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Apresentacao

Este documento apresenta informacoes abrangentes sobre a historia
analitica da fibra, desde o conhecimento primario, que foi a analise da
fibra bruta, ate os dias de hoje com o desenvolvimento do conceito
fisiologico da fibra alimentar.

O interesse maior por estas fibras & devido ao fato de que elas auxiliam o
funcionamento do intestino e, portanto, podem ser incluidas na categoria
dos ingredientes funcionais o que, naturalmente, incentivou sua ingestao
como parte de produtos alimenticios e/ou sua agregacao em produtos
processados.

Desta forma, torna-se de grande importancia a quantificacao adequada
de sua presenca nos alimentos. Este documento mostra a visao de varios
autores sobre a definicao de fibras e os meétodos utilizados para sua
quantificacao.

Temos a pretensao de que tenha ampla utilidade entre pesquisadores,
estudantes, tecnicos e profissionais da area, em geral.

Regina Celi Araujo Lago
Chefe Geral
Embrapa Agroindustria de Alimentos
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Coletanea de Metodos
Analiticos para
Determinacao de Fibra

Sidinéa Cordeiro de Freitas
Rosemar Antoniassi

Tania dos Santos Silva
llana Felberg

Introducao

A primeira citagao historica sobre fibra e atribuida a Hipocrates,

qgue viveu a 500 A.C., dentre as suas recomendagoes, constava a
ingestao de dietas com elevado conteudo de fibra devido ao seu efeito
laxativo benéfico. No final do seculo XIX e inicio XX intensificou-se o
processamento de alimentos e na maioria dos processos industriais as
fibras eram descartadas. Atualmente as pesquisas mostram que a fibra
interfere no funcionamento do sistema digestivo, desde sua ingestao
ate a excrecao, tornado-se um ingrediente importante na dieta.

A fibra @ uma mistura de substancias complexas e esta presente

na maioria das dietas consumidas diariamente pela populacao
principalmente em vegetais, frutas, e graos integrais e também podem
ser extraidas de sementes, exsudados de plantas, algas marinhas e
raizes. A definicao desde os primeiros estudos e controversa, sendo em
consequéncia definida diferentemente por varios autores.

Segundo a definicao da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (RDC
n° 360, de 23 de dezembro de 2003) fibra alimentar & qualquer material
comestivel que nao seja hidrolisado pelas enzimas endogenas do trato
digestivo humano (BRASIL, 2003).

Spiller (2001) escreveu um Compéndio sobre fibra dietetica na
alimentacao humana e citou alguns autores e termos e definicoes
recomendados:
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Trowell

A fibra da dieta consiste de substancias vegetais nao metabolizadas por
enzimas digestivas humanas, incluindo tanto substancias da parede
celular de planta (celulose, hemicelulose, pectina e lignina), quanto
polissacarideos intracelulares, tais como gomas e mucilagens.

Trowell, Spiller

O mesmo que a definicao anterior, incluindo outras substancias
derivadas de plantas, que sao indigeriveis pelas enzimas digestivas de
humanos tais como: hidrocarbonetos hidrofobicos, hidrocarbonetos
de cadeia longa e proteinas da parede celular indigeriveis. Estas sao as
substancias que sao normalmente associadas e concentradas em torno
da parede celular da planta.

Southgate

A fibra da dieta @ um somatorio do teor de lignina e de polissacarideos
que nao sao hidrolisados pelas secrecoes endogenas do trato digestivo
humano. Esta definicao & considerada fisiologica e mostra que &
necessario produzir uma definicao que possa ser traduzida puramente
em termos analiticos. Este autor sugere uma definicao quimica baseada
no fato de que a soma da lignina e polissacarideos nao amido & o
melhor indice de fibra alimentar na dieta.

Furda

Definicao quimica: & a soma de polissacarideos nao amido e lignina.
Definicao fisiologica: alimentos provenientes de planta resistentes a
hidrolise por enzimas alimentares de humanos.

Spiller

Este autor sugere a mesma definicao de Trowell et al. (1976), mas

evita usar o termo fibra, uma vez que muitas substancias definidas
como fibra podem nao possuir natureza fibrosa. Em 1976, Spiller
recomendou a troca do termo complexo de fibras alimentares, e incluiu
na definicao as partes indigeriveis das celulas de plantas, nao incluindo
outros compostos tais como graxas, proteinas indisponiveis e outros.
Foi estabelecida a definicao de que a fibra @ um polimero simples de
plantas, nao digerivel pelas enzimas digestivas do homem, mas que
podem ser digeridas por micro-organismos no trato intestinal humano.
Exemplo: pectinas e celuloses.
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Mccance e Lawrence

Estes autores definem fibra como a presenca de carboidratos
indisponiveis, que & um termo classico usado em nutricao ha muitos
anos, para distinguir carboidratos disponiveis e indisponiveis em
humanos. Como originalmente definido, inclui a lignina, que nao &€ um
carboidrato.

Trowell e Godding

Estes autores dao uma definicao expandida de fibra alimentar em
relacao aos conceitos descritos acima, quando sao acrescentados
outros grupos de polissacarideos indigeriveis por enzimas humanas e
relacionada a substancias adicionadas, como:

- Fibras animais nao digeriveis por enzimas digestivas humanas
(Exemplo: aminopolissacarideos).

- Polissacarideos sintéticos ou parcialmente sinteticos nao digeriveis por
enzimas digestivas humanas (Exemplo: metilcelulose).

- Polissacarideos que nao fazem parte de alimentos tradicionais, que
nao sao digeriveis por enzimas digestivas humanas. Exemplo: produtos
farmaceuticos.

Van Soest

Van Soest (1967) define residuo detergente neutro como o obtido
depois da digestao por solucao detergente neutra, essencialmente
constituido de celulose, hemicelulose e lignina. Frequentemente
chamada de fibra detergente neutra.

Henneberg

Henneberg (1859) diz que fibra & o residuo remanescente da digestao
acida e alcalina de celula de plantas. O termo nao deve ser usado com
referéncia a fibra alimentar. Esta € uma definicao antiga do seculo 19.
No valor de fibra bruta estao incluidas porgcoes varaveis de celulose,
hemicelulose e lignina.

Englyst

Englyst (1981) define a fibra alimentar como polissacarideos nao amido
(NSP), isto &, os carboidratos derivados de material originario das
paredes celulares de planta menos a lignina, e analisa de tal forma a
eliminar alguma outra sustancia de planta que possa aparecer em outro
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metodo analitico. Metodos para determinar NSP nao levam em conta

o amido resistente que corresponde ao amido que nao é digerivel por
enzimas digestivas humanas e alcanga o colon, frequentemente agindo
da mesma forma que a fibra.

Desenvolvimento

Apesar das divergéncias relacionadas a sua definicao, do ponto de
vista quimico, a fibra alimentar consiste de polissacarideos nao amido
e lignina, os quais nao sao metabolizados pelas enzimas intestinais
do homem. Estes polissacarideos sao representados por compostos
quimicamente diversos como a hemicelulose, celulose, pectina,
carragena, goma guar e agar, entre outros.

As propriedades fisico-quimicas de cada fracao da fibra, assim como
o grau de desintegracao durante o processamento e a mastigacao,
influem em seus efeitos fisiologicos no organismo.

A maioria dos méetodos analiticos determina as fibras alimentares
levando em conta o conceito quimico; poucos tentam medir o conceito
fisiologico, que & basicamente a propriedade de nao serem hidrolisadas
por enzimas do trato digestivo.

Dados mostram que analise de algumas fontes de fibra alimentar,
as quais sao analisadas como fragoes solluveis e insoluveis, nao sao
consistentes com o que se conhece sobre os seus efeitos fisiologicos.

Os aspectos botanico, fisiologico e quimico do conceito de fibra
alimentar podem ser encontrados em trés principios analiticos
principais e em um numero consideravel de metodos analiticos.

1° - Principio da analise das paredes celulares das plantas. Mede os
componentes existentes na parede celular dos vegetais. Exemplo:
Metodo de fibra detergente neutra (FDN) e metodo de fibra detergente
acida (FDA), entre outros.

2° - Principio quimico. Mede a fibra alimentar como a soma de seus
constituintes. Exemplos: Metodos colorimeétricos, cromatografia gas-
liquido (CGL), metodo Englyst.

3° - Principio enzimatico — gravimetrico. Mede residuos indigeriveis.
Exemplo: Método AOAC International (AOAC INTERNATIONAL, 2010).
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Considerando entao os metodos disponiveis para analise de fibras,
podem-se utilizar duas direcoes distintas:

- Avaliacao da fibra alimentar total (precipitacao total de fibras)

- Identificacao e quantificacao de todas as classes dos constituintes da
amostra (separagao das fibras soluveis, fibras insoluveis e carboidratos
metabolizaveis).

Estas avaliacoes podem ser realizadas por metodos gravimetricos,
enzimaticos-gravimetricos ou quimicos (Figura 1), conforme descrito a
seguir:

Somente gravimétrico
Gravimétricos
Enzimatico-gravimétrico
—— Colorimetria
Quimicos —

{ Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
Cromatografia gas - liquido (CGL)

Figura 1. Classificagao dos metodos de fibras.

Metodos Gravimetricos

Metodo de Weende (WILLIAMS; OLMSTED, 1935)

O metodo mais antigo de determinacao de fibra bruta. Neste
procedimento, ha degradacao de toda fibra soluvel e quantidade
apreciavel de fibra insoluvel. Consiste na digestao acida e alcalina da
amostra. O residuo obtido constitui a fibra bruta, que & lavada com agua
quente e alcool, seca em estufa, pesada e queimada em mufla para
eliminagao de interferentes do residuo mineral fixo carreado.

Metodo Henneberg (HENNEBERG, 1859)

Metodo semelhante ao anterior, com digestao acida e alcalina, porem
com filtracao entre as duas etapas. Proposto pelo Instituto Adolfo Lutz
(2008), inclui uma etapa de extracao de gordura em matrizes com teor
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de gordura igual ou maior que 10%. A gordura deve ser extraida com
eter.

Metodo de Van Soest (VAN SOEST, 1967)

Considerado o méetodo de maior eficiencia na analise de fibra insoluvel
em agua, € denominado méetodo de fibra detergente neutra (FDN).
Fundamenta-se na hipotese de que a fibra pode ser quantitativamente
e especificamente separada dos outros componentes do alimento
(proteinas, amido e lipidios) por ebulicao com solucao detergente

em pH neutro. As fibras insoluveis (celulose, a maior parte das
hemiceluloses e lignina) sao separadas por filtracao e as fibras soluveis
em agua (pectinas, gomas, mucilagens e algumas hemiceluloses) sao
perdidas durante o processamento e descartadas. A relacao entre fibra
insoluvel e soluvel em agua depende da escolha das condicoes durante
o processo de pre-tratamento e solubilizacao. Assim, a classificacao das
fibras de acordo com a solubilidade pode ser erronea.

Solugoes detergentes utilizadas:

- Lauril sulfato de sodio
- Etoxi-etanol (cellosolv, eter mono etil glicol etileno)
- Dodecilsulfonato de sodio

Metodo de Goering e Van Soest (GOERING; VAN SOEST, 1970)

Este metodo e denominado de fibra detergente acida (FDA), no qual a
fibra & especifica e quantitativamente separada por solugao detergente
em pH acido.

Metodos Enzimatico-
Gravimetricos

Metodo da fibra detergente neutra enzimatica (FDN enzimatico)

Modificagoes do méetodo proposto por Van Soest (1967) foram
realizadas por Schaller (1977) e, posteriormente, por Robertson e Van
Soest (1981). Introduziu-se uma etapa de digestao enzimatica apos a
etapa de filtracao. Schaller (1977) utilizou amilase de pancreas suino e
Robertson e Van Soest (1981) usaram a-amilase de Bacillus subtilis.
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A amostra sofre tratamento com solucao detergente em pH neutro
e posterior filtracao. Adiciona-se a-amilase de pancreas suino ao
precipitado. Apos a digestao, faz-se a filtracao, lavagem com agua
e acetona. O residuo & seco em estufa a 100°C e corresponde a
concentracao de FDN na amostra.

O metodo de Schaller (1977) foi adotado pela AACC International
(American Association of Cereal Chemists) em 1983. Este méetodo

foi considerado por estimar a fibra alimentar total em produtos de
cereais. Porem, foi considerado inadequado para frutas, folhas e raizes.
Na publicagao da AACC, a enzima e adicionada junto com a solugao
detergente (AACC INTERNATIONAL, 2009).

Ha diversas variacoes de procedimento no méetodo FDN-enzimatco. Ha
variacoes na enzima utilizada, bem como nas condicoes de tempo e
temperatura de digestao.

e Jeraci et al. (1989) — Usam a-amilase termo-estavel (Termamyl) e
aquecimento com ebulicao por 60 minutos.

® Robertson e Van Soest (1981) - Usam como primeira etapa a acao da
solucao detergente neutra por 30 minutos. E, logo apos, digestao com
o-amilase de Bacillus subtilis.

e Mertens (1988) — Usa como primeira etapa a acao da solugao
detergente neutra por 40 minutos e, apos, digestao com a-amilase de
Bacillus subtilis por 20 minutos.

e Mietodo Mongeau-Brassard (MONGEAU; BRASSARD, 1986) — Méetodo
FDN+SOL & uma modificagao do metodo de Goering e Van Soest
(1970). Consiste na determinacao de FDN e na posterior separagao da
fracao soluvel. Para se eliminar a interferéncia do residuo, o amido

e gelatinizado e hidrolisado com amiloglucosidase (MONGEAU;
BRASSARD; VERDIER, 1989).

A partir da determinacao de FDN, é possivel quantificar um grupo

de componentes, que constituem a fibra detergente acida (FDA) e,
apartir desta, os seus componentes separadamente (lignina, celulose e
pentose).

Metodo da fibra detergente acida (FDA)

Para esta determinagcao, usa-se o residuo obtido no metodo FDN
enzimatico, que e adicionado de solugao detergente acida. Apos o
tempo de reacao de 60 minutos em ebulicao, filtra-se. O residuo deve
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ser lavado com agua destilada e, logo apos, com acetona, seco em
estufa a 100°C e pesado.

Metodo de determinacao de lignina e celulose
e Lignina - Méetodo do permanganato

O residuo de detergente acido enzimatico é tratado com solugao de
permanganato. Depois do descarte do permanganato remanescente
(por aspiragao), o residuo e tratado com solugao desmineralizante e
lavado com etanol e acetona. O residuo é seco a 100°C e pesado. O

valor da lignina & obtido pelo calculo abaixo:

Residuo de FDA - residuo de permanganato = LIGNINA
¢ Celulose — Metodo do acido sulfurico

O residuo detergente permanganato, obtido no item anterior, € tratado
com H,SO, a 72%, por 3 horas. Em seguida, o residuo obtido & filtrado,
lavado com agua quente, secado a 100°C e pesado. O valor da celulose
e obtido pelo calculo abaixo:

Residuo de permanganato — Residuo de H,SO,= CELULOSE
Metodo de determinacao da pentose

A fibra detergente neutra é extraida de aproximadamente 0,5 g de
amostra seca, ou de quantidade necessaria para se obter 0,1 g de FDN.
O residuo de FDN é tratado com 20 mL de H,SO, 1M (2,5h a 100°C), que
hidrolisa os polissacarideos nao celulosicos. Os acluicares hidrolisados
sao extraidos com etanol. O teor de pentose & determinado pelo metodo
de Mejbaum (1939), modificado por Albaum e Umbreit (1947), que usa
reacao de FeCl,-HCl e solucao de orcinol alcoolico com pentoses. Ha
formacao de cor, que & lida a 600nm.

O contelido de hexose pode ser determinado pelo procedimento de
Roe (1955). Neste méetodo, ha quantificagao colorimetrica de acucares
totais, atraves do uso da antrona, que reage com hexoses produzindo
coloragao azul e com pentoses, produzindo coloragao verde amarelada.
A concentragao de pentose & usada para corrigir a sua interferéncia

na quantificacao das hexoses. A resposta colorimeétrica € comparada
com uma curva padrao de glicose (100ng de glicose, que produz cor
equivalente a 5ug de arabinose).
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Metodo de fibra alimentar total

Metodo adotado pela AOAC International em 2005. Este metodo foi
desenvolvido sob a lideranca de Leon Prosky do FDA (Food and Drug
Administration) e baseado nas experiéncias de Furda (1983), Asp et
al. (1983), Englyst e Cummings (1984), Southgate (1992), Theander

e Westerlund (1986), Van Soest, Robertson e Lewis (1991) e Wursch
(1991).

Amostras em duplicata de alimentos secos com mais de 10% de
gordura deverao ser desengorduradas previamente. A seguir, sao
tratadas com Termamil (o.-amilase termo estavel) em tampao fosfato
pH 6, a fim de hidrolisar os amidos presentes, sendo, em seguida,
enzimaticamente digeridas com protease (em tampao fosfato) e
amiloglucosidase para remover proteinas e amido. Nesta solucao, estao
contidas as fibras soluveis e as insoluveis. Para a precipitacao das fibras
soluveis, adicionam-se 4 volumes de etanol a 95%. O residuo total &
separado por filtracao, lavado com alcool a 95%, com acetona, seco em
estufa e pesado. Uma das duplicatas & analisada para se determinar o
teor de proteina e, a outra, o teor de cinzas.

A fibra alimentar total corresponde ao residuo menos o percentual

de proteina e cinzas. O residuo medido como fibra alimentar por este
metodo consiste de NSP, algum amido retrogradado, lignina, produtos
resultantes da reagao de Maillard e um numero de compostos nao
identificados de origem animal e vegetal.

No meéetodo adotado pelo AACC International (32-05.01), a determinacao
de fibra alimentar total segue o mesmo procedimento descrito
anteriormente no méetodo da AOAC International (2010).

Varios autores sugeriram modificacoes nos metodos de fibra alimentar
total descritos acima.

Prosky et al. (1988) sugeriram modificagao na analise, introduzindo a
etapa de separagcao e quantificacao de fibra soluvel e insoluvel. Para

o calculo da fibra total, o residuo resultante da digestao com protease
e amiloglucosidase é filtrado e o precipitado & lavado com agua, seco
em estufa e pesado, obtendo-se o valor de fibra insoluvel. O filtrado

e a agua de lavagem sao tratados com alcool para precipitar os
componentes soluveis. O residuo obtido € filtrado, lavado com alcool,
seco em estufa e pesado. Este corresponde entao o valor de fibra
soluvel. E necessario realizar a corregao para proteina e cinzas de cada
residuo obtido, isto €, o residuo de fibra soluvel (FS) e de insoluvel (Fl),
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sendo FS + Fl = fibra total (FT).

Lee, Prosky e De Vries (1992) propuseram a mudanga do tampao fosfato
por tampao 0,06M MES/TRIS (0,056M MES- acido 2-N-(morpholino)
etanosulfonico; 0,056M TRIS - Tris hidroximetil aminometano). Este
metodo (Figura 2) esta descrito no AOAC International (2010) como
metodo 991.43 e apresenta correlagao com o metodo original.

Amostra em duplicata (1g)

+
50 mL de tampéao pH 8,4 MES/TRIS

!

l Pré-gelatinizagdo da amostra (95-100°C por 20 min) ‘

!

l + solugdo de a-amilase (95-100°C por 30 min) ‘

!

+ 10 mL de NaOH 0,205M para tornar o pH 7,5 (7,2-7,8) + solugdo de

protease (60°C por 30 min)

'

+ 10 mL de HCI 0,325M para tornar o pH 4,5 (4,3-5,0)
+ solugdo de amiloglucosidase (60°C por 30 min)

!

Precipitagdo com 4 volumes de etanol 95%

Filtracao

Secagem

il

’ Proteina ‘ ’ Cinzas ‘

| l

Figura 2. Fluxograma do método descrito por Lee, Prosky e De Vries (1992).

Nishimune et al. (1991) introduziram uma etapa de digestao

com pepsina, a fim de diminuir os erros de eliminacao de amino
polissacarideos (exemplo: quitina e acidos quiticos, etc) que sao
encontrados em alimentos de origem marinha considerados como fonte
de fibra.



20 | Coletanea de Métodos Analiticos para Determinagao de Fibra

Lahaye (1991) propos a reducao da formacao de gel altamente viscoso,
que impediria a recuperacao de toda a fracao estavel de fibra soluvel,
usando tampoes salinos de pH 2 e pH 7.

Li e Andrews (1988) usaram somente um periodo de incubagao e uma
enzima (amiloglucosidase). Esta modificagao acarreta um valor mais
alto para a corregao de proteina.

Al-Hasani, Hlavac e Huntsman (1993) sugerem a introducao de uma
etapa de dispersao da amostras em tampao fosfato pH 7,4, para
proporcionar maior reatividade das enzimas e adicao de enzima de
bile pancreatica. Este metodo (Figura 3) visa submeter a amostra a
condicoes semelhantes as encontradas no sistema digestivo humano e
mostrou boa correlacao com o metodo do AOAC.

| Amostra em duplicata |

}

| Solugao de bile + solugdo de pancreatina |

l

| + 2 vezes o volume do alcool |

}

| Filtragéo |

}

| Lavagem do residuo com alcool e acetona |

|

| Secagem em estufa a 135°C por 30 |

l

| Corregao deve ser feita para proteina e cinzas |

Figura 3. Fluxograma do método descrito por Al-Hasani, Hlavac e Huntsman
(1993).

Fleury e Lahaye (1991) objetivaram simular as fungoes das fases
gastrica e intestinal da digestao, utilizando a temperatura e pH do
organismo humano. Este procedimento resulta em 3 fracoes: uma
insoluvel e 2 soluveis, sob condigoes de pH 2 e 7,5, que, somadas,
resultarao no valor de fibra alimentar total.
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Li e Cardozo (1992) introduziram uma fase de solubilizacao da amostra
em agua deionizada a temperatura de 37°C, durante um periodo de

90 minutos, sendo, posteriormente, adicionado etanol para precipitar

a fracao soluvel, seguida de filtracao do residuo, lavagem e secagem.

O valor obtido neste procedimento deve ser corrigido em relacao ao
contetido de proteina. O valor do residuo menos o valor da proteina
dara valor de fibra total. Este método é indicado para a determinacao de
fibra total em frutas e legumes.

Jeraci et al. (1989) utilizou o metodo denominado de ureo-enzimatico
(Figura 4). O autor usa o principio de que as amilases sao ativadas

em solugao 8M de uréeia a temperatura ambiente, permitindo a
gelatinizacao e hidrolise do amido e outros polissacarideos soluveis,
sem aquecimento extra. Portanto, uma porgao da amostra & colocada
em um tubo de dialise e & submetida a acao das amilases ativadas por
ureia. A seguir, o amido hidrolisado e removido do tubo e adiciona-
se a protease. Apos a agao desta Ultima enzima, o conteuido do tubo
de dialise e transferido para bequer, onde recebe a adicao de alcool.
O residuo é filtrado e seco em estufa. Deve-se fazer a correcao do
resultado de fibra alimentar total para o valor de proteina e cinzas

do residuo. Este metodo € particular para amostras que formam gel
durante a precipitagao com alcool. Também pode ser empregado para
se determinar fibra soluvel e insoluvel.

Tubo de didlise (4), cada um com 1g de amostra.

|

+ 30 mL de solugéo de uréia 8M + 0,2 mL de amilase-termoestavel.
Temperatura ambiente por 3,5 a 4 horas.

|

Abertura do fundo do tubo e adigéo de 0,5 mL de protease. Fechamento
imersao do tubo em banho-maria a 50°C por 2 a 28 horas.

!

Transferéncia de todo o contetdo do tubo de dialise
para béquer e adigao de 4 volumes de etanol
atisoluto.

v

Filtracao

Filtrado (descarte) Residuo Fibra Total.
Secagem (100°C),
pesagem (corrigir cinzas e

Figura 4. Fluxograma do método descrito por Jeraci et al. (1989).



22

Coletanea de Métodos Analiticos para Determinagdo de Fibra

Metodos Enzimatico-Quimicos

Consiste na separagao dos componentes da fibra, por intermedio da
hidrolise dos polimeros, seguida da determinacao de seus residuos por
Espectrofotometria ou Cromatografia (GC ou CLAE).

Metodo Uppsala (THEANDER, 1989; THEANDER; WESTERLUNG, 1986)

Metodo de determinacao de fibra alimentar total, usando a
caracterizacao dos seus aglicares constituintes por cromatografia
gasosa. O teor de fibra equivale a soma de aglcares neutros, acidos
uronicos, amido resistente e lignina.

As etapas desta determinacao incluem primeiramente a remogao

de aclcares livres e amido com a-amilase termo-estavel, seguida

de determinacao dos residuos de polissacarideos nao amidos como
acetato de alditol por cromatografia gas-liquido (GLC). Lignina e
fracoes de nao carboidrato da fibra alimentar sao determinadas
gravimetricamente como material acido insoluvel. Acidos uronicos sao
determinados por descarboxilacao e quantificacao por condutimetria.

Utilizou-se uma amostra representativa seca para a trituracao. No
caso de umidade da amostra ser elevada, esta devera ser previamente
liofilizada e, se o teor de gordura for superior a 6%, a amostra devera
ser desengordurada com éter de petroleo.

O amido & removido por incubagao com a-amilase termo-estavel
(Termamyl), minimizando o risco de retrogradacao. Em seguida,
adiciona-se amiloglucosidase. Para determinacao de fibra total, &
necessario precipitar as fibras soluveis em alcool a 80% (Figura 5 A).

Para determinacao do valor de fibra soluvel e insoluvel separadamente
(Figura 5 B), a fibra soluvel (em solugao) sera separada da fibra
insoluvel (precipitada) por centrifugacao.

A fibra Insoluvel pode ser hidrolisada para determinagao da lignina
usando o procedimento conhecido como “lignina de Klason”, que
estabelece a adicao de H,SO, 12M a 30°C e hidrolise em H,SO, 18 M

em autoclave a 121°C, seguida da adicao de mio-inositol como padrao
interno. A solucao quente e filtrada atraves de filtro de vidro e o residuo
livre de cinzas e pesado como “lignina de Klason”. Os residuos de
polissacarideos neutros no filtrado sao reduzidos e acetilados usando
1-metil-imidazol como catalisador e o acetato de alditol formado e
quantificado por cromatografia gas-liquido (GLC), usando coluna capilar
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DB-225. O metodo utiliza, também, fatores de correcao para cada aglcar
individual para compensar as perdas por hidrolise.

Os acidos uronicos (galacturonicos, glicuronicos e outros) sao
determinados em amostra separada do material original usando o
procedimento de descarboxilacao. O CO, liberado & capturado por
solucao aquosa de NaOH e quantificado por condutimetria. Este metodo
pode ser adaptado facilmente para analisar fibras solUveis e insoluveis.
Neste caso, as fibras soluveis sao separadas apos degradacao do amido
e recuperadas por dialise e liofilizagao. Ha precipitacao com alcool e
lavagem do residuo com agua. As fibras soluveis sao hidrolisadas em
meio acido e os aglicares sao determinados por cromatografia de alta
resolucao (CLAE).

| Amostra seca (250-500ma) |

A 4

[ Adicao de Termamyl (pH5/0.50) |

}

| Adicgo de amiloglucosidase (4h) |

!

Precipitagdo da fibra soluvel, com 4
volumes de etanol absoluto

l

Filtragao da fibra total (soltvel e
insolavel)

Fibra total

Figura 5. (A) Fluxograma do metodo Uppsala para determinagao de fibra total.
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| Amostra seca (250-500mg) |

A4

| Adigdo de Termamyl (pH5/0,5h) |

}

| Adicéo de amiloglucosidase (4h, 60°C)

Filtragao

Residuo — Fibra insoluvel Filtrado - Precipitagdo da fibra
soltvel, com 4 volumes de etanol
absoluto

Hidrdlise H,SO,
Filtragao

Insoluvel

[ remso ]
Acetilacédo

| “Lianina de Klason” |

Figura 5. (B) Fluxograma do metodo Uppsala para determinagao do valor de
fibra soluvel e insoluvel separadamente.
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Metodo de Englyst (ENGLYST; CUMMINGS, 1984).

Com a finalidade da rotulagem de alimentos, Englyst e Cummings
(1984) propuseram que a fibra alimentar fosse definida como sendo po-
lissacarideos nao amido (NSP) do trato digestivo de humanos. Métodos
de analise foram paralelamente desenvolvidos para medir especifica-
mente NSP.

Com este metodo, podem-se obter valores de NSP total, soluvel e inso-
luvel, assim como o contetido de celulose, acidos uronicos e acuicares
neutros, proporcionando informagcao sobre a composicao quimica da
fibra. Nao se quantifica: amido resistente, lignina e compostos resultan-
tes da reacao de Maillard.

Neste procedimento, a amostra é tratada com dimetil sulfoxido em ba-
nho—-maria em ebulicao por 30 minutos, seguida de hidrolise do amido
por incubacao com enzimas pancreatina e pullulanase. O residuo livre
de amido & precipitado com etanol, hidrolisado com H,SO, 12M durante
1 hora a 100°C. Os aclicares resultantes da hidrolise sao medidos como
acetato de alditol por GLC. Acidos uronicos sao medidos por método
colorimetrico. Os polissacarideos nao amido totais sao calculados como
a soma de aclicares simples e acidos uronicos.

Para a determinacao dos polissacarideos nao amido solluveis, & neces-
sario a separacao da fibra insoluvel por filtragcao logo apos o tratamento
com as enzimas. A fibra soluvel (contida no filtrado) & entao precipitada
com alcool. Desta forma, se obtem dois precipitados que serao hidro-
lisados separadamente: os polissacarideos soluveis e os insoluveis, os
quais serao calculados como a soma de seus aclicares simples.

Para a separacao de NSP total dos polissacarideos celulosicos e nao ce-
lulosicos, emprega-se a reacao de hidrolise usando H2S04 2M durante
1 hora a 100°C. Somente os polissacarideos nao celulose serao hidroli-
sados. O valor da celulose & calculado como a diferenca entre a glicose
contida no NSP total e no polissacarideo nao celulosico

O contelido de acucares neutros & determinado por colorimetria (EN-
GLYST,; HUDSON, 1987; ENGLYST et al., 1992), cromatografia liquida de
alta resolugcao (QUIGLEY; ENGLYST, 1992) ou por cromatografia gasosa
com derivacao e acetilacao de acucares (ENGLYST; CUMMINGS, 1984,
ENGLYST et al., 1992) e, o conteuido de acidos uronicos, pela tecnica
colorimétrica de Scott (1979).
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Metodo colorimetrico rapido de NSP total (ENGLYST; CUMMINGS,
1984; ENGLYST et al., 1992).

O procedimento &€ o mesmo descrito anteriormente, até a etapa da
hidrolise com H,SO, e incubagao por 1 hora a 100°C. O hidrolisado &
neutralizado com NaOH, adiciona-se o reagente dinitrosalicilato e a
mistura & aquecida por 15 minutos a 100°C. A Leitura da absorbancia
da amostra e dos padroes € realizada a 530 nm. O valor do NSP total e
obtido diretamente como acglcar reduzido medido no hidrolisado. Se
desejavel, os valores de glicose e acidos uronicos podem ser obtidos
separadamente.

Metodo do NSP soluvel e insoluvel (ENGLYST; CUMMINGS, 1984; EN-
GLYST et al., 1992).

O metodo usa como primeira etapa a extracao do NSP soluvel com
tampao fosfato pH 7, por 1 hora a 100°C, seguido de sua separagao por
filtracao. Desta forma, a medida do NSP soluvel e insoluvel e realizada
de modo idéntico a determinacao de NSP total, isto &, o filtrado e o re-
siduo de filtracao sao submetidos separadamente a hidrolise acida para
que sejam obtidos os aclicares constituintes das 2 fases. Os acucares
obtidos podem ser quantificados por GLC ou por calorimetria.

Metodo Southgate (1969, 1981)

Este méetodo sugere a medida de fibra alimentar como a soma de seus
componentes: celulose, lignina e polissacarideos nao celulosicos (PNC),
os quais sao fracionados em hexoses, pentoses e acidos uronicos (Figu-
ra 6).

Nesta técnica, é realizada uma gelatinizacao e hidrolise do amido com
amiloglucosidase, seguida de precipitacao alcoolica das fibras soluveis
e filtracao do material insoluvel. O residuo insoluvel corresponde a fibra
total, isto e, fibra soluvel e insoluvel, enquanto que, no filtrado, encon-
tram-se os aclicares simples e produtos de degradacao do amido. O
filtrado e submetido a hidrolise acida para se obter valores destes cons-
tituintes (nao fibra) medidos como pentoses, hexoses e acidos uronicos.
O residuo da determinacao da fibra total &€ submetido a extragao com
H,SO, 12M, quantificando-se a celulose como glicose. Todos os aguca-
res sao medidos colorimetricamente, sendo o residuo insoluvel pesado
e considerado como lignina.
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’ Gelatinizagdo com Termamyl ‘

!

’ + Amiloglucosidase ‘

!

’ Precipitagdo com alcool ‘

Filtragao

Hidrélise em meio acido ‘

}

Solugado para andlise
colorimétrica

Filtracao

v ¥

Solugédo para determinacéo ’ Residuo de Lignina ‘
de glicose da celulose

Figura 6. Fluxograma do méetodo Southgate (1969, 1981).

Metodo de Selvendran e Du Pont (1980)

Neste metodo, a analise de fibra alimentar € realizada em 4 etapas:

1% - Destruicao da estrutura celular mediante moagem da amostra em
etanol 85 % v/v, o que facilita a degradagao do amido.

2? - Eliminagao do amido mediante tratamento enzimatico.

3% - Uso de procedimentos hidroliticos com H,SO, para se estimar os
polissacarideos celulosicos da fibra, sendo os agucares redutores resul-
tantes, como acetatos de alditol, determinados por GLC.

4? - Determinagao do conteuido de acidos uronicos e lignina mediante
modificagoes do metodo de carbazol (BITTER; MUIR, 1962) e a “lignina
de Klason” (THEANDER; WESTERLUNG, 1986), respectivamente.
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Metodo de Theander e Aman (1982)

A fibra alimentar, para estes autores, & definida como polissacarideos
nao amido e lignina. A determinacao da fibra consiste na degradacao
do amido com a enzima altamente especifica ct-amilase (Termamyl) a
85°C. A fibra solluvel & extraida junto com os carboidratos de baixo peso
molecular e amido hidrolisado e isolados por dialise. A composicao do
residuo de aclicares neutros & determinada por GLC, apos hidrolise aci-
da como acetato de alditol. Fatores de correcao para perdas por hidroli-
se, produtos de derivacao e resposta do GLC para agucares individuais
sao incluidas neste méetodo. O residuo de acidos uronicos e quantificado
pelo méetodo de descarboxilacao.

No residuo insoluvel, a lignina & determinada gravimetricamente como
lignina de Klason, apos a hidrolise dos polissacarideos com H,SO, 18M.
A quantidade dos residuos de acuicar e de acido uronico (calculados
como polissacarideos), na fracao soluvel em agua, somados a fracao de
lignina de Klason, na fracao insoluvel em agua, constituem, respectiva-
mente, a medida do contetido da fibra alimentar soluvel e insoluvel.

Metodo de Theander e Westerlund (1986)

O metodo consiste em tres procedimentos:

Procedimento 1: Realiza-se a hidrolise do amido presente por tratamen-
to da amostra com o-amilase e amiloglucosidase.

Procedimento 2: A amostra, depois do tratamento enzimatico, & pre-
cipitada com etanol, centrifugada e filtrada, obtendo-se no filtrado os
aclcares resultantes da hidrolise do amido e, como residuo, as fibras
soluveis e insoluveis.

Procedimento 3: Os acidos uronicos sao determinados por descarboxi-
lacao e, o amido, como glicose pelo método glicose-oxidase. O valor de
fibra total corresponde ao valor do residuo obtido no procedimento 2,
depois de seco e pesado.

Metodo de determinacao por pirolise/GLC/MS (GALLETTI et al., 1993)

Este metodo é indicado somente para analise de “lignina de Klason”,
apos a mesma ter sido obtida por um dos méetodos anteriormente des-
critos.

Sua analise é dificil, pois se trata de um polimero de quimica complexa
€ que possui associagao com outros componentes da parede celular.
Possui estrutura altamente polar e nao e volatil.

O procedimento de degradacao da lignina por pirolise, acoplada com
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GC e MS, resulta num sistema integrado de degradacao e analise de
macromoléculas.

Pirolise significa degradacao pelo calor em presenca de atmosfera iner-
te. Ocorre fissao termica da amostra, em fragmentos de massa menor,
baixa o suficiente para ser determinada por Cromatografia Gasosa ou
Espectrometria de Massa e grande o suficiente para fornecer informa-
coes analiticas sobre a amostra original. Esta tecnica permite que se
obtenha a impressao digital da amostra em analise. A amostra é sub-
metida a temperaturas de 600-800°C em poucos segundos. O pirograma
obtido mostra os fragmentos detectados.

Metodo de determinacao de fibra detergente neutra e proteina por
espectrofotometria de refletancia no infra vermelho proximo — NIR
(BARTON; WINDHAM, 1988).

Para utilizacao desta técnica, alguns cuidados dever ser tomados inicial-
mente, tais como:

e A amostra deve ser representativa da usada na calibragao.
¢ O laboratorio deve possuir exatidao nos resultados obtidos.
¢ O processamento de dados é altamente especifico.

A amostra preparada é colocada dentro do amostrador do NIR. O instru-
mento & parte de um sistema que foi calibrado, usando amostras repre-
sentativas da populacao a ser testada. As respostas sao convertidas em
logaritmo (usualmente log 10 =1/R), por comparagcao da transmitancia
ou reflectancia de uma amostra padrao. Esses resultados sao finalmente
coletados como valores de log 10 1/R, estocados e processados usan-
do modelos matematicos estatisticos em programas computacionais
especificos.

A calibracao do NIR deve ser realizada com no minimo 50 amostras de
composicao conhecida, cujos resultados foram obtidos e determinados
por um procedimento quimico padrao.
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Consideracoes Finais

Esta coletanea tem por objetivo mostrar que a busca do conhecimento
sobre fibras teve inicio no seculo passado com o conceito de fibra bruta,
ocorrendo uma evolugcao deste conceito, apesar das diferentes defini-
coes, resultando atualmente em uma gama de métodos sensiveis e exa-
tos, com maior ou menor grau de complexidade, que permitem analisar
e quantificar fibra alimentar e seus componentes nos alimentos.
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