METODOS DE DETERMINAGCAO DA FIBRA DIETETICA

JOSE GERALDO SABIONT *

A disponibilidade de métodos para determinacdo da  fibra
dietética na literatura é ampla, podendo-se classifica-
los em trés grupos de métodos: fibra crua, detergentes e
enzimiticos. As vantagens e desvantagens destes métodos
sdo discutidos. A necessidade de selecionar um método en—
zimético répido, simples e preciso, para usc em controle
de qualidade, ainda persiste. Métodos que permitem o fra-
cionamento da fibra em seus constituintes, s3o importan -
tes quando se deseja estudar o efeito fisioldgico de com-
ponentes especificos da fibra.

1 INTRODUGAO

O efeito da fibra sobre o aspecto nutricional das dietas humanas
tem recebido muita atengdo nos dltimos anos, pelos cientistas e
povo em geral (11). Discussdes detalhadas sobre o efeito da fi-
bra na alimenta¢do humana foram publicadas por REISER (13) e
SCHENEEMAN (15, 16).

A definicdo mals aceita para fibra dietética foi proposta por
TROWELL et alii (21), "fibra dietética consiste dos polissacari-
deos e lignina das plantas, os guais s30c resistentes a hidrdlise
pelas enzimas digestivas do homem". A fibra dietética total(FDT)
consiste de polissacarideos ndo amilaceos, lignina, lipideos de
plantas e outras substancias (11). Fibra dietética soluvel (FDS)
corresponde a parte da FDT solivel em égua, como hemicelulose ,
substéncias pécticas, gomas, alfa-galactosideos e oligossacari -
deos indigestiveis. Fibra dietética insoldvel (FDI) corresponde
a constituintes vegetais como celulose e lignina (11, 12). Algu-
mas das FDS como as substancias pécticas e gomas entre outras
sdo adicionadas aos alimentos como espessantes, estabilizantes ,
et (GIIRIE

O conteudo da fibra em produtos alimenticios pode ser calculado
"por diferenga", subtraindo-se de 100 a porcentagem de agua, pro

*Professor do Departamento de Nutrigdo da Universidade Federal de Ourc Preto.

B.CEPPA, Curitiba, 7(1):1-16, jan./jun.1989



tefna, lipideos, carboidratos disponiveis e cinzas (B8). A fdrmu-
la & aparentemente simples, mas de dificil aplicaqéu, porgue a
detegminaqio dagqueles constituintes através das tecnicas analiti
¢as & uma tarefa demorada e laboriosa. Assim, varios meétodos tem
aido desenvolvidos para analisar guantitativamente a fibra. Mui-
tos dos metodes propostos sdo complexos, cutros nao quantificam
com precisic e reprodutibilidade a FDT no alimento. Meste artigo
wan apresentades alguns dos métodos disponiveis para osagem
da Fibra, procurando-se abordar suas vantagens e inconvenién-
cias.

2 METODOS DE DOSAGEM DA FIBRA

Dentre os métodos disponiveis na literatura, pode-se distinguir
o8 seguintes:

a) métodos baseados na decomposigdo guimica;
) métodos baseados em residuos, apés extragdo com detergentes;

¢) métodos baseados em residucs, apés digestdo enzimatica.
1 DETERMINACAC DA FIBRA POR DECOMPOSICAD

Este método envolve o tratamento da amostra do alimento com alca

lis e dcidos fortes, o gue produz a hidrélise da maioria dos
constituintes do alimento, tornando-os soluveis. A fragao resi-
dual nac digerida é determinada gravimetri te, sendo heci

da come fibra crua (3). O método da fibra crua determina basica-
mente lignina e celulose, e esta em desuso na nutrigio humana
por nio quantificar a FDS e causar a solubilizagio da fibra ori=
ginalmente insollivel. Assim, a fibra crua ndoc mostra a real por-
centagem do alimento indispunivel ao homem (B, 13, 21). Baseado
na premissa que a fibra crua é a fragdo do alimento mais resis-

tente a hidrolise quimica ou microbiolégica, este método torna -
se util guando se deseja conhecer a fragao da FDT mais ou menos

fermentdvel no intestino grosso [(8).
4 DETERMINAGCAO DA FIBRA POR DETERGENTES

0 emprego de detergentes para a determinagio de fibras foi pro-
posto por VAN-SOEST (22}. MNa literatura pode-se destacar os se-
quintes métodos: fibra acida, fibra neutra e fibra neutra enzima
tico.

Método da fibra acida

Este processe desenvolvido por VAN-SOEST (22), consiste em tra-
tar a amostra com brometo de cetil trimetil aménic 2% em solugdo
de HpS04 1N, sob refluxeo. O residuc nac digerido contendo celulp
se e lignina, é determinado gravimétricamente como fibra dcida.
0 processo em si facilita a determinagio da lignina.

Método da fibra neutra

VAN-SOEST & WINE (23) desenvolveram o método do residuo em deter
gente neutro, o gual consiste em aguecer a amoqtra até a ebuli-
a0 numa solucdo neutra de lauril sulfato de sodio (detergente) .

Essa solugdc remove carboidratos soluveis, proteinas e lipideos.
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0 residuc abtido apos filtragido & deosado gravimetricamente como
fibra neutra, e contém celulose, llqnlna e hemicelulose.

HMétodo da fibra neutra enzimatico

Este processc foi desenvolvide por McQUENN & NICHOLSON (10) para
alimentes com elevade teor de amido, a fim de maximizar a remo-
gdo do amido do residuo, através do uso de amilases. Para isso a
amestra era tratada previamente com alfa-amilase por 12 a 1B ho-
ras a 40 C. Em seguida a fibra era determinada pelo método da £i
bra neutra (23).

0Os metodos detergentes embora sejam rdpidos e 51mples, somente
dosam a FDI. A FDS n3o & recuperada, o gue const:tul uma desvan-
tagem na dosagem da FDT em alimentos destinados & nutrigio huma-
nas (2,0 LTIk

5 DETERMINAGAO DA FIBRA POR DIGESTAO ENZIMATICA

A determinagio da FDT através do residuc de alimento ndc digeri-
do por enzimas, é o métcdo gue mais se aproxima deo processo di-
gestivo humano, e que também atende ao conceitoc de fibra d12tet1
ca preoposte por TROWELL et alii (21). As enzimas utilizadas sao
as amilases e proteases de origem animal ou microbiana. Elas 580
empregadas para hidrelisar amido e proteina, tornando-os solu-
veis na fase aguosa, permitindo a separagidoc da fase fibrosa. To-
dos os métodos de determinagido da FDT recentemente desenvolvidos
empregam uma ou mais enzimas.

Segundo PROUSKY et alii (12), analises devem ser conduzidas nas
preparagoes enzimdticas, a fim de evitar a presenga de enzimas
indesejaveis como celulases, pectinases, hemicelulases e betaglu
canases. Estas se presentes, podem hidrolisar parte da FDT, cau-
sando perda por sclubilizagéo_ Toda vez que um lote de enzima
for substituido e a cada seis meses, as atividades enzimdticas
desejdveis, protecliticas e amiloliticas, devem ser testadas(12).

A primeira tentativa de utilizar enzimas para a determinagdc da

FOT em alimentos, foi conduzida por Remy, em 1931. Em il
Willians & Olmsted trataram a amostra de alimento com pancreatl—
na, o residuo nido digerido era dosado comc fibra. 0O método era

demorado (trés dias), e o longo tratamento da amostra com solu-
g3o alcalina solubilizava parte da hemicelulose. Em 1951, Weins—
tock & Benham, também publicaram trabalho empregandc enzimas na
dosagem da FDT. Tedos citados por HELLENDOORN et alii (8).

O emprego de enzlmas para dosagem da FDT, parece que tomou maior
impulso atraves do trabalho de HELLENDCOORN et alii (8), publicado
em 1975, O método consiste em tratar a amostra do alimento com
pepsina por 18 horas, seguido de hidrdlize com pancreatina por 1
hora. 0 residug nac digerido era dosado por gravimetria como
FDT. 0 método tem como desvantagem a niaoc dosagem da FDS. Em 1979 ,
SCHWEIZER & WURSCH (14), propuseram uma modificac3o do método de
HELLENDOOEN et alii (8), visando a guantificagdo da FDS. Os com-
ponentes insoldveis eram separados por centrifugacdo e os soli-
Veis por precipitagac com etanel. Os aqucares e acidos uronlcos
da fragaoc fibrosa podem ser guantificades. O tratamento bioguimi
co brando a gue a amostra e submetida, permite o estudo poste-
rior das propriedades fisicas da FDT, de importadncia na fungao
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fisioldgica.

varios trabalhos tem sido propostos como meio de dosagem da  FOT
em vegetais e dietas, através do emprego de enzimas, BEACKER et
alii (4), THEANDER & WESTERLUND (2C), ANDERSON & CLIDESDALY ()
ASP et alii (2), PROUSKY et alii (12), FURDA (S), THERNDER & A-
MAN (18,19), SOUTHGATE et alii (17). O fluxograma esguemdtico de
alguns métodos de determinagic da FDT citados serdo apresentados
e discutidos adiante, JAMES & THEANDER (9] publicaram um livro
no gqual diversos métodos de desagem da FDT s3c abordados.

HALVARSON & ALSTIN (6) desenvolveram aparclho denominado FIEER -
TEC SYSTEM E, BSpECiflCU para dosar fibras em alimentcs por pro-
cessos enzimaticos publicades (2,4,5,8,14). Segundo os autores &
possivel analisar até 24 amostras por 24 horas, guando o método
de ASP et alii (2) é empregado.

0s métodos recentes de dosagem da FDT, tem procurado otimizar a
recuperagac da FDS da matriz do alzmento, pol.s e@sta parcela pode
ser facilmente perdida, por ser solivel em agua. 0s processos en
volvidos na dosagem da FD5S acabam por permitir a dosagem da FDI.
Na Tabela 1 estdo apresentades as diversas etapase procedimentos
adotades para a dosagem da FDS. Cada parte do procedimento pode
ter significantes efeitos sobre as partes subsequentes ocu sobre
o resultado final. Nem todas as partes dos procedimentes s3o uti
llzadas. e ndc necessariamente seguem a ordem apresentada Logo
agos, Serac apresentados alguns metodos enzimaticos de determing
gao da FDT, recentemente desenvolvidos.

TABELA 1 - PROCEDIMENTC PARA A ANALISE DA FDS, COM VARIAGOES, DE
OLSON ET ALII (11)

ETAPAS

pROROSTITOS

PROCEDIMERTODS

Pra-tratanente

[xtragzo

Tratamentos
enzimaticos

Separagan
Analise parz

nonossacari-
deos

Analise 43
pecting

Solubilizar fibra distética
ﬂlspna!ul, remover lipi-
deos e aglcares soliveis.

Extrair fibra dietitica so
Livel.

Para remover amido & pro-
teina, tornar a fribra so-
soluvel mais disponivel.

Para separar a fibra diets
tica irsolivel da solivel.

Determinar composigic ro-
e :

nossacaridica dos pnlgssi

carideos da fibre solivel.

Deterninar a compesigin dos
sollssacarmcas coma dcido
ﬂluﬂlﬁﬁ.

Moagen, maceragao, congelamentn & secagen.
Extragic com solvente eter, etanol BO®, a-
gua querte ow Tria. Auteclavagde ou cozi-
mente de alquea maneira.

figua gueate ou fris
Splugia de EOTA
Splugda alcaling fraca
TCA a frio

Al fa-amilase, aniloglucosidase, pancresti-
na, pepsing & pelulanase.

Centrilugagés, filtragac, dizlise, precipi
tagao com alcanl. 3ecar, pasar e corrigir
para cinzz @ nrateina.

. Higrdlise icida (3c.sulfirice 1,0M, 3c.
trifluor acetico 24).

. Tramsformagdo dos mosassacaridees em al-
ditels carrespondentes na Torma de aceta
to trimetilsilil.

. Separagio ¢ quantificagiolC.G.,C.L.A.E.)"

. Dibxido de carbone liberade-

. Colerimotria (miteds do carbazol, metodo
do 3 fenil fenol, métode do 3-5 dimetil
fencl.*

* Cromatografia Gasasa, Cromatografia Liquids de Alts Eficiancia.



ANDERSON & CLIDESDALY (1) elaboraram um metode espec;fxca para o
fracionamento da FDT em seus constituintes e quantificagio. 0 mé
todo inclui extragdo com dgua fria e quente.0 extrato obtide com
aqua fria era aquec1do a 20 C/5 minutos e centrifugado para a se
paragac da protalna. Polissacaridecs eram preczpltados com 4al-
cool, coletados por centrifugagas e analisados para agiicares neu
tros e acidices. O extrato cbtido com agua guente era tratado
com pancreatina para solubilizar o amido. Os polissacaridecs nao
hidrolisados eram precipitades com dlcool e separades por centri
Eugagea. A soma dos pre51pltados a frio e a guente fornece aFDs.
O residuo insoluwel (FDI) é fracionado em hemicelulocse, celulose
e llqnlna Os resultados gbtidos para FDT em fareloc de trigo pa-
drdo pelo método propesto e por outros métodes estdc na Tabela 2
@ o fluxograma esquematico estd representadc na Figura 1.

TABELA 2 - COMPOSICEO DA FIBRA DIETETICA TOTAL EM FARELC DE TRI-
GO PADRAC FOR VARIOS METODOS (ANDERSON & CLIDESDALY |,

1380)

METODO FDT %
Método propasto (fracionado) 44,12
Método de HELLENDOORN et alii (8) 46,0
Fibra detergente neutro* 40,22
Fibra detergente acido* 11,9
?ibrq crua* ! 8,91

* Valores fornecides juntes com a amostra

RSP et alii (2) desenvolveram um método rdpido enzimdtico gravi-
métrico gue permite a determinacdo da FDI e FDS (Figura 2). Se-
gundo o= autcres e possivel determinar a FDT em 10 - 15 amostras
de alimentos por dia. O métodeo consiste em tratar a amostra pre-
gelatinizada com alfa-amilase por 15 minutes, em seguida proteo-
lisar com pepsina por 1 hcra e hidreolisar novamente com pancrea-
tina por 1 hora. A FDS & precipitada com alcool e separada jaled o
filtragao em CELITE.

Outro método enzimdtico recente para a determlnacao da FOT; co-
nhecido como método de BERLIN (Figura 3) é descrito por BEACKER
et alii (4). Apds a moagem e remogao dos lipideos, a amostra é
autoclavada e centrifugada. Ambaos, o pIEClplthQ e o sobrenadan-
te, s83c hidrolisados com enzimas protealltlcas e amiloliticas. A
pos digestdo, conduzia-se a2 filtragd3o em membrana filtrante ca-
paz de reter moléculas com peso nwlecular acima de 5000 daltons.

05 autores consideram gue moléculas com pesc molecular mENCTres

nao tem significéncia fisioldgica. Resultados envelvende uma com
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FIGURA 3 - METODO DE BERLIN (de BEACKER et alii, 1986)
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TABELA 3 - CONTEUDO DE FIBRA DIETETICA DE VARIOS PAES: COMPARA-
GCAO ENTRE O METODO DE BERLIN E ASP ET ALII (2), (% DA
MATERIA SECA), DE BEACKER ET ALII (4)

TIFD DE FRO METODG BERLIN (%FDT)  METODO DE ASP ET ALII (3FDT)
Trigo 5,0 4.7
Trigo integral 13,6 14,0
Centeio 7,0 8,7
Centein integral 1353 11!
Trigo misturadse 6,0 7.2
Centeio misturado B.5 10,3
Farelec de trigo 45,4 48,6

FDT = Fibra dietética integral

PROUSKY et alii (12) propuseram um método de determinagds da FDT
(Figura 4) em que a amostra do alimento em duplicata e gelatini-
zada com alfa- am:\.Lase. e entao digerida com amilogluceosidase e
protease. A FDS é precipitada com etanol e todo o material e f£il
trado, secado e pesado. Em uma das duplicatas, o resuiuo & submg
tido a dosagem de prute:.na e a outra :mczneradaA A FDT é calcula
da como o peso do residuc menos o peso da proteina e cinzas.

FIGURA 4 - METODO DE PROUSKY ET ALII (1984) PARA DETERMINAGAC DA
FDT
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Num estudo colaborativo entre 32 laborar.érlos, 13 amostras dife-
rentes de alimentos foram analisadas pelo meétode de PROUSKY et
alii (12). Os resultados estao representados na Tabela 4. Pode -
se verificar que de um modo geral, a reprodutibilidade do método
apresentou um Coeficiente de Variagdoc (CV) menor para alimentos
com maior teor de fibras. Ao passo que alimentos com menor teor
de fibras apresentaram maior CV. As amostras de arroz em pé e i-
solado de soja apresentaram CV de 4,15 e 100,9%, respectivamen-
te, valores estes inaceitdveis (12). Sequndo SCHENEEMAN (15), a
AOAC estd avaliando este método para possivelmente torna-lo ofi-
cial.

TABELA 4 - ESTIMATIVA DA FIBRA DIETETICA PELA ANALISE ENZIMATICA
DE PROUSKY ET ALII (15)*

% FIBRA DIETETICA REFRODUTTBILIDADE

P MEDIA DESVIO PADRRO  COEFICIENTE VARIAGAD %
Farelo de milho 89,02 2,83 2,95
Farelo de trige 42,25 2,23 5,29
Alface 23,31 2,75 11,79
Farinha de trigo integral 12,92 1,43 11,04
Aveia 12,47 3,20 25,64
Mistura lacto-ovo vegeta-

riana 8,59 1,90 22,07
Isolado de soja 7 51 7,58 100,93
Batata instantinea 7,22 0,% 13,24
Mistura nado vegetariana 7.19 1,590 23,39

Pao de centeio 5,90 1,45 24,41

Uva passa 4,43 1,03 23,12
Arroz em po 3,67 2,35 64,15
Farinha de trigo integral 3,07 1,001 39,95

* Médias obtidas pelas analises de 32 laboratdrios.

THEANDER & WESTERLUND (20), descreveram um procedimento (Figura
5) gque envolve trés métodos para determinagdo da FDT, FDS e FDI.
A amostra ¢ tratada com alcool 803 e hexano para a remogdo de a-
gicares e gordura. O residuo extraido é analisado diretamente pa
ra FDT e amide (método B}, ou tratado postar)ormente com alfa-a
milase e amiloglucosidase. FDS e FDI sdoc separadas por centrifu-
gacao. O sobrenadante é liofilizado para remogdo de pequenas mo-
léculas (método A). No método €, os componentes da FDT e FDI sdo
separados conjuntamente por cantnfugaqac, sendo recomendado pa-
ra amostras com elevado teor de amido. A FDT € analisada para
seus constituintes de acordo com metodologia especifica.
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FIGURA 5 . ANALISE DE FIBRA DIETETICA (THEANDER & WESTERLUND,

986)
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Un método enzimdtico de determinagic da FDT, de simples execugdo
mas demorado, foi proposto por THEANDER & ANAN {18}, Plgura 6. A
amostra do alimento & tratada com etanol B0% e clorofdrmio para
Tremover acucares e lipideos, respectivamente. O residuc obtido &
tratada com alfa- amxlase por 45 minutos a 85 C, sequido de fil-
tracdo. O filtrado & novamente tratado com amlloqlucosldase. dia
lazado por 48 horas e apds secagem rende a FDS. A FDI é obtida a
po= a lavagem do residuc retido na filtragao anterior.

FIGURA 6 - METODO DE THEANDER & AMAN (1981)
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6 DISCUSSAO E CONCLUSAD

Dentre os diversos metodos existentes de determinagac da FOT, o
da fibra crua é o menos sensivel (Tabela 5), portanto nic deve
ser empregado em alimentos destinados ac consumo humano (2,8).
Ao gue parece, cada laboratdrio escolhe o método de acorde com
sua conveniéncia. Segundo PROUSKY et alii (12) a “American Assg
ciation of Cereal Chemists" adotou o método da fibra neutra(ZBL
em substituigdo ac da fibra crua, a KELLOGG adota o método £i-
bra neutra enzimdtico (10). Os métodos enzimaticos sdoc os mais
adequados para a determinacao da FDT, porque simulam o processo
dlgestlvo humano, embora demandem um tempo maior da analise, de
vido a necessidade de incubagdo para a agao enzimatica.
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TABELA 5 - COMPARAGAO RELATIVA ENTRE DIVERSOS METODOS DE ANALISE
DOS COMPONENTES DA FIBRA EM ALIMENTOS, SCHENEEMAN =

1986
PROCEDIMENTO GRAU DE DETERMINAGAD DOS COMPONENTES
celulose hemicelulose lignina pectina fibra total
Fibra crua e + ++ a sub-estima
Fibra neutra b a4 it a sub-estima
Fibra dcida e + b + sub-estim
Enzimatico b b B b super-estima

a = nao estimado.
b = compoe a fibra total.

Conforme ver%ficsdo neste estudo, € amplo o mimerc de metodolo
gias para andlise da FDT, disponiveis na literatura. Entretanto,
constatou-se gue nao existe uma uniformidade quanto a reproduti-
bilidade e exatidioc dos resultados de amostras de alimentos ana-
lisadas, quando se efetua a comparacdo entre os métodos. PROUSKY
et alii (12), submeteram o método por eles proposto, a uma ava-
liagdo quanto a reprodutibilidade através da analise de 13 amos-
tras diferentes de alimentos em 32 laboratérios. O coeficiente
de variagio para a reprodutibilidade variou de 2,95 a 100,93% de
acordo com o tipo de alimento (Tabela 4). Coeficiente de varia-
¢do acima de 30%, geralmente & inaceitdvel (15).

HECKMAN & LANE (7) em experimento semelhante, avaliaram o conted
de de fibras em 12 amostras de alimentos de diferentes classes .
pelos métodos de fibra acida [22), fibra neutra (23), Ffibra neu-
tra-enzimatico (10}, FURDA (5) e HELLENDOORN et alii (B8). Os va-
lores encontrades para a FDT pelos diferentes métocdos apresenta-
ram variagdo significativa (Tabela &). 0s autores sugerem que o
método de FURDA (5) é o mais pratico, informativo e tem aceitd-
vel precisdo e rapidez, podendo ser analisadec até seis amostras
em 4,5 horas. Alguns resultades chegam a ser incoerentes, como:
os de ANDERSON & CLIDESDALY (1), que na comparagdo do método pro
posto que avalia FDS e FDI, com o de HELLENDOORN et alii (8) que
determina somente FDI, encontraram 44,12% e 46,0% de FOT en farelo de
trigo, respectivamente (Tabela 2).

Até o presente momento, nenhum estudo rigoroso foi realizado A
fim de selecionar um métode de referéncia, para usc em laboratd-
rio de controle de gualidade de alimentos de consumo humano. Pa-
ra isso é necessirio um métode rdpidc, simples e reprodutivel.
As metodologiss gue melhor se adequam a tal proposito sio as de
ASE ct'a%ii {2}, FURDA (5), SCHWEIZER & WURSCH (14) e PROUSKY et
alii (12).

Metodologias detalhadas que envolvem o fracionamento da fibra em
seus constituintes, como os de ANDERSON & CLIDESDALY (1), SOUTH-
GATE (17) e THEANDER & WESTERLUND (20), sfo importantes quando
se deseja estudar os efeitos fisiolégicos de componentes especi-
ficos da fibra dietética.
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TABELA 6 - PROCENTAGEM DA FIBRA DIETETICA POR VARIOS METODOS
HECKMAN & LANE, (1981)

FIBRA FIBRA FIBRA NEUTRA FURDA

DA NEUTRA  ACIDA  ENZIMATICO ET ALII

Farelo de trigo 39,2 10,7 33,9 40,1 42,2
Pao de trigo

integral 11,9 2,1 5,0 14,6 10,9
Farelo de trigo

pre-adogado 11,0 5.4 9,4 15,0 14,9
Farelo de milho 72,1 15,4 60,8 56,0 68,4
Cereal arroz 6,9 0,5 0,6 4,3 7:3
Polissacarideos

de soja 30,7 15,3 25,3 60,0 52,6
Maga com casca 1,2 1,0 1,1 1.9 1.4
Laranja descacada 0,7 0,7 0,6 2,0 Ji2
Alface 0,7 {o,fr 3 0,5 1.2 1.4
Cenoura 1,2 1.2 1.0 2.9 2,8
Pectina citrica 1,0 0,6 - 88,1 ne*
Gama de feijic nf 1,0 nf BZ,0 nf

nf = ndo filtrdvel

Abstract

The available methods to determine dietetic fiber are very extensive in the
literature. They are classified in three groups: raw fiber, detergent and
enzimatic. The advantages and desavantages of such methods are discussed. The
need to select an enzimatic method wich will be realiable, rapid and simple
s5till exist. Also, methods that allow the fragmentation of the fiber into its
main components are important when it is necessary to study their specific
physiologic effects.
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