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RESUMO 

 

SOUZA, Marjorrie Augusto de, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de 
2011. Estudos colaborativos para avaliação da composição química de 
alimentos. Orientador: Edenio Detmann. Coorientadores: Sebastião de Campos 
Valadares Filho e Mário Fonseca Paulino. 

 
 Objetivou-se conduzir estudos colaborativos para avaliação dos teores de 

matéria seca (MS), fibra em detergente neutro (FDN), proteína bruta (PB), extrato 

etéreo (EE), matéria mineral (MM) e fibra indigestível em detergente neutro (FDNi) e 

em detergente ácido (FDAi) em alimentos. Todos os sete laboratórios participantes do 

estudo pertenciam a instituições integrantes do Instituto Nacional de Ciência e 

Tecnologia de Ciência Animal: Universidade Federal de Viçosa, Viçosa-MG; Escola de 

Veterinária da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte-MG; 

Universidade Federal de Lavras, Lavras-MG; Universidade Estadual de Santa Cruz, 

Ilhéus-BA; Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita, Jaboticabal-SP; 

Universidade Federal de Mato Grosso, Cuiabá-MT; e Universidade Federal de Mato 

Grosso, Sinop-MT. Em todos os estudos foram avaliadas características de exatidão e 

da variação inter e intra-laboratoriais. Os teores de MS foram avaliados por intermédio 

do método de secagem em estufa, envolvendo seis laboratórios e utilizando-se amostras 

de cana-de-açúcar, silagem de milho, capim-elefante, farelo de soja, polpa cítrica e 

mistura de milho grão com uréia na proporção 9:1. Utilizou-se o método de Karl Fischer 

para avaliação da exatidão dos resultados. Os teores de FDN foram avaliados em 

aparelhos Ankom200® ou Ankom220®, utilizando-se sacos F57 (Ankom®) como 

recipientes, envolvendo três laboratórios e utilizando-se as mesmas amostras da 

avaliação do teor de MS. Celulose purificada, amido de milho e mistura formada por 

60% de areia e 40% de amido de milho foram utilizadas para aferição da exatidão das 

estimativas. Os teores de PB foram avaliados por intermédio do método de Kjeldahl 

envolvendo sete laboratórios e utilizando-se amostras de cana-de-açúcar, silagem de 

milho, farelo de soja e milho grão. Para aferição da exatidão das estimativas, foram 

enviados uréia, fosfato de amônia monobásico, ácido etileno diamínico tetra-acético e 

sulfato de amônio. Os teores de EE foram avaliados pelo método de Goldfish 

envolvendo cinco laboratórios e utilizando-se amostras de silagem de milho, farelo de 

soja, milho grão e grão de soja. Foram enviados amido de milho com adição de 5 e 15% 
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de azeite de oliva, com base na amostra seca ao ar, que foram assumidos como padrões 

para aferição da exatidão das estimativas. Os teores de MM foram avaliados por sete 

laboratórios utilizando-se amostras de feno de capim-braquiária, cana-de-açúcar, 

silagem de milho, farelo de soja, milho grão e polpa cítrica. Para aferição da exatidão 

foi enviado celite. Os teores de FDNi e FDAi foram avaliados por seis laboratórios 

utilizando-se amostras de feno de capim-braquiária, cana-de-açúcar, silagem de milho, 

farelo de soja, milho grão e polpa cítrica. Para todos os componentes precedeu-se à 

avaliação de questionários para elucidação dos principais procedimentos e parâmetros 

analíticos quantitativos e qualitativos adotados em cada laboratório. Características de 

exatidão e precisão (repetibilidade e reprodutibilidade) e resumo dos procedimentos 

adotados em cada laboratório foram apresentados e discutidos. Para todos os 

componentes avaliados verificou-se que as estimativas são dependentes de efeito de 

interação de material analisado e laboratório. Os resultados obtidos indicam baixa 

reprodutibilidade das estimativas de composição química de alimentos e demonstram 

falta de padronização dos procedimentos adotados pelos laboratórios. 
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ABSTRACT 

 

SOUZA, Marjorrie Augusto de, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, February of 
2011. Collaborative studies to evaluate the chemical composition of feeds. 
Adviser: Edenio Detmann. Co-Advisers: Sebastião de Campos Valadares Filho and 
Mário Fonseca Paulino. 

 

 The objective was to conduct collaborative studies for evaluation of dry matter 

(DM), neutral detergent fiber (NDF), crude protein (CP), ether extract (EE), mineral 

matter (MM), indigestible neutral detergent fiber (iNDF) and indigestible acid detergent 

fiber (iADF) contents in feeds. All seven laboratories participating in the study were 

from institutions of the National Institute of Science and Technology in Animal 

Science: Federal University of Viçosa, Viçosa, Minas Gerais; Federal University of 

Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerais; Federal University of Lavras, Lavras, 

Minas Gerais; State University of Santa Cruz, Ilhéus, Bahia; São Paulo State University, 

Jaboticabal, São Paulo; Federal University of Mato Grosso, Cuiabá, Mato Grosso; and 

Federal University of Mato Grosso, Sinop, Mato Grosso. In all studies it were evaluated 

characteristics of accuracy, and inter and intra-laboratory variation. The levels of DM 

were evaluated by oven-drying method, involving six laboratories and using samples of 

sugarcane, corn silage, elephant grass, soybean meal, citrus pulp, and corn grain mixture 

with urea at a ratio 9:1. The Karl Fischer method was used to evaluate the accuracy of 

results. NDF contents were evaluated in equipments Ankom220® or Ankom200®, 

using F57 filter bags (Ankom®) and involving three laboratories and considering the 

same samples used in the evaluation of DM. Purified cellulose, starch and a mixture 

comprised 60% sand and 40% starch were used to measure the accuracy of estimates. 

The CP levels were evaluated by the Kjeldahl method involving seven laboratories and 

using samples of sugarcane, corn silage, soybean meal and corn grain. To quantify the 

accuracy of the estimates, samples of urea, ammonium phosphate monobasic, ethylene 

diamine tetra-acetic acid and ammonium sulfate were sent to the laboratories. The levels 

of EE were evaluated by the Goldfish method involving five laboratories and using 

samples of corn silage, soybean meal, corn grain and whole soybean. Samples of starch 

containing 5 and 15% olive oil were adopted as standards to quantify the accuracy of 

estimates. The levels of MM were evaluated by seven laboratories using samples of 

signal grass hay, sugarcane, corn silage, soybean meal, corn grain and citrus pulp. To 
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measure the accuracy, celite was used as standard. The contents of iNDF and iADF 

were evaluated by six laboratories using samples of signal grass hay, sugarcane, corn 

silage, soybean meal, corn grain and citrus pulp. For all components the laboratories 

were invited to respond questionnaires to elucidate the main procedures and quantitative 

and qualitative analytical parameters adopted in each analysis. Characteristics of 

accuracy and precision (repeatability and reproducibility) and the procedures used in 

each laboratory were presented and discussed. For all components evaluated it was 

found that the estimates are dependent on the interaction effect of material analyzed and 

laboratory. The results indicate low reproducibility of the estimates of chemical 

composition of feeds and show lack of standardization of procedures among 

laboratories. 
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Introdução Geral 

 

 A correta caracterização dos alimentos, associada à estimação adequada das 

exigências dos animais, constitui o ponto inicial para que a nutrição animal seja 

coerentemente aplicada. 

 Os alimentos são submetidos a análises de controle de qualidade e composição 

nutricional, as quais são igualmente importantes na contabilização de propriedades 

nutritivas particulares de cada um desses. Assim, essas análises representam 

complementos importantes aos ensaios de alimentação e experimentos nutricionais (Van 

Soest, 1967). 

 As análises químicas e biológicas de alimentos fornecem informações essenciais 

para: agricultores, para otimizar a utilização de nutrientes em alimentos para animais; 

fabricantes de alimentos, para preparar misturas de alimentos adequados para diferentes 

sistemas de produção animal; e pesquisadores, para relacionar o desempenho dos 

animais com as características dos alimentos (Mueller-Harvey, 2004). No entanto, 

métodos viesados de avaliação das características dos alimentos influenciam direta e 

negativamente nas estimativas de composição do alimento, na formulação de dietas e no 

desempenho animal (Thiex & Richardson, 2003). 

 Na análise de alimentos, a escolha do melhor método de análise constitui passo 

relevante, pois o alimento é, geralmente, uma amostra muito complexa em que os vários 

componentes da matriz podem estar interagindo entre si no processo analítico. Por isso, 

em muitos casos, um determinado método pode ser apropriado para um tipo de alimento 

e não fornecer bons resultados para outro. Portanto, a escolha do método vai depender 

do produto a ser analisado e também de fatores como: quantidade relativa do 

componente desejado, exatidão requerida, composição química da amostra e recursos 

disponíveis. 

 Por isso, o método ideal deve possuir atributos essenciais como: exatidão, 

precisão, especificidade e sensibilidade; além de ser prático, rápido e econômico. 

Porém, não é possível otimizar todas estas condições ao mesmo tempo e o analista deve 

decidir, em função do objetivo da análise, quais atributos devem ser priorizados. Assim, 
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torna-se evidente que existe o “melhor método” desde que a definição de “melhor” varie 

com a finalidade para a qual o método será utilizado (Horwitz, 1982). 

 De um ponto de vista técnico, um método de análise deve ser considerado 

aceitável se este não confere efeito de interação do material analisado e do laboratório 

que realiza a análise. Em adição, as variações dentro do mesmo laboratório 

(repetibilidade) e entre diferentes laboratórios (reprodutibilidade) devem ser pequenas 

em relação à variação entre diferentes materiais (Mertens, 2003). 

 A reprodutibilidade dos métodos é crucial para que as comparações entre 

resultados sejam factíveis e precisas (Mertens, 2003). Esta é definida como a variação 

entre os resultados individuais para o mesmo material, quando determinada por 

diferentes laboratórios; ou seja, é uma medida quantitativa da robustez do método, a 

qual engloba características de rusticidade, praticabilidade, especificidade e os limites 

de confiabilidade. 

 A falta de reprodutibilidade está relacionada com a natureza empírica dos 

métodos. Muitas vezes, as limitações dos métodos e a lógica das etapas específicas em 

um método podem não estar devidamente publicadas ou não ter sido devidamente 

retransmitidas para o analista. Mas talvez a maior parte da variação entre laboratórios 

esteja associada ao desejo dos analistas em melhorar a eficiência pelo encurtamento do 

tempo ou pela eliminação de etapas; ou por não seguir os detalhes de um método, 

assumindo que esses desvios nos procedimentos não afetam os resultados. Estas 

modificações, às vezes realizadas de forma bem intencionada, ignoram a propriedade 

fundamental dos métodos empíricos, que exigem que suas etapas sejam rigorosamente 

seguidas (Mertens, 2003). 

 Contudo, para que um método seja reprodutível entre os laboratórios esse deve 

ser também repetível dentro de cada laboratório. Assim, a repetibilidade de um método 

é definida como a variação entre os resultados para o mesmo material em condições 

similares dentro de um laboratório (normalmente sucessivas análises: mesmo analista, 

mesmo equipamento, reagentes, etc), (Mertens, 2003). 

 Para a mensuração correta da repetibilidade, as análises devem ser realizadas em 

corridas ou dias diferentes. Isso garante que os resultados seriam reprodutíveis nesse 

laboratório se medidos em algum momento futuro e, portanto, esses seriam válidos para 

se fazer comparações com outros resultados gerados nesse laboratório. Somente a 

replicação dentro de uma corrida, especialmente se for medido consecutivamente, não 

oferece tal garantia. Assim, assumindo que a técnica é relativamente estável dentro de 
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um laboratório, a maioria das variações na repetibilidade dentro dos laboratórios está 

relacionada a diferenças aleatórias nas amostras testadas (Mertens, 2003). 

 Assim, o objetivo dos ensaios inter-laboratoriais não deveria ser de detectar as 

diferenças estatisticamente significativas entre laboratórios. O objetivo real seria de 

conseguir a equivalência dos resultados. Testes inter-laboratoriais são realizados para 

determinar a variabilidade tolerável entre laboratórios a fim de tornar os valores 

permutáveis (Horwitz, 1982). Portanto, a questão importante a ser respondida na 

avaliação de métodos de análise de alimentos é qual deve ser a variabilidade aceitável 

entre laboratórios para interpretar os valores produzidos por diferentes laboratórios. 

 Desta forma, objetivou-se nesta Tese conduzir ensaios colaborativos envolvendo 

instituições de pesquisa ligadas ao Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia de 

Ciência Animal (INCT-CA), considerando-se as principais análises químicas aplicadas 

na avaliação de alimentos para animais. 
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CAPÍTULO 1 

 

Estudo colaborativo para avaliação dos teores de matéria seca em 

alimentos 

 

Introdução 

 

 O teor de umidade residual de uma amostra manejada em laboratório representa 

a umidade remanescente em um alimento úmido após sua desidratação prévia em 

estufas com ventilação forçada ou liofilizadores, ou a umidade total de alimentos com 

baixo teor de umidade, como grãos e farelos. Essa umidade é rotineiramente 

representada por seu complemento, denominado “amostra seca em estufa” (ASE), em 

virtude da maior facilidade dos cálculos posteriores para quantificação dos teores dos 

componentes químicos nas amostras. 

 Em termos de rotina laboratorial, o correto conhecimento do teor de ASE nas 

amostras se mostra relevante, uma vez que estas são manejadas na base seca ao ar, ou 

seja, ainda contendo umidade. Desta forma, devido à impossibilidade de manejo de 

amostras totalmente secas, o teor de ASE é utilizado para correta expressão dos teores 

obtidos com base na matéria seca (MS) da amostra. Contudo, por constituir 

denominador comum a todos os demais procedimentos laboratoriais, erros cometidos na 

quantificação dos teores de ASE tornam-se vícios ou erros sistemáticos em todas as 

demais avaliações, propagando-se, desta forma, ao entendimento global de todas as 

características do alimento (Mertens, 2003). 

 Os teores de ASE de alimentos são normalmente obtidos no Brasil por 

intermédio da secagem em estufas isentas de ventilação em temperaturas iguais ou 

superiores à temperatura de ebulição da água (Silva & Queiroz, 2002). Contudo, 

diferentes binômios tempo × temperatura podem conduzir a diferentes resultados, com 

alta possibilidade de interação com amostras de diferentes origens e composições 

(Thiex & Richardson, 2003). 
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 Desta forma, faz-se necessária a avaliação dos procedimentos laboratoriais e das 

estimativas de ASE produzidas em diferentes materiais e por diferentes laboratórios, 

buscando-se identificar métodos mais adequados e padronizar os procedimentos entre 

laboratórios de análise de alimentos no país. 

 Objetivou-se conduzir estudo colaborativo para avaliação do teor de ASE em 

diferentes amostras de alimentos em seis diferentes laboratórios de análise de alimentos 

de instituições integrantes do Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia de Ciência 

Animal (INCT-CA). 

 

Material e Métodos 

 

 As avaliações foram conduzidas em seis laboratórios de análise de alimentos de 

instituições componentes do INCT-CA: Universidade Federal de Viçosa, Viçosa-MG; 

Escola de Veterinária da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte-MG; 

Universidade Federal de Lavras, Lavras-MG; Universidade Estadual de Santa Cruz, 

Ilhéus-BA; Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita, Jaboticabal-SP; e 

Universidade Federal de Mato Grosso, Cuiabá-MT; entre julho e agosto de 2009. 

 Foram avaliadas amostras de seis alimentos: cana-de-açúcar, silagem de milho, 

capim-elefante, farelo de soja, polpa cítrica e mistura de milho grão com uréia na 

proporção 9:1. As amostras de volumosos úmidos foram secas em estufa com ventilação 

forçada (60ºC) e, em conjunto com as demais amostras, processadas em moinho de 

facas (1 mm). 

 As amostras foram acondicionadas em sacos plásticos e enviadas sem 

identificação aos laboratórios. Na oportunidade do envio, solicitou-se a cada laboratório 

que as amostras fossem analisadas por 11 dias, consecutivos ou não, sendo realizadas 

três repetições por amostra por dia de avaliação. 

 Em conjunto com as amostras, enviou-se questionário para elucidação dos 

principais procedimentos e parâmetros analíticos quantitativos e qualitativos adotados 

em cada laboratório (modelo apresentado no anexo da Tese). 

 Após o recebimento dos dados, os mesmos foram analisados de forma global de 

acordo com o modelo: 

lijkkijijjiijkl DLMMLY )()( εµ +++++=                                                                      (1); 
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em que: µ = constante geral; Li = efeito do laboratório i (aleatório); Mj = efeito do 

material j (fixo); LMij = efeito de interação do laboratório i e material j (aleatório); D(ij)k 

= efeito do dia de análise k, aninhado à combinação entre o laboratório i e o material j 

(aleatório); e ε(ijk)l = erro aleatório, associado a cada mensuração, pressuposto NID (0; 

σ²ε). 

 Por intermédio do método dos momentos, utilizando-se os fundamentos do 

procedimento de Hicks modificado (Barbin, 1993), definiram-se as esperanças de 

quadrados médios da análise de variância representada pela equação 1, (Tabela 1). 

 

Tabela 1 - Esperanças de quadrados médios para o modelo destinado à análise global 
dos dados (Equação 1) 

Fonte de Variação¹ E(QM)² 
L σ²ε + k1 × σ²D/L×M + k2 × σ²L×M + k4 × σ²L 
M σ²ε + k1 × σ²D/L×M + k2 × σ²L×M + k3 × φM 

L × M σ²ε + k1 × σ²D/L×M + k2 × σ²L×M 

D/L × M σ²ε + k1 × σ²D/L×M 

Resíduo σ²ε 
¹ L = laboratório; M = material; L × M = interação laboratório × material, D/L × M = dia aninhado às 
combinações entre laboratório e material. ² σ²ε ,σ²D/L×M, σ²L×M, σ²L = variâncias associadas aos efeitos do 
erro (repetibilidade), de dia aninhado às combinações entre laboratório e material, da interação de 
laboratório e material e de laboratório, respectivamente; φM = função quadrática associada ao efeito fixo 
de material. 
 

 As observações classificadas como outliers foram eliminadas do conjunto de 

dados, sendo estas definidas quando seu desvio em relação à média das avaliações do 

material, dentro do laboratório, superasse em três vezes o valor do desvio padrão 

residual. 

 A partir das esperanças de quadrados médios apresentadas na Tabela 1 

estimaram-se a repetibilidade e a reprodutibilidade dos teores de ASE, dadas por: 

2ˆ
εσ=r                                                                                                                             (2); 

22 ˆˆ
LR σσ ε +=                                                                                                                   (3); 

em que: r = repetibilidade; e R = reprodutibilidade. 

 Quando o efeito de interação de material analisado e laboratório foi significativo, 

procedeu-se a nova avaliação, na qual considerou-se cada material isoladamente. 

 O modelo para avaliação da variação de cada material considerando-se os 

diferentes laboratórios foi dado por: 

kijjiiijk DLY )()( εµ +++=                                                                                               (4); 



8 
 

em que: µ = constante geral; Li = efeito do laboratório i (aleatório); D(i)j = efeito do dia 

de análise j aninhado ao laboratório i (aleatório); e ε(ij)k = erro aleatório, associado a 

cada mensuração, pressuposto NID (0; σ²ε). 

 As esperanças de quadrados médios para o modelo descrito em (4) são 

mostradas na Tabela 2. As estimativas de repetibilidade e reprodutibilidade para cada 

material foram obtidas de forma similar ao descrito nas equações (2) e (3). 

 

Tabela 2 - Esperanças de quadrados médios para o modelo destinado à análise de cada 
material em função dos diferentes laboratórios (Equação 4) 

Fonte de Variação¹ E(QM)² 
L σ²ε + k1 × σ²D/L + k2 × σ²L 

D/L σ²ε + k1 × σ²D/L 
Resíduo σ²ε 

¹ L = laboratório; D/L = dia aninhado ao laboratório. ² σ²ε ,σ²D/L, σ²L = variâncias associadas aos efeitos do 
erro (repetibilidade), de dia aninhado ao laboratório e de laboratório, respectivamente. 
 

 Para a situação descrita na Tabela 2, procedeu-se à avaliação das estimativas da 

reprodutibilidade esperada e da razão de Horwitz (Horwitz et al., 1990) por intermédio 

das equações: 

X
Rp Rσ̂

=                                                                                                                         (5); 

RR =σ̂                                                                                                                        (6); 

( )cRpe log5,01exp2 ×−×=                                                                                           (7); 

Rpe

Rp
RH =                                                                                                                      (8); 

em que: Rp = reprodutibilidade padronizada em função da média; Rpe = 

reprodutibilidade esperada padronizada em função da média; c = concentração média de 

ASE (g/g); e RH = razão de Horwitz. 

 Em adição, quando o efeito de dia de análise foi significativo, o comportamento 

de cada material em cada laboratório foi avaliado isoladamente pelo modelo: 

jiiij DY )(εµ ++=                                                                                                          (9); 

em que: µ = constante geral; Di = efeito do dia de análise i (aleatório); e ε(i)j = erro 

aleatório, associado a cada mensuração, pressuposto NID (0; σ²ε). 

 Por intermédio do método dos momentos (Barbin, 1993), definiram-se as 

esperanças de quadrados médios associadas ao modelo descrito em (9) (Tabela 3). 
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Tabela 3 - Esperanças de quadrados médios para o modelo destinado à análise de cada 
material em cada laboratório em função dos dias de análise (Equação 9) 

Fonte de Variação¹ E(QM)² 
D σ²ε + k1 × σ²D 

Resíduo σ²ε 
¹ D = dia. ² σ²ε, σ²D = variâncias associadas aos efeitos do erro e de dia de análise, respectivamente. 
 

 A variação aleatória total associada ao modelo descrito em (9) foi dada por: 

222 ˆˆˆ
εσσσ += DT                                                                                                               (10). 

 Para verificação da exatidão dos resultados, todas as amostras foram avaliadas 

quanto ao teor de umidade residual por intermédio do método químico de Karl Fischer 

(Bruttel & Schlink, 2006), utilizando-se equipamento 870 KF Titrino Plus, Metrohm. 

 Todos os procedimentos estatísticos foram conduzidos por intermédio do 

programa SAS (Statisical Analysis System, versão 9.2), adotando-se 0,001 como nível 

crítico de probabilidade para o erro tipo I. As comparações entre médias fornecidas por 

diferentes laboratórios foram conduzidas utilizando-se o critério de Scheffé. Por outro 

lado, a comparação entre estas médias e o valor esperado produzido pelo método padrão 

foram realizadas utilizando-se as propriedades de intervalos de confiança (1-α = 0,999). 

 

Resultados e Discussão 

 

 Observou se que todos os componentes de variância do modelo global (Equação 

1) foram significativos (P<0,001). Isto indica que, além das diferenças entre 

laboratórios, os teores estimados de ASE se mostram dependentes do dia em que a 

analise foi realizada e que materiais diferentes produziram estimativas diferentes em 

função do laboratório no qual a análise foi realizada (Tabela 4). 

 De forma geral, assume-se como não aceitável a ocorrência de efeito de 

interação de material e laboratório (Mertens, 2003). A ocorrência deste efeito indica que 

os possíveis erros sistemáticos imputados a um dado material em determinado 

laboratório serão distintos daqueles observados em outro laboratório. A isto se adiciona 

o fato de que os erros sistemáticos imputados por um laboratório se manifestarão de 

forma diferenciada em função do material analisado. Desta forma, como ressaltado 

anteriormente, as composições químicas das amostras com base na MS poderão ser 

expressas de forma diferente por diferentes laboratórios não por diferenças na 
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composição química em si, mas por diferenças nas estimativas de ASE dos materiais. 

Isto atribui elemento de confundimento aos cotejamentos das características químicas de 

alimentos e outros materiais, como fezes, sobras e digestas; o que, conseqüentemente, 

pode comprometer a comparação entre características obtidas em ensaios de digestão e 

metabolismo. 

 

Tabela 4 - Estimativas de componentes de variância do modelo global (Equação 1) 
Item Estimativa Valor relativo (%) Valor-P 
σ²L 1,0827 44,1 <0,0001 

σ²L×M 0,6031 24,6 <0,0001 

σ²D/L×M 0,4933 20,1 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,2746 11,2 - 
Variância Total 2,4537 100,0 - 

Reprodutibilidade 1,3573 - - 
r/R¹ 0,2023 - - 

¹ Razão repetibilidade/reprodutibilidade. 

 

 A interação de material e laboratório é corroborada pela avaliação comparativa 

das médias obtidas nos diferentes alimentos, na qual se observou alta variabilidade nas 

diferenças entre laboratórios, não havendo padrão definido nos perfis de comparações 

múltiplas. Verificou-se que as diferenças entre laboratórios variaram de 1,91 ponto 

percentual para o farelo de soja a 5,21 pontos percentuais para a silagem de milho 

(Tabela 5). 

 Adicionalmente, a avaliação comparativa das médias produzidas pelos diferentes 

laboratórios e pelo método de Karl Fischer (padrão) indicou que, das 36 avaliações, 

apenas 4 (11,1%) foram consideradas exatas (Tabela 5). Em outras palavras, em 88,9% 

das avaliações, erros sistemáticos advindos de falhas na avaliação da umidade residual 

seriam imputados sobre a composição química dos alimentos com base na MS. 

 A maioria das análises químicas ou biológicas em alimentos é conduzida em 

amostras secas ao ar. Contudo, as concentrações dos diferentes componentes químicos 

devem ser expressas com base na MS, o que permite comparações diretas da 

concentração de componentes químicos sem o confundimento causado pela umidade do 

material (Mertens, 2003). Como a transformação da massa de amostra seca ao ar em 

massa de MS é feita utilizando-se a ASE, erros na quantificação da ASE podem resultar 

em falsas diferenças na concentração de um componente químico do alimento com base 

na MS. 
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Tabela 5 - Comparação entre as médias produzidas pelos diferentes laboratórios 
 

Laboratório 
Material¹ ² ³ 

Cana SM CE FS MUR PC 
Padrão 90,08 89,89 89,22 90,36 89,85 89,14 

1 93,46b*  92,82ab* 92,62c*  88,29bc* 89,15b  90,42ab* 
2 93,64b* 89,79c  92,98bc* 88,56b* 89,80b 91,37a* 
3 93,27b*  92,59ab* 94,25b*  88,10bc*   89,05b* 89,20bc 
4 91,52c*  91,69bc* 92,35c* 87,50c*   87,19c* 88,10c* 
5 93,34b*  93,26ab*  93,23bc* 88,34b*   89,10b* 91,06a* 
6 95,50a* 95,00a* 95,93a* 89,41a*   91,30a* 91,60a* 

EPM 0,191 0,397 0,190 0,118 0,185 0,203 
ATM4 3,98 5,21 3,58 1,91 4,11 3,50 

¹ SM, silagem de milho; CE, capim-elefante; FS, farelo de soja, MUR, milho + uréia; PC, polpa cítrica. ² 
Médias na coluna, seguidas por letras diferentes, são diferentes pelo teste de Scheffé (P<0,001). 3 Médias 
seguidas por (*) apresentam vício significativo em relação ao método padrão utilizando-se as 
propriedades do intervalo de confiança [(1-α) = 0,999]. 4 ATM, amplitude total entre médias. 
 

 Exemplo dos efeitos sobre a composição química dos alimentos advindos de 

diferenças nas estimativas de ASE é apresentado na Tabela 6. Neste caso, assumiu-se 

composição hipotética da silagem de milho com base na matéria seca ao ar e contrastou-

se a partir dos valores extremos de ASE, os quais foram obtidos com os laboratórios 2 e 

6 (Tabela 5). 

 

Tabela 6 - Exemplo teórico da influência das variações do teor de ASE na composição 
química de alimento volumoso 

 Composição 
teórica (%)² 

Laboratório Diferencial  
(6-2; %) Componente¹ 2 6 

MS --- 89,79 95,00 +5,8 
PB 8 8,91 8,42 -5,5 
EE 3 3,34 3,16 -5,4 

FDNcp 55 61,25 57,89 -5,5 
MM 5 5,57 5,26 -5,6 
CNF³ --- 20,93 25,27 +20,7 

¹ MS, matéria seca; PB, proteína bruta; EE, extrato etéreo; FDNcp, fibra em detergente neutro corrigida 
para cinzas e proteína; MM, matéria mineral; CNF, carboidratos não fibrosos. ² Composição assumida 
hipoteticamente com base na matéria seca ao ar para uma amostra de silagem de milho. ³ CNF = 100 –
(PB + EE + FDNcp + MM). 
 

 Observa-se que as diferenças entre os teores de ASE se projetam em magnitudes 

similares, mas em direções opostas, sobre os componentes químicos analisados 

diretamente (Tabela 6). Contudo, os vícios imputados sobre estes componentes são 

potencializados sobre o teor do componente químico estimado por diferença, neste caso 

carboidratos não fibrosos, uma vez que este absorverá todos os erros associados com os 
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teores dos componentes químicos analisados diretamente (Detmann & Valadares Filho, 

2010). 

 Em algumas situações, vícios ou erros sistemáticos podem ser tolerados, pois, 

sendo estes constantes, fatores de correção podem ser utilizados (Horwitz, 1982). 

Contudo, o efeito de interação verificado neste trabalho indica que a magnitude dos 

vícios varia em função da combinação entre laboratório e material, tornando inviável 

qualquer tipo de correção sobre os dados. 

 Analisando-se os materiais isoladamente, observou-se grande variação na 

reprodutibilidade (Figura 1), o que parece mais uma vez corroborar o efeito de interação 

de laboratório e material (Tabelas 4 e 5). 
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Figura 1 - Reprodutibilidade [(%)²] para os diferentes materiais analisados. 

 

 Na avaliação individual de cada material, observou-se que a variação dos 

resultados entre laboratórios correspondeu de 54,1 a 79,2% da variação aleatória total. 

Adicionalmente, verificou-se que a repetibilidade (variação entre repetições) 

representou de 6,24 a 26,45% da reprodutibilidade (Tabelas 7 e 8). O comportamento 

destes percentuais reitera que diferenças entre laboratórios correspondem ao fator 

determinante das diferenças entre os teores de ASE. 

 Contudo, a avaliação da reprodutibilidade, a qual é dada pela soma da 

repetibilidade e da variação entre laboratórios apresentou-se em patamares teoricamente 

aceitáveis, pois se observou razões de Horwitz (RH) inferiores a 2 para todos os 

materiais avaliados (Tabelas 7 e 8). Este parâmetro é dado pela razão entre a 
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reprodutibilidade observada e a reprodutibilidade que deveria ser esperada 

considerando-se a concentração média do componente analisado (Horwitz et al., 1990). 

 

Tabela 7 - Estimativas de componentes de variância do modelo destinado à avaliação 
individual de alimentos volumosos (Equação 4) 

Item Estimativa Valor relativo (%) Valor-P 
 Cana-de-açúcar 
σ²L 1,5773 75,4 <0,0001 
σ²D/L 0,3456 16,5 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,1696 8,1 - 
Variância Total 2,0925 100,0 - 

Reprodutibilidade 1,7469 - - 
r/R¹ 0,0971 - - 
RH 0,6973 - - 

Média 93,45 - - 
 Silagem de milho 
σ²L 2,8333 54,1 <0,0001 
σ²D/L 1,3906 26,5 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 1,0189 19,4 - 
Variância Total 5,2428 100 - 

Reprodutibilidade 3,8522 - - 
r/R¹ 0,2645 - - 
RH 1,0429 - - 

Média 92,53 - - 
 Capim-elefante 
σ²L 1,7462 78,3 <0,0001 
σ²D/L 0,3568 16,0 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,1271 5,7 - 
Variância Total 2,2301 100,0 - 

Reprodutibilidade 1,8733 - - 
r/R¹ 0,0678 - - 
RH 0,7210 - - 

Média 93,56 - - 
¹ Razão repetibilidade/reprodutibilidade. 

 

 Com poucas exceções, RH superiores a 2 sugerem que o método avaliado é 

inaceitável com respeito à sua reprodutibilidade (Mertens, 2003). Caso este critério seja 

adotado neste estudo, poderia se concluir que as avaliações seriam coerentes para os 

diferentes materiais e apresentariam bom nível de reprodutibilidade. Contudo, estas 

características não correspondem aos resultados aqui obtidos (Tabelas 4 e 5). 

 Deve ser percebido que neste trabalho não se procedeu à avaliação de método 

em si, uma vez que os procedimentos não foram sugeridos ou padronizados. As 

amostras foram analisadas de acordo com os procedimentos rotineiramente aplicados 
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em cada laboratório participante. Assim, a definição apresentado por Mertens (2003) 

não poderia ser plenamente aplicada às condições deste estudo. 

 

Tabela 8 - Estimativas de componentes de variância do modelo destinado à avaliação 
individual de alimentos concentrados (Equação 4) 

Item Estimativa Valor relativo (%) Valor-P 
 Farelo de soja 
σ²L 0,3759 65,7 <0,0001 
σ²D/L 0,1312 22,9 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,0655 11,4 - 
Variância Total 0,5726 100,0 - 

Reprodutibilidade 0,4414 - - 
r/R¹ 0,1484 - - 
RH 0,3660 - - 

Média 88,37 - - 
 Milho + uréia 
σ²L 1,7309 79,2 <0,0001 
σ²D/L 0,3392 15,5 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,1151 5,3 - 
Variância Total 2,1852 100,0 - 

Reprodutibilidade 1,8460 - - 
r/R¹ 0,0624 - - 
RH 0,7425 - - 

Média 89,26 - - 
 Polpa cítrica 
σ²L 1,8429 77,1 <0,0001 
σ²D/L 0,4063 17,0 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,1402 5,9 - 
Variância Total 2,3894 100 - 

Reprodutibilidade 1,9831 - - 
r/R¹ 0,0707 - - 
RH 0,7627 - - 

Média 90,29 - - 
¹ Razão repetibilidade/reprodutibilidade. 

 

 Adicionalmente, a partir dos dados expressos nas Tabelas 7 e 8, estima-se que as 

repetibilidades padronizadas (expressas como percentuais das médias) foram de 0,44; 

1,09; 0,38; 0,29; 0,38 e 0,41% para cana-de-açúcar, silagem de milho, capim-elefante, 

farelo de soja, milho + uréia e polpa cítrica, respectivamente. Estas estimativas indicam 

baixos valores relativos da variação entre repetições. Logo, sendo a reprodutibilidade 

dada pela soma da variação entre repetições e entre laboratórios, os baixos valores de 

RH (Tabelas 7 e 8) parecem ter sido causados pela baixa variação entre repetições. 

Logo, embora aparentemente em patamares adequados, os valores de RH não 

expressaram, nas condições deste estudo, a elevada variação entre laboratórios. 
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 Considerando-se as informações constantes nas Tabelas 7 e 8, percebeu-se que 

para todos os materiais ocorreu efeito significativo do dia de análise (P<0,001) sobre as 

estimativas de ASE. A avaliação isolada deste efeito para cada material analisado em 

cada laboratório indicou que 52,8% das avaliações apresentaram variações significativas 

(P<0,001) das estimativas de ASE em função do dia no qual a análise foi realizada 

(Tabela 9). 

 

Tabela 9 - Nível descritivo de probabilidade para o erro tipo I associada à variação entre 
dias de análises para cada material avaliado 

 Material¹ 
Laboratório Cana SM CE FS MUR PC 

1 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 
2 0,0901 0,2992 0,3914 0,8097 0,1913 0,9523 
3 0,0156 0,1761 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 
4 0,0028 <0,0001 0,0718 0,0009 <0,0001 <0,0001 
5 0,0282 0,0016 <0,0001 0,0157 0,3655 0,0912 
6 <0,0001 <0,0001 0,1017 0,0012 <0,0001 <0,0001 

¹ SM, silagem de milho; CE, capim-elefante; FS, farelo de soja, MUR, milho + uréia; PC, polpa cítrica 
 

 A alta variabilidade dos efeitos de dias de análise sobre os diferentes materiais 

analisados nos diferentes laboratórios é confirmada pela avaliação do comportamento 

dos resíduos intra-laboratoriais padronizados expressos nas Figuras 2 a 7. 

 Observou-se que o comportamento dos resultados foi extremamente 

diferenciado. Observaram-se resultados constantes ao longo dos dias e com pouca 

variação entre repetições (e.g. Figura 3; Laboratório 5); constantes ao longo dos dias, 

mas com alta variação entre repetições (e.g. Figura 4; Laboratório 2); variados em 

função dos dias, mas com pequena variação entre repetições (e.g. Figura 2; Laboratório 

1); e com elevada variação entre dias e entre repetições (e.g. Figura 5; Laboratório 4). 
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Figura 2 - Variação intra laboratorial relativa às avaliações de cana-de-açúcar. 
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Figura 3 - Variação intra laboratorial relativa às avaliações de silagem de milho. 
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Figura 4 - Variação intra-laboratorial relativa às avaliações de capim-elefante. 
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Figura 5 - Variação intra-laboratorial relativa às avaliações de farelo de soja. 
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Figura 6 - Variação intra laboratorial relativa às avaliações de milho + uréia. 
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Figura 7 - Variação intra laboratorial relativa às avaliações de polpa cítrica. 
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 A variabilidade ao longo dos dias de análise implica que os resultados obtidos no 

processo analítico são diretamente dependentes deste fator, o que obviamente pode 

atribuir efeito de confundimento sobre a composição química do material analisado. Por 

lógica, evidencia-se que problema atribuído à falta de padronização dos procedimentos 

intra-laboratoriais soma-se à questão da alta variabilidade inter-laboratorial sobre a 

confiabilidade dos resultados de ASE. 

 A avaliação individual da variação intra-laboratorial (Figura 8), a qual constitui 

o fator determinante da repetibilidade, indica que a variação entre dias de análise pode 

representar de 0 (e.g., Figura 9; farelo se soja; Laboratório 2) a 99% (e.g. Figura 9; 

silagem de milho; laboratório 1) da variação aleatória dos resultados. 

 Elevada variabilidade inter-laboratorial foi verificada por intermédio da 

avaliação dos questionários enviados aos diferentes laboratórios, o que evidencia 

possíveis causas da alta variação dos resultados observada neste estudo (Tabelas 4, 7 e 

8). 

 As características quantitativas do processo analítico não puderam ser 

consideradas constantes entre laboratórios (Tabela 9). Embora a temperatura de 

secagem tenha sido aproximadamente similar (103 a 105ºC), o tempo de manutenção do 

material nas respectivas temperaturas mostrou-se altamente variado (4 a 16 horas). 

Sabendo-se que o processo físico de remoção da umidade do material é função do 

binômio tempo × temperatura, pode-se concluir que os laboratórios praticam 

essencialmente métodos diferentes. 

 Todos os laboratórios utilizam dessecador para resfriamento das amostras após o 

período de secagem, tendo a sílica gel como dessecante. Contudo, o número de 

alíquotas manejadas no dessecador é variável entre laboratórios (Tabela 9). 

Dessecadores possuem seu próprio microambiente no qual as amostras e o dessecante 

entram em equilíbrio. Mesmo ainda capazes de absorver umidade, os dessecantes não 

absorvem toda a água da atmosfera interna do dessecador. Assim, a cada vez que o 

dessecador é aberto, as condições internas são alteradas, pois mais ar atmosférico é 

introduzido no ambiente. Conseqüentemente, introduz-se umidade, a qual é distribuída 

entre amostras e dessecante (Van Soest & Robertson, 1985). 
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Figura 8 - Avaliação das variâncias intra-laboratoriais (D = variância entre dias; E = variância do erro; T = variação aleatória total; T = D + E). 
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Figura 9 - Avaliação fracional da composição da variação aleatória intra-laboratorial (D = contribuição da variância entre dias; E = contribuição da 
variância do erro). 
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 Logo, quanto maior o número de alíquotas manejadas, maior a massa de 

umidade absorvida pelo conjunto amostra/pesa-filtro durante os procedimentos. Em 

alguns laboratórios, o número de pesa-filtros manejados em um único procedimento de 

pesagem pode ser considerado elevado (e.g. laboratórios 3 e 5), o que pode 

comprometer a acurácia de seus resultados e, por conseqüência, ampliar as variações 

inter e intra-laboratoriais. 

 

Tabela 9 - Resumo das características quantitativas da avaliação do teor de matéria seca 
em função dos diferentes laboratórios 

 Característica 
 

Laboratório 
Peso de 

alíquota (g) 
Temperatura 

(ºC) 
Tempo de 

secagem (h) 
NCM¹ TAB¹ 

1 2 105 16 20 30 
2 2 105 5 20 nota 2 
3 3 105 4 36 30 
4 2 105 14 18 60 
5 1 103 15-16 27 nota 3 
6 1 105 7-10 15 >60 

¹ NCM, Número médio de cadinhos manejados por dessecador durantes os procedimentos de rotina nos 
laboratórios; TAB, tempo médio de aquecimento da balança pré-pesagem (min). ² Assume seguir a 
recomendação estrita do fabricante da balança. ³ Aguarda somente o tempo de checagem automática do 
mecanismo. 
 

 Em termos de manejo do pesa-filtro, verificou-se que apenas dois laboratórios 

utilizam a tampa durante o processo de resfriamento no dessecador. Os demais 

laboratórios utilizam pesa-filtros sem tampa ou recipientes diferentes, mas também 

isentos de tampa (e.g. cadinhos de porcelana). Considerando-se que a tampa atua como 

instrumento para redução da absorção de umidade pela amostra no interior do 

dessecador, adiciona-se novo elemento que pode ser parcialmente responsável pela 

baixa reprodutibilidade dos resultados obtidos neste trabalho. 

 Diferenças quanto à utilização de balanças também foram percebidas entre 

laboratórios. Em dois dos laboratórios não são utilizadas salas climatizadas de acordo 

com as necessidades de utilização de balanças analíticas. Em um dos laboratórios não se 

observa tempo suficiente para o aquecimento e estabilização dos mecanismos de 

pesagem (Tabela 9). Em cinco dos seis laboratórios, os pesos pré-secagem são obtidos 

procedendo-se à dupla tara da balança (peso de recipiente e peso de amostra), 

procedimento não adequado para quantificação exata de pequenas massas, como na 

avaliação de ASE. A soma dessas diferenças e/ou procedimentos inadequados pode ter 
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contribuído efetivamente para a baixa reprodutibilidade e mais uma vez evidencia-se 

que laboratórios diferentes praticam métodos distintos. 

 Em todos os laboratórios avaliados, as balanças não possuem aferição de acordo 

com as normas estabelecidas pelo Instituto Nacional de Metrologia (INMETRO), o que 

aponta possível falta de exatidão nos processos de mensuração, como discutido no 

Capítulo 2 desta Tese. 

 

Conclusão 

 

 Os teores de matéria seca estimados pelos laboratórios participantes deste estudo 

apresentam baixa reprodutibilidade, o que é agravado pela presença de efeito de 

interação do material avaliado e do laboratório. Os resultados podem induzir falsas 

diferenças na composição química dos alimentos pela introdução de erros sistemáticos 

atribuídos à baixa e variada exatidão dos teores de matéria seca. 
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CAPÍTULO 2 

 

Estudo colaborativo para avaliação dos teores de fibra insolúvel em 

detergente neutro em alimentos utilizando o sistema filter bag 

 

Introdução 

 

 Embora o termo fibra seja de uso comum no vocabulário associado à nutrição 

animal, a definição exata de seu significado constitui processo extremamente complexo 

em virtude da necessidade de se compatibilizar aspectos nutricionais e analíticos. Em 

termos gerais, a fibra constitui um termo exclusivamente nutricional que compreende os 

compostos indigestíveis ou de lenta digestão que ocupam espaço no trato gastrintestinal 

dos animais (Undersander et al., 1993). Sob um ponto de vista químico, estes 

componentes constituem mistura de celulose, hemicelulose, lignina, pectina e até 

mesmo outros compostos como proteína, lipídeos e alguns carboidratos não fibrosos 

indigestíveis (Detmann, 2010). 

 A partir desta definição nutricional geral de fibra estabelece-se a premissa que 

esta somente pode ser verdadeiramente mensurada pelo animal (Undersander et al., 

1993). Contudo, embora nutricionalmente embasada, a definição anteriormente 

apresentada representa empecilho primário aos nutricionistas, os quais demandam vias 

práticas e rotineiras para mensuração da fibra dos alimentos com o objetivo de aplicação 

ao desenvolvimento ou construção de dietas que suportem o nível de produção 

planejado para determinado sistema (Detmann, 2010). 

 Em termos teóricos, os métodos laboratoriais para análise de fibra em alimentos 

deveriam ser desenvolvidos para se ajustarem a um conceito nutricional e não o 

contrário. Contudo, torna-se praticamente impossível que algum método baseado em 

mensurações laboratoriais químicas ou enzimáticas possa reproduzir todos os efeitos 

nutricionais da fibra no animal (Mertens, 2003). Assim, embora a fibra da dieta devesse 

ser definida por conceitos nutricionais (e não analíticos), esta constitui na prática uma 

mensuração empírica que é definida pelo método de análise em si. 
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 Recentemente, esforços têm sido dirigidos para se buscar padronizações dos 

métodos analíticos aplicados à fibra (Van Soest et al., 1991; Mertens, 2002; 2003). 

Muitas limitações dos resultados verificados na literatura estão associadas a 

inconsistências na interpretação nutricional dos resultados de análise e na baixa adoção 

de conceitos analíticos mais modernos, pois se verifica que muitos pesquisadores, 

voluntariamente ou não, optam por determinada variante metodológica e não atentam 

para atualizações consistentes do ponto de vista analítico e coerentes do ponto de vista 

nutricional (Detmann, 2010). Isto faz com que trabalhos de pesquisa publicados em um 

mesmo periódico, em um mesmo ano, usufruam variantes metodológicas 

completamente distintas, comprometendo as inferências e o correto cotejamento de 

trabalhos publicados paralelamente. Este fato tem se mostrado preocupante do ponto de 

vista científico, o que tem demandado atenção por parte dos editores de alguns 

periódicos internacionais de relevância na área de nutrição animal (e.g. Udén et al., 

2005). 

 O método de análise denominado fibra insolúvel em detergente neutro ou 

simplesmente fibra em detergente neutro (FDN) foi originalmente desenvolvido por P.J. 

Van Soest na década de 1960 e está baseado na recuperação do resíduo fibroso insolúvel 

em meio neutro, empregando-se extração em meio aquoso mediada por calor e pela 

ação de um detergente aniônico (lauril sulfato de sódio) (Van Soest & Robertson, 1985). 

Embora o conceito de FDN seja relativamente simples, a solução de detergente neutro 

deve ser adicionalmente formada por outros componentes que reduzem interferências, 

estabilizam o pH do meio de extração e auxiliam na retirada de materiais não 

pertencentes ao conceito de FDN e que poderiam ser indevidamente retidos no 

precipitado quantificado gravimetricamente (e.g. EDTA, tetraborato de sódio, 

trietilenoglicol, etc) (Detmann, 2010). 

 A FDN é constituída por três macrocomponentes: celulose, hemicelulose e 

lignina; e representa o equivalente analítico da porção insolúvel da fibra (Mertens, 

2002; Detmann et al., 2008). 

 O número de variantes geradas para o método de análise de FDN desde sua 

proposição inicial é extremamente elevado (Van Soest et al., 1991). Embora algumas 

destas tenham sido propostas com base na substituição de compostos com risco 

potencial à saúde humana (e.g. substituição do etilenoglicol monoetil éter por 

trietilenoglicol; Van Soest et al., 1991), a maioria das modificações foram propostas 

sem avaliações rigorosas de sua rusticidade para comprovar sua adequação para todos 
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os alimentos ou práticas analíticas. Inadvertidamente, estas alterações resultam em 

métodos diferentes, que produzem resultados diferentes e que são generalizadamente 

chamados de FDN (Mertens, 2002), comprometendo a rusticidade do método e a 

comparação acurada de resultados. 

Com o surgimento do sistema filter bag para análises de fibras, inicialmente 

desenvolvido pela empresa americana Ankom, novas perspectivas foram dadas ao 

processo instrumental de análise de FDN. Este sistema tem se mostrado vantajoso por 

ter menor custo e ser menos laborioso (Cherney, 2000) e não apresentar diferenças em 

comparação ao sistema convencional com o uso de vidrarias (Vogel et al., 1999; Casali 

et al., 2009). 

 A associação destes aspectos justifica a necessidade de avaliação das estimativas 

de FDN produzidas em diferentes materiais e por diferentes laboratórios, buscando-se 

padronizar os procedimentos entre laboratórios de análise de alimentos no país. 

 Objetivou-se conduzir estudo colaborativo para avaliação do teor de FDN em 

diferentes amostras de alimentos utilizando-se o sistema filter bag em três diferentes 

laboratórios de análise de alimentos de instituições integrantes do Instituto Nacional de 

Ciência e Tecnologia de Ciência Animal (INCT-CA). 

 

Material e Métodos 

 

 As avaliações foram conduzidas em três laboratórios de análise de alimentos de 

instituições componentes do INCT-CA: Universidade Federal de Viçosa, Viçosa-MG; 

Escola de Veterinária da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte-MG; e 

Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita, Jaboticabal-SP; entre setembro e 

outubro de 2009. 

 Foram utilizados seis alimentos: cana-de-açúcar, silagem de milho, capim-

elefante, farelo de soja, polpa cítrica e mistura de milho grão com uréia na proporção 

9:1. Em adição, foram enviados três compostos que foram assumidos como padrões 

para aferição da exatidão das estimativas: celulose purificada, amido de milho e mistura 

formada por 60% de areia e 40% de amido de milho. 

 As amostras de volumosos úmidos foram secas em estufa com ventilação 

forçada (60ºC) e, em conjunto com as demais amostras, processadas em moinho de 

facas (1 mm), acondicionadas em sacos plásticos e enviadas sem identificação aos 

laboratórios. 
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 De acordo com diretrizes estabelecidas pelas instituições integrantes do INCT-

CA em 2009, as avaliações foram realizadas em aparelhos Ankom200® ou Ankom220®, 

utilizando-se sacos F57 (Ankom®) como recipientes. 

 As avaliações de componentes fibrosos utilizando-se filter bags somente devem 

ser realizadas em ambientes sob pressurização, os quais constituem padrão nos 

extratores produzidos pela Ankom. Sob condições não pressurizadas, o acúmulo de 

bolhas de vapor no interior dos sacos compromete a ação do detergente sobre a amostra 

(Gomes et al., 2011). Desta forma, o uso de extratores nacionais, os quais trabalham em 

sistema não pressurizado utilizando de condensadores para manutenção do detergente 

no sistema, não foi considerado na avaliação. Esta exigência limitou o número de 

laboratórios envolvidos nas avaliações. 

 Na oportunidade do envio, solicitou-se a cada laboratório que amostras fossem 

analisadas por 11 dias, consecutivos ou não, sendo realizadas três repetições por 

amostra por dia de avaliação. 

 Os resultados foram solicitados com base na amostra seca ao ar, uma vez que a 

avaliação de resultados com correção para o teor de matéria seca de cada amostra entre 

laboratórios pode apresentar erro oriundo de dois procedimentos (Mertens, 2003). 

 Em conjunto com as amostras, enviou-se questionário para elucidação dos 

principais procedimentos e parâmetros analíticos quantitativos e qualitativos adotados 

em cada laboratório (modelo apresentado no anexo da Tese). 

 Após o recebimento dos dados, os mesmos foram analisados, considerando-se 

padrões e amostras separadamente, de acordo com o modelo: 

lijkkijijjiijkl DLMMLY )()( εµ +++++=                                                                      (1); 

em que: µ = constante geral; Li = efeito do laboratório i (aleatório); Mj = efeito do 

material j (fixo); LMij = efeito de interação do laboratório i e material j (aleatório); D(ij)k 

= efeito do dia de análise k, aninhado à combinação entre o laboratório i e o material j 

(aleatório); e ε(ijk)l = erro aleatório, associado a cada mensuração, pressuposto NID (0; 

σ²ε). 

 Por intermédio do método dos momentos, utilizando-se os fundamentos do 

procedimento de Hicks modificado (Barbin, 1993), definiram-se as esperanças de 

quadrados médios da análise de variância, representada pelo modelo descrito na 

equação (1) (Tabela 1). 
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 As observações classificadas como outliers foram eliminadas do conjunto de 

dados, sendo estas definidas quando seu desvio em relação à média das avaliações do 

material, dentro do laboratório, superasse em três vezes o valor do desvio padrão 

residual. 

 

Tabela 1 - Esperança de quadrados médios para modelo destinado à análise global dos 
dados (padrões e amostras) 

Fonte de Variação¹ E(QM)² 
L σ²ε + k1 × σ²D/L×M + k2 × σ²L×M + k4 × σ²L 
M σ²ε + k1 × σ²D/L×M + k2 × σ²L×M + k3 × φM 

L × M σ²ε + k1 × σ²D/L×M + k2 × σ²L×M 
D/L × M σ²ε + k1 × σ²D/L×M 
Resíduo σ²ε 

¹ L = laboratório; M = material; L × M = interação laboratório × material, D/L × M = dia aninhado às 
combinações entre laboratório e material. ² σ²ε ,σ²D/L×M, σ²L×M, σ²L = variâncias associadas aos efeitos do 
erro (repetibilidade), de dia aninhado às combinações entre laboratório e material, da interação de 
laboratório e material e de laboratório, respectivamente; φM = função quadrática associada ao efeito fixo 
de material. 
 

 A partir das esperanças de quadrados médios apresentadas na Tabela 1 

estimaram-se a repetibilidade e a reprodutibilidade dos teores de FDN, dadas por: 

2ˆ
εσ=r                                                                                                                             (2); 

22 ˆˆ
LR σσ ε +=                                                                                                                   (3); 

em que: r = repetibilidade; e R = reprodutibilidade. 

 Quando o efeito de interação de material analisado e laboratório foi significativo, 

procedeu-se a nova avaliação, na qual considerou-se cada material isoladamente. 

 O modelo para avaliação da variação de cada material considerando-se os 

diferentes laboratórios é dado por: 

kijjiiijk DLY )()( εµ +++=                                                                                               (4); 

em que: µ = constante geral; Li = efeito do laboratório i (aleatório); D(i)j = efeito do dia 

de análise j aninhado ao laboratório i (aleatório); e ε(ij)k = erro aleatório, associado a 

cada mensuração, pressuposto NID (0; σ²ε). 

 As esperanças de quadrados médios para o modelo descrito em (4) são descritas 

na Tabela 2. As estimativas de repetibilidade e reprodutibilidade para cada material 

foram obtidas de forma similar ao descrito nas equações (2) e (3). 
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 Para a situação descrita na Tabela 2, procedeu-se à avaliação das estimativas de 

reprodutibilidade esperada e da razão de Horwitz (Horwitz et al., 1990), por intermédio 

das equações: 

X
Rp Rσ̂

=                                                                                                                         (5); 

RR =σ̂                                                                                                                        (6); 

( )cRpe log5,01exp2 ×−×=                                                                                           (7); 

Rpe

Rp
RH =                                                                                                                      (8); 

em que: Rp = reprodutibilidade padronizada em função da média; Rpe = 

reprodutibilidade padronizada em função da média estimada pelo método de Horwitz; c 

= concentração média de FDN (g/g); e RH = razão de Horwitz. 

 

Tabela 2 - Esperanças de quadrados médios para o modelo destinado à análise de cada 
material em função dos diferentes laboratórios (Equação 4) 

Fonte de Variação¹ E(QM)² 
L σ²ε + k1 × σ²D/L + k2 × σ²L 

D/L σ²ε + k1 × σ²D/L 
Resíduo σ²ε 

¹ L = laboratório; D/L = dia aninhado ao laboratório. ² σ²ε ,σ²D/L, σ²L = variâncias associadas aos efeitos do 
erro (repetibilidade), de dia aninhado ao laboratório e de laboratório, respectivamente. 
 

 Em adição, quando o efeito de dia de análise foi significativo, o comportamento 

de cada material em cada laboratório foi avaliado isoladamente pelo modelo: 

jiiij DY )(εµ ++=                                                                                                          (9); 

em que: µ = constante geral; Di = efeito do dia de análise i (aleatório); e ε(i)j = erro 

aleatório, associado a cada mensuração, pressuposto NID (0; σ²ε). 

 Por intermédio do método dos momentos (Barbin, 1993), definiram-se as 

esperanças de quadrados médios associadas ao modelo descrito em (9) (Tabela 3). 

 
Tabela 3 - Esperanças de quadrados médios para o modelo destinado à análise de cada 

material em cada laboratório em função dias de análise (Equação 9) 
Fonte de Variação¹ E(QM)² 

D σ²ε + k1 × σ²D 
Resíduo σ²ε 

¹ D = dia. ² σ²ε ,σ²D = variâncias associadas aos efeitos do erro e de dia de análise, respectivamente. 
 

 A variação aleatória total associada ao modelo descrito em (9) foi dada por: 
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222 ˆˆˆ
εσσσ += DT                                                                                                               (10). 

 Todos os procedimentos estatísticos foram conduzidos por intermédio do 

programa SAS (Statisical Analysis System, versão 9.2), adotando-se 0,01 como nível 

crítico de probabilidade para o erro tipo I. As comparações entre médias fornecidas por 

diferentes laboratórios foram conduzidas utilizando-se o critério de Scheffé. Por outro 

lado, a comparação entre estas médias e os valores esperados para cada padrão foram 

realizadas utilizando-se as propriedades de intervalos de confiança (1-α = 0,99). 

 

Resultados e Discussão 

 

 Na avaliação dos padrões, as variâncias entre laboratórios e dentro de 

laboratórios (repetibilidade) representaram aproximadamente 25,2 e 41,8 % da variação 

total (Tabela 4). Observou-se significância (P<0,01) para os componentes de variância 

associados à variabilidade entre dias de análise e à interação de material e laboratório. 

Isto indica que os teores obtidos de FDN se mostraram dependentes do dia em que a 

análise foi realizada e que materiais diferentes produziram estimativas diferentes em 

diferentes laboratórios.  

 

Tabela 4 - Estimativas de componentes de variância do modelo global (padrões; 
Equação 1) 

Item Estimativa Valor relativo (%) Valor-P 
σ²L 1,3883 25,2   0,0629 

σ²L×M 0,6633 12,1   0,0015 

σ²D/L×M 1,1469 20,9 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 2,3014 41,8 - 
Variância Total 5,4999 100,0 - 

Reprodutibilidade 3,6897 - - 
r/R¹ 0,6237 - - 

¹ Razão repetibilidade/reprodutibilidade. 

 

 No desdobramento da interação de laboratório e material observou-se 

comportamento distinto entre os materiais (Tabela 5). Na avaliação do padrão de 

celulose, todos os laboratórios apresentaram vícios de recuperação positivos, ou seja, 

estimando valores superiores ao esperado (P<0,01). Por outro lado, a avaliação do 

padrão constituído por amido permitiu verificar vício positivo (P<0,01) somente nos 

resultados produzidos pelo laboratório 1. Adicionalmente, vícios positivos foram 
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verificados (P<0,01) sobre o padrão constituído por areia e amido para os laboratórios 1 

e 3 (Tabela 5). 

 
Tabela 5 - Comparação entre médias produzidas pelos diferentes laboratórios em 

relação aos padrões 
 Padrão² ³ 

Item Celulose Amido Areia + Amido 
Teor Esperado¹ 92,194  0,00 60,00 
Laboratório 1¹ 95,54* (+3,35)    1,25* (+1,25)   64,61* (+4,61) 
Laboratório 2¹ 93,46* (+1,27) -0,42 60,77 
Laboratório 3¹ 96,26* (+4,07)  0,72   62,00* (+2,00) 

¹ Valores expressos com base na matéria seca ao ar. ² Médias seguidas por (*) apresentam vício de 
recuperação significativo em relação ao teor esperado do padrão utilizando-se as propriedades do 
intervalo de confiança [(1-α) = 0,99]. ³ Os valores entre parênteses correspondem ao vício em pontos 
percentuais. 4 O teor esperado de FDN no padrão de celulose foi assumido como 100%, com base na 
matéria seca. Este valor foi corrigido para o teor de umidade no material, o qual foi estimado por 
intermédio do método de Karl Fischer (Bruttel & Schlink, 2006). 
 

 O objetivo da utilização do amido como padrão, especialmente na forma pura, 

foi aferir diretamente a eficiência de utilização de α-amilase termoestável. Os resultados 

permitem evidenciar que o uso desta enzima parece não constituir elemento limitante ao 

processo. Embora no laboratório 1 tenha se verificado vício positivo no padrão 

constituído por amido, este mostrou-se menor que os vícios verificados com os demais 

padrões (Tabela 5), o que parece indicar que outros efeitos estejam atuando para a 

verificação de erro sistemático nos resultados apresentados por este laboratório. 

 O padrão de celulose foi desenvolvido por Valente et al. (2011), sendo formado 

exclusivamente por FDN. Este apresenta algumas limitações, as quais envolvem o fato 

de o mesmo não simular completamente a complexidade como as moléculas da matriz 

orgânica da parede celular interagem física e quimicamente (Valente et al., 2011). 

Contudo, o mesmo pode ser utilizado para aferição do processo de extração, mesmo 

diante de tais limitações. Os resultados aqui obtidos com este padrão evidenciam 

limitações em todos os laboratórios envolvidos na avaliação (Tabela 5). 

 Adicionalmente, com o padrão composto por areia e amido, esperar-se-ia que o 

resultado obtido correspondesse somente ao teor de areia, uma vez que o amido seria 

eliminado por ação da α-amilase termoestável e de outros componentes do detergente 

(e.g. trietileno glicol). Tomando-se como exemplo o laboratório 3, o vício observado 

para o padrão composto por areia e amido não deve ser atribuído a problemas na 

extração do amido em si, uma vez que nenhum vício foi observado com o padrão 

constituído apenas por amido (Tabela 5). 
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 Neste contexto, considerando-se que os padrões compostos por celulose e areia 

não apresentam complexidade para ação do detergente, os vícios obtidos podem indicar 

que em todos os laboratórios existem problemas no tocante à quantificação das massas 

pré e/ou pós-extração. 

 Ao se analisar o modelo envolvendo todas as amostras, observou-se que todos os 

componentes de variância foram significativos (P<0,01; Tabela 6). Isto indica que, além 

dos materiais serem analisados diferentemente pelos laboratórios, os teores estimados 

de FDN se mostram dependentes do dia em que a analise foi realizada. Adicionalmente, 

verificou-se efeito de interação de laboratório e material (P<0,01).  

 De forma geral, assume-se como não aceitável a ocorrência de efeito de 

interação de material e laboratório (Mertens, 2003). A ocorrência deste indica que os 

possíveis erros sistemáticos imputados a um dado material em determinado laboratório 

serão distintos daqueles observados em outro laboratório. A isto se adiciona o fato de 

que os erros sistemáticos imputados por um laboratório se manifestarão de forma 

diferenciada em função do material analisado. Isto atribui elemento de confundimento 

aos cotejamentos dos conteúdos de FDN em alimentos e outros materiais, como fezes, 

sobras e digestas; o que, conseqüentemente, pode comprometer a comparação entre 

características obtidas em ensaios de consumo, digestão e degradação. 

 

Tabela 6 - Estimativas de componentes de variância do modelo global (amostras; 
Equação 1) 

Item Estimativa Valor relativo (%) Valor-P 
σ²L 6,1577 45,4   0,0046 

σ²L×M 4,0786 30,1 <0,0001 

σ²D/L×M 1,4716 10,8 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 1,8556 13,7 - 
Variância Total 13,5635 100,0 - 

Reprodutibilidade 8,0133 - - 
r/R¹ 0,2316 - - 

¹ Razão repetibilidade/reprodutibilidade. 

 

 A interação de material e laboratório é corroborada pela avaliação comparativa 

das médias obtidas nos diferentes alimentos, na qual se observou alta variação nas 

diferenças entre laboratórios, não havendo padrão definido nos perfis de comparações 

múltiplas. Verificou-se que as diferenças entre laboratórios variaram de 1,76 ponto 
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percentual para a mistura de milho e uréia a 9,37 pontos percentuais para a polpa cítrica 

(Tabela 7). 

 

Tabela 7 - Comparação entre médias produzidas pelos diferentes laboratórios 
 

Laboratório 
Material1 2 

Cana SM CE FS MUR PC 
1 58,67a 55,06a 72,64a 26,90a 10,80a 31,22a 
2 55,32b 50,99b 68,12b 18,18b 10,81a 21,85c 
3 55,90b 50,99b 72,52a 21,04b   9,05b 24,41b 

EPM 0,262 0,345 0,255 0,765 0,336 0,426 
ATM3 3,35 4,07 4,52 8,72 1,76 9,37 

¹ SM, silagem de milho; CE, capim-elefante; FS, farelo de soja, MUR, milho + uréia; PC, polpa cítrica. ² 
Médias na coluna, seguidas por letras diferentes, são diferentes pelo teste de Scheffé (P<0,01). 3 ATM, 
amplitude total entre médias. 
 

 A menor amplitude entre médias verificada para a mistura de milho e uréia 

(Tabela 7) parece reforçar o fato de a utilização da α-amilase termoestável não constituir 

passo limitante à reprodutibilidade dos resultados. Considerando-se que 90% deste 

material corresponde a milho, os resultados expressos pelos laboratórios encontram-se 

próximos aos teores de FDN obtidos neste alimento em condições brasileiras (Valadares 

Filho et al., 2010). Por outro lado, as maiores amplitudes entre médias foram verificadas 

para o farelo de soja e para a polpa cítrica (Tabela 7). Ambos alimentos apresentam 

características peculiares no processo de análise de FDN, principalmente aos altos 

conteúdos protéicos e de pectina, respectivamente; indicando que limitações técnicas 

podem constitui elemento de comprometimento da reprodutibilidade. 

 Ao se analisar os materiais isoladamente, observou-se grande variação na 

reprodutibilidade (Figura 1), reflexo direto da interação de laboratório e material 

(Tabela 5). As maiores variâncias (e, conseqüentemente, as menores reprodutibilidades) 

foram verificadas para a polpa cítrica e para o farelo de soja (Figura 1), o que corrobora 

a maior amplitude entre médias discutida anteriormente (Tabela7). 

 Com a avaliação individual de cada material pôde-se observar que a variação dos 

resultados entre laboratórios correspondeu de 33,2 a 86,0% da variação aleatória total 

dos dados. Adicionalmente, verificou-se que a repetibilidade (variação intra-

laboratorial) representou de 7,37 a 47,83% da reprodutibilidade (Tabelas 8 e 9). O 

comportamento destes percentuais reitera que diferenças entre laboratórios existem e 

são significativas quando se analisa os materiais individualmente, correspondendo ao 

fator preponderante das diferenças entre os teores de FDN. 
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Figura 1 - Reprodutibilidade [(%)²] para os diferentes materiais analisados. 

 

 A avaliação da reprodutibilidade, a qual é dada pela soma da repetibilidade e da 

variação entre laboratórios, apresentou-se em patamares considerados aceitáveis apenas 

para dois dos seis alimentos avaliados, observando-se razões de Horwitz (RH) 

superiores a 2 para os demais materiais avaliados (Tabelas 8 e 9). Este parâmetro é dado 

pela razão entre a reprodutibilidade observada e a reprodutibilidade que deveria ser 

esperada considerando-se a concentração média do componente analisado (Horwitz et 

al., 1990).  

 Pode-se concluir que as avaliações, em sua maioria, não foram reprodutíveis, 

pois RH superiores a 2 sugerem que o método avaliado é inaceitável com respeito à sua 

reprodutibilidade (Mertens, 2003). Assim, considerando-se que neste estudo foram 

definidas as condições instrumentais para o processo analítico (equipamento e 

recipiente), os valores estimados de RH indicam que a reprodutibilidade seria 

essencialmente comprometida por condições de reagentes e de manejo da análise. 

 As repetibilidades padronizadas (expressas como percentuais das médias) foram 

estimadas a partir dos dados expressos nas Tabelas 8 e 9. Foram verificados valores de 

1,03; 1,69; 1,02; 10,09; 8,84 e 7,61% para cana-de-açúcar, silagem de milho, capim-

elefante, farelo de soja, milho + uréia e polpa cítrica, respectivamente, indicando baixos 

valores relativos da variação entre repetições. Logo, sendo a reprodutibilidade dada pela 

soma da variação entre repetições (repetibilidade) e entre laboratórios, os altos valores 
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de RH (Tabelas 8 e 9) parecem ter sido causados pela elevada variação inter-

laboratorial. 

 

Tabela 8 - Estimativas de componentes de variância do modelo destinado à avaliação 
individual de alimentos volumosos (Equação 4) 

Item Estimativa Valor relativo (%) Valor-P 
 Cana-de-açúcar 
σ²L 3,1629 76,2 <0,0001 
σ²D/L 0,6490 15,6 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,3398 8,2 - 
Variância Total 4,1517 100,0 - 

Reprodutibilidade 3,5027 - - 
r/R1 0,0970 - - 
RH 1,4604 - - 

Média 56,64 - - 
 Silagem de milho 
σ²L 8,0755 81,6 <0,0001 
σ²D/L 1,0531 10,6 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,7729 7,8 - 
Variância Total 9,9015 100 - 

Reprodutibilidade 8,8484 - - 
r/R1 0,0873 - - 
RH 2,4838 - - 

Média 51,94 - - 
 Capim-elefante 
σ²L 6,5665 86,0 <0,0001 
σ²D/L 0,5420 7,1 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,5227 6,9 - 
Variância Total 7,6312 100,0 - 

Reprodutibilidade 7,0892 - - 
r/R1 0,0737 - - 
RH 1,7390 - - 

Média 71,09   
¹ Razão repetibilidade/reprodutibilidade. 

 

 Considerando-se as informações das Tabelas 8 e 9, percebeu-se que ocorreu para 

cinco materiais efeito significativo do dia de análise (P<0,01) sobre as estimativas de 

FDN. A avaliação isolada deste efeito para cada material analisado em cada laboratório 

indicou que 55,6% das avaliações apresentaram variações significativas (P<0,01) nas 

estimativas de FDN em função do dia no qual a análise foi realizada (Tabela 10). 

 A alta variabilidade dos efeitos de dias de análise sobre os diferentes materiais 

analisados nos diferentes laboratórios é confirmada pela avaliação do comportamento 

dos resíduos intra-laboratoriais padronizados expressos nas Figuras 2 a 7. 
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Tabela 9 - Estimativas de componentes de variância do modelo destinado à avaliação 
individual de alimentos concentrados (Equação 4) 

Item Estimativa Valor relativo (%) Valor-P 
 Farelo de soja 
σ²L 19,4444 66,6 <0,0001 
σ²D/L 4,8404 16,6 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 4,9232 16,8 - 
Variância Total 29,2080 100,0 - 

Reprodutibilidade 24,3676 - - 
r/R1 0,2020 - - 
RH 8,0780 - - 

Média 21,99 - - 
 Milho + uréia 
σ²L 0,8943 33,2 <0,0001 
σ²D/L 0,9785 36,3 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,8199 30,5 - 
Variância Total 2,6927 100,0 - 

Reprodutibilidade 1,7142 - - 
r/R1 0,4783 - - 
RH 3,8975 - - 

Média 10,24 - - 
 Polpa cítrica 
σ²L 22,9374 83,4 <0,0001 
σ²D/L 0,7295 2,7   0,0694 

Repetibilidade (σ²ε) 3,8197 13,9 - 
Variância Total 27,4866 100 - 

Reprodutibilidade 26,7571 - - 
r/R1 0,1428 - - 
RH 7,4971 - - 

Média 25,68   
¹ Razão repetibilidade/reprodutibilidade. 

 

 Observaram-se, em geral, resultados com alta variação entre repetições (e.g. 

Figura 4, Laboratório 3), com alguns materiais exibindo tendência clara em função do 

dia de condução da análise (e.g. Figura 2, Laboratório 1; Figura 4, Laboratório 2). 

 

Tabela 10 - Nível descritivo de probabilidade para o erro tipo I associada à variação 
entre dias de análises para cada material avaliado 

 
Laboratório 

Material¹ 
Cana SM CE FS MUR PC 

1 <0,0001 <0,0001 0,0003 0,0020 0,0007 0,2214 
2 0,3990 0,4125 <0,0001 0,2576 0,0454 0,3321 
3 <0,0001 0,0094 0,1067 0,0110 0,0025 0,0035 

¹ SM, silagem de milho; CE, capim-elefante; FS, farelo de soja, MUR, milho + uréia; PC, polpa cítrica. 
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Figura 2 - Variação intra-laboratorial relativa às avaliações de cana-de-açúcar. 
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Figura 3 - Variação intra-laboratorial relativa às avaliações de silagem de milho. 
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Figura 4 - Variação intra-laboratorial relativa às avaliações de capim-elefante. 
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Figura 5 - Variação intra-laboratorial relativa às avaliações de farelo de soja. 
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Figura 6 - Variação intra-laboratorial relativa às avaliações de milho + uréia. 
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Figura 7 - Variação intra-laboratorial relativa às avaliações de polpa cítrica.
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 A avaliação individual da variação intra-laboratorial (Figura 8), a qual constitui 

o fator determinante da repetibilidade, indicou que, para alguns materiais, a variação 

entre dias de análise pode representar de 3 (e.g., Figura 9, silagem de milho, Laboratório 

2) a 79% (e.g. Figura 9, cana-de-açúcar, laboratório 1) da variação aleatória dos 

resultados. 

 O comportamento verificado para algumas amostras mostra que os resultados 

obtidos no processo analítico são diretamente dependentes do dia no qual a análise é 

conduzida, o que obviamente é indesejável e pode atribuir efeito de confundimento 

sobre os teores de FDN. Desta forma, evidencia-se que problemas atribuídos à falta de 

padronização dos procedimentos intra-laboratoriais podem ser significativos sobre a 

precisão das estimativas. 

 A avaliação dos questionários enviados aos diferentes laboratórios permitiu 

evidenciar diferenças nos métodos aplicados. Embora a formulação da solução de 

detergente neutro seja aproximadamente similar, pequenas diferenças foram verificadas. 

Em dois laboratórios utiliza-se EDTA sal dissódico, enquanto em um dos laboratórios 

utiliza-se EDTA. Contudo, neste último caso, observou-se que a proporção de EDTA 

não foi utilizada corretamente (14,6 g/L em conjunto com 4,0 de hidróxido de sódio), 

utilizando-se a proporção sugerida para EDTA sal dissódico (18,6 g/L). Em um dos 

laboratórios utiliza-se etileno glicol (etilenoglicol monoetil éter), o qual não é mais 

recomendado na análise de FDN devido às suas propriedades tóxicas (Van Soest et al., 

1991). Nos demais laboratórios este composto foi devidamente substituído pelo 

trietileno glicol. Adicionalmente, em apenas um dos laboratórios procede-se à 

verificação e ajustamento do pH da solução de detergente. Este processo é sugerido, 

pois o pH atua como fator determinante no meio para a solubilização/precipitação dos 

componentes solúveis/insolúveis (Van Soest, 1994), tolerando-se variações máximas de 

±0,05 unidades (Mertens, 2002). A falta de padronização pode contribuir efetivamente 

para a baixa reprodutibilidade dos resultados. 
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Figura 8 - Avaliação das variâncias intra-laboratoriais (D = variância entre dias; E = variância do erro; T = variação aleatória total; T = D + E). 
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Figura 9 - Avaliação fracional da composição da variação aleatória intra-laboratorial (D = contribuição da variância entre dias; E = contribuição da 
variância do erro). 
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 As diferenças mais proeminentes entre laboratórios encontram-se no processo de 

lavagem do material após extração com detergente neutro. Em dois dos laboratórios utiliza-se 

em algum momento do processo de lavagem água em temperatura ambiente. As 

recomendações do método estão baseadas na lavagem do material com água em temperaturas 

de 90 a 100ºC (Van Soest & Robertson, 1985). A utilização de água em temperatura ambiente 

reduz a temperatura da amostra, comprometendo o processo de filtração, principalmente em 

amostras ricas em pectina, glicoproteínas e mucilagens (Undersander et al., 1993) e pode 

ampliar a variabilidade dos resultados, como anteriormente ressaltado paras as amostras de 

polpa cítrica e farelo de soja (Tabela 7; Figura 1). Adicionalmente, em dois dos laboratórios 

utiliza-se água não destilada, o que não é desejado em virtude da possível ampliação na 

contaminação mineral do resíduo fibroso. 

 Em um dos laboratórios utiliza-se etanol após a lavagem do resíduo com água, o que 

contraria as recomendações técnicas do método de FDN, nas quais se sugere o uso de acetona 

(Van Soest & Robertson, 1985; Mertens, 2002), corretamente empregada pelos demais 

laboratórios. 

 Pela interpretação dos questionários, verificou-se adicionalmente que nos 

procedimentos de limpeza do resíduo pós-extração, tanto com água, como com solvente, são 

definidos em termos de número fixo de lavagens, tornando o processo similar para todas as 

amostras analisadas. Um dos principais erros cometidos durante as análises de componentes 

fibrosos está associado à lavagem incompleta dos resíduos no tocante à retirada de 

componentes solúveis e do detergente (Undersander et al., 1993). Assim, considerando-se as 

particularidades entre amostras, seria desejável que o número de lavagens fosse definido pela 

percepção da retirada do material contaminante. Número fixo de lavagens pode causar 

superestimação do resíduo em determinadas situações. 

 Nenhum dos laboratórios avaliados possui balanças aferidas de acordo com as normas 

estabelecidas pelo Instituto Nacional de Metrologia (INMETRO). Neste contexto, por 

intermédio do comportamento dos padrões aqui avaliados (Tabela 5), pode se inferir que parte 

dos vícios e da baixa reprodutibilidade das estimativas pode estar associada a problemas na 

quantificação de massas durante o processo de análise de FDN. 
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Conclusão 

 

 Os teores de fibra em detergente neutro estimados pelos laboratórios participantes 

deste estudo utilizando o sistema filter bag apresentam baixa reprodutibilidade, o que é 

agravado pela presença de efeito de interação do material avaliado e laboratório. 
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CAPÍTULO 3 

 

Estudo colaborativo para avaliação dos teores de proteína bruta em 

alimentos utilizando o método de Kjeldahl 

 

Introdução 

 

 O termo proteína bruta (PB) envolve grande grupo de substâncias com estruturas 

semelhantes, porém com funções químicas e fisiológicas diferentes. Baseado no fato de as 

proteínas terem percentual de nitrogênio aproximadamente constante (em torno de 16%), 

procede-se à sua avaliação indireta por intermédio da concentração de nitrogênio no material 

e utilizando-se o fator de conversão 6,25 para a conversão do resultado em equivalentes 

protéicos (Silva & Queiroz, 2002). 

 O método mais utilizado no Brasil foi proposto por Kjeldahl na Dinamarca em 1883, 

quando estudava proteína em grãos. Este apresenta três etapas distintas: digestão, destilação e 

titulação. A digestão baseia-se no aquecimento da amostra em ácido sulfúrico até que os 

compostos orgânicos sejam oxidados. O nitrogênio da proteína (orgânico) é reduzido e 

transformado em sulfato de amônia (inorgânico) que é uma substância estável (Pomeranz & 

Meloan, 1978), porém não facilmente quantificável. Nessa etapa utiliza-se uma mistura 

digestora, composta de um sal (sulfato de sódio ou de potássio) com a finalidade de elevar o 

ponto de ebulição do ácido sulfúrico permitindo a decomposição da matéria orgânica, e um 

catalisador metálico que aumenta o poder de oxidação do meio. 

 Posteriormente, adiciona-se hidróxido de sódio concentrado e aquece-se para a 

liberação da amônia em solução de ácido bórico, formando borato ácido de amônia que 

constitui forma quantificável do nitrogênio. O borato de amônia formado é titulado com uma 

solução padronizada de ácido clorídrico. 

 Em muitos laboratórios estão sendo implementados fundamentos de controle de 

qualidade para se ampliar a exatidão e a precisão dos resultados produzidos. Para auxiliar 

nesta meta torna-se importante que os métodos oficialmente aprovados sejam aplicados para 
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que a tecnologia avaliada seja usada nos laboratórios de modo que os resultados produzidos 

possam ser comparados (Thiex & Manson, 2002). 

 Desta forma, dada a importância da PB obtida a partir do método de Kjeldahl, faz-se 

necessária a avaliação dos procedimentos laboratoriais e das estimativas de PB produzidas em 

diferentes materiais e por diferentes laboratórios, buscando-se identificar variantes mais 

adequadas e padronizar procedimentos entre laboratórios de análise de alimentos no país. 

 Objetivou-se conduzir estudo colaborativo para avaliação do teor de PB em diferentes 

amostras de alimentos em sete diferentes laboratórios de análise de alimentos de instituições 

integrantes do Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia de Ciência Animal (INCT-CA). 

 

Material e Métodos 

 

 As avaliações foram conduzidas em sete laboratórios de análise de alimentos de 

instituições componentes do INCT-CA: Universidade Federal de Viçosa, Viçosa-MG; Escola 

de Veterinária da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte-MG; Universidade 

Federal de Lavras, Lavras-MG; Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus-BA; 

Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita, Jaboticabal-SP; Universidade Federal de 

Mato Grosso, Cuiabá-MT; e Universidade Federal de Mato Grosso, Sinop-MT; entre janeiro e 

março de 2010. 

 Foram utilizadas amostras de cana-de-açúcar, silagem de milho, farelo de soja e milho 

grão. Em adição, foram enviados quatro compostos que foram assumidos como padrões para 

aferição da exatidão das estimativas: uréia (Sigma U5378), fosfato de amônia monobásico 

(MAP; Sigma-Aldrich A1645), ácido etileno diamínico tetra-acético (EDTA; Sigma-Aldrich 

EDS) e sulfato de amônio (Merk 01217). 

 As amostras de volumosos úmidos foram secas em estufa com ventilação forçada 

(60ºC) e, em conjunto com as demais amostras, processadas em moinho de facas (1 mm), 

acondicionadas em sacos plásticos e enviadas sem identificação, juntamente com os padrões, 

aos laboratórios. 

 Na oportunidade do envio, solicitou-se a cada laboratório que amostras fossem 

analisadas por seis dias, consecutivos ou não, sendo realizadas três repetições por amostra por 

dia de avaliação. 

 Os resultados foram solicitados com base na amostra seca ao ar, uma vez que a 

avaliação de resultados com correção para o teor de matéria seca de cada amostra entre 

laboratórios pode apresentar erro oriundo de dois procedimentos (Mertens, 2003). 
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 Em conjunto com as amostras, enviou-se questionário para elucidação dos principais 

procedimentos e parâmetros analíticos quantitativos e qualitativos adotados em cada 

laboratório (modelo apresentado no anexo da Tese). 

 Após o recebimento dos dados, os mesmos foram analisados considerando-se padrões 

(em termos de recuperação do nitrogênio) e amostras (em termos de teor estimado de PB) 

separadamente, de acordo com o modelo: 

lijkkijijjiijkl DLMMLY )()( εµ +++++=                                                                                (1); 

em que: µ = constante geral; Li = efeito do laboratório i (aleatório); Mj = efeito do material j 

(fixo); LMij = efeito de interação do laboratório i e material j (aleatório); D(ij)k = efeito do dia 

de análise k, aninhado à combinação entre o laboratório i e o material j (aleatório); e ε(ijk)l = 

erro aleatório, associado a cada mensuração, pressuposto NID (0; σ²ε). 

 Por intermédio do método dos momentos, utilizando-se os fundamentos do 

procedimento de Hicks modificado (Barbin, 1993), definiram-se as esperanças de quadrados 

médios da análise de variância, conforme apresentado na Tabela 1. 

 As observações classificadas como outliers foram eliminadas do conjunto de dados, 

sendo estas definidas quando seu desvio em relação à média das avaliações do material, 

dentro do laboratório, superasse em três vezes o valor do desvio padrão residual. 

 

Tabela 1 - Esperança de quadrados médios para modelo destinado à análise global dos dados 
(padrões e amostras) 

Fonte de Variação¹ E(QM)² 
L σ²ε + k1 × σ²D/L×M + k2 × σ²L×M + k4 × σ²L 
M σ²ε + k1 × σ²D/L×M + k2 × σ²L×M + k3 × φM 

L × M σ²ε + k1 × σ²D/L×M + k2 × σ²L×M 
D/L × M σ²ε + k1 × σ²D/L×M 
Resíduo σ²ε 

¹ L = laboratório; M = material; L × M = interação laboratório × material, D/L × M = dia aninhado às 
combinações entre laboratório e material. ² σ²ε ,σ²D/L×M, σ²L×M, σ²L = variâncias associadas aos efeitos do erro 
(repetibilidade), de dia aninhado às combinações entre laboratório e material, da interação de laboratório e 
material e de laboratório, respectivamente; φM = função quadrática associada ao efeito fixo de material. 
 

 A partir das esperanças de quadrados médios apresentadas na Tabela 1 estimaram-se a 

repetibilidade e a reprodutibilidade dos teores de PB, dadas por: 

2ˆ
εσ=r                                                                                                                                      (2); 

22 ˆˆ
LR σσ ε +=                                                                                                                             (3); 

em que: r = repetibilidade; e R = reprodutibilidade. 
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 Quando o efeito de interação de material analisado (amostras) e laboratório foi 

significativo, procedeu-se a nova avaliação, na qual considerou-se cada material 

isoladamente. 

 O modelo para avaliação da variação de cada material considerando-se os diferentes 

laboratórios é dado por: 

kijjiiijk DLY )()( εµ +++=                                                                                                        (4); 

em que: µ = constante geral; Li = efeito do laboratório i (aleatório); D(i)j = efeito do dia de 

análise j aninhado ao laboratório i (aleatório); e ε(ij)k = erro aleatório, associado a cada 

mensuração, pressuposto NID (0; σ²ε). 

 As esperanças de quadrados médios para o modelo descrito em (4) são descritas na 

Tabela 2. As estimativas de repetibilidade e reprodutibilidade para cada material foram 

obtidas de forma similar ao descrito nas equações (2) e (3). 

 

Tabela 2 - Esperanças de quadrados médios para o modelo destinado à análise de cada 
material em função dos diferentes laboratórios (Equação 4) 

Fonte de Variação¹ E(QM)² 
L σ²ε + k1 × σ²D/L + k2 × σ²L 

D/L σ²ε + k1 × σ²D/L 
Resíduo σ²ε 

¹ L = laboratório; D/L = dia aninhado ao laboratório. ² σ²ε ,σ²D/L, σ²L = variâncias associadas aos efeitos do erro 
(repetibilidade), de dia aninhado ao laboratório e de laboratório, respectivamente. 
 

 Para a situação descrita na Tabela 2, procedeu-se à avaliação das estimativas de 

reprodutibilidade esperada e da razão de Horwitz (Horwitz et al., 1990) por intermédio das 

equações: 

X
Rp Rσ̂

=                                                                                                                                  (5); 

RR =σ̂                                                                                                                                  (6); 

( )cRpe log5,01exp2 ×−×=                                                                                                    (7); 

Rpe

Rp
RH =                                                                                                                               (8); 

em que: Rp = reprodutibilidade padronizada em função da média; Rpe = reprodutibilidade 

padronizada em função da média estimada pelo método de Horwitz; c = concentração média 

de PB (g/g); e RH = razão de Horwitz. 

 Em adição, quando o efeito de dia de análise foi significativo, o comportamento de 

cada material em cada laboratório foi avaliado isoladamente pelo modelo: 
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jiiij DY )(εµ ++=                                                                                                                    (9); 

em que: µ = constante geral; Di = efeito do dia de análise i (aleatório); e ε(i)j = erro aleatório, 

associado a cada mensuração, pressuposto NID (0; σ²ε). 

 Por intermédio do método dos momentos (Barbin, 1993), definiram-se as esperanças 

de quadrados médios associadas ao modelo descrito em (9) (Tabela 3). 

 

Tabela 3 - Esperanças de quadrados médios para o modelo destinado à análise de cada 
material em cada laboratório em função dias de análise (Equação 9) 

Fonte de Variação¹ E(QM)² 
D σ²ε + k1 × σ²D 

Resíduo σ²ε 
¹ D = dia. ² σ²ε ,σ²D = variâncias associadas aos efeitos do erro e de dia de análise, respectivamente. 
 

 A variação aleatória total associada ao modelo descrito em (9) foi dada por: 

222 ˆˆˆ
εσσσ += DT                                                                                                                         (10). 

 Todos os procedimentos estatísticos foram conduzidos por intermédio do programa 

SAS (Statisical Analysis System, versão 9.2), adotando-se 0,001 como nível crítico de 

probabilidade para o erro tipo I. As comparações entre médias fornecidas por diferentes 

laboratórios foram conduzidas utilizando-se o critério de Scheffé. Por outro lado, a avaliação 

da recuperação de nitrogênio nos diferentes padrões de acordo com os laboratórios foi 

realizada utilizando-se as propriedades de intervalos de confiança (1-α = 0,999). 

 

Resultados e Discussão 

 

 Na avaliação dos padrões, as variâncias entre laboratórios e dentro de laboratórios 

(repetibilidade) representaram aproximadamente 34,5 e 10,3 % da variação total (Tabela 4). 

Verificou-se que todos os componentes de variância (Equação 1) foram significativos 

(P<0,001). Isto indica dois entraves nos resultados: a relação entre recuperação e dia de 

análise e a ocorrência de interação do material analisado com o laboratório no qual a análise é 

realizada. 

 A avaliação das recuperações de nitrogênio a partir dos padrões permitiu evidenciar 

que 25% das observações apresentaram vícios significativos de recuperação (P<0,001). Em 

todos os casos, os valores indicaram perda de nitrogênio durante o processo analítico (vício 

negativo) (Tabela 5). 
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Tabela 4 - Estimativas de componentes de variância do modelo global (padrões; Equação 1) 
Item Estimativa Valor relativo (%) Valor-P 
σ²L 0,0010 34,5   0,0004 

σ²L×M 0,0005 17,3 <0,0001 

σ²D/L×M 0,0011 37,9 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,0003 10,3 - 
Variância Total 0,0029 100,0 - 

Reprodutibilidade 0,0013 - - 
r/R1 0,2308 - - 

¹ Razão repetibilidade/reprodutibilidade. 

 

 A avaliação global das amostras propiciou comportamento similar ao observado para 

os padrões, com variações significativas (P<0,001) em função do dia de análise e a presença 

de interação (P<0,001) do material com o laboratório. Assim, tanto alimentos como padrões 

foram analisados diferentemente em cada laboratório e as estimativas dos teores de 

nitrogênio/PB se mostram dependentes do dia em que a analise foi realizada (Tabela 6). 

 
Tabela 5 - Recuperação de nitrogênio (g/g) a partir da composição química teórica dos 

padrões pelos diferentes laboratórios 
 Padrão4 

Item Uréia MAP EDTA Sulfato de Amônio 
Teórico¹  291,67   76,09   59,93 132,58 

MS²   99,76   99,74   99,74   99,69 
Esperado³ 290,96   75,89   59,78 132,17 

Laboratório 1 0,9840 0,9830 0,9606 0,9554 
Laboratório 2 1,0041 1,0030   0,8961* 1,0065 
Laboratório 3 0,9565 0,9846 0,9807 0,9758 
Laboratório 4   0,9008*   0,9340*   0,9420*   0,9217* 
Laboratório 5 0,9868 1,0264 1,0103 0,9963 
Laboratório 6 1,0424 1,0298 1,0240 1,0461 
Laboratório 7   0,9460* 0,9915 0,9670   0,9313* 

¹ Percentual estimado a partir do peso atômico e composição molecular. ² Percentual de matéria seca avaliado 
pelo método de Karl Fischer (Bruttel & Schlink, 2006). ³ Percentual dado pelo produto entre a composição 
teórica e o teor de matéria seca. 4 Médias seguidas por (*) apresentam vício de recuperação significativo em 
relação ao teor esperado do padrão utilizando-se as propriedades do intervalo de confiança [(1-α) = 0,999]. 
 

 De forma geral, assume-se como não aceitável a ocorrência de efeito de interação de 

material e laboratório (Mertens, 2003). A ocorrência deste indica que os possíveis erros 

sistemáticos imputados a um dado material em determinado laboratório serão distintos 

daqueles observados em outro laboratório. A isto se adiciona o fato de que os erros 

sistemáticos imputados por um laboratório se manifestarão de forma diferenciada em função 

do material analisado. Isto atribui elemento de confundimento aos cotejamentos dos 

conteúdos de PB de alimentos e outros materiais, como fezes, sobras e digestas; o que, 



 58

conseqüentemente, pode comprometer a comparação entre características obtidas em ensaios 

de consumo, digestão, degradação e metabolismo. 

 

Tabela 6 - Estimativas de componentes de variância do modelo global (amostras; Equação 1) 
Item Estimativa Valor relativo (%) Valor-P 
σ²L 0,0683 6,2   0,2446 

σ²L×M 0,5288 48,3 <0,0001 

σ²D/L×M 0,2472 22,6 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,2514 22,9 - 
Variância Total 1,0957 100,0 - 

Reprodutibilidade 0,3197 - - 
r/R1 0,7864 - - 

¹ Razão repetibilidade/reprodutibilidade. 

 

 A interação de material e laboratório é corroborada pela avaliação comparativa das 

médias obtidas nos diferentes alimentos, na qual se observou variação entre laboratórios, não 

havendo padrão definido nos perfis de comparações múltiplas. Verificou-se que as diferenças 

entre laboratórios variaram de 0,50 ponto percentual para o milho a 4,25 pontos percentuais 

para o farelo de soja (Tabela 7). 

 

Tabela 7 - Comparação entre médias produzidas pelos diferentes laboratórios 
 Material¹ ² 

Laboratório Cana SM FS Milho 
1   3,67ab    6,75abc   43,68ab   7,55ab 
2   3,61ab   7,11ab   44,77ab   7,43ab 
3 4,02a   7,06ab   43,45ab   7,71ab 
4 3,49b 6,14c 42,62b 7,31b 
5   3,71ab 7,53a   45,72ab 7,81a 
6 3,42b   6,59bc 46,87a   7,69ab 
7   3,63ab    6,73abc   45,87ab   7,75ab 

EPM 0,061 0,108 0,449 0,063 
ATM3 0,60 1,39 4,25 0,50 

¹ SM, silagem de milho; FS, farelo de soja; 2 Médias na coluna, seguidas por letras diferentes, são diferentes pelo 
teste de Scheffé (P<0,001). 3 ATM, amplitude total entre médias. 
 

 A avaliação das amostras individualmente evidenciou variação inter-laboratorial 

extremamente elevada para o farelo de soja em comparação às demais amostras (Figura 1). 

Considerando-se que este material possui o maior percentual de PB em comparação aos 

demais, os vícios de recuperação aqui observados (Tabela 5) causariam desvios mais 

proeminentes para o farelo de soja, o que parece justificar sua menor reprodutibilidade. 
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Figura 1 - Reprodutibilidade [(%)²] para os diferentes materiais analisados. 

 

 Observou-se variação significativa entre laboratórios (P<0,001) para todas as amostras 

avaliadas (Tabela 8). Adicionalmente, verificou-se que a variação dos resultados entre 

laboratórios correspondeu de 43,6 a 68,2% da variação aleatória total, ao passo que a 

repetibilidade (variação intra-labratorial) representou de 11,49 a 42,80% da reprodutibilidade 

(Tabela 8). O comportamento destes percentuais reitera que diferenças entre laboratórios 

constituem o fator preponderante das diferenças entre os teores de PB. 

 Contudo, a avaliação da reprodutibilidade, a qual é dada pela soma da repetibilidade e 

da variação entre laboratórios apresentou-se em patamares aceitáveis, pois se observou razões 

de Horwitz (RH) inferiores a 2 para todos os materiais avaliados (Tabela 8). Este parâmetro é 

dado pela razão entre a reprodutibilidade observada e a reprodutibilidade que deveria ser 

esperada considerando-se a concentração média do componente analisado (Horwitz et al., 

1990). 

 Adicionalmente, a partir dos dados expressos na Tabela 8, estima-se que as 

repetibilidades padronizadas (expressas como percentuais das médias) foram de 3,84; 2,31; 

2,17; e 1,96% para cana-de-açúcar, silagem de milho, capim-elefante, farelo de soja e milho 

respectivamente. Estas estimativas indicam os baixos valores relativos da variação entre 

repetições. Logo, sendo a reprodutibilidade dada pela soma da variação entre repetições e 

entre laboratórios, os baixos valores de RH (Tabela 8) parecem ter sido causados pela baixa 

variação entre repetições. Logo, embora aparentemente em patamares adequados, os valores 

de RH podem não indicar completa adequação das estimativas de reprodutibilidade aqui 

obtidas. 
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Tabela 8 - Estimativas de componentes de variância do modelo destinado à avaliação 
individual dos materiais (Equação 4) 

Item Estimativa Valor relativo (%) Valor-P 
 Cana-de-açúcar 
σ²L 0,0322 47,4 <0,0001 
σ²D/L 0,0160 23,6 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,0197 29,0 - 
Variância Total 0,0679 100,0 - 

Reprodutibilidade 0,0519 - - 
r/R1 0,3796 - - 
RH 1,5200 - - 

Média 3,6521 - - 
 Silagem de milho 
σ²L 0,1852 68,2 <0,0001 
σ²D/L 0,0614 22,6 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,0250 9,2 - 
Variância Total 0,2716 100 - 

Reprodutibilidade 0,2102 - - 
r/R1 0,1189 - - 
RH 1,8712 - - 

Média 6,8435 - - 
 Farelo de soja 
σ²L 2,1413 53,9 <0,0001 
σ²D/L 0,8952 22,5 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,9387 23,6 - 
Variância Total 3,9752 100,0 - 

Reprodutibilidade 3,0800 - - 
r/R1 0,3048 - - 
RH 1,6478 - - 

Média 44,7127 - - 
 Milho 
σ²L 0,0298 43,6 <0,0001 
σ²D/L 0,0163 23,8 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,0223 32,6 - 
Variância Total 0,0684 100,0 - 

Reprodutibilidade 0,0521 - - 
r/R1 0,4280 - - 
RH 0,8577 - - 

Média 7,6063 - - 
¹ Razão repetibilidade/reprodutibilidade. 

 

 Considerando-se as informações constantes na Tabela 8, percebeu-se que para todos os 

materiais ocorreu efeito significativo do dia de análise (P<0,001) sobre as estimativas de PB. 

A avaliação isolada deste efeito para cada material analisado em cada laboratório indicou, 

contudo, que apenas quatro das 28 avaliações apresentaram variações significativas (P<0,001) 
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das estimativas de PB em função do dia no qual a análise foi realizada (Tabela 9), fração que 

deve ser considerada pequena em comparação às outras avaliações conduzidas neste estudo 

colaborativo (e.g. ASE; Capítulo 1). 

 

Tabela 9 - Nível descritivo de probabilidade para o erro tipo I associada à variação entre dias 
de análises para cada material avaliado 

 Material1 
Laboratório Cana SM FS Milho 

1 0,0869 0,1062 0,0030 0,0174 
2 0,9726 0,5488 0,5439 0,7194 
3 0,0227 0,0014 <0,0001 0,0705 
4 0,0638 0,0046 0,9494 0,1635 
5 0,0041 <0,0001 0,1689 0,0191 
6 0,9912 0,0059 0,0954 0,0004 
7 0,0298 0,2116 <0,0001 0,3392 

¹ SM, silagem de milho; FS, farelo de soja. 

 

 A variabilidade ao longo dos dias de análise implica que os resultados obtidos no 

processo analítico são diretamente dependentes deste fator, o que, obviamente, pode atribuir 

efeito de confundimento sobre a composição química do material analisado. Por lógica, 

evidencia-se que problema atribuído à falta de padronização dos procedimentos intra-

laboratoriais soma-se à questão da alta variabilidade inter-laboratorial sobre a confiabilidade 

dos resultados de PB. A avaliação individual da variação intra-laboratorial (Figura 2), a qual 

constitui o fator determinante da repetibilidade, indica que, para alguns materiais, a variação 

entre dias de análise pode representar de 0 (e.g., Figura 3; cana-de-açúcar; Laboratório 2) a 

88% (e.g. Figura 3; silagem de milho; laboratório 5) da variação aleatória dos resultados. 

 Elevada variabilidade foi observada nos métodos praticados pelos diferentes 

laboratórios (Tabelas 10 e 11), o que evidencia possíveis causas da variação dos resultados 

(Tabela 8) e do efeito de interação de laboratório e material (Tabelas 4 e 6). 

 Em nenhuma das características do processo de digestão se verificou homogeneidade 

entre laboratórios (Tabela 10). As relações entre volume de ácido e amostra, entre mistura 

digestora e ácido e entre mistura digestora e amostra variaram de 2 a 5 mL/100 mg, de 0,3 a 

0,5 g/mL e de 0,6 a 1,25 g/100 mg, respectivamente. Embora nenhum dos valores possa ser 

considerado extremo, a variabilidade das relações entre laboratórios pode ter contribuído para 

a variação observada neste estudo. 
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Figura 2 - Avaliação das variâncias intra-laboratoriais (D = variância entre dias; E = variância do erro; T = variação aleatória total; T = D + E). 
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Figura 3 - Avaliação fracional da composição da variação aleatória total intra-laboratorial (D = contribuição da variância entre dias; E = 
contribuição da variância do erro). 
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 Todos os laboratórios utilizam sulfato de cobre como catalisador metálico, com 

peculiaridade observada para o laboratório 5, no qual selenito de sódio é utilizado 

conjuntamente. O uso de selênio como catalisador metálico pode acelerar o processo de 

digestão; contudo este pode ocasionar perdas de nitrogênio durante a digestão se for utilizado 

em excesso ou se a temperatura não for rigorosamente controlada, o que torna mais críticas as 

condições analíticas com a sua utilização (Pomeranz & Meloan, 1978; Cecchi, 2003). Embora 

o cobre seja considerado catalisador de baixa eficiência em relação, por exemplo, ao mercúrio 

ou selênio (Cecchi, 2003), sua utilização é recomendada principalmente pelo menor custo e 

por não requerer etapas analíticas adicionais (como o mercúrio) e não demandar controle 

rigoroso das condições de digestão (como o selênio). 

 Nos laboratórios utilizaram-se os sulfatos de sódio ou de potássio como sais para 

elevação da temperatura de ebulição do ácido sulfúrico. Embora o sulfato de potássio tenha 

sido inicialmente proposto como sal para essa finalidade (modificação de Gunning de 1889; 

Pomeranz & Meloan, 1978), admite-se que o sulfato de sódio apresente efeito similar, sendo 

também recomendado (Silva & Queiroz, 2002). 

 A relação sal:catalisador na mistura digestora foi relativamente constante entre 

laboratórios, com exceção do laboratório 3, cuja relação foi extremamente alta. Isto indica 

baixa concentração do catalisador na mistura digestora, o que pode elevar demasiadamente o 

tempo de digestão. 

 As temperaturas de digestão variaram de 350 a 430ºC. Existem diversas 

recomendações de temperaturas de extração relatadas na literatura, algumas relevando 

particularidades do processo de digestão. Faithfull (2002) recomendou temperaturas de 

310ºC, com tolerância máxima de 320ºC. Contudo, este autor sugeriu somente o uso de 

selenito de sódio em conjunto com o ácido sulfúrico, cuja temperatura de ebulição passaria a 

ser de 330ºC. Considerando-se o uso de sal (sulfato de sódio ou potássio), Silva & Queiroz 

(2002) recomendaram temperatura de digestão de 350ºC. Nestas mesmas condições, Cecchi 

(2003) sugeriu temperaturas de digestão variando de 370 a 410ºC. Avaliando-se as diferentes 

recomendações, faixas de temperatura de 350 a 400ºC parecem ser adequadas para o processo 

de digestão em ácido sulfúrico. 
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Tabela 10 - Características gerais do processo de digestão em função dos diferentes laboratórios 

 Característica¹ 
Laboratório MA VA TA RAA SAL CM RSC MMD RMDA RMDAM TD 

1 250 5 T 2 Na Cu 10:1 2,5 0,5 1,0 400 
2 500 10 T/PA 2 Na Cu 10:1 3 0,3 0,6 430 
3 100 5 PA 5 K Cu 62,5:1 2,5 0,5 2,5 350 
4 300 10 PA 3,3 Na Cu 10:1 3 0,3 1,0 350 
5 200 4 PA 4 Na Cu+Se 10,9:1 1 0,3 1,0 400 
6 250 5 PA 2 Na Cu 9:1 1,5 0,3 0,6 400 
7 200 5 PA 2,5 K Cu 9:1 2,5 0,5 1,25 400 

¹ MA, massa de amostra (mg); VA, volume de ácido sulfúrico (mL); TA, tipo de ácido (T, grau técnico; PA, puro); RAA, relação ácido/amostra (mL/100 mg); SAL, tipo de 
sal utilizado para elevação da temperatura de ebulição do ácido sulfúrico (Na, sulfato de sódio; K, sulfato de potássio); CM, catalisador metálico utilizado (Cu, sulfato de 
cobre; Cu+Se, mistura de sulfato de cobre e selenito de sódio na proporção de 15:1); RSC, relação entre o sal e catalisador metálico na mistura digestora (g/g); MMD, massa 
de mistura digestora (g); RMDA, relação mistura digestora/ácido sulfúrico (g/mL); RMDAM, relação mistura digestora/amostra (g/100 mg); TD, temperatura máxima de 
digestão (ºC). 
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 Neste contexto, a temperatura utilizada pelo laboratório 2 parecer ter sido excessiva. 

Na presença de excesso de sal, o aquecimento excessivo pode causar perda de nitrogênio na 

forma de amônia (Cecchi, 2003). Considerando-se que no laboratório 2 empregou-se a maior 

massa de mistura digestora e a maior temperatura, parece se justificar a baixa recuperação de 

nitrogênio oriundo do EDTA (Tabela 5). Ressalta-se que entre os padrões aqui utilizados, o 

EDTA apresenta estrutura orgânica complexa, contendo 10 átomos de carbono por molécula, 

demandando a ocorrência das reações do processo de digestão de forma mais intensa em 

comparação aos demais padrões, com estrutura mais simples. Assim, a etapa de digestão 

parece constituir elemento crítico à análise no laboratório 2. 

 Variações entre laboratórios também são observadas no processo de destilação (Tabela 

11). Com relação à solução de hidróxido de sódio, embora haja variação entre laboratórios, 

todas as concentrações encontram-se próximas das recomendações observadas na literatura 

(e.g. 45% p/v, Widham, 1998; 50% p/v, Silva & Queiroz, 2002). O volume de solução de 

hidróxido de sódio, o volume de solução de ácido bórico e a concentração de ácido bórico 

variaram de 25 a 50 mL, de 10 a 20 mL e de 2 a 4%, respectivamente. 

 A avaliação dos procedimentos associados direta ou indiretamente à quantificação de 

nitrogênio permitiu evidenciar alguns pontos críticos que podem ter contribuído para a 

variação inter-laboratorial. 

 O volume final de destilação mostrou-se variado entre todos os laboratórios e dentro 

de dois laboratórios (Tabela 11). O volume final do processo de destilação deve ser suficiente 

para garantir que toda a amônia produzida reaja com o ácido bórico. Contudo, a variabilidade 

no volume afeta a tonalidade da solução por causar maior ou menor diluição dos indicadores. 

Considerando-se que o ponto final de titulação é definido visualmente, variações na 

tonalidade por diferenças no volume podem ocasionar erros de identificação do ponto final, 

ampliando, principalmente, a variação intra-laboratorial. Desta forma, a padronização do 

volume de destilação constitui elemento desejado para a correta condução do processo 

analítico. 

 A este comportamento adiciona-se o fato de que em quatro laboratórios não foram 

evidenciados padrões que permitam identificar o ponto final da titulação (Tabela 11), o que 

certamente afeta a qualidade dos resultados obtidos. Em um laboratório, utiliza-se tonalidade 

escura como ponto final de titulação. Este procedimento não se amostra adequado, pois o 

indicador se mostra pouco sensível a variações no volume de ácido quando tonalidade escura 

é alcançada. Em somente dois laboratórios tonalidade clara foi estabelecida como ponto final 

de titulação. 
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Tabela 11 - Características gerais dos processos de destilação e titulação em função dos diferentes laboratórios 

 Característica¹ 
Laboratório CNaOH VNaOH VAB CAB VFD IND FUB CGB TFD FAA 

1 1:2 25 20 4 100 VM/VB PP BV RC NP 
2 40 40-50 20 4 125-150 VM SFD NI RC NP 
3 50 25 10 2 75 VM/VB PPA BV NI NP 
4 50 25 10 4 50 VM/VB PP BV NI NP 
5 0,6:1 20 10 2 V VM/VB NU NU RE NU 
6 50 25 10 4 100 NI PP BV NI NP 
7 1:2 25 10 4 100 VM/VB PP BV NI NU 

¹ CNaOH, concentração da solução de hidróxido de sódio (os valores dados na forma de relação indicam a massa de hidróxido de sódio em relação ao volume de água; os 
valores numéricos simples indicam % p/v); VNaOH, volume da solução de hidróxido de sódio por amostra (mL); VAB, volume da solução de ácido bórico por amostra (mL); 
CAB, concentração de ácido bórico na solução (% p/v); VFD, volume final de destilação (mL; V, variável em função da amostra); IND, indicador utilizado na solução de 
ácido bórico (VM, vermelho de metila; VB, verde de bromocresol; NI, não identificável); FUB, freqüência de uso de brancos (PP, por partida de digestão; SFD, sem 
freqüência definida; PPA, por partida de ácido clorídrico preparada; NU, não utiliza); CGB, conceito geral de branco (BV, branco verdadeiro produzido com todos os 
reagentes a partir da etapa de digestão; NU, não utiliza; NI, não identificável); TFD, tonalidade final para titulação (RC, rósea clara; RE, rósea escura; NI, não identificável); 
FAA, freqüência de aferição do ácido clorídrico (NP, na preparação da solução; NU, não utiliza aferição). 
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 A utilização de branco mostra-se essencial na condução de análises de PB, pois a 

partir deste contabilizam-se as possíveis interferências ambientais, humanas e/ou por 

influência dos reagentes sobre os resultados. Nos casos em que o mesmo não é utilizado, estas 

interferências poderão consumir ácido no processo de titulação, o qual será erroneamente 

contabilizado como nitrogênio nos cálculos posteriores, gerando viés. O conceito de branco 

deve ser aplicado de forma “verdadeira”, isto é, a alíquota em branco deve receber todos os 

reagentes e passar por todas as etapas analíticas do processo. Em cinco dos laboratórios 

avaliados este conceito foi aplicado corretamente. Dos demais laboratórios, em um desses não 

se utiliza branco e em outro o conceito não pôde ser definido a partir das repostas 

apresentadas (Tabela 11). 

 As avaliações em branco devem ser conduzidas a cada partida de análises, uma vez 

que diversas interferências podem se manifestar de forma diferente em partidas diferentes 

(como, por exemplo, diferentes lotes de reagentes). Dos seis laboratórios em que o branco é 

utilizado, somente quatro utilizam brancos a cada partida de análises (Tabela 11). 

 O preparo da solução de ácido clorídrico constitui ponto crítico do processo devido à 

sua importância na quantificação do nitrogênio e em função do comprometimento da exatidão 

da solução face à volatilidade do ácido clorídrico concentrado. Sua aferição deve ser realizada 

por intermédio de soluções exatas, como aquelas produzidas a partir do carbonato de sódio 

(Silva & Queiroz, 2002). A não padronização do ácido clorídrico implicará viés sobre os 

resultados, o qual será diferente a cada nova solução produzida. Em dois dos laboratórios a 

padronização do ácido clorídrico não é realizada (Tabela 11). 

 

Conclusão 

 

 Os teores de proteína bruta estimados pelos laboratórios participantes deste estudo 

utilizando o método de Kjeldahl são dependentes do efeito de interação do material avaliado e 

do laboratório, possível reflexo das muitas diferenças entre os procedimentos adotados por 

cada laboratório. 
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CAPÍTULO 4 

 

Estudo colaborativo para avaliação dos teores de extrato etéreo em 

alimentos pelo método de Goldfish 

 

Introdução 

 

 O termo extrato etéreo (EE) envolve grande grupo de substâncias insolúveis em água 

mas solúveis em solventes orgânicos, denominados extratores (e.g. éter etílico, éter de 

petróleo, clorofórmio, benzeno, etc). O conhecimento do teor de EE é relevante na análise de 

alimentos, pois constitui a fração de maior energia dos alimentos, fornecendo 2,25 vezes mais 

energia que os carboidratos (Silva & Queiroz, 2002). 

 O método de Goldfish utilizado para quantificação de EE apresenta três etapas 

distintas: extração, remoção e pesagem. Na primeira etapa procede-se à extração da fração 

apolar do alimento por refluxo contínuo de um solvente orgânico. Seqüencialmente, realiza-se 

a remoção do solvente por evaporação, com posterior avaliação gravimétrica da massa de 

compostos apolares extraída. 

 O resíduo obtido é, na verdade, uma fração heterogênea, constituída, além dos lipídeos 

(galactolipídeos e triglicerídeos), por todos os demais compostos apolares que possam ser 

extraídos pelo solvente, como fosfatídeos, esteróis, pigmentos, vitaminas lipossolúveis, ceras, 

etc. Por isso o resíduo extraído é corretamente denominado de gordura bruta em função da 

divergência entre o conceito analítico e o conceito bioquímico de lipídeos (Silva et al., 2011). 

 A avaliação quantitativa de lipídeos em alimentos constitui parâmetro importante para 

avaliações nutricionais e de processamento, pois o teor de gordura em um alimento pode 

influenciar no seu armazenamento, uma vez que esta constitui fração bastante instável. Assim, 

alimentos ricos em gorduras rancificam facilmente quando não manejados corretamente 

(Silva & Queiroz, 2002). 

 Desta forma, faz-se necessária a avaliação dos procedimentos laboratoriais e das 

estimativas de EE produzidas em diferentes materiais e por diferentes laboratórios, buscando-
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se identificar métodos mais adequados e padronizar os procedimentos entre laboratórios de 

análise de alimentos no país. 

 Objetivou-se conduzir estudo colaborativo para avaliação do teor de EE em amostras 

de diferentes alimentos em cinco laboratórios de análise de alimentos de instituições 

integrantes do Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia de Ciência Animal (INCT-CA). 

 
Material e Métodos 

 

 As avaliações foram conduzidas em cinco laboratórios de análise de alimentos de 

instituições componentes do INCT-CA: Universidade Federal de Viçosa, Viçosa-MG; Escola 

de Veterinária da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte-MG; Universidade 

Estadual de Santa Cruz, Ilhéus-BA; Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita, 

Jaboticabal-SP; e Universidade Federal de Mato Grosso, Sinop-MT; entre março e abril de 

2010. 

 Foram utilizadas amostras de quatro alimentos: silagem de milho, farelo de soja, milho 

grão e grão de soja. Em adição, foram enviados dois compostos que foram assumidos como 

padrões para aferição da exatidão das estimativas: amido de milho com adição de 5 e 15% de 

azeite de oliva, com base na amostra seca ao ar. Neste caso, assumiu-se que o azeite apresente 

100% de EE. 

 A amostra de silagem de milho foi seca em estufa com ventilação forçada (60ºC). 

Posteriormente, todas as amostras foram processadas em moinho de facas (1 mm), 

acondicionadas em sacos plásticos e enviadas sem identificação, juntamente com os padrões, 

aos laboratórios. 

 Na oportunidade do envio, solicitou-se a cada laboratório que as amostras fossem 

analisadas por seis dias, consecutivos ou não, sendo realizadas duas repetições por amostra 

por dia de avaliação. 

 Os resultados foram solicitados com base na amostra seca ao ar, uma vez que a 

avaliação de resultados com correção para o teor de matéria seca de cada amostra entre 

laboratórios pode apresentar erro oriundo de dois procedimentos (Mertens, 2003). 

 Em conjunto com as amostras, enviou-se questionário para elucidação dos principais 

procedimentos e parâmetros analíticos quantitativos e qualitativos adotados em cada 

laboratório (modelo apresentado no anexo da Tese). 
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 Após o recebimento dos dados, os mesmos foram analisados considerando-se padrões 

(em termos de recuperação do EE oriundo do azeite) e amostras (em termos de teor estimado 

de EE) separadamente, de acordo com o modelo: 

lijkkijijjiijkl DLMMLY )()( εµ +++++=                                                                                (1); 

em que: µ = constante geral; Li = efeito do laboratório i (aleatório); Mj = efeito do material j 

(fixo); LMij = efeito de interação do laboratório i e material j (aleatório); D(ij)k = efeito do dia 

de análise k, aninhado à combinação entre o laboratório i e o material j (aleatório); e ε(ijk)l = 

erro aleatório, associado a cada mensuração, pressuposto NID (0; σ²ε). 

 Por intermédio do método dos momentos, utilizando-se os fundamentos do 

procedimento de Hicks modificado (Barbin, 1993), definiram-se as esperanças de quadrados 

médios da análise de variância, conforme apresentado na Tabela 1. 

 

Tabela 1 - Esperança de quadrados médios para modelo destinado à análise global dos dados 
(padrões e amostras; Equação 1) 

Fonte de Variação¹ E(QM)² 
L σ²ε + k1 × σ²D/L×M + k2 × σ²L×M + k4 × σ²L 
M σ²ε + k1 × σ²D/L×M + k2 × σ²L×M + k3 × φM 

L × M σ²ε + k1 × σ²D/L×M + k2 × σ²L×M 
D/L × M σ²ε + k1 × σ²D/L×M 
Resíduo σ²ε 

¹ L = laboratório; M = material; L × M = interação laboratório × material, D/L×M = dia aninhado às 
combinações entre laboratório e material. ² σ²ε ,σ²D/L×M, σ²L×M, σ²L = variâncias associadas aos efeitos do erro 
(repetibilidade), de dia aninhado às combinações entre laboratório e material, da interação de laboratório e 
material e de laboratório, respectivamente; φM = função quadrática associada ao efeito de material. 
 

 As observações classificadas como outliers foram eliminadas do conjunto de dados, 

sendo estas definidas quando seu desvio em relação à média das avaliações do material, 

dentro do laboratório, superasse em três vezes o valor do desvio padrão residual. 

 A partir das esperanças de quadrados médios apresentadas na Tabela 1 estimaram-se a 

repetibilidade e a reprodutibilidade dos teores de EE, dadas por: 

2ˆ
εσ=r                                                                                                                                      (2); 

22 ˆˆ
LR σσ ε +=                                                                                                                             (3); 

em que: r = repetibilidade; e R = reprodutibilidade. 

 Quando o efeito de interação de material analisado e laboratório foi significativo, 

procedeu-se a nova avaliação, na qual considerou-se cada material isoladamente. 

 O modelo para avaliação da reprodutibilidade de cada material considerando-se os 

diferentes laboratórios é dado por: 
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kijjiiijk DLY )()( εµ +++=                                                                                                        (4); 

em que: µ = constante geral; Li = efeito do laboratório i (aleatório); D(i)j = efeito do dia de 

análise j aninhado ao laboratório i (aleatório); e ε(ij)k = erro aleatório, associado a cada 

mensuração, pressuposto NID (0; σ²ε). 

 As esperanças de quadrados médios para o modelo descrito em (4) são descritas na 

Tabela 2. As estimativas de repetibilidade e reprodutibilidade para cada material foram 

obtidas de forma similar ao descrito nas Equações (2) e (3). 

 

Tabela 2 - Esperanças de quadrados médios para o modelo destinado à análise de cada 
material em função dos diferentes laboratórios (Equação 4) 

Fonte de Variação¹ E(QM)² 
L σ²ε + k1 × σ²D/L + k2 × σ²L 

D/L σ²ε + k1 × σ²D/L 
Resíduo σ²ε 

¹ L = laboratório; D/L = dia aninhado ao laboratório. ² σ²ε ,σ²D/L, σ²L = variâncias associadas aos efeitos do erro 
(repetibilidade), de dia aninhado ao laboratório e de laboratório, respectivamente. 
 

 Para a situação descrita na Tabela 2, procedeu-se à avaliação das estimativas de 

reprodutibilidade obtidas utilizando-se como critério a razão de Horwitz (Horwitz et al., 

1990), obtida por intermédio das equações: 

X
Rp Rσ̂

=                                                                                                                                  (5); 

RR =σ̂                                                                                                                                  (6); 

( )cRpe log5,01exp2 ×−×=                                                                                                    (7); 

Rpe

Rp
RH =                                                                                                                               (8); 

em que: Rp = reprodutibilidade padronizada em função da média; Rpe = reprodutibilidade 

padronizada em função da média estimada pelo método de Horwitz; c = concentração média 

de EE (g/g); e RH = razão de Horwitz. 

 Em adição, quando o efeito de dia de análise foi significativo, o comportamento de 

cada material em cada laboratório foi avaliado isoladamente pelo modelo: 

jiiij DY )(εµ ++=                                                                                                                    (9); 

em que: µ = constante geral; Di = efeito do dia de análise i (aleatório); e ε(i)j = erro aleatório, 

associado a cada mensuração, pressuposto NID (0; σ²ε). 
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 Por intermédio do método dos momentos (Barbin, 1993), definiram-se as esperanças 

de quadrados médios associadas ao modelo descrito em (9) (Tabela 3). 

 

Tabela 3 - Esperanças de quadrados médios para o modelo destinado à análise de cada 
material em cada laboratório em função dias de análise (Equação 9) 

Fonte de Variação¹ E(QM)² 
D σ²ε + k1 × σ²D 

Resíduo σ²ε 
¹ D = dia. ² σ²ε ,σ²D = variâncias associadas aos efeitos do erro e de dia de análise, respectivamente. 
 

 A variação aleatória total associada ao modelo descrito em (9) foi dada por: 

222 ˆˆˆ
εσσσ += DT                                                                                                                         (10). 

 Todos os procedimentos estatísticos foram conduzidos por intermédio do programa 

SAS (Statisical Analysis System, versão 9.2), adotando-se 0,01 como nível crítico de 

probabilidade para o erro tipo I. As comparações entre médias fornecidas por diferentes 

laboratórios foram conduzidas utilizando-se o critério de Scheffé. Por outro lado, a avaliação 

da recuperação de EE nos diferentes padrões de acordo com os laboratórios foram realizadas 

utilizando-se as propriedades de intervalos de confiança (1-α = 0,99). 

 Antecipa-se que algumas estimativas de componentes de variâncias foram negativas, o 

que pode ocorrer em função do método de estimação adotado ou pela ocorrência de 

correlações intra-classe negativas. Nestes casos, assumiu-se valor 0 para estes componentes, 

segundo recomendações de Barbin (1993). 

 

Resultados e Discussão 

 

 Na avaliação dos padrões, as variâncias entre laboratórios e dentro de laboratórios 

(repetibilidade) representaram aproximadamente 84,8 e 3,9 % da variação total (Tabela 4). 

Observou-se significância (P<0,01) para a variação entre laboratórios e entre dias de análise. 

Isto indica que os teores obtidos de EE se mostraram dependentes do dia em que a análise foi 

realizada e que as análises foram realizadas diferentemente nos laboratórios. 

 A avaliação das recuperações de extrato etéreo a partir dos padrões permitiu 

evidenciar que em dois laboratórios ocorreram vícios significativos de recuperação (P<0,01). 

Contudo, recuperações muito baixas foram verificadas somente para o laboratório 3 (Tabela 

5). 
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Tabela 4 - Estimativas de componentes de variância do modelo global (padrões; Equação 1) 
Item Estimativa Valor relativo (%) Valor-P 
σ²L 0,1740 84,8 0,0003 

σ²L×M 0,0008 0,4 0,5365 

σ²D/L×M 0,0224 10,9 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,0080 3,9 - 
Variância Total 0,2052 100,0 - 

Reprodutibilidade 0,1820 - - 
r/R1 0,0440 - - 

¹ Razão repetibilidade/reprodutibilidade. 

 

 Associando-se a informação de recuperação (Tabela 5) e a significância para o efeito 

de dia de análise (Tabela 4), percebeu-se que problemas também foram verificados para o 

laboratório 5, no qual as recuperações foram extremamente variadas (Figura 1), o que refletiu 

em recuperação média próxima a 1, mas com repetibilidade extremamente baixa. 

 

Tabela 5 – Recuperação (g/g) do extrato etéreo dos padrões pelos diferentes laboratórios 
 Padrão¹ 

Laboratório 5% 15% 
1 0,9510 0,9305 
2   0,8608* 0,9530 
3   0,3109*   0,1771* 
4 0,9183 0,9480 
5 1,1141 1,0316 

¹ Médias seguidas por (*) apresentam vício de recuperação significativo em relação ao teor esperado do padrão 
utilizando-se as propriedades do intervalo de confiança [(1-α) = 0,99]. 
 

 A avaliação global das amostras indicou variações significativas (P<0,01) em função 

do dia de análise (P<0,01). Adicionalmente, verificou-se efeito de interação de material e 

laboratório (P<0,01, Tabela 6). 

 De forma geral, assume-se como não aceitável a ocorrência de efeito de interação de 

material e laboratório (Mertens, 2003). A ocorrência deste indica que os possíveis erros 

sistemáticos imputados a um dado material em determinado laboratório serão distintos 

daqueles observados em outro laboratório. A isto se adiciona o fato de que os erros 

sistemáticos imputados por um laboratório se manifestarão de forma diferenciada em função 

do material analisado. Isto atribui elemento de confundimento aos cotejamentos das 

características químicas de alimentos e outros materiais, como fezes, sobras e digestas; o que, 

conseqüentemente, pode comprometer a comparação de características obtidas em ensaios de 

digestão. 
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Figura 1 - Recuperação (g/g) para os padrões em função dos laboratórios e dos dias de 
realização das análises. 

 
 A interação de material e laboratório é corroborada pela avaliação comparativa das 

médias obtidas nos diferentes alimentos, na qual se observou alta variação nas diferenças 

entre laboratórios, não havendo padrão definido nos perfis de comparações múltiplas. 
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Verificou-se que as diferenças entre laboratórios variaram de 0,89 ponto percentual para o 

farelo de soja a 10,06 pontos percentuais para o grão de soja (Tabela 7). 

 

Tabela 6 - Estimativas de componentes de variância do modelo global (amostras; Equação 1) 
Item Estimativa Valor relativo (%) Valor-P 
σ²L 0,0000 0,0 0,5632 

σ²L×M 5,8669 85,0 <0,0001 

σ²D/L×M 0,8784 12,7 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,1552 2,3 - 
Variância Total 6,9005 100,0 - 

Reprodutibilidade 0,1552 - - 
r/R1 1 - - 

¹ Razão repetibilidade/reprodutibilidade. 

 

 A avaliação das amostras individualmente evidenciou variação inter-laboratorial mais 

elevada para o grão de soja em comparação às demais amostras (Figura 2). Considerando-se 

que este material possui o maior percentual de EE em comparação aos demais, os vícios de 

recuperação aqui observados causariam desvios mais proeminentes para o grão de soja, o que 

parece justificar sua baixa reprodutibilidade. As maiores variâncias (e, conseqüentemente, as 

menores reprodutibilidades) verificadas para o grão de soja (Figura 2), corroboram a maior 

amplitude entre médias discutida anteriormente (Tabela 7). 

 

Tabela 7 - Comparação entre médias produzidas pelos diferentes laboratórios 
 Material1,2 

Laboratório Grão de Soja SM FS Milho 
1 18,76a 2,23ab 1,26ab 3,40ab 
2 10,14bc 4,25b 1,80a 4,25a 
3 8,70c 1,75ab 0,91b 2,29ab 
4 9,74bc 0,91b 1,59ab 4,13a 
5 11,12b 5,62a 1,35ab 1,91b 

EPM 0,348 0,623 0,143 0,324 
ATM3 10,06 4,71 0,89 2,34 

¹ SM, silagem de milho; FS, farelo de soja. ² Médias na coluna, seguidas por letras diferentes, são diferentes pelo 
teste de Scheffé (P<0,01). 3 ATM, amplitude total entre médias. 
 

 A avaliação particular do teor EE do grão de soja permite indicar que problemas de 

extração são observados na maioria dos laboratórios, pois, somente no laboratório 1 verificou-

se teor de EE próximo ao que deveria ser esperado para os grãos desta oleaginosa, que se situa 

próximo a 17-18%, com base na amostra seca ao ar (Valadares Filho et al., 2010). 
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Figura 2 - Reprodutibilidade [(%)²] para os diferentes materiais analisados. 

 
 Na avaliação individual de cada material, observou-se que a variação dos resultados 

entre laboratórios correspondeu de 32,8 a 95,5% da variação aleatória total. Adicionalmente, 

verificou-se que a repetibilidade (variação entre repetições) representou de 1,5 a 43,4% da 

reprodutibilidade (Tabela 8). O comportamento destes percentuais reitera que diferenças entre 

laboratórios existem e são significativas quando se analisa os materiais individualmente, 

correspondendo ao fator preponderante das diferenças entre os teores de EE. 

 A reprodutibilidade, a qual é dada pela soma da repetibilidade e da variação entre 

laboratórios, não se apresentou em patamares considerados aceitáveis para todos os alimentos 

avaliados, observando-se razões de Horwitz (RH) superiores a 2 para os materiais avaliados 

(Tabelas 8 e 9). Este parâmetro é dado pela razão entre a reprodutibilidade observada e a 

reprodutibilidade que deveria ser esperada considerando-se a concentração média do 

componente analisado (Horwitz et al., 1990). Valores de RH superiores a 2 sugerem que o 

método avaliado é inaceitável com respeito à sua reprodutibilidade (Mertens, 2003). 

 As repetibilidades padronizadas (expressas como percentuais das médias) foram 

estimadas a partir dos dados expressos na Tabela 8. Foram verificados valores de 4,19; 20,36; 

17,64 e 10,32% para grão de soja, silagem de milho, farelo de soja e milho, respectivamente, 

indicando altos valores relativos da variação entre repetições. Logo, sendo a reprodutibilidade 

dada pela soma da variação entre repetições (repetibilidade) e entre laboratórios, os altos 

valores de RH (Tabela 8) parecem ter sido causados simultaneamente pela elevada variação 

intra e inter-laboratorial. 
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Tabela 8 - Estimativas de componentes de variância do modelo destinado à avaliação 
individual dos materiais (Equação 4) 

Item Estimativa Valor relativo (%) Valor-P 
 Grão de Soja 
σ²L 18,4596 95,5 <0,0001 
σ²D/L 0,5874 3,0 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,2809 1,5 - 
Variância Total 19,3279 100,0 - 

Reprodutibilidade 18,7405 - - 
r/R1 0,0150 - - 
RH 10,9232 - - 

Média 12,65 - - 
 Silagem de Milho 
σ²L 2,8347 53,7 <0,0001 
σ²D/L 2,2797 43,1 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,1691 3,2 - 
Variância Total 5,2835 100 - 

Reprodutibilidade 3,0038 - - 
r/R1 0,0563 - - 
RH 18,4015 - - 

Média 2,02 - - 
 Farelo de Soja 
σ²L 0,0741 32,8 0,0031 
σ²D/L 0,0951 42,1 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,0567 25,1 - 
Variância Total 0,2259 100,0 - 

Reprodutibilidade 0,1308 - - 
r/R1 0,4335 - - 
RH 5,2492 - - 

Média 1,35 - - 
 Milho 
σ²L 0,8332 54,8 <0,0001 
σ²D/L 0,5725 37,7 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,1145 7,5 - 
Variância Total 1,5202 100,0 - 

Reprodutibilidade 0,9477 - - 
r/R1 0,1208 - - 
RH 7,0715 - - 

Média 3,28 - - 
¹ Razão repetibilidade/reprodutibilidade. 

 

 Considerando-se as informações da Tabela 8, percebeu-se que ocorreu efeito 

significativo do dia de análise (P<0,01) sobre as estimativas de EE para todos os materiais. A 

avaliação isolada deste efeito para cada material analisado em cada laboratório indicou que 

em 40% das avaliações verificaram-se variações significativas (P<0,01) das estimativas de EE 

em função do dia no qual a análise foi realizada. Estes resultados se concentraram de forma 
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proeminente sobre os laboratórios 4 e 5 (Tabela 9). Particularmente para o laboratório 5, os 

resultados expressos na Tabela 9 corroboram o comportamento anteriormente ressaltado para 

os padrões (Figura 1). 

 

Tabela 9 - Nível descritivo de probabilidade para o erro tipo I associada à variação entre dias 
de análises para cada material avaliado 

 Material1 

Laboratório Grão de Soja FS SM Milho 
1 0,5811 0,3924 0,0508 0,6879 
2 0,7457 0,7725 0,3555 0,4605 
3 0,0065 0,0111 0,9407 0,0486 
4 0,0016 <0,0001 0,0009 <0,0001 
5 0,0003 0,0042 0,4323 <0,0001 

¹ FS, farelo de soja, SM, silagem de milho 
 

 A alta variabilidade dos efeitos de dias de análise sobre os diferentes materiais 

analisados nos diferentes laboratórios é confirmada pela avaliação do comportamento dos 

resíduos intra-laboratoriais padronizados expressos nas Figuras 3 a 6. 

 A avaliação individual dos resultados em função dos dias de análise indicou, em geral, 

resultados variados entre os laboratórios. Como exemplos, verificaram-se resultados com 

pequena variação entre repetições e entre dias (e.g. Figura 4, Laboratório 5); com alta 

variação entre repetições, mas estável ao longo dos dias (e.g. Figura 4, Laboratório 3); e com 

baixa variação entre repetições, mas variável ao longo dos dias (e.g. Figura 6, Laboratório 4). 

 A avaliação individual da variação intra-laboratorial (Figura 7), a qual constitui o fator 

determinante da repetibilidade, indicou que a variação entre dias de análise pode representar 

de 0 (e.g. Figura 8, grão de soja, Laboratório 1) a 99% (e.g. Figura 8, milho, laboratório 5) da 

variação aleatória dos resultados. 

 O comportamento verificado para algumas amostras torna evidente que os resultados 

obtidos no processo analítico são altamente dependentes do dia no qual a análise é conduzida, 

o que obviamente é indesejável e pode atribuir efeito de confundimento sobre os teores de EE 

obtidos. Desta forma, evidencia-se que problemas atribuídos à falta de padronização dos 

procedimentos intra-laboratoriais podem ser significativos sobre a precisão das estimativas, 

reforçando os altos valores das repetibilidades padronizadas anteriormente apresentados. 
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Figura 3 - Variação intra laboratorial relativa às avaliações de grão de soja. 
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Figura 4 - Variação intra-laboratorial relativa às avaliações de silagem de milho. 
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Figura 5 - Variação intra-laboratorial relativa às avaliações de farelo de soja. 
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Figura 6 - Variação intra-laboratorial relativa às avaliações de milho. 
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 Embora os objetivos neste trabalho estivessem associados à avaliação do método de 

Goldfish, verificou-se grande variação nas práticas adotadas pelos diferentes laboratórios 

(Tabela 10). 

 Embora a massa de amostra tenha sido variada entre laboratórios (Tabela 10), a 

extração em éter tende a ser robusta com relação a esta característica (Thiex et al., 2003a). 

Contudo, em amostras com teor reduzido de EE, pequenas massas (como as utilizadas pelos 

laboratórios 3 e 4) podem incorrer em massa de EE extremamente baixa, o que pode ampliar a 

variação dos resultados por problemas relacionados à quantificação gravimétrica. 

 Em quatro dos laboratórios utiliza-se éter de petróleo como extrator. Contudo, no 

laboratório 2 as extrações são realizadas utilizando-se éter etílico (Tabela 10). O éter etílico 

pode extrair certos compostos solúveis em água (como hexoses e uréia). Portanto, o mesmo 

pode potencialmente produzir resultados inexatos ou artificialmente elevados (Palmquist & 

Jenkins, 2003). A utilização de éter de petróleo tem sido recomendada, pois este tende a 

produzir vícios inferiores àqueles observados com o éter etílico (Thiex et al., 2003a). 

 Embora o éter não entre em contato com a amostra em temperaturas elevadas, 

temperaturas de aquecimento superiores à sua temperatura de ebulição são necessárias para 

que haja adequada circulação do solvente na câmara de extração, propiciando taxa de 

gotejamento compatível. No caso de éter de petróleo, sua temperatura de ebulição pode variar 

de 30 a 60ºC. Neste contexto, verificou-se que temperatura inadequada de aquecimento no 

laboratório 3, o que pode ter causado sua baixa taxa de gotejamento (Tabela 10) e refletido, ao 

menos em parte, sobre a baixa recuperação nos padrões (Figura 1). 

 Adicionalmente, no laboratório 3 utiliza-se, no início do processo de extração, período 

de submersão da amostra no solvente aquecido (Tabela 10). Esta prática é característica do 

método de Randall (Thiex et al., 2003a), sendo inadequada de acordo com os fundamentos da 

extração de Goldfish. 

 A taxa de gotejamento constitui um dos principais parâmetros da extração de Goldfish, 

pois determina o fluxo de solvente pela amostra e influencia diretamente o tempo necessário 

para a completa extração do material apolar. As recomendações oficiais de taxa de 

gotejamento, embora com características subjetivas (Palmiquist & Jenkins, 2003), variam de 

5-6 gotas/segundo, o que implica em período de extração de 4 horas, até 2-3 gotas por 

segundo, demandando 16 horas de extração (Windham, 1998). 
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Figura 7 - Avaliação das variâncias intra-laboratoriais (D = variância entre dias; E = variância do erro; T = variação aleatória total; T = D + E). 

86 

 



 87

Grão de Soja

0,00 0,00

0,82
0,89

0,94
1,00 1,00

0,18
0,11

0,06

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1 2 3 4 5

D

E

          

Silagem de milho

0,63

0,14

0,00

0,91

0,06

0,37

0,86

1,00

0,09

0,94

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1 2 3 4 5

D

E

 

Farelo de soja

0,11

0,00

0,79

0,98

0,85
0,89

1,00

0,21

0,02

0,15

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1 2 3 4 5

D

E

          

Milho

0,00 0,02

0,63

0,97 0,991,00 0,98

0,37

0,03 0,01

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1 2 3 4 5

D

E

 

Figura 8 - Avaliação fracional da composição da variação aleatória intra-laboratorial (D = contribuição da variância entre dias; E = contribuição da 
variância do erro). 
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 Contudo, em dois dos laboratórios não se procedeu à avaliação deste parâmetro. Nos 

laboratórios 1 e 5, a relação entre taxa de gotejamento e tempo de extração se mostrou 

próxima do anteriormente descrito. No entanto, a relação estabelecida pelo laboratório 3 foi 

incompatível, pois, com a baixa taxa de gotejamento, tempo maior de extração deveria ter 

sido utilizado, adicionando-se possível causa à baixa recuperação de EE verificada neste 

laboratório (Figura 1). 

 Em quatro dos laboratórios se procede à quantificação direta da massa de EE 

(pesagem do copo após extração), o que agrega a recomendações listadas na literatura 

(Windhan, 1998; Thiex et al., 2003a). Contudo, no laboratório 3 procede-se à pesagem do 

cartucho, o que é, obviamente, procedimento de menor precisão, devido à maior capacidade 

de absorção de umidade da amostra residual e do papel de filtro quantitativo em comparação 

ao copo de extração. 

 Somente dois laboratórios utilizam secagem da amostra pré-extração (Tabela 10). Este 

procedimento é desejado, uma vez que a umidade do material pode decrescer a eficiência de 

extração pelo solvente e/ou permitir a extração de componentes não lipídicos solúveis em 

água (Thiex et al., 2003a). A falta deste procedimento em alguns laboratórios pode ter 

contribuído para redução da reprodutibilidade. Contudo, secagem excessiva, como aquela 

verificada para o laboratório 3, podem oxidar a gordura e conferir resultados viesados. Em 

condições práticas, as recomendações são de cerca de 30 minutos de secagem (Thiex et al., 

2003a). Adicionalmente, secagens excessivas pré-extração podem levar à perda de gordura 

por liquefação durante a permanência na estufa (Thiex et al., 2003b). Esta é possivelmente a 

principal causa da baixa recuperação dos padrões verificada no laboratório 3 (Figura 1). 

 Os procedimentos de secagem pós-extração foram extremamente variados entre 

laboratórios (Tabela 10), o que pode ter contribuído para a baixa reprodutilidade dos 

resultados (Tabela 8). Nos laboratórios 1 e 2, os procedimentos foram similares às 

recomendações encontradas na literatura (Windham, 1998; Thiex et al., 2003a). No entanto, 

nos laboratórios 4 e 5 estes procedimentos foram variados e incluíram o uso de estufas com 

ventilação forçada, nas quais o fluxo de ar associado ao calor pode acelerar a oxidação do 

material e distorcer os resultados, como ressaltado anteriormente. Para um dos laboratórios 

não foi possível identificar os procedimentos de secagem pós-extração (Tabela 10). 
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Tabela 10 - Resumo das características de avaliação dos teores de extrato etéreo em função dos diferentes laboratórios 

 Características¹ 
Laboratório MA SOLV TSE PSUB TSUB TXG TEG PQ SPA SPE 

1 2 P 90 Não - 4-5 4 MEE - 105/1 
2 2-3 E 80 Não  - NI² 6 MEE 105/2 105/0,5 
3 1 P 30 Sim 3 2 4 PDC 105/12 NI² 
4 1 P NI² Não - NI² 5 MEE - 55/24 
5 2 P 85 Não - 5 4 MEE - 65/0,5 +105/1 

¹ MA, massa de amostra (g); SOLV, solvente utilizado (P, éter de petróleo; E, éter etílico); TSE, temperatura do solvente durante a extração (°C); PSUB, utilização de período 
de submersão no solvente antes do período de gotajamento; TSUB, tempo de submersão no solvente (min.); TXG, taxa de gotejamento sobre a amostra (gotas/segundo); TEG, 
tempo de extração em gotejamento (horas); PQ, procedimento de quantificação (MEE, quantificação direta da massa de extrato etéreo; PDC, quantificação por perda de massa 
do cartucho); SPA, procedimento de secagem do cartucho pré-extração (ºC/hora); SPE, procedimento de secagem pós-extração (ºC/hora). ² NI, característica não identificada.  
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Conclusão 

 

 Os teores de extrato etéreo estimados pelos laboratórios participantes deste estudo 

utilizando o método de Goldfish são dependentes do efeito de interação do material avaliado e 

do laboratório e apresentam baixas repetibilidade e reprodutibilidade, possível reflexo das 

muitas diferenças entre os procedimentos adotados por cada laboratório. 
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CAPÍTULO 5 

 

Estudo colaborativo para avaliação dos teores de matéria mineral em 

alimentos 

 

Introdução 

 

 A matéria mineral (MM) é constituída pelo resíduo inorgânico obtido após a queima 

da matéria orgânica a qual é convertida em CO2, H2O e NO2 e eliminada em conjunto com as 

substâncias voláteis decompostas pelo calor. 

 O método consiste basicamente na incineração do alimento em altas temperaturas 

(normalmente de 500 a 600°C) por tempo suficiente para que ocorra combustão total da 

matéria orgânica (Silva & Queiroz, 2002; Cecchi, 2003). 

 Sendo a matéria seca total do alimento formada pelas frações orgânica e inorgânica, o 

teor de MM em alimentos atua como estimador indireto do conteúdo de componentes 

orgânicos totais. Adicionalmente, o conhecimento do teor de MM se faz necessário para se 

conhecer a proporção dos componentes quantificados por diferença em alimentos, como o 

extrativo não nitrogenado e os carboidratos não fibrosos. 

 Desta forma, faz-se necessária a avaliação dos procedimentos laboratoriais e das 

estimativas de MM produzidas em diferentes materiais e por diferentes laboratórios, 

buscando-se identificar métodos mais adequados e padronizar os procedimentos entre 

laboratórios de análise de alimentos no país. 

 Objetivou-se conduzir estudo colaborativo para avaliação do teor de MM em 

diferentes amostras de alimentos em sete diferentes laboratórios de análise de alimentos de 

instituições integrantes do Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia de Ciência Animal 

(INCT-CA). 

 
Material e Métodos 

 

 As avaliações foram conduzidas em sete laboratórios de análise de alimentos de 

instituições componentes do INCT-CA: Universidade Federal de Viçosa, Viçosa-MG; Escola 
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de Veterinária da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte-MG; Universidade 

Federal de Lavras, Lavras-MG; Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus-BA; 

Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita, Jaboticabal-SP; Universidade Federal de 

Mato Grosso, Cuiabá-MT; e Universidade Federal de Mato Grosso, Sinop-MT; entre abril e 

maio de 2010. 

 Foram avaliadas amostras de seis alimentos: feno de capim-braquiária, cana-de-açúcar, 

silagem de milho, farelo de soja, milho e polpa cítrica. Em adição, foi enviado composto 

padrão para aferição da exatidão das estimativas (celite; Sigma C-8656). 

 As amostras de volumosos úmidos foram secas em estufa com ventilação forçada 

(60ºC) e, em conjunto com as demais amostras, processadas em moinho de facas (1 mm), 

acondicionadas em sacos plásticos e enviadas sem identificação, juntamente com o padrão, 

aos laboratórios. 

 Na oportunidade do envio, solicitou-se a cada laboratório que amostras fossem 

analisadas por seis dias, consecutivos ou não, sendo realizadas três repetições por amostra por 

dia de avaliação. 

 Os resultados foram solicitados com base na amostra seca ao ar, uma vez que a 

avaliação de resultados com correção para o teor de matéria seca de cada amostra entre 

laboratórios pode apresentar erro oriundo de dois procedimentos (Mertens, 2003). 

 Em conjunto com as amostras, enviou-se questionário para elucidação dos principais 

procedimentos e parâmetros analíticos quantitativos e qualitativos adotados em cada 

laboratório (modelo apresentado no anexo da Tese). 

 Após o recebimento dos dados, os teores de MM referentes às amostras foram 

avaliados de acordo com modelo: 

lijkkijijjiijkl DLMMLY )()( εµ +++++=                                                                                (1); 

em que: µ = constante geral; Li = efeito do laboratório i (aleatório); Mj = efeito do material j 

(fixo); LMij = efeito de interação do laboratório i e material j (aleatório); D(ij)k = efeito do dia 

de análise k, aninhado à combinação entre o laboratório i e o material j (aleatório); e ε(ijk)l = 

erro aleatório, associado a cada mensuração, pressuposto NID (0; σ²ε). 

 Por intermédio do método dos momentos, utilizando-se os fundamentos do 

procedimento de Hicks modificado (Barbin, 1993), definiram-se as esperanças de quadrados 

médios da análise de variância, conforme apresentado na Tabela 1. 
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 As observações classificadas como outliers, foram eliminadas do conjunto de dados, 

sendo estas definidas quando seu desvio em relação à média das avaliações do material, 

dentro do laboratório, superasse em três vezes o valor do desvio padrão residual. 

 

Tabela 1 - Esperança de quadrados médios para modelo destinado à análise global dos dados 
Fonte de Variação¹ E(QM)² 

L σ²ε + k1 × σ²D/L×M + k2 × σ²L×M + k4 × σ²L 
M σ²ε + k1 × σ²D/L×M + k2 × σ²L×M + k3 × φM 

L × M σ²ε + k1 × σ²D/L×M + k2 × σ²L×M 
D/L × M σ²ε + k1 × σ²D/L×M 
Resíduo σ²ε 

¹ L = laboratório; M = material; L × M = interação laboratório × material, D/L × M = dia aninhado às 
combinações entre laboratório e material. ² σ²ε ,σ²D/L×M, σ²L×M, σ²L = variâncias associadas aos efeitos do erro 
(repetibilidade), de dia aninhado às combinações entre laboratório e material, da interação de laboratório e 
material e de laboratório, respectivamente; φM = função quadrática associada ao efeito de material. 
 

 A partir das esperanças de quadrados médios apresentadas na Tabela 1 estimaram-se a 

repetibilidade e a reprodutibilidade dos teores de MM, dadas por: 

2ˆ
εσ=r                                                                                                                                      (2); 

22 ˆˆ
LR σσ ε +=                                                                                                                             (3); 

em que: r = repetibilidade; e R = reprodutibilidade. 

 Quando o efeito de interação de material analisado e laboratório foi significativo, 

procedeu-se a nova avaliação, na qual considerou-se cada material isoladamente. 

 O modelo para avaliação da reprodutibilidade de cada material considerando-se os 

diferentes laboratórios é dado por: 

kijjiiijk DLY )()( εµ +++=                                                                                                        (4); 

em que: µ = constante geral; Li = efeito do laboratório i (aleatório); D(i)j = efeito do dia de 

análise j aninhado ao laboratório i (aleatório); e ε(ij)k = erro aleatório, associado a cada 

mensuração, pressuposto NID (0; σ²ε). 

 O modelo descrito em (4) foi também utilizado para avaliação da recuperação da MM 

do padrão. 

 As esperanças de quadrados médios para o modelo descrito em (4) são descritas na 

Tabela 2. As estimativas de repetibilidade e reprodutibilidade para cada material foram 

obtidas de forma similar ao descrito nas Equações (2) e (3). 



94 
 

 Para a situação descrita na Tabela 2, procedeu-se à avaliação das estimativas de 

reprodutibilidade esperada e da razão de Horwitz (Horwitz et al., 1990) por intermédio das 

equações: 

X
Rp Rσ̂

=                                                                                                                                  (5); 

RR =σ̂                                                                                                                                  (6); 

( )cRpe log5,01exp2 ×−×=                                                                                                    (7); 

Rpe

Rp
RH =                                                                                                                               (8); 

em que: Rp = reprodutibilidade padronizada em função da média; Rpe = reprodutibilidade 

padronizada em função da média estimada pelo método de Horwitz; c = concentração média 

de MM (g/g); e RH = razão de Horwitz. 

 

Tabela 2 - Esperanças de quadrados médios para o modelo destinado à análise de cada 
material em função dos diferentes laboratórios (Equação 4) 

Fonte de Variação¹ E(QM)² 
L σ²ε + k1 × σ²D/L + k2 × σ²L 

D/L σ²ε + k1 × σ²D/L 
Resíduo σ²ε 

¹ L = laboratório; D/L = dia aninhado ao laboratório. ² σ²ε ,σ²D/L, σ²L = variâncias associadas aos efeitos do erro 
(repetibilidade), de dia aninhado ao laboratório e de laboratório, respectivamente. 
 

 Em adição, quando o efeito de dia de análise foi significativo, o comportamento de 

cada material em cada laboratório foi avaliado isoladamente pelo modelo: 

jiiij DY )(εµ ++=                                                                                                                    (9); 

em que: µ = constante geral; Di = efeito do dia de análise i (aleatório); e ε(i)j = erro aleatório, 

associado a cada mensuração, pressuposto NID (0; σ²ε). 

 Por intermédio do método dos momentos (Barbin, 1993), definiram-se as esperanças 

de quadrados médios associadas ao modelo descrito em (9) (Tabela 3). 

 

Tabela 3 - Esperanças de quadrados médios para o modelo destinado à análise de cada 
material em cada laboratório em função dos dias de análise (Equação 9) 

Fonte de Variação¹ E(QM)² 
D σ²ε + k1 × σ²D 

Resíduo σ²ε 
¹ D = dia. ² σ²ε ,σ²D = variâncias associadas aos efeitos do erro e de dia de análise, respectivamente. 
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 A variação aleatória total associada ao modelo descrito em (9) foi dada por: 

222 ˆˆˆ
εσσσ += DT                                                                                                                         (10). 

 Todos os procedimentos estatísticos foram conduzidos por intermédio do programa 

SAS (Statisical Analysis System, versão 9.2), adotando-se 0,01 como nível crítico de 

probabilidade para o erro tipo I. As comparações entre médias fornecidas por diferentes 

laboratórios foram conduzidas utilizando-se o critério de Scheffé. Por outro lado, a avaliação 

da recuperação de MM a partir do padrão de acordo com os laboratórios foi realizada 

utilizando-se as propriedades de intervalos de confiança (1-α = 0,99). 

 

Resultados e Discussão 

 

 Na avaliação do padrão, não se observou significância (P>0,01) para os componentes 

de variância. Isto indica que a recuperação da MM do padrão foi independente do dia em que 

a análise foi realizada e do laboratório onde as análises foram realizadas, o que constitui 

condição teórica ideal (Tabela 4). Neste caso, a reprodutibilidade foi constituída única e 

exclusivamente pela variação entre repetições (repetibilidade). Sob estas condições, em todos 

os laboratórios verificou-se recuperação completa (P>0,01) da MM oriunda do padrão (Tabela 

5). 

 

Tabela 4 - Estimativas de componentes de variância do modelo global (padrão; Equação 4) 
Item Estimativa Valor relativo (%) Valor-P 
σ²L <0,0001 0,0 0,0902 
σ²D/L <0,0001 0,0 0,9993 

Repetibilidade (σ²ε) 0,0006 100,0 - 
Variância Total 0,0006 100,0 - 

Reprodutibilidade 0,0006 - - 
r/R1 

≈1 - - 
¹ Razão repetibilidade/reprodutibilidade. 

 

 Contudo, de forma contrária ao verificado para o padrão, observou se que todos os 

componentes de variância da avaliação global das amostras foram significativos (P<0,01). 

Isto indica que, além das diferenças entre laboratórios, os teores estimados de MM se 

mostram dependentes do dia em que a analise foi realizada e que materiais diferentes 

produziram estimativas diferentes em função do laboratório no qual a análise foi realizada 

(Tabela 6). Este comportamento talvez possa ser explicado pela interação complexa dos 

componentes orgânicos e minerais nas amostras, o que demandaria mais do método em 
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comparação à avaliação de celite. Logo, os resultados obtidos com o padrão não parecem 

refletir fidedignamente as condições de análise dos laboratórios avaliados. 

 

Tabela 5 - Recuperação do padrão (g/g) pelos diferentes laboratórios 
Item Celite 

Teor Esperado¹ 99,96 
Laboratório 1 1,0012 
Laboratório 2 1,0010 
Laboratório 3 1,0018 
Laboratório 4 0,9896 
Laboratório 5 1,0019 
Laboratório 6 1,0017 
Laboratório 7 1,0047 

¹ O teor esperado de MM no celite foi assumido como 100%, com base na matéria seca. Este valor foi corrigido 
para o teor de umidade no material, o qual foi estimado por intermédio do método de Karl Fischer (Bruttel & 
Schlink, 2006). 
 

 De forma geral, assume-se como não aceitável a ocorrência de efeito de interação de 

material e laboratório (Mertens, 2003). A ocorrência deste indica que os possíveis erros 

sistemáticos imputados a um dado material em determinado laboratório serão distintos 

daqueles observados em outro laboratório. A isto se adiciona o fato de que os erros 

sistemáticos imputados por um laboratório se manifestarão de forma diferenciada em função 

do material analisado. Isto atribui elemento de confundimento aos cotejamentos das 

características químicas de alimentos e outros materiais, como fezes, sobras e digestas; o que, 

conseqüentemente, pode comprometer a comparação entre características obtidas em ensaios 

de digestão. 

 

Tabela 6 - Estimativas de componentes de variância do modelo global (amostras; Equação 1) 
Item Estimativa Valor relativo (%) Valor-P 
σ²L 0,1348 39,3 <0,0001 

σ²L×M 0,0835 24,4 <0,0001 

σ²D/L×M 0,0613 17,9 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,0632 18,4 - 
Variância Total 0,3428 100,0 - 

Reprodutibilidade 0,1980 - - 
r/R1 0,3192 - - 

¹ Razão repetibilidade/reprodutibilidade. 

 

 A interação de material e laboratório é corroborada pela avaliação comparativa das 

médias obtidas nos diferentes alimentos, na qual se observou alta variação nas diferenças 

entre laboratórios, não havendo padrão definido nos perfis de comparações múltiplas. 
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Verificou-se que as diferenças entre laboratórios variaram de 0,45 ponto percentual para o 

milho a 2,61 pontos percentuais para a polpa cítrica (Tabela 7). 

 

Tabela 7 - Comparação entre médias produzidas pelos diferentes laboratórios 
 Material1,2 

Laboratório Feno Cana SM FS Milho PC 
1 7,28c   6,77bc 5,53b   5,69de   1,06cd 5,92d 
2   7,45bc   7,03ab   5,66ab   5,99bc   1,09cd   7,15ab 
3 7,88a 7,42a   5,67ab 6,36a 1,21b   6,84bc 
4 6,69d 6,21c 5,17c 5,45e 0,94d 4,96e 
5   7,64ab 7,44a   5,78ab   6,12ab   1,14bc 6,73c 
6   7,47bc   7,14ab   5,68ab   5,81cd   1,00cd 7,39a 
7 7,89a   7,33ab 5,85a 6,35a 1,39a 7,57a 

EPM 0,12 0,13 0,08 0,10 0,07 0,17 
ATM3 1,20 1,23 0,68 0,91 0,45 2,61 

¹ SM, silagem de milho; FS, farelo de soja e PC, polpa cítrica. ² Médias na coluna, seguidas por letras diferentes, 
são diferentes pelo teste de Scheffé (P<0,01). 3 ATM, amplitude total entre médias. 
 

 Analisando-se os materiais isoladamente, observou-se grande variação na 

reprodutibilidade (Figura 1), o que parece mais uma vez corroborar o efeito de interação de 

laboratório e material (Tabela 7). 
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Figura 1 - Reprodutibilidade [(%)²] para os diferentes materiais analisados. 

 

 Na avaliação individual de cada material, observou-se que a variação dos resultados 

entre laboratórios correspondeu de 33,5 a 78,2 % da variação aleatória total. Adicionalmente, 

verificou-se que a repetibilidade (variação entre repetições) representou de 8,5 a 51,6 % da 

reprodutibilidade (Tabelas 8 e 9). O comportamento destes percentuais reitera que diferenças 
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entre laboratórios existem e são significativas quando se analisa os materiais individualmente, 

correspondendo ao fator preponderante das diferenças entre os teores de MM. 

 A avaliação da reprodutibilidade, a qual é dada pela soma da repetibilidade e da 

variação entre laboratórios, apresentou-se em patamares considerados aceitáveis para três dos 

seis alimentos avaliados. Contudo, razões de Horwitz (RH) superiores a 2 foram verificadas 

para os demais materiais avaliados (Tabelas 8 e 9). Este parâmetro é dado pela razão entre a 

reprodutibilidade observada e a reprodutibilidade que deveria ser esperada considerando-se a 

concentração média do componente analisado (Horwitz et al., 1990). 

 

Tabela 8 - Estimativas de componentes de variância do modelo destinado à avaliação 
individual de alimentos volumosos (Equação 4) 

Item Estimativa Valor relativo (%) Valor-P 
 Feno 
σ²L 0,1557 58,2 <0,0001 
σ²D/L 0,0741 27,7 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,0378 14,1 - 
Variância Total 0,2676 100 - 

Reprodutibilidade 0,1935 - - 
r/R1 0,1953 - - 
RH 1,6763 - - 

Média 7,47 - - 
 Cana-de-açúcar 
σ²L 0,1757 43,6 <0,0001 
σ²D/L 0,0398 9,9   0,0346 

Repetibilidade (σ²ε) 0,1873 46,5 - 
Variância Total 0,4028 100,0 - 

Reprodutibilidade 0,3630 - - 
r/R1 0,5160 - - 
RH 2,4021 - - 

Média 7,05 - - 
 Silagem de Milho 
σ²L 0,0425 39,3 <0,0001 
σ²D/L 0,0282 26,1 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,0374 34,6 - 
Variância Total 0,1081 100 - 

Reprodutibilidade 0,0799 - - 
r/R1 0,4681 - - 
RH 1,3458 - - 

Média 5,62 - - 
¹ Razão repetibilidade/reprodutibilidade. 

 

 Pode se concluir que as avaliações não podem ser consideradas adequadamente 

reprodutíveis para a metade dos materiais, pois RH superiores a 2 sugerem que o método 

avaliado é inaceitável com respeito à sua reprodutibilidade (Mertens, 2003). Assim, os valores 
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estimados de RH indicam que a reprodutibilidade é essencialmente comprometida por 

diferenças nas condições de análise. 

 As repetibilidades padronizadas (expressas como percentuais das médias) foram 

estimadas a partir dos dados expressos nas Tabelas 8 e 9. Foram verificados valores de 2,60; 

6,14; 3,44; 2,90; 9,36 e 4,15 % para feno, cana-de-açúcar, silagem de milho, farelo de soja, 

milho e polpa cítrica, respectivamente, indicando baixos valores relativos da variação entre 

repetições. Logo, sendo a reprodutibilidade dada pela soma da variação entre repetições 

(repetibilidade) e entre laboratórios, os altos valores de RH (Tabelas 8 e 9) parecem ter sido 

causados pela elevada variação inter-laboratorial. 

 

Tabela 9 - Estimativas de componentes de variância do modelo destinado à avaliação 
individual de alimentos concentrados (Equação 4) 

Item Estimativa Valor relativo (%) Valor-P 
 Farelo de Soja 
σ²L 0,1047 56,6 <0,0001 
σ²D/L 0,0504 27,2 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,0300 16,2 - 
Variância Total 0,1851 100,0 - 

Reprodutibilidade 0,1347 - - 
r/R1 0,2227 - - 
RH 2,8382 - - 

Média 5,97 - - 
 Milho 
σ²L 0,0174 33,5   0,0011 
σ²D/L 0,0235 45,3 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,0110 21,2 - 
Variância Total 0,0519 100,0 - 

Reprodutibilidade 0,0284 - - 
r/R1 0,3873 - - 
RH 1,6671 - - 

Média 1,12 - - 
 Polpa Cítrica 
σ²L 0,8187 78,2 <0,0001 
σ²D/L 0,1522 14,5 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,0758 7,3 - 
Variância Total 1,0467 100,0 - 

Reprodutibilidade 0,8945 - - 
r/R1 0,0847 - - 
RH 3,9508 - - 

Média 6,64 - - 
¹ Razão repetibilidade/reprodutibilidade. 

 

 Considerando-se as informações das Tabelas 8 e 9, percebeu-se que ocorreu efeito 

significativo do dia de análise (P<0,01) sobre as estimativas de MM para todos os materiais 
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exceto para cana-de-açúcar. A avaliação isolada deste efeito para cada material analisado em 

cada laboratório indicou que 42,9% das avaliações apresentaram variações significativas 

(P<0,01) das estimativas de MM em função do dia no qual a análise foi realizada (Tabela 9). 

 

Tabela 9 - Nível descritivo de probabilidade para o erro tipo I associada à variação entre dias 
de análises para cada material avaliado 

 Material1 

Laboratório Feno Cana SM FS Milho PC 
1 0,0095 0,0185 0,0740 <0,0001 0,0180 0,4089 
2 0,2676 0,7313 0,8595 0,8466 0,7547 0,6707 
3 <0,0001 <0,0001 0,0372 0,0535 0,0006 0,0093 
4 0,1908 0,1319 0,2508 0,0144 0,0169 0,0265 
5 <0,0001 0,0009 0,1376 0,0011 0,0420 <0,0001 
6 0,0085 0,1318 0,0024 0,0012 0,6403 0,0435 
7 <0,0001 0,4285 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 

¹ SM, silagem de milho; FS, farelo de soja, PC, polpa cítrica. 
 

 A avaliação individual da variação intra-laboratorial (Figura 2), a qual constitui o fator 

determinante da repetibilidade, indicou que a variação entre dias de análise pode representar 

de 0 (e.g., Figura 3, cana-de-açúcar, laboratório 2) a 98% (e.g. Figura 3, milho, laboratório 7) 

da variação aleatória dos resultados. 

 O comportamento verificado para algumas amostras torna evidente que os resultados 

obtidos no processo analítico são diretamente dependentes do dia no qual a análise é 

conduzida, o que obviamente é indesejável e pode atribuir efeito de confundimento sobre os 

teores de MM obtidos. Desta forma, evidencia-se que problemas atribuídos à falta de 

padronização dos procedimentos intra-laboratoriais podem ser significativos sobre a precisão 

das estimativas. 

 As massas de amostras utilizadas nas avaliações variaram de 1 a 5 gramas (Tabela 10). 

Embora o método avaliado seja considerado robusto com relação a esta variável (Silva & 

Queiroz, 2002), a utilização de pequenas massas, como aquelas utilizadas pelos laboratórios 

4, 5 e 6, podem comprometer a exatidão devido a problemas na quantificação gravimétrica 

causados pelo pequeno resíduo de MM. As recomendações de massa seguem normalmente 

relação inversa com o teor de minerais na amostra (Silva & Queiroz, 2002); contudo, para a 

maioria dos materiais, massas próximas a 2 g proporcionam boa sensibilidade nas avaliações. 

Adicionalmente, a avaliação das massas de amostras de forma relativa ao recipiente indicou 

que em alguns laboratórios podem estar sendo utilizadas amostras em demasia, o que pode 

retardar o processo de eliminação da matéria orgânica (Tabela 10). 
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Figura 2 - Avaliação das variâncias intra-laboratoriais (D = variância entre dias; E = variância do erro; T = variação aleatória total; T = D + E). 
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Figura 3 - Avaliação fracional da composição da repetibilidade intra-laboratorial (D = contribuição da variância entre dias; E = contribuição da 
variância do erro). 
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 Embora em todos os laboratórios se utilize lavagem dos cadinhos previamente ao uso, 

os procedimentos de secagem são variados. Somente no laboratório 2 os cadinhos são 

submetidos à calcinação para obtenção das taras (Tabela 10), o que é geralmente 

recomendado (Cecchi, 2003; Campos et al., 2004), pois a deposição de pequenas impurezas 

de natureza orgânica pode incrementar o peso da tara, sendo contudo eliminadas durante a 

queima da amostra. 

 Em todos os laboratórios utiliza-se tempo fixo para a queima das amostras (Tabela 

10), contudo as temperaturas de queima e o tempo de queima são variados. As temperaturas 

utilizadas estão de acordo com recomendações encontradas na literatura, que vão de 550ºC 

(Pomeranz & Meloan, 1978) a 600ºC (Windham, 1998; Silva & Queiroz, 2002). Os tempos 

de queima foram iguais ou superiores às recomendações encontradas na literatura, as quais 

variam de 2 (Windham, 1998; Cecchi, 2003) a 3 (Campos et al., 2004; SINDIRAÇÕES, 

2005) horas. No entanto, analisando-se de forma apenas heurística, o produto dado pela 

temperatura e pelo tempo de queima foi extremamente variado entre laboratórios (Tabela 10), 

o que indica possível influência sobre a reprodutibilidade dos resultados. 

 Em dois dos laboratórios o resfriamento das amostras é feito com abertura parcial da 

mufla, o que não é desejado, pois pode propiciar absorção de umidade pelas amostras 

localizadas próximas à abertura, principalmente se a temperatura de retirada for baixa. 

Adicionalmente, a abertura da mufla em altas temperaturas reduz a vida útil do equipamento 

por causar choques térmicos excessivos sobre o revestimento de cerâmica. 

 Em três laboratórios a retirada das amostras foi realizada em temperaturas 

consideradas baixas (≤100°C), o que pode propiciar absorção de umidade e, 

conseqüentemente, distorção da massa de MM (Tabela 10). As temperaturas de retirada de 

amostras devem estar entre 150 e 200°C. Em todos os laboratórios utiliza-se dessecador para 

resfriamento dos cadinhos. 

 No questionário enviado, procedeu-se a indagações a respeito dos procedimentos de 

pesagem, sendo detectados todos os entraves anteriormente ressaltados nos Capítulos 1 e 2 

desta Tese. Logo, a falta de exatidão na quantificação gravimétrica pode ter contribuído para a 

baixa reprodutibilidade dos teores de MM. 
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Tabela 10 – Características gerais do procedimento de avaliação de matéria mineral em função dos diferentes laboratórios 

 Característica¹ 
Laboratório MA MA/A MA/V PPC CQ TPQ TQ PTT RM TRC 

1 2 102 25 LA, 105/1 TF 600 3 1800 PA 150-200 
2 3-5 239-398 60-100 LA, 600/2 TF 600 4 2400 F <200 
3 2 102 23 LHA, NI² TF 590 NI² ³ NI² F 100 
4 1 63 16 NI², 105/2 TF 600 3 1800 PA 150 
5 1 80 20 LA, 105/3 TF 550 3 1650 F 50-60 
6 1 80 20 LA, 105/4 TF 600 4 2400 F 150 
7 1,5-2 119-159 34-40 LA,105/3 TF 550 4 2200 F 50-60 

¹ MA, massa de amostra (g); MA/A, relação entre a massa de amostra e a área de abertura do cadinho (mg/cm²); MA/V, relação entre a massa de amostra e o volume do 
cadinho (mg/cm³); PPC, procedimentos de preparação do cadinho (LA, limpeza com água; LHA, limpeza com ácido e água; o binômio se refere ao procedimento de secagem 
do cadinho para obtenção das taras - ºC/h); CQ, critério para estabelecimento do tempo de queima (TF, tempo fixo); TPQ, temperatura de queima (ºC); TQ, tempo de 
manutenção na temperatura de queima (h); PTT, produto teórico entre a temperatura e o tempo de queima (°C × h); RM, forma de resfriamento da mufla (F, fechada; PA, 
parcialmente aberta); TRC, temperatura de retirada do cadinho da mufla. ² NI, característica não identificada. ³ O procedimento adotado na avaliação não pôde ser 
identificado, mas declarou-se que o tempo de queima varia em função do material analisado (forragens – 4 horas; concentrados – 6 horas; ossos – 12 horas). 
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Conclusão 

 

 Os teores de matéria mineral estimados pelos laboratórios participantes deste estudo 

apresentam baixa reprodutibilidade, o que é agravado pela presença de efeito de interação do 

material avaliado e do laboratório. 
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CAPÍTULO 6 

 

Estudo colaborativo para avaliação dos teores de fibra em detergente 

neutro indigestível e fibra em detergente ácido indigestível em alimentos 

por procedimento in situ 

 

Introdução 

 

 A estimação de parâmetros da digestibilidade dietética tem como ponto inicial a 

obtenção de seu complemento, a indigestibilidade aparente. Neste contexto, a excreção fecal 

constitui o parâmetro básico de indigestibilidade de um alimento ou dieta, uma vez que 

representa, ao menos aparentemente, a porção ingerida não aproveitada durante a passagem 

pelo trato gastrintestinal (Detmann et al., 2004). Contudo, devido à dificuldade de realização 

de coleta total de fezes em animais de grande porte, como bovinos, técnicas indiretas com o 

uso de indicadores são recomendadas. 

 Os indicadores internos comumente utilizados em ensaio com ruminantes 

compreendem os resíduos indigestíveis dos alimentos, sendo comumente representados pela 

fração física da matéria seca indigestível (MSi) ou pelas frações químicas fibra em detergente 

neutro indigestível (FDNi) e fibra em detergente ácido indigestível (FDAi) (Detmann et al., 

2004). Contudo, em função de problemas analíticos, a utilização da MSi como indicador não 

tem sido recomendada (Valente et al., 2011a). 

 As estimativas de produção fecal são obtidas por intermédio de relação de causa e 

efeito entre alimento/dieta e os eventos digestivos do trato gastrintestinal (Detmann et al., 

2007). A base para utilização destes reside sobre o fato de que, à medida que o alimento 

transita pelo trato gastrintestinal, a concentração do indicador aumenta progressivamente pela 

remoção de outros componentes por digestão e absorção. 

 A verificação das características ideais de indicadores deve centrar-se sobre questões 

relacionadas à recuperação desses após submissão aos eventos do trato gastrintestinal, a qual, 

em termos teóricos, constitui característica inerente ao indicador (Detmann et al., 2007). 
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Contudo, influências indiretas dos métodos utilizados para estimação de sua concentração 

podem causar desvios aparentes de recuperação (Valente et al., 2011a). 

 Adicionalmente, a importância de se obter estimativas de coeficientes de 

digestibilidade de forma eficiente reside no fato de que estas estimativas constituem aspecto 

básico para se quantificar o valor energético dos alimentos ou dietas, permitindo o 

balanceamento adequado de dietas que propiciem o atendimento das demandas de mantença e 

produção dos animais (Detmann et al., 2010). 

 Desta forma, faz-se necessária a avaliação das estimativas de FDNi e FDAi produzidas 

em diferentes materiais e por diferentes laboratórios, buscando-se identificar métodos mais 

adequados e padronizar os procedimentos entre laboratórios de análise de alimentos no país. 

 Objetivou-se conduzir estudo colaborativo para avaliação dos teores de FDNi e FDAi 

por procedimento in situ em diferentes amostras de alimentos em seis diferentes laboratórios 

de análise de alimentos de instituições integrantes do Instituto Nacional de Ciência e 

Tecnologia de Ciência Animal (INCT-CA). 

 
Material e Métodos 

 

 As avaliações foram conduzidas em seis laboratórios de análise de alimentos de 

instituições componentes do INCT-CA: Universidade Federal de Viçosa, Viçosa-MG; Escola 

de Veterinária da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte-MG; Universidade 

Federal de Lavras, Lavras-MG; Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus-BA; 

Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita, Jaboticabal-SP; e Universidade Federal de 

Mato Grosso, Cuiabá-MT; entre maio e junho de 2010. 

 Foram avaliadas amostras de seis alimentos: feno de capim-braquiária, cana-de-açúcar, 

silagem de milho, farelo de soja, milho grão e polpa cítrica. As amostras de volumosos 

úmidos foram secas em estufa com ventilação forçada (60ºC) e, em conjunto com as demais 

amostras, processadas em moinho de facas (2 mm), acondicionadas em sacos plásticos e 

enviadas sem identificação aos laboratórios. Na oportunidade do envio, solicitou-se a cada 

laboratório que realizasse três repetições por amostra. 

 De forma a se padronizar parcialmente os procedimentos, foram enviados sacos F57 

(Ankom®) para serem utilizados nas avaliações, evitando-se confundimentos relativos ao uso 

de diferentes recipientes. 
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 Os resultados foram solicitados com base na amostra seca ao ar, uma vez que a 

avaliação de resultados com correção para o teor de matéria seca de cada amostra entre 

laboratórios pode apresentar erro oriundo de dois procedimentos (Mertens, 2003). 

 Em conjunto com as amostras, enviou-se questionário para elucidação dos principais 

procedimentos e parâmetros analíticos quantitativos e qualitativos adotados em cada 

laboratório (modelo apresentado no anexo da Tese). 

 Após o recebimento dos dados, os mesmos foram analisados de forma independente 

para FDNi e FDAi de acordo com o modelo: 

kijijjiijk LMMLY )(εµ ++++=                                                                                              (1); 

em que: µ = constante geral; Li = efeito do laboratório i (aleatório); Mj = efeito do material j 

(fixo); LMij = efeito de interação do laboratório i e material j (aleatório); e ε(ij)k = erro 

aleatório, associado a cada mensuração, pressuposto NID (0; σ²ε). 

 Por intermédio do método dos momentos, utilizando-se os fundamentos do 

procedimento de Hicks modificado (Barbin, 1993), definiram-se as esperanças de quadrados 

médios da análise de variância, conforme apresentado na Tabela 1. 

 As observações classificadas como outliers foram eliminadas do conjunto de dados, 

sendo estas definidas quando seu desvio em relação à média das avaliações do material, 

dentro do laboratório, superasse em três vezes o valor do desvio padrão residual. 

 

Tabela 1 - Esperança de quadrados médios para modelo destinado à análise global dos dados 
Fonte de Variação¹ E(QM)² 

L σ²ε + k1 × σ²L×M + k2 × σ²L 
M σ²ε + k1 × σ²L×M + k3 × φM 

L × M σ²ε + k1 × σ²L×M 
Resíduo σ²ε 

¹ L = laboratório; M = material; L × M = interação laboratório × material. ² σ²ε, σ²L×M, σ²L = variâncias associadas 
aos efeitos do erro (repetibilidade), da interação de laboratório e material e de laboratório, respectivamente; φM = 
função quadrática associada ao efeito de material. 
 

 A partir das esperanças de quadrados médios apresentadas na Tabela 1 estimaram-se a 

repetibilidade e a reprodutibilidade, dadas por: 

2ˆ
εσ=r                                                                                                                                      (2); 

22 ˆˆ
LR σσ ε +=                                                                                                                             (3); 

em que: r = repetibilidade; e R = reprodutibilidade. 

 Quando o efeito de interação de material analisado e laboratório foi significativo, 

procedeu-se a nova avaliação, na qual considerou-se cada material isoladamente. 



 109

 O modelo para avaliação da reprodutibilidade de cada material considerando-se os 

diferentes laboratórios é dado por: 

jiiij LY )(εµ ++=                                                                                                                     (4); 

em que: µ = constante geral; Li = efeito do laboratório i (aleatório); ε(i)j = erro aleatório, 

associado a cada mensuração, pressuposto NID (0; σ²ε). 

 As esperanças de quadrados médios para o modelo descrito em (4) são descritas na 

Tabela 2. As estimativas de repetibilidade e reprodutibilidade para cada material foram 

obtidas de forma similar ao descrito nas equações (2) e (3). 

 

Tabela 2 - Esperanças de quadrados médios para o modelo destinado à análise de cada 
material em função dos diferentes laboratórios (Equação 4) 

Fonte de Variação¹ E(QM)² 
L σ²ε + k1 × σ²L 

Resíduo σ²ε 
¹ L = laboratório. ² σ²ε, σ²L = variâncias associadas aos efeitos do erro (repetibilidade) e de laboratório, 
respectivamente. 
 

 Para a situação descrita na Tabela 2, procedeu-se à avaliação das estimativas de 

reprodutibilidade esperada e da razão de Horwitz (Horwitz et al., 1990) por intermédio das 

equações: 

X
Rp Rσ̂

=                                                                                                                                  (5); 

RR =σ̂                                                                                                                                  (6); 

( )cRpe log5,01exp2 ×−×=                                                                                                    (7); 

Rpe

Rp
RH =                                                                                                                               (8); 

em que: Rp = reprodutibilidade padronizada em função da média; Rpe = reprodutibilidade 

padronizada em função da média estimada pelo método de Horwitz; c = concentração média 

de FDNi ou FDAi (g/g); e RH = razão de Horwitz. 

 Todos os procedimentos estatísticos foram conduzidos por intermédio do programa 

SAS (Statisical Analysis System, versão 9.2), adotando-se 0,05 como nível crítico de 

probabilidade para o erro tipo I. As comparações entre médias fornecidas por diferentes 

laboratórios foram conduzidas utilizando-se o critério de Scheffé. 
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Resultados e Discussão 

 

 Observou se que todos os componentes de variância do modelo global (Equação 1) 

foram significativos (P<0,05). Isto indica que os teores estimados de FDNi e FDAi se 

mostram dependentes do laboratório em que a analise foi realizada e que materiais diferentes 

produziram estimativas diferentes em função do laboratório no qual a avaliação foi conduzida 

(Tabela 3). 

 

Tabela 3 - Estimativas de componentes de variância do modelo global (FDNi e FDAi; 
Equação 1) 

Item Estimativa Valor relativo (%) Valor-P 
 FDNi 
σ²L 3,2329 50,6   0,0002 
σ²LxM 2,7164 42,5 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,4455 6,9 - 
Variância Total 6,3948 100,0 - 

Reprodutibilidade 3,6784 - - 
r/R1 0,1211 - - 

 FDAi 
σ²L 1,9731 40,7   0,0019 
σ²LxM 2,6962 55,6 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,1819 3,7 - 
Variância Total 4,8512 100 - 

Reprodutibilidade 2,1550 - - 
r/R1 0,0844 - - 

¹ Razão repetibilidade/reprodutibilidade. 

 

 De forma geral, assume-se como não aceitável a ocorrência de efeito de interação de 

material e laboratório (Mertens, 2003). A ocorrência deste efeito indica que os possíveis erros 

sistemáticos imputados a um dado material em determinado laboratório serão distintos 

daqueles observados em outro laboratório. A isto se adiciona o fato de que os erros 

sistemáticos imputados por um laboratório se manifestarão de forma diferenciada em função 

do material analisado. Isto atribui elemento de confundimento aos cotejamentos das 

características químicas de alimentos e outros materiais, como fezes, sobras e digestas; o que, 

conseqüentemente, pode comprometer a comparação entre características obtidas em ensaios 

de digestão ou consumo a pasto. 

 A interação de material e laboratório é corroborada pela avaliação comparativa das 

médias obtidas nos diferentes alimentos, na qual se observou alta variabilidade nas diferenças 

entre laboratórios, não havendo padrão definido nos perfis de comparações múltiplas. 
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Verificou-se que as diferenças entre laboratórios variaram de 2,40 pontos percentuais para o 

farelo de soja a 8,05 pontos percentuais para a cana-de-açúcar para a análise de FDNi e de 

1,79 ponto percentual para o milho a 10,06 pontos percentuais para o feno para a análise de 

FDAi (Tabela 4). 

 A alta variabilidade dos resultados entre laboratórios é reforçada pela avaliação da 

amplitude total entre médias padronizada, a qual variou de 22,1 a 158,0% para a FDNi e de 

34,9 a 202,6% para a FDAi (Tabela 4). 

 

Tabela 4 - Comparação entre médias produzidas pelos diferentes laboratórios (FDNi e FDAi) 
 Material1,2 

Laboratório Feno Cana SM Milho FS PC 
 FDNi 

1 33,77ab 35,58b 22,61a 5,50a 3,71a 5,79ab 
2 36,92a 36,50ab 24,89a 3,64b 2,43b 5,60ab 
3 31,35bc 30,83cd 17,93b 3,29b 2,87b 5,67ab 
4 29,55c 32,61c 18,95b 0,84c 2,97b 0,33c 
5 36,58a 38,08a 23,96a 3,12b 2,46b 6,45a 
6 31,77bc 30,03d 18,74b 1,29c 1,31c 5,13b 

EPM 2,97 3,26 3,00 1,69 0,79 1,90 
ATM3 7,37 8,05 6,96 4,66 2,40 6,12 

ATMP4 22,1 23,7 82,7 158,0 91,6 117,9 
 FDAi 

1 14,51e 17,17d 9,98c 0,98bc 0,73b 2,63c 
2 18,13d 19,73c 12,73ab 0,54cd 0,32b 2,46c 
3 24,57a 25,10a 13,83a 1,99a 1,81a 4,41a 
4 20,79b 24,90a 14,47a 0,35d 2,65a 0,12d 
5 20,64bc 23,29b 14,44a 1,24b 0,92b 4,35a 
6 18,76cd 19,23c 11,82bc 0,20d 0,47b 3,52b 

EPM 3,35 3,31 1,76 0,67 0,90 1,41 
ATM3 10,06 7,93 4,49 1,79 2,33 4,29 

ATMP4 51,4 36,8 34,9 201,1 202,6 139,3 
¹ SM, silagem de milho; FS, farelo de soja, PC, polpa cítrica. ² Médias na coluna, seguidas por letras diferentes, 
são diferentes pelo teste de Scheffé (P<0,05). 3ATM, amplitude total entre médias. 4ATMP, amplitude total entre 
médias padronizada em função da média geral (%). 
 

 Analisando-se os materiais isoladamente, observou-se grande variação na 

reprodutibilidade (Figura 1), o que parece mais uma vez corroborar o efeito de interação de 

laboratório e material (Tabelas 3 e 4). 

 Na avaliação individual de cada material para a análise de FDNi, observou-se que a 

variação dos resultados entre laboratórios correspondeu de 88,75 a 96,77 % da variação 

aleatória total. Consequentemente verificou-se que a repetibilidade (variação entre repetições) 

representou de 3,23 a 11,25 % da reprodutibilidade (Tabela 5). Para a análise de FDAi, 



 112

observou-se que a variação dos resultados entre laboratórios correspondeu de 88,75 a 98,40 % 

da variação aleatória total. Similarmente à FDNi, verificou-se que a repetibilidade (variação 

entre repetições) representou de 1,60 a 11,25 % da reprodutibilidade para a FDAi (Tabela 6). 

O comportamento destes percentuais reitera que diferenças entre laboratórios correspondem 

ao fator determinante das diferenças entre os teores de FDNi e FDAi avaliados por 

procedimentos in situ. 

 A avaliação da reprodutibilidade, a qual é dada pela soma da repetibilidade e da 

variação entre laboratórios, não se apresentou em patamares considerados aceitáveis para os 

alimentos avaliados, observando-se RH superiores a 2 para todos os materiais avaliados 

(Tabela 5). Este parâmetro é dado pela razão entre a reprodutibilidade observada e a 

reprodutibilidade que deveria ser esperada considerando-se a concentração média do 

componente analisado (Horwitz et al., 1990).  

 Com poucas exceções, RH superiores a 2 sugerem que o método avaliado é inaceitável 

com respeito à sua reprodutibilidade (Mertens, 2003). Caso este critério seja adotado neste 

estudo, poderia se concluir que os processos de estimação da concentração dos indicadores 

internos avaliados apresentam baixo nível de reprodutibilidade. Isto pode constitui entrave ao 

cotejamento dos resultados de ensaios de digestão e consumo a pasto no país, uma vez que 

estes indicadores constituem ferramenta básica na grande maioria dos estudos conduzidos 

com ruminantes. 

 Adicionalmente, a partir dos dados expressos na Tabela 5, estima-se que as 

repetibilidades padronizadas (expressas como percentuais das médias) foram de 3,11; 2,11; 

4,16; 10,99; 8,60 e 6,98 % para feno, cana-de-açúcar, silagem de milho, milho, farelo de soja, 

e polpa cítrica, respectivamente, para a análise de FDNi. Para a FDAi, as repetibilidades 

padronizadas foram de 3,02; 2,23; 4,75; 15,45; 23,43 e 6,01 % para feno, cana-de-açúcar, 

silagem de milho, milho, farelo de soja, e polpa cítrica, respectivamente. Estas estimativas 

indicam os baixos valores relativos da variação entre repetições. Logo, sendo a 

reprodutibilidade dada pela soma da variação entre repetições e entre laboratórios, os altos 

valores de RH (Tabelas 7 e 8) foram causados pela elevada variação entre laboratórios. 
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Figura 1 - Reprodutibilidade [(%)²] para os diferentes materiais analisados (FDNi e FDAi). 

 

 Elevada variabilidade foi observada nos métodos praticados pelos diferentes 

laboratórios (Tabela 6), o que evidencia possíveis causas da variação dos resultados (Tabela 

5) e do efeito de interação de laboratório e material (Tabela 3). 
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Tabela 5 - Estimativas de componentes de variância do modelo destinado à avaliação 
individual dos materiais (Equação 4) 

 FDNi FDAi 
Item  

Estimativa 
Valor 

relativo 
(%) 

 
Valor-P 

 
Estimativa 

Valor 
relativo 

(%) 

 
Valor-P 

 Feno 
σ²L 8,4871 88,7 <0,0001 11,0733 97,0 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 1,0756 11,3 -   0,3484 3,0 - 
Variância Total 9,5627 100,0 - 11,4217 100,0 - 

Reprodutibilidade 9,5627 - - 11,4217 - - 
r/R1 0,1125 - -   0,0305 - - 
RH 3,65 - - 6,06 - - 

Média 33,32 - - 19,57 - - 
 Cana 
σ²L 10,4665 95,3 <0,0001 10,8694 97,9 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε)   0,5133 4,7    0,2304 2,1  
Variância Total 10,9798 100,0 - 11,0998 100,0 - 

Reprodutibilidade 10,9798 - - 11,0998 - - 
r/R1 0,0467 - - 0,0208 - - 
RH 3,86 - - 5,54 - - 

Média 33,94 - - 21,57 - - 
 Silagem de Milho 
σ²L 8,7483 91,9 <0,0001 2,9555 88,7 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,7750 8,1 - 0,3746 11,3 - 
Variância Total 9,5233 100,0 - 3,3301 100,0 - 

Reprodutibilidade 9,5233 - - 3,3301 - - 
r/R1 0,0814 - - 0,1125 - - 
RH 5,20 - - 4,54 - - 

Média 21,18 - - 12,88 - - 
 Milho 
σ²L 2,8258 96,4 <0,0001 0,4379 95,9 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,1052 3,6  0,0189 4,1 - 
Variância Total 2,9310 100,0 - 0,4568 100,0 - 

Reprodutibilidade 2,9310 - - 0,4568 - - 
r/R1 0,0359 - - 0,0414 - - 
RH 13,52 - - 13,67 - - 

Média 2,95 - - 0,89 - - 
 Farelo de Soja 
σ²L 0,6099 92,3 <0,0001 0,7841 91,5 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,0508 7,7 - 0,0726 8,5 - 
Variância Total 0,6607 100,0 - 0,8567 100,0 - 

Reprodutibilidade 0,6607 - - 0,8567 - - 
r/R1 0,0769 - - 0,0847 - - 
RH 7,02 - - 15,26 - - 

Média 2,62 - - 1,15 - - 
 Polpa Cítrica 
σ²L 3,7849 96,8 <0,0001 2,1090 98,4 <0,0001 

Repetibilidade (σ²ε) 0,1263 3,2 - 0,0343 1,6 - 
Variância Total 3,9112 100,0 - 2,1433 100,0 - 

Reprodutibilidade 3,9112 - - 2,1433 - - 
r/R1 0,0323 - - 0,0160 - - 
RH 10,17 - - 11,16 - - 

Média 5,09 - - 3,08 - - 
¹ Razão repetibilidade/reprodutibilidade. 
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 Em nenhuma das características avaliadas se verificou homogeneidade entre 

laboratórios (Tabela 6). As massas de amostras incubadas, em termos relativos, variaram de 

12,5 a 27,8 mg/cm² de superfície do saco de incubação. Altas relações podem deixar a 

amostra muito compactada no micro-ambiente interno do saco e restringir o fluxo de fluido 

ruminal e o contato deste com as partículas de amostra, reduzindo a taxa de degradação 

(Nocek, 1988). Embora a fração indegradável seja característica do alimento (Detmann et al., 

2008), a redução da taxa de degradação pode ampliar o tempo necessário para que esta fração 

seja estimada adequadamente (Valente et al., 2010b). Por outro lado, relações baixas podem 

propiciar resíduos pequenos que comprometem a quantificação do material não degradado. 

Adiciona-se o fato de que as diferenças nas relações entre laboratórios podem ter contribuído 

para a baixa reprodutibilidade dos resultados (Tabela 5). 

 Em dois dos laboratórios não procede à limpeza dos sacos pré incubação (Tabela 6), o 

que pode ser problemático caso os mesmos apresentem impurezas, as quais podem distorcer o 

valor da tara. Os processos de limpeza dos sacos e de secagem dos mesmos para obtenção das 

taras são extremamente variáveis e nenhum padrão pôde ser estabelecido. Isto indica a 

necessidade premente de padronização de métodos, pois esta variação pode efetivamente 

reduzir a reprodutibilidade dos resultados. 

 O tempo de incubação constitui característica crítica para a estimação de resíduos 

indegradáveis (Casali et al., 2008; Valente et al., 2011b). Considerando-se sacos 

confeccionados com o tecido F57, ao menos 288 horas são necessárias (Valente et al., 2011b). 

Contudo, somente um dos laboratórios utilizou valor similar a este. Dois laboratórios 

utilizaram 264 horas, o qual constitui tempo suficiente para estimação seqüencial de FDNi e 

FDAi utilizando-se sacos confeccionados com tecido não-tecido (TNT; Casali et al., 2008). 

Um dos laboratórios utilizou tempo equivalente ao necessário para avaliação de FDNi em 

sacos de TNT (240 horas; Casali et al., 2008). Nos demais laboratórios verificou-se tempo 

extremamente curto ou não identificável (Tabela 6). 

 Como ressaltado anteriormente, a fração indegradável constitui característica 

intrínseca ao alimento; contudo, variações na taxa de degradação pode afetar o tempo 

necessário para que esta fração seja estimada adequadamente. A taxa de degradação ruminal 

pode ser afetada pela dieta basal do animal, a qual se mostrou altamente variável entre 

laboratórios, podendo ter contribuído para redução da reprodutibilidade (Tabela 6). 
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Tabela 6 - Características gerais dos procedimentos de avaliação de FDNi e FDAi de acordo com os diferentes laboratórios 
 Características de pré-incubação e de incubação¹ 
     PSOT   

Laboratório MA RMASE LSN PLSN EVF ENV TI DA 
1 1,0 27,8 S DE, ADQ, AC 60/16 105/1 288 P + C 
2 0,8 22,2 N - - 105/1 144 SM + C 
3 1,0 27,8 S DE, ADQ 65/2 - NI² CN +C 
4 0,7 19,4 S ADQ, AC 65/24 105/0,5 264 NI² 
5 0,5 13,9 N - - 105/1 264 P 
6 0,45 12,5 S ATA, ADA - 105/12 240 P + C 
 Características pós-incubação³ 
     PSPE 

Laboratório LPR EED BED PLPE EVF ENV 
1 AAC AFA 100/1 ADQ, AC 60/16 105/1 
2 AAC AFA 105/1 ADQ, AC 60/16 105/1 
3 NI² AFA 100/1 ADQ, AC - 105/4 
4 AAC AC 120/1 ADQ, AC 65/24 105/0,5 
5 AAC AFA 100/1,25 ATQ, ADQ, AC - 105/16 
6 AAC AC 100/1 ADQ, AC - 105/12 

¹ MA, massa de amostra (g de amostra seca ao ar); RMASE, relação massa de amostra por superfície específica do saco (mg/cm²; assumiu-se superfície específica de 36 cm²); 
LSN, procedimento de limpeza de sacos novos (S, sim; N, não); PLSN, procedimentos de limpeza dos sacos novos descritos seqüencialmente (DE, detergente neutro em 
ebulição; ADQ, água destilada quente; AC, acetona; ATA, água não destilada em temperatura ambiente; ADA, água destilada em temperatura ambiente); PSOT, 
procedimentos de secagem para obtenção das taras (ºC/h; EVF, estufa com ventilação forçada; ENV, estufa não ventilada); TI, tempo de incubação (h); DA, dieta do animal 
(P, pasto; C, concentrado; SM, silagem de milho; CN, cana-de-açúcar). ² NI, característica não identificada. ³ LPR, limpeza dos sacos após retirado do rúmen (AAC, água 
corrente até o clareamento); EED, equipamento usado para extração com detergente (AFA, analisador de fibras Ankom; AC, autoclave); BED, binômio do processo de 
extração com detergente (ºC/h); PLPE, procedimentos de limpeza dos sacos pós extração descritos seqüencialmente (ADQ, água destilada quente; AC, acetona; ATQ, água 
não destilada quente); PSPE, procedimento de secagem pós extração com detergente (ºC/h; EVF, estufa ventilada; ENV, estufa não ventilada). 
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 Em todos os laboratórios a extração com detergente foi realizada em 

equipamento com ambiente pressurizado, o que é recomendado em termos de análise de 

compostos fibrosos utilizando-se sacos como recipientes (Gomes et al., 2011). Contudo, 

o binômio sugerido para este tipo de extração (105º/1 hora; Pell & Scofield, 1993) 

somente foi utilizado em dois laboratórios (Tabela 6). 

 De forma similar aos procedimentos pré-incubação, os processos de limpeza dos 

sacos e de secagem dos mesmos pós-extração com detergentes foram extremamente 

variáveis, o que pode ter contribuído para a baixa reprodutibilidade e reforçando mais 

uma vez a necessidade de padronização de métodos. 

 

Conclusão 

 

 Os teores de fibra em detergente neutro indigestível e de fibra em detergente 

ácido indigestível obtidos por procedimento in situ pelos laboratórios participantes deste 

estudo são dependentes do efeito de interação do material avaliado e do laboratório e 

apresentam baixa reprodutibilidade, possível reflexo das diferenças entre os métodos 

praticados por cada laboratório. 
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ANEXO 

 

Formulários para avaliação das características gerais dos 

procedimentos de análise adotados por cada laboratório 

 

MATÉRIA SECA 

 

01. Qual a quantidade aproximada (g) de amostra seca ao ar (ASA) utilizada nas 
avaliações? 
 
02. Qual a temperatura média da estufa durante as avaliações? 
 
03. Qual o tempo médio de permanência das amostras na estufa? 
 
04. Qual o recipiente utilizado para manejo das amostras na estufa? 
(  ) Pesa-filtro 
(  ) Cadinho de Porcelana 
(  ) Outro. Especificar: 
 
05. O recipiente utilizado possui tampa? 
(  ) Sim 
(  ) Não 
 
06. A tampa é utilizada? 
(  ) Sim 
(  ) Não 
 
07. Se a resposta anterior for positiva, descreva o manejo da tampa durante as 
avaliações (momento em que é fechada, etc) 
 
08. Qual a dimensão do recipiente (mm)? (diâmetro da boca, altura) 
 
09. Como se dá o procedimento de obtenção das taras do recipiente? (limpeza, secagem, 
etc...) 
 
10. Utiliza dessecador? 
(  ) Sim. 
(  ) Não (pesagem quente) 
(  ) Utilizo outro procedimento (especificar) 
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11. Se utiliza pesagem a quente, descreva detalhadamente todos os procedimentos. 
 
12. No caso de pesagem quente, a balança possui mecanismo de tara ótica ou outro 
mecanismo de compensação para o calor? 
 
13. Se utiliza dessecador, descreva detalhadamente seu manejo (principalmente o 
manejo da tampa durante a pesagem e durante a retirado do material da estufa). 
 
14. Se utiliza dessecador, qual modelo é mais comumente utilizado? 
 
15. Qual dessecante utiliza? 
(  ) Sílica Gel 
(  ) P2O5 
(  ) Outro (especificar). 
 
16. Quantas casas decimais possui a balança utilizada? 
 
17. A balança é acondicionada em sala refrigerada ou é mantida próximo ao local de 
execução da pesagem? 
 
18. Qual o tempo médio decorrido entre o ato de ligar a balança e a pesagem? 
 
19. A balança é regularmente aferida por agente credenciado pelo INMETRO? 
 
20. A balança possui capela (a cobertura de acrílico ou vidro sobre o prato de pesagem)? 
 
21. Caso a resposta anterior seja afirmativa, como é o manejo das portas da balança 
durante a pesagem? 
 
22. Durante a pesagem das amostras, como se obtém a tara? 
(  ) Tara-se a balança sem o recipiente, obtém-se o peso do recipiente e em seguida o 
peso do recipiente em conjunto com a amostra. 
(  ) Tara-se a balança sem o recipiente, obtém-se o peso do recipiente, procede-se à nova 
tara com o recipiente e obtém-se o peso da amostra. 
(  ) Outro. Especificar. 
 
23. Em média, quantos recipientes (com ou sem amostra) são manejados durante e 
pesagem dentro do dessecador? 
 
24. Faça uma descrição completa do manuseio laboratorial, se possível incluindo 
detalhes não abordados nas perguntas anteriores. 
 

FIBRA EM DETERGENTE NEUTRO 

 

01. Qual a quantidade aproximada (g) de amostra seca ao ar (ASA) utilizada nas 
avaliações? 
 
02. Há limpeza prévia dos sacos antes de serem utilizados? 
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(  ) Sim 
(  ) Não 
 
03. Em caso de resposta positiva, descreva detalhadamente os procedimentos de 
limpeza. 
 
04. Qual α-amilase termoestável é utilizada nas análises (marca comercial e 
nomenclatura técnica). 
 
05. Descreva detalhadamente o procedimento de uso da α-amilase termoestável durante 
as análises. 
 
06. Qual a quantidade de α-amilase termoestável adicionada por amostra? 
 
07. Utiliza-se uréia? Se sim, descreva sua utilização nos procedimentos. 
 
08. Qual a temperatura e o tempo de extração utilizados? 
 
09. Há aquecimento prévio do detergente antes de ser introduzido no aparelho ou o 
detergente é introduzido à temperatura ambiente? 
 
10. Descreva detalhadamente os procedimentos de lavagem dos sacos após o término da 
extração. 
 
11. Com relação à lavagem dos sacos, indique as opções abaixo 
 
-Água utilizada na lavagem: 
(  ) Somente destilada 
(  ) Somente não-destilada (“água de torneira”) 
(  ) De ambos os tipos 
 
(  ) Somente água quente (“hotest water”) 
(  ) Somente água a temperatura ambiente 
(  ) De ambos os tipos 
 
12. Qual o ponto que determina o final da lavagem com água 
(  ) Confirmação de que o excesso de detergente foi retirado 
(  ) Número fixo de lavagens para todas as amostras 
 
13. Qual a quantidade de acetona utilizada por amostra? 
 
14. Qual o procedimento de secagem dos sacos após o término da lavagem (tempo, 
temperatura, número de etapas, etc). 
 
15. Utiliza-se dessecador para pesagem? 
 
16. Em caso de resposta positiva, especifique detalhadamente seu manejo (tempo de 
resfriamento, número médio de sacos manejados por vez, etc). 
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17. O mesmo procedimento de secagem e pesagem é aplicado para obtenção das taras 
(sacos novos)? 
 
18. Durante a pesagem das amostras, como se obtém a tara? 
(  ) Tara-se a balança sem o recipiente, obtém-se o peso do saco e em seguida o peso do 
saco em conjunto com a amostra. 
(  ) Tara-se a balança sem o saco, obtém-se o peso do saco, procede-se à nova tara com 
o saco e obtém-se o peso da amostra. 
(  ) Tara-se a balança sem o saco, obtém-se o peso do saco. Este procedimento é 
repetido para todos os sacos, sendo as amostras pesadas posteriormente. 
(  ) Outro (especificar). 
 
19. Utiliza sulfito de sódio? 
(  ) Sim 
(  ) Não 
 
20. Em caso de resposta positiva em 19, esclareça os motivos que embasam o uso de 
sulfito de sódio. 
 
21. Descreva a formulação completa do detergente neutro utilizado. 
 
22. Faça uma descrição completa do manuseio laboratorial, se possível incluindo 
detalhes não abordados nas perguntas anteriores. 
 

PROTEÍNA BRUTA 

 

01. Qual a quantidade aproximada (mg) de amostra seca ao ar (ASA) utilizada nas 
avaliações? 
 
02. Qual o tipo de procedimento utilizado? 
(  ) Macro 
(  ) Micro 
 
03. Qual a quantidade de ácido adicionado sobre a amostra? 
 
04. Qual tipo de ácido sulfúrico é utilizado? 
(  ) Técnico 
(  ) PA 
 
05. Qual o sal utilizado na mistura digestora? 
(  ) Sulfato de sódio 
(  ) Sulfato de potássio 
(  ) Outro. Especificar 
 
06. Qual o catalizador metálico utilizado? 
(  ) Cobre 
(  ) Selênio 
(  ) Mercúrio 
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(  ) Outro. Especificar. 
 
07. Qual a composição da mistura digestora? 
 
08. Qual a quantidade de mistura digestora adicionada sobre cada amostra? 
 
09. Qual a temperatura de digestão utilizada? 
 
10. Utiliza aquecimento gradativo para atingir a temperatura de digestão? 
 
11. Qual o critério adotado para identificar o ponto final de digestão? 
 
12. Qual base é utilizada na destilação? 
(  ) Hidróxido de sódio 
(  ) Hidróxido de potássio 
(  ) Outro. Especificar 
 
13. Qual a relação base:água utilizada na preparação da solução básica? 
 
14. Qual a quantidade de solução básica adicionada sobre a amostra na destilação? 
 
15. Qual o ponto que define o final da destilação? 
 
16. Qual a formulação da solução de ácido bórico utilizada (concentração do ácido, 
volume de indicadores, etc)? 
 
17. Qual a quantidade de solução de ácido bórico utilizada para cada amostra? 
 
18. Utiliza branco a partir do processo de digestão ou somente a partir do processo de 
destilação? 
 
19. Descreva detalhadamente o uso do branco nos procedimentos. 
 
20. Qual a freqüência de produção de brancos? 
(  ) A cada bateria de digestão 
(  ) Uma vez ao dia 
(  ) A cada vez que um novo ácido clorídrico é produzido 
(  ) Média histórica do laboratório 
(  ) Outro. Especificar. 
 
21. Existe aferição do ácido clorídrico regularmente? 
 
22. Descreva detalhadamente os processos de preparo do ácido clorídrico e da solução 
aferidora (Na2CO3). 
 
23. Qual indicador é utilizado para aferição do ácido clorídrico. 
 
24. Qual o critério adotado para identificação do ponto final de titulação? 
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25. Inclua em anexo os dados utilizados para aferição do ácido clorídrico utilizado na 
avaliação das amostras do INCT. 
 
26. Faça uma descrição completa do manuseio laboratorial, se possível incluindo 
detalhes não abordados nas perguntas anteriores. 
 

EXTRATO ETÉREO 

 

01. Qual a quantidade aproximada (g) de amostra seca ao ar (ASA) utilizada nas 
avaliações? 
 
02. Qual o tipo de papel de filtro utilizado para confecção dos cartuchos? 
 
03. Qual o solvente utilizado? 
(  ) Éter de petróleo 
(  ) Éter etílico 
(  ) Outro. Especificar. 
 
04. Qual a marca e o modelo do equipamento utilizado? 
 
05. Qual a temperatura de extração? 
 
06. O procedimento de extração é feito: 
(  ) Somente por gotejamento do solvente sobre o cartucho 
(  ) Utiliza-se período de submersão da amostra no solvente antes do gotejamento 
 
07. Se há submersão, qual o tempo utilizado? 
 
08. Qual o tempo total de extração (separe entre submersão e gotejamento)? 
 
09. Qual a taxa de gotejamento média do equipamento (gotas/segundo)? 
 
10. Como é dada a quantificação do total de gordura (EE) extraída? 
(  ) Pesagem do cartucho 
(  ) Pesagem do copo de extração 
 
11. Considerando-se sua resposta no item anterior, descreva com detalhes como são 
realizados os procedimentos de quantificação, incluindo tipo de estufa, tempo de 
secagem, uso de dessecador, procedimento de tara do papel (para o caso de pesagem do 
cartucho), etc. 
 
12. Utiliza hidrólise ácida ou solvente acidificado para avaliação de algum tipo de 
amostra? 
 
13. Caso sua resposta em (12) seja afirmativa, descreva detalhadamente quando utiliza e 
como são os procedimentos. Obs: esta é uma questão informativa. Nas amostras do 
INCT-CA tais procedimentos não devem ser realizados. 
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14. Faça uma descrição completa do manuseio laboratorial, se possível incluindo 
detalhes não abordados nas perguntas anteriores. 
 

MATÉRIA MINERAL 

 

01. Qual a quantidade aproximada (g) de amostra seca o ar (ASA) utilizada nas 
avaliações?   
 
02. Qual a temperatura média da mufla durante as avaliações? 
 
03. Utiliza critério de tempo fixo para queima ou varia o tempo até obtenção de peso 
constante? 
 
04. Se utiliza tempo fixo, qual o tempo médio de permanência das amostras na mufla 
após atingida a temperatura de queima? 
 
05. Se utiliza tempo variável, descreva detalhadamente o procedimento. 
 
06. Qual o recipiente utilizado para manejo das amostras na estufa? 
(  ) Cadinho de Porcelana 
(  ) Outro. Especificar. 
 
07. Qual a dimensão do recipiente (mm)? (diâmetro da boca, altura) 
 
08. Como se dá o procedimento de obtenção das taras do recipiente? (limpeza, secagem, 
etc) 
 
09. Como se dá o procedimento de resfriamento da mufla contendo as amostras após 
término do processo de queima:  
(  ) A mufla resfria fechada 
(  ) A mufla resfria totalmente aberta 
(  ) Outro. Especificar. 
 
10. Qual a faixa de temperatura de retirada das amostras da mufla? 
 
11. O material após a queima e resfriamento na mufla é diretamente avaliado quanto ao 
peso ou é mantido em estufa? 
 
12. Utiliza dessecador? 
(  ) Sim 
(  ) Não. Utilizo pesagem a quente. 
(  ) Utilizo outro procedimento. Especificar. 
 
13. Se utiliza pesagem a quente, descreva detalhadamente todos os procedimentos. 
 
14. No caso de pesagem quente, a balança possui mecanismo de tara ótica ou outro 
mecanismo de compensação par o calor?  
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15. Se utiliza dessecador, descreva detalhadamente seu manejo (principalmente o 
manejo da tampa durante a pesagem e durante a retirada do material da estufa).  
 
16. Se utiliza dessecador, qual o modelo é mais comumente utilizado?  
 
17. Qual dessecante utiliza? 
(  ) Sílica gel 
(  ) P2O5  

(  ) Outro. Especificar. 
 
18. Quantas casas decimais possuem a balança utilizada?  
 
19. A balança é condicionada em sala climatizada ou é mantida próximo ao local de 
execução da pesagem?  
 
20. Qual o tempo médio decorrido entre o ato de ligar a balança e a pesagem?  
 
21. Durante a pesagem das amostras, como se obtém a tara?  
(  ) Tara-se a balança sem o recipiente, obtém-se o peso do recipiente e em seguida o 
peso do recipiente em conjunto com a amostra. 
(  ) Tara-se a balança sem o recipiente, obtém-se o peso do recipiente, procede-se à nova 
tara como o recipiente e obtém-se o peso da amostra. 
(  ) Outro. Especificar. 
 
22. Em média, quantos recipientes (com ou sem amostras) são manejados durante 
pesagem dentro do dessecador?  
 
23. Qual composto auxiliar utiliza para acelerar a eliminação da matéria orgânica: 
(  ) Peróxido de hidrogênio 
(  ) Ácido nítrico 
(  ) Outro. Especificar. 
(  ) Não utilizo 
 
24. Em caso de resposta afirmativa em 24, descreva a utilização do composto auxiliar. 
 
25. Faça uma descrição completa do manuseio laboratorial, se possível incluindo 
detalhes não abordados nas perguntas anteriores. 
 

FDNi e FDAi 

 

1. Qual a quantidade aproximada (g) de amostra seca ao ar (ASA) utilizada nas 
avaliações? 
 
2. Há limpeza prévia dos sacos antes de serem utilizados? 
(  ) Sim 
(  ) Não 
 
3. Em caso de resposta positiva, descreva detalhadamente os procedimentos de limpeza. 
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4. Descreva detalhadamente o procedimento de obtenção das taras dos sacos. 
 
5. Utiliza-se dessecador para obtenção das taras? 
 
6. Descreva detalhadamente o processo de pesagem das amostras e seu 
acondicionamento nos sacos. 
 
7. Descreva detalhadamente o animal, seu manejo e dieta. 
 
8. Qual tempo de incubação utilizado (horas)? 
 
9. Descreva com detalhes o procedimento de retirada dos sacos e sua limpeza prévia, 
incluindo o fator utilizado para identificação do final do processo de lavagem dos sacos. 
 
10. Qual equipamento utilizou para extração com detergente: 
(  ) Ankom 
(  ) Tecnal ou similar nacional 
(  ) Autoclave 
(  ) Outro. Especificar. 
 
11. Qual temperatura e tempo de extração utilizado? 
 
12. Descreva detalhadamente os procedimentos de lavagem dos sacos após o término da 
extração. 
 
13. Com relação à lavagem dos sacos, indique as opções abaixo: 
Água utilizada na lavagem: 
(  ) Somente destilada 
(  ) Somente não destilada (água de torneira) 
(  ) De ambos os tipos 
 
(  ) Somente água quente 
(  ) Somente água fria 
(  ) De ambos os tipos 
 
14. Qual o ponto que determina o final da lavagem com água 
(  ) Confirmação que o excesso de detergente foi retirado 
(  ) Número fixo de lavagens para todas as amostras 
 
15. Qual a quantidade de acetona utilizada por amostra? 
 
16. Qual o procedimento de secagem dos sacos após o término da lavagem (tempo, 
temperatura, número de etapas, etc). 
 
17. Utiliza-se dessecador para pesagem? 
 
18. Em caso de resposta positiva, especifique detalhadamente seu manejo (tempo de 
resfriamento, etc). 
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19. Durante a pesagem das amostras, como se obtém a tara? 
(  ) Tara-se a balança sem o recipiente, obtém-se o peso do saco e em seguida o peso do 
saco em conjunto com amostra 
(  ) Tara-se a balança sem o saco, obtém-se o peso do saco, procede-se a nova tara com 
o saco e obtém o peso da amostra. 
(  ) Tara-se a balança sem o saco, obtém-se o peso do saco. Este procedimento é 
repetido para todos os sacos, sendo as amostras pesadas posteriormente. 
(  ) Outro. Especificar. 
 
20. Descreva a formulação completa dos detergentes utilizados. 
 
21. Faça uma descrição completa do manuseio laboratorial, se possível incluindo 
detalhes não abordados nas perguntas anteriores.  
 
 




