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RESUMO

SILVA, RENATA SOARES TAVARES, D. Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; abril de 2016. Avaliacdo da determinacdo da matéria orgéanica fibrosa por
meio de diferentes sistemas analiticos e sua comparacdo ao metodo oficial AOAC.
Professor Orientador: Alberto Magno Fernandes. Coorientadores: Ricardo Augusto Mendonga
Vieira e Leonardo Siqueira Gloria.

Objetivou-se comparar os sistemas de extracdo de analise de matéria orgénica fibrosa, descritos
como Filter Bag System e Micro-FDN com o método oficial recomendado pela AOAC em
sistema de refluxo e cadinhos filtrantes (AOAC 2002.04). O experimento foi conduzido em
esquema fatorial 5x20x3, em que cinco sistemas de extracdo: refluxo convencional e Fibertec®
(oficiais), Ankom®, Sistema de Extracio em Sacos (SES) e Micro-FDN (Autoclave) foram
comparados, empregando-se 20 alimentos, operados por trés analistas. Em todos os sistemas
empregou-se solugdo de detergente neutro, a-amilase termoestavel, Na>SOs e correcdo para
cinzas. As variaveis resposta foram transformadas por meio do procedimento BOX COX e
analisadas com uso do PROCMIXED do SAS, com auxilio do método de estimagdo de maxima
verossimilhanca restrita. Médias e respectivos intervalos de confianca (95%) foram obtidos por
meio do melhor preditor ndo viesado (BLUP). Para a comparacdo multipla de médias foram
obtidos intervalos de confianca (95% de significancia), adotando-se o procedimento
SIMULATE. Nao houve efeito significativo para o componente de variancia de analista
(P=0,083). Contudo, foram constatados efeitos para as interagdes alimento*analista,
método*analista e alimento*método*analista, o que permite inferir que as determinacdes
analiticas de aFDNmo dos alimentos nos diferentes métodos de extracdo foram influenciadas
diretamente pela execucdo do analista. Provavelmente alimentos que demandam maior
manipulacdo, como aqueles com alto teor de amido, proteina ou gordura, possam ter contribuido
para este resultado. Os aparelhos recomendados por métodos oficial, refluxo convencional e
Fibertec, determinaram valores convergentes e idénticos de fibra. Os valores de fibra
determinados em Ankom néo diferiram do método oficial AOAC. O SES apresentou valores
elevados de fibra para uma série de alimentos, a saber: milho, sorgo, farelo de soja, soja e
composto lacteo. Estes alimentos apresentam baixa concentracao de fibra e algum componente
de dificil extracdo na analise, como amido, gordura ou proteina. A dificuldade em atingir o
valor convergente do método oficial para este método possivelmente deve-se a auséncia de
contato entre reagentes e amostra provocada pela presenca de bolhas de ar no interior dos sacos.
O método de Micro-FDN superestimou a quantidade de fibra para o sorgo, o que poderia estar
relacionada a baixa eficiéncia de extracdo do sistema devido a possivel auséncia de agitacéo
das particulas. Os sistemas analiticos SES e Micro-FDN nédo apresentam sensibilidade nas
analises de fibra de alimentos concentrados em comparacao ao método AOAC 2002.04. Mas o
uso destes métodos na andlise de forragens e subprodutos concentrados ndo compromete a
acuracia dos resultados analiticos. O sistema Ankom foi conveniente para todos os alimentos
guando comparado ao Método Oficial AOAC 2002.04.

Palavras—chave: acuracia; analistas; BLUP; fibra insolUvel; ruminantes



ABSTRACT

SILVA, RENATA SOARES TAVARES, D. Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; april 2016. Evaluation of determination of fibrous organic matter by means
of different analytical systems and their comparison with official AOAC method. Advisor:
Alberto Magno Fernandes. Committee members: Ricardo Augusto Mendonca Vieira and
Leonardo Siqueira Gloria.

This research aimed to compare the extraction systems of analysis of fibrous organic matter
described as Filter Bag System and Micro-NDF with the official method recommended by the
AOAC in reflux system and filter crucibles (AOAC 2002.04). The experiment was carried in
factorial 5x20x3, in which five extraction systems: conventional reflux and Fibertec® (official),
Ankom®, bags in Extraction System (SES) and Micro-NDF (Autoclave) were compared. For
this 20 food was used, operated by three analysts. For all systems we used neutral detergent
solution, a-amylase, Na2SOs and correction ashes. The response variables were transformed by
BOX COX procedure and analyzed using the SAS PROCMIXED with the support of the
estimation restricted maximum likelihood method. Averages and confidence intervals (95%)
were obtained from best linear unbiased prediction (BLUP). For multiple comparisons of
averages were obtained confidence intervals (95% significance), by SIMULATE procedure.
Significant effect was not found for analyst variance component (P = 0.083). However, it was
found significant effect for the interactions: food* analyst, method* analyst and
food*method*analyst. Those results allow to infer that the analytical determinations of
aFDNmo of foods in different extraction methods were directly influenced by execution
analyst. Probably foods that require more handling, such as those with high starch content,
protein or fat, may have contributed to this result. The recommended equipments for official
methods, conventional reflux and Fibertec, showed convergent values and identical values of
fiber. The estimates of fiber determined by Ankom was similar to official AOAC method. The
SES showed high levels of fiber for a number of foods, namely: corn, sorghum, soybean meal,
soybean and lactic compound. These foods have a low concentration of fiber and some
component of difficult extraction, such as starch, fat or protein. The difficulty in achieving
convergent value of the official method of this method may be due to the absence of contact
between reagents and sample caused by the presence of air bubbles inside the bags. The Micro-
NDF method overestimated the amount of fiber for sorghum, this result could be related to low
efficiency system of extraction due the possible absence of particle agitation. Analytical
systems SES and Micro-NDF are insensitive in the food fiber analysis concentrated compared
to the AOAC 2002.04 method. However, the use of these methods in the forage analysis and
concentrated by-products does not compromise the accuracy of analytical results. The Ankom
system was convenient for all foods when compared to the AOAC Official Method 2002.04.

Keywords: accuracy; analysts; BLUP; insoluble fiber; ruminants
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1. INTRODUCAO

Uma das analises de maior relevancia na nutricio de ruminantes refere-se a
determinacéo fibra, uma entidade nutricional, que permite caracterizar um alimento quanto ao
seu valor energético e o seu potencial de consumo. A fibra possui digestibilidade variavel para
ruminantes, dado seu grau de associacdo com lignina (MERTENS, 2002; 2003), e, portanto,
“ocupa espaco no trato”, podendo limitar o consumo e o desempenho animal (JUNG, 1997). O
método analitico de determinac&o de fibra, conhecido como sistema detergente neutro, € um
método empirico e foi desenvolvido segundo a defini¢do nutricional da fibra. Em funcéo disso,
a fibra pode assumir diversas naturezas de acordo com o procedimento de analise. Em nutrigcdo
de ruminantes € caracterizada como entidade nutricional e definida como a fracdo organica da
dieta, que é indigestivel ou lentamente digestivel e que ocupa espago no trato gastrintestinal dos
animais (MERTENS, 2002; 2003).

O método original de obtencdo dos teores de fibra em detergente neutro (FDN) foi
desenvolvido por Peter Van Soest e colaboradores, nos anos de 1960, nos Estados Unidos e,
desde entdo, sofreu numerosas modificacfes. Nesse sistema, a fibra é determinada
gravimetricamente como a diferenca de peso antes e ap6s 0 processo de extracdo do material
em detergente neutro, e 0 material remanescente é denominado fibra insolivel em detergente
neutro (FDN), primariamente constituida de componentes majoritarios da parede celular
vegetal, celulose, hemicelulose e lignina (VAN SOEST, 1964; 1967; VAN SOEST etal., 1991),
e em alimentos de origem animal, compreende também a matéria nitrogenada indigestivel
(MERTENS, 2002).

O método original de andlise sofreu diversas modificacbes ao tentar melhorar sua
aplicabilidade, principalmente para alimentos concentrados. Algumas foram desenvolvidas em
laboratdrios individuais e, devido a falta de testes rigidos para determinar a aptiddo do método
para os diversos tipos de alimentos, essas modificacfes resultaram em variacfes entre
laboratorios na medigdo da FDN (MERTENS, 2002).

David Mertens, na década de 80, iniciou esfor¢os para padronizar a analise de FDN
entre os laboratérios dos EUA, percebendo que a unica forma de reduzir o erro entre
laboratdrios seria prescrever um Unico método analitico para todos os tipos de alimentos. Os
esforcos de Mertens resultaram na recomendagao que todos os alimentos devem ser analisados
com o0 uso de solugdo de trabalho padronizada de a-amilase termoestavel, sulfito de sodio e

corrigidos para cinzas, e nomeou o material remanescente como “aFDNmo” (matéria organica
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fibrosa, tratada com amilase) (UDEN et al., 2005), definida como entidade nutricional
(MERTENS, 2002; 2003). O método padronizado por Mertens (2002) foi adotado como oficial
pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC) International (AOAC Official
Method - 2002.04/ Amylase-Treated Neutral Detergente Fiber in Feeds).

As metodologias oficiais, originalmente descritas por Van Soest e Wine (1967) e por
ultimo, padronizadas por Mertens (2002), séo realizadas em sistema de refluxo em béquer
denominado refluxo convencional ou sistema de refluxo em cadinhos filtrantes chamado de
Fibertec®, além da filtragem do residuo em cadinhos filtrantes de placa porosa. No Brasil, e
também em outros paises (FERREIRA; MERTENS, 2007; HRISTOV et al., 2010), outro
sistema, com uso de sacos filtrantes (Filter Bag System), em que as amostras sao acondicionadas
e entdo submetidas a extracdo com detergente neutro em ambiente pressurizado, é amplamente
utilizado. Este sistema se mostra vantajoso por ser menos laborioso, eliminando etapas
individuais do método convencional, como filtragem e lavagem.

O sistema Ankom® para andlise de fibras baseia-se na digestéo e filtragem das amostras
de alimentos contidas em saquinhos filtrantes, em um recipiente fechado e pressurizado.
Apresenta vantagens em relacdo ao sistema convencional por ter menor custo e ser menos
laborioso (VOGEL et al., 1999). O sistema de extracdo denominado Digestor de Fibras em
Sacos de Extracdo, da marca Tecnal® (TE-149) apresenta 0 mesmo principio de funcionamento
do sistema Ankom®, no entanto, ndo é pressurizado.

Os aparelhos Ankom® de anélises de fibra tém sido amplamente utilizados em
instituicGes de pesquisa, universidades e empresas particulares, tanto no Brasil como em outros
paises. Em relacdo ao método convencional em sistema de refluxo, o Filter Bag System da
Ankom® apresenta a vantagem de determinar um grande niimero de analises por dia, 0 que tem
tornado esse aparelho mais atrativo na conducéo das analises. Entretanto, uma duvida pertinente
ao uso deste sistema é quanto & concentracdo de FDN obtida com esta técnica. Contudo, sdo
escassas as publicacbes que avaliaram este sistema em relagdo ao método convencional
publicado na AOAC (MERTENS, 2002). As citacGes mais frequentes que relatam a existéncia
de diferencas entre os teores obtidos nos diferentes sistemas sdo de Vogel et al. (1999),
Bortolassi et al. (2000), D'heer et al. (2000), em estudos anteriores a padronizagdo realizada
por Mertens (2002). Em fungéo disso, o uso do sulfito de sodio e de amilase foram omitidas
nestas publicacdes.

No estudo colaborativo de Mertens (2002), o sulfito de sodio foi considerado critico na
remoc&o de material proteinaceo e foi reintroduzido no método. Outro aspecto considerado pelo

autor é que alimentos com teores de lipideos acima de 100 g.kg™ devem passar por um processo
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de pré-extracdo antes de serem submetidos ao detergente neutro, devido ao fato dos lipideos
formarem complexos com a solucdo de detergente neutro e reduzir a eficiéncia da extragéo.
Além desses fatores, Mertens (2002) € enfatico quanto ao uso de solug¢Bes concentradas de o.-
amilase termoestavel, as quais ndo sdo recomendadas como solugdes de trabalho, pois podem
apresentar atividade proteolitica e até fibrolitica, afetando assim os resultados.

Embora seja improvavel que todos os cientistas sigam rigorosamente o protocolo de
Mertens (2002), ele é recomendado como a principal referéncia para a anélise de FDN, a qual
deveria ser especificada como aFDNmo ou aFDN, quando omitida a corre¢do das cinzas
(UDEN et al., 2005).

De acordo com Mertens (2003), os métodos de determinacdo de FDN precisam
apresentar relevancia e reprodutibilidade. A primeira diz respeito ao fato do método fornecer
uma informacdo nutricional relevante e prover ciéncia quantitativa para a descricdo do
alimento. A reprodutibilidade é a capacidade do método de ser conduzido em diversos
laboratdrios e apresentar resultados similares para a mesma andlise e é um atributo fundamental
para assegurar que os resultados sejam acurados e comparaveis entre as pesquisas (HORWITZ,
1982; MERTENS, 2003). Acurécia é a habilidade de um resultado ser auténtico ou aproximar-
se da verdade. A precisdo — outro atributo importante em analises laboratoriais — é a auséncia
de variacdo entre os resultados de uma mesma analise de um mesmo alimento (MERTENS,
2003).

Face ao exposto, embora 0 método da obtencdo da aFDNmo tenha sido padronizado
por Mertens (2002) e seja recomendado pela AOAC como protocolo oficial, em sistema de
refluxo convencional e Fibertec®, diferentes sistemas de extracdo encontram-se disponiveis
para realizacdo de analises de componentes fibrosos, os quais sdo diferenciados quanto ao
ambiente fisico para conducdo dos procedimentos de extracdo e forma fisica de interacdo entre
a amostra e reagentes. Além disso, alguns sistemas apresentam metodologia especifica,
diferente do método oficial. Estas particularidades dos aparelhos podem resultar em diferengas
quanto aos teores de aFDNmo obtidos em cada ambiente.

A utilizacdo ou subutilizacdo de diferentes métodos na anélise de aFDNmo, sem a
exclusdo de possiveis erros em comparacdo aos resultados obtidos em sistema de refluxo
convencional ou Fibertec® como metodologia oficial, implicam restricdo de seu uso, na
acuracia e precisdo, dificultando a comparacdo de resultados de pesquisas. Desta forma,
justificam-se pesquisas que busquem eliminar possiveis erros de andlise, e verificar a

variabilidade intralaboratorio para a analise de fibra.
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2. OBJETIVO

A presente pesquisa tem como objetivo comparar os diferentes sistemas analiticos de
determinacdo de fibra insoltvel em detergente neutro com o método oficial de analise AOAC
2002.04.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. BREVE HISTORICO E DEFINICAO DE FIBRA NA NUTRICAO DE
RUMINANTES

A fibra dietética é uma entidade nutricional que somente poderia ser determinada
verdadeiramente in vivo, mais precisamente durante o processo de digestdo. No laboratoério,
métodos quimicos e enzimaticos foram idealizados para quantificar a fibra dietética, entretanto,
a acuracia e relevancia desses métodos baseiam-se sobre a metodologia analitica da fibra,
elaborada de acordo com a sua definicdo nutricional (MERTENS, 2003). Estes métodos
analiticos foram desenvolvidos com o propdsito de quantificar uma fragdo resistente a digestao
e ndo uma determinada substancia vegetal, anatomicamente ou bioquimicamente reconhecivel
nas plantas. A fibra € um agregado de compostos e ndo uma entidade quimica distinta, assim, a
sua composicdo quimica depende da metodologia analitica empregada na sua determinacéao
(MERTENS, 2003).

A primeira tentativa de isolar uma fracdo fibrosa dos alimentos foi conduzida por
Einhoff, por volta dos anos de 1808 (VAN SOEST, 1994), que consistiu em obter um macerado
fibroso em &gua filtrado em tecido. Nos anos de 1860, o sistema de analises proximais ou
método Weende de andlises de alimentos foi padronizado na Estagdo Experimental da
Alemanha (VAN SOEST; ROBERTSON, 1985). Neste sistema, o0 alimento era tratado com
solucdes acida e alcalina, e o extrato fibroso denominado como Fibra Bruta (FB) em oposicao
ao Extrativo Ndo Nitrogenado (ENN), resultante da subtracdo do montante de Proteina Bruta
(PB), Gordura Bruta (GB) e Fibra Bruta (FB) da Matéria Orgénica (MO) do alimento, que
deveria assim conter os carboidratos soltveis do alimento (VAN SOEST, 1967; VAN SOEST,
1994). Posteriormente, constatou-se que a FB é composta primariamente de celulose acrescida
de quantidades variaveis de hemicelulose e lignina (VAN SOEST, 1994; JUNG, 1997). De tal
modo que, para alguns alimentos, o ENN poderia ser menos digestivel do que a fibra bruta,
devido a presenca varidvel de lignina, um componente indigestivel, solubilizado pelo
tratamento com solucdo alcalina (VAN SOEST, 1964), e também hemicelulose (VAN SOEST,
1967), um carboidrato fibroso. Nenhuma destas fragdes, FB ou ENN, atende ao conceito de

uniformidade nutricional ideal (VAN SOEST, 1967). O atributo desta extracdo correspondia
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aos conceitos nutricionais conhecidos na época, as digestdes acida e alcalina, no estbmago e no
intestino delgado, respectivamente, antes da descoberta das enzimas (MERTENS, 2003), e foi
por mais de 100 anos o método de obtencdo de fibra dietética empregado na nutricdo (VAN
SOEST, 1994).

Face a problemética do método da Fibra Bruta, Van Soest e colaboradores, na década
de 1960, desenvolveram o sistema detergente, com intuito de isolar a fragéo fibrosa do alimento
e prover um método adequado para substituir a fibra bruta. O método de obtencéo de fibra em
detergente neutro foi inicialmente desenvolvido para isolar como fibra dietética insoluvel os
constituintes majoritarios da parede celular das plantas: celulose, hemicelulose e lignina (VAN
SOEST, 1964; 1967; VAN SOEST; ROBERTSON, 1985; VAN SOEST et al., 1991). O
propdsito desta extracdo com detergente neutro consistiu em caracterizar os alimentos em duas
entidades quimicas distintas, apresentando digestibilidade e consumo diferentes. A FDN é
caracterizada como sendo o material que “ocupa espago no trato gastrintestinal” e possui
digestibilidade variavel (MERTENS, 2002). Em funcéo desses fatores, afeta fisiologicamente
0 consumo alimentar e requer significativa reducdo do tamanho de particulas, a fim de facilitar
0 processo digestivo (VAN SOEST, 1967; MERTENS, 2003). Por sua vez, o conteido soluvel
em detergente neutro (SDN), tem alta e relativamente constante digestibilidade e € totalmente
fermentado no rumen entre varios alimentos (VAN SOEST, 1964; 1967; VAN SOEST et al.,
1991; VAN SOEST, 1994; MERTENS, 1996), em func¢éo disso, ocupa pequeno espaco no trato
(MERTENS, 2003), o que o caracteriza como entidade nutricional ideal (VAN SOEST, 1994).

O sistema de detergentes apoiou-se sobre a teoria do teste de Lucas, cujo propdésito
consistiu em identificar uniformidade nutricional ideal das fragdes quimicas dos alimentos,
baseado sobre a regressdo da quantidade de uma fracdo vezes o seu coeficiente de
digestibilidade em funcédo do conteldo desta fragdo no alimento. Van Soest (1967) demonstrou,
por meio dos resultados do teste de Lucas, que a parede celular ndo se comporta como uma
entidade nutricionalmente uniforme, o que inviabiliza o uso de uma Unica fragdo para predizer
a digestibilidade da matéria seca (MS). A FDN, apesar de ndo apresentar-se como fracdo com
uniformidade nutricional ideal, o conteldo soltivel em detergente neutro (SDN=MS-FDN) é
uma entidade nutricional uniforme, com perda metabodlica constante (11 a 12% do consumo de
MS) e digestibilidade de aproximadamente 98% da MS.

A parede celular e a fibra em detergente neutro (FDN), embora altamente
correlacionadas, ndo sdo sindnimos, por definicdo ou composicdo (VAN SOEST ;
ROBERTSON, 1985; MERTENS, 1996; MERTENS, 2003). A fibra ndo é uma entidade

quimica, nutricional ou fisicamente uniforme (VAN SOEST et al., 1991) e o método analitico
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pode isolar alguns constituintes que ndo sdo componentes da parede celular vegetal. J& o termo
parede celular vegetal ndo corresponde a fibra insoltvel, mas, sim, a uma definicdo anatémica
da célula e contém pectina, um carboidrato de rapida fermentacéo, é solubilizado pelo método
de obtencdo da fibra insolivel em detergente neutro (VAN SOEST; ROBERTSON, 1985;
MERTENS, 1996; MERTENS, 2003).

Desde sua cria¢do, 0 método original de anélises de fibra desenvolvido por Van Soest e
colaboradores para analises de forrageiras passou por diversas modificacdes com o objetivo de
acomodar uma ampla série de alimentos (VAN SOEST; ROBERTSON, 1985). Van Soest e
Robertson (1985) modificaram o método por meio da inclusdo de a-amilase para remover o
amido, e excluséao do sulfito de sddio, que foi adotado como método de obtencdo da FDN mais
acurado para alimentos concentrados. Van Soest et al. (1991), na década de 1990, mantiveram
a o-amilase e recomendaram o uso facultativo do sulfito de sodio nas analises.

Na década de 1980, David Mertens iniciou esforcos para padronizar a analise de FDN
entre os laboratorios dos EUA, percebendo que a Unica forma de reduzir o erro entre
laboratdrios seria prescrever um Unico método analitico para todos os tipos de alimentos. Os
esforcos de Mertens resultaram em recomendacdes que todos os alimentos deveriam ser
analisados com o uso de solucdo de trabalho padronizada de a-amilase termoestavel, sulfito de
sodio e corrigidos para cinzas, e designou o material remanescente como “aFDNmo” (matéria
organica fibrosa, tratada com amilase) (UDEN et al., 2005), que foi definida como entidade
nutricional (MERTENS, 2002; 2003). O método padronizado por Mertens (2002) foi adotado
como método oficial pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC) International
(AOAC Official Method - 2002.04/ Amylase-Treated Neutral Detergente Fiber in Feeds).

O método padronizado por Mertens (2002) para a obtencdo de aFDNmo (fibra livre de
amido) foi desenvolvido para todos os alimentos, incluindo as forrageiras, gréos, oleaginosas,
plantas e subprodutos de origem animal utilizados na nutricdo animal com concentragdes de
aFDNmo entre 1,5 a 100%. O método constitui em uma modificagdo do original e inclui a
adicdo de sulfito de sodio para remogdo dos contaminantes proteinaceos e a-amilase
termoestavel para remover amido durante a extragdo com detergente neutro. O uso de solugéo
de trabalho de a-amilase é necessario, pois 0 DN (detergente neutro) tem agdo limitada para
remover o amido dos alimentos (MERTENS, 2003).

Os métodos recomendados por Van Soest et al. (1991) e por Mertens (2002) diferem,
basicamente, quanto ao emprego facultativo do sulfito de sodio (Na2S0Os). Van Soest et al.
(1991) argumentaram que o sulfito produzia rea¢Ges quimicas ndo bioldgicas e indesejaveis,
que afetariam as proteinas integrantes da parede celular vegetal e poderiam solubilizar parte da
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lignina. Para Mertens (2002), o sulfito ndo reage com a lignina de forma significativa e que o
seu emprego é necessario para remocao de material proteinaceo, a fim de obter teores de fibra
comparaveis. Contudo, o emprego do detergente neutro sem o sulfito de sodio deve ser
realizado quando o objetivo da extracdo é quantificar as fracbes lentamente digestiveis e
indigestiveis da proteina bruta — NIDN e NIDA — nitrogénio insolUvel em detergente neutro e
nitrogénio insoltvel em detergente &cido, respectivamente (LICITRA et al., 1996).

Além disso, Mertens (2002) recomendou que as analises de aFDNmo sejam conduzidas
com solugdes de trabalho padronizadas de o-amilase termoestavel e com correcbes de
determinacGes em branco, na auséncia de amostras, para retificar os erros sistematicos
associados as pesagens e melhorias na precisdo e acurdcia dos resultados de anélises de
alimentos com baixo contetdo de fibra.

O termo fibra dietética, proposto inicialmente por Hipsley (1953), citado por Mertens
(2003), empregado na nutri¢do de ruminantes, representa o material indigestivel ou lentamente
digestivel que ocupa espago no trato gastrintestinal. Entretanto, esta definicdo considera a
matéria mineral e, consequentemente, adotou-se que a fibra poderia ser definida como sendo a
matéria organica indigestivel ou de lenta digestdo que ocupa espaco no trato gastrintestinal,
denominada aFDNmo, adotando-se a correcdo para cinzas (MERTENS, 2003). A corregéo para
cinzas € porque a mesma garante a eliminacdo de algumas diferencas associadas a lavagem
inadequada de residuos fibrosos, além de permitir aos nutricionistas estimar carboidratos ndo
fibrosos com mais precisdo, por diferenca (MERTENS, 2002). Essa defini¢cdo exclui
igualmente os constituintes de parede celular como polissacarideos como a pectina, que
apresentam rapida fermentacdo e digestdo ruminal, assemelhando-se ao conteddo celular. A
correcdo para cinzas permanece facultativa no estudo colaborativo de Mertens (2002), porém a
sua adogdo, assim como a corre¢do em branco, permite maior acuracia nas analises e também
maior concordancia com a definicdo de fibra dietética insolivel (MERTENS, 2003).

Embora o conceito de fibra esteja baseado somente no critério nutricional (com base em
seus efeitos digestivos e fisiologicos), na realidade, a determinacdo da fibra € definida pelo
método de analise (VAN SOEST; ROBERTSON, 1985; MERTENS, 1992; 2003).
Normalmente os métodos analiticos sdo desenvolvidos com base em um padrdo priméario. No
caso da proteina bruta, por exemplo, este padrdo € o nitrogénio, que é determinado e, em
seguida, convertido em proteina bruta por meio de sua multiplicagcdo por um fator (N x 6,25),
considerando-se que as proteinas contém, em média, 16% de N. No caso da fibra ndo existe um
padrdo priméario, por que ndo existe uma substdncia homogénea que atenda a defini¢do

nutricional (RODRIGUES, 1998). Por isto 0 método de determinacéo da fibra é empirico, e
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todas as etapas detalhadas por Mertens (2002), no método referencial, tais como preparo de
reagentes, selecdo das amostras, tamanho de particula da amostra, tempo de fervura, recipientes
de fervura e filtragem, tempos de lavagens e secagem, podem afetar os resultados. Desta forma,
qualquer modificacdo no metodo pode afetar o que se mede como fibra.

Os resultados analiticos do sistema detergente, em termos de acuracia e
reprodutibilidade, dependem da observancia rigorosa as recomendacfes para a realizagdo do
ensaio, de forma que produza valores comparaveis para quaisquer alimentos e que reflitam,
com verossimilhanca, a quantidade de fibra que atenda a definicdo nutricionalmente relevante,
que orientou o desenvolvimento do método analitico (MERTENS, 1992; 2002; 2003; VIEIRA,
FERNANDES, 2006). Ainda, cabe a observagédo que o corpo editorial da AFST (Animal Feed
Science and Technology) sugeriu uma lista de siglas e termos para serem utilizados pelos
autores e enfatizou que qualquer desvio do método recomendado deva ser detalhado e
justificado para evitar dividas (UDEN et al., 2005).

3.2. APARELHOS PARA DETERMINACAO DA FIBRA INSOLUVEL

O método de determinacao de fibra em nutricdo de ruminantes mais utilizado é o sistema
detergente. No entanto, existem varios sistemas fisicos de extracdo de FDN e de FDA (Fibra
em Detergente Acido), podendo-se citar o método convencional (VAN SOEST; WINE, 1967),
padronizado por Mertens (2002) e adotado pela AOAC e, também, os métodos da Filter Bag
Technique da Ankom® (ANKOM Technology Corporation), do Filter Bag em aparelho n&o
pressurizado da Tecnal® (TE-149) e sistema da Autoclave, denominado como Micro-FDN, de
Pell e Schofield (1993).

O método oficial, adotado pela AOAC (2002.04), segundo a metodologia proposta por
Mertens (2002), recomenda que a andlise seja realizada em aparelho de refluxo, com
condensadores, que a extracdo seja realizada em béqueres e que o residuo seja retido em
cadinhos filtrantes individuais. Este método € mais laborioso, uma vez que as analises séo feitas
manualmente, com etapas individuais, como filtragens e lavagens.

A metodologia do sistema Fibertec® assemelha-se a0 método manual e também é

recomendado por Mertens (2002) como sistema analitico de determinacéo de fibra (aFDNmo).
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Neste aparelho, o processo é parcial ou totalmente automatizado e o refluxo ocorre diretamente
em cadinhos filtrantes, de acordo com a metodologia oficial.

Metodologias parcial ou totalmente automatizadas, denominadas Filter Bag System,
foram desenvolvidas com o intuito de eliminar etapas laboriosas e minuciosas, bem como a
presenca de erros sistematicos relacionados a0 manuseio de equipamentos e vidrarias. Outras
caracteristicas destes métodos seriam 0 menor custo e maior rapidez na obtencéo dos resultados.
O sistema Ankom® para andlise de fibras foi lancado no mercado, em 1993, cujo principio de
funcionamento baseia-se na digestdo e filtragem das amostras de alimentos contidas em
saquinhos, em ambiente fechado, pressurizado, com agitacdo vertical, preservando-se as
caracteristicas quantitativas do alimento dentro dos saquinhos. Apresenta vantagens em relacdo
ao sistema convencional por ter menor custo e ser menos laborioso (VOGEL et al., 1999) e
permite a determinacdo de 24 amostras simultaneamente.

Os aparelhos Ankom® vém sendo amplamente utilizados em instituicdes de pesquisa,
universidades e empresas particulares, tanto no Brasil como em outros paises, entretanto, uma
duvida pertinente ao uso deste equipamento € quanto a concentracdo de FDN obtida com este
sistema. Todavia, sdo escassas as publicacbes que compararam os resultados obtidos no Filter
Bag System com os resultados obtidos por metodologia oficial publicada na AOAC
(MERTENS, 2002). As citagdes mais frequentes, garantindo a existéncia de diferengas entre o0s
teores obtidos nos diferentes sistemas, sdo de D'heer et al. (2000) e Bortolassi et al. (2000), em
estudos anteriores a padronizacdo realizada por Mertens (2002). Em funcdo disso, 0 uso do
sulfito de sddio e de amilase foram omitidas nestas publicacdes.

Desde a invengdo do sistema Ankom pesquisas foram conduzidas para comparar as
determinacGes deste método com os métodos de referéncia vislumbrados a época. Neste
aspecto, essas pesquisas se diferenciam ndo apenas pela avaliacdo do ambiente fisico de
extracdo, mas também quanto as recomendagdes de reagentes, quantidades de amostra,
emprego de a-amilase e sulfito de sdédio. Assim, podem ser observados estudos que empregaram
as recomendacdes de Van Soest e Robertson (1985) ou de Van Soest et al. (1991) para o sistema
Ankom, comparando-o com os resultados obtidos por estes métodos convencionais, tais como
o0s estudos conduzidos por Vogel et al. (1999), Bortolassi et al. (2000) e Berchielli et al. (2001).
Em tais estudos foram adotadas as recomendacdes do método AOAC 2002.04 para o sistema
Ankom, como o de Barbosa et al. (2015), avaliando apenas o sistema fisico de extracdo em
comparacao ao método oficial. Por fim, um estudo que seguiu a metodologia recomendada pela
Ankom e comparou 0s resultados obtidos neste sistema com o método AOAC 2002.04,

conduzido por Ferreira e Mertens (2007).



20

Bortolassi et al. (2000) compararam os teores de FDN obtidos em sistema Ankom®
com os determinados em sistema convencional, constatando que o sistema ndo é adequado para
a analise de FDN para o milho grdo. O método convencional foi utilizado sem a adocdo da
solugdo padronizada de trabalho de a-amilase e do sulfito de s6dio como recomendado por
Mertens (2002). De acordo com Horwitz (1982), um método de andlise deve apresentar
aplicabilidade, isto €, ser aplicavel a qualquer tipo de amostra.

Por outro lado, Berchielli et al. (2001) confrontaram as determinac6es de FDN e FDA
para a cana-de-acucar, silagem de milho, capim-braquiaria cv. Marandu (Brachiaria brizantha
cv. Marandu), polpa citrica e fezes bovina obtidas em sistema Ankom, utilizando quatro tipos
de sacos filtrantes, com as determinagdes obtidas no sistema convencional de Van Soest, e ndo
constataram diferencas entre os teores de FDN obtidos com ambos 0s métodos na analise de
fibra. Contudo, para a fibra em detergente acido (FDA) foram declaradas diferencas para 0s
teores obtidos com a técnica Ankom para polpa citrica e fezes bovina, que foi conduzida de
forma sequencial neste aparelho. A utilizagdo de a-amilase termoestavel e sulfito de s6dio néo
foi detalhada nesta publicacéo.

Ferreira e Mertens (2007) também avaliaram as determinaces de FDN (com sulfito),
RDN (Residuo em Detergente Neutro - com amilase) e aFDN (com sulfito e amilase) em dois
sistemas de extracéo, refluxo com cadinhos filtrantes e Ankom com sacos filtrantes, para 33
amostras de silagem de milho. N&o constataram diferencas para as concentracdes de aFDN
obtidas nos dois sistemas de extracdo. Mas, na auséncia de amilase, desaconselharam o uso do
Ankom por superestimar o teor de FDN.

No Brasil, recentemente, Barbosa et al. (2015) avaliaram os sistemas de extracdo em
aparelho Autoclave e sistema Ankom®, além de uma modificacéo do sistema Oficial (AOAC,
2002.04) que utiliza uma unica adigdo de a-amilase bruta em vez de solucGes padronizadas de
trabalho com a metodologia oficial, com adaptaces, em sistema de refluxo. Os autores
concluiram que os sistemas Ankom e Autoclave, com mesma quantidade de reagentes adotados
no metodo convencional, produziram estimativas viesadas do teor de FDN para amostras de
fezes, forragens e concentrados.

Outro sistema de extracdo denominado Filter Bag System ¢é o de andlise de fibra em
ambiente ndo pressurizado, que tem sido fabricado pela empresa Tecnal® (Tecnal-149), entre
outras. Este aparelho apresenta principio de extracdo semelhante ao sistema Ankom, em que as
amostras sdo acondicionadas em saquinhos e, em seguida, submetidas & extracdo em ambiente
fechado. No entanto, no aparelho da Tecnal, 0 ambiente de extragdo néo é pressurizado tal como

no Ankom.
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De acordo com Gomes et al. (2011), em ambientes ndo pressurizados, a formacéo de
bolhas de gés dentro dos sacos poderia comprometer a eficiéncia de contato do detergente com
a amostra. Em estudo avaliando os dois sistemas, pressurizado e ndo pressurizado, 0s autores
verificaram valores mais elevados de FDN no sistema ndo pressurizado, no entanto, ndo
realizaram a comparacao dos dois sistemas com aqueles de referéncia para 0 método, segundo
as recomendacOes de Mertens (2002).

O ambiente fisico do sistema da autoclave ou Micro-FDN, segundo Pell e Schofield
(1993), caracteriza-se por acomodacdo das amostras em frascos do tipo penicilina, que sao
acrescidos de detergente neutro, vedados e acondicionados em aparelho autoclave, a 105 °C,
durante 60 minutos. Apos a extracao, as amostras contidas nos frascos sao filtradas em filtros
de 13 de vidro e passam por um processo sequencial de lavagem com agua quente (100 °C),
etanol e acetona. No método original ndo sdo utilizados a-amilase termoestavel e sulfito de
sodio. Os autores advertiram que o método ndo foi validado para alimentos concentrados.

Este sistema analitico em autoclave com adaptacBes foi recentemente analisado por
Senger et al. (2008), que avaliaram as determinacbes de aFDN obtidas em autoclave sob
diferentes combinacfes de tempo e pressdo em comparacdo aos resultados obtidos por
metodologia oficial (MERTENS, 2002). Mas ndo empregaram sulfito de sodio e padronizacdo
da solu¢do de trabalho de a-amilase. Na analise em autoclave utilizaram sacos filtrantes de
poliéster (4x5cm, 50um de porosidade) e relacdo de 100 mL de DN/g de amostra de
concentrado e 76 mL de DN/g de amostra de forragem, além de duas doses de 300 puL de a-
amilase, no inicio e na primeira lavagem para cada conjunto de 10-15 amostras. Dentre 0s
tratamentos avaliados, os autores concluiram que as anélises de aFDN e FDA (fibra em
detergente acido), em forragens ou alimentos concentrados, podem ser realizadas em autoclave
sem comprometer a acuracia das determinacdes em comparacdo a0 método convencional,
utilizando sacos filtrantes e temperatura de 110 °C por 40 minutos.

De acordo com os escritos de Vieira e Fernandes (2006), o sistema detergente neutro é
um método empirico e acuracia e reprodutibilidade de seus resultados dependem da realizacéo
severa das recomendacg0es para a realizacdo da avaliagdo, de forma que produza resultados
comparaveis para quaisquer alimentos e plausiveis a quantidade de fibra segundo a definicéo
nutricionalmente relevante (MERTENS, 1992; 2002; 2003). Embora o conceito nutricional e
método de obtencdo da aFDNmo tenham sido padronizados por Mertens (2002), em sistema de
refluxo convencional e Fibertec, com uso de cadinhos filtrantes (AOAC 2002.04), diversos
sistemas de extracdo vém sendo amplamente utilizados na analise de aFDNmo. Esses sistemas

apresentam particularidades em relacdo ao manuseio das amostras, ambiente fisico de extracdo
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e, principalmente, no que se refere ao contato e forma como o reagente interage com a amostra
em adicdo as particularidades de cada sistema quanto a relagdo entre amostra e detergente
neutro (DN), quantidade de a-amilase termoestavel e sulfito de sodio. Estas particularidades
dos métodos podem resultar em diferencas quanto aos teores de aFDNmo obtidos em cada
ambiente para um mesmo alimento. Sendo assim, os teores obtidos por protocolo ndo oficial
devem corresponder aos teores obtidos por protocolo oficial, o que justifica os esforgos de

pesquisa no sentido de comparar os relativos teores de fibra dos diversos alimentos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. LOCAL EXPERIMENTAL E AMOSTRAS

O projeto de pesquisa foi realizado na Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (UENF), no Laboratério de Zootecnia (LZO), em Campos dos Goytacazes, RJ.

Para a avaliacdo dos diferentes sistemas de extracdo de FDN foram adquiridas 19
amostras de alimentos e uma de serragem de madeira (material de alta celulose), totalizando 20
materiais para compor o banco de amostras, buscando-se alta diversidade em composicao
quimica, de forma a obter amplitude dos teores de aFDNmo, entre 0 e 90%, e também para
outros analitos (PB, GB, MM, CNF), com o intuito de avaliar algumas das possiveis interacdes
entre composicdo do alimento e método de andlise de fibra. Foram utilizados alimentos de
origem animal, com alta gordura e alto conteddo de matéria mineral, forrageiras conservadas
por meio de fermentacéo, leguminosas e gramineas, alimentos processados por calor e sementes
oleaginosas, de acordo com as sugestdes de Mertens (2002).

Foram utilizadas os seguintes alimentos: milho grao (Zea mays - MG), silagem de milho
(Zea mays - SM), sorgo grdo (Sorghum bicolor - SgG), soja grao (Glycine max -SjG), residuo
de cervejaria (RC), feno de alfafa (Medicago sativa - FA), feno de tifton 85 (Cynodon spp. corte
com 45 dias - FT), capim elefante, cv. Napier (Penissetum purpureum cv. Napier — corte com
1,5 metros - CE), farelo de soja (Glycine max - FS), farelo de trigo (Triticum spp - FTr), farelo
de glaten de milho (FGM), cana-de-acgUcar in natura (Saccharum officinarum - CA), palha de
milho (PA), casca de soja (CS), farelo de algodao - 48% (Gossypium hirsutum L. - FAQ), polpa
citrica (PC), composto lacteo (CL), farinha de carne e ossos (FCO), feno de azevém (Lolium
multiflorum - FAZz) e serragem de madeira (SMad).

A farinha de carne e 0ssos (FCO) compds o banco de amostras por representar uma
amostra conhecidamente dificil de analisar (MERTENS, 2002) e apresentar alto contetdo de
proteina, gordura e minerais. Da mesma forma, o composto lacteo, produto de origem animal,
apresenta baixo conteudo de fibra e alto teor de gordura.

As amostras de silagem de milho, feno de tifton 85, capim elefante, cana-de-acucar,

milho gréo, farelo de soja, farelo de trigo e sorgo foram obtidos na Unidade de Apoio e Pesquisa
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em Zootecnia (UAPZ), do Laboratério de Zootecnia da UENF, enquanto as demais foram

adquiridas por empresas comerciais.

4.2. PREPARO DAS AMOSTRAS

Amostras com alto teor de umidade, como silagem de milho, residuo de cervejaria, cana-
de-agUcar e capim elefante foram secas em estufa de ventilacdo forcada, a temperatura de 55
°C por 72 horas, em sacos de papel previamente tarados, obtendo-se os teores de ASA (matéria
seca ao ar), conforme as recomendacdes descritas em Undersander et al. (1993).

As amostras foram moidas em moinhos de facas do tipo Wiley, inicialmente em peneiras
com crivo de 5 mm e, em seguida, moidas utilizando-se peneiras com crivo de 1mm. As
amostras foram homogeneizadas ap6s a moagem por meio da técnica de quartilhamento descrita
por Undersander et al. (1993) e Mertens (2002), e retiradas aliquotas que foram armazenadas
em potes plasticos vedados e devidamente identificados por nimeros correspondentes. As
amostras nao foram identificadas pelo proprio nome com intuito de evitar a sua identificacdo

por cada analista.

4.3. ANALISES BROMATOLOGICAS

Todas as amostras foram analisadas, em duplicatas, para os seus teores de Matéria Seca
em Laboratério (MS, AOAC 967.03; AOAC, 1998; UNDERSANDER et al., 1993), Proteina
Bruta (PB, AOAC, 2001.11; AOAC, 1998; THIEX et al., 2002), Matéria Mineral (MM, AOAC
942.05; AOAC, 1998), Gordura Bruta (GB, AOAC 2003.06; THIEX et al., 2003), Fibra em
Detergente Acido (FDA, AOAC, 973.18; MOLLER, 2009) e Lignina (Lig, AOAC 973.18;
MOLLER, 2009).

Amostras que apresentaram teor de gordura bruta superior a 50 g.kg* foram pré-
desengorduradas imediatamente antes das analises de aFDNmo, conforme a recomendacéao

oficial proposta por Mertens (2002).
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Os Carboidratos N&@o Fibrosos (CNF) foram calculados de acordo com a seguinte
Equacdo, adotando-se os valores de aFDNmo obtidos por meio do sistema refluxo
convencional, segundo a metodologia oficial (AOAC 2002.04).

CNF(g.kg™') = 1000 — MM — PB — GB — aFDNmo 1)

4.4. ANALISES DE FIBRA E ANALISTAS

Para a avaliacdo dos sistemas de analise de aFDNmo todas as amostras foram analisadas
em duplicatas ou mais, por trés diferentes analistas, nos cinco diferentes métodos de analise.

Ao inicio do periodo experimental, os trés analistas foram informados sobre as
condicdes de execucdo das analises que consistiram na auséncia de comunicacdo entre 0S
analistas sobre resultados ou mesmo na forma de execucdo das analises de fibra. Os analistas
receberam a metodologia da marcha da andlise para ser executada em cada método, evitando-
se assim, a troca de informacdes entre os mesmos. As metodologias de cada sistema de analise
foram descritas exatamente como nas referéncias originais (PELL; SCHOFIELD, 1993;
MERTENS, 2002; ANONIMO, 2015), para cada aparelho. Para os aparelhos refluxo
convencional e Fibertec, foi fornecido a cada analista a versao original da metodologia (AOAC
2002.04), descrita por Mertens (2002). O objetivo com este procedimento foi de que cada
analista executasse exatamente a mesma metodologia e garantisse a individualidade na
execuc¢do das analises.

Cada analista elaborou seu préprio reagente, manteve armazenado sob seus cuidados e
realizou todo o processo de andlise. Os trés analistas utilizaram o mesmo frasco de amostra,
numericamente identificado, evitando a identificagdo da amostra. Para cada analista foram
recomendadas quais amostras deveriam ser pré-desengorduradas antes das analises de fibra,
que consistiram nas amostras de soja grdo (SjG), composto lacteo (CL) e farinha de carne e
0ssos (FCO). Os procedimentos de pré-desengorduramento também foram descritos em

marcha, de acordo com o método de analise.
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4.5. SISTEMAS DE ANALISE DE FIBRA

Trés sistemas analiticos descritos como Sistema Ankom, Sistema de Extracdo em Sacos
(SES), da marca Tecnal®, e Sistema Autoclave foram avaliados e comparados com o sistema
oficial AOAC em aparelho de refluxo convencional e aparelho Fibertec® de analises de fibras.
Os teores de aFDNmo foram determinados em todas as amostras, por cada analista, nos cinco
diferentes sistemas de extracéo.

Foram utilizados os sistemas de refluxo em béquer ou em cadinho filtrante,
denominados como refluxo convencional e Fibertec, respectivamente, que sdo adotados pela
AOAC (2002.04) como sistemas oficiais e recomendados por Mertens (2002). No refluxo
convencional séo utilizados cadinhos filtrantes de placa porosa de 40 a 60 um e 40-50 mL de
capacidade e no Fibertec cadinhos com placa porosa de 40-90 um e 26-28 mL de capacidade.

O terceiro sistema de analise de aFDNmo consistiu no aparelho Autoclave, conforme as
recomendacdes de Pell e Schofield (1993), descrito com Micro-FDN, com adaptacdes. As
amostras foram acomodadas em frascos do tipo penicilina (50 mL) e, ap0s a extracdo, foram
filtradas em filtro de 1a de vidro (Pall, Type A/E, 47 mm; Pall Life Science), acomodado em
cadinhos filtrantes de placa porosa.

Para as analises descritas como Bag Filter System foram utilizados dois sistemas de
extracdo, designados como sistema Ankom® (Ankom) e Tecnal® (TE-149) para analises de fibra
(SES). Em ambos os sistemas foram utilizados sacos filtrantes (F57 ou TNT) e as amostras de
todos os alimentos foram processadas em conjunto, tanto durante as etapas de extragdo como
de lavagem das amostras.

Em todos os métodos foi utilizada a solucdo de detergente neutro (DN), conforme as
recomendacdes oficias (AOAC 2002.04; MERTENS, 2002). Desta forma, foi utilizada a
relacdo de 990 mL de &gua, 18,6 g de EDTA dissddico, 4,56 g de fosfato de sodio dibasico
(Na2HPOQy), 6,81 g de borato de sddio decahidratado (Na2BsO7.10H20), 30 g de lauril sulfato
de sddio e 10 mL de trietileno glicol. O pH da solucdo foi mensurado e, quando necessario,
ajustado para manter-se dentro da faixa entre 6,95 e 7,05 com HCI ou NaOH, caso a variagédo
néo fosse superior a 0,5.

Em adicdo a solucdo DN, foram utilizados, para todas as amostras, em todos 0s
aparelhos, solugdo de trabalho de a-amilase termoestavel (refluxo convencional e Fibertec) ou
solucdo bruta de a-amilase termoestavel (Ankom, SES e Autoclave), sulfito de sddio anidro e
acetona (PA).
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4.6. ANALISE DE FIBRA PELO METODO AOAC 2002.04

Os sistemas de analise em refluxo convencional e Fibertec sdo recomendados pela
AOAC como sistema oficial para analise de aFDNmo (MERTENS, 2002).

No sistema de refluxo convencional de anélise o procedimento consistiu na acomodacéao
das amostras em béqueres individuais sem bico, com capacidade de 600 mL, que foram
acomodados no aparelho de refluxo (MA450 Digestor para Fibra, Marconi®, Piracicaba, SP,
Brasil), dotado de unidades de aquecimento, reguladas para que 50 mL de &gua entrem em
ebulicdo dentro de 4 a 5 minutos. O DN é mantido no sistema com auxilio de um condensador,
com circulacdo continua de 4gua. Apos o término do periodo de extracdo (60£5 mim), amostra
e solucdo foram filtradas em cadinhos filtrantes com placa porosa (40 — 50 mL; 40 — 60 pum)
em unidade de vacuo. Cada unidade de sistema de refluxo tem capacidade para extracdo de 6
amostras individuais, as quais foram reguladas individualmente.

No sistema Fibertec (Fibertec™ 1020, FOSS, Suzhou, China) de analise o procedimento
difere do anterior no tocante a pesagem das amostras diretamente em cadinhos filtrantes (26 —
28 mL; 40 — 90 um) previamente tarados e limpos, aos quais foram acoplados a unidade de
aquecimento, regulada para que 50 mL de agua entrem em ebulicdo em 10 minutos. O sistema
de refluxo ocorre no cadinho e na coluna de vidro. O DN é mantido no sistema com auxilio de
condensador com circulacdo continua de dgua a temperatura ambiente. Ao término da extracéo,
0 residuo fibroso foi filtrado diretamente nos mesmos cadinhos filtrantes. O Fibertec tem
capacidade para executar seis analises por vez, incluindo as etapas de extracdo (fervura) e
lavagem (1 e 22 lavagens) executadas na unidade de aquecimento. Em seguida, os cadinhos
contendo o residuo fibroso foram alocados na unidade a frio para término da lavagem. O DN,
a agua fervente e a solugdo de trabalho de a-amilase foram adicionados, de forma manual, as
amostras no sistema Fibertec.

No inicio do experimento todos os cadinhos, tanto do refluxo convencional como do
Fibertec, foram incinerados em forno Mufla a 500 °C por trés horas e, em seguida, testados
quanto as suas taxas de filtracdo, na auséncia de vacuo. Cadinhos recomendados para o refluxo
convencional deveriam ter uma taxa de filtracdo de 180+60 segundos para drenar 50 mL de
agua destilada, ja cadinhos do Fibertec deveriam filtrar 25 mL de &gua dentro de 75+30
segundos. Cadinhos cujas taxas de filtragdo estiveram fora destes limites de tempo ndo foram

utilizados nas analises de aFDNmo.
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De acordo com as recomendacOes de limpeza dos cadinhos descritas por Mertens
(2002), todos eles foram incinerados a 500 °C por 5 horas e colocados na posic¢éo inversa em
aparelho Sonicador, acrescidos de DN e sonicados por sete minutos, lavados com agua destilada
fervente e, posteriormente, submetidos a imersdo em agua destilada a temperatura ambiente,
por no minimo 30 minutos, e entdo colocados invertidos na unidade de vacuo e lavados com
agua destilada, mantendo-se alta pressdo negativa. Apos a lavagem, todos os cadinhos foram
secos em estufa ventilada (105 °C/12 horas), colocados em dessecador e pesados (0,0001 g)
apos 40 minutos (W1). O uso do dessecador, para todas as analises, seguiu as recomendacdes
descritas por Undersander et al. (1993).

As amostras de cada alimento foram analisadas em duplicatas de forma aleatéria,
evitando-se a conducéo de analises repetidas do mesmo alimento na mesma rodada ou mesmo
distancia-las para execucdo ao final da rodada. Em funcdo das condicGes de tempo e
equipamentos, ndo foi possivel realizar todas as analises de duplicatas em um mesmo dia.

Foi adotada a relagdo de 100 mL de solucdo de DN por grama de amostra, 0,5+0,1 g de
sulfito de sédio anidro (Na2SO3) por amostra e a padronizagdo da a-amilase, como descrita por
Mertens (2002). Esta Ultima ¢ referida como solug¢do de trabalho de a-amilase termoestavel,
diferenciando-a do emprego de solugdo bruta de a-amilase termoestavel. A padronizacéo sera
detalhada no préximo topico.

Em ambos os aparelhos foram pesados 0,5 + 0,0050 g de amostra (Ws) em béquer
(refluxo convencional) ou em cadinhos filtrantes (Fibertec), utilizando-se balanca analitica com
precisdo de 0,0001g. Foram incluidos dois brancos (B) para cada 20-30 amostras € mais uma
determinacdo em branco para cada dia de anélise ou conjunto de 20-30 analises.

Apbs o pré-aquecimento das unidades de extracdo, foi adicionado a cada amostra
0,5+0,1g de sulfito de sddio anidro e 50 mL de DN, no maximo uma hora antes da extracéo,
gue foram agitados e transferidos a unidade de aquecimento. Apos a fervura (aproximadamente
cinco minutos), foram adicionados 2 mL de solugdo de trabalho de a-amilase termoestavel
(Termamyl® 2X, Novozymes). Além disso, o contetido foi novamente agitado, de forma manual
ou com pressao positiva, no caso do Fibertec, e contou-se, a partir deste instante, 60 minutos
de extracao.

Transcorrido o tempo de extracdo, as unidades de aquecimento foram desligadas e
esperou-se a decantacdo da amostra no béquer dentro de 30 a 60 segundos. Ao mesmo tempo
os cadinhos foram aquecidos com &gua destilada em ebulicdo durante 30 a 60 segundos. Os
residuos fibrosos foram transferidos do béquer ao cadinho filtrante acoplado a unidade de

vacuo, sempre se mantendo o vacuo desligado até a decantacdo da amostra. Apos a
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transferéncia, preencheu-se o cadinho filtrante com &gua em ebulicdo até a metade e fez-se a
segunda adicdo da de 2 mL de solugdo de trabalho de a-amilase, com tempo de agéo de 45 a 60
segundos. Em seguida, o residuo foi lavado por trés vezes com agua fervente (em ebulicéo),
cada uma com duracdo de 3 minutos. Por fim, foram realizadas duas lavagens sequenciais com
acetona, por 3 a 5 minutos cada.

O residuo de FDN foi seco em estufa ventilada a 105 °C por 12 horas, transferidos ao
dessecador e pesados (Wf e Bf). Posteriormente, incinerados em forno Mufla a 500 °C por 5
horas, mantidos em estufa ndo ventilada a 105 °C por no minimo uma hora e pesados (Wa e
Ba) para eliminar a contaminacéo por matéria mineral.

Para a amostra de farinha de carne e ossos (FCO), em funcédo da dificuldade em filtrar
o0 residuo apds a extracdo com DN, foram adicionados cerca de 12 e 8 gramas de areia em
cadinhos de 50 mL e 26 mL, respectivamente, como auxiliar de filtragem (filter aid). A areia
foi copiosamente lavada e incinerada em forno Mufla (500 °C/ 5 horas) antes de ser utilizada
na analise.

Amostras de soja grdo, composto lacteo e farinha de carne e ossos foram pre-extraidas
com acetona antes da analise de aFDNmo. As amostras foram pesadas (0,5g+0,005)
diretamente em cadinhos filtrantes de massa conhecida, que foram acoplados a unidade de
vacuo e adicionados 40-50 mL de acetona por quatro vezes consecutivas. As amostras
permaneceram em solucdo por 5 minutos, agitadas por trés vezes em cada. Apés a drenagem e
completa evapora¢do da acetona, o contetdo dos cadinhos foi transferido ao béquer (600 mL,
sem bico) com auxilio de DN. O mesmo cadinho foi utilizado para o residuo apds o refluxo
com DN. No caso da FCO, a areia foi transferida a um pequeno béquer antes de pré-
desengordurar a amostra. Em seguida, transferida novamente ao cadinho filtrante.

Esses procedimentos foram adotados tanto para o aparelho de refluxo convencional
como para o Fibertec, respeitando-se as caracteristicas peculiares de cada aparelho. Foram
seqguidas todas as recomendacdes descritas na metodologia oficial (AOAC, 2002.04;
MERTENS, 2002), incluindo cuidados como disposic¢ao dos cadinhos em dessecador e méetodo
de pesagem destes, manipulacéo de vacuo durante a filtragem, evitando-se excesso de pressao
e tempos de cada etapa na execucdo das analises.

Para o célculo dos teores de aFDNmo, obtidos conforme metodologia oficial (AOAC,
2002.04), foi utilizada a seguinte equacdo (MERTENS, 2002):

aFDNmo = 1000 x (W; — W, — B; + B,)/(W; x ASE) @)
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4.7. PADRONIZACAO DA SOLUCAO DE TRABALHO DE a-AMILASE

A padronizacdo da a-amilase termoestavel (Termamyl® 2X - KNU-T/g, Novozymes,
Araucéria, PA, Brasil) foi realizada conforme a metodologia oficial (AOAC 2002.04). Cada
partida de a-amilase termoestavel foi padronizada e as solu¢Bes de trabalho preparadas em
balGes volumétricos foram estocadas a 4 °C, com validade de 5 dias.

Seis amostras de milho degerminado moido a 1 mm foram pesadas (0,59+0,0050) em
béqueres de 600 mL, onde foram adicionados 50 mL de DN, e sem seguida, colocados em
aquecimento no aparelho de refluxo convencional com as unidades previamente aquecidas, em
intervalos de 1 minuto. Apds a fervura foi adicionado a cada béquer uma das seis doses em
progressdo geométrica do extrato bruto de o-amilase termoestavel (Termamyl® 2X
Novozymes). Apds 10 minutos de refluxo, foi adicionado a cada frasco a segunda dose de
amilase e, em seguida, agitados e rinsados com DN, em intervalos de 1 minuto, mantendo-se a
mesma dose equivalente por béquer. Apds tempo de reacdo de 60 segundos, o conteudo foi
filtrado em dupla camada de gaze em béquer de vidro de 100 mL. Foram utilizados dois brancos
com doses intermediarias de amilase e 40 mL de DN, que ndo foram aquecidos em refluxo.

Os béqueres (100 mL) contendo os residuos, com excecao dos brancos, foram alocados
em banho de gelo (0 °C) por 5 minutos e, em seguida, em banho a 20 °C, por 5 minutos. Em
cada béquer, arranjado em ordem crescente de dose da enzima, sob um fundo branco, foi
adicionado 0,5 mL de solucdo de iodo de Burke (20 g de Kl e 1g I/L) e agitados em seguida.
Ap06s 90 segundos de reacéo, os béqueres foram visualizados por cima e tomou-se uma deciséo,
sempre realizada por dois analistas, sobre a cor da solucdo. A dose adequada de enzima foi
escolhida quando a cor da solucédo foi amarelo palha.

A dose da enzima bruta imediatamente antes do amarelo palha (dmbar — V1) e a dose
amarelo palha foram novamente utilizadas, com doses em progressao geomeétrica entre essas
doses (V1 x 0,25), repetindo-se 0 mesmo processo de padronizacdo. A dose de escolha foi
aquela cuja coloragdo da solugéo, apos a adicdo de solucdo iodada de Burke, foi amarelo palha.
O volume foi ajustado para o preparo de 100 mL de solugdo de trabalho de a-amilase,
considerando-se que a concentracdo de a-amilase deveria ser a mesma do teste. Apos a
padronizacdo fez-se a identificacdo do frasco da enzima, com a indicacdo de dose e data da

padronizacdo. A cada novo frasco da enzima fez-se a padronizagao.
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4.8. ANALISE DE FIBRA EM SISTEMA AUTOCLAVE OU MICRO-FDN
MODIFICADO

As anédlises de aFDNmo no aparelho autoclave foram parcialmente conduzidas na
Clinica Fitossanitaria da UENF, com emprego de autoclave de esterilizagcdo da marca Phoenix
(Phoenix Luferco, Araraquara-SP, Brasil).

Foram seguidas as recomendacdes de Pell e Schofield (1993) que apresentaram este
método de analises como Micro-FDN. O método original descrito por Pell e Schofield (1993)
foi empregado neste estudo com algumas adaptacgdes tais como adigdo de 100 uL a-amilase
termoestavel por 100 mg de amostra e 166 mg de sulfito de sddio anidro por 100 mg de amostra,
que seguiram as mesmas proporcdes do sistema Ankom (ANONIMO, 2015) e, ainda, 0 uso de
cadinhos filtrantes para acomodacéo do filtro de 1a de vidro.

As amostras de cada alimento foram pesadas (100 mg - Ws) e acondicionadas em frascos
do tipo penicilina com capacidade de 50 mL. Os frascos foram identificados e, imediatamente
antes da extracdo, foram adicionados 20 mL de DN com pH 7,0 e 0,166 g de sulfito de sodio e
50 L de amilase bruta da Ankom® (sem padronizac&o e diluigdo). Os frascos foram agitados,
vedados com tampa de borracha e lacre de aluminio e dispostos na autoclave previamente
aquecida.

A autoclave foi regulada em 0,2 kgf.cm com o intuito de manter a temperatura em 105
°C durante os 60 minutos de extracdo (Pell and Schofield, 1993), contados a partir do momento
de fervura. Foram executadas duas rodadas por analista contendo todas as amostras e brancos.
Foram utilizados dois brancos (B) por rodada.

Apos a extragdo, os frascos foram abertos e o conteudo fibroso filtrado em cadinhos
filtrantes que acomodaram os filtros de 1a de vidro com diametro de poro de 1um (Pall Type
AJE, 47 mm; Pall Life Science, Nova York, EUA) recomendados por Pell e Schofield (1993).
Os filtros foram previamente acondicionados em cadinhos (26 — 28 mL; 40 — 90 um) de tara
conhecida e pesados em dessecador apds secagem em estufa (105 °C/12 horas). Para acomodar
os filtros nos cadinhos foi necessario umedecé-los e utilizar um bastdo de borracha. Em funcgéo
do limitado tamanho do filtro de 1a de vidro houve a necessidade de utilizar uma estrutura que
viabilizasse as lavagens e sua manipulacdo. O mesmo procedimento oficial de lavagem (AOAC.
2002.04) foi utilizado para os cadinhos filtrantes.

Apo0s a transferéncia quantitativa do residuo fibroso para o conjunto cadinho filtro,

procedeu-se uma lavagem com agua destilada fervente e adi¢do de 50 pL de a-amilase



32

termoestavel bruta da Ankom, a qual foi deixada reagir por 60 segundos. O contetdo foi
drenado com auxilio de vacuo e foram realizadas trés lavagens consecutivas com agua destilada
fervente, mantendo-se o residuo em imersao por trés minutos. Em seguida, o residuo fibroso
foi lavado com etanol (trés minutos) e com acetona (trés minutos), respectivamente. Os
cadinhos foram secos em estufa ventilada (105 °C/12 horas), transferidos ao dessecador e
pesados (Wf ou Bf), na mesma ordem em que foram dispostos no dessecador. Para a eliminacéo
da materia mineral, os cadinhos foram incinerados em forno Mufla (500 °C/5 horas), como
recomendado por Mertens (2002), mantidos em estufa ndo ventilada (105 °C/1 hora) e pesados
(Wa e Ba) apds terem atingido a temperatura ambiente em dessecador.

As amostras de soja integral em grdo, composto lacteo e farinha de carne e ossos foram
pré-desengorduradas com acetona, diretamente em cadinhos com filtro, com acetona, seguindo
a mesma metodologia proposta por Mertens (2002), que consistiu em quatro lavagens
consecutivas com 20-30 mL de acetona, mantendo-se a amostra em solugéo por cinco minutos,
com agitacOes periddicas da amostra a cada um minuto. Apos completa evaporacdo da acetona,
as amostras foram transferidas dos filtros para os fracos penicilina com auxilio de funil de vidro
e DN.

aFDNmo = 1000 x (W; — W, — By + B,)/ (W, x ASE) ©)

4.9. ANALISE DE FIBRA PELO SISTEMA ANKOM

As analises de aFDNmo em aparelho analisador de fibras da Ankom??® (Ankom®
Technology, Macedon, NY) seguiram a metodologia proposta pela Ankom (ANONIMO,
2015), disponivel em: <https://www.ankom.com/sites/default/files/ ~ documents-
files/Method_13 NDF_Method A2000 RevE_4 10 15.pdf>.

As andlises foram parcialmente executadas no Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal de Vicosa (UFV) — MG. Em funcéo de terem sido executadas em outro
laboratdrio distante e da logistica para que trés analistas executassem as analises foram
conduzidas quatro repeticbes por alimento para este aparelho, a fim de evitar quaisquer

problemas relacionados a perda de repeticoes.
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Aliquotas de 0,5+0,0050g de cada alimento foram pesadas (Ws) e acondicionadas em
sacos Ankom (F57 - 25um de porosidade), previamente pesados (Wt) e identificados com
caneta adequada. A tara dos sacos foi obtida sem a pré-secagem dos mesmos, cCOmo
recomendado pela Ankom (ANONIMO, 2015). Os sacos foram selados por calor, preservando
as amostras dentro dos sacos.

As amostras de soja em grdo, composto lacteo e farinha de carne e ossos foram pré-
desengorduradas antes da extracdo, que consistiu em colocar 0s sacos contendo as amostras em
um béquer com acetona e agita-los por 10 vezes durante um periodo de 10 minutos. Em seguida,
o0 processo foi repetido. As amostras foram extraidas com DN ap6s a completa evaporacdo da
acetona.

Cada rodada de extracdo consistiu em 20 amostras e quatro brancos, de forma que em
cada rodada estivessem presentes todos os alimentos a serem analisados. Foram executadas
quatro rodadas por analista.

Sacos contendo as amostras foram alocados no aparelho e, em seguida, foram
adicionados 2000 mL de DN, 20 gramas de sulfito de sédio anidro (0,83 g/amostra) e 4 mL de
o-amilase termoestavel Ankom (atividade 17,400 Liquefon Units.mL? — FAA, Ankom
Technology, Macedon, NY). O tempo total de extracao foi de 75 minutos, sendo 0s primeiros
15 minutos para que a DN atingisse a temperatura de 100 °C. O sensor de temperatura do
aparelho manteve-se em 105 °C e a pressao e agitacdo ndo foram mensuradas.

Apds a extracdo, a solucdo detergente neutro foi drenada e foram conduzidas duas
lavagens sequencias com agua destilada fervente com agitacdo automatica e com o aparelho
aberto ¢ adi¢ao de 4 mL de a-amilase bruta por lavagem, as quais duraram 5 minutos cada. Por
fim, foi feita uma terceira lavagem sem adigdo de a-amilase bruta. Os sacos foram suavemente
pressionados para remover o excesso de liquido, inseridos em béquer de 250 mL, para duas
lavagens sequenciais com acetona, com duragdo de 5 minutos cada.

Os sacos foram previamente secos em estufa ventilada (65 °C/ 45 min) e secos em estufa
ventilada (105 °C/4 horas), resfriados em sacos dessecantes (MoistureStop weigh pouch,
Ankom Technology, Macedon, NY) e imediatamente pesados (Wf). Foram acondicionados
cerca de quatro a cinco sacos por saco dessecante. Dessecadores ndo séo recomendados pelo
fabricante Ankom (ANONIMO, 2015).

Para eliminacdo da contaminacdo por matéria mineral, os sacos foram colocados em

cadinhos de porcelana com tampa, previamente pesados (W, e W;,) e incinerados (500 °C/5

horas), dispostos em estufa (105 °C/1 hora) e pesados (W, e Wy,,).
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Os teores de aFDNmo foram calculados da seguinte forma:

aFDNmo = 1000 x (Wy — (W, x C1) = (Wa — Wey) — (Wya — Wp) ) /Wi @
x ASE

Em que C, corresponde & média da massa dos brancos antes e apds a extracao e, Wy, e Wy,

correspondem as correcGes para queima dos sacos em branco.

4.10. ANALISE DE FIBRA NO SISTEMA DE EXTRACAO EM SACOS FILTRANTES
(SES)

As analises de aFDNmo obtidas em System Bag Filter, em aparelho ndo pressurizado,
especificado como Determinador de Fibra (TE-149, Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil), foram
conduzidas utilizando-se as mesmas recomendac@es utilizadas para o sistema pressurizado,
devido a auséncia de recomendacdo metodoldgica do fabricante. Este sistema é referido neste
trabalho como SES (Sistema de Extracdo em Sacos).

Foram realizadas duas rodadas por analista, sendo que cada rodada consistiu em analisar
uma replicata das 20 amostras, quatro brancos e seis replicatas de uma forragem para preencher
a capacidade do aparelho, mantendo a mesma relacdo entre DN e amostra, compondo uma
rodada com 30 analises.

Aliquotas de 0,50+0,0050g de cada amostra foram pesadas (W;) e acondicionadas em
sacos de TNT (100g.m; 5 por 5 cm), previamente lavados com detergente neutro, secos e
pesados (W;), apds secagem em estufa ventilada (105 °C/6 horas) e terem atingido temperatura
ambiente em saco dessecante Ankom (MoistureStop weigh pouch, Ankom Tecnhology,
Macedon, NY). Os sacos identificados contendo as amostras foram selados por calor,
encapsulando a amostra.

Foram utilizados 3000 mL de DN (100 mL/0,5 gramas de amostra), 5 mL de a-amilase
termoestavel bruta da Ankom e 25 g de sulfito de sddio anidro (0,83 g/amostra) por rodada. A
quantidade de DN utilizada foi a quantidade minima que permitisse a completa cobertura de

todas as amostras no interior do aparelho.
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O tempo total de extracdo foi de 75 minutos, sendo os primeiros 15 minutos para que a
DN atingisse a temperatura de 100 °C. Apos a extracdo, a DN foi drenada e foram conduzidas
duas lavagens sequenciais com agua destilada fervente (3000 mL) e adi¢do de 5 mL de a-
amilase termoestavel (Ankom®) em cada lavagem, que tiveram duragdo de 5 minutos cada, sob
agitacéo vertical.

Em sequéncia, foi realizada uma terceira lavagem (3000 mL) apenas com agua destilada,
por cinco minutos, com agitacao vertical. Os sacos foram suavemente prensados para remover
0 excesso de agua residual e colocados em béquer contendo acetona e deixados imersos por 10
minutos, com agitacdes periddicas a cada minuto. O processo de lavagem com acetona foi
repetido por uma vez. Apds a evaporacdo da acetona, os sacos foram dispostos em estufa
ventilada (55 °C/45 min), e estufa de ventilacdo forcada (105 °C/8 horas), colocados em sacos
dessecantes e pesados em seguida (Wr).

Os sacos contendo o residuo fibroso foram acondicionados em cadinhos de porcelana
com tampa, previamente pesados (W., e Wp,), incinerados (500 °C/5 horas), dispostos em

dessecador e pesados (W, e W), para correcdo da contaminagéo por cinzas.

aFDNmo = 1000 x (Wj — ((Wt X Cp) — (W, = W) = (Wi — Wb)) W, -
X ASE

Em que C,; corresponde a média da massa dos brancos antes e ap0s a extracdo e, Wy, e W,

correspondem as corre¢des para queima dos sacos em branco.

4.11. ANALISE ESTATISTICA

4.11.1. Meétodos estatisticos e critérios de avaliagdo de modelos

Os dados da composi¢do quimica dos alimentos para as variaveis Matéria Seca (MS),
Matéria Seca em Laboratorio (ASE), Matéria Mineral (MM), Proteina Bruta (PB), Gordura
Bruta (GB), Fibra em Detergente Acido (FDA), Lignina (Lig) e Carboidratos N&o Fibrosos

(CNF) foram analisados estatisticamente utilizando o programa de modelos lineares mistos
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generalizados (PROC GLIMMIX) do SAS 9.4 (SAS Institute, Inc., Cary, NC, EUA), avaliando-
se as seguintes distribuicbes densidade de probabilidade: Normal, Gama, Beta, t-Central,

LogNormal e Inversa de Gauss, de acordo com o seguinte modelo:

Yi]-=,u+al-+el-j (6)

Em que Y;; corresponde a informagéo do i-ésimo alimento na j-ésima determinacdo; u média
geral; a; o efeito de alimento i e e;; 0 erro residual aleatorio.

A melhor funcéo de verossimilhanca ajustada aos dados foi determinada pelo critério de
informacdo de Akaike (AKAIKE, 1974, BURNHAM; ANDERSON, 2004) corrigido para
pequenas amostras (SUGIURA, 1978) e pelas grandezas por ele geradas, de acordo com as
recomendacdes de Vieira et al. (2012). Foram construidos intervalos de confianca ao nivel de

99% de significancia para as variaveis analisadas.

4.11.2. Analise Estatistica dos Resultados Analiticos da Determinacéo da Fibra

O experimento foi conduzido segundo delineamento inteiramente casualizado e os
diferentes métodos de extracdo de aFDNmo foram avaliados considerando-se o0 esquema
fatorial 5 x 20 x 3, em que cinco sistemas de extracdo foram comparados empregando-se 20
alimentos, analisados por trés diferentes analistas. Os efeitos de método de extracdo e de
alimento foram considerados fixos, enquanto o efeito de analista considerado aleatério,

conforme o seguinte modelo estatistico:

Yije =u+a;+ B+ Ox + af;j + a0y, + BOji + afO;ji + €jji (7)

No qual Y;j,, corresponde ao [-€simo resultado analitico referente ao i-ésimo alimento, obtido
segundo o j-esimo sistema de extracdo, operado pelo k-ésimo analista; u média geral; a; efeito
do tipo de alimento (i=1,2,3...20); B; efeito do sistema de extragdo (j=1,2,3,4,5); Oy efeito de

analista (k=1,2,3), ap;; efeito da interacdo entre alimento i e método j; a0y efeito da interacdo
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entre alimento i e analista k; S0;; efeito da interacdo entre método j e analista k, a0, efeito
da interacdo tripla entre alimento i, método j e analista k e e; y, efeito do erro aleatorio.

A transformacéo da variavel dependente foi realizada utilizando-se 0 método de BOX
COX (PROC TRANSREG) do SAS (BOX; COX, 1964) ¢ o valor do parametro A que
maximizou a funcdo de verossimilhanga foi zero, portanto, a melhor transformagdo foi a
aplicacdo de logaritmos aos valores observados.

O modelo estatistico descrito pela Equacdo 6 foi ajustado a variavel transformada por
meio do procedimento de modelos mistos (PROC MIXED) do SAS, empregando-se 0 metodo
de estimacdo de maxima verossimilhanca restrita (REML) e o melhor preditor linear ndo
viesado (BLUP, best linear unbiased prediction), adotando-se a seguinte funcdo basica

previsivel:
tijki = E[Yijxi| Ok, @Oy, BOjr, aB0y i ]; Vi, j (8)

Os BLUP foram estabelecidos considerando a Ampla Inferéncia (Broad Inference), que
se baseia exclusivamente sobre os efeitos fixos (alimento e método) e aleatdrios (analista), e a
Inferéncia Restrita (Narrow Inference), que versa na inferéncia baseada sobre a combinacéo
linear de efeitos fixos e aleatorios ou funcdes previsiveis (alimento, método e analista), dadas

pela seguinte fungéo:

1
Hijie = — z NijiHijk 9)

.

Os preditores de inferéncia restrita (Narrow Inference) foram obtidos de acordo com a
seguinte equacao, a partir do desdobramento da Equacao 9, para combinacéo linear de efeitos

fixos e aleatorios.

1
Mijie = — (g, X p+ngj X oag +nyj X By +nyj X @By +ngjy X 0g + nyj

ij
X 02 + Nij3 X 03 + Nij1 X aOil + Nij2 X aOiZ + Nij3 X a0i3 (10)
+ nijl X [30]1 + nij2 X 30]2 + nijg X 30]3 + nijl X aﬁOijl

+nyjp X aB0;jp + nyjz X af0yj3)
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No qual n;; corresponde ao nimero total de observacdes do alimento i determinadas no sistema
de extracdo j, n;;; corresponde ao nimero total de observacdes do alimento i determinadas no
sistema de extracdo j pelo analista 1, n;;, corresponde ao numero total de observagées do
alimento i determinadas no sistema de extracdo j pelo analista 2, e n; 5 corresponde ao nimero
total de observagdes do alimento i determinadas no sistema de extracgdo j pelo analista 3.

As funcdes estimaveis de ampla inferéncia (Broad Inference) foram determinadas por

meio da seguinte equacao, obtida a partir do desdobramento da Equacéo 9.

1
Hijie = — (g, X p+ngj X oag +ngj X By +nyg X aByy +nyy X 01+ nyjp

ij (11)

X 02 + Nyj3 X 03)

Os intervalos de confianca foram comparados por meio do Teste de Comparagdes
Multiplas do PROC MIXED, do SAS, com auxilio do procedimento SIMULATE, adotando-se
a=0,05 (LITTELL et al., 2006).

O mesmo modelo foi ajustado ao método de minimos quadrados para se ter uma
estimativa dos componentes de minimos quadrados de acordo com o método de estimacéo tipo
I1l, do SAS, a fim de obter uma visualizacdo das estimativas obtidas com abordagem
tradicionalmente feita para estimag@o dos componentes de variancia, para avaliar a significancia

de efeitos fixos e aleatorios.
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5. RESULTADOS

A selecéo da distribuicdo de probabilidade de melhor qualidade de ajuste baseou-se
sobre as informacGes de Akaike corrigido (AICc,), os valores de delta (4,) e a razdo de
evidéncia (ER,) por ele gerados, demonstrados na Tabela 1. A distribuicdo de probabilidade de
melhor ajuste foi a Normal para todas as variaveis de composi¢do quimica analisadas, que
apresentaram valores 0 < 4,< 2 e baixos valores de ER,

A escolha dos alimentos fundamentou-se nos principios de representatividade na dieta
dos animais e amplitude em composicdo quimica. Desta forma, podem ser observados
alimentos volumosos e concentrados, in natura e fermentados ou processados por calor, que
apresentaram teores minimos, intermedirios e altos para os nutrientes MS, MM, MO, PB, GB
e CNF (Tabela 2), e também de aFDNmo (Tabelas 5 e 6). Alimentos cujos teores de GB foram
superiores a 50 g.kg™* como soja grdo, composto lacteo e farinha de carne e ossos (Tabela 2),
foram pré-desengordurados imediatamente antes da analise de fibra em todos os métodos de
analise.

O composto lacteo apresentou valor de fibra proximo a zero, como era esperado. Por
outro lado, a FCO apresentou 218,0 (184,3; 257,2) g.kg™* de aFDNmo, obtido pelo método
oficial em aparelho de refluxo convencional, dada a natureza da porcdo proteica, insoltvel em
detergente neutro.

A andlise de variancia por meio do método de minimos quadrados (Tipo I1I), com 95%
de significancia, mostrada na Tabela 3, apresentou resultado significativo para a quantidade de
aFDNmo entre alimentos, entre os métodos de determinacdo para um mesmo alimento e para a
interagdo alimento*método?, dentre os efeitos fixos. Os efeitos dos componentes de variancia
das interacdes alimento*analista, método*analista e alimento*método*analista também foram
significativos. N@o houve efeito significativo do componente de variancia de analistas (Tabela
3).

A analise de variancia, obtida por meio do método da maxima verossimilhancga restrita
(REML) permitiu inferir que o componente de variancia ndo foi significativo entre os analistas,
que nao difere de zero ao nivel de 99% de significancia, no entanto, com alta variabilidade dada

pela amplitude do intervalo de confianca (Tabela 4). Apesar disso, houve efeito do componente

1 O sinal de asterisco (*) foi utilizado para denotacdo dos efeitos das interacdes entre fatores fixos e aleatdrios,
definidos pelo modelo estatistico.
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de variéncia para as interacGes entre alimento*analista (P=0,0046) e também para a tripla
interacdo alimento*método*analista (P<0,001) — Tabela 4. Para a interacdo método*analista
ndo houve efeito significativo do componente de variancia. Dentre os efeitos fixos foram
constatadas diferencas significativas para o tipo de alimento (P<0,001), para 0 método de
determinacdo (P=0,003) e para a interacdo entre alimento*método (P<0,001).

Os valores de BLUP obtidos para aFDNmo, em todos os métodos e em todos 0s
alimentos, ndo apresentaram diferencas significativas entre aqueles obtidos na inferéncia
restrita, isto €, considerando o efeito das interacdes aleatorias (Equacdo 10) e aqueles obtidos
por ampla inferéncia ou sem efeito destas interacbes (Equagdo 11), tendo em vista que oS
intervalos de confianca, com 95% de significancia, se justapdem entre os dois procedimentos
(Tabela 5).

N&o houve diferenca quanto as quantidades de aFDNmo determinadas para todos 0s
alimentos utilizados neste estudo entre os aparelhos de refluxo convencional e Fibertec, ambos
recomendados como sistemas de extracdo pelo método oficial AOAC (Tabelas 5 e 6). O sistema
Ankom ndo apresentou diferencas significativas para nenhum dos alimentos analisados em
relacdo as estimativas obtidas por metodologia oficial, em sistema Fibertec ou refluxo
convencional dada a comparacgéo dos intervalos de confianca (95%), Tabelas 5 e 6.

Os sistemas analiticos SES e Autoclave ndo diferiram (P>0,05) dos métodos de
referéncia quanto as quantidades de fibra determinadas para os alimentos cana-de-agUcar, capim
elefante, casca de soja, farelo de algoddo, farelo de glaten de milho, farelo de trigo, feno de
alfafa, feno de azevém, feno de tifton, palha de milho, residuo de cervejaria, serragem, silagem
de milho e polpa citrica pela anélise dos intervalos de confianga obtidos pelo BLUP, na Tabela
5, ou pelo teste de comparacBes multiplas demonstrado na Tabela 6.

O sistema analitico SES determinou valores de fibra maiores e diferentes do sistema
Ankom, obtidos como preditores de inferéncia ampla ou restrita para a farinha de carne e 0ssos
que podem ser observados pelos intervalos de confianca que ndo se justapdem (Tabela 5). O
mesmo comportamento ndo foi observado pela analise dos intervalos de confianca pelo teste de
comparagdes multiplas, em que todos os métodos ndo diferem (P>0,05) quanto a quantidade de
aFDNmo obtida para a farinha de carne e 0ssos (Tabela 6). O sistema analitico SES apresentou
maior quantidade de fibra insoltvel para o composto lacteo (P<0,001) em relacdo aos demais
métodos (Tabela 6).

A gquantidade de fibra para o farelo de soja foi maior e significativa para 0 SES em
relacdo ao método oficial em sistema Fibertec (P=0,039) e para o sistema de extragdo da Ankom

(P<0,001). Contudo, ndo diferiu daquele determinado por método oficial em refluxo
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convencional (P=0,273) e também para a Autoclave (P=0,974), pelo teste de comparacGes
multiplas. Pelos intervalos de confianca ajustados pelos BLUP, o SES também difere do método
oficial em refluxo convencional (Tabela 5). Os sistemas analiticos da Autoclave e da Ankom
ndo diferiram dos métodos oficiais para este mesmo alimento (Tabela 6).

O método SES determinou maior valor de fibra para o milho, diferindo da metodologia
oficial e também do método Ankom (P<0,001), contudo nédo diferiu do teor determinado em
Autoclave (P=0,327), Tabela 6. Embora sem diferencas em relacdo ao método oficial pelo teste
de comparacdes multiplas (P=0,723), os intervalos de confianca construidos para 0 milho em
Autoclave ndo apresentam sobreposicdo em relagdo aqueles do método oficial em refluxo
convencional (95%). O método Autoclave apresentou maior quantidade de fibra em relacdo ao
Ankom (P<0,001).

Para o sorgo, de forma similar ao milho, os métodos SES e Autoclave, que nédo
apresentaram diferencas entre si (P=0,999), superestimam os valores de aFDNmo em relagdo
aqueles obtidos por metodologia oficial em aparelhos Fibertec (P<0,001) e refluxo (P<0,001) e
também pelo Ankom (P<0,001), tanto pelos intervalos analisados utilizando-se o teste de
comparag6es multiplas como pelos intervalos de confianca obtidos com os preditores (BLUP).

Para a soja in natura o teor de aFDNmo obtido por SES foi superior aqueles
determinados pelo método oficial, em aparelho Fibertec (P<0,001) ou refluxo convencional
(P<0,001), e também em relacdo ao método Ankom (P<0,001). Entretanto, o SES apresentou
resultado semelhante ao obtido por Autoclave (P=0,066), que ndo diferiu dos métodos oficiais,
em Fibertec (P=0,980) ou refluxo convencional (P=0,999) e também em relacdo ao Ankom
(P=0,999) pelos intervalos de confianca analisados pelo teste de comparacfes multiplas (Tabela
6). Considerando os intervalos obtidos pelos BLUP, o SES apresentou valores de aFDNmo

diferentes para todos os demais métodos, inclusive para o Autoclave.



Tabela 1: Critérios de informacdo de Akaike e grandezas matematicas associadas.
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Variavel Distribuicdo de Probabilidade AlCc, A, W, ER
Normal -552,0 0,1 0,161 1 21
Gama -552,1 0,0 0,170 1 21
Beta -552,1 0,0 0,171 1 21
MS t-Central -552,0 01 0,161 1 21
Inversa de Gauss -552,0 0,0 0,167 1 21
LogNormal -552,1 0,0 0,170 1 21
Normal -1090,5 0,0 0,167 1 21
Gama -1090,5 0,0 0,167 1 21
Beta -1090,5 0,0 0,166 1 21
ASE t-Central -1090,5 0,0 0,167 1 21
Inversa de Gauss -1090,5 0,0 0,167 1 21
LogNormal -1090,5 0,0 0,167 1 21
Normal -482,0 0,0 0,244 1 21
Gama -482,0 0,0 0,242 1 21
Beta -481,9 0,0 0,240 1 21
MM t-Central -455,4 26,5 0,000 5x10° 21
Inversa de Gauss -478,3 3,64 0,040 6 21
LogNormal -481,9 0,1 0,234 1 21
Normal -529,9 0,0 0,169 1 21
Gama -529,9 0,0 0,166 1 21
Beta -529,8 0,0 0,166 1 21
MO t-Central -529,9 0,0 0,169 1 21
Inversa de Gauss -529,8 0,0 0,165 1 21
LogNormal -529,9 0,0 0,166 1 21
Normal -344,7 0,0 0,200 1 21
Gama -344,7 0,0 0,201 1 21
Beta -344,7 0,0 0,200 1 21
PB t-Central 3328 12,0 0,001 397 21
Inversa de Gauss -344,7 0,0 0,200 1 21
LogNormal -344,7 0,0 0,199 1 21
Normal -457,0 0 0,236 1 21
Gama -457,0 0,0 0,234 1 21
Beta -457,0 0,0 0,233 1 21
GB t-Central -457,0 0,0 0,236 1 21
Inversa de Gauss -383,8 73,2 0,000 7,7x10% 21
LogNormal -454,3 2,7 0,060 4 21
Normal -360,1 0,0 0,203 1 21
Gama -360,1 0,0 0,203 1 21
Beta -360,0 0,0 0,200 1 21
FDA t-Central -360,1 0,0 0,203 1 21
Inversa de Gauss -360,0 0,1 0,191 1 21
LogNormal -321,6 38,5 0,000 2,2x108 21
Normal -470,0 0,0 0,377 1 21
Gama -470,0 0,0 0,377 1 21
Lignina  Beta -469,2 0,8 0,247 2 21
t-Central -451,9 18,2 0,000 8,8 x10° 21
Inversa de Gauss -408,9 61,1 0,000 1,8x10% 21
LogNormal -375,7 94,3 0,000 3,010 21
Normal -326,2 0,0 0,178 1,0 20
Gama -326,2 0,0 0,180 1,0 20
CNF Beta -326,2 0,0 0,179 1,0 20
t-Central -326,2 0,0 0,178 1,0 20
Inversa de Gauss -325,7 0,4 0,144 1,3 20
LogNormal -325,7 0,5 0,141 1,3 20

AlCc,, Critério de informacéao de Akaike corrigido para pequenas amostras, 4., diferenca entre AICc, e 0 minimo de AICc,
no conjunto de distribuicdes testadas; w,., probabilidade de verossimilhanga; ER,., razdo de evidéncia; @,, nimero de
parametros da distribuigdo.



Tabela 2: Médias e Intervalos de Confianca (IC99%: X + (LS — LI)/2) da composic&o quimica dos alimentos.

Alimento MS ASE MM MO PB GB FDA Lig CNF
Cana-de-agUcar 254,1+0,90 918,2+1,10 38,7+3,68 879.5+3.80 39,2+13,84 13,1+2,41 293,2+9,85 42,3+4,22 412,548,45
Capim Elefante 155,3+0,90 901,9+1,10 102,2+3,68 799.7+£3.80 149,0+19,55 17,7+2,41 373,1+9,85 34,0+4,23 77,3+11,99
Casquinha de Soja 885,7+0,85 885,7+1,05 47,7+3,68 838.0+3.80 134,1+13,85 15,5+2,41 506,9+9,80 23,9+4,22 118,5+8,50
Composto Lacteo 953,8+0,90 953,8+1,05 66,6+3,68 887.2+3.80 194,6+13,85 144,5+3,40 3,549,84 3,244,22 591,2+12,00
Farelo de Algodé&o 894,0+0,85 894,0+1,05 67,7+3,68 826.3+3.85 517,7+11,30 5,6+2,41 224,0+9,80 74,0+4,22 106,8+8,46
Farelo Gluten de Milho 897,3+0,90 897,3+1,05 51,0+3,68 846.3+3.80 255,5+13,85 29,3+2,41 126,2+9,80 10,7+4,22 200,0+8,50
Farelo de Soja 879,5+0,90 879,5£1,05 67,8+3,68 811.7+3.80 552,0+13,80 13,7+2,41 92,649,82 5,944,22 224,048,45
Farelo de Trigo 864,6+0,90 864,6+1,05 53,4+3,68 811.2+3.80 209,2+13,85 36,7+2,41 122,5+9,85 37,3+4,23 289,7+8,50
F. de Carne e Ossos 926,3+0,90 953,0+1,05 382,8+3,65 570.2+3.80 538,6+13,85 113,4+2,40 11,4+9,84 10,1+4,22 na.f

Feno de Alfafa (28 d) 883,2+0,90 883,2+1,05 102,0+3,68 781.2+3.80 225,7+13,85 14,9+2,41 399,1+9,85 92,843,45 148,9+8,45
Feno de Azevém 900,0+0,90 900,0+1,05 65,2+3,01 834.7+3.80 106,3+13,86 7,7+2,40 466,8+9,85 59,8+4,22 34,1+8,48
Feno Tifton 85 (45 d) 888,8+0,90 888,8+1,10 65,9+3,68 822.8+3.80 111,1+13,83 9,6+2,41 393,0+9,80 52,4+3,45 23,2+8,48
Milho 874,1+0,90 874,1+1,10 10,8+3,00 863.3+3.80 86.37+13.83 42,4241 29,349,84 3,8+4,22 761,3+8,45
Palha de Milho 898,8+0,90 898,8+1,05 21,5£3,68 877.3+3.80 22,2+13,84 3,1+2,41 464,7+9,85 40,9+4,23 50,7+8,48
Polpa Citrica 896,9+0,90 896,9+1,10 62,2+3,01 834.7+3.85 66,2+13,84 18,6+2,41 192,8+9,80 17,6£3,45 659,3+8,50
Residuo Cervejaria 224,5+0,90 923,7+1,05 34,6+3,68 889.2+3.80 375,6+11,30 32,7+2,41 212,2+9,85 74,8+4,22 109,6+8,45
Serragem 914,1+0,90 914,1+1,10 3,5%3,68 910.6+3.80 27,9+13,84 0,7+2,40 795,2+9,85 271,8+4,20 86,9+8,48
Silagem de Milho 306,1+0,90 894,5+1,10 63,3+3,68 831.2+3.80 99,6+13,84 19,1+2,41 277,4%+9,80 32,6+4,23 328,5+8,50
Soja Gréo 907,5+0,90 907,5+1,05 49,8+3,68 857.6+3.80 446,7+13,80 229,5+2,40 81,7+9,84 4,1+4,22 120,3+8,45
Sorgo 886,4+0,9 886,4+1,05 10,8+3,68 875.7+£3.80 88,4+13,85 11,2+2,40 43,2+9,84 5,2+4,22 797,3+8,45

MS=Matéria Seca em g.kg? da Matéria Natural; ASE=Matéria Seca em Laboratorio (g.kg™ da MS); PB=Proteina Bruta (g.kg™ da MS); GB=Gordura Bruta (g.kg* da MS);
MO=Matéria Organica (g.kg™* da MS); FDA=Fibra em Detergente Acido (g.kg™ da MS); Lig=Lignina em Acido Sulfdrico (g.kg™ da MS), CNF=Carboidratos N&o Fibrosos
(CNF=1000-PB-GB-MM-aFDNmo, em g.kg™ da MS). Os valores foram apresentados como: X média; LS como limite superior e LI limite inferior do Intervalo de Confianca
com 99% de significancia.

n.a. *- ndo aplicavel.
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Tabela 3: Estimativas dos componentes de variancia (Var) para efeitos aleatorios e fungbes quadraticas (Q) para os efeitos fixos, obtidos por meio do
procedimento de estimacao Tipo 11, considerando-se 0s métodos dos minimos quadrados para as variancias.

Soma de Quadrado s GL
Quadrados  Médio Quadrado Médio Esperado Erro F-valor Pr>F

Fonte GL Erro

Var(Residual)+2,2824 Var(ALxMxA)
Alimento 19 472,28 24,8568 0,9989 MS(ALxA) + 0,0011 MS(Residual) 38,01 445,28 <0,0001
+ 11,412 Var(ALxA)+ Q (AL, ALxM)

Var(Residual) + 2,3811 Var(ALxMxA)

Método 4 4,99 1,2471 + i 8,00 11,78 0,002
, , 47,622 Var(MuA)-Q (M. ALxM) 0,9995 MS(MxA) + 0,0005 MS(Residual) , , ,
Alimento e Var(Residual)+ 2,3891 Var(ALXxMxA) .
+ <
Método 76 12,07 0,1588 T QUALXM) 0,9966 MS(ALxMxA) + 0,0034 MS(Residual) 152,5 7,36 0,0001
Var(Residual)+2,2806 Var(ALXxMxA)

. 0,9982 MS(ALxA) + 0,9573 MS(MxA) -

Analista 2 0,82 0,4102 +45,613 Var(MxA) + 11,403 Var(ALxA) ) 1361 3 0,0831
+ 228,06 Var(A) 0,9513 MS(ALXMxA) - 0,0041 MS(Residual)
Alimento e Var(Residual)+2,2849 Var(ALxMxA) .

. 38 2,12 0,0559 R +0, 159,12 2,65 <0,0001
Analista 11,424 Var(ALxA) 0,9531 MS(ALxMxA) + 0,0469 MS(Residual)

Método e Var(Residual)+2,3823 Var(ALxMxA) .

. + <
Analista 8 0,85 0,1060 + 47,646 Var(MxA) 0,9937 MS(ALxMxA) + 0,0063 MS(Residual) 152,91 4,92 0,0001
Alimento,

Métodoe 152 3,29 0,0216 Var(Residual)+2,3973 Var(ALxMxA) MS(Residual) 441 2,12 <0,0001
Analista
Residual 441 4,50 0,0102 Var(Residual)

Pr>F teste para significncia da variancia;
Var variancia; AL alimento; M método; A corresponde ao analista; Q fun¢do quadréatica; MS quadrado médio; GL grau de liberdade.
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Tabela 4: Estimativas dos componentes de variancia para os efeitos de analista e suas interacGes e
respectivos Intervalos de Confianga com nivel de significancia de 99%, obtidos pelo método de maxima
verossimilhanca restrita (REML).

Parametro Estimativa SE Pr>2Z '

LI LS
Analista 0,001183 0,001793 0,2547 0,000138 131,23
Alimento*Analista 0,002748 0,001056 0,0046 0,001215 0,00969
Método*Analista 0,001845 0,001155 0,0550 0,000556 0,02154
Alimento*Método*Analista 0,004529 0,001112 <0,0001 0,002596 0,00943
Residual 0,01038 0,000711 <0,0001 0,008756 0,01247

Em que: SE erro padrdo; IC corresponde ao intervalo de confianga com a=0,01; LI o Limites Inferior e LS o
Limite Superior.



Tabela 5: Médias, Erro Padrédo (SE) e Intervalos de Confianga (IC95%: Limite Inferior; Limite Superior) para os teores de aFDNmo, em g.kg™ da MS, obtidos
em cada método de analise, considerando-se a presenca (restrita) ou auséncia (ampla) dos efeitos de interacdes.

Método

Alimento Fibertec Refluxo Convencional Autoclave Ankom SES
Meédia (SE) IC (LI; LS) Meédia (SE) IC (LI; LS) Média (SE) IC (LI; LS) Meédia (SE) IC (LI; LS) Meédia (SE) IC (LI; LS)

Cana-de-agucar
Restrita 500,4 (1,08) 427,6; 585,0 495,1 (1,08) 422,3;580,0 487,6 (1,08) 417,4; 569,2 465,1 (1,07) 401,0; 538,9 495,7 (1,08) 423,6; 579,6
Ampla 500,6 (1,07)  432,3;579,2  496,5(1,07)  428,7,5744  488,2 (1,07) 422,7:563,3 4647 (1,07) 406,2;531,3 4925 (1,07) 425,3; 569,9
Capim Elefante

Restrita 641,5(1,08)  548,9;7490  651,6(1,08)  556,7;762,3  6455(1,08)  552,4;753,6  637,8(1,07)  550,9;737,9  652,7(1,08)  5586;762,1
Ampla 652,1(1,07)  563,9;753,5 6557 (L07)  567,1;757,7  647,9(107)  560,3;748,7  639,4(107)  559,8;7299  649,3(1,07)  561,5;750,4

Casca de Soja
Restrita 690,7 (1,08) 591,3; 806,2 682,5 (1,08) 583,2; 798,2 723,7 (1,08) 619,6; 844,6 667,6 (1,07) 576,8; 772,2 672,4 (1,08) 575,6; 785,0

Ampla 691,5 (1,07) 598,2; 798,9 684,1 (1,07) 591,8; 790,5 724,6 (1,07) 627,0; 837,0 668,0 (1,07) 585,0; 762,4 669,4 (1,07) 579,0; 773,5
C. Lacteo

Restrita 7,6 (1,08) 3,8;12,0 4,5 (1,08) 1,0;8,6 4,6 (1,08) 1,1;8,6 -0,4 (1,07) -2,9;2,6 36,1 (1,08) 28,3; 45,2
Ampla 7,6 (1,07) 4,0;11,6 4,6 (1,07) 1,4;8,3 4,7 (1,07) 1,4;8,4 -0,3 (1,07) 27,24 35,7 (1,07) 28,4; 44,2
F. de Algodéo

Restrita 279,4 (1,08) 238,8; 326,3 293,7 (1,08) 249,9; 344,6 300,5 (1,08) 256,4; 351,7 272,8 (1,07) 234,1;317,3 334,7 (1,08) 285,1; 392,4
Ampla 279,8 (1,07) 241,9; 323,2 294,4 (1,07) 253,9; 340,9 300,9 (1,07) 259,6; 348,4 273,0 (1,07) 237,6; 313,2 332,6 (1,07) 286,4; 385,9
F. G. de milho

Restrita 467,5 (1,08) 399,3; 546,7 464,3 (1,08) 396,7; 543,0 449,2 (1,08) 384,3; 524,6 4424 (1,07) 381,4;512,8 481,2 (1,08) 411,1;562,7
Ampla 467,8 (1,07) 403,8;541,4 464,1 (1,07) 401,8; 535,6 448,6 (1,07) 388,3; 517,9 4445 (1,07) 388,4; 508,2 475,2 (1,07) 410,2; 549,9

Farelo de Soja
Restrita 136,5 (1,08) 115,2; 161,0 140,1 (1,08) 117,5; 166,5 157,8 (1,08) 132,9; 186,7 116,9 (1,07) 98,8; 137,7 212,6 (1,08) 180,1; 250,4
Ampla 134,3 (1,07) 114,8; 156,7 142,5 (1,07) 121,1; 167,0 158,8 (1,07) 135,3; 185,8 114,9 (1,07) 98,6; 133,4 206,8 (1,07) 177,1; 241,1

oy



Tabela 5: Continuacéo

Meétodo

Alimento Fibertec Refluxo Convencional Autoclave Ankom SES

Média (SE) IC (LI; LS) Média (SE) IC (LI; LS) Média (SE) IC (LI; LS) Média (SE) IC (LI; LS) Média (SE) IC (LI; LS)
Farelo de Trigo
Restrita 403,9 (1,08) 347,4; 469,0 410,0 (1,08) 350,2; 479,5 405,2 (1,08) 348,0;471,3 392,4 (1,07) 339,0; 453,8 426,0 (1,08) 364,6; 497,1
Ampla 405,7 (1,07) 350,9; 468,7 411,0 (1,07) 354,5; 476,1 407,0 (1,07) 352,1;470,1 392,2 (1,07) 342,5; 448,8 423,4 (1,07) 365,2; 490,3
F. Carne e Ossos
Restrita 254,0 (1,08) 216,3; 297,7 218,0 (1,08) 184,3; 257,2 203,2 (1,08) 172,0; 239,5 191,7 (1,08) 163,5; 224,2 271,1 (1,08) 228,8; 320,5
Ampla 254,8 (1,07) 219,4; 295,4 218,5(1,07) 187,2; 254,5 204,1 (1,07) 174,7;237,9 191,8 (1,07) 166,0; 221,2 269,6 (1,08) 230,1; 315,4
Feno de Alfafa
Restrita 510,1 (1,08) 436,0; 596,3 487,9 (1,08) 416,1;571,6 520,9 (1,08) 445,3; 609,0 489,8 (1,07) 422,5;567,3 532,5 (1,08) 455,2;622,3
Ampla 516,0 (1,07) 445,7;,597,0 508,6 (1,07) 439,2; 588,4 518,6 (1,07) 448,0; 599,9 494.4 (1,07) 432,4; 565,0 523,2 (1,07) 452,0; 605,2
Feno de Azevém
Restrita 776,7 (1,08) 667,1; 903,8 782,1 (1,08) 670,5;911,7 776,6 (1,08) 667,0; 903,7 767,0 (1,07) 665,1; 884,2 776,8 (1,08) 670,3; 899,7
Ampla 778,8 (1,07) 674,0; 899,4 786,7 (1,07) 680,8; 908,4 778,8 (1,07) 674,0; 899,4 767,7 (1,07) 672,6; 875,8 773,2 (1,07) 669,2; 893,0
Feno de Tifton 85
Restrita 763,8 (1,08) 654,2; 891,2 781,1(1,08) 671,0; 908,7 767,8 (1,08) 657,6; 895,9 765,6 (1,07) 661,9; 885,1 767,3 (1,08) 657,1; 895,3
Ampla 773,1(1,07) 669,1; 892,9 790,2 (1,07) 687,7; 907,5 782,1 (1,07) 676,9; 903,1 760,6 (1,07) 666,4; 867,7 767,6 (1,07) 664,3; 886,5
Milho
Restrita 105,8 (1,08) 89,0; 125,2 97,9 (1,08) 81,8; 116,5 146,2 (1,08) 123,3; 172,7 81,0 (1,07) 67,9; 96,2 212,2 (1,08) 180,3; 249,3
Ampla 107,0 (1,07) 90,4; 126,2 99,0 (1,07) 83,7; 116,6 148,6 (1,07) 126,5; 174,0 81,7 (1,07) 69,3; 95,8 213,8 (1,07) 183,1; 249,1
Palha de Milho
Restrita 906,6 (1,08) 777,0;1057,3  903,5(1,08) 772,9;1055,7  890,9 (1,08) 763,4;1039,0  886,0 (1,07) 766,3;1023,9  899,3 (1,08) 770,7; 1048,8
Ampla 902,5 (1,07) 781,5;1041,8 9025 (1,07) 781,5;1041,8  893,6 (1,07) 773,8;1031,5  883,2 (1,07) 774,1;1007,1  882,2(1,07) 763,8; 1018,4

Ly



Tabela 5: Continuacéo

Método
Alimento Fibertec Refluxo Convencional Autoclave Ankom SES
Média (SE) IC (LI; LS) Média (SE) IC (LI; LS) Média (SE) IC (LI; LS) Média (SE) IC (LI; LS) Média (SE) IC (LI; LS)
Polpa Citrica
Restrita 196,1 (1,08) 165,9; 231,2 194,2 (1,08) 164,3; 229,0 203,4 (1,08) 172,1; 239,7 192,9 (1,07) 164,8; 225,3 227,8 (1,08) 193,2; 268,2
Ampla 195,4 (1,07) 167,1; 227,9 193,8 (1,07) 166,3; 225,4 212,7 (1,07) 182,1; 247,8 195,0 (1,07) 169,0; 224,5 219,2 (1,07) 187,8; 255,3
Res. Cervejaria
Restrita 452,1 (1,08) 387,2; 527,5 448,7 (1,08) 382,4; 525,9 4746 (1,08) 405,4; 555,1 459,7 (1,07) 396,4; 532,7 497,6 (1,08) 425,2;581,8
Ampla 451,4 (1,07) 390,8; 521,1 452,3 (1,07) 390,3; 523,6 476,4 (1,07) 411,3;551,3 458,5 (1,07) 400,7; 524,2 493,4 (1,07) 426,0; 570,9
Serragem
Restrita 882,9 (1,08) 758,8; 1026,8  879,4 (1,08) 752,2;1027,5 883,2(1,08) 756,9; 1030,2  846,8 (1,07) 732,3;978,7 859,4 (1,08) 736,5; 1002,5
Ampla 880,0 (1,07) 764,1;1013,0  880,9 (1,07) 762,7;1016,9 882,7 (1,07) 764,3;1019,0 845,1(1,07) 740,7; 963,9 852,7 (1,07) 738,2;984,4
Silagem de Milho
Restrita 468,5 (1,08) 401,2; 546,4 487,0 (1,08) 415,3; 570,5 469,6 (1,08) 402,3; 547,8 454,2 (1,07) 391,6; 526,4 467,5 (1,08) 399,3; 546,8
Ampla 469,2 (1,07) 406,2; 541,5 489,5 (1,07) 422,7;, 566,5 470,8 (1,07) 407,6; 543,3 453,4 (1,07) 396,3; 518,4 465,6 (1,07) 401,9; 538,9
Soja Grao
Restrita 124,2 (1,08) 104,0; 147,7 154,8 (1,08) 130,4; 183,2 158,9 (1,08) 133,9; 188,0 140,9 (1,08) 119,3; 165,8 252,9 (1,08) 214,8; 297,3
Ampla 123,3 (1,07) 104,5; 144,9 153,7 (1,07) 131,3; 179,4 161,2 (1,07) 137,4; 188,6 138,3 (1,07) 119,0; 160,3 245,0 (1,07) 210,2; 285,0
Sorgo
Restrita 101,7 (1,08) 85,2; 120,7 93,2 (1,08) 77,55;111,5 203,2 (1,08) 173,5; 237,5 81,1 (1,07) 68,0; 96,1 257,7 (1,08) 220,6; 300,6
Ampla 100,0 (1,07) 84,6; 117,8 92,4 (1,07) 77,6;109,3 201,0 (1,07) 173,1; 233,0 80,6 (1,07) 68,5; 94,4 249,9 (1,07) 214,5; 290,7

Em que: SE erro padrdo; IC (LI; LS) corresponde ao Intervalo de Confianca, sendo LI o Limite Inferior e LS o Limite Superior.
Os dados foram analisados por meio do PROC MIXED considerando o modelo estatistico da Equagdo 6 e as EquacBes 10 e 11, para as inferéncias restrita e ampla,

respectivamente.
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Tabela 6: Teores de matéria organica fibrosa em detergente neutro tratada com amilase (aFDNmo), em
g.kg da Matéria Seca, obtidos em cinco diferentes sistemas de extracao.

aFDNmo
Método de Analise
Alimento Fibertec Refluxo Autoclave Ankom SES
(AOAC) (AOAC) Sci‘ﬂ:igl § (Ankom)

Cana-de-acUcar 500,6 496,5 488,8 464,7 492,5
Capim Elefante (1,70 m) 652,1 655,7 647,9 639,4 649,3
Casquinha de Soja 691,5 684,1 724.,6 668,0 669,4
Composto Lacteo 75a 4,6 a 4,7a -0,3a 357b
Farelo de Algoddo 280,2 294.8 301,0 273,0 332,6
Farelo de Glaten de Milho 467,8 464,7 4491 4445 475,2
Farelo de Soja 1345b 1425 ab 158,7 ab 1149b 206,8a
Farelo de Trigo 405,1 411,0 407,2 392,2 423,4
Farinha Carne e Ossos 255,1 218,5 204,0 191,9 269,5
Feno de Alfafa (28 d) 516,0 508,6 518,6 494 4 523,2
Feno de Azevém 778,8 786,7 778,8 767,7 773,2
Feno de Tifton 85 (45 d) 773,1 791,2 782,0 760,6 767,6
Milho 107,0 bc 99,2 be 148,6 ab 81,8¢c 2138 a
Palha de Milho 902,5 902,5 893,6 883,2 882,2
Polpa Citrica 195,4 194,0 212,7 195,0 219,2
Residuo cervejaria 452,0 452,3 476,4 458,5 493,4
Serragem 880,9 880,8 882,7 845,1 852,7
Silagem de Milho 469,8 489,5 470,9 453,4 465,6
Soja Gréo 1233 b 1539 b 161,2 ab 138,4 b 2449 a
Sorgo 100,2b 92,4b 201,3a 80,6 b 2499a

Médias seguidas por letras diferentes em uma mesma linha diferem entre si pelo Teste de Comparac6es Mltiplas
de Médias, com auxilio do procedimento SIMULATE, adotando-se a=0,05.
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6. DISCUSSAO

Diferencas na composicdo quimica dos alimentos eram esperadas tendo em vista que
objetivou-se compor o banco de amostras com amplitude dos teores de nutrientes, o que
permitiria analisar ndo todas, mas algumas das possiveis interacGes da concentracdo de um
determinado nutriente sobre a analise de aFDNmo (MERTENS, 2002; 2003) nos diferentes
métodos de extracdo. InteracBes importantes correspondem aquelas em que os alimentos
contém alto teor de proteina, especialmente no caso de alimentos processados por calor, ou nos
alimentos com alto teor de gordura bruta ou alto contetdo de CNF, especialmente amido (VAN
SOEST; ROBERTSON, 1985; MERTENS, 2002). O amido, em grande quantidade, como nos
alimentos milho e sorgo, € de dificil solubilizacdo durante a extracdo, o que pode superestimar
a quantidade de fibra em relagéo ao valor de convergéncia se o0 método oficial (AOAC 2002.04)
ndo € seguido exatamente, ou no caso de métodos alternativos para estes alimentos.

Para a polpa citrica foram determinadas quantidades semelhantes de aFDNmo
(194,2+32,35 g.kg! da MS) e FDA (192,8+9,80 g.kg* da MS). Este tipo de resultado é
relativamente comum quando nédo sao conduzidas analises de forma sequencial para a fibra em
detergente acido, pois grande parte da pectina solubilizada pelo detergente neutro é insoltvel
em detergente acido, sendo assim contabilizada como FDA (VAN SOEST; ROBERTSON,
1985; MERTENS, 2003). O NRC (2001) apresenta valores igualmente proximos de FDN
(tratada com amilase e sulfito de s6dio) e FDA, de 242,0 e 222,0 g.kg™* da MS, respectivamente.

A andlise de fibra para a FCO no método oficial foi possivel devido ao emprego de
auxiliar de filtragem, no caso, areia. Sem a adocao deste recurso a filtragem do material é
praticamente inexequivel. Essa observacdo foi constatada no estudo de familiarizacéo
conduzido por Mertens (2002) que incluiu no método oficial a utilizacdo de filter aid para este
tipo de alimento. A quantidade de aFDNmo determinada para a FCO em aparelho de refluxo
convencional foi de 218,0 (184,3; 257,2) g.kg* da MS, valor superior a quantidade de aFDNmo
de 195,0 g.kg™ da MS determinada no estudo colaborativo (MERTENS, 2002). Esta quantidade
de fibra é decorrente da proteina insollvel em detergente neutro. A escolha deste tipo de
alimento deve-se apenas ao fato deste ser um alimento extremamente dificil de analisar
(MERTENS, 2002).

Considerando o efeito significativo do componente de variancia da tripla interacao de

analista*método*alimento é possivel inferir que a execu¢do do analista interfere de forma direta
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para resultado analitico da aFDNmo. A estimativa do componente de varidncia da tripla
interacéo correspondeu a 22% da variagdo observada para os resultados.

Da mesma forma, as interacBes entre alimento*analista (REML e Tipo Ill) e
método*analista (Tipo IIl) permitem inferir que o analista influencia o resultado analitico de
acordo com o tipo de alimento analisado ou de acordo com o tipo de método empregado.
Alimentos com alto teor de gordura, alto teor de amido ou mesmo para aquele que demanda a
utilizacdo de areia como auxiliar de filtragem (fiter aid), como a FCO, podem ter contribuido
para estes resultados. Estes alimentos exigem mais etapas e cuidados na andlise, e as
modificacbes do método original, padronizadas por Mertens (2002), foram justamente para
melhorar a aplicabilidade e reprodutibilidade do método para este tipo de alimento. Neste ponto,
guando os métodos exigem mais etapas, a precisdo é mais dificilmente alcancada. Contudo, ndo
seria possivel prescrever um Unico método de fibra insolivel em detergente neutro para todos
0s tipos de alimentos se ndo fossem acomodadas estas modificagdes (VAN SOEST;
ROBERTSON, 1985).

No caso especifico de amostras que precisam ser pré-desengorduradas, esta etapa é
minuciosa, principalmente quando é empregado o filter aid (auxiliar de filtragem). A pré-
extracdo de amostras com alto teor de lipideos por métodos que causam aquecimento ndo sao
recomendados, pois podem danifica-las devido a possivel alteracdo dos contetdos de lignina,
proteinas insollveis e hemicelulose (VAN SOEST; ROBERTSON, 1985). Mertens (2002)
relatou a auséncia de efeito significativo para amostras pré-desengorduradas em relacdo as
duplicatas analisadas in natura. Todavia, recomendou a pré-extracdo como forma de melhorar
areprodutibilidade da analise, com reducdo do desvio padrao relativo para este tipo de alimento.
De forma similar, nos estudos conduzidos pelo autor, foram observados efeitos de interacéo
alimento*laboratério para alimentos com alto teor de gordura (MERTENS, 2002).

E possivel inferir que houve pelo menos uma determinagio em um método de analise,
influenciada de forma direta pelo analista por meio do resultado significativo para o
componente de variancia da interagdo método*analista (Tipo I11). Métodos empiricos oferecem
maiores dificuldades em atingir um valor exato (MERTENS, 2002). Sob esta visdo, 0 método
de fibra exige uma série de etapas, detalhadas neste trabalho, recomendadas como forma de
melhorar as etapas de lavagens e filtragens, modificadas inlimeras vezes ao longo dos anos. E
justamente nestes passos que O analista deve concentrar maior atencdo, pois foram
desenvolvidos com base nas dificuldades do método original para alimentos concentrados. Uma
delas, por exemplo, € o fato de manter o cadinho aquecido durante a filtragem do residuo, que

implica em melhor filtragem e solubilizacdo para alimentos com alta concentracao de amido.
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Os erros sistematicos em andlises quimicas podem ser de trés tipos: instrumentais,
metodologicos ou pessoais (SKOOG et al., 2006). Os erros inerentes aos metodos podem
usualmente ser detectados através da comparacdo com resultados obtidos com aqueles de
métodos independentes e referenciais (SKOOG et al., 2006), no presente caso, com 0 método
AOAC 2002.04, ou pela andlise de um material de referéncia, que para a FDN ndo é possivel
(VAN SOEST; ROBERTSON, 1985; MERTENS, 2003). Como amostras de referéncia de fibra
dietética podem ser utilizadas amostras “do laboratorio” (MERTENS, 2002). Para a confecgédo
destas amostras € importante que sejam obtidas em maior quantidade e que sejam
cuidadosamente armazenadas para evitar a variacdo da composicdo quimica resultante de
processo de deterioracao.

Erros sistematicos inerentes aos analistas sdo reduzidos por meio de treinamento e
familiarizacdo aos métodos. No caso especifico da fibra, analistas devem seguir rigorosamente
0 método, dada sua natureza empirica, elaborado segundo a sua definicdo nutricional
(HORWITZ et al., 1990; MERTENS, 2002).

A grande variabilidade das andlises de fibra deve-se ao fato de que os analistas ou
laboratdrios frequentemente adaptam a metodologia para aumentar a eficiéncia da analise e
economizar tempo (MERTENS, 1992). Estas modifica¢bes foram relatadas por Hristov et al.
(2010), que avaliaram a variabilidade nas andlises de aFDN por meio de um ringtest, nos
Estados Unidos, constatando maior variabilidade para alimentos de baixa fibra. Os laboratorios
participantes foram interrogados quanto ao tipo de moagem, massa de amostra, DN, quantidade
e tempo de adi¢ao de a-amilase e também de sulfito de sddio, metodos de pesagem e secagem,
entre outros procedimentos empregados nas analises, 0 que permitiu evidenciar alta variacdo
nos procedimentos analiticos entre os laboratdrios, e por fim, enfatizaram a necessidade de que
os laboratérios devem seguir exatamente 0 método oficial.

Neste sentido, uma das indicagdes para utilizacdo da Espectroscopia de Reflectancia do
Infravermelho Proximal (NIRS), uma ferramenta pratica e rapida, é que ap0s criterioso processo
de calibrag&o, seu uso poderia resultar em maior preciséo entre laboratdrios (repetibilidade) nas
avaliacbes de composicdo quimica, em funcdo da sua natureza preditiva baseada sobre a
estrutura molecular do alimento, diminuindo a dependéncia de métodos empiricos para analises
de rotina, sujeitos as condi¢Oes laboratoriais de execugdo, tais como reagentes, analistas,
laboratdrio, entre outros. Contudo, o uso do NIRS apresenta a dependéncia de calibracdo com
base em amostras representativas da populagdo de interesse. A calibracdo consiste em
estabelecer uma relacdo matematica entre a informac&o de absorcao espectral obtida com NIRS

e o resultado analitico determinado por meio do método laboratorial referencial para um
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conjunto de amostras representativas da populacdo de interesse (Prof. Marcelo Teixeira —
comunicagéo pessoal).

O efeito significativo para interacdo entre alimento*método observado neste estudo é
pertinente as analises de alimentos com baixos teores de aFDNmo como para 0 composto
lacteo, milho, farelo de soja, soja e sorgo. Os valores de aFDNmo obtidos para estes alimentos
no sistema de extracdo em sacos (SES) foram superiores aqueles determinados em aparelhos
do método oficial, assim como no método de Micro-FDN que superestimou a concentracédo de
fibra do sorgo gréo.

Os aparelhos de refluxo convencional e Fibertec ndo apresentaram diferencas entre 0s
teores de aFDNmo determinados para nenhum dos alimentos utilizados neste estudo, da mesma
forma que os resultados obtidos no estudo colaborativo realizado por Mertens (2002), que
recomendou o Fibertec como aparelho alternativo na analise de fibra. O mesmo resultado foi
constatado por Hiraoka et al. (2012), no Jap&o, mas estes autores empregaram uma adaptagédo
do método AOAC 2002.04, que consistiu em utilizar a segunda adicdo da solucéo de trabalho
de a-amilase imediatamente apds o refluxo, isto €, antes da primeira lavagem.

Entretanto, convenientemente, o sistema convencional de refluxo é mais pratico para a
execucao das analises. No Fibertec sdo necessarias mais lavagens do residuo e o uso de seringa
(60 mL) com agulha longa (10 cm), como sugeriu Mertens (2002), para desalojar os residuos
aderidos aos condensadores e acomodar toda a amostra no cadinho filtrante apds o processo de
extracdo. No aparelho de refluxo convencional, o facil acesso as particulas aderidas ao béquer
apresenta-se como vantagem em relacdo ao refluxo em cadinhos. Ainda, o custo de manutencéo
deste aparelho, no Brasil, é substancial. No entanto, para analises sequenciais do sistema
detergente, este aparelho é mais pratico (VAN SOEST; ROBERTSON, 1985).

O método Ankom de analises, ndo avaliado no estudo colaborativo de Mertens (2002),
ndo diferiu dos valores de convergéncia determinados por metodologia oficial (AOAC 2002.04)
para os alimentos utilizados neste estudo. As determinacdes de fibra no método Ankom
seguiram a metodologia recomendada pela empresa que idealizou o sistema (ANONIMO,
2015).

As quantidades de enzima a-amilase (0,5 mL/amostra), sulfito de sddio (0,83 g/amostra)
e detergente neutro (83 mL/amostra) utilizados no sistema Ankom possivelmente ndo foram
limitantes para obter adequada extracdo de amido ou de contaminantes proteicos e, portanto,
determinacdo de valores de fibra semelhantes aqueles obtidos com o método AOAC 2002.04.
Estes resultados diferem de outras publica¢fes que reportaram que o sistema Ankom de analise

de fibras ndo é recomendado para analise do milho, como no estudo de Bartolassi et al. (2002)
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e também na andlise de fezes, forrageiras e concentrados como constatado no estudo de Barbosa
et al. (2015), que avaliaram o Ankom em comparagdo ao método oficial AOAC. 2002.04.

Os resultados observados corroboram aqueles constatados por Ferreira e Mertens
(2007), que avaliaram 0 Ankom em relacdo ao método oficial AOAC 2002.04, em 33 amostras
de silagem de milho e ndo observaram diferencas nas concentra¢des de aFDN obtidas com esta
técnica. Os autores determinaram as diferencas entre seis tratamentos, que consistiram no uso
do sulfito (FDN), ado¢ao de a-amilase (RDN — residuo em detergente neutro) e adicdo de ambos
(aFDN) em dois sistemas de extracdo, com uso de cadinhos ou sacos filtrantes e no Ankom
empregaram as recomendacdes da Ankom (ANONIMO, 2015). A auséncia de efeito do Ankom
em relagdo ao método AOAC 2002.04 poderia estar baseada no emprego de reagentes em
guantidades recomendadas pelo fabricante do Ankom. Mas para confirmar esta hipotese mais
estudos sdo necessarios, comparando com o emprego de reagentes nas mesmas proporcdes do
método oficial (AOAC 2002.04).

Um aspecto que possivelmente tenha contribuido para os resultados obtidos no Ankom
refere-se a pesagem das amostras ap0s a extracdo em sacos dessecantes, tal como é
recomendada pela metodologia Ankom (KOMAREK, 1994: ANONIMO, 2015), que enfatiza
que dessecadores convencionais ndao sdo adequados na analise de aFDN. Isso deve-se ao fato
de que dessecadores podem ndo ser eficientes quando se trabalha com um grande nimero de
sacos. Esses sacos dessecantes permitem a expulsdo de ar durante o procedimento individual
de pesagem.

A auséncia de efeito significativo para o0 Ankom também foi observada no estudo de
Hristov et al. (2010). Os autores conduziram um ringtest com 14 laborato6rios, nos Estados
Unidos, para avaliar a variabilidade na analise de fibra em detergente neutro (aFDN) entre
laboratdrios. Os autores verificaram que os resultados de aFDN entre os sistemas convencional
em refluxo e Ankom ndo diferiram (P=0,62) para os 14 laboratdrios participantes. Entretanto,
observaram que houve diferenga entre laboratorios dentro da mesma técnica (P<0,001) e maior
incidéncia de outliers para 0 método Ankom, que podem resultar em valores extremamente
altos ou baixos. Os autores reportaram a maior variabilidade e dificuldade nas analises de aFDN
para alimentos concentrados contendo amido.

A principal vantagem do sistema Ankom consiste na redugéo do tempo de execucéo de
analises em fungdo de ser menos minucioso, dispensar a transferéncia do residuo fibroso ao
cadinho filtrante e também pelo fato das amostras serem processadas em conjunto, totalizando
24 determinacdes (23 amostras mais um branco) por rodada. Mas, ainda assim, ndo se deve

negligenciar que aparelhos convencionais de refluxo sdo recomendados como método
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referencial AOAC, e devem ser utilizados como padrdo para checar as andlises obtidas com
outros métodos, bem como na determinagdo de lignina, por exemplo, pelo método oficial
(AOAC. 973.18), que emprega cadinho filtrante (MOLLER, 2009). Contudo, no método
Ankom recomenda-se a utilizacdo de sacos F57, que sdo importados e descartaveis.
Atualmente, o custo desse tipo de saco, sem despesa relativa ao transporte, corresponde a US$
1,20 a unidade.

As determinacgdes de aFDNmo para alimentos forrageiros obtidas em autoclave (Micro-
FDN) neste estudo corroboram o método original de Pell e Schofield (1993), validado para
amostras de forragens, com determina¢des compativeis ao método oficial. Para as amostras de
subprodutos e concentrados, com exce¢do do sorgo grao (P<0,001), o método de autoclave
modificado pela adocdo de amilase e sulfito de s6dio ndo apresentou diferencas para 0 metodo
oficial AOAC. 2002.04.

O método original da autoclave, de Pell e Schofield (1993), ndo foi validado pelos
autores para alimentos concentrados e, também, ndo empregava o uso de a-amilase, sulfito de
sodio e exclusdo das cinzas para nenhuma das amostras de forragem analisadas. O teor de
aFDNmo para o sorgo determinado em autoclave diferiu daqueles de convergéncia observados
para 0 método oficial (AOAC 2002.04), o que pode ser atribuido a contaminacdo por amido.
Para o milho, a soja gréo e farelo de soja, 0 método autoclave, embora sem efeito significativo
para o método oficial, ndo diferiu dos valores de fibra encontrados para o SES, que foram
superiores e diferentes do método oficial.

O sorgo possui elevado teor de CNF (797,3048,45), com alta quantidade de amido (65
a 75%) (ANDRIGUETTO et al., 1985). O amido € frequentemente o componente de dificil
solubilizag¢do na analise de fibra e o emprego de a-amilase é necessario para auxiliar sua
remocdo (VAN SOEST; ROBERTSON, 1985). Elevados teores de aFDNmo tém sido
relacionados ao emprego de quantidades insuficientes da enzima, baixas temperaturas do DN
durante a extracdo que resultam na auséncia de agitacao das particulas ou baixa temperatura da
agua destilada nas lavagens, que pode comprometer a remoc¢éo do detergente neutro e extratos
soluveis (MERTENS, 2002). A temperatura de extracdo (100 °C) e adigdo de amilase utilizadas
no sistema Autoclave ndo foram limitantes para extracdo de amido, ja que a quantidade da
enzima foi superior aquela do método oficial, porém difere em relagéo a forma como a enzima
a-amilase é adicionada a amostra, imediatamente antes do aquecimento do DN. A adicdo de
amilase apds o aguecimento da amostra no sistema oficial tem sido recomendada como forma
de melhorar a efetividade da enzima na remoc¢do do amido ja gelatinizado e também para

inativar possiveis enzimas fibroliticas que podem estar presentes no extrato bruto da enzima a-
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amilase (MERTENS, 2002). Entretanto, para o Ankom, em ambiente pressurizado, em que foi
utilizada a mesma quantidade, marca e forma de adi¢do da enzima, os valores de aFDNmo
observados foram iguais aqueles do metodo oficial. Outro aspecto que diferencia este método
de extracdo de Micro-FDN dos demais consiste no uso de etanol e acetona ao invés da dupla
lavagem com acetona.

O método da Autoclave é realizado em tubos do tipo penicilina e sdo utilizados 100 mg
de amostra e 20 mL de DN. O principal problema em reduzir o tamanho da amostra reside na
dificuldade de executar uma amostragem representativa. Alem disso, frascos menores de
extracdo podem comprometer suficiente agitacdo de particulas, o que poderia contribuir para
maior erro das determinagdes (VAN SOEST; ROBERTSON, 1985). No aparelho autoclave
existe a limitacdo de visualizar e manusear as amostras tal como é possivel nos aparelhos
refluxo convencional ou Fibertec. Nestes aparelhos é possivel também controlar a agitacdo das
particulas e retornar particulas suspensas na parede do béquer para a solucdo. A agitacdo de
particulas em funcgdo da ebulicdo do DN sob refluxo é uma das recomendagdes do método
oficial (MERTENS, 2002). Deste modo, ha a possibilidade de que a auséncia de agitacdo de
particulas (devido a pressurizacdo) ou particulas que permanecam suspensas na parede dos
frascos possam interferir no processo de extracdo na Autoclave, causando maiores valores de
fibra, o que poderia explicar a maior quantidade do analito para o sorgo, como tem sido
observado para alimentos concentrados (Barbosa et al., 2015).

O método Micro-FDN é de fato convenientemente rapido e permite muitas
determina¢6es em um Uunico dia (PELL; SCHOFIELD, 1993), além do fato de aparelhos
autoclaves serem relativamente comuns em laboratdrios (SENGER et al., 2008) e faceis de
manusear. Contudo, o filtro recomendado pelos autores (PELL; SCHOFIELD, 1993) é pequeno
(= 47 mm), o que dificulta as lavagens e mesmo quando acomodado em cadinhos filtrantes o
residuo escapa do filtro sendo depositado diretamente no cadinho. Além disso, este filtro é
importado, o que contribui para restringir o seu uso em laboratorios nacionais.

Optou-se pelo uso do filtro para assegurar que a metodologia fosse fiel ao método
original da Micro-FDN, porém com modificagdes pertinentes (inclusdo de a-amilase e sulfito
de sodio e correcdo para cinzas) para acomodar a analise de alimentos concentrados e permitir
a comparacdo aos resultados obtidos por método oficial. Alternativa seria 0 uso apenas do
cadinho filtrante ao invés do filtro, uma vez que o filtro funcionou apenas como um auxiliar de
filtragem, o que ndo pode ser desconsiderado para fazer inferéncias aos resultados obtidos. Com
esse objetivo, Senger et al. (2008) avaliaram o método autoclave com uso de sacos filtrantes

em substituicdo ao cadinho/filtro. Dentre as diferentes combinagdes de tempo e pressdo da



57

autoclave nas analises de aFDN avaliadas em relagdo ao método convencional AOAC
(MERTENS, 2002), os autores concluiram que os teores de aFDN obtidos em autoclave a 110
°C por 40 minutos ndo diferiram daqueles verificados por método convencional, cujo desvio
padrdo da regressao foi de 24,1 g de aFDN por kg de matéria seca.

Foram constatados maiores teores de aFDNmo para os alimentos composto lacteo,
milho, sorgo, soja e farelo de soja pelo método da Filter Bag em aparelho de extracdo de fibra
em sacos nao pressurizado — SES em relacdo aqueles obtido por método oficial, em sistema
convencional de refluxo ou Fibertec. Da mesma forma que para os demais métodos alternativos,
as quantidades de DN, a-amilase e sulfito de sodio possivelmente ndo foram limitantes na
andlise, por terem sido utilizadas quantidades até mesmo superiores aquelas empregadas no
método oficial por massa de amostra analisada.

Dadas as mesmas quantidades de reagentes e tempos das operacdes do que o sistema
Ankom, esse resultado elevado de aFDNmo neste aparelho poderia estar relacionado a forma
como o detergente neutro entra em ebulicdo no ambiente ndo pressurizado e o tipo de saco
filtrante empregado para o SES, que € o TNT (tecido ndo tecido). No sistema Ankom, com a
pressurizacdo, o DN atinge a temperatura de 100 °C, mas nao entra em ebuli¢do e permanece
no sistema. No sistema SES, o DN atinge temperatura elevada e entra em ebuli¢cdo, mas €
mantido no sistema devido ao condensador, com algum indicio de evaporacdo e formacao de
bolhas de ar. O processo de agitacdo das amostras é tal como no Ankom, o que nédo caracteriza
uma distingdo. Komarek (1994), na idealizacdo do sistema Ankom, reportou que a
pressurizacdo € para evitar a formacdo de bolhas de ar que podem interferir no processo de
extracdo, reduzindo o contato da solu¢do com a amostra. Esta observacao foi confirmada por
Gomes et al. (2011), que avaliaram os dois sistemas, pressurizado (Ankom) e ndo pressurizado,
e constataram valores elevados de FDN no sistema ndo pressurizado, mas ndo compararam 0S
resultados com método oficial.

E possivel que, em funcio do provavel aprisionamento de bolhas de ar no interior dos
sacos, devido a ebulicdo do DN, as amostras cuja determinacdo de FDN seja mais problematica,
como € o caso dos alimentos concentrados, com alto teor de CNF, proteina e gordura,
representados neste estudo pelo sorgo, milho, soja gréo, farelo de soja, composto lacteo e
farinha de carne e 0ssos, tenham obtido valores elevados de fibra, o que permite inferir menor
sensibilidade deste sistema analitico. O milho é conhecidamente um alimento dificil de analisar
para fibra e os métodos alternativos ou que omitem o uso de a-amilase, superestimam o teor de
aFDNmo, o que pode ser observado neste estudo pelo alto teor de aFDNmo determinado em

SES, que difere significativamente dos métodos oficias (P<0,001).
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Constata-se que quanto menor a quantidade de aFDNmo nos alimentos, maiores séo as
dificuldades dos métodos alternativos em atingir o mesmo valor de convergéncia dos métodos
oficiais. As modificagdes do método mais comumente adotadas (GOERING; VAN SOEST,
1970; VAN SOEST et al., 1991; MERTENS, 2002) desde a sua criacao foram justamente para
permitir a analise destes alimentos cuja extracdo dos componentes sollveis é dificultada. N&o
existem valores verdadeiros para a fibra, devido a sua natureza heterogénea, cuja definicdo
norteou o desenvolvimento do método empirico e os valores referenciais ou convergentes sao
aqueles gerados pela analise de materiais referenciais analisados por varios laboratorios que
seguiram exatamente o método prescrito (HORWITZ, 1982; MERTENS, 2002; 2003). Os erros
sistematicos apenas podem ser minimizados com observagdo rigorosa ao método oficial
(MERTENS, 2003) e para efeito de comparacéo, os valores de consenso ou convergéncia sao
aqueles determinados rigorosamente por metodologia oficial AOAC 2002.04, no presente caso,
determinados em refluxo e Fibertec.

O avanco cientifico é gerado pela busca de solugdes, no caso especifico da fibra,
métodos alternativos tém sido idealizados para eliminar etapas minuciosas do método
convencional e permitir um maior nimero de andlises por unidade de tempo. Ainda, outro
requisito destes métodos ¢ ser acessivel. E evidente que os métodos alternativos devem ser
empregados com cautela, mesmo diante das possiveis vantagens pertinentes ao menor tempo
ou maior eficiéncia das analises da aFDNmo. Estes aparelhos — que podem ser assim designados
guando empregados com a mesma concentracdo de reagentes do método original (AOAC
2002.04) ou métodos — quando adotados de acordo com metodologia propria, devem
continuamente ser idealizados, desenvolvidos e aferidos quanto a quantidade de fibra que
determinam. Quando permitirem analises acuradas de fibra em relacdo ao método oficial podem
resultar em ganhos cientificos consideraveis ou mesmo em maior adocdo de analises
padronizadas em empresas particulares. Quando o desempenho destes sistemas for semelhante
ao oficial, devem ser utilizados conforme conveniéncia e preferéncia do analista. Outro aspecto
que tem sido continuamente recomendado na analise de fibra em detergente neutro € que a
metodologia empregada deve ser especificada para evitar confusdo (NRC, 2001; UDEN et al.,
2005).
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7. CONCLUSOES

Os aparelhos de refluxo convencional e Fibertec determinam valores analogos de
matéria organica fibrosa em detergente neutro.

O sistema Ankom de analises de fibra, com metodologia propria, pode ser utilizado na
analise de fibra insolivel em detergente neutro por nao diferir do método AOAC.2002.04.

O sistema analitico da Micro-FDN com modificacdes para analises de fibra ndo foi
acurado na analise de fibra insolivel em detergente neutro para o sorgo grdo em relacdo ao
Método Oficial AOAC. 2002.04. Contudo, para alimentos forrageiros, este método pode ser
utilizado, devido a auséncia de erros sistematicos, quando comparado ao Método Oficial.

O método de anélises de fibra, denominado Sistema de Extracdo em Sacos (SES), ndo
é recomendado para anélise de FDN para alimentos concentrados ou com baixa concentragdo

do analito.
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