FracOes de fibra em aveia e sua aplicagdo em programas
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Resumo — O objetivo deste trabalho foi determinar fragdes de fibra em gendtipos de aveia e avaliar o potencial do
NIRS, utilizando gréos inteiros e moidos. Graos descascados, inteiros e moidos, dos genétipos UFRGS 7,
UFRGS 14, UFRGS 17 e de 99 linhagens recombinantes F,, de UFRGS 7 x UFRGS 17, foram analisados quanto aos
teores de fibras total, soltvel e insolGvel, pelo método enzimatico gravimétrico. Amostras de graos, descascados
inteiros e graos moidos, foram também analisadas pelo NIRS. Os resultados indicaram que a utilizagdo do NIRS,
para avaliacdo do teor de fibras a partir de graos inteiros, é eficaz e pode ser empregada na selecéo desse carater
emaveia.

Termos para indexagdo: Avena sativa, NIRS, variabilidade genética.

Oat fiber fractions and their application in breeding programs

Abstract — The objective of this work was to determine fiber fraction in oat genotypes and to evaluate the use of
NIRS with whole and ground groats. Whole oat groats of UFRGS 7, UFRGS 14 and UFRGS 17 and 99 F,
recombinant inbred lines from UFRGS 7 x UFRGS 17, were analyzed for total fiber, soluble fiber and insoluble fiber
contents, by gravimetric-enzymatic method. Samples of whole and ground groats, were also analyzed by NIRS.
The results showed that the NIRS method was efficient to determine fiber content using whole grain, and it is

possible to use it for selection in oat.

Index terms: Avena sativa, NIRS, genetic variability.

Introducéo

Estudos relacionados ao consumo de fibras e seus
efeitos metabolicos e fisioldgicos sobre o organismo
humano tém sido crescentes nas ultimas décadas. Defi-
nida como a fragdo da dieta resistente a digestao pelas
enzimas do trato gastrintestinal de mamiferos, a fibra
alimentar apresenta-se insollvel e soltvel em agua
(White, 2000). A fibra insoltvel se refere a quantidade
de lignina, celulose e algumas hemiceluloses insoluveis,
ao passo que a fibra solvel se refere as substancias
pécticas e hemiceluloses solUveis, predominantemente
(Lee & Prosky, 1995; White, 2000).

Ingredientes ricos em fibra tém sido pesquisados para
melhorar a qualidade nutricional e funcional das dietas.
Um desses ingredientes é a aveia cuja fibra se encontra
principalmente em tecidos externos dos gréos, tendo

fungdo estrutural e de protecdo. Esses tecidos contém
mais de 70% do total da fibra alimentar, enquanto o
endosperma apresenta quantidades relativamente
pequenas (Gutkoski & Trombetta, 1998). As beta-glicanas
soltveis, por constituirem aproximadamente 85% da
fracdo sollvel da aveia, sdo intensamente estudadas neste
cereal (White, 2000). O desenvolvimento de gendtipos
com maior teor de fibras soltveis € um alvo importante a
ser alcancado pelos melhoristas, no entanto sdo
necessarios métodos de avaliagdo que possam facilitar a
selecdo dessas caracteristicas.

De acordo com a Resolugéo n® 40, de 21 de marco
de 2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(Brasil, 2001), a informag&o nutricional de produtos
industrializados como flocos e cereais matinais, entre
outros, é obrigatdria no rétulo de produtos industrializados
e deve incluir o teor de fibra alimentar presente. Este é
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outro motivo que justifica o desenvolvimento de
metodologias que facilitem a analise desse componente
de qualidade.

No Brasil, um dos métodos utilizados na determinagdo
da fibra alimentar é o enzimatico-gravimétrico,
reconhecido pela AOAC (Association of Official
Analytical Chemists, 1995). Contudo, a implementagéo
desta analise € complexa, uma vez que sua aplicacdo
consome muito tempo, é de custo elevado, devido a
utilizacdo de enzimas, além de exigir mao-de-obra.

A técnica de espectroscopia de reflectancia no
infravermelho préoximo (NIRS, Near-Infrared
Reflectance Spectroscopy) vem sendo utilizada para
medir constituintes de diferentes vegetais de forma
rapida e precisa. No passado, o NIRS foi usado com
sucesso na determinacgdo de proteina, gordura e fibra
de varios produtos e espécies vegetais (Kays et al.,
1996). Embora o NIRS tenha amplitude para detectar
espécies e constituintes quimicos, pouco tem sido
estudado quanto a utilizacdo dessa técnica para
determinacdo de fibra alimentar, pela dificuldade na
obtencdo de dados fisico-quimicos, fundamentais para
0 desenvolvimento de curvas de predicdo. Esta
dificuldade tem sido descrita também por outros autores
(Hicks et al., 2002).

O objetivo deste trabalho foi determinar as fracGes
de fibras em linhas recombinantes de uma populacéo de
aveia, e avaliar o potencial do NIRS para determinacao
de fibras, utilizando gréos inteiros e moidos.

Material e Métodos

Amostras de grdos de 99 linhagens F7, oriundas do
cruzamento de UFRGS 7 e UFRGS 17, bem como de
repetices dos genitores, cultivadas no inverno de 2001,
na Estacdo Experimental, da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGS), em Eldorado do Sul, foram
descascadas e escolhidas manualmente, eliminando-se
0s graos quebrados e parcialmente descascados. Essas
amostras foram divididas em duas partes, sendo uma
delas moida a granulometria de 0,35-0,5 mm, em moinho
Tecator, modelo Knifetec 1095, por 50 segundos. Da
fracdo moida, uma porcéo foi usada para a analise do
teor de fibra alimentar pelo método enzimatico-
gravimétrico e serviu como referéncia para calibracéo.
Outra porcdo moida foi usada para analise de fibra
alimentar pelo NIRS. Parte da amostra de gréos
descascados e nao moidos (inteiros) também foi utilizada
para anélise no NIRS. Assim, duas curvas de calibragdo
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foram obtidas nesse equipamento, uma com dados de
grdos inteiros e outra de grdos moidos. Para a equagédo
de calibracéo, foi utilizada a analise dos componentes
principais (PLS), e os outliers foram descartados.

Na determinacdo de fibra total, soltvel e insollvel,
foi utilizado 0 método enzimatico-gravimétrico descrito
por Prosky et al. (1992). A base de determinacéo
dessas fragdes consiste em submeter a amostra moida
(0,5-0,35 mm) a digestdo enzimatica com amilase,
protease e amiloglicosidase. As enzimas utilizadas foram
cedidas pela Novozymes do Brasil Ltda. Depois do
tratamento enzimatico, o residuo resultante foi filtrado
imediatamente, para obtengdo de fibra insoluvel, ou
sofreu precipitacdo etandlica, para determinacao de fibra
total. A fibra sollvel é obtida pela diferenca das duas
fracbes. Em cada residuo, foram realizadas
determinagOes de proteina e cinzas, para a obtengédo
dos valores corrigidos de cada fracdo de fibra avaliada.
As amostras foram analisadas em duplicata e, além disso,
também foram conduzidas provas em branco.

Em béquer de 400 mL, 1 g daamostra moida foi pesado
e anotada a pesagem, em quatro repeticGes. Em cada
béquer, foram adicionados 50 mL de tampdo fosfato pH 6,0
e 100 pL de alfa-amilase termoestavel (Termamyl 120-L).
Os recipientes foram tampados com papel-aluminio e
levados a banho-maria a 100°C com agitagéo, por meia
hora. Ap6s resfriamento e correcao do pH para 7,5, as
amostras foram incubadas a 60°C, com protease (alcalase),
por 30 minutos, sob agitacdo. Por Gltimo, o pH das amostras
foi corrigido para 4,5, adicionado 300 uL da enzima
amiloglicosidase (AMG 200L) e levadas a banho-maria,
sob agitacao, por 30 minutos. Depois desse periodo, duas
das amostras foram usadas para fibra total (FT) e duas
para fibra insoltvel (FI).

As duas amostras para determinacdo de fibra total
foram tratadas com 280 mL de etanol 95%, previamente
aquecido a 60°C, por uma hora, para precipitar a fibra
soltvel. Decorrido o tempo, o material foi filtrado em
cadinho contendo 1 g de la de vidro, pesado
anteriormente. O residuo presente no cadinho filtrante
foi lavado com etanol a 78% (trés vezes), etanol a 95%
(duas vezes) e acetona (duas vezes).

Na determinacdo da fibra insoluvel, depois da
incubacdo com a ultima enzima (AMG), as amostras
foram imediatamente filtradas e lavadas com 60 mL de
agua destilada, etanol a 95% e por Gltimo com acetona.
Depois da lavagem, todas as repetigdes foram deixadas
por uma noite na estufa a 105°C, e pesadas no dia
seguinte.
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Imediatamente depois do tratamento enzimaético, o
residuo resultante foi filtrado, para obtengdo de fibra
insolGvel, ou sofreu precipitacdo etandlica, para
determinacdo de fibra total. Em seguida as amostras
foram filtradas e lavadas com alcool e acetona. Depois
da lavagem todas as repeticdes foram deixadas por uma
noite na estufa a 105°C, e pesadas no dia seguinte.

Das duplicatas, uma foi utilizada para determinacgéo
do teor de proteina pelo método micro Kjeldahl (Tedesco
et al., 1985) e a outra para determinacéo do teor de cinzas
(mufla a 525°C por cinco horas). Essas determinagdes
foram utilizadas para corrigir os valores de cada fracdo
de fibraavaliada. A fibra soltvel foi obtida pela diferenca
das duas fracdes. O peso seco foi calculado pela
diferenca da amostra imida e amostra seca a 105°C
por 24 horas. A porcentagem de fibra total (FT)
presente na amostra (expressa em porcentagem do
peso seco) foi obtida por meio da férmula:
FT = (residuo de digestdo - cinzas - proteina - branco)/
peso seco da amostra, em que: residuo de digestdo é o
peso médio das duplicatas, e o branco é a FT
determinada na amostra em branco.

Para determinacéo das fracGes de fibra alimentar por
meio do NIRS, foram utilizados aproximadamente 5 g
de gréos inteiros descascados e de grdos moidos das
mesmas constituicbes genéticas. As leituras dos
espectros das amostras foram obtidas em aparelho da
NIRSystems, modelo 5000, digitalizadas, gravadas na
forma de log (1/R) e processadas pelo programa New
Infrasoft International software. Na calibracdo dos
dados, foi utilizada uma seleg&o de amostras obtidas por
meio do algoritmo select sample. A estatistica de
calibragdo incluiu erro-padréo de calibracdo (EPC) e
coeficiente de determinacdo (R?). Para validacéo, foi
utilizado o erro-padrdo de validagéo cruzada (EPVC) e
o coeficiente de determinacao (R?).

Resultados e Discussao

Os valores de média, desvio-padrdo, maximos e
minimos, obtidos na comparacao dos métodos de analise
pelo método enzimatico-gravimétrico e os preditos pelo
NIRS para fibra total, insoluvel e soluvel estdo descritos
na Tabela 1. As correlagdes entre os métodos de
avaliacdo indicam que os resultados obtidos por meio do
NIRS podem ser utilizados com boa precis&o.

A variabilidade no teor de fibra soltvel foi maior do
que em outras fracdes. Essa variabilidade pode ser
explorada na selecdo, porém, quanto a fibra soltvel, os
resultados da calibracéo foram inferiores aos obtidos na
fibra total e insoltvel. Tal fato pode ser devido a forma
indireta para determinacéo da fibra soltvel, obtida pela
diferenca entre as fragOes total e insolivel calculados
pelo método convencional.

O contetdo de fibra insoluvel e sollvel e suas
composi¢cdes em gendtipos de aveia apresentam
variabilidade que pode ser explorada no desenvolvimento
de gendtipos com teor e composicao de fibra desejada,
de acordo com sua finalidade (Manthey et al., 1999).
Teores de 9,28 a 13,86%, para fibra total, 4,87 a 10,07%,
para fibra insoluvel e 2,26 a 7,25%, para fibra soltvel,
foram encontrados em genotipos brasileiros de aveia
(Gutkoski & Trombetta, 1998). Dessa forma, a faixa
de variagdo dos valores para essas caracteristicas,
neste trabalho, esta de acordo com a observada em
gendtipos de aveia cultivados em ambientes do Sul
do Brasil, indicando a possibilidade de selecdo para
obtencdo de gendtipos superiores quanto aos teores
de fibras.

O erro-padréo de validacéo cruzada alcancado quanto
a fibra total foi 0,27%, nos grdos moidos, e 0,15% nos
grdos inteiros. Quanto a fibra insoldvel, o erro-padréo
de validagdo cruzada obtido foi de 0,33% para gréos

Tabela 1. NUmero de amostras (N), média das amostras, desvio-padrédo (DP), minimo e maximo, e correlacao (r) entre os valores
determinados pelo método enzimatico-gravimétrico e os preditos pelo NIRS usando gréos inteiros, para fibras total, insoltvel
e soltvel da populagdo UFRGS 7 x UFRGS 17 e seus progenitores.

Método N Média DP Minimo Maximo 1 (%)
Fibra total
Enzimatico -gravimétrico 72 8,74 1,5582 7,45 10,25 98.75
NIRS 72 8,74 1,5566 7,83 10,33 ’
Fibra insolavel
Enzimatico -gravimétrico 69 6,15 1,1627 5,21 7,20 95.09
NIRS 69 6,18 1,1243 5,28 7,03 ’
Fibra soluvel
Enzimatico -gravimétrico 68 2,58 0,6667 1,60 4,76 69.94
NIRS 68 2,55 0,6079 1,44 4,42 ’
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moidos e de 0,25% para gréos inteiros (Tabela 2). Tanto
em fibra total quanto em fibra insoltvel, o erro-padrdo
de validacdo cruzada (EPVC) foi menor quando
utilizados graos inteiros, o que indica que a calibracdo
de fibras, com essa forma fisica de amostra, pode ser
realizada satisfatoriamente. Wu & Shi (2004) também
alcancaram boas predi¢des quanto ao teor de amilose,
usando graos inteiros de arroz, o que indica que o NIRS
pode ser usado na determinagdo de caracteristicas de
qualidade quimica, como teores de fibras, sem
necessidade de moagem das amostras.

Poucos estudos tém sido realizados a fim de determinar
equacOes de calibracdo de fibras de alimentos usando
NIRS. Segundo Borges et al. (2001), as equacdes de
calibragOes para fibras normalmente ndo séo t&o boas
quanto as obtidas em outros constituintes, como, por
exemplo, proteina bruta. Este fato pode ser devido as
imprecisdes dos métodos de analises de fibras, e segundo
Cervantes-Martinez et al. (2002), boas curvas de
calibracdo para fibras requerem maior nimero de
amostras em relacdo ao necessario para proteina e 6leo.

As fragOes de fibras nos gréos sdo muito pequenas, 0
que contribui para que erros maiores sejam verificados
nas determinagdes laboratoriais. Além disso, a fragdo
soltvel da fibra sofre influéncias ambientais, logo o
conhecimento dessa interacdo pode ser fundamental ao
permitir que se minimize essas interagdes em campo e,
assim, melhorar a calibracédo para fibra soltvel.

Resultados de baixas predi¢Ges para fracdes de
gorduras, usando linhagens e hibridos de sorgo, foram
encontrados por Hicks et al. (2002), e atribuidos a
complexidade das caracteristicas estudadas e a baixa
variabilidade encontrada quanto a essas caracteristicas.
Estes fatores devem ser considerados em relacdo a fibras
e suas fracdes e podem ser validos também para os
resultados deste trabalho.

Tabela 2. NUmero de amostras (N), média das amostras, erro-
padréo de calibragdo (EPC), coeficiente de determinacéo (R?),
erro-padréo de validagdo cruzada (EPVC) e coeficiente de de-
terminacdo de validacéo (R?V) para fibra alimentar em grdos
de aveia moidos e inteiros.

Graos  Variaveis N Média EPC R? EPVC RV
Moidos

Fibra total 85 9,11 0,26 0,61 027 0,66

Fibra insolavel 82 6,29 0,32 0,42 0,33 0,54
Inteiros

Fibra total 85 8,98 0,14 0,82 0,15 0,92

Fibra insoluvel 82 6,33 0,25 0,57 0,25 0,71
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As correlagfes entre os resultados dos teores de
fibra total e de fibra insoltvel, determinados por ambos
0s métodos, para graos moidos e inteiros, estdo
representadas na Figura 1. Os coeficientes de
correlagdo alcancados demonstram a eficiéncia do
NIRS para predigdo das fracdes de fibra alimentar
(Tabela 1). Além disso, na Figura 1 verifica-se
auséncia de restricGes quanto a forma fisica da
amostra utilizada (grdos moidos x grdos inteiros), ou
seja, a moagem dos gréos pode ser dispensada, o que
aumenta a rapidez de estimativa dos valores de fibra
alimentar em grdos de aveia pelo NIRS.

A utilizacdo de gréos inteiros, ao invés de moidos,
poderia ser discutida, pois a reflectancia da luz sobre a
superficie da amostra poderia ndo refletir a composicao
do interior dos gréos. Além disso, o tamanho e a forma
dos gréos podem influenciar a predicéo dos resultados.
Considerando-se tais fatores, recomenda-se a moagem
fina das amostras para a analise no NIRS que utiliza o
sensor de reflectancia (Borges etal., 2001).
Os resultados, entretanto, contrariam essas afirmativas,
pois a calibracdo com graos inteiros apresentou maiores
correlagcdes do que as com grdos moidos (Tabela 2;
Figura 1). Umaexplicacdo pode ser a de que a utilizacéo
de aparelhos de varredura, com sistema de reticulas
hologréficas, como o aparelho NIRS, ndo tem as mesmas
limitacGes dos aparelhos de NIRS que usam, como
detectores, o sulfito de chumbo, e ndo consegue medir a
luz que incide sobre grdos mais espessos.

A utilizacdo de grdos intactos é mais eficaz para o
melhoramento genético, pois torna mais agil a selecéo,
permitindo que seja realizada mesmo quando néo se
dispde de grande quantidade de grdos, principalmente
guando se deseja selecionar em geracGes mais precoces.
Wu & Shi (2004) utilizaram gréos individuais de linhas
F, e variedades do grupo indica e japonica, sugerindo
que a selecdo precoce, quando se dispde de amostras
menores, pode ser feita com o NIRS.

Gendtipos com elevados teores de fibra soluvel
podem ser utilizados para controle de colesterol,
enquanto genotipos com maiores teores de fibra
insoltvel poderiam ser destinados a reducdo de
energia em dietas e para a prevencdo de
constipacdo. Quando o objetivo do melhoramento é
a alimentacdo animal, deve-se considerar que as
fragOes de fibra podem alterar o ganho de peso e a
conversdo alimentar de aves (Silva, 2002) e, nesse
caso, as proporc¢oes das fragcdes soltvel e insoltvel
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da fibra presente na dieta é que afetardo o
desempenho animal. Portanto, a partir do
conhecimento das fracdes da fibra nos diferentes
gendtipos, estes podem ser usados de forma
direcionada para finalidades especificas, tanto na
alimentacdo humana quanto animal. Sendo assim, o
desenvolvimento de genotipos, com teores
diferenciados de fibras, pode se constituir um novo
desafio para o melhoramento genético de aveia e um
avanco no melhoramento da qualidade deste cereal.

Grios moidos
y=0,1563 +0,9847x

Porcentagem de fibra total
Enziméatico-gravimétrico

9 10
Porcentagem de fibra — NIRS

Graos moidos
y=-1,741 + 1,294x o
R’ =0,42 - ¢

Porcentagem de fibra insoltvel
Enzimatico-gravimétrico

-
b .

58 60 62 64 66
Porcentagem de fibra insoluvel — NIRS

Métodos mais répidos e eficientes para viabilizar a
implementacdo da selecdo dessa caracteristica séo
fundamentais para o melhoramento de fibras se tornar
uma realidade. A utilizagdo de graos inteiros, sem
necessidade de moagem prévia, € uma importante
contribuigdo deste trabalho, que possibilita implementar
esta técnica com mais rapidez e menor custo.
Os resultados obtidos neste trabalho mostram a grande
aplicacdo do NIRS na determinacdo de fibras em
genotipos brasileiros de aveia.

Graos inteiros
y =0,9568 + 0,8913x F
101 R*=0,82

8 9 10
Porcentagem de fibra — NIRS

Graos inteiros
y =0,8249 + 0,8716x &
2] R =057

7
Porcentagem de fibra insolvel — NIRS

Figura 1. Porcentagem de fibras total e insoldvel (%), determinadas pelo método enzimatico-gravimétrico e predita
pelo NIRS, utilizando amostras de dados de graos moidos e de graos inteiros.
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Conclusdes

1. Existe variabilidade quanto ao carater fibra
alimentar, que pode ser explorada em programas de
melhoramento genético, entre cultivares brasileiras de
aveia e suas progénies F.

2. A utilizagdo do NIRS para predicéo do teor de fibras
em aveia a partir de gréos inteiros é eficaz, podendo ser
empregada com éxito na selecdo do carater.
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