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Apresentacao

Alimentos ricos em fibras alimentares podem ser considerados como parte da
categoria de funcionais, pois 0s seus componentes interferem em uma ou mais
fungbes do corpo humano de forma positiva.

A hipotese do papel terapéutico e preventivo das fibras ganhou impulso na
década de 70 com as publicagbes de Burkitt (1969, 1971) e Cleave (1956).

A acao das fibras no organismo depende essencialmente de sua natureza
(solavel / insolGvel), quantidade consumida e da presenca na dieta de
compostos associados, entre outros.

A estimativa qualitativa e quantitativa das fibras em alimentos in natura presente
na dieta da populagéo brasileira € uma pesquisa pouco explorada, e podera
contribuir para o conhecimento de espécies nativas, na avaliacao da salde de
determinadas populacdes e no julgamento da qualidade de um alimento.

Buscou-se através deste documento mostrar o procedimento de analise de
fibras soltveis e insolUveis de maneira simples, facil e acessivel, para o analista
iniciante. Nele estdo descritas todas as etapas, cuidados indispensaveis,
incluindo figuras mostrando as vidrarias e equipamentos necessarios.
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1) Introducéo

A primeira citago historica sobre fibra é atribuida a Hipocrates, que viveu a 500
a.C, dentre as suas recomendacdes, constava a ingestdo de dietas com
elevado conteudo de fibra devido ao seu efeito laxativo benéfico.

No final do século XIX e inicio XX intensificou-se o processamento de alimentos
e na maioria dos processos industriais as fibras eram descartadas. Atualmente
as pesquisas mostram que a fibra interfere no funcionamento do sistema
digestivo, inclusive no intestino grosso.

Especificamente o termo “dietary fibre” fibra da dieta ou alimentar foi proposto
por Hipsley (1953). Cleave (1956) foi o primeiro pesquisador a associar muitas
das doencas do homem moderno com a ingestdo de alimentos com baixo
conteudo de fibra.

Burkitt, Walker e Painter (1972) foram os primeiros pesquisadores a elaborar
estudos epidemioldgicos e clinicos sobre a relagdo quantidade de fibra na dieta
e doencas do homem moderno.

Em 1976, Trowell definiu a fibra alimentar como sendo as substancias
remanescentes de células de plantas que sdo resistentes as enzimas
humanas, resultando na preliminar defini¢éo fisiolégica (TROWELL, 1976).

A fibra alimentar ou fibra da dieta, ndo pode ser considerada como uma
substancia Unica, ela é composta, principalmente, de polissacarideos
interligados (celulose, hemicelulose, &-glicanos, pectinas, gomas, mucilagens
e exsudados), proteinas de parede celular ndo digeridas, lignina, compostos
fendlicos, fitatos, oxalatos e substancias fendlicas, amido modificado, inulina,
oligofrutose e quitosanas, compostos ndo digeriveis pelas secrecdes
enddgenas do trato gastrointestinal. Polissacarideos de origem animal, como a
quitina e seus derivados, também podem ser incluidos como parte da fibra
alimentar.

As fibras alimentares se distinguem por suas fun¢cées no organismo e séo
classificadas, de acordo com a sua solubilidade em agua, em soluveis e
insoltveis.

As fibras insolGveis incluem a celulose, lignina, hemiceluloses e algumas
pectinas. Suas func¢des sao diminuir o tempo do transito intestinal, aumentar o
volume do bolo fecal, retardar a absor¢éo de glicose e a hidrélise do amido. Nao
alteram a glicemia p6s prandial e nem os niveis de colesterol sanguineo.
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As fibras sollaveis incluem a pectina, as gomas, mucilagens, gomas, a-
glicanos, exsudados e hemiceluloses sollveis. Sdo encontradas em frutas,
aveia, cevada e leguminosas (feijdo, gréo de bico, lentilha e ervilha) e suas
principais funcdes sdo de aumentar o tempo do transito intestinal, diminuir o
esvaziamento gastrico, retardar a absorcao de glicose, diminuir a glicemia pos
prandial e diminuir o colesterol sanguineo. As fibras solGveis ajudam a controlar
o colesterol pelas suas propriedades fisico-quimicas, ou seja, retencao de
agua, solubilidade aparente, capacidade de ligacéo e degradacao.

Quando agem no trato gastrointestinal, as fibras sollveis e insoltveis tém
efeitos diferentes, atuando nos diversos sitios intestinais de maneira a promover
diferentes caracteristicas digestivas.

Principio do Método:

A determinacéo de fibra deve ser realizada sempre em triplicata, usando-se no
minimo dois brancos, a fim de que sejam realizadas nos residuos de fibra e de
branco as determinac®es de proteina e cinzas.

Consiste no tratamento da amostra com solugédo tampéo fosfato na faixa de
temperatura entre 95-100°C, a fim de promover a solubiliza¢céo de carboidratos
sollveis. Primeiramente a amostra é tratada com a-amilase, a fim de promover
a gelatinizacdo do amido, seguida da adicdo da enzima protease para
desnaturacao das proteinas presentes e finalizando o tratamento com enzima
amiloglucosidase para remocao do amido. Com este processo tem-se uma
mistura de fibra sollvel na fase aquosa e fibra insollvel precipitada. Faz-se a
filtrac&o em cadinho de vidro sinterizado tarado. O cadinho é ent&o seco em
estufa, pesado e logo depois colocado em mufla para determinacao de cinza. O
filtrado é tratado com solucdo de alcool etilico a 95%, com a finalidade de
precipitar a fibra solavel. A fibra precipitada é filtrada em cadinho de vidro
sinterizado tarado. O cadinho € entdo seco em estufa, pesado e logo depois
colocado em mufla para determinacéo de cinza.

12
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2 - Anadlise de fibra aliment ar (fa)

A partir de 1998, o Ministério da Saude, através da Secretaria Nacional de
Vigilancia Sanitaria, por necessidade de internalizacédo de Resolucdes Mercosul
e Recomendac@es do CodexAlimetarius, iniciou a publicacdo de uma série de
portarias referentes a Rotulagem Nutricional de Alimentos.

O uso das informag8es nutricionais obrigatérias nos rétulos dos alimentos e
bebidas embalados foi entdo publicado na Portaria N° 41 de 14 de janeiro de
1998, sob o titulo de Regulamento Técnico para ROTULAGEM NUTRICIONAL
DE ALIMENTOS EMBALADOS. Neste documento é descrito o procedimento
para célculo do valor caldrico de glicidios ou carboidratos metabolizaveis,
através do uso do valor de fibra alimentar.

Célculo de Glicideos:
Calculado como a diferenca entre 100 e a soma do contelido de proteinas,
lipidios, fibra alimentar, umidade e cinzas.

A partir de entdo os laboratérios de alimentos iniciaram a implantacéo de métodos

de andlise de fibra alimentar total.

Em geral dois tipos de métodos séo usados: o enzimatico-gravimétrico e o
enzimatico-quimico. Ambos tém sofrido modificacbes e melhoramentos ao
longo dos anos com o propdsito de atender a rotulagem nutricional de
alimentos. Esses métodos também foram sofrendo adaptaces a medida que a
definicdo de fibra foi evoluindo. O método enzimatico-gravimétrico remove
amido, proteina e gordura obtendo um residuo que é seco e pesado. Este
método tenta reproduzir 0 processo que ocorre no intestino grosso. Apés a
obtencédo do residuo, é realizada correcdo do resultado, pela remocéo de
residuos de proteina e de cinzas, que poderiam ainda estar presentes. O
método enzimatico quimico caracteriza quimicamente os carboidratos contidos
na fibra apés remocdo dos carboidratos disponiveis (monossacarideos,
dissacarideos e amido). Varios métodos podem ser usados para quantificar os
diferentes compostos contidos nos carboidratos disponiveis e determinar os
carboidratos constituintes da fibra alimentar.

O método Southgate (SOUTHGATE, 1969), que consiste no fracionamento dos
carboidratos e a quantificacdo das vérias etapas foi usado por muitos anos e 0s
resultados foram publicados em tabelas de Composi¢cdo de Alimentos de
McCance & Widdowson (McCANCE, 2002).
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Com o crescimento do interesse em fibra alimentar nos anos 70 e o
desenvolvimento do papel fisiolégico para este componente da dieta, houve
necessidade de se medir fibra sollvel e insolavel. InUmeros pesquisadores
como Asp e Johanson (1981), Furda (1977), Hellendoorn, Noordhof e Slagman
(1975) e Schweizer e Wiirsch (1979) desenvolveram métodos analiticos que
refletiam a fracao nao digerivel da dieta, incluindo o material sollvel e insolavel.
Prosky et al. (1985) publicaram um método que foi baseado no trabalho destes
varios pesquisadores, e que foi adotado do compéndio Official methods of
analysis of AOAC International (Association of Official Agricultural Chemists)
como método 985.29. Neste método é quantificado o teor de fibra alimentar total
em alimentos por gelatinizacdo do amido presente com enzima Termamyl (&-
amilase termo resistente), seguida de digestdo enzimatica com protease e
posteriormente adicdo de enzima amiloglucosidase para remover proteina e
amido. A esta solucdo sdo adicionados 4 volumes de alcool etilico para
precipitar a fibra soltvel. A solucdo com o residuo deve ser filtrada em vacuo
através de um cadinho de filtro de vidro sinterizado, previamente tarado. O
precipitado é lavado com éalcool etilico e acetona. Depois de seco em estufa a
100°C, o residuo é pesado. Uma duplicata € analisada para proteina e outra é
incinerada a 525-525-550°C para a determinacédo de cinzas. O teor de fibra
alimentar total é calculado tomando-se o residuo total obtido e diminuindo-se do
somatorio do valor de proteina mais cinzas.

Posteriormente, este método também foi usado para determinar fibra soltvel e
insoltvel. Outros métodos relacionados foram subseqiientemente validados por
estudo colaborativo da AOAC e aprovados como métodos oficiais da AOAC.
Lee, Prosky e Devries (1992) substituiram o tamp&o fosfato pelo MES-TRIS,
difundindo um novo método AOAC 991.43. Li e Cardozo (1994) introduziram um
método mais simples para alimentos que contenham teor de amido menor que
2% em base seca (AOAC método 993.21), tais como frutas e alguns vegetais.
Mongeau e Brassard (1993) realizaram uma pequena modificacdo, usando um
método modificado de fibra detergente neutra para medir fibra insollvel e outra
modificacdo para analisar fibra sollvel, surgindo entdo o método AOAC 992.16.

A fim de se padronizar a técnica de determinacao de fibra alimentar e torna-la
mais compreensivel e funcional, o procedimento é detalhado em mindcias,
mostrando os cuidados que se deve ter nas diversas etapas. Além disso, foram
adicionadas figuras para melhor visualizacdo dos equipamentos e vidrarias
usadas.
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PROCEDIMENTO DE ANALISE DE FIBRAALIMENTAR

Obijetivo
Determinar o teor de fibra alimentar soltvel e insolivel em produtos alimenticios

Referéncias Normativas
AOAC 2005, método 985.29 (AOAC INTERNATIONAL, 2005)

Materiais:

- Balanca analitica (precisao de 0,1 mg)

- Banho Dubnoff com regulagem de
temperatura até 100°C

- Refrigerador mantido de 0-5°C

- Potencibmetro (pHmetro ou titulador
automatico) e padrbes de calibracéo
(pH=7 e pH=4)

- Sistema de filtrac@o & vacuo

. Estufaa105°C Banho Dubnoff

- Muflaa525-550°C

- Placa de aquecimento

- Bécher de 400 mL de forma alta

- Bécher de 1000 mL de forma alta

- Papel de aluminio

- Dessecador

- Pipetador para 0,1 mL e 1 mL e ponteiras

- Provetas graduadas de 50 mL e 500 mL

- Pipeta graduada de 10 mL

- Kitasato

- Cadinho com placa de vidro sinterizado
Marca Pyrex de porosidade 40-60 ASTM,
capacidade de 50 mL

. Agua destilada

- Acetona - CH,(CO)CH,

- Etanol a 95% - (C,H,OH)

- Celite (auxiliar de filtrac&o) terra
diatomacea com 87,5% de SiO,, [11,0%;
ALO,; 06,6% CaO; [10,4% Fe,O, € 01,5 ¢.inha com olaca de vidro sinterizade
% Na,O + K,O.

- Fosfato dibasico de sddio - (Na,HPO,)

- Fosfato monobasico de sodio - (NaH,PO,)

- Solucao de 4cido cloridrico 5% - (HCI)

- Solucao de hidroxido de s6dio 5% - (NaOH)

Kitasato
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- Enzimas:
a) alfa-amilase termo-estavel - Termamyl - referéncia Sigma A-3306
b) protease - referéncia Sigma P-3910
¢) amiloglucosidase - referéncia Sigma A-9913 ou kit Sigma contendo as
3 enzimas TDF 100A

Procedimento

1 - Fibra Insolavel

Amostras que contém mais de 10% de lipidios devem ser desengorduradas
previamente com éter de petréleo. Caso se tenha necessidade de extrair a
gordura de amostras Umidas, deve-se, primeiramente, realizar a determinacéo
de umidade e registrar o resultado. Em seguida, deve-se determinar o teor de
gordura por extracdo Soxhlet. O resultado do extrato etéreo obtido deve ser
registrado.

Lembrar que este procedimento deve ser computado no calculo final.

Ligar o banho Dubnoff, e fixa-lo em uma temperatura entre 95 e 100°C. Verificar
o nivel da agua, completando, se necessario, sempre com agua destilada.

Separar 10 cadinhos para a andlise (5 para fibra insolUvel e 5 para fibra soltvel)
e adicionar 1g de celite em cada cadinho. Coloca-los na mufla, liga-la e ajustar
a temperatura para 525-550°C. Deixar na mufla por 1 hora, desliga-la e aguardar
até que temperatura alcance 150°C. Retirar os cadinhos p ara dessecador,
esfriar até temperatura ambiente e pesar.

Observar que, para manter a vida Util do cadinho, deve-se ter cuidado em seu
manuseio. O cadinho ndo deve ser exposto a mudancgas bruscas de
temperatura. O aquecimento deve ocorrer de maneira gradual, assim como o
resfriamento. Sugere-se o uso de mufla com programacéo de aquecimento e
resfriamento.

Pesar, no minimo 3 replicatas de amostra de 1 g, com precisao de 0,1 mg, em
bécher de forma alta de 400 mL. As pesagens das porg¢des teste nao devem
diferir mais do que 20 mg. Adicionar 50 mL da solugéo tampé&o fosfato (pH = 6)
em cada bécher e cobrir com papel aluminio. Usar mais 2 bécheres para o
branco

Colocar os 5 bécheres no banho-maria a 95-100°C e ligar a agitagao (100 rpm)
por 20 minutos para gelatinizar o amido.
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Parar a agitacédo, retirar o papel de aluminio e adicionar 0,1 mL da enzima
Termamyl com o auxilio do pipetador. Cobrir novamente os bécheres com a
folha de aluminio, ligar a agitacao (100 rpm) e manté-los a 95-100°C por 35
minutos.

Remover as amostras do banho e deixar esfriar a temperatura ambiente. Caso
necessite acelerar o resfriamento, colocar os bécheres em um banho de gelo
em bandeja.

Obs.: No caso do laboratério s6 possuir um banho Dubnoff ajusta-lo para a
temperatura de 60°C e adicionar agua p ara resfriar, se necessario.

Calibrar o potenciébmetro de acordo com o manual de calibracdo do
equipamento. Remover os papéis de aluminio e mergulhar o eletrodo no bécher
contendo a amostra. Ajustar o pH de cada amostra para 7,5 + 0,1. Usar
inicialmente 2,0 a 2,5 mL de NaOH 5% para que se aproxime o maximo do valor
desejado, depois ajustar gota a gota.

Obs.: caso seja necessario ajustar o pH com HCI 5%.
Adicionar 0,1 mL da solucéo de protease.

Cobrir os bécheres com papel de aluminio incubando sob continua agitagao
(100 rpm), em banho-maria a 60°C por 30 minutos.

Remover as amostras do banho e resfriar a temperatura ambiente. Caso
necessite acelerar o resfriamento, colocar os bécheres num banho de gelo em
bandeja.

Remover os papéis aluminio. Mergulhar o eletrodo no bécher contendo a
amostra.

Ajustar o pH de cada amostra para 4,3 + 0,3. Usar inicialmente 2,0 mL de HCI
5%, para que se aproxime o maximo do valor desejado, depois ajustar gota a
gota.

Obs.: caso seja necessario ajuste o pH com NaOH 5%.

Adicionar 0,1 mL da solu¢do de amiloglucosidase sob agitacdo e cobrir o
bécher com papel de aluminio.

Incubar por 30 minutos com agitacéo (100 rpm) em banho-maria a 60°C.
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Instalar o sistema de filtragdo conforme mostrado na figura 1: kitasato, funil,
adaptadores de borracha e cadinhos filtrantes com celite tarados. Ligar o
sistema na tubulacao de vacuo.

Figura 1 - Sistema de filtragcdo & vacuo.

Antes de iniciar a filtracdo das amostras, adicionar (aplicando vacuo) em cada
cadinho etanol suficiente para formar um leito homogéneo de celite no interior
do mesmo.

Filtrar as amostras através do sistema de filtracdo com o cadinho com filtro
sinterizado + celite usando vacuo. Transferir quantitativamente todo o residuo
do bécher usando solucéo tampéao fosfato. Usar o menor volume possivel, a fim
de prevenir um grande aumento do volume final.

Obs.: em algumas amostras um filme parecido com uma goma pode se formar
impedindo a filtragdo. Caso isto ocorra, deve-se romper este filme com o auxilio
de uma espatula ou bastéo, sem, no entanto, alterar o leito de celite.

Nesta etapa obteremos 2 tipos de residuos: 2 provenientes do branco e 3
provenientes da amostra.

2 - Fibra Solavel
Transferir quantitativamente o filtrado do kitasato para um bécher de 1000 mL.

Lavar o residuo 2 vezes com 15 mL de etanol 95%, e depois 2 vezes com 15 mL
de acetona. Colocar os cadinhos com os residuos obtidos em estufa
convencional a 100-105°C por 1 hora. Esfriar e pesar. Manter os cadinhos em
dessecador para posterior determinagédo de cinzas e proteina.

18
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Aquecer etanol 95% em banho-maria em placa de aquecimento ou em banho
Dubnoff a 60°C.

Adicionar o etanol aquecido em volume equivalente a 4 vezes o volume do
filtrado.

Cobrir todos os bécheres com novas folhas de aluminio e deixar o precipitado se
formar a temperatura ambiente por 1 hora.

Instalar o sistema de filtracdo conforme mostrado nas figuras 2 e 3: kitasato,
funil, adaptadores de borracha e cadinhos filtrantes com celite tarados. Ligar o
sistema na tubulacdo de vacuo. Antes de iniciar a filtracdo das amostras,
adicionar alguns mililitros de etanol (aplicando vacuo) em cada cadinho de
modo a formar um leito homogéneo de celite no interior do mesmo.

Filtrar as amostras através do sistema de filtracdo com o cadinho com filtro
sinterizado + celite usando vacuo. Transferir quantitativamente todo o residuo
do bécher usando etanol 95%.

Figura 1 — Mordagem do vidrrin poo fikagis Figura 3 — Etapn de fitragio

Lavar o residuo 2 vezes com 15 mL de etanol 95% e depois 2 vezes com 15 mL
de acetona.

Obs.: em algumas amostras um filme parecido com uma goma pode se
formar impedindo a filtracdo. Caso isto ocorra, deve-se romper este filme
com o auxilio de uma espétula ou bastéo, sem, no entanto, alterar o leito
de celite.

Transferir o filtrado do kitasato para a bombona de residuos de solventes
organicos.

Colocar os cadinhos com os residuos obtidos em estufa convencional a 100°C
por 1 hora. Esfriar e pesar.



Procedimento Operacional padrdo para determinacéo de Fibras SolGvel e Insoltvel

Da precipitacdo da fibra insolavel, selecionar 2 cadinhos de residuo e 1 de
branco para determinacdo de cinzas. Da precipitacdo da fibra sollvel,
selecionar 2 cadinhos de residuo e 1 de branco para determinacéo de cinzas.
Da mesma forma seréo selecionados os residuos das fibras e brancos para a
determinacao de proteina.

Desta etapa serdo obtidos os seguintes valores: peso do cadinho contendo
cinzas do residuo de fibra insollvel da amostra; peso do cadinho contendo
cinzas do residuo de fibra solivel da amostra; peso do cadinho contendo cinzas
do residuo de branco da andlise de fibra insoltvel e peso do cadinho contendo
cinzas do residuo de branco da andlise de fibra sollvel. Nos demais residuos de
fibra soltvel, fibra insoltvel, branco da fibra insollvel e branco da fibra soltvel,
serdo obtidos os respectivos valores de proteina.
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21 Procedimento Operacional padréo para determinacéo de Fibras Soltvel e Insoltvel

3 - ANALISE DE PROTEINA
- Objetivo

Determinar o teor de proteina total nos residuos de fibra soltvel, insoltvel, branco de
fibra insolGvel e branco de fibra sol(ivel e respectivos alimentos em geral.

- Referéncias Normativas

AACC 1995 (AMERICAN ASSOCIATION OF CEREAL CHEMISTS, 1995),
método 46-13 modificado (catalisador sulfato de sodio (Na,SO,), sulfato de
cobre (CuSO,) e selénio(Se); titulante (H,SO,0,05M).

- Materiais

- Balanca analitica (precis&o 0,1 mg)

ToBoEelz
- Papel vegetal _
- Bloco digestor (até 400°C) =
- Tubos de digestdo macro Bltes Dleestie

- Dispensete

- Destilador de Nitrogénio/Proteina
- Bureta digital de 25 ou 50 mL

- Cilindro graduado de 1000 mL

. Acido sulfarico concentrado P.A. -
(H,S0)

- 200g de sulfato de S6dio PA. - (N&,SO,)  guusscorse nisgenomrotsns  Burels Dighrdo 2550 mt.

- 20g de sulfato de cobre P.A. - (CuSO,)

- 2g de selénio P.A- (Se)

- Solucéo de hidréxido de sodio 40% - (NaOH)

- Solucéo fatorada de acido sulfurico 0,05M - (H,SO,)

- Solucdo indicadora: 0,1% de verde de bromocresol + 0,2% de vermelho
de metila

- Solugdo de acido boérico 5% - (H,BO,)



