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CAPITULO 1

Consideracoes iniciais



CONSIDERACOES INICIAIS

Producao organica

De acordo com o Codex Alimentarius (2007), sistemas organicos de produgao
sdo baseados em padrdes especificos e precisos de producdo que visam alcancar
agroecossistemas ideais, os quais sdo socialmente, ecologicamente e economicamente
sustentaveis. Ele define a agricultura organica como um sistema holistico de gestdo de
producdo, que promove e melhora a saide do agroecossistema, incluindo a
biodiversidade, os ciclos biologicos ¢ a atividade bioldgica do solo. Prioriza a adogdo de
praticas de manejo, em detrimento do uso de insumos externos, ou seja, a utilizagao,
sempre que possivel, de métodos culturais, bioldgicos e mecanicos, ao invés de
materiais sintéticos, para desempenhar qualquer fungao especifica dentro do sistema.

Baseada nessas diretrizes, a lei n® 10.831, estabelecida em 23 de dezembro de
2003 pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) considera
sistema organico de producdo agropecuaria todo aquele em que se adotam técnicas
especificas, mediante a otimizacdo do uso dos recursos naturais e socioecondomicos
disponiveis e o respeito a integridade cultural das comunidades rurais, tendo por
objetivo a sustentabilidade econdmica e ecologica, a maximizagdo dos beneficios
sociais, a minimiza¢do da dependéncia de energia ndo-renovavel, empregando, sempre
que possivel, métodos culturais, bioldgicos e mecanicos, em contraposi¢do ao uso de
materiais sintéticos, a eliminagdo do uso de organismos geneticamente modificados e
radiacdes ionizantes, em qualquer fase do processo de producdo, processamento,
armazenamento, distribui¢do e comercializagdo, e a protecdo do meio ambiente
(BRASIL, 2003).

A pecuéria orginica tem por premissa basica a manutencdo do bem-estar dos
animais, a qual, segundo Neves et al. (2005), deve permitir, em condi¢des de manejo
produtivo, que vivam livres de dor, sofrimento e anglstia, em um ambiente em que
possam expressar proximidade com o comportamento em seu habitat original,
compreendendo movimentagao, territorialidade, descanso e ritual reprodutivo. Os
mesmos autores afirmaram que o manejo deve eliminar fatores estressantes, além de

criar alternativas capazes de estimular os mecanismos naturais de defesa proprios do



organismo animal. Assim, a pecudria organica ndo se trata apenas da restri¢ao do uso de
medicamentos alopaticos e proibi¢cdo da aplicagdo de hormonios.

No Brasil, além da lei citada anteriormente, a qual trata da agricultura organica
em geral, existe o decreto n® 7.794, de 20 de agosto de 2012, que instituiu a Politica
Nacional de Agroecologia e Produgdo Organica (PNAPO), a qual objetiva integrar,
articular e adequar politicas, programas e agdes indutoras da pratica agroecoldgica e da
producdo organica (BRASIL, 2012). Outro importante dispositivo legal ¢ a Instrucdo
Normativa n° 46, de 06 de outubro de 2011, a qual estabelece o Regulamento Técnico
para os sistemas organicos de producdo animal e vegetal, bem como as listas de
substancias permitidas para uso nos mesmos (BRASIL, 2011).

A demanda por alimentos organicos vem crescendo, pois, segundo Portilho
(2008), consumidores de produtos organicos tém ciéncia da importancia de sua escolha
alimentar para a manuten¢ao da saiude pessoal e do “mundo”. Para Siderer et al. (2005),
a producdo organica representa uma importante ferramenta para solucionar
simultaneamente questdes ligadas a producdo de alimentos, meio ambiente, bem-estar
animal e desenvolvimento rural. Em outras palavras, estd evidente que a populagdo tem
dado cada vez mais atengdo tanto a qualidade do alimento ingerido, como as questoes

socioambientais e econdmicas envolvidas na producao deste alimento.

Leite organico

O leite ¢ um produto largamente consumido devido a sua grande importancia
nutricional, sobretudo a criangas, e versatilidade na fabricacao de derivados. Comerén e
Andreo (2000) afirmaram que a crescente preocupacdo mundial com a qualidade e
inocuidade dos alimentos impulsionou o aumento, em varios paises, do nimero de
propriedades rurais organicas, sendo que o leite e seus derivados figuram entre os
principais produtos de interesse comercial.

Sdo extremamente escassos os dados estatisticos oficiais da produgdo de leite
organico no Brasil. De acordo com Soares et al. (2011), a partir de dados preliminares
do levantamento realizado pelo Projeto “Sistemas Organicos de Produgao Animal”, da
Embrapa, foi estimada uma producdo de 6,8 milhdes de toneladas de leite organico no
Brasil em 2010. Isso representou apenas 0,02% da produgdo de leite convencional, que

foi de, aproximadamente, 30,7 bilhdes de toneladas no mesmo ano (IBGE, 2010).



Além de o manejo organico afetar positivamente a satde das vacas
(SAKOWSKI et al., 2012), a escolha do sistema de produgdo (organico e convencional)
e a sazonalidade alteram a composi¢ao quimica dos leites (FANTI et al., 2008). Em
contrapartida, Toledo et al. (2002), analisando leites crus organicos e convencionais
durante um ano, na Suécia, ndo encontraram diferencas significativas entre as
composi¢des médias dos produtos, concluindo, porém, que resultados diferentes
poderiam ser encontrados em outros paises ou regioes.

Pesquisas tém demonstrado diferencas na qualidade nutricional entre leites e
seus derivados produzidos em sistemas organico e convencional (PALUPI et al., 2012).
Ja foram relatados teores significativamente maiores de CLA (4cido linoleico
conjugado) presentes no leite organico ja processado, adquirido do comércio (FANTI et
al., 2008; BUTLER et al., 2011). Bergamo et al. (2003) avaliaram amostras de leite
organico e convencional de vaca e bufala na Italia e encontraram maiores concentragdes
de antioxidantes lipossoluveis (a-tocoferol e B-caroteno), acido a-linolénico, CLA e
acido trans-vacénico (TVA), que sugerem fortemente um maior valor nutricional da
fragdo lipidica dos leites organicos. Ellis et al. (2006) encontraram maior propor¢do de
acidos graxos poliinsaturados e 6mega 3, bem como uma melhor razdo ®6:®3 no leite
organico.

Butler et al. (2008), estudando a variacdo sazonal na concentracdo de acidos
graxos e antioxidantes lipossoliiveis dos leites produzidos em sistemas organicos e
convencionais (confinados e extensivos) concluiram que a composi¢ao ¢ a qualidade
nutricional do leite sdo afetadas pelo sistema de producdo por meio de mecanismos
provavelmente relacionados a frequéncia de pastejo, a sazonalidade da forrageira e a
composicao da dieta.

Um unico parametro de qualidade como, por exemplo, apenas o teor de acidos
graxos poliinsaturados, ndo necessariamente ¢ consequéncia das praticas inerentes a
producdo organica adotadas para obtencdo de alimentos de qualidade, podendo ser
apenas o reflexo de uma pratica agricola mais adequada (DE WIT, 2009).

Técnicas que permitam a diferenciagdo do leite organico do convencional sdo de
grande importancia para garantir ao consumidor uma procedéncia segura dos alimentos
que ingere. Capuano et al. (2013) sumarizaram técnicas laboratoriais potencialmente

capazes de distinguir alimentos organicos de nao-organicos, sendo que, para leites e



derivados, eles apresentam como ferramentas promissoras a andlise isotopica multi-
elementar, o teor de 4cido fitdnico, de acido a-linolénico e de outros acidos graxos
(CLA, dmega 3, trans-vacénico) e o perfil de triacilglicerol.

Para esses autores, ¢ muito improvavel que essa autenticagdo seja possivel pela
avaliagdo de um unico parametro e/ou por uma unica técnica analitica, sendo que, como
os padrdes para a produgdo organica ndo sao os mesmos no mundo todo, o sucesso das

analises empregadas depende de caracteristicas regionais da produgao.

Isétopos estaveis

Os isotopos sdo atomos do mesmo elemento, que diferem em numero de
néutrons, apresentando diferentes massas (KENNEDY e KROUSE, 1990). O termo
isotopo vem do grego ISO (mesmo ou igual) e TOPOS (lugar), referindo-se ao fato de
que ocupam o mesmo lugar na tabela periddica. A expressao estavel significa que tais
1s0topos ndo emitem radiagao.

O elemento quimico carbono, por exemplo, apresenta somente dois isotopos
estaveis, o '*C (massa atomica igual a 12) e o BC (massa atémica igual a 13), sendo o
primeiro o mais leve e mais abundante (98,8890 atomos %) na natureza e o segundo o
mais pesado, por possuir um néutron a mais em seu nucleo, e menos abundante (1,1110
atomos %) (PRESTON, 1992). As moléculas isotopicas '*CO, e CO, nio sio
diferenciadas pelas membranas bioldgicas de origem vegetal ou animal, fazendo do
carbono-13 um excelente tracador, extrapolando para os demais elementos. Para o
nitrogénio, seu isétopo leve e dominante é o '*N e seu is6topo pesado, utilizado como
marcador, € 0 I5N.

A medida relativa (enriquecimento isotopico relativo), expressa na terminologia
delta (9), ¢ calculada através da expressdao adimensional:

Tamostra — "padrio

S(amostra,padréo) =
Tpadrio

na qual, 7 é a razdo do is6topo pesado sobre o isétopo leve (*C/'2C, "N/"*N) da amostra
e do padrdo. Como esses valores numéricos sdo bem baixos, costuma-se multiplicar a
expressdo por 1000, obtendo-se a terminologia em delta per mil [6%o(amostra, padrio)]-

Esses padrdes isotdpicos sdo internacionais e foram escolhidos arbitrariamente,

sendo que para os isotopos estaveis do carbono, o padrio ¢ o V-PDB (Cretaceous



carbonate fossil Bellemnitella americana, da formagao Peedee do Sul da Carolina/EUA)
e para o nitrogénio, o padrdo aceito ¢ o ar atmosférico, o qual é considerado uma
mistura isotépica homogénea na superficie terrestre. Por serem padrdes, eles possuem
0% = 0% e o valor isotopico de uma amostra serd seu enriquecimento ou
empobrecimento no contetido do isétopo pesado, relativamente a esses padrdes, por isso
o termo ¢ enriquecimento isotopico relativo.

Em animais e, consequentemente, em alimentos de origem animal, as razdes
isotopicas sdo determinadas, principalmente, pela dieta (DENIRO e EPSTEIN, 1978,
1981). O sinal isotopico de carbono da dieta, resultado da proporg¢ao de plantas C; e Cy,
¢ rapidamente refletido no leite (METGES et al., 1990), de forma que as plantas Cy4
apresentam um maior contetdo relativo de '°C (O’LEARY, 1981).

Essa diferenca de valores entre plantas C; e C4 € causada por suas diferentes vias
fotossintéticas (rotas bioquimicas para produgdo de carboidratos), especialmente pelo
fracionamento enzimatico e difusdo que ocorrem na fase de fixagdo do CO, (BADECK
et al., 2005). O valor do enriquecimento relativo (8"C) de plantas Cj; varia entre -22 e
-34%o, enquanto para plantas C4, entre -9 e -16%o, sendo essa variagdo em funcdo da
espécie. (BOUTTON, 1996; VOGEL, 1993)

Diferentemente do carbono, o 8'°N das plantas varia conforme a maneira pela
qual absorvem nitrogénio. A maioria das leguminosas, por realizar simbiose com
micorrizas, ¢ capaz de fixar o nitrogénio atmosférico, fazendo com que seu 8'°N varie
ao redor de uma unidade, proximo ao valor do padrao (0,0 = 1,0%0) (WERNER e
SCHIMIDT, 2002). O 8"°N de plantas nio leguminosas depende, em grande parte, das
condi¢des de seu cultivo, da abundancia isotdpica do solo, da variagdo causada pela
adubagdo e da atmosfera (CHOI et al., 2003). Quando o nitrogénio ¢ absorvido de
matéria organica, o 8'"°N é mais significativo, ao redor de 5%o, assim, valores negativos
sdo observados em solos secos € arenosos, 0s quais possuem baixa proporcao de matéria
organica. Quando se adiciona esterco como fertilizante natural ao solo, o fracionamento
¢ alto, resultando em um 8'°N em torno de 10%o (SHIBUY A et al., 2006).

De acordo com Bateman e Kelly (2007), fertilizantes nitrogenados sintéticos
possuem valores de enriquecimento relativo de nitrogénio-15 significativamente mais
baixos (-6 a 6%0) que compostos organicos ¢ dejetos de animais (1 a 37%o). Isso se deve

ao fato da fonte de nitrogénio comumente utilizada pelas industrias para fabricaciao dos



fertilizantes sintéticos ser o N atmosférico (8'°N = 0%o), enquanto as excretas animais
serem altamente nitrogenadas.

Em pesquisas na Alemanha utilizando analises isotopicas e acidos graxos, foram
encontrados dois indicadores promissores para a distingdo entre amostras de leite
convencional e orgdnico: a razdo isotopica de carbono (8'°C) e o teor de é4cido a-
linolénico (C18:3w3) da fracdo lipidica (MOLKENTIN e GIESEMANN, 2007).
Molkentin (2009), em continuidade a esses estudos, observou que o leite organico
adquirido do varejo, durante um ano e meio, apresentou um 8'"*C sempre abaixo de -
26,5%o e teores de C18:3w3 sempre acima de 0,50%, possibilitando o uso combinado de
dois parametros independentes, ambos baseados nas diferentes composi¢des das dietas
das vacas leiteiras, para identificacdo do leite organico. O autor ressalta que tais valores
limiares foram determinados para os leites produzidos na Alemanha, logo, devem ser
checados para outros lugares e/ou condigdes diferentes desse pais. Esses valores
também foram aplicaveis para derivados lacteos (MOLKENTIN, 2013).

Camin et al. (2008) afirmaram que os niveis de fracionamento isotopico do °C
durante a sintese dos lipidios do leite diferem dos da caseina. Logo, determinagdes do
8'"°C na proteina e na gordura podem fornecer diferentes caminhos para a discriminagéo
entre o leite organico e o convencional, ja que esses autores encontraram correlagdao
significativa entre o 8'°C de ambas as fragdes do leite com a porcentagem de milho na
dieta dos animais. Em concordancia, Molkentin ¢ Giesemann (2010) afirmaram que a
determinacdo de um valor limite para o 8'°C da proteina e da gordura separadamente &
util para a autenticacdo do leite organico e deteccao de fraudes em produtos
processados.

Como adubos organicos geralmente tém um maior 8'°N que fertilizantes
artificiais, proibidos em sistemas organicos de producdo, a analise isotopica do
nitrogénio tem identificado com sucesso vegetais cultivados organicamente, sob
condi¢des controladas, pelos seus maiores valores de 8'°N (DEL AMOR et al., 2008;
FLORES et al., 2007; RAPISARDA et al, 2010). Apesar de uma ‘“assinatura”
especifica de nitrogénio da forragem poder refletir-se no leite de vaca (DENIRO e
EPSTEIN, 1981; KNOBBE et al., 2006), Molkentin ¢ Giesemann (2007) observaram

apenas uma tendéncia a valores mais altos de 8'°N no leite convencional e concluiram



que a identificagdo precisa do leite orgdnico ndo ¢ possivel somente por sua

mensuragao.

Antioxidantes

O processo respiratorio e diversas reagdes oxidativas, que ocorrem nas células
aerdbicas para produgdo de energia, levam a formacdo de radicais livres, que causam
danos ao organismo humano e contribuem para o aparecimento de doencas como
inflamacdes, tumores malignos, mal de Alzheimer e doencas cardiovasculares, bem
como aceleram o processo de envelhecimento (SIKORA et al., 2008). Os radicais livres
sdo moléculas instaveis, por possuirem nimero impar de elétrons, sendo necessario
adquirir elétrons para atingirem a estabilidade. Isso os leva a reagir com a maioria dos
compostos vizinhos, oxidando-os (SANCHEZ-MORENO, 2002).

Por isso, as células humanas dependem de certa capacidade antioxidante para
fornecer prote¢ao contra os efeitos prejudiciais de radicais livres e espécies reativas do
oxigénio, que sdo consequéncias inevitdveis da vida aerobica. Para alcancar uma
protecdo eficiente, os tecidos dispdem de um sistema antioxidante integrado, que
consiste de um arranjo de diversos componentes lipossoliveis (vitamina E,
carotenoides), hidrossoluveis (4acido ascorbico, glutationa) e enzimaticos (glutationa
peroxidase, superoxido dismutase, catalase) (McLEAN et al., 2005), os quais sdo
produzidos pelo organismo ou devem ser ingeridos pela dieta.

Assim, antioxidante é, em uma ampla defini¢do, qualquer substancia que,
presente em baixas concentragdes, quando comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou
inibe a oxidacao deste substrato de maneira eficaz (RIBEIRO et al., 2008). Mais
especificamente, antioxidantes sdo substancias que retardam a velocidade da oxidacdo,
através de um ou mais mecanismos, tais como inibi¢ao de radicais livres e complexagao
de metais (PIETTA, 2000). Estruturalmente, sio compostos aromaticos que possuem
pelo menos uma hidroxila, podendo ser sintéticos, largamente utilizados pela industria
de alimentos, ou naturais, como organosulfurados, fenolicos e terpenos, que fazem parte
da constitui¢ao de diversos alimentos (RAMALHO e JORGE, 2006).

De acordo com seu modo de agdo, os antioxidantes, podem ser classificados em
primarios ou secundarios. Os primarios atuam interrompendo a cadeia da rea¢do por

meio da doacdo de elétrons ou hidrogénio aos radicais livres, convertendo-os em



produtos termodinamicamente estdveis. (ADEGOKE, 1998). J4 os secundarios atuam
retardando a etapa de iniciacdo da autoxidagdo, por diferentes mecanismos que incluem
complexacdo de metais, sequestro de oxigénio, decomposicao de hidroperoxidos para
formar espécie nao radical, absor¢do da radiacao ultravioleta ou desativagao de oxigénio
singlete (DECKER, 2002).

Varios sdo os estudos acerca dos antioxidantes naturais, tanto em modelos in
vivo, como in vitro, visando elucidar seu real papel na manuten¢do da saude e prevengao
de doencgas cronicas (NIKI, 2010; RODRIGUEZ-AMAYA, 2010; SANCHO e
PASTORE, 2012)

Compostos fenoélicos

Os compostos fendlicos sao definidos como substancias que possuem anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo os grupos funcionais
(LEE et al., 2005). Mais de oito mil polifen6is sdo conhecidos (BRAVO, 1998),
podendo ser pigmentos, conferindo aparéncia colorida aos alimentos, ou produtos do
metabolismo secundario de vegetais, normalmente reagdes de defesa contra agressoes
do ambiente (BRAND-WILLIAMS et al., 1995). Possuem estrutura varidvel e, com
1sso, sdo multifuncionais, englobam desde moléculas simples até moléculas com alto
grau de polimerizagdo, estando presentes em vegetais na forma livre ou ligados a
acucares (glicosidios) e proteinas (BRAVO, 1998). Dentre eles, destacam-se os
flavonoides, 4acidos fendlicos, fenois simples, cumarinas, taninos, ligninas e tocoferais.

Os compostos polifendlicos sdo originados do metabolismo secundério das
plantas, sendo essenciais para o seu crescimento e reproducdo, além disso, formam-se
em condi¢des de estresse como, infec¢des, ferimentos, radiagdes UV, dentre outros
(NACZK e SHAHIDI, 2004). Nos vegetais, atuam ainda como agente antipatogénico e
contribuem na pigmentacdo (SHAHIDI e NACZK,1995), enquanto em alimentos, sdo
responsaveis pela cor, adstringéncia, aroma (PELEG et al., 1998) e estabilidade
oxidativa (NACZK e SHAHIDI, 2004).

De acordo com O’Connel e Fox (2001), os polifendis sdo encontrados em
quantidades consideraveis em leite de ruminantes, porém a sua relevancia na qualidade

nutricional do leite e na saude humana ainda nio foi elucidada.
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Capacidade antioxidante total

A determinagdo do poder antioxidante dos alimentos oferece subsidios para o
esclarecimento de fatores fisiologicos e nutricionais envolvidos, bem como informagdes
sobre absor¢dao e biodisponibilidade de compostos antioxidantes (GHISELLI et al.,
2000).

Para a avaliacdo da capacidade antioxidante, o método de sequestro dos radicais
livres de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) (BRAND-WILLIAMS et al., 1995) ¢
comumente aplicado por ser sensivel, simples e rapido. Ele determina unicamente o
poder redutor dos compostos antioxidantes presentes na amostra, os quais se ligam aos
DPPH, radicais organicos estaveis. Devido a presenca de um elétron desemparelhado de
nitrogénio, a solucdo de DPPH apresenta coloracdo violeta. Apods a reagdo do
antioxidante, a cor passa a ser amarelada, sendo possivel acompanhar essa mudancga por
meio de espectrofotometro em 517 nm de absorbancia (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1985)

Os estudos a respeito da atividade antioxidante do leite sdo recentes e escassos,
principalmente com relagdo a leite orginico. Aoki et al. (2013) avaliaram leite bovino

de vacas suplementadas com trealose e Li et al. (2009), leite humano e férmula infantil.

No Capitulo II, ¢ apresentado o artigo gerado por esta pesquisa, intitulado
“Diferenciacio do leite convencional e organico, por analises de isétopos estaveis e
de compostos antioxidantes”, a ser submetido a revista cientifica Journal of
Agricultural and Food Chemistry. O objetivo do trabalho foi distinguir amostras de leite
bovino obtidas de sistemas de producdo convencional e organico, por meio da analise
dos isotopos estaveis de carbono e nitrogénio, do conteudo de polifendis totais e da
capacidade antioxidante, com a utilizacdo do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-

hidrazil), e investigar o efeito da pasteurizacdo sobre esses compostos antioxidantes.
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DIFERENCIACAO DO LEITE CONVENCIONAL E ORGANICO, POR
ANALISES DE ISOTOPOS ESTAVEIS E DE COMPOSTOS ANTIOXIDANTES

Resumo

A demanda por alimentos organicos tem crescido nitidamente nos tltimos anos,
sobretudo pelos produtos lacteos. Logo, técnicas que permitam a autenticacdo dos
mesmos sdo de grande importancia para o consumidor assegurar-se de que estd
ingerindo um alimento genuinamente organico. Desta forma, o objetivo deste estudo foi
diferenciar amostras de leites bovinos produzidos em sistemas convencional e organico,
por meio das razdes isotopicas de carbono e nitrogénio, do teor de polifendis totais e da
capacidade antioxidante, além de investigar o efeito da pasteurizacdo sobre esses
compostos antioxidantes. Oito amostras de leite cru foram colhidas de quatro fazendas
(duas convencionais — Conv 1 e 2 — e duas organicas — Org 1 e 2) e uma por¢ao de cada
uma foi submetida a pasteurizacdo lenta. Amostras cruas e pasteurizadas foram
congeladas, liofilizadas e moidas para a conducdo das andlises. Houve diferenca
(p<0,05) entre todas as fazendas para ambos os is6topos, exceto entre Org 1 e Conv 2
para 8"°C, e entre Org 1 e Conv 1 para 8"°N. Para polifendis, houve diferenca (p<0,05)
entre as fazendas convencionais, mas nao entre as organicas, sendo que, entre sistemas
distintos, houve diferenca entre Conv 1 e Org 2 e entre Conv 2 e Org 1. A pasteurizagdo
ndo afetou (p>0,05) o teor de polifendis dos leites. A andlise de componentes principais
permitiu uma distingdo mais clara entre todas as fazendas, sendo a razao isotopica de

nitrogénio a varidvel que mais contribuiu para a distingao.

Palavras-Chave: carbono-13, nitrogénio-15, andlise de componentes principais,

catequina, pasteurizagao, cinética.



18

DIFFERENTIATION OF CONVENTIONAL AND ORGANIC MILK, BY
ANALYSIS OF STABLE ISOTOPES AND ANTIOXIDANTS COMPOUNDS

Abstract

The demand for organic food has increased sharply in recent years, especially
for dairy products. Therefore, procedures for their authentication have a great
importance for consumers to assure that food they are purchasing is genuinely organic.
Thus, the aim of this study was to differentiate bovine milk samples produced in organic
and conventional systems, by stables isotopes ratios of carbon and nitrogen, total
polyphenols content and antioxidant capacity, in addition to investigate the effect of
pasteurization on these antioxidant compounds. Eight samples of raw milk were
collected from four farms (two conventional — Conv 1 and 2 — and two organic — Org 1
and 2) and a portion of each one was subjected to slow pasteurization. Raw and
pasteurized samples were frozen, freeze-dried and ground for the conduct of analyzes.
There were differences (p<0.05) between all farms for both isotopes, except between
Org 1 and Conv 2 for §"°C, and between Org 1 and Conv 1 for 8"°N. For polyphenols,
there were differences (p<0.05) between conventional farms, but not between organic
farms, and about distinct systems, there were differences between Conv 1 and Org 2 and
between Conv 2 and Org 1. The pasteurization did not affect (p>0.05) the polyphenol
content in milk. Principal component analysis allowed a clearer distinction between all
farms, and stable nitrogen isotope ratio was the variable that most contributed to the

distinction.

Key words: carbon-13, nitrogen-15, principal components analysis, catechin,

pasteurization, kinetics.
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Introduciao

A preocupagdo com alimentos seguros, isentos de contaminantes agricolas e
veterinarios, associada a crescente consciéncia do consumidor com a sustentabilidade e
0 bem-estar animal tém impulsionado a producdo de alimentos organicos em todo o
mundo. Soares et al. (2011) afirmaram que questdes relativas a preservagdo do meio
ambiente e da biodiversidade e ao papel social da atividade agropecudria, gerando
empregos no campo e diminuindo o éxodo rural, também sdo consideradas pelos
consumidores na escolha por alimentos organicos.

O leite ¢ largamente produzido e consumido, por se um alimento bastante
completo e permitir a fabricacdo de diversos tipos de derivados. Aos poucos, ele tem
ganhado espago no mercado de alimentos orginicos, sendo que, no Brasil, sua
representatividade aumentou de 0,01%, em 2005, para 0,02%, em 2010, da producao
total de leite (SOARES et al., 2011).

Soares (2009) afirmou que a produgdo organica de leite pode ser uma das
alternativas para a obten¢do um produto livre de residuos, com maior valor agregado e
que, embora atenda um pequeno mercado, este ¢ composto por consumidores dispostos
a pagar a mais pelo produto. Diante disso, torna-se necessario o estudo de técnicas que
possam comprovar a autenticidade de um produto lacteo organico, de forma a assegurar
ao consumidor a qualidade do alimento ingerido, além de se obter uma ferramenta
importante em seu processo de certificacao.

A técnica dos isOtopos estaveis tem se mostrado bastante promissora na
determinagdo da procedéncia e qualidade de produtos de origem animal e vegetal. A
espectrometria de massas de razdes isotdpicas tem sido utilizada com sucesso em certas
regides produtoras de alimentos para verificar a autenticidade dos mesmos no que diz
respeito a sua origem geografica e a adulteragdes (KNOBBE et al., 2006).

Alguns autores ja conseguiram aplicar a técnica para diferenciar alimentos
organicos de convencionais, tanto de origem vegetal (BATEMAN et al., 2007; CAMIN
et al., 2011; RAPISARDA et al., 2010; ROGERS, 2008), como animal (BAHAR et al.,
2008; ROGERS, 2009; SCHMIDT et al., 2005), especificamente, para autenticacao do
leite organico e seus derivados (MOLKENTIN e GIESEMANN, 2010; MOLKENTIN,
2013; CHUNG et al., 2014).
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Os isotopos estaveis sao eficientes indicadores de autenticidade para alimentos
organicos, sobretudo se associados a outros parametros analiticos (CAPUANO et al.,
2013). Butler et al. (2008) afirmaram que a composi¢do quimica do leite, por exemplo,
pode variar conforme o tipo de sistema de producdo adotado. A partir de estudo da
variagdo sazonal na concentragdo de acidos graxos e antioxidantes lipossoluveis de
leites produzidos em sistemas organicos e convencionais (confinados e extensivos), 0s
autores concluiram que a composicdo ¢ a qualidade nutricional do leite sao afetadas
pelo sistema de produc¢ao por mecanismos provavelmente relacionados a frequéncia de
pastejo, a sazonalidade da forrageira e a composi¢ao da dieta.

Kuhnen et al. (2014) avaliaram o teor de polifendis totais em leites de sistemas
agroecologicos, os quais apresentaram valores semelhantes ou menores que leites de
sistemas convencionais (semi-intensivo e extensivo), provavelmente devido a diferencas
entre a taxonomia dos vegetais utilizados nas dietas e os sistemas de gestdo (manejo)
empregados.

Os polifenois estdo entre os antioxidantes mais ativos e amplamente distribuidos
no reino vegetal, sendo os flavonoides o subgrupo mais relevante. De acordo com
Manach et al. (2004), dentre os numerosos efeitos bioldgicos dessas substancias,
destacam-se o sequestro de espécies radicalares de oxigénio, modulagdo da atividade de
algumas enzimas especificas, inibi¢do da proliferacdo celular e potencial como agente
antibidtico, antialergénico e anti-inflamatorio.

O consumo do leite in natura bem como seu uso para fabricacdo de derivados
lacteos s6 podem ocorrer apds emprego de algum tratamento térmico que reduza da
contaminagdo microbioldgica a niveis aceitdveis, garantindo a inocuidade do alimento.
Por isso, ¢ proibida a venda de leite cru para consumo direto da populaciao, em todo o
territorio nacional (BRASIL, 1969). A pasteurizacdo consiste em um processamento
térmico em que as temperaturas alcancadas e seu tempo de exposi¢cdo permitem eliminar
0s microrganismos patogénicos associados ao alimento (POTTER e HOTCHKISS,
1995). Logo, ¢ relevante investigar se ela influencia a composi¢ao do leite.

Para uma melhor avaliagdo de parametros analiticos objetivando a autenticagao
do leite organico, ¢ necessaria a comparagao conjunta das variaveis, conseguida por
intermédio da andlise de componentes principais (PCA), j& que um dos objetivos da

técnica ¢ avaliar a importancia de cada varidvel e promover a eliminacdo daqueles que
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contribuem pouco, em termos de variacdo, no grupo de individuos avaliados (CRUZ,
1990). De acordo com Varella (2008), a PCA ¢é uma técnica da estatistica multivariada
que consiste em transformar um conjunto de varidveis originais em outro conjunto de
variaveis de mesma dimensao denominadas de componentes principais (PC). Os
componentes principais sdo uma combinagao linear de todas as variaveis originais, sao
independentes entre si e estimados com o proposito de reter, em ordem de estimagdo, o
maximo de informagdo, em termos da variacdo total contida nos dados. Segundo o
mesmo autor, a PCA ¢ associada a ideia de reducdo de massa de dados, com menor
perda possivel da informacdo e agrupa os individuos de uma populagdo segundo a
variagdo das caracteristicas que os definem.

O objetivo da presente pesquisa foi distinguir amostras de leite bovino obtidas
de sistemas de producdo convencional e orginico, por meio da andlise dos isOtopos
estaveis de carbono e nitrogénio, do conteudo de polifendis totais e da capacidade
antioxidante, com a utilizagdo do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil). O

efeito da pasteurizagdo sobre os compostos antioxidantes também foi investigado.

Material e métodos

Amostragem

O estudo foi conduzido na Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, campus de Botucatu/SP, sendo que as amostras analisadas foram obtidas de
propriedades particulares produtoras de leite bovino, da regido de Botucatu/SP, sendo
duas de producdo convencional (Conv 1 e Conv 2) e duas de produgdo organica (Org 1
e Org 2), ambas certificadas pelo IBD Certificagdes. De acordo com informagdes
fornecidas pelos seus respectivos proprietarios, durante o periodo de colheita de
amostras, os sistemas estao brevemente descritos a seguir:

Conv 1 possuia 23 vacas em lactagdo, de um total de, aproximadamente, 40
animais, predominantemente da raga Girolanda. Eram mantidas em pastagem de
braquidria, a qual era eventualmente jogado chorume (dejeto liquido proveniente da
lavagem da sala de ordenha, sendo composto por agua, fezes e urina). Quase nao se

fornecia rag@o e/ou outro suplemento, as vezes durante a ordenha. Era realizada apenas
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uma ordenha por dia, pela manha, o que gerava uma produ¢do média diaria de 180 a
200 L de leite.

Conv 2 apresentava pouco mais de 100 vacas lactentes, de um total de 130
animais, das racas ¥ Holandesa e Simbrasil. A alimentacdo dos animais era composta
por pastagem de mombaga, adubada com fertilizante sintético NPK (férmula 20.05.20),
e por silagem de milho, polpa citrica, carogo de algoddo e ragdo comercial, fornecidos
em cochos. Os animais eram ordenhados duas vezes ao dia, gerando uma produgao
média diaria de 2.200 L de leite.

Org 1 possuia em torno de 25 vacas na ordenha, de um total de 45 animais, das
racas Girolanda e Holandesa. Elas eram mantidas em pastos de braquidria e tifton,
adubados com biofertilizantes (adubo orgéanico liquido fermentado) e estercos
produzidos na propria fazenda. Recebiam no cocho, logo apds a ordenha, silagem de
milho e aveia em grdos. Era realizada uma tnica ordenha didria, no periodo da manha,
resultando em uma producao média de 250 L de leite por dia.

Org 2 apresentava 45 vacas em lactacdo, de um total de 60 animais,
predominantemente da raga Girolanda, as quais permaneciam em pastagem de
braquiaria adubada com biofertilizantes e estercos, complementada com concentrado de
farelo de cevada, farelo de girassol e farelo de arroz. As duas ordenhas realizadas por
dia resultavam em uma producao média didria de leite em torno de 520 L.

A aplicagdo dos isotopos estaveis foi avaliada sob duas amostragens distintas,
enquanto a analise dos compostos antioxidantes, apenas pela segunda amostragem.

Na primeira, amostras de leite cru foram colhidas de dez vacas escolhidas
aleatoriamente da fazenda Conv 1 e de dez vacas da fazenda Org 2. A amostra foi
obtida da ordenha manual de um dos tetos dos animais, apds realizado o pré-dipping
(desinfec¢ao dos tetos), sendo que os primeiros jatos de leite foram descartados. Foram
colhidos, aproximadamente, 200 mL de leite de cada vaca em copos plasticos
descartaveis, os quais foram coados em filtro de TNT (tecido ndo tecido) antes do
acondicionamento em potes coletores universais de amostras.

Na segunda amostragem, foram adquiridas oito amostras de leite bovino cru —
uma por semana — das quatro fazendas citadas, durante os meses de dezembro de 2013 e
janeiro de 2014. O periodo de colheita ficou restrito a apenas dois meses para minimizar

o efeito de sazonalidade, de forma que ele ndo interfira nem nos sinais isotopicos, como
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demonstrado por Molkentin e Giesemann (2010), nem na composi¢ao quimica do leite,
demonstrado por Fanti et al. (2008). As amostras de, aproximadamente, 1,5 litros cada
foram colhidas com o auxilio de uma caneca ¢ uma concha, ambas revestidas por saco
plastico descartavel, diretamente do tanque de resfriamento (Conv 2 e Org 2) ou de
latoes de leite (Conv 1 e Org 1), conforme a disponibilidade de cada fazenda. Antes das
colheitas, o leite era homogeneizado pelas laminas de agitagdo nos tanques ou
manualmente nos latdes por alguns minutos. As amostras foram acondicionadas

inicialmente em garrafas plésticas para facilitar o transporte.

Isotopos estaveis

Para a determinagdao das razdes isotopicas, os leites crus de ambas as
amostragens foram coados em filtro de pano e distribuidos em potes coletores
universais de amostras. Em seguida, foram congelados a -18°C para posterior
liofilizagao (Liotop® Model L108; Liobras, Sdo Carlos, SP, Brasil), a -55°C e pressao
de 50 pHg, durante 120 horas. O leite liofilizado foi colocado em moinho criogénico de
esferas (Model Geno/Grinder 2010; Spex SamplePrep LLC, Metuchen, NJ, EUA), em
frequéncia de 700 rpm, durante 2 minutos, para completa homogeneizacao e reducao da
granulometria (um).

As analises foram procedidas no Centro de Iso6topos Estaveis Ambientais do
Instituto de Biociéncias/UNESP Botucatu. Em balanga analitica de alta sensibilidade
(Modelo MXS5; Mettler Toledo, Suica), as amostras foram pesadas em céapsulas de
estanho, utilizando as massas de 80 a 120 pg para o carbono e 4000 a 4500 ug para o
nitrogénio. As céapsulas foram inseridas pelo amostrador automatico do analisador
elementar (Flash 2000 Organic Elemental Analyzer EA for IRMS; Thermo Fisher
Scientific Inc., Bremen, Alemanha), no qual sofrem combustao para formacao de gases.
Estes foram analisados no espectrometro de massas de razao isotopica (Delta V
Advantage IRMS Model Finnigan DELTA-V; Thermo Fisher Scientific Inc., Bremen,
Alemanha) para determinagdo da composi¢ao isotopica das amostras.

Os valores foram expressos em notacao delta per mil (6 %o) relativos aos padrdes
internacionais PeeDee Belemnite (PDB) para o °C e nitrogénio do ar atmosférico para

15 . ~
0 N, de acordo com a seguinte equacao:
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Ramostra - Rpadréo

X 1000

S(amostra,padrﬁo) = R
padrio

R ¢ a razdo entre o is6topo menos abundante pelo mais abundante, ou seja,

Bo/t2c e PN/MN e, portanto, ¢ adimensional.

Compostos antioxidantes

Para as analises bioquimicas, os leites crus da segunda amostragem foram
coados em filtro de pano e 0,5 litro de cada amostra foi submetido a pasteurizagio lenta,
na qual o leite era aquecido até atingir 65°C e mantido sob essa temperatura por 30 min,
com agitacdo constante, para, entdo, ser resfriado bruscamente até¢ 4°C. Em seguida, as
amostras de leite cru e pasteurizado foram distribuidas em potes coletores universais de
amostras, os quais foram congelados a -18°C para posterior liofilizagdo, como
especificado no subitem anterior. O leite liofilizado foi macerado com o auxilio de um
pistilo para melhor homogeneizagao.

As andlises foram procedidas no laboratorio do Departamento de Quimica e
Bioquimica do Instituto de Biociéncias/lUNESP Botucatu. A extragdo dos compostos
antioxidantes foi realizada de acordo com o método descrito por Li et al. (2009), com
algumas modificacdes. A extracdo se deu a partir de uma solugdo de HCI (1N) : etanol
99% v/v (15:85). Em tubos de centrifuga, foram pesados, aproximadamente, 200 mg de
amostra de leite liofilizado e adicionados 4 mL dessa solu¢do. Em seguida, foram
homogeneizados em agitador para tubos tipo vortex e mantidos em banho ultrassonico
por uma hora, sendo que, a cada dez minutos, eram agitados novamente. Por fim, os
tubos foram centrifugados a 6.000 rpm, a 5°C, durante 15 minutos. O sobrenadante
liquido foi recolhido e acondicionado a -18°C, protegido da luz.

Para determinagdo do conteudo de polifenois totais, foi utilizado o método
espectrofotométrico com o uso do reativo de Folin-Ciocalteau (SINGLETON e ROSSI,
1965), com as mudancas descritas por Li et al. (2009). Uma aliquota de 200 pL do
sobrenadante foi transferida para tubo de ensaio, juntamente com 1,9 mL do reagente
Folin-Ciocalteau diluido 10 vezes e 1,9 mL de solu¢ao de carbonato de sodio a 6%
(p/v). Apo6s 1 hora de reagdo (completa precipitacdo do carbonato), foi realizada a
leitura de absorbancia a 725 nm. A andlise foi feita em triplicata e os resultados foram

expressos em mg Eq. catequina x 100 g leite liofilizado.
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Para demonstrar a capacidade antioxidante dos leites, andlises realizada em
apenas uma amostra escolhida aleatoriamente, tanto crua, como pasteurizada, de cada
fazenda, foi utilizado o método do DPPH, de acordo com Brand-Williams et al. (1995),
adaptado por Li et al. (2009). Uma aliquota de 200 pL do sobrenadante foi reagida com
3,8 mL de uma solugdo de DPPH a 60 umol/L em etanol 99%. A leitura de absorbancia
em espectrofotdometro foi realizada a 515 nm, a cada 10 minutos, durante 90 minutos
para registrar a cinética da atividade antioxidante. Esta foi feita em triplicata e calculada
pela seguinte equagao:

. AbSt=0 - AbSt
DPPH reduzido (%) = —abs X 100
t=0

Analise estatistica

O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado e os
dados avaliados por analise de variancia (p<0,05), em ambas as amostragens, sendo que
na primeira, havia dois tratamentos (convencional e orgénico), com dez repetigdes
(vacas) cada um, e na segunda amostragem, quatro tratamentos (fazendas), com oito
repeticoes (colheitas) cada um. Para comparagdo entre as médias dos tratamentos, foi
aplicado teste de Tukey, para razdes isotdpicas de carbono e nitrogénio, e teste de
Fisher, para teor de polifendis, ambos com nivel de significancia de 5%. Foi procedida
também analise de componentes principais (PCA), com os valores de 8"°C e 8'°N da
primeira amostragem e com 8°C, 8"°N e teor de polifendis no leite cru da segunda

amostragem. Foi utilizado o software estatistico Minitab® 16 (2010).

Resultados e discussao

Isotopos estaveis

Os valores médios obtidos para 8'"°C e 8'°N dos leites da primeira ¢ da segunda
amostragens estdo expressos nas Tabelas 1 e 2, respectivamente. Na primeira, foi
possivel distinguir os leites apenas pelo 8'°N, que se apresentou maior (p<0,05) para o
organico. Isso pode ser explicado pela utilizagdo da adubagdo organica nas pastagens da
fazenda organica. Segundo o proprietario da convencional, ¢ lancado chorume sobre as

pastagens, mas esta ndo ¢ uma pratica regular, fazendo com que o sinal isotopico de
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nitrogénio da dieta seja menor, o que ¢ refletido no leite. E possivel, ainda que a
colheita dessas amostras tenha sido bem depois da ultima vez que o chorume havia sido

lancado, um tempo suficiente para que o sinal fosse decaindo.

Tabela 1. Razdes isotdpicas de carbono (5"°C) e nitrogénio (5'°N)
dos leites convencional e organico da primeira amostragem

Sistema de producao 8"C (%o) 8N (%o)
Convencional -15,21+0,85a 347+0,25b
Orgéanico -15,17+0,59 a 4,31+0,19a

Valores expressos em média = desvio padrio.
Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem
estatisticamente entre si (p<0,05), pelo teste de Tukey.

A ndo observagdo de diferenca para o carbono-13 denota que as dietas dos
animais provavelmente apresentavam semelhangas quanto as proporg¢des de plantas Cs e
C4, 0 que ¢ obviamente possivel mesmo em diferentes sistemas de produgdo. Ambas as
fazendas apresentavam criagdo extensiva, ou seja, os animais eram mantidos em
pastagem durante a maior parte do tempo. Isso condiz com os valores encontrados, ja
que as espécies vegetais empregadas como pasto sdo, nos dois casos, plantas Cy4, as

quais apresentam um 813C entre -9 e -16%o (BOUTTON, 1996; VOGEL, 1993).

Tabela 2. Razdes isotdpicas de carbono B7C) e
nitrogénio (8'°N) dos leites das fazendas convencionais
(Conv 1 e Conv 2) e organicas (Org 1 e Org 2) da segunda

amostragem
Fazenda 81C (%o) 8N (%)
Conv 1 16,77+ 0,71 a 8,46 + 0,66 a
Conv 2 20,58 + 0,34 ¢ 563+0,29 ¢
Org 1 19,99 + 1,03 ¢ 8,63+0,46 a
Org 2 18,12+ 0,79 b 7.28+041b

Valores expressos em média £ desvio padrio.
Meédias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem
estatisticamente entre si (p<0,05), pelo teste de Tukey.

Na segunda amostragem, pode-se notar que houve diferenga entre as duas
fazendas de mesmo sistema de produgdo, para ambas as variaveis. Além disso, ndo
houve diferenca entre Conv 2 e Org 1 para 8'°C e Conv 1 ¢ Org 1 para 8"°N. Isso mostra

que as impressdes isotopicas no leite refletem o tipo de manejo adotado no sistema, ou
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seja, existem diferencas entre fazendas de mesmo sistema de producdo e semelhancas
entre fazendas de diferentes sistemas, ja que o carbono-13 e o nitrogé€nio-15 no leite sdo
reflexo da dieta animal e das condigdes de solo e adubagdo da pastagem.

As diferengas entre as fazendas convencionais foram mais acentuadas que as
diferengas entre as organicas. Isso pode ser explicado pelo fato da Conv 1 ter sido uma
propriedade rural de pequeno porte, pouco tecnificada, baixo nimero de animais e sem
um planejamento nutricional, realidade completamente oposta a Conv 2, na qual os
animais ficavam semi-confinados, a ordenha era inteiramente mecanizada e existia um
controle e planejamento do manejo nutricional, sanitario e de cruzamentos genéticos. Ja
as fazendas organicas eram estruturalmente mais semelhantes uma a outra, sendo as
peculiaridades de manejo a causa para os diferentes valores de 8°C e 5"°N.

Pelo fato da Conv 2 ser um sistema produtivo com um maior controle sobre todo
0 manejo dos animais, os desvios padrdes das médias foram os menores, denotando uma
uniformidade maior entre as vacas, percebida também no leite produzido por elas.

Os valores de 8"°C da Org 1 obtidos da primeira a @iltima colheita foram, nesta
ordem: -20,94%o0, -20,99%o, -20,89%0, -20,66%0, -18,90%0, -18,34%0, -19,84%o,
-19,37%o. E possivel perceber nitidamente que entre a quarta e quinta colheitas houve
aumento no valor, o que deve ter sido reflexo de alguma mudanca na alimentacao dos
animais, justificando o maior desvio padrao deste parametro para a Org 1.

Sua média ndo se diferenciou da Conv 2, sendo que elas apresentaram os
menores valores obtidos. Isso condiz com a utilizagdo em ambas as fazendas de fontes
de plantas C; (aveia na Org 1 e polpa citrica e carogo de algodao na Conv 2) na dieta
total dos animais, como relatado pelos proprietarios. Os animais da Org 2 também eram
alimentados com fontes C; (farelos de cevada, de girassol e de arroz), porém,
provavelmente em menores proporgdes que as outras duas.

A maior média observada foi a da Conv 1, o que condiz com as informacgdes
fornecidas pelo proprietirio de que os animais permaneciam exclusivamente em
pastagem (Cy4), a qual possui um valor de enriquecimento isotopico relativo maior,
praticamente nenhuma fonte de planta Cs.

Molkentin e Giesemann (2010) e Chung et al. (2014) encontraram valores mais
baixos para 8'°C ao avaliarem leites convencionais e organicos comprados no varejo. Os

primeiros autores encontraram valores de -26,09 a -23.25%o para o convencional e de -
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30,33 a -26,71%o para o organico, na gordura do leite. Chung et al. (2014) encontraram
as médias -23.60%o para o leite convencional e -22.39%o para o organico. Como essas
pesquisas foram realizadas na Alemanha e na Coreia, respectivamente, os baixos
valores de 8"°C sdo explicados pelo fato de serem paises de clima temperado, onde se
predomina o cultivo de plantas Cs destinadas a alimentacdo animal.

Quanto ao 8N, as fazendas orgdnicas apresentaram os maiores valores,
explicados pela utilizagdo constante de adubacdo organica das pastagens com
biofertilizantes e estercos, pratica preconizada para a producdo animal organica, como
relatado pelos proprietarios.

A Conv 2 apresentou o valor mais baixo (8'°N = 5,63 + 0,29), pois a adubacio
utilizada nas pastagens era feita com fertilizantes sintéticos, os quais apresentam 8N
entre -6 ¢ 6%0 (BATEMAN e KELLY, 2007). Ja para a Conv 1, o valor foi mais
proéximo ao das fazendas organicas, ndo havendo diferenca da Org 1. Muito
provavelmente, isso se deva ao chorume jogado sobre as pastagens, o que pode ter
ocorrido pouco antes do inicio das colheitas, aumentando o sinal isotopico de nitrogénio
das pastagens, refletido, posteriormente, no leite.

Molkentin e Giesemann (2010) encontraram valores de 5'°N entre 4,70 e 6,38%o0
no leite convencional e entre 3,92 e 5,35%0 no organico, enquanto Chung et al. (2014)
obtiveram valores médio de 5,70%o para o leite convencional e 5,00%o para o organico.
Em ambos os trabalhos, os autores afirmaram que os menores valores nos leites
organicos provavelmente se deveram a inclusao de leguminosas, fixadoras de nitrogénio
do ar ("N = 0%o), nas dietas das vacas de sistema orgnico. Ja no presente trabalho,
nenhum dos proprietarios alegou fornecer fontes de plantas leguminosas nas dietas dos
animais.

As diferencas entre as pesquisas possibilitam inferir que existe muita variagdo
dos padrdes de produgdo organica entre diferentes paises ou regides do mundo, nao
sendo correto generalizar valores ou fixar intervalos fechados para distinguir o leite
organico do convencional. Logo, como um modelo de classificacdo global para
distingdo entre alimentos organicos e convencionais nao pode ser determinado, a sua

validade deve ser temporalmente ou espacialmente restrita (CAPUANO et al., 2013).
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Compostos antioxidantes
As médias encontradas para os teores de compostos polifendlicos totais estdo
demonstradas na Tabela 3. Nao houve diferenca significativa entre os leites crus e os

pasteurizados.

Tabela 3. Contetido de polifendis totais (mg Eq. catequina/100 g) dos leites crus e
pasteurizados das fazendas convencionais (Conv 1 e Conv 2) e organicas (Org 1 e Org
2)

Fazenda Cru CV (%) Pasteurizado CV (%)
Conv 1 108,22 + 6,39 a 5,90 110,55 + 6,65 a 6,02
Conv 2 100,29 + 8,04 ¢ 8,01 100,31 + 10,78 b 10,75
Org 1 106,91 + 5,18 ab 4,84 106,15 + 5,87 ab 5,53
Org 2 101,62 + 3,90 be 3,84 101,80 £5,46 b 5,37

Valores expressos em média &= desvio padrio.

CV: coeficiente de variagao.

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si
(p<0,05), pelo teste de Fisher.

Tanto para as amostras cruas, como para as pasteurizadas, ndo foi observada
diferenca entre as fazendas organicas. Partindo do pressuposto que os animais ndo
sintetizam compostos fenodlicos — apenas vegetais o fazem —, sua presenca no leite
provavelmente se deve a ingestdo desses compostos pela dieta. Como as fazendas
organicas eram bastante semelhantes quanto a estrutura, ao manejo alimentar dos
animais e as praticas de producdo, ¢ muito provavel que as dietas fossem semelhantes
quanto ao teor de compostos polifenolicos. Vale lembrar também que, por serem
certificadas, devem respeitar as mesmas normas e legislacdes vigentes que tratam sobre
a pecudria organica, as quais exigem que a alimentacdo dos animais seja organica em
quase sua totalidade.

Isso ja ndo foi observado entre as amostras convencionais, de forma que a Conv
1 apresentou as maiores médias e a Conv 2, as menores. Isso pode ser reflexo da
diferenca entre as realidades de ambas: enquanto a Conv 1 era uma propriedade rural de
criacdo extensiva, pequeno porte € pouco tecnificada, a Conv 2 apresentava produgdo
intensiva, com bom planejamento do manejo alimentar e maior estrutura, fazendo com
que as dieta totais dos animais fossem bem distintas uma da outra.

Com excecao da Org 2, as demais fazendas apresentaram um valor de polifendis

condizente com o tempo de pastagem e, consequentemente, volume de matéria verde
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ingerido pelos animais. Ou seja, a Conv 2 apresentou os menores valores, pois a maior
parte da dieta das vacas ndo provinha das pastagens ja que também era fornecida
silagem de milho como alimento volumoso além do pasto. Ja na Conv 1 e Org 1, que
apresentaram os maiores valores, os animais eram mantidos por mais tempo em pastejo.
Apesar de o pasto ser a unica fonte de volumoso aos animais da Org 2, ela apresentou
valores de polifenois semelhantes aos da Conv 2, por motivos ndo elucidados nesta
pesquisa. Por outro lado, ndo foi observada diferenga entre a Org 1 e Org 2 também.

A partir disso, percebe-se que o tipo de sistema de produg¢do empregado na
fazenda pode alterar o teor de polifenois do leite, sendo que pode existir uma relagdo
entre o tempo de pastejo e, portanto, ingestdo de matéria verde, com o contetido de
compostos polifendlicos.

Li et al. (2009) encontraram valores entre 329 e 797 mg Eq. 4cido ferulico/kg de
leite materno liofilizado. J4 nesta pesquisa, os valores para o leite convencional
variaram de 1.002,9 a 1.105,5 mg/kg e para o organico, de 1.016,2 a 1.069,1 mg/kg.
Esté evidente o maior conteudo de compostos fendlicos no leite bovino.

A ndo observacdo de diferenca entre as amostras cruas e pasteurizadas para
todas as fazendas mostra que o processo de pasteurizacao nao altera o teor de compostos
fendlicos no leite, o que € bastante desejavel, ja que a inocuidade desse alimento pode
ser obtida sem depreciar seu contetido de fendis.

A Figura 1 apresenta as cinéticas das atividades antioxidantes de uma amostra de

leite, tanto crua, quanto pasteurizada, de cada uma das quatro fazendas.
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Figura 1. Cinéticas das atividades antioxidantes de uma amostra (crua e pasteurizada)
das fazendas Conv 1 (a), Conv 2 (b), Org 1 (c¢) e Org 2 (d), usando o DPPH.
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Pela observacao dos graficos, € possivel perceber que todas as amostras, a partir
de 60 minutos, alcancaram a atividade antioxidante total, ponto onde todos os radicais
livres de DPPH foram reduzidos e, consequentemente, a velocidade da reagdo atingiu
uma constancia.

Li et al. (2009) avaliaram a cinética da reducdo do DPPH em leite humano,
determinando, também aos 60 minutos de reacdo, a atividade antioxidante total, a qual
variou de 52,8 a 61,2%. Estes valores estdo bem abaixo dos encontrados nesta pesquisa,
sendo que as amostras convencionais estiveram entre 86,7 € 93,1% e as organicas, entre
81,1 e 86,3%, sugerindo um maior poder antioxidante do leite bovino, em comparacio
ao humano.

As amostras convencionais pareceram apresentar um comportamento semelhante
entre si: a velocidade de reagao da pasteurizada mostrou-se levemente maior, bem como
seu poder antioxidante total. As amostras organicas também pareceram se assemelhar,
no entanto, nesse caso, as cinéticas das amostras cruas e pasteurizadas sdo mais
semelhantes entre si. Dessa forma, existe uma aparente diferenga entre as fazendas
convencionais € as organicas.

Pode-se perceber também que a pasteurizacdo ndo deve ter interferido

negativamente na capacidade antioxidante do leite.

Andlise de componentes principais

A analise de componentes principais (PCA) redistribuiu a variacdo observada
nas varidveis de forma a se obter um conjunto de eixos ortogonais nao correlacionados,
sendo que a primeira componente (PC, eixo x) explica a maior parte da variabilidade
original dos dados e a segunda componente (PC,, eixo y), a segunda maior parte. Nos
graficos, foi possivel visualizar claramente a separagdo do leite organico e convencional
da primeira amostragem (Figura 2) e das fazendas da segunda amostragem (Figura 3)
em grupos de respostas distintos.

Na primeira amostragem (Tabela 4), a PC;, que respondeu por 68,4% da
varidncia total dos dados, possuiu maior representacio da variavel 5°C e a PC,, da
variavel 8'°N. Por isso, pela observacio do grafico (Figura 2), a distingdo entre os

sistemas de produgdo deu-se pela PC,, ja que, pela ANOVA, houve diferenca para §"°N.
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Tabela 4. Dados gerados pela anélise de componentes principais da primeira

amostragem
Componentes Variancia Coeficiente de ponderacao associado
principais (%) s°C 51N
PC, 68,4 1,000 0,018
PC, 31,6 -0,018 1,000
Primeira amostragem
5.0 Sistema de
[ ] producéo
u ® Convencional
g u ... B Organico
]
- 45- n
Q u
]
£ [
g
Q 4,0 . ° °
£ ° ' 4
8 .
3 °
S 35- o
o
@
1)
°
3,01 T T T T T T
-17,0 -16,5 -16,0 -15,5 -15,0 -14,5

Primeira componente (68,4%)

. . e e, . 1 1 .
Figura 2. Anélise de componentes principais das varidveis 8°C e 8N no leite
convencional e organico da primeira amostragem.

Houve uma concentracdo dos dados em ambos os grupos de resposta na porgao
direita do grafico e uma dispersdao de apenas algumas amostras. Como a colheita das
amostras foi feita por vaca, pode-se inferir que existe um agrupamento maior de animais
que apresenta valores em torno da média e poucos que apresentam valores mais
discrepantes, evidenciando as variac¢des individuais.

Ja na segunda amostragem (Tabela 5), a PC,, que explicou 54,5% da
variabilidade dos resultados, teve maior contribuicdo da variavel "N e a PC,, da
varidvel polifendis. Juntas, as componentes explicaram 79,3% da variabilidade,

denotando a relevancia do 8'°N e do teor de polifenéis na distincio entre as fazendas.
p ¢
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Tabela 5. Dados gerados pela andlise de componentes principais da segunda

amostragem
Componentes Variancia Coeficiente de ponderacao associado
principais (%) si3¢C 5N Polifenois
PC, 54,5 0,564 0,611 0,554
PC, 24.8 -0,673 -0,048 0,738
PC; 20,7 -0,478 0,79 -0,385
Segunda amostragem
Fazenda
m ® ® Convl1
1,04 [ ° H Conv?2
Q = org 1
& A Org2
9 0,51 -
) 4
‘qc-; 00 " A?‘ *
g °
é‘ -0,5- A1 °
o
" g - ¢ °
'§ -1,04 °
2 " .
0 -1,5-
A
-2,0 T T T T T T
-3 -2 -1 0 1 2 3

Primeira componente (54,5%)

Figura 3. Analise de componentes principais das variaveis 8'°C, 8'°N e polifendis nos
leites das fazendas convencionais (Conv 1 e 2) e organicas (Org 1 e 2) da segunda
amostragem.

Nota-se que a PC; distinguiu as duas fazendas organicas das convencionais. Em
outras palavras, o 8'°N foi a caracteristica de maior peso na diferenciagdo dos sistemas
de producao. A PC, distinguiu a Org 1 da Org 2, ou seja, o teor de polifenois foi a
caracteristica que mais contribuiu para isso.

E visivel também maior proximidade entre as fazendas organicas e maior
distdncia entre as convencionais. Devido a legislacdes especificas que tratam da
producao organica, dos manejos com os animais, de insumos proibidos e permitidos, ¢
mais comum que propriedades rurais organicas adotem praticas semelhantes, existindo

uma uniformidade maior entre elas, do que entre as convencionais.



35

A proximidade da Conv 1 com as fazendas organicas indica que ela apresenta
mais semelhangas com o sistema organico, apesar de ndo adotar esse modelo de
producao. Na Conv 1, a criacdo era extensiva, ou seja, os animais ficavam
exclusivamente em pasto. O mesmo ocorria com as fazendas organicas, com a diferenga
que estas forneciam uma suplementacdo na dieta, além das pastagens, o que pode ter
provocado a disting@o entre os grupos de resposta das fazendas organicas e o da Conv 1.
Assim, pode-se afirmar que a PCA permitiu a distingdo entre diferentes sistemas de
criagao.

A técnica dos isotopos estaveis, sobretudo de nitrogénio, bem como a analise do
teor de polifendis, mostraram-se viavel na identificacdo do leite oriundo de um sistema
organico de produ¢do. Entretanto, o emprego destes parametros isolados ndo oferece a
confirmacdo absoluta da procedéncia da amostra, j4 que sdo reflexos das praticas
agricolas adotadas na fazenda, podendo haver casos em que elas sejam semelhantes para
sistemas convencionais € organicos.

Em vista disso, a PCA torna-se indispensavel para complementar a interpretagao
dos dados visando a autenticacdo do leite. Ela permitiu que sistemas de producdo
fossem diferenciados ndo apenas entre organico ou convencional, mas também em
funcdo de praticas de manejo empregadas, principalmente no que se refere a
alimentagdo dos animais.

Ainda assim, ¢ imprescindivel o aprofundamento do estudo a respeito da
utilizacdo de outros isOtopos estaveis e/ou de parametros bioquimicos diferentes,
complementares as andlises desta pesquisa, aliados a PCA, de forma a aumentar a

acuracia e a precisdo na identificagdo de amostras.

Conclusao

A técnica de isOtopos estaveis e o teor de polifendis total distinguiram leites
obtidos de sistemas de producdo convencional e organico, sobretudo quando avaliados
pela andlise multivariada de componentes principais, a qual revelou maior importancia
da razdo isotopica de nitrogénio para a distingdo. A capacidade antioxidante aparentou
diferenciar os sistemas. A pasteurizacdo ndo depreciou o conteudo dos compostos

antioxidantes avaliados no leite.
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IMPLICACOES

A consciéncia socioambiental e a exigéncia por inocuidade dos alimentos tém
crescido entre os consumidores, o que vem impulsionando a agropecudaria organica em
todo o mundo. Essa area ainda carece muito de pesquisas, desde para melhorias do
sistema de producdo em si até para o conhecimento do préprio alimento produzido.
Dessa forma, essa pesquisa contribuiu, primeiramente, para a obtencdo de mais
informagdes sobre o leite organico, mostrando, por outro lado, que ainda ha muito o que
se investigar.

A técnica de isotopos estaveis permitiu a diferenciagdo entre o leite orgéanico e
o convencional, denotando uma grande utilidade dessa técnica como ferramenta na
identificacao da procedéncia do leite. Isso ¢ de extrema valia para a certificagdo dos
produtos, assegurando qualidade ao consumidor.

A avaliagdo dos compostos antioxidantes no leite trata-se de uma exploragao
empirica das técnicas laboratoriais, ja que elas ndo sdo enrijecidas, exigindo constantes
adaptacdes e reformulagdes. Isso refor¢a a necessidade de estudos subsequentes a este,
j& que os dados na literatura também sdo escassos. Os resultados desta pesquisa
reforcam a existéncia de mais diferengas, os compostos antioxidantes, entre os leites
convencional e organico, as quais ainda ndo estdo completamente elucidadas.

Para se alcancar a autenticacdo do leite orgdnico cada vez mais precisa, €
imprescindivel um conhecimento multidisciplinar de diversos tipos de analises, de

forma a combinar varios parametros independentes.



