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RESUMO

O leite é um alimento essencial a vida devido & sua composi¢do nutricional rica em
proteinas, lipidios, carboidratos e vitaminas. A caseina é uma das principais proteinas
presentes no leite e desempenha um papel importante na formacdo de coagulos e
estabilidade do produto. A determinagdo da caseina no leite € relevante para garantir sua
qualidade, cumprir regulamentacgdes e controlar processos industriais. Este trabalho teve
como objetivo propor método inovador para determinacdo de caseina do leite de cabra
através da espectrofluorimetria aliado a quimiometria. Inicialmente, solucbes padrdo de
caseina foram preparadas para obter curva de calibragdo a partir de medida
espectrofluorimétrica na regido de pico 280 nm de excitacdo e varredura de 324 a 360 de
emissdo, atraves de caseina pura (P.A.) na faixa de 8 a 80 ppm (m/v), utilizando Regressdo
por Minimos Quadrados Parciais (PLS, do inglés Partial Least Squares). Foi feita a curva,
onde foram obtidos os valores da raiz quadrada do erro médio quadréatico de calibracéo
(RMSEC, do inglés Root Mean Square Error of Calibration) e do coeficiente de
determinacéo de calibragdo (R2ca)) com valores de 3,6442 ppm e 0,9779, respectivamente.
Para as amostras sintéticas que compdem o conjunto de predi¢do os valores de raiz
quadrada do erro médio quadréatico de predicdo (RMSEP, do inglés Root Mean Square
Error of Prediction) e do coeficiente de determinacéo de predi¢ao (R%yeq) com valores de
3,9859 ppm e 0,7576, respectivamente. Posteriormente, foi feita a extracdo da caseina das
amostras de leite in natura. Os valores do RMSEP, de RZyeq € de bias para as amostras
reais foram 3,6442 ppm, 0,9779 e 1,447.107, respectivamente, indicando que o modelo
quimiométrico construido obteve resultados relevantes, mesmo com possiveis
interferentes. Neste sentido, apesar dos resultados o método é vantajoso devido a
facilidade de execucdo e a capacidade de quantificacdo sem tratamento das amostras,
sendo uma alternativa viavel aos métodos convencionais de determinacéo de caseina em

leite.

Palavras-chave: PLS; Quimiometria; Alimentos; Fluorescéncia.



ABSTRACT
Milk is an essential food for life due to its nutritional composition rich in proteins, lipids,
carbohydrates, and vitamins. Casein is one of the main proteins present in milk and plays
a significant role in clot formation and product stability. The determination of casein in
milk is relevant to ensure its quality, comply with regulations, and control industrial
processes. This study aimed to propose an innovative method for determining goat milk
casein using spectrofluorimetry combined with chemometrics. Initially, standard
solutions of casein were prepared to obtain a calibration curve through
spectrofluorimetric measurements in the 280 nm excitation peak region and emission
scanning from 324 to 360, using pure casein (P.A.) in the range of 8 to 80 ppm (w/v).
Partial Least Squares Regression (PLS) was applied for analysis. The resulting curve
provided values for the Root Mean Square Error of Calibration (RMSEC) and the
calibration determination coefficient (R2cal), with values of 3.6442 ppm and 0.9779,
respectively. For the synthetic samples comprising the prediction set, the Root Mean
Square Error of Prediction (RMSEP) and the prediction determination coefficient
(R?pred) were 3.9859 ppm and 0.7576, respectively. Subsequently, casein extraction was
performed on raw milk samples. The RMSEP, R?pred, and bias values for real samples
were 3.6442 ppm, 0.9779, and 1.447 x 1077, respectively, indicating that the chemometric
model achieved relevant results even in the presence of potential interferents. Despite
these findings, the method is advantageous due to its ease of execution and the ability to
quantify without sample treatment, presenting a viable alternative to conventional

methods for determining casein in milk.

Keywords: PLS; Chemometrics; Food; Fluorescence
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1 INTRODUCAO

O leite, um alimento fundamental devido a sua riqueza em nutrientes essenciais,
desempenha um papel crucial na saide humana e na economia agricola. Este estudo
concentra-se na fracdo proteica do leite, especialmente na caseina, que constitui a maior
parte dessa porcdo. A caseina € fundamental na estabilidade e propriedades tecnologicas
de produtos lacteos e é reconhecida também por suas propriedades nutricionais
(Magalhées, 2022; Silva, 2019; Sahariah, Ghosh e Bhattacharya, 2022; Zaia, Zaia e

Lichtig, 1998) e seu impacto positivo na recuperacdo muscular.

A necessidade de quantificacdo da caseina motiva a busca por métodos analiticos
eficientes (Siqueira, 2019; Ribeiro et al., 2022; Aragao et al., 2020; Brasil et al., 2015;
Carneiro; Barbosa; Gadelha, 2021; Galdino et al., 2020; Magalhdes, 2022; Sahariah;
Ghosh; Bhattacharya, 2022). Portanto, devido a necessidade de determinacdo e
quantificacdo da caseina ser de suma importancia podem ser utilizados métodos analiticos
rapidos para identificar e quantificar compostos moleculares de forma econdmica, néo

invasiva e ndo destrutiva da amostra tem ganhado crescente adesao.

Os métodos analiticos para a quantificacdo da caseina abrangem técnicas como
espectroscopia de absorcdo UV, cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés
sigla em inglés, High Performance Liquid Chromatography), espectroscopia de
infravermelho proximo (NIR, do inglés Near InfraRed) e métodos imunoldgicos, como o
ELISA, além de métodos classicos partindo de reagdes especificas como SMITH,
Bradford e outros. Cada método possui vantagens especificas, como sensibilidade,
especificidade, precisdo e rapidez, porém, enfrentam desafios como custos, complexidade

operacional e possiveis interferéncias nas amostras.

A escolha do método adequado depende das necessidades do estudo ou aplicacao,
considerando as caracteristicas de cada técnica em termos de precisdo, sensibilidade,
custo e complexidade, buscando sempre aprimorar e desenvolver métodos mais
acessiveis, precisos e eficientes para a quantificagdo da caseina em diversas areas (Chen
etal., 2021; Villa et al., 2022; Mohamed et al., 2021; Zaia et al., 1998).

A espectrofluorimetria € um método vantajoso, pois atende aos requisitos de
qualidade e rapidez, seletividade, sensibilidade e com facilidade de manuseio (Alves,
2019; Oliveira, 2016; Damian; Sacchi, 2020). No entanto, devido a complexidade dos
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espectros obtidos, presenca de possiveis interferentes e/ou contaminantes nas amostras,
ferramentas matematicas e estatisticas sdo indispensaveis para determinagoes

suficientemente exatas e precisas na quantificagdo (Rohman; Man, 2010).

A quimiometria desempenha um papel essencial na quantificacdo de proteinas,
como a caseina. Integrando métodos estatisticos e matematicos, ela lida com desafios
como interferéncias nas amostras e complexidade dos espectros, permitindo analises mais
precisas. Utilizando técnicas como calibragdo multivariada e analise de componentes
principais, a quimiometria extrai informacGes relevantes dos dados gerados,
estabelecendo correlagGes entre a intensidade da fluorescéncia e a concentracdo da
proteina. Essa abordagem contribui para a precisdao dos resultados, possibilitando a
interpretacdo correta dos dados e suavizando interferéncias, fundamental para analises
confiaveis de proteinas no espectrofluorimetro (Lelis et al., 2022; Sikorska, 2019; Ma;
Amamcharla, 2021).

Diante desse contexto, este trabalho visa propor um método para determinacao de
caseina do leite de cabra através da espectrofluorimetria aliado a quimiometria. Essa
abordagem busca aprimorar a eficiéncia nas analises de proteinas lacteas, fornecendo
contribuicdes valiosas para a aplicacdo de um método rapido e econdmico para na

industria de alimentos lacteos.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL
Propor método inovador para determinacédo de caseina do leite de cabra através da

espectrofluorimetria aliado a quimiometria.

2.2 ESPECIFICOS

a) Quantificar a caseina do leite de cabra por espectrofluorimetria;
b) Realizar analise exploratoria para examinar o padrdo das amostras
c) Constuir o modelo quimiométrico por métodos de calibragdo multivariada;

d) Avaliar modelo quimiométrico construido.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 INTRODUGCAO AO LEITE CAPRINO

3.1.1 Caprinocultura no Brasil

O leite desempenha um papel vital na construgdo de uma sociedade saudavel e
pode ser usado como veiculo para o desenvolvimento rural. Seus derivados tém
componentes potencialmente promotores de salde que sdo exclusivos, como caseina e
proteinas do soro do leite. Estas proteinas do soro do leite, de alta qualidade tém diversas
propriedades, como exemplo: a B-lactoglobulina, que possui atividade antioxidante e
imunoestimulante; albumina do soro bovino, que é precursora de sintese da glutationa. O
calcio, que ajuda a manter os 0ssos saudaveis; vitamina D, que ajuda o sistema
imunoldgico a absorver célcio; e probidticos, que ajudam a digerir alimentos. Estas acoes
estimulam pesquisas para estudar bioatividades do leite, principalmente em termos das
proteinas (Costa et al., 2021).

A importancia do leite de animais ndo bovinos estd aumentando globalmente,
devido a quantidade (15% da produ¢do mundial de leite) e a fatores econdmicos, culturais
e ecoldgicos. Caracteristicas nutricionais especiais foram descritas para varios tipos de

leite e produtos lacteos ndo bovinos (Braga, 2020; Costa et al., 2021).

3.1.2 Caprinocultura no Nordeste

O leite de cabra é de extrema importancia para o semiarido nordestino do Brasil.
A pecuaria caprina, incluindo a producdo de leite de cabra, tem se mostrado uma atividade
econdmica viavel e sustentavel para os agricultores locais devido as condicGes climéticas
dificeis da regido, caracterizadas por longos periodos de seca e escassez de recursos
hidricos (Maia et al., 2019; Feitosa, Campos e Leite, 2020; Nascimento et al., 2022; Neto
et al., 2023).

As comunidades rurais do semiarido valorizam o leite caprino como uma fonte de
nutricdo e renda. Esse leite € uma alternativa significativa para a subsisténcia, que ajuda
a diversificar a dieta das familias e fornece nutrientes essenciais, como proteinas,

vitaminas e minerais (Maia et al., 2019; Neto et al., 2023).
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O rebanho caprino do Brasil apresentou um crescimento de 16% nos ultimos dez
anos, atingindo um total de 8,2 milhGes de animais. Desse aumento, 18,3% contribuiram
para a regido Nordeste, onde a quantidade de caprinos chegou a 7,6 milhdes. Tais dados
ressaltam a relevancia econdmica e produtiva da caprinocultura nas areas aridas do
nordeste brasileiro, aléem do seu papel essencial na seguranca alimentar, na geracdo de
renda e na preservagéo das tradi¢Oes rurais. (Feitosa, Campos e Leite, 2020; Nascimento
et al., 2022)

A criacdo de cabras para producdo de leite se adapta bem ao clima semiérido.
Esses animais conseguem sobreviver alimentando-se de plantas locais, muitas delas
resilientes a seca. 1sso reduz a dependéncia de insumos externos, como ragéo, tornando a
pratica mais econdmica e sustentavel para os agricultores. Além de fortalecer a economia
local e promover a inclusdo social, a producéo leiteira caprina também contribui para a
fixacdo de pessoas nas &reas rurais semiaridas. O estabelecimento de cooperativas de
produtores de leite de cabra ampliou a comercializacdo e o valor agregado ao produto,
impulsionando ainda mais os beneficios econdmicos e sociais. Para além desses aspectos,
o leite de cabra desempenha um papel crucial na seguranca alimentar e na adaptacdo as
mudancas climaticas na regido semiarida, fortalecendo sistemas produtivos e reduzindo
a dependéncia de culturas suscetiveis a seca (Maia et al., 2019; Feitosa, Campos e Leite,
2020; Nascimento et al., 2022; Neto et al., 2023).

A Paraiba ostenta o titulo de principal produtor nacional de leite de cabra,
conforme atestado pelo Censo Agropecuario 2017 do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatisticas (IBGE). Demonstrando uma notavel producdo anual de 5,627 milhdes de
litros de leite. O estado se posiciona a frente de competidores significativos, a exemplo
da Bahia, segunda colocada, e Minas Gerais, terceira no ranking. Destacam-se, nesse
cenario, 0s municipios paraibanos de Taperoa e Sumé como principais produtores,

ocupando respectivamente o primeiro e o terceiro lugar a nivel nacional (Elizério, 2018).

No ambito da comercializacdo de leite de cabra, a Paraiba mantem sua posicéo de
lideranca no cenéario nacional. Do montante total produzido, 4,059 milhGes de litros foram
comercializados, consolidando a Paraiba como referéncia ndo apenas em producdo, mas
também em efetiva distribuicdo comercial desse produto. Merecem especial destaque 0s
municipios de Amparo, lider em vendas com 652 mil litros, Monteiro, ocupando a
segunda posi¢cdo com 604 mil litros vendidos, e Sumé em terceiro, registrando a

comercializacdo de 476 mil litros (Elizario, 2018). O levantamento conduzido por Duarte,
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Occulati e Manfre (2019) confirmam a posicdo de destaque da Paraiba como o maior
produtor nacional de leite de cabra, registrando uma produgéo anual de 5,627 milhGes de
litros. Além disso, a média diaria de leite produzida por produtores associados na regido
paraibana é estimada em cerca de 30 litros de leite de cabra por dia, conforme apontado
por Feitosa, Campos e Leite (2020). Esses dados respaldam ndo apenas a relevancia
econdmica da caprinocultura na Paraiba, mas também oferecem subsidios valiosos para

estratégias futuras e o desenvolvimento sustentavel desse setor em ascensao.

3.1.3 Leite caprino e seus elementos

O leite de cabra possui uma digestibilidade facilitada que o torna indicado para
alérgicos. Além de tais beneficios, exibe propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias,
anticarcinogénicas, antidiabéticas, antiplaquetarias, anti-hipertensivas e antiobesidade
(Sen et al., 2021). Contudo. a qualidade e composicao do leite de cabra depende de uma
série de fatores que estdo interrelacionados principalmente com as caracteristicas de raca,

fase de lactacdo, hereditariedade, estado de satde dos animais.

A baixa alergenicidade é devida a menor quantidade da fracao asl da caseina,
comparada ao leite de vaca (Galdino et al., 2020; Sen et al., 2021). Isto o torna um tipo
de leite de consumo cada dia maior. Outro motivo é sua alta digestibilidade e compostos
promotores de salde associados a importantes propriedades funcionais, incluindo uma

melhor absorcéo de célcio, modula¢do da microbiota.

O leite de cabra também possui uma composicdo fisico-quimica diferente além de
diferir nas caracteristicas das micelas de caseina e no tamanho dos glébulos de gordura
em comparacdo ao leite de vaca. O leite caprino também apresenta elevado percentual de
acidos graxos de cadeia curta e grande potencial mineral e vitaminico. Entre os nutrientes
do leite de cabra, temos os principais (proteina, gordura e lactose) e minerais essenciais
como o calcio, o fosforo, o potassio, 0 magnésio e menor teor de sédio quando comparado
ao leite bovino, sendo excelentes fontes de calcio, fésforo e zinco, além do magnésio e

potassio (Teixeira; Pallone, 2021).

Calcio, magnésio e zinco também desempenham importantes funcdes fisioldgicas,
onde o célcio esta associado a estrutura dos 0ssos e dentes, além de compor o plasma
sanguineo, desenvolvimento e contracdo de musculos, homeostase da pressao arterial e

regulacdo dos batimentos cardiacos. O magnésio se associa & saude dssea e auxilia na
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manutencdo dos niveis de célcio e potassio. Zinco, por sua vez, € um cofator importante
por estar associado & mais de 3 mil proteinas, além de atuar na atividade de certas enzimas
e outras moléculas que regulam as func@es celulares. Por isso, s80 minerais importantes
para as fungdes organicas, seja na forma idnica, seja como constituintes de compostos

(hormonios, enzimas e proteinas) (Teixeira; Pallone, 2021).

As proteinas do leite de cabra sdo de facil digestdo e sdo formadas de 71% de
caseina, 22% de proteinas soltveis e 7% de nitrogénio ndo proteico, que sao classificadas

em dois tipos: caseinas e proteinas do soro do leite (Brasil et al., 2015).

De todos os componentes do leite, as proteinas sdo as mais valiosas para a
industrializacdo. O rendimento representado pelo extrato seco total, bem como a
eficiéncia da transformacdo do leite em coprodutos e leite fluido, que por sua vez
dependem da qualidade da matéria-prima (Brasil et al., 2015).

3.2 COMPOSIQAO E PROPRIEDADES FiSICAS E FUNCIONAIS DA CASEINA
Devido ao fato de que muitas das propriedades essenciais do leite, como a cor

branca, a estabilidade ao calor, ao etanol e a coagulacdo séo atribuidas as propriedades

das micelas de caseina. Neste sentido, o interesse pela caseina micelar persiste e pesquisas

sobre o assunto continuam (Brasil et al., 2015)

No passado, o termo "caseina" foi empregado para categorizar um grupo de
proteinas que poderiam ser isoladas quando precipitadas apés a acidificacdo do leite a pH
4,6 e a temperatura de 20 °C. Do ponto de vista estrutural, as caseinas sdo caracterizadas
como proteinas amorfas, com uma estrutura aberta (Silva et al., 2019). Caseinas sdo
descritas como proteinas fosforiladas e flexiveis, que atuam como nanoveiculos para
transportes de minerais das fémeas para suas proles, prevenindo a calcificacdo patolégica
da glandula mamaria. No leite, a caseina esta presente na forma de micelas de caseina,
que sdo particulas porosas, altamente hidratadas com didmetro médio de 200 nm. Essas
micelas sdo constituidas basicamente por moléculas de caseina, agua e minerais,
principalmente por fosfato de calcio, sendo que este Gltimo atua como cimento na

manutencdo da estrutura micelar (Silva, N et al., 2019; Freitas, 2019).

As caseinas possuem diferentes composi¢fes de aminoédcidos e uma grande

heterogenicidade devido as duas modificacdes pds-traducdo, chamadas de fosforilagéo e
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glicolisacdo (Silva et al., 2019). Podemos observar a tabela 01 abaixo a diferenca de

composi¢cdo média do leite de cabra e o de ovelha, vaca e humano:

Tabela 1 — Composicdo média do leite de cabra, ovelha, vaca e humano

Composicéo Cabra Ovelha Vaca Humano
Gordura (%) 3,8 7,9 3,6 4,0
Solidos ndo gordurosos (%) 8,9 12,0 9,0 8,9
Lactose (%) 4,1 4,9 4,7 6,9
Proteina (%) 3,4 6,2 3,2 1,2
Caseina (%) 2,4 4,2 2,6 0,4
Albumina, Globulina (%) 0,6 1,0 0,6 0,7
Proteina Nao Nitrogenada (%) 0,4 0,8 0,2 0,5
Cinzas (%) 0,8 0,9 0,7 0,3
Calorias/100mL 70,0 105,0 69,0 68,0

Fonte: Mendes, Silva e Abrantes, 2009.

As micelas de caseina, Figura 1, sdo caracterizadas como estruturas
supramoleculares dinamicas, onde se transformam de acordo com as mudancas das
condicdes fisico-quimicas do meio, como temperatura, pH, presenca de enzimas, etc. A
micela de caseina é estruturada pela associacdo de submicelas formadas pela agregacao
das unidades o, B ¢ k por meio de ligagdes hidrofébicas e eletrostaticas. As regides
hidrofobicas das unidades a e B permanecem orientadas para o interior da submicela,
enquanto, a unidade x (unidade mais hidrofilica) permanece nas regifes periféricas, com
sua regido C-terminal voltada para o exterior, formando uma camada ao redor das micelas

de caseina e conferindo-Ihes estabilidade coloidal (Silva et al., 2019; Silva, 2020).

Contudo, ndo hd um consenso cientifico sobre a organizacdo interna das micelas
de caseina. A caseina do leite de cabra difere quanto a composic¢do de aminoéacidos e é
mais digestivel do que a caseina do leite de vaca. A principal fracdo de proteina do leite
caprino ¢ a -caseina. Também contém menos as-caseina, e muitas vezes apresenta mais
as2 do que asl- caseina. Ja o leite de vaca ¢é rico em as1- caseina, sendo esta responsavel
pela alergia observada em algumas pessoas, poréem nao relatada ao consumir leite de cabra
(Mendes, Silva e Abrantes, 2009; Silva, N et al., 2019; Freitas, 2019; Silva et al., 2019;
Silva, 2020).
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Figura 1 — Micela de Caseina

Fonte: Silva et al., 2019

Legenda: (Esquerda) (A), (B) e (C) sdo imagens de microscopia de forga atbmica de micelas de caseina;
(D) imagem tridimensional da imagem (C). A barra de escala é de 100 nm. (Direita) imagem da micela de

caseina . A barra de escala correspondente é de 200 nm.

Caseina atua como fonte de aminoacidos, mas sabe-se que apresenta funcGes
bioldgicas especificas por atuarem como vetor de calcio das maes para seus neonatos;
como chaperonas, onde evitam a formagao de agregados proteicos insollveis, conhecidos

como fibrilas amiloides, que previne o aparecimento de varias doencas.

3.2.1 O aminoécido triptofano e sua fluorescéncia

Das proteinas presentes no leite, a 3-caseina e a k-caseina possuem um residuo
triptofano (Trp), Trp 143 e Trp 76, respectivamente. a. S1 -caseina contém Trp 164 e Trp
199, e a S2-caseina contém Trp 109 e Trp 193. Dentre os aminoacidos presentes na
caseina, o triptofano é um dos principais responsaveis pela fluorescéncia intrinseca da
proteina. A presenca do grupo indol (Figura 2) em sua estrutura quimica explica porque
o triptofano tem a maior intensidade de absorcéo, com seu pico maximo de excitacdo em
280 nm. (Dantas, 2019; Lelis et al., 2022; Menezes, 2022).
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Figura 2 — Estrutura do triptofano.

O

OH

MNH-

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Legenda: Seta destacando o grupo indol.

Estudos utilizaram espectroscopia de fluorescéncia em leite submetidos a suaves
aquecimentos e demonstraram fluor6foros naturais do leite, como o0s aminoacidos
fenilalanina, tirosina e triptofano, e coenzimas, como NADH e FADH. Apds a excitagao
do leite em 250 nm, o espectro de emissao foi registrado entre 280 e 480 nm; a méaxima
fluorescéncia foi registrada em 342 nm, e isso foi atribuido a presenca do aminoéacido
triptofano (Moura, 2017).

3.2.2 Importéncia da caseina e sua determinagdo na industria

A determinacdo da caseina, uma das principais proteinas presentes no leite de
cabra, desempenha um papel crucial na inddstria e no comércio de produtos lacteos. A
utilizacdo de métodos avancados, como a espectrofluorimetria em conjunto com a
calibracdo multivariada, apresenta potenciais aplicacbes industriais e comerciais
promissoras para o setor. A estabilidade das proteinas do leite é estudada devido ao seu
valor comercial, pois € um componente essencial para garantir condi¢fes de
processamento adequadas. Devido a elevada estabilidade térmica das caseinas, 0s
derivados lacteos podem ser fabricados com temperaturas elevadas, aumentando seu
prazo de validade e oferecendo uma qualidade superior aos consumidores (Tsujimoto,
2022). Damién e Sacchi (2020) afirmam que as proteinas do leite sdo essenciais para
produtos tecnoldgicos, como a producgédo de queijos artesanais, de grande importancia na
caprinocultura. Em laboratorio, varias técnicas foram desenvolvidas para determinar

como a composicao, principalmente o teor de proteina do leite e as fracdes de caseina,
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afetam os processos tecnoldgicos, como o desempenho do queijo. Para isso, foram

desenvolvidos alguns métodos para a determinagdo da caseina.

3.3 METODOS CONVENCIONAIS PARA DETERMINACAO DE CASEINA

Na industria de laticinios, a determinacdo da caseina é essencial para a
padronizacdo da producdo de produtos lacteos, como queijos e iogurtes, onde ela
desempenha um papel crucial na textura, viscosidade e capacidade de retencéo de agua
desses produtos, influenciando diretamente sua qualidade. A utilizacdo da
espectrofluorimetria e calibracdo multivariada permite o controle rigoroso da
concentracdo de caseina durante o processo de fabricacdo, garantindo a consisténcia e o
padrdo de qualidade dos produtos lacteos (Lima, 2011).

No estudo conduzido por Damian e Sacchi (2020), uma avaliacdo comparativa
entre alguns métodos de determinacdo de proteinas e caseina no leite de cabra foi
realizada em relacdo ao método oficial Kjeldahl. Este ultimo, amplamente reconhecido
na analise de proteinas, se baseia na digestdo das amostras por meio de reagdo com acido
sulfarico, liberando o nitrogénio presente nas proteinas, o qual é posteriormente

convertido e quantificado.

Os métodos de Lowry e Biureto, utilizados tanto para a quantificacao de proteinas
totais quanto de caseinas, fundamentam-se em reacfes colorimétricas. O método de
Lowry envolve a formacdo de complexos coloridos entre o grupo tiol de residuos de
cisteina e reagentes especificos, enquanto o0 método de Biureto se baseia na formacdo de
complexos de coloracdo violeta em decorréncia da interacdo entre ions de cobre e
peptideos nas amostras. Ja 0 método Milkoscan, destinado a determinacdo de proteinas
totais, opera por meio de espectroscopia no infravermelho préximo, analisando a
absorcdo de radiacdo eletromagnética pelas moléculas presentes no leite. Essa técnica
permite a quantificacdo direta das proteinas, proporcionando uma alternativa eficaz e
rapida em comparacdo com métodos tradicionais (Damian; Sacchi, 2020; Spina et al.,
2021; Silva et al., 2022).

Os resultados obtidos por Damian e Sacchi (2020) evidenciaram que 0s métodos
de Lowry, Biureto e Milkoscan apresentaram correlacdo significativa com o método
Kjeldahl. Esses métodos revelaram de maneira consistente padrdes distintos de teor

proteico entre as racas de leite de cabra. Contudo, o método de Bradford, que se baseia
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na ligacdo de corantes as proteinas, ndo acompanhou o mesmo padrdo observado nos
demais métodos, sendo desaconselhado para a determinagéo de proteinas no leite de cabra
devido a sua correlagdo inferior com o Kjeldahl. Essas constataces reforcam a
importancia de selecionar métodos analiticos adequados, considerando as caracteristicas
especificas da matriz do leite de cabra, para assegurar resultados precisos e confiaveis na

quantificacdo de proteinas.

Uma abordagem analitica comum é o HPLC, que se baseia na separacdo de
componentes presentes na amostra. HPLC de fase reversa também é utilizada e se baseia
na separacdo dos componentes da amostra com base na hidrofobicidade das moléculas,
oferecendo uma alternativa eficaz para a quantificacéo especifica da caseina. No entanto,
¢ importante destacar que a implementacdo da HPLC, independentemente da fase
utilizada, pode apresentar desvantagens, como a necessidade de equipamentos
especializados e custos associados a manutencdo e operacdo (Bordin et al., 2001; Buzas
et al., 2022; Vera-Bravo et al., 2022).

Os métodos espectroscdpicos tém sido bastante utilizados devido a facilidade no
preparo de amostras, a rapidez nas analises e no baixo custo. As anélises espectroscdpicas
fornecem informacgdes da estrutura da molécula, identificacdo de grupos funcionais
existentes nas amostras e auxilia o entendimento de acordo com o tipo de manejo aplicado
(Thiago, 2016).

A espectroscopia no infravermelho proximo (NIR, do inglés Near InfraRed) e a
espectroscopia UV-VIS, desempenham um papel significativo na determinacdo de
proteinas em produtos lacteos. Embora oferecam vantagens em termos de velocidade, é
importante salientar que esses métodos podem ser suscetiveis a interferéncias de outros
componentes na amostra. Assim, embora a HPLC de fase reversa e as técnicas
espectroscopicas proporcionem abordagens eficientes, & crucial considerar suas
respectivas desvantagens e desafios ao escolher o método analitico mais apropriado para
a analise de caseina em produtos lacteos (Laporte; Paquin, 1999, Gastélum-Barrios et al.,
2020; Ayvaz et al., 2021).

A escolha da espectrofluorimetria como uma opg¢do interessante para a
determinacdo da caseina no leite e na industria se deve a sua capacidade de oferecer

resultados precisos e confiaveis.
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3.4 ESPECTROFLUORIMETRIA

A espectroscopia de fluorescéncia € uma técnica que se baseia na instrumentacéo
analitica de grande utilizagdo devido as suas vantagens, como sua rapidez na anélise,
sensibilidade, seletividade, reprodutibilidade, entre outros. Outro ponto muito vantajoso
¢ a sua caracteristica ndo destrutiva, pois ndo causa alteracdo na composicdo quimica da

amostra (Gomes, 2020).

Fluorescéncia é um evento de luminescéncia. O modo de excitacdo para esse
fendmeno é a absorcdo de um féton, que leva a espécie absorvedora para um estado
excitado eletrdnico. A emissdo de fotons que segue a relaxacdo é chamada de
fotoluminescéncia, que engloba a fluorescéncia ou a fosforescéncia. Uma vez que uma
molécula é excitada pela absorcdo de um foton, ela pode retornar ao estado fundamental

com emissdo de fluorescéncia. (Matos, 2022).

A exibicdo da fluorescéncia ocorre respeitando as regras de selecdo, que limitam
0 numero de transi¢oes, segundo o Diagrama de Jablonski, na Figura 3. As moléculas sdo
estimuladas do estado fundamental pela absorcao de radiagcdo com comprimento de onda
caracteristico e promovidas para um estado excitado singleto. Apds as moléculas
excitadas se desativam mediante uma série de relaxamentos (transi¢cbes nao radiativas)
dos niveis vibracionais de estados eletronicos de mesma multiplicidade até atingir o
primeiro nivel vibracional do estado excitado singleto de menor energia. Esse processo
de relaxacio é um evento que acontece muito rapidamente (10" a 102! s) e sem emisséo

de radiacdo (Ranzan, 2021).

Ao combinar a espectrofluorimetria com a calibracdo multivariada, € possivel
obter resultados ainda mais confidveis. A calibracdo multivariada envolve a construcdo
de modelos mateméaticos complexos que correlacionam as  medidas
espectrofluorimétricas com as concentracdes conhecidas de caseina em amostras de

referéncia (Teixeira; Pallone, 2021).
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Figura 3 — Diagrama de Jablonski.
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Fonte: Ranzan (2021).

3.5 QUIMIOMETRIA

O progresso tecnoldgico observado recentemente teve impacto significativo em
diversas disciplinas cientificas, destacando-se, de maneira particular, a quimica analitica.
A demanda por ferramentas matematicas e estatisticas capazes de processar extensos
conjuntos de informacdes e dados analiticos foi o principal impulsionador do surgimento
e rapido avanco de uma nova area de estudo, conhecida como quimiometria (Ferreira,
2015).

A quimiometria possui metodologias que podem ser aplicados com diferentes
finalidades compreendendo desde a analise exploratéria de dados, a calibracdo
multivariada para a predi¢do quantitativa das propriedades de uma amostra, bem como a

classificacdo de amostras, de acordo com os critérios de agrupamento (Hashimoto, 2015).

Para Ruschel (2017), “a quimiometria ¢ uma area da quimica que utiliza
conhecimentos de matematica e estatistica para a identificagdo de informacoes relevantes
de um problema em estudo”. Ela pode ser dividida em quatro vertentes: Analise
exploratoria de dados quimicos; calibragdo multivariada; modelos de classificagdo e

planejamento fatorial para otimizar condigdes experimentais.
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3.5.1 Calibracdo multivariada

A calibragdo multivariada tem sido amplamente adotada devido a sua capacidade
de lidar com dados complexos e capturar informacdes valiosas contidas em multiplas
variaveis independentes simultaneamente (Souza, 2019). Essa abordagem estatistica
permite explorar as relacdes entre as variaveis e identificar padrGes que podem néo ser
facilmente detectados com métodos univariados tradicionais. A énfase dos
quimiometristas na calibracdo multivariada decorre da capacidade de considerar
simultaneamente multiplas varidveis, gerando dados que seriam negligenciados pelos
métodos univariados. Ao analisar uma variavel por vez, a interacdo entre elas passa
despercebida, resultando em perda de informac@es valiosas. As vantagens da calibracédo
multivariada incluem a reducdo de ruido, pois a analise simultanea de diversas variaveis
permite a identificacdo das responsaveis por sinais redundantes; medi¢cdes parcialmente
seletivas, livres do efeito de sinais interferentes; e facilidade na deteccdo de amostras
anomalas. (Oliveira, 2018; Domingos, 2019).

No ambito da espectroscopia, a calibragdo multivariada est4d vinculada a
elaboracdo de modelos matematicos capazes de antecipar concentragdes de analitos de
interesse a partir de espectros de absorbancia, eliminando a necessidade de realizar novos
experimentos laboratoriais para determinar amostras desconhecidas. A calibracdo
multivariada emerge como uma das areas mais atrativas da quimiometria, possivelmente
devido a perspectiva de estabelecer relacGes entre medidas dispendiosas, permitindo que
sejam previstas por métodos mais acessiveis e/ou econémicos, resultando em economia
de tempo e recursos financeiros. Contudo, € crucial ponderar que a etapa de calibracdo
requer a utilizacdo de amostras da matriz a ser avaliada. Modelos construidos para uma

matriz especifica ndo sdo aplicaveis a outras (Santos et al., 2021).

A calibragdo multivariada é uma poderosa ferramenta estatistica que possibilita a
exploracdo das relagfes entre maltiplas variaveis e a obtengdo de informagdes valiosas a
partir de dados complexos. Sua aplicacdo tem se mostrado essencial em diversas areas de
pesquisa e tem contribuido para avancos significativos em analises quimicas e cientificas
(Santos et al., 2021; Oliveira, 2018). A calibragdo multivariada também tem se mostrado
eficaz na deteccéo de outliers e na capacidade de lidar com interferéncias indesejadas,
resultando em modelos mais robustos e precisos (Domingos, 2019). Essa abordagem
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também pode ser aplicada em diferentes etapas do processo analitico, desde a pré-

processamento dos dados até a validacdo dos modelos (Oliveira 2018).

3.5.2 Regressdo por minimos quadrados parciais

Como mencionado anteriormente, a calibragdo multivariada representa uma
abordagem estatistica avancada amplamente adotada em diversas esferas cientificas e
industriais, visando analisar e extrair informacdes valiosas de conjuntos de dados
multivariados complexos. Essa metodologia oferece a capacidade de modelar e
compreender as relacBes intricadas entre multiplas variaveis independentes e uma
variavel dependente de interesse. Ao longo dos anos, diversos métodos de calibracdo
multivariada foram desenvolvidos e aplicados com sucesso em diferentes campos de
estudo (Chaves et al., 2008).

Um dos métodos preeminentes na calibracdo multivariada é a regressao por
minimos quadrados parciais (PLS, do inglés Partial Least Squares). Reconhecido por sua
robustez, o PLS € habilidoso na gestdo da multicolinearidade entre as varidveis
independentes e na explicagdo da variabilidade em ambas as varidveis independentes e
dependentes. E frequentemente empregado em aplicacdes envolvendo a modelagem de

dados espectroscdpicos, quimicos e bioldgicos (Jiang et al., 2022).

Uma das principais vantagens do PLS também é a sua capacidade de reduzir a
dimensionalidade dos dados, ou seja, representar informacdes relevantes em um espaco
de menor dimensao. Isso é especialmente util quando se lida com um grande nimero de
variaveis e busca-se uma forma eficiente de extrair o maximo de informac6es a partir
delas. Essa técnica é extensivamente aplicada em diversas areas, como controle de
qualidade de medicamentos, controle de qualidade de alimentos e determinacdo da
quantidade de farmacos ou compostos especificos (Macedo et al., 2023; Campos et al.,
2018).

36 DETERMINACAO DE CASEINA UTILIZANDO CALIBRAGCAO
MULTIVARIADA

Diversos estudos tém explorado a aplicacdo de metodos de calibracéo
multivariada para determinar a caseina em amostras de leite de cabra, alcangando

resultados altamente precisos e confiaveis (Alves, 2021).
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A determinacdo precisa de componentes especificos em sistemas complexos,
como a caseina em produtos lacteos, representa um desafio analitico significativo. A sua
quantificacdo exata é crucial para garantir a conformidade com a qualidade final do
produto. Nesse aspecto, a calibracdo multivariada emerge como uma abordagem
promissora, permitindo a analise simultdnea de multiplas variaveis inter-relacionadas.
Essa calibracdo utiliza-se de técnicas estatisticas avangadas para explorar a relagéo entre
as varidveis independentes, como 0s espectros obtidos por técnicas como a
espectrofluorimetria e a variavel dependente, neste caso, a concentracéo de caseina (Ma
e Amamcharla, 2021).

Ao ser comparada a métodos univariados, a calibragdo multivariada destaca-se
por sua capacidade de lidar com sobreposicéo espectral e variacbes na matriz do produto
(Smith et al., 2019). Essa flexibilidade torna-a particularmente valiosa em analises de
amostras complexas, como queijos envelhecidos, nos quais a presenca de outras
substancias pode interferir nos métodos convencionais (Abbas et al., 2018). A bem-
sucedida implementacdo dessa abordagem na determinacdo de caseina sublinha nédo
apenas a importancia da escolha da técnica analitica apropriada, mas também ressalta a
necessidade de uma compreensdo aprofundada das propriedades fisicas e quimicas do
sistema em estudo (Ma e Amamcharla, 2021). Essas contribui¢des consolidam a
calibracdo multivariada como uma ferramenta analitica robusta e eficaz na quantificacdo

precisa de componentes especificos em produtos lacteos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DOS EXPERIMENTOQOS
Os experimentos foram realizados no Laboratério de Quimica Analitica e
Quimiometria (LQAQ). Localizado no prédio das Trés Marias (subsolo) do campus I,

situado na cidade de Campina Grande, da Universidade Estadual da Paraiba.

4.2 AMOSTRAS DO LEITE DE CABRA

As amostras do leite de cabra foram obtidas da seguinte forma: através da compra
de duas amostras pasteurizadas marcas distintas em supermercado e cinco amostras in
natura de cabras distintas, de 3 racas diferentes: murciana, toggenburg e Saanen, através

de duas fazendas da regiéo.

4.3 PREPARO DE SOLUCOES

Foram empregados acido acético, etanol 95%, éter etilico P.A., caseina P.A. da
marca Synth e tampao fosfato com pH 7.5. A metodologia, adaptada de Joshi et al. (2021),
consistiu em dissolver a caseina padrdo no tampdo fosfato pH 7,5, seguido pelo
aquecimento da solucdo em banho-maria a 45-50°C até atingir um estado quase

transparente.

Para a construcdo da curva de calibracdo, foram preparadas solucdes padrdo de

caseina pura da marca Synth, com concentra¢des de 8, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80
ppm.

4.4 QUANTIFICACAO DA CASEINA PARA A ANALISE DO METODO CLASSICO
GRAVIMETRICO

Para a obtencdo da caseina, utilizou-se a metodologia de Andrade et al. (2012),
onde foram aquecidos 150 mL de agua destilada a 38°C e em seguida adicionou-se 50
mL de leite. Adicionou-se &cido acético (aproximadamente 3,7mL) gota a gota na solucéo
até o aparecimento de um precipitado abundante. A solucdo foi deixada em repouso por
aproximadamente 20 minutos para a sedimentacao da proteina, e a seguir o sobrenadante

foi separado. Ao precipitado foram adicionados 20 mL de etanol 95% v/v, misturou-se
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bem, efetuou-se a filtracdo e desprezou-se o filtrado. Ao precipitado foram adicionados 5
mL de éter etilico e, apds homogeinizacdo em um bequer com um bastdo de vidro,
efetuou-se uma nova filtracdo decantando entéo o precipitado, e secando-o em papel de
filtro e, posteriormente colocado no dessecador para secar o restante. Em seguida, foi

pesada a massa caseinica obtida.

4.5 OBTENGCAO DOS ESPECTROS DE FLUORESCENCIA

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos através do pico de excitagdo em 280
nm e a emissdo de 324 a 360 nm utilizando espectrofluorimetro modelo Jasco FP 8200.
Utilizou-se a cubeta de quartzo de 10 mm caminho Optico. Foi utilizado os seguintes
parametros: Velocidade da medida de 2000 nm/min; modo de medi¢do de emissdo com
resposta de 0,1 segundos; largura da banda de excitacdo e emissdo de 2,5 nm, com
sensibilidade média.

4.6 SOFTWARES E MODELOS QUIMIOMETRICOS

Foi realizado com auxilio do programa The Unscrambler® V. 9.8.

Para se obter melhores resultados foram avaliados a possibilidades de correcdes e
remocdo de ruidos nos dados e calibragdo multivariada, tais como suavizacao de linha de

base, minimizacdo de ruidos e interferéncias instrumentais.

As solucbes de concentragdo conhecida foram utilizadas para construcdo do
modelo de calibracdo. Foram avaliados o coeficiente de determinacdo de calibracdo
(R%ca), a raiz quadrada do erro quadratico médio de calibracdo (RMSEC, do inglés Root
Mean Square Error of Calibration) foram usados para avaliar os modelos de PLS. Em
seguida, os modelos de regressao PLS foram usados para predicdo das amostras sintéticas
e das amostras reais de leite de cabra. Foram avaliados o coeficiente de determinacgéo de
predicdo (R%red), NUMero de varidveis latentes e a raiz quadrada do erro quadratico medio

de predicdo (RMSEP, do inglés Root Mean Square Error of Prediction).
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 CURVA DE CALIBRACAO
As medidas espectrofluorimétricas das solugcdes padrdo foram feitas na regido de

324 a 360 nm para excitacdo e 280 nm para emissédo, Figura 4.

Foi realizada uma Analise por Componentes Principais para comparar 0S grupos
de amostras a partir das varidveis com maior variancia. Através do grafico de scores,
Figura 5, é possivel observar similaridades entre as amostras que possuem concentragdes
proximas, foi possivel observar também que h& uma tendéncia a separacdo entre as
amostras mais concentradas e menos concentradas, observando baixo residuo na amostra

de 80 ppm.

Figura 4 — Medidas espectrofluorimétricas das solu¢des padrdo de caseina para
obtencéo da curva de calibragdo.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Algumas amostras do reagente padrdo (caseina P.A.) possuem comportamento
que as agrupam mais proximas a depender da concentracdo utilizada, do que ao
agrupamento de amostras com concentragdes superiores. Isso pode indicar que o
comportamento da caseina P.A. varia com a concentra¢do, 0 que € relevante para a

calibracdo do modelo de predicao.
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Figura 5 — Grafico de scores do modelo PCA.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Figura 6 — Grafico de Loadings do modelo de calibracdo para determinacéo de caseina.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Como pode-se observar no grafico de loadings, Figura 6, um componente
principal (PC) foi suficiente para elucidar a variagdo nos espectros, 0 que é coerente, uma
vez que se trata de uma Unica banda larga. No entanto, para explicar a variacdo nas
concentragcdes, foram necessarios dois componentes principais (PCs), sendo um

responsavel por 98% e o outro por 1%.
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Em seguida, o grafico de influéncia, Figura 7, foi idealizado para identificar
amostras andmalas no conjunto de dados e foi constatado que nenhuma das amostras

apresentou impacto na distribuicdo dos agrupamentos.

Figura 7 — Grafico de residuos estudantizados de influéncia.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Ao considerar que os resultados apresentem uma tendéncia a separagao entre as
amostras com concentracgdes distintas, e percebendo a distin¢do desses agrupamentos pela
classificacdo, buscou-se por meio da regressdo PLS a construcdo de modelos para
predicdo da caseina nas amostras, houve uma grande influéncia relacionada a alta

concentracéo.

5.2 MODELOS DE CALIBRACAO MULTIVARIADA

Os dados foram separados em conjuntos de calibragdo e predicdo. Um conjunto
de calibracdo com 10 amostras de solugdes padrdo e um conjunto de predicdo com 3
amostras também de solugdes padrdo de concentracdo conhecida. Em seguida, os
modelos construidos foram avaliados em termos das figuras de mérito R?2, RMSEC,
RMSEP e bias.
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As figuras de mérito mostram que o modelo PLS construido proporcionou bons
resultados devido a obtengdo de um valor de bias muito baixo, 1,41 x 107. O bias mede
a predisposicédo do modelo superestimar ou subestimar um valor menor que o observado
(Brereton et al., 2018). O Rz avaliou a linearidade da previsdo do modelo com os valores
de referéncia, esse coeficiente de determinacdo de calibracdo apresentou-se 0,9779,
indicando assim uma linearidade entre os valores de referéncia, ou seja, € uma medida de
ajuste linear. De acordo com Elfadl et al. (2010), é possivel considerar que os resultados
sdo satisfatérios quando os valores de R2 sdo superiores a 0,83. Portanto, 0 R2 de
calibracdo mostrou o valor mais proximo ao padrdo para esse parametro. O RMSEC
indica o ajuste do modelo aos dados de calibracdo, enquanto o RMSEP é utilizado para
testar o desempenho final do modelo, foram obtidos os valores respectivos de 3,6442 e
3,9859 ppm. Os valores de RMSE também se mostraram adequados, pois 0s mesmos sdo
inferiores as concentracdes utilizadas para a construcdo dos modelos, sugerindo um ajuste
satisfatorio do modelo aos dados de calibracdo e um desempenho geral aceitavel na

predig&o.

Figura 8 — Grafico de Regressao.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

A partir dos graficos de regressdo, Figura 8, foi possivel constru¢do de modelos
para a determinacdo da caseina em leite de cabra utilizando a espectrofluorimetria aliada
a quimiometria, os parametros de qualidade mostraram que os modelos sé&o adequados

para essa determinagéo.
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5.2.1 Predigdo com amostras sintéticas

Foi realizada uma predicdo com amostras sintéticas contendo trés concentragdes
distintas, com o objetivo de avaliar a eficicia do método. Esses resultados podem ser

observados na Tabela 2.

Tabela 2 — Comparacdo da caseina P.A., concentracdo calculada, valor predito e seu

desvio
Caseina PA Concentracéo Valor Predito Desvio (%)
calculada (ppm) (ppm)

cas. 25 A 25,00 20,03 19,88
cas. 25B 25,00 22,93 8,28
cas. 25C 25,00 29,03 16,36
cas. 35 A 35,00 30,23 13,62
cas.35B 35,00 29,67 15,22
cas.35C 35,00 31,74 9,31
cas. 55 A 55,00 53,34 3,02
cas. 55 B 55,00 53,90 2
cas. 55 C 55,00 53,00 3,64

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Os resultados indicam que o método utilizado para quantificar a caseina com
valores preditos proximos das concentrac@es calculadas, destaca resultados favoraveis,
com desvios geralmente abaixo de 20%. A caseina com a concentracdo de 55 ppm obteve
resultados com pouco desvio, sugerindo que o método pode ser mais preciso com

concentracdes mais altas.

Até o presente momento, ndo foram encontradas informacBes especificas
referentes aos limites de desvio aceitavel de caseina e de proteinas totais no leite conforme
estabelecido na Instrugdo Normativa (IN) brasileira, emitida pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Esse é um estudo preliminar das

medidas, sem fazer tratamento como ideal.
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5.3 DETERMINACAO DA CASEINA POR EXTRACAO NO LEITE
Para poder fazer os célculos, foi feito uma extragcdo da caseina, como método
classico, e, ap0s a extracdo e secagem, as amostras foram pesadas, obtendo os valores

mostrados na Tabela 3.

Tabela 3 — Relagdo massas das amostras pesadas.

AMOSTRAS MASSA EM 50
mL (9)

Marca 1 0,6322g
Marca 2 1,5398¢g
Murciana 2 2,2593¢g
Saanen 1 2,6603g
Saanen 2 1,9989¢g
Toggenburg 1 1,7804g
Toggenburg 2 1,7489g
Toggenburg 3 2,5018¢g

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

A partir desses valores, foram feitos célculos para determinar a concentracao de
caseina em cada leite, utilizando a equacdo da concentracdo (1), onde concentracédo €

igual a razdo massa e volume, onde esse valor obtido foi transformado em ppm.

1)

S E!

Onde:

C é a concentracdo;
m é a massa obtida;

v € 0 volume de leite que foi utilizado para extracdo, neste caso, 50 mL.

Posteriormente foi realizada a predi¢do dos valores de concentracfes calculadas,
onde foi alcancado os valores preditos pela curva de calibragdo e o desvio do valor predito

em relacéo ao valor da concentragdo calculada.
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Foi realizada, também, uma predi¢cdo com amostras reais, contendo 7 amostras
distintas, em triplicata.

Tabela 4 — Comparacdo das amostras de leite bruto diluido, concentracédo calculada,

valor predito e seu desvio.

Leite bruto Concentracéo calculada (ppm) Valor Predito (ppm) Desvio(%)
Marca 1 A 50,58 69,50 37,41
Marca 1 B 50,58 65,49 29,47
Marcal C 50,58 66,15 30,78
Marca 2 A 61,59 44,50 27,75
Marca 2 B 61,59 47,40 23,04
Marca 2 C 61,59 48,72 20,90
Murciana 2 A 51,82 40,93 21,01
Murciana 2 B 51,82 43,70 15,67
Murciana 2 C 51,82 35,19 32,09
Saanen 1 A 63,85 46,55 27,09
Saanen 1 B 63,85 40,12 37,16
Saanen1C 63,85 45,99 27,97
Saanen 2 A 79,96 45,88 42,62
Saanen 2 B 79,96 43,12 46,07
Saanen 2 C 79,96 45,01 43,71
Toggenburg 2 A 69,96 53,52 23,50
Toggenburg 2 B 69,96 53,45 23,60
Toggenburg 2 C 69,96 50,13 28,34
Toggenburg 3 A 60,04 25,78 57,06
Toggenburg 3 B 60,04 31,83 46,98
Toggenburg 3 C 60,04 32,15 46,45

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

A eficacia do método de quantificacdo depende dos desvios entre os valores

preditos e as concentragdes calculadas, Tabela 4. Portanto, ndo obstante dos resultados da

marca 1 e da amostra Toggenburg 3 variarem consideravelmente, os demais mantiveram

um desvio tolerdvel, apesar de alto, onde pode ser devido ao método de homogeneizagdo

da amostra. Desvios percentuais variados indicam que o modelo pode ter um desempenho

diferente em amostras distintas. Ainda assim, os resultados sdo encorajadores, com
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desvios frequentemente abaixo de 30%. O método demonstra eficacia ao lidar com
diferentes marcas de leite bruto, onde, apesar do leite ser uma mistura e ter outras
proteinas e possiveis interferentes para supressdo da fluorescéncia, os valores estdo
coerentes. Em algumas amostras, observa-se uma diferenca relevante entre as replicatas,

indicando a possibilidade de um problema de homogeneizacao.

Lakowicz (2006) afirma que muitas proteinas encontradas em matrizes bioldgicas
sdo responsaveis pela supressdo de fluorescéncia, principalmente devido a presenca de
aminoacidos como tirosina e triptofano. A auto-absorcao do sistema tirosina-triptofano e
as interagdes peptidicas entre os fluordforos séo as principais causas. Para Rucker et al.
(2012), existem varias técnicas usadas para eliminar ou reduzir o impacto da supressao,
reduzindo assim sua influéncia nas analises. Uma opcéo € a diluicdo das amostras; é mais
interessante porque ndo envolve os procedimentos de preparacdo da amostra mais

complexos.

Essa pesquisa destaca a importancia crucial da quantificacdo da caseina no leite,
especialmente para a industria de laticinios e producdo de alimentos. Os resultados
promissores indicam que o método empregado oferece uma ferramenta valiosa para
otimizar processos de producéo, assegurar a qualidade dos produtos lacteos e atender a
requisitos regulatorios. A capacidade do modelo de lidar com variagfes entre marcas de
leite bruto ressalta sua robustez, enquanto a previsao precisa da concentracdo de caseina
contribui para a eficiéncia operacional, reducdo de desperdicios e melhoria da
consisténcia do produto final. Além disso, abre perspectivas para pesquisas futuras,
sugerindo a possibilidade de utilizar métodos de homogeneizacdo das amostras para a
leitura no espectrofluorimetro, ampliar a analise para outros componentes, adaptar a
metodologia a diferentes matrizes lacteas e explorar a integracdo de técnicas
multissensoriais, promovendo inovagles continuas na analise de componentes em

produtos lacteos
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6 CONCLUSAO

Foi apresentada uma proposta inovadora para a determinacéo de caseina no leite
de cabra, utilizando a espectrofluorimetria em conjunto com a quimiometria. A eficacia
do método foi confirmada por meio da quantificacdo da caseina, respaldada por uma
analise exploratoria que evidenciou padrGes nas amostras. A cuidadosa escolha dos
parametros espectrais, como o comprimento de onda de excitacdo em 280 nm, fortalece

a robustez do procedimento experimental.

A construgdo de modelos quimiomeétricos, especialmente com o uso da regressdo
PLS, revelou resultados notaveis. Os modelos foram avaliados com base em meétricas
como bias, R2, RMSEC e RMSEP. A analise de componentes principais e graficos de
regressdo contribuiu para uma compreensdo mais aprofundada da variacdo nas

concentragdes, consolidando a validade do modelo proposto.

A caseina com a concentragdes mais altas obteve resultados com pouco desvio,
sugerindo que o método pode ser mais preciso com concentragdes mais altas. Os
resultados obtidos tém implicacdes préaticas significativas para a industria de laticinios,
oferecendo uma ferramenta valiosa para otimizar processos de producgdo, garantir a

qualidade dos produtos e atender a requisitos regulatorios.

A técnica da espectroscopia de fluorescéncia se mostrou promissora para

avaliacdo e determinacdo da caseina no leite de cabra.
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