
liarem a determinagdao de FDN sem a presenca de sulfi-
to, FDN com uso de o-amilase e aFDN (com a presencga
de sulfito e de a-amilase) utilizando dois métodos de
extragao o de refluxo com cadinhos filtrantes (Mertens,
2002) e Ankom®, em 33 amostras de silagem de milho.
Concluiram que a auséncia da a-amilase no método
Ankom® superestima os teores de FDN, possivelmente
devido a gelatinizagao do amido dificultando a filtra-
¢ao dos residuos. Nao foi observada diferengas para as
concentra¢des de aFDN nos dois métodos de extragao,
e a menor concentragao de residuo fibroso para FDN
pode ser atribuida a uma menor contaminagao protéica
do residuo fibroso.

Com o objetivo de comparar os valores do teor
de fibra em detergente dcido (FDA) de 12 alimen-
tos utilizando diferentes procedimentos analiticos:
dois deles utilizando a técnica da Ankom®, um com
tratamento direto da amostra em detergente acido
(D-ADF) e outro tratamento sequencial com solugdo de
detergente neutro e acido (D-ANDF); sendo o terceiro
procedimento o métodos convencional de Goering e
Van Soest (1970) (VS). Danelén et al. (2013), observa-
ram que os resultados encontrados diferiram entre si
para todos os procedimentos (24,58, 27,83 e 28,01%). O
teor de FDA encontrado no procedimento com trata-
mento direto da amostra foi superior ao procedimento
sequencial, com exce¢do do milho. Possivelmente de-
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Tabela II. Resumo do uso e limitagdes dos principais métodos analiticos utilizados na determinacao das
fracoes fibrosas de plantas forrageiras. Adaptado: SEGURA et al., 2007 (Summary of the use and limitations of the main
analytical methods used in the determination of fibrous fractions of forage plants. Adapted : SEGURA et al., 2007).

Métodos Fragbes medidas

Limitagbes

Descrigdes

Fibra Bruta Parte da parede celular que
sobrevive a digestdo sob so-

lugdo acida e alcalina.

A celulose e a lignina séao
recuperadas em grande
proporgao.

Fibra em de-
tergente neutro
(FDN)

Fragédo doalimento que ndo é
completamente digerida, com
recuperagao quase completa
da parede celular.

Fibra detergente Porgéo de parede celular.

Solubilizagdo da lig-
nina e hemicelulose.

Superestima o valor
de fibra bruta.

Recuperacgao parcial
de pectinas.

Remogéao de protei-
na e amido.

Parte da lignina é

acida (FDA) solubilizada.
Precipitagao da pec-
tina.

FDN - FDA Hemicelulose Limitagcdes dos méto-
dos FDN e FDA.

Lignina Lignina Solubilizagado da lig-
nina na metodologia
de FDA.

FDA - Lignina Celulose Limitagbes dos mé-

todos FDA e Lignina.

Consiste emduas extra¢des consecutivas: na primeiraoalimento &
submetido a solugéo acida e a segunda sob uma solugéo alcalina.
O residuo é lavado com agua quente e alcool, seco, pesado, por
fim incinerado e determinado a cinza.

A fibra bruta determinada por subtragdo da massa da cinza a
massa do residuo final.

Van Soest (1967): semelhante ao método de Weende, sé que
é utilizado extragdes quimicas com uma solugao de detergente
neutro sob-refluxo.

Mertens (2002): semelhante ao método de Van Soet, com a
inclusdo de uma digestao enzimatica através da a-amilase.

Van Soest (1967): semelhante ao método detergente neutro, s
que é utilizado extragdes quimicas com solugéo de detergente
acido sob-refluxo.

Método de analise aprovado pela AOAC (2002).

FDN - FDA

Quantificagédo sequencial a partir da oxidagéo da fibra detergente
acido em solugéo de permanganato de potassio, e através da
queima do residuo em mufla.

Metodologia de FDA.

Quantificagéo sequencial a partir da oxidagao da fibra detergente
acido em solugéo de permanganato de potassio, e através da
queima do residuo em mufla.

vido a remogao de fra¢des do alimento pelo detergente
neutro, como por exemplo, substancias pécticas.

Da Silva et al. (2018), ao comparar métodos alterna-
tivos para analise de FDN com o método oficial reco-
mendado pela AOAC em sistema de refluxo e cadinhos
filtrantes, utilizando 20 alimentos manipulados por
trés analistas. Sendo os métodos alternativos: refluxo
em béqueres com bicos, sistema Ankom®, sistema Tec-
nal® e Micro-FDN (Autoclave). Quanto a variabilidade
dentro do laboratério para a aNDFom observaram
que o efeito do componente método-alimento-analis-
ta, foi sem efeito significativo para o componente de
variancia do analista. Com interacdo significativa entre
método-alimento para aNDFom. Portanto, o efeito dos
métodos dentro do alimento e vice-versa revelaram
contrastes significativos entre métodos alternativos e
de referéncia para aNDFom. Os métodos de refluxo e
cadinhos filtrantes ndo apresentaram diferencas, inde-
pendente do alimento analisado. Contrastes significa-
tivos demonstraram a falta de qualidade dos métodos
alternativos usados para medir a fibra insoltvel em
comparacao com os métodos de referéncia. Barbosa et
al. (2015), citam que que o método da autoclave pode
ser substituido pelo método convencional, pois gera
resultados precisos.

Em experimento com o objetivo de comparar os
resultados obtidos pela analise de FDN e FDA néo
sequencial e sequencial através do método conven-
cional proposto por Van Soest et al. (1991) e alterna-
tivo com uso do autoclave com diferentes saquinhos
(Ankom®, TNT e cadinhos filtrantes). Lourenco et al.

(2017), observaram que a precisao das anélises dos
teores de FDN e FDA ndo apresentaram diferenca
quanto a andlise ndo sequencial e sequencial, em
todos os alimentos e métodos utilizados, com excec¢do
da determinacdo de FDA na silagem de milho,
possivelmente devido ao elevado teor de amido que
foi gelatinizado dentro do filtro durante o processo
de fervura. Assim, a precisdo analitica dos métodos
alternativos bem como sua utilizagdo, quando
comparado ao método convencional, depende do
alimento analisado.

Ao comparar o uso de equipamentos alternativos
como o digestor de fibra e o autoclave com saquinhos
de nylon (50 um) e de TNT (100g/m?) na determinacao
da FDN e da FDA ao método convencional, Farias et
al. (2015), concluiram que o teor de FDN obtido com
tecido de TNT nos dois equipamentos nao diferiram
dos encontrados pelo método convencional. Contudo,
o uso do tecido nylon nos dois equipamentos foi se-
melhante, indicando ser uma possivel alternativa ao
método convencional. Ndao houve diferenca entre os
métodos alternativos de analise da FDN. Os teores da
FDA diferiram entre os equipamentos e tecidos avalia-
dos. No entanto, os valores obtidos com o tecido nylon
no equipamento digestor foi semelhante ao método
convencional, podendo ser uma alternativa pratica
para analises da FDA. O teor da FDN e o teor da FDA
obtido no equipamento digestor de fibra, com o tecido
nylon, foi semelhante ao método convencional.

Neste contexto, as modificagcdes realizadas no mé-
todo convencional de Van Soeste e Van Soeste & Wine,
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sao distintas entre si e apresentam vantagens e desvan-
tagens. No Brasil, a grande maioria dos artigos publica-
dos utiliza a metodologia descrita por Silva & Queiroz
(2002), que possui como base a metodologia recomen-
dada pela AOAC. Lanes et al. (2016), avaliaram os
teores de FDN e FDA em amostras de alimentos e
fezes bovina. Através do método convencional, seguin-
do as recomendacdes de Silva & Queiroz (2002), e do
automatizado com saquinho de TNT (Tecnal® - 149).
Concluiram que o método automatizado nédo diferiu
do método convencional quanto a concentragao de
FDN em forragem tropical, fezes e amostras de silagem
de milho. Nao sendo eficiente para as amostras com
elevado teor de amido, mesmo utilizando a-amilase.

Geron et al. (2014), avaliaram o teor de FDN e FDA
de quatros capins através de trés métodos: o conven-
cional, o da Ankom® e o adaptado pela EMBRAPA.
Os autores observaram que os teores de FDN e FDA
dos capins obtido pelos diferentes procedimentos nao
diferiram entre si. Recomendando o procedimento
adaptado pela EMBRAPA, uma vez que este ndo
diferiu em relagdo a metodologia convencional e
da Ankom®, além de apresentar menor gasto com
reagentes e consequentemente menor custo. Vale
ressaltar que os autores utilizaram as recomendagdes
de Silva & Queiroz (2002).

As pesquisas apresentadas visam a obten¢ao de mé-
todos alternativos de anélise que apresentem precisao
e exatiddo, sejam mais econdmicas e que reduzam o
tempo de trabalho quando comparado com o método
convencional que possui uma série de etapas labo-
riosas. Dessa forma, o sistema de detergente neutro
continuara sendo empirico e sua acurcia, reproduti-
bilidade e inferéncia de seus resultados dependem da
condugdo rigorosa de toda as etapas analiticas, para
entdo produzir resultados comparéveis e aceitaveis
quanto a quantidade de fibra segundo a sua definicao.

PROBLEMAS ANALITOS E IMPLICACOES DAS METO-
DOLOGIAS UTILIZADAS NA DETERMINACAO DOS
COMPONENTES DA PARADE CELULAR

Segundo Jaurena et al. (2012), esta se tornando cada
vez mais comum o aparecimento de erros de intepre-
tagdo de resultados de andlise quimica dos alimentos.
Assim, é importante salientar mais uma vez que existe
anecessidade de padronizacao das terminologias utili-
zadas nos métodos analiticos (Udén et al., 2005).

Mertens (2003) cita que antes de discutir qualquer
variagdo analitica existente, é importante salientar al-
guns pontos criticos, como por exemplo: todos os re-
sultados analiticos sdo apenas percussores do valor nu-
tricional real de uma grande quantidade de alimento; a
variabilidade pode ser natural e inevitavel; a variacao
pode ser dividida em precisdo e exatiddo; a reprodu-
tibilidade e inferéncia estatistica sdo necessarias para
detectar diferencas e fornecer intervalos de confianga
adequado para os resultados. No entanto, é importante
salientar que atualmente um dos maiores problemas
relacionados a variagdo analitica é a selecdao dentre as
varias possibilidades existentes do melhor método a
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ser utilizado para determinagdo da composi¢ao quimi-
co-bromatologica do alimento (Hall, 2007).

Os resultados provenientes da avaliagdo dos ali-
mentos estdo vulneraveis a qualquer variacao, no en-
tanto, a variagdo intrinseca e extrinseca da qualidade
do alimento utilizado na formulagado de dietas faz com
que ocorra uma maior variabilidade dos resultados
analiticos. As fontes de variagdes intrinsecas referem-se
as caracteristicas proprias do alimento que os diferem
dos demais e estdo relacionadas as propriedades fisi-
cas, quimicas e nutricionais. J4 as variagdes extrinsecas
sdo aquelas estranhas a natureza do alimento e estdo
associadas, por exemplo, a amostragem, aos procedi-
mentos analiticos e a qualidade dos reagentes utiliza-
dos (Jaurena et al., 2012).

Neste cenario, é importante considerar o primeiro
ponto critico citado por Mertens (2003), de que todos
os resultados obtidos sdo apenas preditores do valor
nutricional real de uma grande quantidade de alimen-
to. Provavelmente, o principal problema consiste no
fato de executar com precisdo uma amostragem re-
presentativa do material a ser analisado. Associado a
amostragem, vale ressaltar que a amostra enviada ao
laboratério serd moida, para se obter particulas com
tamanho de Imm e somente uma parcela desta (1g)
serd analisada (Mertens, 2002). Porém, mesmo que
mais de um laboratdrio analise uma parcela da amos-
tra principal, é possivel que os resultados encontrados
sejam diferentes. Ja que as parcelas nao sao as mesmas,
o segundo ponto critico supracitado pode ser estabele-
cido, onde a variacdo é normal e inevitavel. Devido a
pequena quantidade de amostra analisada, é provavel
que o resultado encontrado seja somente uma estima-
tiva adequada da composi¢do média do todo, desde
que a amostragem inicial e a andlise sejam realizadas
de forma correta. Assim, a amostragem do material a
ser analisado é provavelmente a fonte de varia¢do mais
importante de erro dos métodos analiticos (Undersan-
der et al., 1993).

Valente et al. (2011a), com o objeto de avaliar a
influéncia do tamanho da particula (1 e 2 mm) sobre
os teores da FDN utilizando saquinhos de néilon, F57
(Ankom®) e TNT. Concluiram que a moagem deve ser
feita utilizando-se peneiras de porosidade 1mm para
que haja correta extragdo do contetido celular pelo
detergente neutro e agdo eficiente da enzima a-amilase
termoestavel, ja que o uso de particulas com 2 mm con-
duziu a uma superestimagao dos teores da FDN. Quan-
to ao material utilizado para o acondicionamento da
amostra, os resultados demostraram que os tecidos F57
e TNT proporcionaram estimativas acuradas dos teores
da FDN. Por sua vez, a exatiddo dos resultados obtidos
com tecido de néilon foi comprometida, devido a perda
de particula. Com base nos resultados era esperado
que as amostras moidas a 2 mm iriam superestimar os
teores de FDN, porque a 4rea de superficie da amostra
era tanto quanto maior para penetra¢do do detergente
neutro quando comparado com as amostras de 1 mm.
O contrario também é valido, amostras moidas com
tamanho de particulas menores que 1 mm podem ser
lavadas e perdidas na etapa de filtragem. Além do que,
as particulas com tamanho de 2 mm podem tampar a
membrana do filtro, dificultando a etapa de filtragao.
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Mesmo com a ocorréncia de possiveis erros associa-
dos as etapas de preparagao da amostra a ser analisa-
da, Mertens (2003) e Hall (2007), citam que a variagdo
pode ser divida em precisdo e exatidao, associado a
reprodutibilidade e inferéncia estatistica para detectar
diferengas e fornecer intervalos de confianga adequado
para os resultados. A precisdo refere-se a auséncia de
variagdo entre os resultados de uma mesma analise e
mesmo alimento entre laboratérios. Ja a exatidao esta
relacionada com o resultado, no qual o mesmo deve ser
auténtico ou verdadeiro (mais préximo do real).

Para se encontrar resultados precisos é importante
que os laboratdérios realizem suas analises em duplica-
tas, para obter um resultado médio mais préximo do
valor real. Segundo Undersander et al. (1993), existem
valores de desvio padrao, que ao realizar as analises
em duplicatas devem ser aceitos, contudo se os valores
encontrados forem superiores ou inferiores ao valor
real, sera necessario realizar novas analises laborato-
riais.

Contudo, existe um fator importante que pode afe-
tar a variacdo da analise e refere-se a heterogeneidade
das plantas forrageiras e da sua fibra, assim como a
heterogeneidade dos demais alimentos utilizados na
formulacdo de dieta de animais ruminantes e nédo-
-ruminantes. Os constituintes das plantas forrageiras
como folha e caule, por exemplo, possuem composigao
distinta independente do seu estadio fisiologico e um
resultado verdadeiro da composi¢ao quimico-bromato-
16lica para comparagao dos resultados ira depender de
uma amostra e uma parcela representativa do todo. Por
este motivo as analises realizadas em duplicatas ou até
mesmo triplicatas permitem a obten¢ao de informagoes
adicionais, para detectar possiveis diferengas através
do cdlculo da média e do desvio padrao da amostra.

Mertens (2003) cita que reprodutibilidade é a ca-
pacidade do método ser reproduzido em duplicatas
em diversos laboratdrios, com resultados semelhantes
para a mesma andlise utilizando o mesmo alimento,
garantindo a exatidao e precisdo. J4 a inferéncia diz
respeito a forma como o método ird fornecer uma
informacdo correta e promoverd uma descri¢do
adequada do alimento. Segundo Jaurena et al. (2012),
a variacao proveniente dos laboratérios apresentam
duas causas especificas: a variabilidade intralabora-
torial, que refere-se a variagdo existente dentro do
mesmoqaborat()rio; e a variabilidade interlaboratorial,
que refere-se as variagdes observadas entre diferentes
laboratdrios.

Provavelmente, esta variabilidade pode estar re-
lacionada a pequenos erros de rotina, diferenca entre
equipamentos e reagentes utilizados, falta de calibra-
¢ao dos equipamentos ou até mesmo diferengas ob-
servadas nas parcelas que sdo retiradas da amostra
principal enviada para andlise que ndo é completa-
mente homogénea. Todavia, existe a adaptacdo das
metodologias para aumentar a eficiéncia laboratorial e
economizar tempo. Mas parte desta variabilidade pode
ser reduzida através do uso rigoroso dos protocolos,
treinamento dos analistas e familiarizacdo dos mesmos
com a metodologia utilizada.

Vale ressaltar ainda que, atualmente, esta variabili-
dade é facilmente observada através de anéalise estética,
onde os erros relacionados aos métodos analiticos sdo
facilmente detectdveis pela comparagao dos resultados
encontrados aos provenientes do método de referéncia.

Mertens (2002; 2003) cita que para que um método
seja considerado ideal, a variagdo interlaboratorial tem
que ser igual a zero e a variagdo intralaboratorial tem

ue ser igual a variac¢do entre as analises provenientes
gas duplicatas ou triplicatas. Estes resultados sao ve-
rificados através de estudos colaborativos voluntarios
realizados pela AOAC e A National Forage Testing
(NFTA), com o intuito de quantificar as varia¢des ana-
liticas e estabelecer reprodutibilidade aceitavel, através
da geracgdo de resultados analiticos reproduziveis e
comparaveis para analise de rotina. O mesmo envolve
cerca de 8 ou mais laboratdrios, que analisam cerca de
5 amostras em duplicata através da metodologia de
rotina utilizada nos mesmos. Os resultados sao entdo
submetidos a trés anélises estatistica e averiguado pela
organizacao responsavel pelo estudo colaborativo.

Hristov et al. (2010), em estudo colaborativo para
avaliar a variabilidade em analises da aFDN, encontra-
ram alta variacdo nos procedimentos analiticos utiliza-
dos entre os laboratérios, possivelmente devido a falta
de rigorosidade em seguir todas as etapas do protoco-
lo disponivel. Os mesmos avaliaram a variabilidade
para analise aFDN entre 14 laboratérios participantes,
através do uso do sistema tradicional em refluxo e da
Ankom®. Concluiram que os resultados da aFDN nao
diferiram entre si para os 14 laboratdrios participantes,
porém foi observado diferenca entre os laboratorios
dentro da mesma técnica e alta incidéncia de outliers
para o método Ankom®. E enfatizaram a necessidade
dos laboratérios seguirem exatamente o protocolo do
método oficial, sendo recomendado que os laboratdrios
realizassem controles de qualidade de equipamentos e
procedimentos utilizados.

Diante deste contexto, é importante salientar que
todos os métodos analiticos disponiveis para determi-
nagao dos constituintes da parede celular sdao empi-
ricos (Mertens, 2003). A fibra é definida pelo método
de anélise e sua fonte, assim qualquer modificagdo no
método analitico pode determinar um novo valor de
fibra que nao é comparavel com aquele proveniente do
métogo convencional (Hall, 2007). Assim, os resultados
provenientes das andlises laboratoriais apresentam
alguma indeterminacdo, proveniente de erros asso-
ciados aos pontos criticos citados por Mertens (2003).
Que podem ser minimizados, melhorando-se os as-
pectos relacionados as metodologias e equipamentos
utilizados e treinamento pessoal, além da exatiddo no
uso dos protocolos para que os resultados apresentem
reprodutibilidade e repetibilidade.

Associado a estas melhorias, é importe a realizagao
de mais pesquisas, que apresentem o intuito de desen-
volver novos métodos analiticos que fornecam resulta-
dos confidveis e rotina laboratorial mais rigorosa.

CONSIDERACOES FINAIS

O uso dos métodos analiticos permite estimar a
composicao e a disponibilidade das diferentes fracoes
da parede celular, mas a incorreta interpretagao dos re-
sultados e a variabilidade dos constituintes da parede
celular exige conhecimento das diferentes metodolo-
gias analiticas.

Contudo, os métodos analiticos, tradicionais ou
alternativos, ainda sdo empiricos. Visto que um ponto
negativo quanto ao grande niimero de metodologias
analiticas, que apresentam resultados distintos para
uma mesma andlise, é a andlise e a comparagdo dos
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resultados, ja que se baseiam na prépria variabilidade
dos seus dados para inferir o quanto melhor ou maior
é o seu resultado quando comparado a um valor re-
ferencial ou padrdo intra ou interlaboratorial. Neste
contexto, esse valor referencial ou padrao é prove-
niente do método tradicional, que acaba se tonando
“ruim” quando existe uma variagao de resultados mui-
to grande entre os métodos analiticos. Que podem
ser minimizadas, pela melhoria dos procedimentos
metodolégicos, equipamentos usados e treinamento
pessoal. Além da exatidao no uso dos protocolos para
que os resultados apresentem reprodutibilidade e re-
petibilidade.

As metodologias analiticas alternativas que apre-
sentam acurdacia, reprodutibilidade e repetibilidade
quando comparado ao método tradicional de Van
Soest, Van Soest & Wine ou ao método referencial de
Mertens parecem ser viaveis na determinacdo dos
constituintes das fragdes fibrosas.

Assim o aperfeicoamento dos métodos analiticos
é de suma importante para estimativa do valor nu-
tritivo dos alimentos. Pois, as limitagdes dos métodos
analiticos, parecem estar relacionadas a incapacidade
de solubilizar de forma adequada as fracdes soltiveis
e parte das fragdes insoldveis, que acabam sendo par-
cialmente solubilizadas.
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