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RESUMO

Com o objetivo de aumentar a eficiéncia laboratorial
e reduzir os custos, mantendo porém a qualidade analitica,
foi desenvolvida esta simplificacao do método para a
determinacao de fibra em detergente neutro (FDN) e em
detergente acido (FDA), empregando menores quantidades
de amostras e reagentes e produzindo menores quantidades
de residuos. O procedimento proposto, que emprega apenas
0,35 g de amostra e 35 mL de reagentes e permite a analise
de 40 amostras por vez, foi utilizado na determinacao de
FDN e FDA em amostras de graos e forragem e comparado
com o procedimento original, que utiliza 0,5 g de amostra,
100 mL de reagentes e permite a realizacao de seis amostras
por vez. Os resultados obtidos pelos dois procedimentos
apresentaram-se altamente correlacionados (r = 0,998).
Considerando-se o método original como variavel
independente, as equacoes de regressao foram: y = 0,939
+ 0,989x para FDN e y = 0,280 + 1,028x para FDA.
Amostras provenientes do programa colaborativo de controle
de qualidade da Embrapa, que conta com a participacao de
22 laboratérios, também foram analisadas pelo método
proposto e submetidas ao programa, sendo que os resultados
indicaram a boa correlacao entre os dois procedimentos,
viabilizando a recomendacao do emprego do método.



ABSTRACT

A simplification of the method for determination of neutral and acid
detergent fiber (NDF and ADF) was developed in order to increase
laboratory efficiency and to reduce costs, maintaining analytical
quality. The proposed approach employs smaller amounts of
samples and reagents and produces smaller amounts of residues.
This procedure uses only 0.35 g of sample and 35 mL of reagents,
and allows the determination of 40 samples per batch. It was applied
to samples such as grain and forage and compared to the original
procedure, which uses 0.5 g of sample and 100 mL of reagents
and allows the accomplishment of only six samples per batch.
Results obtained by these two procedures presented high
correlation coefficients (r = 0.998). Considering the original method
as the independent variable, the regression equation for NDF was:
y = 0.939 + 0.989x and for ADF, y = 0.280 + 1.028x. Samples
provided by an Embrapa collaborative quality control program,
which is composed of 22 laboratories, were analyzed with the
proposed method and submitted back to the program. The results
indicated a good correlation between the two procedures; therefore
its employment is recommended.



INTRODUCAO

O conteudo celular, parte soluvel, é composto
basicamente de proteinas sollveis, acucares, lipideos, nitrogénio
nao protéico, pectina, amido e outros constituintes sollveis em
agua (Goering & Van Soest, 1970).

O método de determinacdo da qualidade de forrageiras,
proposto por Van Soest (1963) e descrito por Silva (1981), esta
baseado na obtencdo dos componentes sollveis em reagentes
especificos, conhecidos como detergente neutro e detergente
acido. Denomina-se como fibra em detergente neutro (FDN) a
parede celular, a porcdo da forragem insolivel em detergente
neutro, que é basicamente constituida de celulose, hemicelulose,
lignina, proteina lignificada e silica.

Por meio da fibra em detergente acido (FDA) (Van Soest,
1967), é possivel conhecer os constituintes menos sollveis da
parede celular, sendo que posteriormente poderdao ser
determinados celulose, lignina, nitrogénio insolivel em detergente
acido (que representa o nitrogénio lignificado), cinzas insollUveis
em 4acido e silica. Basicamente, por meio de reagentes especificos,
a amostra é tratada com uma solucao denominada detergente
acido, a qual solubiliza o conteludo celular, a hemicelulose e a
maior parte da proteina insolivel em solucao detergente neutra.
No entanto, o nitrogénio lignificado, a lignina solivel em dalcali,
a lignina insoldvel, a celulose e a silica fazem parte do residuo,
denominado de fibra em detergente acido (FDA). O fracionamento
dos constituintes da parede celular serd finalizado a partir da
solubilizagéo da lignina, pelo método do KMnO,, e da celulose,
com H,SO, a 72% (Van Soest & Wine, 1968; Pereira & Rossi,
1995).



A proposta de Van Soest & Moore (1966) veio ao encontro
de uma necessidade existente na andlise de alimentos voltados a
nutricdo animal, em que até entdo era usada somente a
determinacao de fibra bruta, extrato etéreo, proteina bruta e extrato
nao nitrogenado, por meio do método de Weende (Silva, 1981). A
fibra bruta é composta de celulose e parte da lignina insoltvel. O
extrato nao nitrogenado (ENN), calculado por diferenca, nao
representa muito bem a fracdo de carboidratos sollUveis ou
digestiveis, por estar sujeito a erros derivados das outras analises.
Na Tabela 1, estd representada uma comparacao entre os
métodos de Van Soest e de Weende, para andlise da matéria
organica de forragens.

Tabela 1. Comparacédo entre os métodos por Van Soest e por
Weende na divisdo da matéria organica de forrageiras.

Componentes da Forragem

Van Soest Weende
Nitrogenados Nao nitrogenados
h
Proteina Gorduras Extrato etéreo
soluvel
Conteudo celular Sollveis em agua Y
(soltvel em N né&o proteico
detergente neutro) Amido
Pectina
v
h
Soluvel em Proteina Hemicelulose Extrato néo
detergente insoluvel em nitrogenado
acido i FDN
Parede celular T Lignina (soluvel em
(fibra em detergente Ligninocelulose N lignificado alcali)
neutro) (fibra em
detergente
acido) v
Lignina (insoluvel em T
alcali)
Fibra Bruta
Celulose l

Fonte: Van Soest & Moore (1966). In: Silva (1981).



Neste trabalho foi proposta uma simplificacdo dos
procedimentos analiticos originais, sem alteracdo dos principios do
método.

MATERIAIS E METODOS

1. Materiais
Para o desenvolvimento do procedimento foi necessaria
a utilizacdao dos seguintes materiais:
a) estufa de secagem e esterilizacdo (T = 105°C);
b) cadinho filtrante de vidro borossilicato com placa
porosa de vidro sinterizado, porosidade média grossa
(100 a 160 pum);
c) balanca analitica com precisdo de + 0,1 mg;
d) dessecador a vacuo, com luva, tampa e fundo, em
vidro borossilicato, equipado com placa de porcelana
e silica-gel azul;
e) forno de mufla com controlador de temperatura;
f) bloco digestor para 40 provas;
g) tubos de digestdao de 25x250 mm;

h) sistema de vacuo.

2. Reagentes e Solucbes

Todas as solugcdes foram preparadas com reagentes

guimicos de grau analitico e agua destilada e desionizada.



2.1. Fibra em Detergente Neutro

2.1.1 Etilenodiaminotetraacetato diss6dico (Na,C, H,,N,O,
2H,0, EDTA sal dissédico).

2. Borato de sodio decaidratado (Na, B, O, 10H,0).

.3. Lauril sulfato de sédio

4. Fosfato acido de sédio (Na,HPO,)

5. Metoxietanol ou éter monometilico do etilenoglicol
(C,H,0,) ponto de ebuligdo de 124°C

Acetona, p.a

Sulfito de sédio anidro p.a. (Na,SO,).
Deca-hidronaftaleno, p.a. (decalina).

Solucéo 8,0 mol L' de uréia ((H,N),CO): dissolver 480 g
de uréia em 1 L de agua destilada e desionizada.

NN
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2.1.10. Enzima alfa-amilase termoestavel (Termamyl 120 L)

Solucdo Detergente Neutra. Inicialmente é necessario o preparo
das seguintes solucdes:

a) pesar 18,61g de EDTA (item 2.1.1) e 6,81g de Na, B, O,
10H,0 (item 2.1.2), transferir para béquer de 600 mL e
dissolver em aproximadamente 400 mL de agua desionizada
sob leve aquecimento.

b) pesar 30 g de lauril sulfato de sédio (item 2.1.3), transferir
para béquer de 1000 mL e dissolver em aproximadamente
400 mL de agua desionizada sob leve aquecimento.

c) pesar 4,56 g de Na,HPO, (item 2.1.4) e dissolver em
aproximadamente 100 mL de de agua desionizada sob
leve aquecimento.



A seguir, transferir quantitativamente as solugdes (a), (b)
e (c) para balao volumétrico de 1000 mL, adicionar 10 mL de 2-
metoxietanol (item 2.1.5) e completar o volume com &gua
desionizada. O pH desta solucdo deverd estar entre 6,9 e 7,1.
Caso a solucao final esteja fora desta faixa, é necesséria sua
correcdo com solucdo de NaOH ou HCI 3,0 mol L.

2.2. Fibra em Detergente Acido

2.2.1. Brometo de cetil trimetilamoénio (CTAB),
(C,H;5N(CH,),Br).

2.2.2. Acetona.

2.2.3. Deca-hidronaftaleno (decalina).

2.2.4. Acido sulfurico concentrado, 97-98% (H,SO,).

2.2.5. Solucdo de &cido sulfarico 0,5 mol L': pipetar 27,5 mL
de H,SO, concentrado, transferir para baldo volumétrico
de 1000 mL contendo aproximadamente 500 mL de agua
desionizada, homogeneizar, esperar resfriar e completar o
volume. Antes de utilizar esta solucdo, recomenda-se
proceder sua padronizagdo com solucdo de Na,CO, ou
tris-hidroximetilaminometano, corrigindo sua concentracao

para 0,5 mol L', se necessario.

Solucdo Detergente Acida:

Em béquer de 500 mL, pesar 20,0 g de CTAB (item 2.2.1),
dissolver em aproximadamente 400 mL de solucdo de H,SO, 0,5
mol L' (item 2.2.5), sob leve aquecimento. Transferir
guantitativamente esta solucao para baldao volumétrico de 1000
mL, e completar o volume com solucéo de H,SO, 0,5 mol L
(item 2.2.5).



3. Procedimento

3.1. Fibra em Detergente Neutro

Pesar em tubo de digestdao 25250 mm, 0,35 g de
amostra seca a 65°C e triturada em moinho com peneira de
malha 20 a 30 (peso A). Adicionar 35 mL de solucao detergente
neutra e 0,35 g de Na,SO, (item 2.1.7), levar ao bloco digestor,
colocar funis ou esferas de vidro (com didmetro aproximado de 25
mm), para que os vapores se condensem, evitando a perda de
solucao, e deixar em ebulicdo (aproximadamente 125°C) por 60
minutos.

A seguir, transferir para cadinho filtrante, previamente
mantido por uma hora a 105°C e pesado (peso B), e filtrar com
auxilio de vacuo, lavando o residuo aproximadamente trés vezes
com agua fervente ou até ndao haver mais presenca de espuma. Em
seguida, lavar duas vezes com aproximadamente 40 mL de acetona
(item 2.1.6). Levar os cadinhos contendo o residuo para estufa de
secagem calibrada a 105°C e, apds aproximadamente oito horas
ou até peso constante, retird-los e transferi-los para dessecador
contendo silica-gel. Esperar atingir a temperatura ambiente e
proceder a pesagem em balanca analitica (peso C). A porcentagem
dos constituintes da parede celular ou fibra em detergente neutro,
com base na matéria seca a 65°C, é obtida por meio da diferenca
entre as pesagens, ou seja: FDN (%)= (( C-B ) “ 100))/ A, sendo A
o peso da amostra em gramas, B o peso do cadinho vazio e C o
peso do cadinho mais o residuo.

3.7.1. Observacées
i. A secagem da amostra a temperaturas superiores a 65°C

pode produzir resultados incorretos devido a reacao de



caramelizacao nao enzimatica (reacao de Maillard), que pode
resultar em aumentos significativos nos teores de lignina e
fibra (Goering & Van Soest, 1970).

ii. Utilizar a matéria seca a 105°C para corrigir os resultados com
base em 100% da matéria seca.

ii. Se houver formacao de espuma durante a digestao, adicionar
1,0 mL de decalina como anti-espumante (item 2.1.8).

iv. Para amostras com alto teor de amido, devera ser feito
tratamento preliminar, adicionando-se 10 mL de solucdo de
uréia 8,0 mol L (item 2.1.9) e 0,2 mL de amilase termoestéavel
(item 2.1.10) e incubar durante 5 min a 80-90°C ou 4 h a
temperatura ambiente. A seguir, adicionar 35 mL da solucao
detergente neutra, levar a ebulicdo e, apés 40 min, adicionar
mais 0,2 mL de enzima, completar a digestdo em até 60 min e
seguir os procedimentos ja descritos.

v. Durante a filtragem, recomenda-se utilizar bastao de vidro para
auxiliar na lavagem do residuo.

vi. Para limpeza dos cadinhos, estes poderdao ser calcinados em
forno de mufla por uma hora a 500°C, apés o término das
analises.

3.2.  Fibra em Detergente Acido

Pesar em tubo de digestdao 25250 mm, 0,35 g de amostra
seca a 65°C e triturada em moinho com peneira de malha 20 a 30
(peso A). Adicionar 35 mL de solucao detergente &cida, levar ao bloco
digestor, colocar funis ou esferas de vidro (com didmetro aproximado
de 25 mm), para que os vapores se condensem, evitando a perda de
solucao e deixar em ebulicdo (aproximadamente 125°C) por 60

minutos.



Transferir para cadinho filtrante, previamente mantido por uma
hora a 105°C e pesado (peso B), e filtrar com auxilio de véacuo,
lavando o residuo aproximadamente trés vezes com Aagua
fervente, ou até nao haver mais a presenca de espuma. Em
seguida, lavar duas vezes com acetona (item 2.2.2)
(aproximadamente 40 mL).

Levar os cadinhos contendo o residuo para estufa de
secagem calibrada a 105°C e, ap6s aproximadamente oito horas
ou até peso constante, retird-los e transferi-los para dessecador
contendo silica-gel. Esperar atingir a temperatura ambiente e
proceder a pesagem em balanca analitica (peso C).

A porcentagem da fibra em detergente acido com base na
matéria seca a 65°C é obtida por meio da diferenca entre as pesagens,
ou seja: FDA (%) = ((C-B) x 100))/ A, sendo A o peso da amostra em
gramas, B o peso do cadinho vazio e C o peso do cadinho mais o
residuo.

3.2.1. Observacoes

i Ver item 3.1.1. (i, ii, iii, v e vi).

ii. O teor de nitrogénio na FDA é sugerido como método
para correcdo da caramelizacdo nao-enzimatica, devida ao
superaquecimento. Os valores de FDA e lignina nas
forragens secas podem ser corrigidos com base nos teores
de nitrogénio contido na FDA (Van Soest, 1965; Goering
& Van Soest, 1967).

3.3.  Amostras

Inicialmente, amostras de farelo de trigo, silagem de milho,
cana-de-acucar (planta inteira), feno (capim-coastcross) e aveia
(folhas), provenientes de estudos de nutricdo animal em

desenvolvimento na Embrapa Pecudria Sudeste, foram analisadas



pelo método descrito acima e também pelo método original
proposto por Van Soest (1963), o qual utiliza 0,5 g de amostra,
100 mL de solucao detergente neutra ou acida e sistema digestor
para seis provas (tipo Sebelin, equipado com controladores de
temperatura e condensadores). Os resultados obtidos para os
dois conjuntos de dados foram correlacionados (Tabela 1 e
Figuras 1 e 2). O método aqui proposto foi entdo empregado em
amostras de alfafa, aveia (grao), capim (mombaca, tifton,
elefante e centenario), alfafa, palma (forrageira) e milho (grado),
provenientes do Programa Colaborativo Interlaboratorial da Embrapa,
gue conta com a participacéo de 22 laboratérios. Os resultados foram
submetidos a comparac¢do com os obtidos pelos outros laboratérios
participantes, que se utilizam do método originalmente proposto por
Van Soest (1963).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O método proposto vem sendo aplicado desde 1995 no
Laboratério de Nutricdo Animal da Embrapa Pecuaria Sudeste.
Os resultados obtidos em amostras de concentrado e de
forrageiras, mostrados na Tabela 2, apresentam boa correlacao
com os resultados obtidos pelo método original, com pequena
variabilidade entre as repeticoes. Nas Figuras 1 e 2 esté
representada a correlacao linear entre os dois métodos para FDN,
y = 0,939 + 0,989x, e para FDA, y = 0,280 + 1,028x,
respectivamente. As amostras fornecidas pelo Programa
Colaborativo Interlaboratorial (PCI) foram analisadas pelo método
proposto e submetidas a avaliacao junto ao programa. Os
resultados, juntamente com as médias dos valores obtidos pelo

programa, sdo apresentados na Tabela 3 e nas Figuras 3 e 4.



Pode-se observar a concordéncia entre os resultados, exceto
a grande variacao apresentada nos valores obtidos para
percentagem de FDN nas amostras de palma forrageira e
milho em grado (respectivamente 7,96% e 5,56%), que
provavelmente deve ter ocorrido devido a alta concentracao
de amido destas amostras e a nao utilizacao, por alguns dos
laboratérios participantes do programa, da enzima amilase,
conforme é recomendado (Van Soest et al., 1991). Em
trabalho anterior (Souza et al., 1995), estudos comparativos
entre o método simplificado e a proposta original em amostras
contendo altas concentracées de amido confirmaram a
necessidade, na FDN, de incubacao da amostra com uréia e
utilizacdo da enzima amilase para hidrélise do amido.

De maneira geral, os resultados sugerem a viabilidade
da utilizacdo do procedimento aqui proposto, que aumenta o
rendimento, diminui custos com energia, reagentes e mao-
de-obra especializada (homem/hora) e diminui a geracao de
residuos laboratoriais, sem afetar a qualidade dos resultados.



Tabela 2. Comparacao entre o procedimento proposto e
o procedimento original.

AMOSTRA FDN (%) FDA (%)

Proposto Original Proposto Original
Silagem de milho 63,2+0,4* 62,6+0,3 37,4+0,6 36,7+1,0
Cana-de-acucar (planta inteira) 49,840,4 50,2+0,7 30,8+0,6 29,6+1,4
Feno (capim-oastcross) 78,1+0,1 78,0+2,2 45,5+1,1 43,4+2,7
Farelo de trigo 40,540,5 40,2+0,6 13,0+1,5 12,2£2,6
Aveia (folhas) 42,2+0,3 41,2414 26,4+0,6 25,7+0,2

re 0,9982 0,9984

*Desvio padrdo relativo, em percentagem, referente a trés determinacdes.
**Coeficiente de correlagédo entre os dois conjuntos de dados.
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Figura 1. Comparacao entre os métodos para a determinacao
da fibra em detergente neutro.



FDA (%) (método proposto)

Regresséao Linear
y =0,280 + 1,028 x

r=0,9984,n=15
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FDA (%) (método original)
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Figura 2. Comparacao entre os métodos para a determinacao

da fibra em detergente acido.



Tabela 3. Resultados obtidos com o procedimento proposto
Interlaboratorial da

e pelo Programa
Embrapa (PCI).

Colaborativo

o

Amostra n FDN (%) FDA (%)
Proposto PCI Proposto PCI
Alfafa 1 34,2 36,8 + 3,4* 25,9 26,7+1,0
Aveia (grao) 2 31,8 339+2,5 17,2 17,7 + 1,3
Capim-mombaca 3 75,3 75,5 + 3,1 440 430+ 2,6
Alfafa 4 39,0 40,5+ 2,2 30,8 30,3+1,6
Palma forrageira 5 16,8 23,8 + 8,0 13,4 13,0+ 1,2
Capim-mombaca 6 75,9 759+ 2,5 43,5 43,2 +0,8
Milho (gréo) 7 11,9 16,1+ 6,0 4,3 45+0,8
Capim-tifton 8 80,3 80,5+1,4 42.0 422 +0,6
Capim-elefante 9 72,3 71,4+ 0,7 46,1 455+ 1.1
Capim-centenario 10 73,2 725 +1,2 40,8 40,17+0,9

* Desvio padrao relativo, em percentagem, referente aos resultados fornecidos
pelos laboratérios participantes do PCI.
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Figura 3. Comparacao entre o método proposto e os resultados
do programa colaborativo interlaboratorial da Embrapa (PCI).

aPClI
Propostc

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Amostra

Figura 4. Comparacao entre o método proposto e os
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