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RESUMO 

O leite é um alimento essencial à vida devido à sua composição nutricional rica em 

proteínas, lipídios, carboidratos e vitaminas. A caseína é uma das principais proteínas 

presentes no leite e desempenha um papel importante na formação de coágulos e 

estabilidade do produto. A determinação da caseína no leite é relevante para garantir sua 

qualidade, cumprir regulamentações e controlar processos industriais. Este trabalho teve 

como objetivo propor método inovador para determinação de caseína do leite de cabra 

através da espectrofluorimetria aliado à quimiometria. Inicialmente, soluções padrão de 

caseína foram preparadas para obter curva de calibração a partir de medida 

espectrofluorimétrica na região de pico 280 nm de excitação e varredura de 324 a 360 de 

emissão, através de caseína pura (P.A.) na faixa de 8 a 80 ppm (m/v), utilizando Regressão 

por Mínimos Quadrados Parciais (PLS, do inglês Partial Least Squares). Foi feita a curva, 

onde foram obtidos os valores da raiz quadrada do erro médio quadrático de calibração 

(RMSEC, do inglês Root Mean Square Error of Calibration) e do coeficiente de 

determinação de calibração (R²cal) com valores de 3,6442 ppm e 0,9779, respectivamente. 

Para as amostras sintéticas que compõem o conjunto de predição os valores de raiz 

quadrada do erro médio quadrático de predição (RMSEP, do inglês Root Mean Square 

Error of Prediction) e do coeficiente de determinação de predição (R²pred) com valores de 

3,9859 ppm e 0,7576, respectivamente. Posteriormente, foi feita a extração da caseína das 

amostras de leite in natura. Os valores do RMSEP, de R²pred e de bias para as amostras 

reais foram 3,6442 ppm, 0,9779 e 1,447.10-7, respectivamente, indicando que o modelo 

quimiométrico construído obteve resultados relevantes, mesmo com possíveis 

interferentes. Neste sentido, apesar dos resultados o método é vantajoso devido à 

facilidade de execução e à capacidade de quantificação sem tratamento das amostras, 

sendo uma alternativa viável aos métodos convencionais de determinação de caseína em 

leite.  

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

  



 
 

 

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 

(R²pred) were 3.9859 ppm and 0.7576, respectively. Subsequently, casein extraction was 

performed on raw milk samples. The RMSEP, R²pred, and bias values for real samples 

were 3.6442 ppm, 0.9779, and 1.447 x 10-7, 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 INTRODUÇÃO 

 

O leite, um alimento fundamental devido à sua riqueza em nutrientes essenciais, 

desempenha um papel crucial na saúde humana e na economia agrícola. Este estudo 

concentra-se na fração proteica do leite, especialmente na caseína, que constitui a maior 

parte dessa porção. A caseína é fundamental na estabilidade e propriedades tecnológicas 

de produtos lácteos e é reconhecida também por suas propriedades nutricionais 

(Magalhães, 2022; Silva, 2019; Sahariah, Ghosh e Bhattacharya, 2022; Zaia, Zaia e 

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

A necessidade de quantificação da caseína motiva a busca por métodos analíticos 

eficientes (Siqueira, 2019; Ribeiro et al., 2022; Aragão et al., 2020; Brasil et al., 2015; 

Carneiro; Barbosa; Gadelha, 2021; Galdino et al., 2020; Magalhães, 2022; Sahariah; 

Ghosh; Bhattacharya, 2022). Portanto, devido à necessidade de determinação e 

quantificação da caseína ser de suma importância podem ser utilizados métodos analíticos 

rápidos para identificar e quantificar compostos moleculares de forma econômica, não 

invasiva e não destrutiva da amostra tem ganhado crescente adesão. 

Os métodos analíticos para a quantificação da caseína abrangem técnicas como 

espectroscopia de absorção UV, cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC, do inglês 

sigla em inglês, High Performance Liquid Chromatography), espectroscopia de 

infravermelho próximo (NIR, do inglês Near InfraRed) e métodos imunológicos, como o 

ELISA, além de métodos clássicos partindo de reações específicas como SMITH, 

Bradford e outros. Cada método possui vantagens específicas, como sensibilidade, 

especificidade, precisão e rapidez, porém, enfrentam desafios como custos, complexidade 

operacional e possíveis interferências nas amostras. 

A escolha do método adequado depende das necessidades do estudo ou aplicação, 

considerando as características de cada técnica em termos de precisão, sensibilidade, 

custo e complexidade, buscando sempre aprimorar e desenvolver métodos mais 

acessíveis, precisos e eficientes para a quantificação da caseína em diversas áreas (Chen 

et al., 2021; Villa et al., 2022; Mohamed et al., 2021; Zaia et al., 1998). 

A espectrofluorimetria é um método vantajoso, pois atende aos requisitos de 

qualidade e rapidez, seletividade, sensibilidade e com facilidade de manuseio (Alves, 

2019; Oliveira, 2016; Damián; Sacchi, 2020). No entanto, devido à complexidade dos 
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espectros obtidos, presença de possíveis interferentes e/ou contaminantes nas amostras, 

ferramentas matemáticas e estatísticas são indispensáveis para determinações 

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

A quimiometria desempenha um papel essencial na quantificação de proteínas, 

como a caseína. Integrando métodos estatísticos e matemáticos, ela lida com desafios 

como interferências nas amostras e complexidade dos espectros, permitindo análises mais 

precisas. Utilizando técnicas como calibração multivariada e análise de componentes 

principais, a quimiometria extrai informações relevantes dos dados gerados, 

estabelecendo correlações entre a intensidade da fluorescência e a concentração da 

proteína. Essa abordagem contribui para a precisão dos resultados, possibilitando a 

interpretação correta dos dados e suavizando interferências, fundamental para análises 

confiáveis de proteínas no espectrofluorímetro (Lelis et al., 2022; Sikorska, 2019; Ma; 

Amamcharla, 2021). 

Diante desse contexto, este trabalho visa propor um método para determinação de 

caseína do leite de cabra através da espectrofluorimetria aliado à quimiometria. Essa 

abordagem busca aprimorar a eficiência nas análises de proteínas lácteas, fornecendo 

contribuições valiosas para a aplicação de um método rápido e econômico para na 

indústria de alimentos lácteos. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 GERAL 

Propor método inovador para determinação de caseína do leite de cabra através da 

espectrofluorimetria aliado à quimiometria.  

 

2.2 ESPECÍFICOS 

a) Quantificar a caseína do leite de cabra por espectrofluorimetria; 

b) Realizar análise exploratória para examinar o padrão das amostras 

c) Constuir o modelo quimiométrico por métodos de calibração multivariada; 

d) Avaliar modelo quimiométrico construído. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1 INTRODUÇÃO AO LEITE CAPRINO 

 

3.1.1 Caprinocultura no Brasil 

O leite desempenha um papel vital na construção de uma sociedade saudável e 

pode ser usado como veículo para o desenvolvimento rural. Seus derivados têm 

componentes potencialmente promotores de saúde que são exclusivos, como caseína e 

proteínas do soro do leite. Estas proteínas do soro do leite, de alta qualidade têm diversas 

propriedades, como exemplo: a β-lactoglobulina, que possui atividade antioxidante e 

imunoestimulante; albumina do soro bovino, que é precursora de síntese da glutationa. O 

cálcio, que ajuda a manter os ossos saudáveis; vitamina D, que ajuda o sistema 

imunológico a absorver cálcio; e probióticos, que ajudam a digerir alimentos. Estas ações 

estimulam pesquisas para estudar bioatividades do leite, principalmente em termos das 

proteínas (Costa et al., 2021). 

A importância do leite de animais não bovinos está aumentando globalmente, 

devido à quantidade (15% da produção mundial de leite) e a fatores econômicos, culturais 

e ecológicos. Características nutricionais especiais foram descritas para vários tipos de 

leite e produtos lácteos não bovinos (Braga, 2020; Costa et al., 2021). 

 

3.1.2 Caprinocultura no Nordeste 

O leite de cabra é de extrema importância para o semiárido nordestino do Brasil. 

A pecuária caprina, incluindo a produção de leite de cabra, tem se mostrado uma atividade 

econômica viável e sustentável para os agricultores locais devido às condições climáticas 

difíceis da região, caracterizadas por longos períodos de seca e escassez de recursos 

hídricos (Maia et al., 2019; Feitosa, Campos e Leite, 2020; Nascimento et al., 2022; Neto 

et al., 2023). 

As comunidades rurais do semiárido valorizam o leite caprino como uma fonte de 

nutrição e renda. Esse leite é uma alternativa significativa para a subsistência, que ajuda 

a diversificar a dieta das famílias e fornece nutrientes essenciais, como proteínas, 

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 últimos dez 

anos, atingindo um total de 8,2 milhões de animais. Desse aumento, 18,3% contribuíram 

para a região Nordeste, onde a quantidade de caprinos chegou a 7,6 milhões. Tais dados 

ressaltam a relevância econômica e produtiva da caprinocultura nas áreas áridas do 

nordeste brasileiro, além do seu papel essencial na segurança alimentar, na geração de 

renda e na preservação das tradições rurais. (Feitosa, Campos e Leite, 2020; Nascimento 

et al., 2022) 

A criação de cabras para produção de leite se adapta bem ao clima semiárido. 

Esses animais conseguem sobreviver alimentando-se de plantas locais, muitas delas 

resilientes à seca. Isso reduz a dependência de insumos externos, como ração, tornando a 

prática mais econômica e sustentável para os agricultores. Além de fortalecer a economia 

local e promover a inclusão social, a produção leiteira caprina também contribui para a 

fixação de pessoas nas áreas rurais semiáridas. O estabelecimento de cooperativas de 

produtores de leite de cabra ampliou a comercialização e o valor agregado ao produto, 

impulsionando ainda mais os benefícios econômicos e sociais. Para além desses aspectos, 

o leite de cabra desempenha um papel crucial na segurança alimentar e na adaptação às 

mudanças climáticas na região semiárida, fortalecendo sistemas produtivos e reduzindo 

a dependência de culturas suscetíveis à seca (Maia et al., 2019; Feitosa, Campos e Leite, 

2020; Nascimento et al., 2022; Neto et al., 2023). 

A Paraíba ostenta o título de principal produtor nacional de leite de cabra, 

conforme atestado pelo Censo Agropecuário 2017 do Instituto Brasileiro de Geografia e 

Estatísticas (IBGE). Demonstrando uma notável produção anual de 5,627 milhões de 

litros de leite. O estado se posiciona à frente de competidores significativos, a exemplo 

da Bahia, segunda colocada, e Minas Gerais, terceira no ranking. Destacam-se, nesse 

cenário, os municípios paraibanos de Taperoá e Sumé como principais produtores, 

ocupando respectivamente o primeiro e o terceiro lugar a nível nacional (Elizário, 2018). 

No âmbito da comercialização de leite de cabra, a Paraíba mantém sua posição de 

liderança no cenário nacional. Do montante total produzido, 4,059 milhões de litros foram 

comercializados, consolidando a Paraíba como referência não apenas em produção, mas 

também em efetiva distribuição comercial desse produto. Merecem especial destaque os 

municípios de Amparo, líder em vendas com 652 mil litros, Monteiro, ocupando a 

segunda posição com 604 mil litros vendidos, e Sumé em terceiro, registrando a 

comercialização de 476 mil litros (Elizário, 2018). O levantamento conduzido por Duarte, 
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Occulati e Manfré (2019) confirmam a posição de destaque da Paraíba como o maior 

produtor nacional de leite de cabra, registrando uma produção anual de 5,627 milhões de 

litros. Além disso, a média diária de leite produzida por produtores associados na região 

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 não apenas a relevância 

econômica da caprinocultura na Paraíba, mas também oferecem subsídios valiosos para 

estratégias futuras e o desenvolvimento sustentável desse setor em ascensão. 

 

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 benefícios, exibe propriedades antioxidantes, anti-inflamatórias, 

anticarcinogênicas, antidiabéticas, antiplaquetárias, anti-hipertensivas e antiobesidade 

(Sen et al., 2021). Contudo. a qualidade e composição do leite de cabra depende de uma 

série de fatores que estão interrelacionados principalmente com as características de raça, 

fase de lactação, hereditariedade, estado de saúde dos animais. 

A baixa alergenicidade é devida a menor quantidade da fração αs1 da caseína, 

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 saúde associados a importantes propriedades funcionais, incluindo uma 

melhor absorção de cálcio, modulação da microbiota. 

O leite de cabra também possui uma composição físico-química diferente além de 

diferir nas características das micelas de caseína e no tamanho dos glóbulos de gordura 

em comparação ao leite de vaca. O leite caprino também apresenta elevado percentual de 

ácidos graxos de cadeia curta e grande potencial mineral e vitamínico. Entre os nutrientes 

do leite de cabra, temos os principais (proteína, gordura e lactose) e minerais essenciais 

como o cálcio, o fósforo, o potássio, o magnésio e menor teor de sódio quando comparado 

ao leite bovino, sendo excelentes fontes de cálcio, fósforo e zinco, além do magnésio e 

potássio (Teixeira; Pallone, 2021). 

Calcio, magnésio e zinco também desempenham importantes funções fisiológicas, 

onde o cálcio está associado à estrutura dos ossos e dentes, além de compor o plasma 

sanguíneo, desenvolvimento e contração de músculos, homeostase da pressão arterial e 

regulação dos batimentos cardíacos. O magnésio se associa à saúde óssea e auxilia na 
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manutenção dos níveis de cálcio e potássio. Zinco, por sua vez, é um cofator importante 

por estar associado à mais de 3 mil proteínas, além de atuar na atividade de certas enzimas 

e outras moléculas que regulam as funções celulares. Por isso, são minerais importantes 

para as funções orgânicas, seja na forma iônica, seja como constituintes de compostos 

(hormônios, enzimas e proteínas) (Teixeira; Pallone, 2021). 

As proteínas do leite de cabra são de fácil digestão e são formadas de 71% de 

caseína, 22% de proteínas solúveis e 7% de nitrogênio não proteico, que são classificadas 

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

De todos os componentes do leite, as proteínas são as mais valiosas para a 

industrialização. O rendimento representado pelo extrato seco total, bem como a 

eficiência da transformação do leite em coprodutos e leite fluido, que por sua vez 

dependem da qualidade da matéria-prima (Brasil et al., 2015). 

 

 3.2 COMPOSIÇÃO E PROPRIEDADES FÍSICAS E FUNCIONAIS DA CASEÍNA 

Devido ao fato de que muitas das propriedades essenciais do leite, como a cor 

branca, a estabilidade ao calor, ao etanol e a coagulação são atribuídas às propriedades 

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

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

No passado, o termo "caseína" foi empregado para categorizar um grupo de 

proteínas que poderiam ser isoladas quando precipitadas após a acidificação do leite a pH 

4,6 e à temperatura de 20 °C. Do ponto de vista estrutural, as caseínas são caracterizadas 

como proteínas amorfas, com uma estrutura aberta (Silva et al., 2019). Caseínas são 

descritas como proteínas fosforiladas e flexíveis, que atuam como nanoveículos para 

transportes de minerais das fêmeas para suas proles, prevenindo a calcificação patológica 

da glândula mamária. No leite, a caseína está presente na forma de micelas de caseína, 

que são partículas porosas, altamente hidratadas com diâmetro médio de 200 nm. Essas 

micelas são constituídas basicamente por moléculas de caseína, água e minerais, 

principalmente por fosfato de cálcio, sendo que este último atua como cimento na 

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

As caseínas possuem diferentes composições de aminoácidos e uma grande 

heterogenicidade devido às duas modificações pós-tradução, chamadas de fosforilação e 



16 
 

 

glicolisação (Silva et al., 2019). Podemos observar a tabela 01 abaixo a diferença de 

composição média do leite de cabra e o de ovelha, vaca e humano: 

 

Tabela 1 – Composição média do leite de cabra, ovelha, vaca e humano 

Composição Cabra Ovelha Vaca Humano 

Gordura (%) 3,8 7,9 3,6 4,0 

Sólidos não gordurosos (%) 8,9 12,0 9,0 8,9 

Lactose (%) 4,1 4,9 4,7 6,9 

Proteína (%) 3,4 6,2 3,2 1,2 

Caseína (%) 2,4 4,2 2,6 0,4 

Albumina, Globulina (%) 0,6 1,0 0,6 0,7 

Proteína Não 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 caseína, Figura 1, são caracterizadas como estruturas 

supramoleculares dinâmicas, onde se transformam de acordo com as mudanças das 

condições físico-químicas do meio, como temperatura, pH, presença de enzimas, etc. A 

micela de caseína é estruturada pela associação de submicelas formadas pela agregação 

das unidades α, β e κ por meio de ligações hidrofóbicas e eletrostáticas. As regiões 

hidrofóbicas das unidades α e β permanecem orientadas para o interior da submicela, 

enquanto, a unidade κ (unidade mais hidrofílica) permanece nas regiões periféricas, com 

sua região C-terminal voltada para o exterior, formando uma camada ao redor das micelas 

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

Contudo, não há um consenso científico sobre a organização interna das micelas 

de caseína. A caseína do leite de cabra difere quanto à composição de aminoácidos e é 

mais digestível do que a caseína do leite de vaca.  A principal fração de proteína do leite 

caprino é a β-caseína. Também contém menos αs-caseína, e muitas vezes apresenta mais 

αs2 do que αs1- caseína. Já o leite de vaca é rico em αs1- caseína, sendo esta responsável 

pela alergia observada em algumas pessoas, porém não 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 Caseína 

 

Fonte: Silva et al., 2019 

Legenda: (Esquerda) (A), (B) e (C) são imagens de microscopia de força atômica de micelas de caseína; 

(D) imagem tridimensional da imagem (C). A barra de escala é de 100 nm. (Direita) imagem da micela de 

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

 

Caseína atua como fonte de aminoácidos, mas sabe-se que apresenta funções 

biológicas específicas por atuarem como vetor de cálcio das mães para seus neonatos; 

como chaperonas, onde evitam a formação de agregados proteicos insolúveis, conhecidos 

como fibrilas amiloides, que previne o aparecimento de várias doenças.  

 

3.2.1 O aminoácido triptofano e sua fluorescência 

 Das proteínas presentes no leite, a β-caseína e a k-caseína possuem um resíduo 

triptofano (Trp), Trp 143 e Trp 76, respectivamente. α S1 -caseína contém Trp 164 e Trp 

199, e α S2-caseína contém Trp 109 e Trp 193. Dentre os aminoácidos presentes na 

caseína, o triptofano é um dos principais responsáveis pela fluorescência intrínseca da 

proteína. A presença do grupo indol (Figura 2) em sua estrutura química explica porque 

o triptofano tem a maior intensidade de absorção, com seu pico máximo de excitação em 

280 nm. (Dantas, 2019; Lelis et al., 2022; Menezes, 2022).  
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Figura 2 – Estrutura do triptofano. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023. 

Legenda: Seta destacando o grupo indol. 

 

 Estudos utilizaram espectroscopia de fluorescência em leite submetidos à suaves 

aquecimentos e demonstraram fluoróforos naturais do leite, como os aminoácidos 

fenilalanina, tirosina e triptofano, e coenzimas, como NADH e FADH. Após a excitação 

do leite em 250 nm, o espectro de emissão foi registrado entre 280 e 480 nm; a máxima 

fluorescência foi registrada em 342 nm, e isso foi atribuído à presença do aminoácido 

triptofano (Moura, 2017). 

 

3.2.2 Importância da caseína e sua determinação na indústria  

A determinação da caseína, uma das principais proteínas presentes no leite de 

cabra, desempenha um papel crucial na indústria e no comércio de produtos lácteos. A 

utilização de métodos avançados, como a espectrofluorimetria em conjunto com a 

calibração multivariada, apresenta potenciais aplicações industriais e comerciais 

promissoras para o setor. A estabilidade das proteínas do leite é estudada devido ao seu 

valor comercial, pois é um componente essencial para garantir condições de 

processamento adequadas. Devido à elevada estabilidade térmica das caseínas, os 

derivados lácteos podem ser fabricados com temperaturas elevadas, aumentando seu 

prazo de validade e oferecendo uma qualidade superior aos consumidores (Tsujimoto, 

2022). Damián e Sacchi (2020) afirmam que as proteínas do leite são essenciais para 

produtos tecnológicos, como a produção de queijos artesanais, de grande importância na 

caprinocultura. Em laboratório, várias técnicas foram desenvolvidas para determinar 

como a composição, principalmente o teor de proteína do leite e as frações de caseína, 
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afetam os processos tecnológicos, como o desempenho do queijo. Para isso, foram 

desenvolvidos alguns métodos para a determinação da caseína. 

 

3.3 MÉTODOS CONVENCIONAIS PARA DETERMINAÇÃO DE CASEÍNA 

Na indústria de laticínios, a determinação da caseína é essencial para a 

padronização da produção de produtos lácteos, como queijos e iogurtes, onde ela 

desempenha um papel crucial na textura, viscosidade e capacidade de retenção de água 

desses produtos, influenciando diretamente sua qualidade. A utilização da 

espectrofluorimetria e calibração multivariada permite o controle rigoroso da 

concentração de caseína durante o processo de fabricação, garantindo a consistência e o 

padrão de qualidade dos produtos lácteos (Lima, 2011). 

No estudo conduzido por Damián e Sacchi (2020), uma avaliação comparativa 

entre alguns métodos de determinação de proteínas e caseína no leite de cabra foi 

realizada em relação ao método oficial Kjeldahl. Este último, amplamente reconhecido 

na análise de proteínas, se baseia na digestão das amostras por meio de reação com ácido 

sulfúrico, liberando o nitrogênio presente nas proteínas, o qual é posteriormente 

convertido e quantificado. 

Os métodos de Lowry e Biureto, utilizados tanto para a quantificação de proteínas 

totais quanto de caseínas, fundamentam-se em reações colorimétricas. O método de 

Lowry envolve a formação de complexos coloridos entre o grupo tiol de resíduos de 

cisteína e reagentes específicos, enquanto o método de Biureto se baseia na formação de 

complexos de coloração violeta em decorrência da interação entre íons de cobre e 

peptídeos nas amostras. Já o método Milkoscan, destinado à determinação de proteínas 

totais, opera por meio de espectroscopia no infravermelho próximo, analisando a 

absorção de radiação eletromagnética pelas moléculas presentes no leite. Essa técnica 

permite a quantificação direta das proteínas, proporcionando uma alternativa eficaz e 

rápida em comparação com métodos tradicionais (Damián; Sacchi, 2020; Spina et al., 

2021; Silva et al., 2022). 

Os resultados obtidos por Damián e Sacchi (2020) evidenciaram que os métodos 

de Lowry, Biureto e Milkoscan apresentaram correlação significativa com o método 

Kjeldahl. Esses métodos revelaram de maneira consistente padrões distintos de teor 

proteico entre as raças de leite de cabra. Contudo, o método de Bradford, que se baseia 
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na ligação de corantes às proteínas, não acompanhou o mesmo padrão observado nos 

demais métodos, sendo desaconselhado para a determinação de proteínas no leite de cabra 

devido à sua correlação inferior com o Kjeldahl. Essas constatações reforçam a 

importância de selecionar métodos analíticos adequados, considerando as características 

específicas da matriz do leite de cabra, para assegurar resultados precisos e confiáveis na 

quantificação de proteínas. 

Uma abordagem analítica comum é o HPLC, que se baseia na separação de 

componentes presentes na amostra. HPLC de fase reversa também é utilizada e se baseia 

na separação dos componentes da amostra com base na hidrofobicidade das moléculas, 

oferecendo uma alternativa eficaz para a quantificação específica da caseína. No entanto, 

é importante destacar que a implementação da HPLC, independentemente da fase 

utilizada, pode apresentar desvantagens, como a necessidade de equipamentos 

especializados e custos associados à manutenção e operação (Bordin et al., 2001; Buzás 

et al., 2022; Vera-Bravo et al., 2022). 

Os métodos espectroscópicos têm sido bastante utilizados devido à facilidade no 

preparo de amostras, a rapidez nas análises e no baixo custo. As análises espectroscópicas 

fornecem informações da estrutura da molécula, identificação de grupos funcionais 

existentes nas amostras e auxilia o entendimento de acordo com o tipo de manejo aplicado 

(Thiago, 2016). 

A espectroscopia no infravermelho próximo (NIR, do inglês Near InfraRed) e a 

espectroscopia UV-VIS, desempenham um papel significativo na determinação de 

proteínas em produtos lácteos. Embora ofereçam vantagens em termos de velocidade, é 

importante salientar que esses métodos podem ser suscetíveis a interferências de outros 

componentes na amostra. Assim, embora a HPLC de fase reversa e as técnicas 

espectroscópicas proporcionem abordagens eficientes, é crucial considerar suas 

respectivas desvantagens e desafios ao escolher o método analítico mais apropriado para 

a análise de caseína em produtos lácteos (Laporte; Paquin, 1999, Gastélum-Barrios et al., 

2020; Ayvaz et al., 2021). 

A escolha da espectrofluorimetria como uma opção interessante para a 

determinação da caseína no leite e na indústria se deve à sua capacidade de oferecer 

resultados precisos e confiáveis.  
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3.4 ESPECTROFLUORIMETRIA 

A espectroscopia de fluorescência é uma técnica que se baseia na instrumentação 

analítica de grande utilização devido às suas vantagens, como sua rapidez na análise, 

sensibilidade, seletividade, reprodutibilidade, entre outros. Outro ponto muito vantajoso 

é a sua característica não destrutiva, pois não causa alteração na composição química da 

amostra (Gomes, 2020). 

Fluorescência é um evento de luminescência. O modo de excitação para esse 

fenômeno é a absorção de um fóton, que leva a espécie absorvedora para um estado 

excitado eletrônico. A emissão de fótons que segue a relaxação é chamada de 

fotoluminescência, que engloba a fluorescência ou a fosforescência. Uma vez que uma 

molécula é excitada pela absorção de um fóton, ela pode retornar ao estado fundamental 

com emissão de fluorescência. (Matos, 2022).  

A exibição da fluorescência ocorre respeitando as regras de seleção, que limitam 

o número de transições, segundo o Diagrama de Jablonski, na Figura 3. As moléculas são 

estimuladas do estado fundamental pela absorção de radiação com comprimento de onda 

característico e promovidas para um estado excitado singleto. Após as moléculas 

excitadas se desativam mediante uma série de relaxamentos (transições não radiativas) 

dos níveis vibracionais de estados eletrônicos de mesma multiplicidade até atingir o 

primeiro nível vibracional do estado excitado singleto de menor energia. Esse processo 

de relaxação é um evento que acontece muito rapidamente (10-l3 a 10-11 s) e sem emissão 

de radiação (Ranzan, 2021).  

Ao combinar a espectrofluorimetria com a calibração multivariada, é possível 

obter resultados ainda mais confiáveis. A calibração multivariada envolve a construção 

de modelos matemáticos complexos que correlacionam as medidas 

espectrofluorimétricas com as concentrações conhecidas de caseína em amostras de 

referência (Teixeira; Pallone, 2021).  

 

 

 

 

 



22 
 

 

Figura 3 – Diagrama de Jablonski. 

 

Fonte: Ranzan (2021). 

 

3.5 QUIMIOMETRIA 

O progresso tecnológico observado recentemente teve impacto significativo em 

diversas disciplinas científicas, destacando-se, de maneira particular, a química analítica. 

A demanda por ferramentas matemáticas e estatísticas capazes de processar extensos 

conjuntos de informações e dados analíticos foi o principal impulsionador do surgimento 

e rápido avanço de uma nova área de estudo, conhecida como quimiometria (Ferreira, 

2015). 

A quimiometria possui metodologias que podem ser aplicados com diferentes 

finalidades compreendendo desde a análise exploratória de dados, a calibração 

multivariada para a predição quantitativa das propriedades de uma amostra, bem como a 

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

Para Ruschel (2017), “a quimiometria é uma área da química que utiliza 

conhecimentos de matemática e estatística para a identificação de informações relevantes 

de um problema em estudo”. Ela pode ser dividida em quatro vertentes: Análise 

exploratória de dados químicos; calibração multivariada; modelos de classificação e 

planejamento fatorial para otimizar condições experimentais.  
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3.5.1 Calibração multivariada 

A calibração multivariada tem sido amplamente adotada devido à sua capacidade 

de lidar com dados complexos e capturar informações valiosas contidas em múltiplas 

variáveis independentes simultaneamente (Souza, 2019). Essa abordagem estatística 

permite explorar as relações entre as variáveis e identificar padrões que podem não ser 

facilmente detectados com métodos univariados tradicionais. A ênfase dos 

quimiometristas na calibração multivariada decorre da capacidade de considerar 

simultaneamente múltiplas variáveis, gerando dados que seriam negligenciados pelos 

métodos univariados. Ao analisar uma variável por vez, a interação entre elas passa 

despercebida, resultando em perda de informações valiosas. As vantagens da calibração 

multivariada incluem a redução de ruído, pois a análise simultânea de diversas variáveis 

permite a identificação das responsáveis por sinais redundantes; medições parcialmente 

seletivas, livres do efeito de sinais interferentes; e facilidade na detecção de amostras 

anômalas. (Oliveira, 2018; Domingos, 2019).  

No âmbito da espectroscopia, a calibração multivariada está vinculada à 

elaboração de modelos matemáticos capazes de antecipar concentrações de analitos de 

interesse a partir de espectros de absorbância, eliminando a necessidade de realizar novos 

experimentos laboratoriais para determinar amostras desconhecidas. A calibração 

multivariada emerge como uma das áreas mais atrativas da quimiometria, possivelmente 

devido à perspectiva de estabelecer relações entre medidas dispendiosas, permitindo que 

sejam previstas por métodos mais acessíveis e/ou econômicos, resultando em economia 

de tempo e recursos financeiros. Contudo, é crucial ponderar que a etapa de calibração 

requer a utilização de amostras da matriz a ser avaliada. Modelos construídos para uma 

matriz específica não são aplicáveis a outras (Santos et al., 2021).  

A calibração multivariada é uma poderosa ferramenta estatística que possibilita a 

exploração das relações entre múltiplas variáveis e a obtenção de informações valiosas a 

partir de dados complexos. Sua aplicação tem se mostrado essencial em diversas áreas de 

pesquisa e tem contribuído para avanços significativos em análises químicas e científicas 

(Santos et al., 2021; Oliveira, 2018). A calibração multivariada também tem se mostrado 

eficaz na detecção de outliers e na capacidade de lidar com interferências 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 analítico, desde a pré-

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

 

3.5.2 Regressão por mínimos quadrados parciais 

Como mencionado anteriormente, a calibração multivariada representa uma 

abordagem estatística avançada amplamente adotada em diversas esferas científicas e 

industriais, visando analisar e extrair informações valiosas de conjuntos de dados 

multivariados complexos. Essa metodologia oferece a capacidade de modelar e 

compreender as relações intricadas entre múltiplas variáveis independentes e uma 

variável dependente de interesse. Ao longo dos anos, diversos métodos de calibração 

multivariada foram desenvolvidos e aplicados com sucesso em diferentes campos de 

estudo (Chaves et al., 2008). 

Um dos métodos preeminentes na calibração multivariada é a regressão por 

mínimos quadrados parciais (PLS, do inglês Partial Least Squares). Reconhecido por sua 

robustez, o PLS é habilidoso na gestão da multicolinearidade entre as variáveis 

independentes e na explicação da variabilidade em ambas as variáveis independentes e 

dependentes. É frequentemente empregado em aplicações envolvendo a modelagem de 

dados espectroscópicos, químicos e biológicos (Jiang et al., 2022). 

Uma das principais vantagens do PLS também é a sua capacidade de reduzir a 

dimensionalidade dos dados, ou seja, representar informações relevantes em um espaço 

de menor dimensão. Isso é especialmente útil quando se lida com um grande número de 

variáveis e busca-se uma forma eficiente de extrair o máximo de informações a partir 

delas. Essa técnica é extensivamente aplicada em diversas áreas, como controle de 

qualidade de medicamentos, controle de qualidade de alimentos e determinação da 

quantidade de fármacos ou compostos específicos (Macedo et al., 2023; Campos et al., 

2018). 

 

3.6 DETERMINAÇÃO DE CASEÍNA UTILIZANDO CALIBRAÇÃO 

MULTIVARIADA  

Diversos estudos têm explorado a aplicação de métodos de calibração 

multivariada para determinar a caseína em amostras de leite de cabra, alcançando 

resultados altamente precisos e confiáveis (Alves, 2021). 
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 A determinação precisa de componentes específicos em sistemas complexos, 

como a caseína em produtos lácteos, representa um desafio analítico significativo. A sua 

quantificação exata é crucial para garantir a conformidade com a qualidade final do 

produto. Nesse aspecto, a calibração multivariada emerge como uma abordagem 

promissora, permitindo a análise simultânea de múltiplas variáveis inter-relacionadas. 

Essa calibração utiliza-se de técnicas estatísticas avançadas para explorar a relação entre 

as variáveis independentes, como os espectros obtidos por técnicas como a 

espectrofluorimetria e a variável dependente, neste caso, a concentração de caseína (Ma 

e Amamcharla, 2021). 

Ao ser comparada a métodos univariados, a calibração multivariada destaca-se 

por sua capacidade de lidar com sobreposição espectral e variações na matriz do produto 

(Smith et al., 2019). Essa flexibilidade torna-a particularmente valiosa em análises de 

amostras complexas, como queijos envelhecidos, nos quais a presença de outras 

substâncias pode interferir nos métodos convencionais (Abbas et al., 2018). A bem-

sucedida implementação dessa abordagem na determinação de caseína sublinha não 

apenas a importância da escolha da técnica analítica apropriada, mas também ressalta a 

necessidade de uma compreensão aprofundada das propriedades físicas e químicas do 

sistema em estudo (Ma e Amamcharla, 2021). Essas contribuições consolidam a 

calibração multivariada como uma ferramenta analítica robusta e eficaz na quantificação 

precisa de componentes específicos em produtos lácteos. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 LOCAL DOS EXPERIMENTOS 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Química Analítica e 

Quimiometria (LQAQ). Localizado no prédio das Três Marias (subsolo) do campus I, 

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

 

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 raças diferentes: murciana, toggenburg e Saanen, através 

de duas fazendas da região. 

 

4.3 PREPARO DE SOLUÇÕES 

Foram empregados ácido acético, etanol 95%, éter etílico P.A., caseína P.A. da 

marca Synth e tampão fosfato com pH 7.5. A metodologia, adaptada de Joshi et al. (2021), 

consistiu em dissolver a caseína padrão no tampão fosfato pH 7,5, seguido pelo 

aquecimento da solução em banho-maria a 45-50°C até atingir um estado quase 

transparente.  

Para a construção da curva de calibração, foram preparadas soluções padrão de 

caseína pura da marca Synth, com concentrações de 8, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 

ppm. 

 

4.4 QUANTIFICAÇÃO DA CASEÍNA PARA A ANÁLISE DO MÉTODO CLÁSSICO 

GRAVIMÉTRICO 

Para a obtenção da caseína, utilizou-se a metodologia de Andrade et al. (2012), 

onde foram aquecidos 150 mL de água destilada a 38°C e em seguida adicionou-se 50 

mL de leite. Adicionou-se ácido acético (aproximadamente 3,7mL) gota a gota na solução 

até o aparecimento de um precipitado abundante. A solução foi deixada em repouso por 

aproximadamente 20 minutos para a sedimentação da proteína, 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 filtração e desprezou-se o filtrado. Ao precipitado foram adicionados 5 

mL de éter etílico e, após homogeinização em um bequer com um bastão de vidro, 

efetuou-se uma nova filtração decantando então o precipitado, e secando-o em papel de 

filtro e, posteriormente colocado no dessecador para secar o restante. Em seguida, foi 

pesada a massa caseínica obtida. 

 

4.5 OBTENÇÃO DOS ESPECTROS DE FLUORESCÊNCIA 

Os espectros de fluorescência foram obtidos através do pico de excitação em 280 

nm e a emissão de 324 a 360 nm utilizando espectrofluorímetro modelo Jasco FP 8200. 

Utilizou-se a cubeta de quartzo de 10 mm caminho óptico. Foi utilizado os seguintes 

parâmetros: Velocidade da medida de 2000 nm/min; modo de medição de emissão com 

resposta de 0,1 segundos; largura da banda de excitação e emissão de 2,5 nm, com 

sensibilidade média. 

 

4.6 SOFTWARES E MODELOS QUIMIOMÉTRICOS 

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

Para se obter melhores resultados foram avaliados a possibilidades de correções e 

remoção de ruídos nos dados e calibração multivariada, tais como suavização de linha de 

base, minimização de ruídos e interferências instrumentais. 

As soluções de concentração conhecida foram utilizadas para construção do 

modelo de calibração. Foram avaliados o coeficiente de determinação de calibração 

(R²cal), a raiz quadrada do erro quadrático médio de calibração (RMSEC, do inglês Root 

Mean Square Error of Calibration) foram usados para avaliar os modelos de PLS. Em 

seguida, os modelos de regressão PLS foram usados para predição das amostras sintéticas 

e das amostras reais de leite de cabra. Foram avaliados o coeficiente de determinação de 

predição (R²pred), número de variáveis latentes e a raiz quadrada do erro quadrático médio 

de predição (RMSEP, do inglês Root Mean Square Error of Prediction). 
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5 RESULTADO E DISCUSSÃO 

 

5.1 CURVA DE CALIBRAÇÃO 

As medidas espectrofluorimétricas das soluções padrão foram feitas na região de 

324 a 360 nm para excitação e 280 nm para emissão, Figura 4. 

 Foi realizada uma Análise por Componentes Principais para comparar os grupos 

de amostras a partir das variáveis com maior variância. Através do gráfico de scores, 

Figura 5, é possível observar similaridades entre as amostras que possuem concentrações 

próximas, foi possível observar também que há uma tendência a separação entre as 

amostras mais concentradas e menos concentradas, observando baixo resíduo na amostra 

de 80 ppm. 

 

Figura 4 – Medidas espectrofluorimétricas das soluções padrão de caseína para 

obtenção da curva de calibração. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023. 

 

Algumas amostras do reagente padrão (caseína P.A.) possuem comportamento 

que as agrupam mais próximas a depender da concentração utilizada, do que ao 

agrupamento de amostras com concentrações superiores. Isso pode indicar que o 

comportamento da caseína P.A. varia com a concentração, o que é relevante para a 

calibração do modelo de predição. 
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Figura 5 – Gráfico de scores do modelo PCA. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023. 

 

Figura 6 – Gráfico de Loadings do modelo de calibração para determinação de caseína. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023. 

 

Como pode-se observar no gráfico de loadings, Figura 6, um componente 

principal (PC) foi suficiente para elucidar a variação nos espectros, o que é coerente, uma 

vez que se trata de uma única banda larga. No entanto, para explicar a variação nas 

concentrações, foram necessários dois componentes principais (PCs), sendo um 

responsável por 98% e o outro por 1%. 
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Em seguida, o gráfico de influência, Figura 7, foi idealizado para identificar 

amostras anômalas no conjunto de dados e foi constatado que nenhuma das amostras 

apresentou impacto na distribuição dos agrupamentos.  

 

Figura 7 – Gráfico de resíduos estudantizados de influência. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023. 

 

Ao considerar que os resultados apresentem uma tendência a separação entre as 

amostras com concentrações distintas, e percebendo a distinção desses agrupamentos pela 

classificação, buscou-se por meio da regressão PLS a construção de modelos para 

predição da caseína nas amostras, houve uma grande influência relacionada a alta 

concentração. 

 

5.2 MODELOS DE CALIBRAÇÃO MULTIVARIADA 

Os dados foram separados em conjuntos de calibração e predição. Um conjunto 

de calibração com 10 amostras de soluções padrão e um conjunto de predição com 3 

amostras também de soluções padrão de concentração conhecida. Em seguida, os 

modelos construídos foram avaliados em termos das figuras de mérito R², RMSEC, 

RMSEP e bias. 
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As figuras de mérito mostram que o modelo PLS construído proporcionou bons 

resultados devido a obtenção de um valor de bias muito baixo, 1,41 x 10-7. O bias mede 

a predisposição do modelo superestimar ou subestimar um valor menor que o observado 

(Brereton et al., 2018). O R² avaliou a linearidade da previsão do modelo com os valores 

de referência, esse coeficiente de determinação de calibração apresentou-se 0,9779, 

indicando assim uma linearidade entre os valores de referência, ou seja, é uma medida de 

ajuste linear. De acordo com Elfadl et al. (2010), é possível considerar que os resultados 

são satisfatórios quando os valores de R² são superiores a 0,83. Portanto, o R² de 

calibração mostrou o valor mais próximo ao padrão para esse parâmetro. O RMSEC 

indica o ajuste do modelo aos dados de calibração, 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 os mesmos são 

inferiores às concentrações utilizadas para a construção dos modelos, sugerindo um ajuste 

satisfatório do modelo aos dados de calibração e um desempenho geral aceitável na 

predição.  

 

Figura 8 – Gráfico de Regressão. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023. 

 

A partir dos gráficos de regressão, Figura 8, foi possível construção de modelos 

para a determinação da caseína em leite de cabra utilizando a espectrofluorimetria aliada 

à quimiometria, os parâmetros de qualidade mostraram que os modelos são adequados 

para essa determinação. 
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5.2.1 Predição com amostras sintéticas 

Foi realizada uma predição com amostras sintéticas contendo três concentrações 

distintas, com o objetivo de avaliar a eficácia do método. Esses resultados podem ser 

observados na Tabela 2. 

 

Tabela 2 – Comparação da caseína P.A., concentração calculada, valor predito e seu 

desvio 

Caseína PA Concentração 

calculada (ppm) 

Valor Predito 

(ppm) 

Desvio (%) 

cas. 25 A 25,00 20,03 19,88 

cas. 25 B 25,00 22,93 8,28 

cas. 25 C 25,00 29,03 16,36 

cas. 35 A 35,00 30,23 13,62 

cas. 35 B 35,00 29,67 15,22 

cas. 35 C 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 caseína com 

valores preditos próximos das concentrações calculadas, destaca resultados favoráveis, 

com desvios geralmente abaixo de 20%. A caseína com a concentração de 55 ppm obteve 

resultados com pouco desvio, sugerindo que o método pode ser mais preciso com 

concentrações mais altas. 

Até o presente momento, não foram encontradas informações específicas 

referentes aos limites de desvio aceitável de caseína e de proteínas totais no leite conforme 

estabelecido na Instrução Normativa (IN) brasileira, emitida pelo Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA). Esse é um estudo preliminar das 

medidas, sem fazer tratamento como ideal. 
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5.3 DETERMINAÇÃO DA CASEÍNA POR EXTRAÇÃO NO LEITE 

Para poder fazer os cálculos, foi feito uma extração da caseína, como método 

clássico, e, após a extração e secagem, as amostras foram pesadas, obtendo os valores 

mostrados na Tabela 3. 

 

Tabela 3 – Relação massas das amostras pesadas. 

AMOSTRAS MASSA EM 50 

mL (g) 

Marca 1 0,6322g 

Marca 2 1,5398g 

Murciana 2 2,2593g 

Saanen 1 2,6603g 

Saanen 2 1,9989g 

Toggenburg 1 1,7804g 

Toggenburg 2 1,7489g 

Toggenburg 3 2,5018g 

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023. 

 

A partir desses valores, foram feitos cálculos para determinar a concentração de 

caseína em cada leite, utilizando a equação da concentração (1), onde concentração é 

igual à razão massa e volume, onde esse valor obtido foi transformado em ppm. 

 

𝐶 =
𝑚

𝑣
     (1) 

Onde: 

C é a concentração; 

m é a massa obtida; 

v é o volume de leite que foi utilizado para extração, neste caso, 50 mL. 

 

Posteriormente foi realizada a predição dos valores de concentrações calculadas, 

onde foi alcançado os valores preditos pela curva de calibração e o desvio do valor predito 

em relação ao valor da concentração calculada. 
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5.3.1 Predição com amostras reais 

 Foi realizada, também, uma predição com amostras reais, contendo 7 amostras 

distintas, em triplicata. 

 

Tabela 4 – Comparação das amostras de leite bruto diluído, concentração calculada, 

valor predito e seu desvio. 

Leite bruto Concentração calculada (ppm) Valor Predito (ppm) Desvio(%) 

Marca 1 A 50,58 69,50 37,41 

Marca 1 B  50,58 65,49 29,47 

Marca 1 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 

Saanen 1 C  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 eficácia do método de quantificação depende dos desvios entre os valores 

preditos e as concentrações calculadas, Tabela 4. Portanto, não obstante dos resultados da 

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

um desvio tolerável, apesar de alto, onde pode ser devido ao método de homogeneização 

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

diferente em amostras distintas. Ainda assim, os resultados são encorajadores, com 
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desvios frequentemente abaixo de 30%. O método demonstra eficácia ao lidar com 

diferentes marcas de leite bruto, onde, apesar do leite ser uma mistura e ter outras 

proteínas e possíveis interferentes para supressão da fluorescência, os valores estão 

coerentes. Em algumas amostras, observa-se uma diferença relevante entre as replicatas, 

indicando a possibilidade de um problema de homogeneização. 

Lakowicz (2006) afirma que muitas proteínas encontradas em matrizes biológicas 

são responsáveis pela supressão de fluorescência, principalmente devido à presença de 

aminoácidos como tirosina e triptofano. A auto-absorção do sistema tirosina-triptofano e 

as interações peptídicas entre os fluoróforos são as principais causas. Para Rucker et al. 

(2012), existem várias técnicas usadas para eliminar ou reduzir o impacto da supressão, 

reduzindo assim sua influência nas análises. Uma opção é a diluição das amostras; é mais 

interessante porque não envolve os procedimentos de preparação da amostra mais 

complexos. 

Essa pesquisa destaca a importância crucial da quantificação da caseína no leite, 

especialmente para a indústria de laticínios e produção de alimentos. Os resultados 

promissores indicam que o método empregado oferece uma ferramenta valiosa para 

otimizar processos de produção, assegurar a qualidade dos produtos lácteos e atender a 

requisitos regulatórios. A capacidade do modelo de lidar com variações entre marcas de 

leite bruto ressalta sua robustez, enquanto a previsão precisa da concentração de caseína 

contribui para a eficiência operacional, redução de desperdícios e melhoria da 

consistência do produto final. Além disso, abre perspectivas para pesquisas futuras, 

sugerindo a possibilidade de utilizar métodos de homogeneização das amostras para a 

leitura no espectrofluorímetro, ampliar a análise para outros componentes, adaptar a 

metodologia a diferentes matrizes lácteas e explorar a integração de técnicas 

multissensoriais, promovendo inovações contínuas na análise de componentes em 

produtos lácteos   
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6 CONCLUSÃO  

 

Foi apresentada uma proposta inovadora para a determinação de caseína no leite 

de cabra, utilizando a espectrofluorimetria em conjunto com a quimiometria. A eficácia 

do método foi confirmada por meio da quantificação da caseína, respaldada por uma 

análise exploratória que evidenciou padrões nas amostras. A cuidadosa escolha dos 

parâmetros espectrais, como o comprimento de onda de excitação em 280 nm, fortalece 

a robustez do procedimento experimental. 

A construção de modelos quimiométricos, especialmente com o uso da regressão 

PLS, revelou resultados notáveis. Os modelos foram avaliados com base em métricas 

como bias, R², RMSEC e RMSEP. A análise de componentes principais e gráficos de 

regressão contribuiu para uma compreensão mais aprofundada da variação nas 

concentrações, consolidando a validade do modelo proposto. 

A caseína com a concentrações mais altas obteve resultados com pouco desvio, 

sugerindo que o método pode ser mais preciso com concentrações mais altas. Os 

resultados obtidos têm implicações práticas significativas para a indústria de laticínios, 

oferecendo uma ferramenta valiosa para otimizar processos de produção, garantir a 

qualidade dos produtos e atender a requisitos regulatórios. 

A técnica da espectroscopia de fluorescência se mostrou promissora para 

avaliação e determinação da caseína no leite de cabra. 
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