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CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA E MICROBIOLÓGICA DO LEITE BUBALINO 

DESTINADO À FABRICAÇÃO DE DERIVADOS NO RS, COM ÊNFASE NA 

IDENTIFICAÇÃO FENOTÍPICA E GENOTÍPICA DE Staphylococcus spp.
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Coorientadora: Profa. Dra. Ana Paula Guedes Frazzon 
 

RESUMO 

A ascenção do mercado de derivados de leite bubalino no Rio Grande do Sul (RS) 

enfatiza a necessidade da caracterização e regulamentação desse produto. Visando 

atender esse objetivo, foram coletadas ao longo de um ano 69 amostras de leite de 

búfala a granel dos três produtores do RS. As médias dos resultados foram: 

5,5g/100g para gordura, 4,06g/100g para proteína, 5,07g/100g para lactose, 

15,5g/100g para sólidos totais, 9,96g/100g para sólidos não gordurosos, 

0,161g/100g para cálcio, 1,034 g/mL para densidade, -0,527°C para índice 

crioscópico, 16°D para acidez, 95x10³ cél/mL para contagem de células somáticas, 

9,0x104 UFC/mL para contagem padrão em placas, 1,6x10²MPN/mL para 

Escherichia coli e 6,3x103 UFC/mL para Staphylococcus spp. Verificou-se a 

ausência de Salmonella spp., Listeria monocytogenes e resíduos de antimicrobianos 

nas amostras. O teor de ácidos graxos desejáveis das amostras mostrou relação 

com o manejo e alimentação dos animais. A biodiversidade de Staphylococcus spp. 

revelou 11 espécies, sendo S. aureus frequente em 36 (52%, n=69) amostras de 

leite. Além disso, 50 (47,62%, n=105) dos S. aureus isolados apresentaram potencial 

enterotoxigênico carreando sea (42,85%; n=45) e/ou sed (6,67%; n=7). Entre as 50 

cepas com potencial enterotoxigênico, 11 (22%) foram sensíveis a todos os 

antimicrobianos e 15 (30%) foram classificadas como multirresistentes. O leite de 

búfala a granel no RS apresentou características físico-químicas e microbiológicas 

satisfatórias. A presença de cepas de S. aureus enterotoxigênicas e 

multirresistentes, importante do ponto de vista epidemiológico e sanitário, requer a 

redução das fontes de contaminação e a manutenção de baixas temperaturas 

durante o armazenamento e processamento desta matéria-prima. 
1
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Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (141 p.) dezemmbro, 2021. 
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PHYSICOCHEMICAL AND MICROBIOLOGICAL CHARACTERIZATION OF 

BUFFALO MILK INTENDED FOR DAIRY PRODUCTS IN RS, WITH EMPHASIS ON 

THE PHENOTYPIC AND GENOTYPIC IDENTIFICATION OF Staphylococcus spp. 
1
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ABSTRACT 

The rise of the buffalo milk derivatives market in Rio Grande do Sul (RS) emphasizes 

the need for characterization and regulation of this product. In order to meet this 

objective, 69 samples of bulk buffalo milk were collected over the course of a year 

from the three producers in RS. The mean results were: 5.5g/100g for fat, 

4.06g/100g for protein, 5.07g/100g for lactose, 15.5g/100g for total solids, 

9.96g/100g for non-fat solids, 0.161 g/100g for calcium, 1.034 g/mL for density, -

0.527°C for freezing point, 16°D for acidity, 95x10³ cell/mL for somatic cell count, 

9.0x104 CFU/mL for standard plate count, 1 .6x10²MPN/mL for Escherichia coli and 

6.3x103 CFU/mL for Staphylococcus spp. Salmonella spp., Listeria monocytogenes 

and antimicrobial residues were not detected in the samples. The lipid profile showed 

a relationship between the desirable fatty acid content for human nutrition and the 

handling and feeding of the animals. Biodiversity of Staphylococcus spp. revealed 11 

different species, with S. aureus frequent in 36 (52%, n=69) of the milk samples. 

Furthermore, 50 (47.62%, n=105) of the S. aureus isolated showed enterotoxigenic 

potential harbouring sea (42.85%; n=45) and/or sed (6.67%; n=7). Among the 50 

strains with enterotoxigenic potential, 11 (22%) were sensitive to all antimicrobials 

and 15 (30%) were classified as multiresistant. Bulk buffalo milk in RS demonstrated 

satisfactory physicochemical and microbiological characteristics. The presence of 

enterotoxigenic and multiresistant strains of S. aureus, important from an 

epidemiological and sanitary point of view, it requires the reduction of contamination 

sources and the maintenance of low temperatures during the storage and processing 

of this raw material. 
 

1
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Saúde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (141 p.) dezember, 2021. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O leite bubalino é a segunda maior fonte de produção global de leite, e o 

que tem apresentado a maior taxa de crescimento na produção. No Brasil, o maior 

interesse em relação ao leite bubalino tem sido a produção de derivados, devido à 

grande procura pelo consumidor. O leite de búfala apresenta características que o 

diferenciam dos demais. Seus teores de lipídeos, proteínas, lactose, sólidos totais e 

resíduos minerais são de grande importância nutricional. Atrativamente, o teor de 

sólidos totais superior deste leite proporciona um rendimento quase 50% maior na 

produção de queijos em comparação ao leite bovino. 

A qualidade do leite bubalino é o fator mais importante para o sucesso da 

produção de seus derivados. Um gargalo no aumento do potencial de produção tem 

sido a escassez de informações, sendo erroneamente presumido que as 

informações científicas geradas para o rebanho bovino leiteiro possam ser 

extrapoladas para o rebanho bubalino. É bem definido que o leite bubalino possui 

características próprias tanto no perfil físico-químico, quanto sanitário. Igualmente, 

esses parâmetros podem ser influenciados por diferenças no manejo, alimentação, 

raça, condições ambientais e localidade. 

No contexto atual, não dispomos de legislação federal específica para 

determinar o Padrão de Identidade e Qualidade (PIQ) do leite bubalino. Em âmbito 

estadual, somente o Estado de São Paulo conta com legislação que determina 

limites aceitáveis para alguns parâmetros de qualidade. No Estado do Rio Grande 

do Sul (RS) os dados disponíveis em relação ao leite bubalino cru, utilizado como 

matéria-prima para produção de derivados, ainda são limitados. Desta forma, 

análises microbiológicas e físico-químicas em amostras de três produtores, que 

representam 100% do mercado formal de leite bubalino no RS, realizadas de forma 

contínua, englobando as variações sazonais da região, aliadas aos dados de 

contagem de células somáticas (CCS) e perfil lipídico, podem ajudar a caracterizar 

tal produto nesta região. 

No contexto sanitário, o gênero Staphylococcus tem especial relevância 

quanto à presença em alimentos de origem animal. Atualmente, estudos específicos 

para leite bubalino acerca da presença e biodiversidade desse gênero são escassos 

no país. A espécie S. aureus é um dos principais causadores de mastite nos 

ruminantes, um problema de ordem econômica que prejudica a processamento dos 
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derivados. Uma possível contaminação do leite ordenhado pode ser oriunda, 

principalmente, do próprio animal, dos manipuladores ou das superfícies. Uma vez 

no leite, cepas de S. aureus podem ser capazes de produzir enterotoxinas 

estafilocócicas (EE) termoestáveis e causadoras de intoxicação alimentar em 

humanos. Outra questão de preocupação em saúde pública é a presença de 

bactérias resistentes aos antibióticos em produtos de origem animal. Esse contexto 

evidencia a necessidade de caracterização da população de S. aureus, isolados do 

leite bubalino no RS, quanto ao perfil de virulência e de resistência aos 

antimicrobianos, para assim estimar o potencial risco de contaminações bem como a 

necessidade da adoção de medidas preventivas pelo produtor e pela indústria de 

derivados.  

Assim, a motivação para esse trabalho foi fornecer subsídios para o 

estabelecimento de um padrão de identidade e qualidade (PIQ) do leite bubalino 

destinado à fabricação de derivados no RS. Ainda, através da disponibilização das 

características físico-químicas e microbiológicas deste produto, possibilitar futuros 

trabalhos visando aprimorar essa produção. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

Determinar os parâmetros físico-químicos e microbiológicos, com ênfase 

na caracterização fenotípica e genotípica da população de Staphylococcus spp., a 

fim de fornecer subsídios para o estabelecimento de um padrão de identidade e 

qualidade (PIQ) do leite bubalino cru destinado à fabricação de derivados no RS.  

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

2.2.1. Coletar quinzenalmente, durante o período de um ano, amostras de leite 

bubalino cru dos tanques de refrigeração das propriedades que fornecem 

matéria-prima para a produção de derivados no RS. (artigo 1) 

2.2.2. A partir dessas amostras, determinar os parâmetros de qualidade 

microbiológica, físico-química e contagem de células somáticas, 

buscando correlações, bem como comparando os resultados encontrados 

entre os produtores e a variação sazonal dos mesmos. (artigo 1) 

2.2.3. Determinar o perfil de ácidos graxos e avaliar a contribuição da 

sazonalidade, manejo e alimentação como fontes potenciais de variação 

das características desta matéria-prima. (artigo 2) 

2.2.4. Enumerar e isolar colônias de Staphylococcus spp. para identificar a 

diversidade de espécies nas amostras de leite bubalino. (artigo 3) 

2.2.5. Verificar a presença de genes de virulência, bem como o perfil de 

suscetibilidade a diferentes antimicrobianos em isolados de 

Staphylococcus aureus de amostras de leite bubalino. (artigo 3) 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1. Leite Bubalino 

O leite e seus derivados podem ser denominados como alimentos 

funcionais, pois, além de serem fontes de energia, fornecem nutrientes essenciais 

em quantidades significativamente maiores do que qualquer outro alimento (Caldeira 

et al., 2010). Mais do que o alimento essencial durante a primeira infância do ser 

humano e outros mamíferos, o leite possui papel fundamental no desenvolvimento 

da civilização humana. É largamente consumido ao longo da vida tanto na sua forma 

fluida, quanto na forma de derivados lácteos (Khedkar et al., 2015).  

Dentro desse contexto, o leite de búfala vem ganhando notoriedade em 

todo o mundo e atualmente é a segunda maior fonte de produção global de leite 

(IDF, 2021). Zicarelli (2020) compilou dados da produção leiteira mundial divulgada 

pela FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations), disponíveis 

desde 1961. A tabela 1 exibe os dados da quantidade de leite produzida no total de 

ruminantes leiteiros, incluindo bovinos, bubalinos, caprinos, ovinos, dromedários e 

camelos, ao longo dos anos no mundo. O leite de búfala, que representava 5,19% 

dessa produção em 1961, aumentou expressivamente sua importância mundial 

chegando a um percentual de 15,10% em 2018 (Zicarelli, 2020). Essa evolução fica 

ainda mais evidente quando comparamos o crescimento da produção de leite de 

búfala que foi cerca de sete vezes, enquanto o leite bovino que nesse mesmo 

período foi de cerca de duas vezes (Tabela 1). 

No Brasil, o leite de búfala destina-se principalmente ao mercado de 

derivados, que está em ascensão (Ricci & Domingues, 2012).  Fundada em 1960, a 

Associação Brasileira de Criadores de Búfalos (ABCB) congrega hoje 80 associados 

em todo o território nacional e vem se fortalecendo a cada ano, com o crescimento 

do mercado de búfalos no País (ABCB, 2021). O rebanho bubalino hoje no Brasil 

conta com cerca de três milhões de animais, representando 1,4 % do rebanho 

bovino. No entanto, o país já concentra o maior rebanho de búfalos do Ocidente, o 

que mostra um grande potencial de mercado. Atualmente, aproximadamente 30% 

das criações são destinadas à produção de leite e, nos últimos anos, o rebanho 

leiteiro tem crescido a uma taxa de 45% (ABCB, 2021). 
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Tabela 1. Produção mundial de leite bubalino e bovino (a diferença para 100 é 

representada pela soma dos leites de camelo + cabra + ovelha) 

Ano 
Leite de búfala Leite de vaca 

toneladas % leite total toneladas % leite total 

1961 17.858.061 5,19 313.626.619 91,12 

1970 19.593.886 5,00 359.280.844 91,67 

1980 27.525.084 5,91 422.351.163 90,67 

1990 44.076.214 8,13 478.539.902 88,22 

2000 66.650.866 11,50 489.874.522 84,53 

2010 92.468.193 12,78 601.868.328 83,18 

2018 127.338.184 15,10 683.217.055 81,04 

Fonte: FAO, citado por Zicarelli (2020) 

 

Ao passo que no restante do país a produção leiteira tem sido o foco dos 

criadores de búfalos, no Estado do Rio Grande do Sul a maioria dos produtores 

ainda está voltada para pecuária de corte. Neste contexto, a Associação Sulina de 

Criadores de Búfalos (Ascribu) tem fomentado a produção leiteira apoiada pela 

grande demanda do mercado gaúcho. Segundo a própria Ascribu, os derivados do 

leite de búfala têm maior liquidez que a carne, despertando o interesse inclusive de 

laticínios de fora do Estado. Importante ressaltar a atuação da Cooperativa dos 

Criadores de Búfalos do Rio Grande do Sul (Cooperbúfalo) que visa organizar a 

cadeia produtiva do búfalo, atuando na produção, transporte, armazenagem, 

beneficiamento e comercialização de produtos bubalinos (atualmente os queijos e o 

hambúrguer de búfalo), além de congregar pecuaristas e desenvolver serviços 

associados (Cooperbúfalo, 2021).  

 

3.1.1. Derivados do Leite Bubalino 

No Brasil, o promissor mercado para leite bubalino está na sua 

transformação em derivados, devido ao alto teor de extrato seco que possibilita um 

alto rendimento industrial e maior valor agregado (Ricci & Domingues, 2012). A 

indústria pode atingir entre 20 e 22 kg de mussarela no processamento de 100 litros 

de leite bubalino, rendimento quase 50% superior ao do leite bovino (Sales et al., 

2018). O principal derivado é tipicamente italiano, onde é amplamente consumido e 
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valorizado: a Mozzarella di Bufala Campana DOP (Denominação de Origem 

Protegida). Por possuir forte originalidade, este queijo tem um nicho de mercado 

bem estabelecido e um futuro promissor no Brasil. Incentivadas pela ABCB por meio 

de ações vinculadas ao “Selo 100% Pureza Búfalo”, as indústrias que só utilizam 

esse tipo de leite para obtenção de mussarela tentam seguir um sistema de 

produção semelhante ao italiano, assumindo a responsabilidade cuidadosa de 

manter o produto o mais similar possível e proteger seu valor gastronômico e 

histórico (ABCB, 2021). O queijo mussarela é comercializado em pedaços, fatias ou 

no tradicional formato de bolas, que são conservadas em uma solução de cloreto de 

sódio e ácido cítrico (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Queijo mussarela de búfala produzido no Rio Grande do Sul (Fonte: 

Cooperbúfalo) 

 

Devido às várias diferenças na composição bioquímica dos dois tipos de 

leite, as tecnologias convencionais de processamento para o leite bovino são 

frequentemente inadequadas para a aplicação no processamento do leite bubalino. 

As tendências emergentes de pesquisa e desenvolvimento no processamento de 

leite de búfala sugerem que há um amplo escopo para adaptar a tecnologia, 

especialmente em países em desenvolvimento, onde os búfalos desfrutam de uma 

posição proeminente na produção de leite (Minervino et al., 2020).  

Outros derivados lácteos também podem ser produzidos tendo como 

matéria-prima o leite de búfala, como doce de leite e manteiga. Este leite possibilita 

a formação de texturas mais firmes e cremosas, sem a necessidade da utilização de 

espessantes como o leite em pó, devido ao seu alto teor de gorduras, proteínas e à 

https://ec.europa.eu/info/food-farming-fisheries/food-safety-and-quality/certification/quality-labels/quality-schemes-explained_pt#pdo
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elevada retenção de água dessas últimas. É o caso da fabricação, por exemplo, de 

iogurtes e creme de leite (Teixeira et al., 2005). 

 

3.1.2. Parâmetros de Qualidade do Leite Bubalino 

A qualidade do leite de búfalo é o fator mais importante para o sucesso de 

sua industrialização e produção de derivados. Esse fator gera um aumento 

significativo no preço do leite e benefícios para os consumidores que adquirem 

produtos de melhor qualidade (Figueiredo et al., 2010). Muitos parâmetros podem 

ser usados para avaliar a qualidade do leite; entre elas estão características físico-

químicas, higiênicas e sanitárias. As principais características físico-químicas 

geralmente consideradas como parâmetros de qualidade do leite são: proteínas, 

gorduras, lactose, cálcio e sólidos desengordurados. Para a avaliação sanitária é 

importante verificar, além da contaminação microbiológica, a presença de células 

somáticas (Jorge et al., 2005; Pasquini et al., 2018). 

 

3.1.2.1. Composição Físico-Química 

Além da ausência de β-caroteno, o leite de búfala difere do leite bovino do 

ponto de vista composicional: contém maiores teores de gordura, sólidos totais, 

proteínas, caseínas, lactose e conteúdo de cinzas (Ahmad et al., 2013). As 

variações na composição do leite de búfala entre localidades refletem diferenças nas 

raças, no manejo, na alimentação e nas condições ambientais. Essas variações 

afetam fortemente as condições de fabricação, qualidade sensorial e propriedades 

nutricionais dos produtos lácteos (Khedkar et al., 2015). 

Os sólidos totais (ST) englobam todos os componentes do leite, exceto a 

água, incluindo as proteínas, lactose, gordura, minerais e vitaminas. O resíduo de 

ST, após a evaporação completa da água, é um parâmetro de qualidade 

fundamental que fornece informações sobre o rendimento e a adequação geral do 

leite para a fabricação de queijos (Bassbasi et al., 2014). Por extrato seco 

desengordurado (ESD) compreendem-se todos os elementos do leite, menos a água 

e a gordura. A gordura é o constituinte mais variável e, também, o que apresenta 

maior valor econômico na produção de derivados, contribuindo para o sabor 

característico e melhorando a textura dos mesmos (Amaral et al., 2005). A porção 

proteica do leite é constituída por 77 a 79% de caseína e entre 21 a 23% de 
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soroproteínas. As micelas de caseína são maiores que as encontradas no leite 

bovino, o que permite que a coalhada produzida a partir do leite bubalino retenha 

menos água na produção de queijos (Amaral et al., 2005; Ahmad et al., 2013; 

Khedkar et al., 2015). Em relação aos açúcares, a lactose é o principal carboidrato 

que compõe o leite, servindo de base para a obtenção dos derivados por meio da 

fermentação (Amaral et al., 2005; Ricci & Domingues, 2012). O leite de búfala 

também é caracterizado por apresentar um teor de cálcio superior ao de outros 

leites. A maior parte do cálcio é encontrada na forma insolúvel, principalmente 

devido ao alto teor de caseína deste leite (Ahmad et al., 2013). O tipo de raça, 

fatores ambientais e métodos analíticos influenciam o teor de cálcio (El-Salam & El-

Shibiny, 2011). 

O índice crioscópico (IC) do leite é um importante indicador de sua 

qualidade. Pelo fato de ser razoavelmente constante e determinado por sua 

composição, o IC é usado para detectar qualquer adulteração do leite com água 

(Pesce et al., 2016). A densidade do leite bubalino é geralmente maior do que a do 

leite bovino. Contudo, depende muito do teor de gordura, o que pode explicar as 

variações citadas em diferentes estudos (Khedkar et al., 2015). A dosagem da 

acidez é utilizada como um indicador de frescor. Um resultado elevado de acidez no 

leite pode ser decorrente da multiplicação de microrganismos deterioradores e/ou 

patogênicos. Gargouri e colaboradores (2013) verificaram que, embora o 

armazenamento a frio (4°C) proteja o leite contra bactérias acidificantes, a acidez do 

leite continua a aumentar gradativamente quando armazenado. A acidez do leite 

também pode estar relacionada ao fornecimento de alimentos e minerais 

inapropriados aos animais, além de fatores ambientais (Figueiredo et al., 2010).  

 

3.1.2.2. Contagem de Células Somáticas (CCS) 

A determinação da contagem de células somáticas do leite (CCS) é um 

método internacionalmente utilizado para controle sanitário do leite e do estado de 

saúde do úbere do animal (Schukken et al., 2003, 2013). Altos valores de CCS 

alteram a composição do leite, comprometendo a qualidade de seus derivados 

(Jorge et al., 2005). O termo CCS do leite refere-se a todas as células presentes no 

mesmo, incluindo as de descamação do epitélio glandular secretor e os leucócitos 

de origem sanguínea. No entanto, quando há infecção bacteriana, dano ao tecido ou 
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outros processos de inflamação que afetam o tecido mamário, a CCS aumenta 

dramaticamente, sendo o melhor indicador na presença de mastite subclínica 

(Tripaldi et al., 2010; Gargouri et al., 2013). 

 

3.1.2.3. Qualidade Microbiológica 

Os microrganismos presentes no leite provêm de diversas fontes. A 

primeira contaminação ocorre no momento da ordenha, sendo a carga microbiana 

do leite recém ordenhado relacionada ao estado de saúde do animal e às condições 

de higiene neste processo (Figueiredo et al., 2010). Após a ordenha, a proliferação 

microbiana é inevitável, a menos que o leite seja congelado. Nas propriedades, o 

leite ordenhado é armazenado em tanques a baixas temperaturas antes de ser 

enviado ao laticínio. A IN 77 do Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento 

(MAPA), que estabelece os critérios de produção, acondicionamento, conservação, 

transporte, seleção e recepção do leite cru, indica que o leite, ao ser adicionado ao 

tanque, deve ser coado e refrigerado à temperatura máxima de 4,0°C, em até três 

horas. Ainda, determina que o tempo transcorrido entre as coletas de leite nas 

propriedades rurais não deve ser superior a 48 horas (MAPA, 2018). Esses critérios 

visam desacelerar o crescimento microbiano em temperatura de resfriamento, porém 

não impedem que ocorram mudanças indesejáveis. Apesar dos tratamentos 

térmicos destruírem grande parte da carga microbiana, suas enzimas e toxinas 

permanecem ativas e podem originar modificações inconvenientes nos derivados. 

Desta forma é necessário controlar as condições de transporte e armazenamento 

dessa matéria-prima até a indústria de derivados (Gargouri et al., 2013). 

A contagem padrão em placa (CPP) determina a concentração de 

microrganismos presentes no leite e é uma ferramenta adequada para testar os 

níveis de higiene do processo de produção de leite, desde o manejo inicial e 

armazenamento até a amostragem (Gargouri et al., 2013). A análise microbiológica 

pode também verificar a ausência de microrganismos patogênicos ou sua presença, 

dentro dos limites toleráveis, e mostrar se o produto é adequado para consumo 

humano (Facchin et al., 2013). 
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3.1.2.4. Perfil Lipídico 

A gordura do leite de ruminantes é composta predominantemente por 

triglicerídeos (97-98%) e também por pequenas quantidades de esteroides, ácidos 

graxos livres e fosfolipídios. Parte dos ácidos graxos secretados no leite, os de 

cadeia curta (C4:0 - C10:0) e média (C12:0 - C16:0), são sintetizados na própria 

glândula mamária (síntese de novo) a partir de acetato e β-hidroxibutirato (Palmquist 

et al., 1993). Outra parte, incluindo os ácidos graxos de cadeia longa (C18:0 ou 

maiores) e cerca de 40% do ácido palmítico (C16:0), é obtida como ácidos graxos 

pré-formados. Esses ácidos graxos são oriundos da dieta ou da mobilização das 

reservas corporais do sangue, assim, sofrendo importante influência da dieta e 

estágio de lactação (Caldeira et al., 2010).  

A maior proporção de ácidos graxos de cadeia curta (C4:0 - C10:0) e 

média (C12:0-C16:0) do leite conferem o seu aroma e sabor característicos, assim 

como, a sua fluidez (Caldeira et al., 2010). No leite de búfala, os ácidos graxos 

saturados (Saturated Fatty Acids - SFA) variam de 60% a 65% do total dos ácidos 

graxos, ao passo que os ácidos graxos insaturados (Unsaturated Fatty Acids - UFA) 

podem variar de 35% a 40% (Zanela et al., 2015). Enquanto os SFA (C12:0 - C16:0) 

e trans são relatados como positivamente correlacionados com a aterosclerose e 

doença cardíaca coronária (Molkentin, 1999), estudos recentes indicam que os 

ácidos linoleicos conjugados (Conjugated Linoleic Acids - CLA) podem ter 

propriedades anticancerígenas, antidiabéticas e antiateroscleróticas no humano 

(Koba & Yanagita, 2013).  

Ácidos linoléicos conjugados (CLA) englobando um grupo de isômeros 

posicionais e geométricos de ácidos octadecadienóicos (C18:2) (Benjamin et al., 

2015). CLAs são ácidos graxos poliinsaturados (Poliunsaturated Fatty Acids – 

PUFA) de ocorrência natural sintetizados no rúmen de ruminantes por 

biotransformação microbiana de ácidos graxos derivados de forragem, como ácido 

oleico, ácido linoléico e ácido α-linolênico em última instância em ácido esteárico 

saturado (Goes & Brabes, 2010; Bauman et al., 2011). O Sul do Brasil é 

caracterizado por campos com uma rica flora, resultante da grande variedade de 

solos e das características climáticas dessa região, que determinam a existência de 

plantas capazes de coexistir nas mais diversas condições (Nabinger & Dall’Agnol, 

2020). Assim, o perfil de ácidos graxos do leite de ruminantes é influenciado pela 

alimentação fornecida, especialmente pastos verdes de gramíneas e leguminosas 
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frescas (Kalač & Samková, 2010; Bauman et al., 2011).  

 

3.1.2.5. Resíduos de Antimicrobianos 

Os antibióticos são utilizados na produção pecuária para três finalidades: 

uso terapêutico para tratar animais doentes, uso profilático para prevenir infecção 

em animais e em níveis subterapêuticos como promotores de crescimento (Singh et 

al., 2014; Jank et al., 2015). Se o intervalo de carência não for respeitado, o leite 

coletado dos animais tratados é impróprio para consumo humano e processamento 

(Khaniki, 2007). No Brasil, o Plano Nacional de Controle de Resíduos (PNCR) define 

quais resíduos devem ser monitorados e seus limites máximos, objetivando 

principalmente monitorar a incidência de resíduos e prevenir potenciais riscos à 

população exposta a esses produtos (Jank et al., 2015). 

A prevenção e controle de resíduos de antibióticos no leite é um dos 

grandes desafios para a cadeia produtiva, pois afeta negativamente a manufatura de 

produtos lácteos fermentados e a saúde dos consumidores. Para ser considerado 

seguro e de alta qualidade, o leite deve estar isento de resíduos de drogas 

veterinárias  Os principais riscos   saúde, causados pela presença de resíduos de 

antibióticos no leite, são: toxicidade (drogas com atividade carcinogênica ou 

mutagênica), aumento da resistência de microrganismos aos antimicrobianos, além 

de reações alérgicas (Brown et al., 2020). 

 

3.1.3. Legislação para o Leite de Búfala 

Apesar do maior valor nutritivo e rendimento industrial do leite bubalino e 

do crescimento de sua exploração no país, pouco se tem feito para regulamentação 

de normas de padrão de identidade e qualidade do mesmo, o que dificulta a 

realização de medidas de controle e fiscalização (Amaral et al., 2005). Atualmente 

não dispomos de uma legislação federal específica para determinar o Padrão de 

Identidade e Qualidade (PIQ) do leite de búfalas. Em âmbito estadual, somente a 

Secretaria de Abastecimento e Agricultura do Estado de São Paulo, através da 

publicação da Resolução SAA n°24 (SSA 24), estabeleceu alguns parâmetros de 

qualidade para o leite bubalino (SSA/SP 24, 1994).  

No contraponto deste cenário, o leite bovino dispõe de regulamentação 

bem estabelecida. A Instrução Normativa n° 77 (IN 77) publicada em 26 de 
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novembro de 2018 pelo MAPA regulamenta que o leite cru refrigerado, estocado nos 

tanques de refrigeração individual ou de uso comunitário, bem como o leite recebido 

em latas devem ser coletados para análise em laboratório da Rede Brasileira de 

Laboratórios de Controle de Qualidade do Leite (RBQL), com frequência mínima de 

uma amostra mensal, para avaliação dos parâmetros: teor de gordura, proteína total, 

lactose, ESD, sólidos totais, CCS, CPP e resíduos de produtos veterinário (MAPA, 

2018). Entretanto, devido as suas características próprias, o leite bubalino necessita 

de uma legislação específica. 

A Resolução SAA 24 considera conforme o leite de búfala cru que 

apresente, além de características organolépticas para a espécie, teor de gordura 

mínima de 4,5%; acidez em graus Dornic entre 14 e 23; pH entre 6,40 e 6,90; ESD 

mínimo de 8.57%; densidade a 15°C entre 1,028 e 1,034; índice crioscópico entre -

0,520°C e -0,570°C; satisfaça ao padrão bacteriológico de contagem padrão em 

placas de até 500.000 UFC/ml (SSA/SP, 1994). Ressalta-se que a SAA 24 é válida 

apenas para o Estado de São Paulo; igualmente, é incompleta não fazendo 

referência a parâmetros como lactose, proteína e sólidos totais (Amaral et al., 2005). 

 

3.2. Doenças Transmitidas por Alimentos: Intoxicações Alimentares 

As Doenças Transmitidas por Alimentos (DTA) são consideradas um 

grande problema para a saúde pública mundial (Olivier et al., 2005). Surtos são 

definidos como sendo a ocorrência de dois ou mais casos de uma doença, com o 

mesmo quadro clínico, resultante da ingestão de um alimento em comum (Le Loir et 

al., 2003). 

A intoxicação causada pela ingestão de enterotoxinas estafilocócicas (EE) 

está entre as DTA mais frequentes mundialmente e é resultante do consumo 

de alimentos que contêm quantidades suficientes de enterotoxina pré-formada (Lira 

et al., 2016; Abdeen et al., 2020). As EE são produzidas e liberadas pelas bactérias 

do gênero Staphylococcus, durante sua multiplicação no alimento, podendo 

permanecer viáveis após tratamento térmico (Argudín et al., 2010; Chieffi et al., 

2020). A forma mais comum de contaminação dos alimentos é através do contato 

direto do manipulador com o alimento ou indireto, por meio das superfícies 

contaminadas, seguido pelo armazenamento em condições que permitam o 

crescimento do microrganismo e a produção de suas enterotoxinas. Entre os 

alimentos mais frequentemente implicados em casos de intoxicação alimentar por 
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EE estão o leite e seus derivados ou produtos que levem incluam na sua elaboração 

(Gutiérrez et al., 2012; Lira et al., 2016).  

De acordo com os dados publicados pela European Food Safety Authority 

(EFSA), as toxinas bacterianas foram responsáveis por 19,5% de todos as 

notificações de DTA em 2015 e representaram o terceiro agente causador de origem 

alimentar na União Europeia (EFSA, 2016). Em 2000, no Japão, 13.420 pessoas 

foram envolvidas em um surto de intoxicação ao consumirem leite desnatado 

contaminado com enterotoxinas A e H (Ikeda et al., 2005). Na França, entre 1999 e 

2000, o S. aureus foi apontado como o segundo maior responsável pelos casos de 

DTA microbiana naquele país (Le Loir et al., 2003). No Brasil, dados do Sinan 

(Sistema de Informação de Agravos de Notificação) trazem o Staphylococcus aureus 

como o terceiro agente etiológico mais identificado nos surtos de DTA entre 2009 e 

2018 no Brasil (Figura 2). Neste mesmo período, o leite e seus derivados foram 

responsáveis por 7,9% dos alimentos incriminados nos 2403 surtos de DTA (MS, 

2018). 

 

 

Figura 2. Distribuição dos 10 agentes etiológicos mais identificados nos surtos de 

DTA Brasil, 2009 a 2018 (Fonte: Sinan/SVS/Ministério da Saúde). 
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3.2.1. Staphylococcus spp. 

Os Staphylococcus spp. são bactérias Gram-positivas, não formadoras de 

esporos, com morfologia esférica (cocos) que se apresentam aos pares, em 

pequenas cadeias ou, mais caracteristicamente, em agrupamentos formando 

“cachos de uva”, conhecidos como estafilococos (Le Loir et al., 2003; Kérouanton et 

al., 2007). Membros do gênero Staphylococcus possuem grande habilidade de 

adaptação, estando amplamente distribuídos na natureza.  São os 

principais microrganismos residentes da pele, glândulas e mucosas de mamíferos 

(Le Loir et al., 2003; Rola et al., 2015; Mcmillan et al., 2016). Também são 

encontrados no ar, na poeira, na água, em diversos alimentos (principalmente os de 

origem animal), em superfícies expostas, em equipamentos de processamento e 

manipulação dos alimentos. Estas informações colocam o manipulador de alimentos 

e os animais como os principais reservatórios e fontes de contaminação para os 

alimentos (Kümmel et al., 2016; Lakhundi & Zhang, 2018).  

A coagulase é um fator de virulência que se destaca nos estafilococos. 

Ela é uma proteína que possui ação enzimática e reage com a protrombina, 

formando um complexo denominado estafilotrombina, que converte o fibrinogênio 

em fibrina e coagula o plasma (Velázquez-Meza, 2005). Esta enzima extracelular é 

produzida por várias espécies do gênero Staphylococcus, incluindo, a maioria das 

cepas de S.  aureus, S. intermedius, S. delphini, S. hyicus subsp. hyicus e S. 

scheliferi subsp. coagulans, sendo usada como marcador fenotípico para a 

diferenciação destas espécies (Gutiérrez et al., 2012).  A Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (Anvisa) reconhece que os Staphylococcus coagulase positiva, 

são os únicos produtores de EE. De fato, os surtos de intoxicação alimentar estão 

relacionados à contaminação de alimentos por S. aureus enterotoxigênicos, sendo 

largamente descritos na literatura (Argudín et al., 2010; Wu et al., 2016; Denayer & 

Delbrassinne, 2017; Chieffi et al., 2020). Conquanto, trabalhos recentes mostraram 

que ao analisar os Staphylococcus coagulase negativa foi possível identificar que 

estes microrganismos não só possuem genes para a produção das enterotoxinas, 

mas também a capacidade de produção de concentrações de enterotoxinas 

clinicamente importantes (Osman et al., 2017, 2020; Argemi et al., 2019). 

A Tabela 2 descreve as condições consideradas ótimas e a faixa de 

tolerância para os fatores ambientais que afetam o crescimento de Staphylococcus 

spp. e a produção das EE. Staphylococcus spp. são altamente tolerantes, podendo 
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se multiplicar em condições ambientais bastante adversas. Porém é relevante 

destacar que a presença do microrganismo com potencial enterotoxigênico não 

obrigatoriamente configura a produção das EE, responsáveis pelo 

desencadeamento dos sintomas e o estabelecimento de um quadro de intoxicação 

alimentar estafilocócica (Le Loir et al., 2003; Argudín et al., 2010). 

 

Tabela 2. Condições ótima e tolerável para os fatores que afetam o crescimento de 

Staphylococcus spp., bem como a produção de Enterotoxinas Estafilocócicas (EE) 

Fator 
Staphylococcus spp. Produção de EE 

Ótima Tolerável Ótima Tolerável 

Temperatura (°C) 37 7 - 48 40 - 45 10 - 48 

pH 6 - 7 6 - 7 6 - 7 6 - 7 

Atividade da água 

(aw) 

0,98 0,83 – 0,99 0,98 0,85 – 0,99 

NaCl (%) 0 0 - 20 0 0 - 10 

Atmosfera 
Aeróbia Aeróbia / 

anaeróbia 

Aeróbia Aeróbia / 

anaeróbia 

Fonte: FSAI - Food Safety Autority of Ireland,(2011) 

 

3.2.1.1. Enterotoxina Estafilocócica (EE) 

As toxinas produzidas pelos estafilococos foram descritas inicialmente por 

Bergdoll e colaboradores, em 1973, como cinco tipos sorologicamente distintos: 

tipos A, B, C, D e E, também chamadas EE clássicas (Bergdoll & Robbins, 1973). Na 

sequência, novas EE e seus genes correspondentes foram descobertas e 

atualmente são 23 tipos descritos na literatura. Até o momento, apenas as EE 

clássicas estão bem caracterizadas e são detectáveis por ensaios disponíveis 

comercialmente ou métodos desenvolvidos internamente (Denayer & Delbrassinne, 

2017).  De fato, as EE clássicas são amplamente associadas a surtos de intoxicação 

alimentar, sendo o tipo A o mais frequente (Hennekinne et al., 2010). 

As enterotoxinas são proteínas simples de baixo peso molecular (25,0 a 

30,0 KDa) resistentes às enzimas digestivas, o que possibilita a sua passagem pelo 

trato gastrointestinal (Wu et al., 2016). Ademais, são altamente estáveis, resistentes 

ao calor e às condições ambientais estressantes, tais como congelamento e 
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secagem. Necidova e colaboradores (2016) testaram a resistência térmica das EE 

tipos A, B e C: após pasteurização a 72°C, 85°C e 92° C, as EE foram detectados 

em 87,5, em 52,5% e em 45,0% das amostras, respectivamente. Dessa forma, as 

EE ainda podem persistir no leite, mesmo quando S. aureus é inativado através da 

pasteurização. 

A termoresistência das EE aumenta sua importância na indústria de 

alimentos, principalmente de lácteos, uma vez que a maioria deles recebe 

tratamento térmico. Desta maneira, se já houver EE pré-formadas antes do 

tratamento térmico, elas poderão permanecer viáveis no alimento pronto para o 

consumo. Da mesma forma, se o tratamento térmico for insuficiente pra eliminar 

todos microrganismos do alimento e o mesmo for posteriormente exposto a 

temperaturas mais elevadas as bactérias remanescentes, podem produzir EE. Em 

contrapartida, a manutenção dos alimentos sempre em baixas temperaturas pode 

ser uma forma de controle. Em temperaturas inferiores a 7º C, a multiplicação 

bacteriana diminui e a síntese de enterotoxinas é inibida (Le Loir et al., 2003; 

Argudín et al., 2010; Hennekinne et al., 2010; Schelin et al., 2011). 

Dados quantitativos em termos de tipo e concentração de EE em matrizes 

alimentares envolvidas em surtos de intoxicação alimentar são escassos, com a 

menor dose suspeita de EEA relatada sendo cerca de 0,36-0,66 ng / mL em 

achocolatado (Evenson et al., 1988). Hennekinne e colaboradores (2012) sugerem 

que menos de 20–100 ng de EEA pode causar sintomas em um adulto suscetível. 

Investigações recentes, usando modelagem de dose-resposta de enterotoxinas 

estafilocócicas e dados de surto, revelaram que 6,1 ng de EEA é suficiente para 

induzir efeitos em 10% de uma população exposta (Guillier et al., 2016) 

Os mecanismos de ação das EE ainda não são claramente esclarecidos, 

porém acredita-se que elas afetem diretamente o epitélio intestinal e do nervo vago, 

causando a estimulação do centro emético (Hu & Nakane, 2014). Os sintomas têm 

início rápido, entre uma e oito horas, e incluem náusea, vômito, ausência de febre, 

cólicas abdominais, com ou sem diarreia. O quadro é agudo, podendo também 

haver variações dependendo da saúde geral do hospedeiro e sensibilidade 

individual. A doença geralmente é autolimitada e a remissão ocorre dentro de 24 a 

48 horas após o início. Ocasionalmente, pode ser grave o suficiente para justificar a 

hospitalização, principalmente em bebês, idosos ou pessoas debilitadas (Le Loir et 

al., 2003; Argudín et al., 2010; Hennekinne et al., 2010). 
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Através da investigação de casos de intoxicação estafilocócica, foi 

possível estabelecer uma relação com a quantidade de microrganismos presente no 

alimento: as enterotoxinas são detectáveis quando as contagens de Staphylococcus 

são de aproximadamente 105 unidades formadoras de colônia (UFC) por grama ou 

mililitro de alimento (Hennekinne et al., 2010). Entretanto, atualmente tem-se o 

entendimento da necessidade de investigar não somente a presença do 

microrganismo, mas também das EE. A Anvisa instituiu esta análise nas 

regulamentações publicadas em dezembro de 2019: a Resolução de Diretoria 

Colegiada nº331 (RDC 331), e a Instrução Normativa n°60 (IN 60), que dispõem 

sobre Padrões Microbiológicos para Alimentos (Anvisa, 2019a, 2019b). A legislação 

anterior, RDC 12 de 2001, determinava a tolerância apenas em número máximo de 

células viáveis de Staphylococcus coagulase-positiva por grama ou mililitro de 

alimento (Anvisa, 2001). O problema da análise convencional por cultura é o fato de 

a detecção da presença do microrganismo não implicar, necessariamente, na 

presença de EE. Da mesma maneira, a ausência ou a determinação de 

Staphylococcus coagulase-positiva dentro do limite de tolerância não garante que as 

EE estejam ausentes ou tenham sido eliminadas. Independentemente do 

resultado da determinação de Staphylococcus coagulase-positiva, a IN 60 

estabelece ausência de EE como critério de qualidade aceitável para produtos 

lácteos.  

Até o momento, o ensaio para detecção de EE ainda é realizado em 

poucos laboratórios de rotina, visto que até pouco tempo não era exigido pelas 

autoridades sanitárias. Algumas empresas têm disponibilizado kits comerciais 

validados, sendo a maioria baseada na técnica de Ensaio de Imunoabsorção 

Enzimática (ELISA), que permitem a detecção das EE clássicas.  

 

3.2.1.2. Resistência antimicrobiana em Staphylococcus aureus 

Os produtos de origem animal são considerados os principais 

reservatórios de bactérias resistentes a antibióticos, com o uso de antibióticos na 

indústria de produção de alimentos tendo contribuído para o desafio da saúde 

pública global (Founou et al., 2016). Entre os estafilococos resistentes a antibióticos, 

as cepas de S. aureus multirresistentes são de grande preocupação pública, pois as 

resistências tornam mais difíceis o tratamento de infecções (Liu et al., 2017; Abdi et 
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al., 2018).  

Segundo Argudín e colaboradores (2012) alimentos de origem animal 

contaminados podem representar uma fonte de infecção por Staphylococcus aureus 

resistente à meticilina (Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus - MRSA) para 

humanos. Preocupação que também já foi declarada pela European Food Safety 

Authority (EFSA) (Andreoletti et al., 2008). Atualmente, apenas alguns relatórios 

sobre a presença e possível origem de MRSA em alimentos estão disponíveis 

(Doyle et al., 2012; Riva et al., 2015) Sergelidis & Angelidis (2017), em publicação 

mais recente, afirmam que o potencial de cepas MRSA estarem envolvidas em 

surtos de DTA não deve ser subestimado, porém não atribuem a gravidade do 

possível surto ao perfil de resistência. Para a EFSA, embora o papel dos alimentos 

como fonte de colonização humana e infecção por MRSA seja considerado baixo, 

recomenda-se o monitoramento voluntário de carnes e produtos de leite cru para 

MRSA (EFSA, 2012). 

Portanto, o monitoramento contínuo da prevalência de MRSA bem como 

do perfil de suscetibilidade de S. aureus à outras classes de antimicrobianos pode 

ser útil para tratar infecções de maneira mais eficiente e também para reduzir o 

desenvolvimento de bactérias multirresistentes na cadeia alimentar. 
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4. METODOLOGIA 

 

4.1. Produtores de Leite Bubalino no RS 

Para este estudo foram selecionadas três propriedades para a coleta das 

amostras de leite. Essas propriedades representam 100% do leite de búfala 

destinado ao mercado oficial de derivados no RS. Os produtores assinaram um 

termo de consentimento (Apêndice A) antes da coleta das amostras. As 

características dessas propriedades são mostradas na tabela abaixo. 

 

Tabela 3: Produtores de leite bubalino no RS 

 Propriedade A Propriedade B Propriedade C 

Localização Sentinela do Sul Pântano Grande Gravataí 

Número de 

animais 
305 400 76 

Volume (L)* 2314 5819 618 

Nutrição dos 

animais 
silagem 

pasto, concentrado, 

silagem e sais minerais 

pasto e 

concentrado 

* volume médio de leite produzido semanalmente por cada agricultor 

 

4.2.  Amostras de Leite 

As amostras de leite foram coletadas quinzenalmente durante 14 meses 

(junho de 2017 a agosto de 2018) pelo mesmo operador, previamente treinado para 

a tarefa. As amostras foram coletadas diretamente do tanque de resfriamento de 

cada propriedade com o cuidado de homogeneizar o conteúdo previamente. Para 

cada amostra foram obtidos três frascos:  

 Frasco I - 40 mL em recipiente estéril com azidiol para análises 

microbiológicas; 

 Frasco II - 40 mL em recipiente estéril com bronopol para análise de CCS; 

 Frasco III - 200 mL em frasco limpo para análises físico-químicas.  
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A partir da coleta, as amostras foram transportadas sob-refrigeração até o 

Instituto de Ciências Básicas da Saúde (ICBS) da Universidade Federal do Rio 

Grande do Sul (UFRGS). As amostras foram então fracionadas e destinadas 

conforme segue: Frasco I foi encaminhado para as análises microbiológicas no 

ICBS; Frasco II e alíquota do Frasco III foi encaminhado para o Laboratório de 

Qualidade do Leite – Univattes; duas alíquotas do Frasco III foram encaminhadas ao 

Laboratório Federal de Defesa Agropecuária do Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento (LFDA/RS-MAPA) e uma alíquota do Frasco III foi encaminhada ao 

Instituto de Química da UFRGS. 

Foram descartadas as amostras que não chegaram ao destino no prazo 

máximo de 24 horas em condições refrigeradas. Dentre as amostras coletadas um 

total de 69 amostras atenderam o critério de inclusão neste estudo. Os produtores 

também forneceram dados dos volumes semanais de produção de leite de búfala 

durante o período de estudo.  

 

4.3. Análises Físico-Químicas e Contagem de Células Somáticas (CCS) 

As análises de teor de gordura (g/100g), proteína (g/100g), lactose 

(g/100g), SD (g/100g) e sólidos totais (g/100g) foram realizadas por espectrometria 

de infravermelho médio, de acordo com método ISO 9622 (2013). As análises de 

CCS foram realizadas por citometria de fluxo, de acordo com o método ISO 13366-2 

(2006). Esses métodos foram desenvolvidos para o leite bovino e adaptados para 

avaliar o leite de búfala. Essas análises foram realizadas pelo mesmo laboratório 

credenciado (Laboratório de Qualidade do Leite - Univattes, certificado número CRL 

0754). 

A análise do ponto de congelamento foi realizada em crioscópio 

microeletrônico digital (PZL 7000), de acordo com as instruções do fabricante. A 

densidade da amostra foi verificada com densímetro de tubo vibratório (DMA 4500, 

Anton Paar), de acordo com as instruções do fabricante. A acidez Dornic foi medida 

de acordo com as Diretrizes do Banco de Leite (Anvisa, 2008). A medição de PC, 

densidade e acidez Dornic de cada amostra foi a média das triplicatas. Essas 

análises foram realizadas no LFDA/RS-MAPA. 

Os níveis de cálcio foram determinados com um espectrômetro de 

absorção atômica com chama Perkin Elmer (série Analyst 200) no Instituto de 

Química da UFRGS. As amostras foram digeridas de acordo com o método AOAC 
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991.25 (2002) modificado. 

 

4.4. Análises Microbiológicas 

A Contagem Padrão em Placas (CPP) foi realizada de acordo com o 

método padrão ISO 4833-1 (2013). O resultado foi expresso como a média das 

contagens multiplicada pelo fator de diluição utilizado em UFC/mL. Além da CPP, as 

amostras foram avaliadas quanto aos potenciais patógenos reconhecidos pela 

legislação brasileira. Foi realizada uma avaliação para Staphylococcus coagulase 

positiva, de acordo com o método ISO 6888-1 (1999). O método do número mais 

provável (NMP) foi utilizado para quantificar os coliformes termotolerantes, de acordo 

com a norma ISO 7251 (2005). A pesquisa da presença ou ausência de Salmonella 

spp. e Listeria spp. em amostras de 25 mL foi realizada usando métodos 

convencionais baseados em cultura, de acordo com ISO 6579 (2002) e ISO 11290-1 

(2017), respectivamente. Essas análises foram realizadas no Instituto de Ciências 

Básicas da Saúde (ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). 

 

4.5. Resíduos Antimicrobianos e Antiparasitários 

Um método de triagem, previamente descrito, para a análise por 

cromatrografia Líquida acoplada à espectrometria de massas em série com 

ionização por eletrospray (Liquid Chromatography–Electrospray–Tandem Mass 

Spectrometry - LC–ESI-MS/MS) de 46 resíduos antimicrobianos e antiparasitários 

pertencentes a diferentes classes, foi realizado (Rübensam et al., 2011; Jank et al., 

2015; Barreto et al., 2016). Os resíduos analisadas foram: a tetraciclina, 

oxitetraciclina, clortetraciclina, doxiciclina, sulfadiazina, sulfatiazol, sulfametazina, 

sulfametoxazol, sulfaquinoxalina, sulfadimetoxina, sulfadoxina, sulfapiridazina, 

sulfamerazina, sulfisoxazol, ácido nalidíxico, ácido ozonyl, flumequina, 

ciprofloxacina, enrofloxacina, difloxacina, sarafloxacina, danofloxacina, norfloxacina, 

penicilina G, penicilina V, ampicilina, amoxicilina, oxacilina, cloxacilina, dicloxacilina, 

ceftiofur, cefapirina, cefoperazona, nafcilina, cefquinoma, cefalônio, cefalexina, 

eritromicina, espiramicina, tilmicosina, azitromicina, tilosina, lincomicina, 

clindamicina, trimetoprim, bromexina, cloranfenicol, tianfenicol, florfenicol, 

abamectina, doramectina, eprinomectina, ivermectina, monensina, moxidectina e 

albendazol. Essas análises foram realizadas pelo LFDA/RS-MAPA. 
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4.6. Análise Estatística das Avaliações Físico-Químicas e Microbiológicas 

O teste de Shapiro-Wilk foi realizado para testar a normalidade dos 

conjuntos de dados. O dimensionamento do número de amostras foi calculado 

considerando cada propriedade individualmente para um erro máximo de 1°D para 

acidez. A análise de variância (Anova) unilateral foi usada para comparar as médias 

dos parâmetros que apresentaram todos os conjuntos de dados seguindo 

distribuições normais. Nestes casos, comparações múltiplas foram feitas com o teste 

de Tukey-Kramer (Brillinger, 1984). O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para 

comparar as medianas dos parâmetros que apresentavam pelo menos um conjunto 

de dados que não seguia a distribuição normal. Comparações múltiplas foram feitas 

com o procedimento sugerido por Siegel-Castellan (Siegel & Castellan, 1988). 

Coeficientes de correlação de Pearson foram usados para mostrar a correlação 

entre os parâmetros.  

 

4.7. Perfil Lipídico 

A composição de ácidos graxos do leite foi determinada por cromatografia 

gasosa com detector de ionização de chama (GC-FID) de acordo com AOCS (2009). 

Como as amostras de leite contêm PUFA, ácidos graxos monoinsaturados MUFA e 

SFA, que podem ser analisados por cromatografia gasosa de alta temperatura, elas 

foram convertidas em ésteres metílicos por esterificação com solução de NH4Cl-

H2SO4-metanol para permitir a análise por GC-FID. Os ácidos graxos livres foram 

extraídos com uma solução de NaOH 0,5 N-metanol, seguido pela adição de hexano 

para realizar a separação de fase aquosa  Em seguida, a amostra (1 μL) foi injetada 

no GC-FID (3400 CX, Varian, CA, EUA) equipado com uma coluna capilar CP-Sil 88 

(50 m × 0,25 mm × 0,25 μm)  A análise obedeceu  s seguintes condições: 

temperatura inicial de 140°C e temperatura final de 185°C, com taxa de aquecimento 

de 1°C/min; temperatura do detector de 185°C; hidrogênio como gás de arraste a 

uma taxa de fluxo de 1mL/min. Os ácidos graxos foram identificados pela 

comparação do tempo de retenção dos componentes com um mix padrão do código 

FA18919 (Supelco), e quantificados pela normalização das áreas, por meio do 

Software Work Station. Os resultados foram expressos em porcentagem de área 

(%). Essas análises foram realizadas no Centro de Pesquisa em Alimentação da 

Universidade de Passo Fundo (Cepa/UPF). 
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4.8. Análise Estatística do Perfil Lipídico 

O modelo experimental utilizado foi o delineamento inteiramente 

casualizado em esquema fatorial (3 x 4), e o modelo estatístico referente às 

variáveis foram: 

 

Yijk = µ + Ti + Ej + TEijk + Ɛijk, 

 

Onde; Yijk representa as variáveis dependentes (diferentes ácidos 

graxos); µ é a média de todas as observações; Ti é o efeito dos tratamentos 

(propriedades A, B e C); Ej é a estação do ano (verão, outono, inverno e primavera); 

TEijk é o efeito da interação dos tratamentos x estação do ano e Ɛijk é o efeito 

residual (erro). A análise dos resultados foi realizada pelo software estatístico R-

project® (R Core Team, 2016). 

A partir dos dados sobre a composição de ácidos graxos, os seguintes 

índices de qualidade lipídica foram determinados: 

 

1) Ácidos graxos desejáveis = MUFA + PUFA + Esteárico (C18: 0); 

 

2) Índice de Aterogenicidade (IA): indica a relação entre a soma dos SFS e das 

principais classes de UFA, sendo os primeiros considerados pró-aterogênicos 

(favorecendo a adesão de lipídios às células do sistema imunológico e circulatório), 

e os últimos antiaterogênico (inibindo a agregação da placa e diminuindo os níveis 

de ácidos graxos esterificados, colesterol e fosfolipídios, evitando assim o 

aparecimento de doenças coronárias) (Garaffo et al., 2011). A seguinte equação foi 

aplicada: 

 

IA = Laurico (C12:0) + [4 x Mirístico (C14:0)] + Palmítico (C16:0); 

     Ʃ MUFA + Ʃ PUFA 

 

3) Índice de Trombogenicidade (IT): mostra a tendência à formação de coágulos nos 

vasos sanguíneos. Isso é definido como a relação entre os ácidos graxos pró-

trombogênicos (ou SFA) e antitrombogênicos (MUFA, PUFA ꞷ6 e PUFA ꞷ3) 

(Garaffo et al., 2011). A seguinte equação foi aplicada:  
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IT = [Mirístico (C14:0) + Palmítico (C16:0) + Esteárico (C18:0)], 

       (0,5 x MUFA) + (0,5 x ꞷ6) + (3 x ꞷ3) + (ꞷ3 / ꞷ6) 

 

Onde; ꞷ6 e ꞷ3 representam os ácidos graxos ômega 6 e 3, 

respectivamente. 

 

4.9. Isolamento e identificação de Staphylococcus spp.  

A detecção e contagem de Staphylococcus spp. das amostras foram 

realizadas de acordo com a ISO 6888-1 (1999). Para cada amostra foram 

selecionadas dez colônias, cinco típicas e cinco atípicas, as quais foram 

posteriormente confirmadas por procedimentos microbiológicos padrão como 

coloração de Gram, produção de catalase e coagulase livre com plasma de coelho 

liofilizado. Os isolados foram preservados em caldo de infusão de cérebro e coração 

(Brain Heart Infusion - BHI) com 20% de glicerol a -20 °C para análises posteriores. 

 

4.10. MALDI-TOF MS 

A confirmação de Staphylococcus aureus em nível de espécie foi 

realizada por meio do sistema MALDI Bruker Biotyper (Bruker Daltonics Inc., 

Billerica, MA, EUA) no ICBS da UFRGS. Os resultados foram analisados usando o 

software Biotyper 3.0 que incluiu mais de 5500 espectros de referência. Para a 

análise de MALDI-TOF, culturas puras de isolados foram cultivadas em ágar TSA 

por 24 h. Uma pequena quantidade de crescimento bacteriano foi transferida para os 

pontos de uma placa alvo BC de aço polido MSP 96 (Microflex LT, Bruker Daltonics / 

BD, Alemanha, EUA) usando uma alça descartável e, em seguida, 1 µL de Matriz [a-

ciano-4- ácido hidroxicinâmico (HCCA)] foi adicionado e as placas foram secas ao ar 

1 a 2 minutos à temperatura ambiente. Os espectros de massa resultantes foram 

analisados e comparados com os espectros de referência. Como critério do 

fabricante, uma pontuação ≥2 000 foi usada para indicar o nível de espécie; 

pontuação de 1.700 a 1.999 para indicar o gênero. 

 

4.11. Extração de DNA e PCR 

O DNA genômico de todas as cepas confirmadas para S. aureus por 

MALDI-TOF foi extraído por método físico-químico conforme descrito anteriormente 

(Coenye & Lipuma, 2002). As amostras foram testadas primeiro para a presença do 
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gene da coagulase (coa). Em seguida, o DNA foi usado em amplificações por PCR 

de genes de virulência: clássico relacionado à enterotoxina (sea, seb, sec, sed e 

see) e resistência à meticilina (mecA). Os primers, a temperatura de anelamento e 

outras informações da reação de amplificação desses genes estão descritos na 

tabela 3.  

As reações de amplificação para coa, sea e sed foram realizadas em um 

volume final de 25 μl cada uma com 1 × tampão de PCR, 4 mM MgCl2, 1,25 U Taq 

DNA polimerase (InvitrogenTM, EUA), desoxinucleosídeo trifosfatos 200 μM e 10ρmol 

de cada primer. Multiplex PCR foi usado para determinar a frequência dos genes 

seb, sec e see. As reações de PCR (25 μl) foram realizadas com 1 × tampão de 

PCR, 4 mM MgCl2, 1,25 U Taq DNA polimerase (InvitrogenTM, EUA), 300 μM de 

desoxinucleosídeo trifosfatos e 5 pmol de cada primer. As reações de PCR para 

mecA foram realizadas em um volume final de 25 μl, contendo 1 × tampão de PCR, 

1,5 mM de MgCl2, 1,25U de Taq DNA polimerase (InvitrogenTM, EUA), 200 μM de 

desoxinucleosídeo trifosfatos e 12,5 pmol de cada primer. Todas as reações citadas 

acima foram realizadas nas seguintes condições de ciclo: 5 min a 94°C; seguido por 

35 ciclos de 45 s a 94°C, 45 s à temperatura de anelamento (ver tabela 1) e 45 s a 

72°C; seguido por 5 min a 72°C. 

 

Tabela 4: Sequências de nucleotídeos e informações sobre reações de amplificação 

de genes de virulência de Staphylococcus spp. 

Gene 
alvo 

Sequência de nucletídeos 
(5’ – 3’) 

TFA 
(pb) 

TA 
(°C) 

Controle 
positivo 

Referência 

coa 
F: ATAGAGATGCTGGTACAGG 
R: GCTTCCGATTGTTCGATGC 

840 59 ATCC 13565 
(Goh et al., 
1992) 

sea 
F: CCTTTGGAAACGGTTAAAACG 
R: CTGAACCTTCCCATCAAAAAC 

126 54 
ATCC 13565 

 
(Moura et al., 
2012) 

seb 
F: GGTACTCTATAAGTGCCTGC 
R: TTCGCATCAAACTGACAAACG 

475 55 
ATCC 14458 

 
(MOURA et 
al., 2012) 

sec 
F: AGAACTAGACATAAAAGCTAGG 
R: TCAAAATCGGATTAACATTATCC 

267 55 
ATCC 19095 

 
(MOURA et 
al., 2012) 

sed 
F: TTTGGTAATATCTCCTTTAAACG 
R: CTATATCTTATAGGGTAAACATC 

309 54 
ATCC 23235 

 
(MOURA et 
al., 2012) 

see 
F: CCTATAGATAAAGTTAAAACAAGC 
R: TAACTTACCGTGGACCCTTC 

173 55 ATCC 27664 
(MOURA et 
al., 2012) 

mecA 
F: GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA 
R: CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA 

310 58 
ATCC BAA-

1026 
(Mcclure et 
al., 2006) 

TFA: tamanho do fragmento amplificado; TA: temperatura de anelamento 
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4.12. Suscetibilidade Antimicrobiana 

Os testes de sensibilidade aos antibióticos foram realizados para os todos 

os isolados que apresentaram potencial enterotoxigênico, com a presença de pelo 

menos um dos genes de enterotoxinas, pelo método de disco-difusão (Bauer et al., 

1966). Os antimicrobianos selecionados, bem como os critérios interpretativos para 

os mesmos, foram de acordo com o Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI, 

2020). A turbidez do inóculo foi ajustada para os padrões de 0,5 de McFarland. Após 

24h a 37°C, a zona de inibição no ágar Mueller-Hinton foi medida e comparada com 

as zonas padrão de suscetibilidade. Os isolados foram classificados como 

suscetíveis (S), intermediários (I) ou resistentes (R) de acordo com os critérios 

interpretativos (CLSI, 2020) a partir dos limites dos halos de inibição (Tabela 4). Um 

total de dez agentes antimicrobianos foram utilizados: Trimetoprim-Sulfametoxazol 

(1,25µg / 23,75µg), Penicilina G (10 UI), Clindamicina (2μg), Eritromicina (15 μg), 

Ciprofloxacina (5 μg), Cloranfenicol (30 μg), Gentamicina (10 μg), Tetraciclina (30 

μg), Cefoxitina (30 μg)  A cepa S. aureus ATCC 25923 foi utilizada como controle de 

qualidade. Os isolados foram classificados em simples, dupla ou multirresistentes, 

quando apresentaram resistência a um, dois e três ou mais antibióticos, 

respectivamente. 

 

Tabela 5. Agentes antimicrobianos e critérios interpretativos usados para avaliar os 

isolados de Staphylococcus aureus 

Agente antimicrobiano Potência 
Limites do halo de inibição (mm) 

R I  S 

Penicillina G 10 UI ≤ 28 - ≥ 29 

Cefoxitina 30 µg ≤ 21 - ≥ 22 

Gentamicina 10 µg ≤ 12 13 - 14 ≥ 15 

Erithromicina 15 µg ≤ 13 14 - 22 ≥ 23 

Tetraciclina 30 µg ≤ 14 15 - 18 ≥ 19 

Ciprofloxacina 5 µg ≤ 15 16 - 20 ≥ 21 

Clindamicina 2 µg ≤ 14 15 - 20 ≥ 21 

Trimetoprim-Sulfametoxazol 1,25µg / 23,75µg ≤ 10 11 - 15 ≥ 16 

Cloranfenicol 30 µg ≤ 12 13 - 17 ≥ 18 

   R: resistente; I: intermediário; S: suscetível. Fonte: CLSI (2020) 
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5. RESULTADOS 

 

Os resultados estão apresentados e discutidos na forma de três artigos 

científicos, cujos títulos estão abaixo. Os manuscritos estão apresentados nesta 

sessão de acordo com as normas das revistas em que foram publicados ou 

submetidos. Ainda, os resultados, gráficos e figuras que não foram incluídos nos 

artigos estão apresentados na subsessão 5.4. 

O primeiro artigo “Microbiological and physicochemical characteristics of 

buffalo Milk used for dairy products in southern Brazil” foi publicado na revista 

Journal of Dairy Research. A versão publicada está em Apêndice B. Também está 

disponível em: https://doi.org/10.1017/S002202992000093X. 

O segundo artigo “Fatty acid profile of buffalo milk produced in southern 

Brazil” foi submetido para o Journal of Dairy Research, O email de submissão e as 

normas da revista estão em Anexos A e B, respectivamente. 

O terceiro artigo “Prevalence, enteroxigenic potencial and antimicrobial 

resistance of Staphylococcus aureus isolated from bulk buffalo milk in Southern 

Brazil” será submetido para a revista Food Microbiology, cujas normas da revista 

estão em Anexo C. 
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Abstract  

In Brazil, the buffalo milk market has been growing. However, identity and 

quality standards have not been established for this raw material, nor have proper 

distinctions between buffalo milk and bovine milk been defined. Currently, the State 

of Rio Grande do Sul (RS) has only three producers that supply raw material for 

officially marketed derivatives. The aim of this study was to determine the identity and 

quality standards of raw buffalo milk in this region. Samples were obtained biweekly 

from three farm cooling tanks between June 2017 and August 2018, to reach a total 

of 69 samples. The averages for the results of the physicochemical parameters fat, 

protein, lactose, total solids, SNF (solids-not-fat), calcium, density, FP, acidity and 

SCC were 5.5g/100g, 4.06g/100g, 5.07g/100g, 15.5g/100g, 9.96g/100g, 

0.161g/100g, 1.034 g/mL, -0.527°C, 16°D and 95x10³ cells/mL, respectively. With 

reference to the microbiological parameters, the mean of the Standard Plate Count 

(SPC) and thermotolerant coliforms were 9,0x104 CFU/mL and 1.6x10² MPN/mL, 

respectively. Regarding coagulase-positive staphylococci, 36 samples tested positive 

(52% of total). Neither Salmonella spp. nor Listeria monocytogenes, nor antibiotic or 

antiparasitic residues were detected in any sample. In conclusion, the buffalo milk 

used as raw material for dairy products in southern Brazil demonstrated satisfactory 

physicochemical and microbiological characteristics, in accordance with recent 

scientific literature. 
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Introduction 

Buffalo milk has been gaining distinct importance throughout the world. 

Nowadays, it is the second largest source of global milk production (Khedkar et al. 

2015). Besides the absence of β-carotene, buffalo milk differs from bovine milk from 

a compositional point of view: it contains higher levels of fat, total solids, proteins, 

caseins, lactose and ash contents (Ahmad et al. 2013). In Brazil, the market for 

buffalo milk products is growing (Ricci & Domingues 2012). Besides the fact that 

buffalo milk has a higher yield in the production of derivatives, buffalo mozzarella 

cheese has already established a market with a promising future in Brazil. This is due 

to the possibility of adding greater value when compared with cheese made with 

cow's milk (Sales et al. 2018). Within this context, two challenges to increasing the 

potential of buffalo milk production has been inadequate research and a scarcity of 

information on the subject. It is often falsely presumed that scientific information 

generated on the characteristics of bovine milk can be extrapolated to buffalo milk 

(Khedkar et al. 2015). 

Milk quality is the most important factor for the success of its 

industrialization and dairy products. This factor generates a significant increase in the 

price of milk, and benefits for consumers who acquire better quality products 

(Figueiredo et al. 2010). The physicochemical composition (mainly fat, protein, 

lactose, calcium and total solids) and the microbiological analysis of raw milk5.2. 

samples are important indicators of its quality. Measurement of the freezing point 

(FP) is used to detect any milk adulteration with water (Pesce et al. 2016). 

Determining the bulk milk somatic cell count (SCC) is an internationally recognized 

method to establish milk quality and the udder health status of the cows in the herd 

(Schukken et al. 2003). Microbiological analysis can verify the absence of pathogenic 

microorganisms (or their presence, within tolerable limits), and show if the product is 

suitable for human consumption. The analysis of the Standard Plate Count (SPC) 

determines the concentration of microorganisms present in the milk and is a suitable 

tool to test the levels of hygiene of the milk production process, from initial 

management and storage to sampling (Gargouri et al. 2013).  

The presence of antimicrobials and other veterinary drugs in milk analysis 

is another important quality parameter which indicates that the herd has been treated 

for infection. Therefore, if the withdrawal period is not respected, the milk collected 

from them is unsuitable for human consumption and processing (Khaniki et al. 2007). 
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In Brazil, the National Residue Control Plan (NRCP) defines which residues must be 

monitored and their maximum limits, aiming mainly to monitor the incidence of 

residues and prevent potential risks to the population if exposed to those products 

(Jank et al.  2015). 

Differences in the composition of buffalo milk in different localities reflect 

differences in breeds, management, feeding and environmental conditions (Ahmad et 

al. 2013). These variations would strongly affect the manufacturing conditions, 

sensory quality and nutritional properties of the dairy products (Khedkar et al. 2015). 

Despite the high nutritional value and technological importance of buffalo milk, its 

levels of production and consumption as well as its use in the dairy industry are still 

very low when compared to bovine milk. The State of Rio Grande do Sul (RS) has 

not yet planned specific legislation for this type of product. In Brazil, just the 

Secretariat of Agriculture and Supply (SAA) of the State of São Paulo has published 

Resolution SAA 24, which is valid only for this state (São Paulo, 1994). At present, 

the data regarding the microbiological and physicochemical quality of raw buffalo 

milk, when used as raw material for the production of derivatives in RS, are still 

limited. As a result, the aim of this study was to characterize samples of raw buffalo 

milk (whole milk collected from refrigeration tanks) from three farms that provide raw 

material for the production of buffalo milk derivatives in RS. 

 

Material & Methods 

Farms and milk samplings 

For this study, three farms were chosen for the collection of milk samples. 

These properties represent 100% of the official buffalo milk market which produces 

dairy products in RS. The farmers signed a consent form before sample collection. 

The characteristics of these farms are shown in the Supplementary File 1. 

For about one year (June 2017 to August 2018), milk samples were 

collected biweekly by the same person, who had been previously trained for the task. 

They collected the samples from the cooling tank of each farm after homogenizing 

the contents. For each sampling, three aliquots were obtained: 40 mL in a sterile 

container with Azidiol (for microbiological analyses), 40 mL in a sterile container with 

Bronopol (for SCC analyses) and 200 mL in a clean bottle (for physicochemical 

analyses). The samples were transported under refrigerated conditions to the 

laboratory. Farmers also provided weekly volume data for buffalo milk production 
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during the study period. A total of 69 samples of bulk milk were collected. 

 

Supplemental File 1: Characteristics of the studied farms  

 
Farm A Farm B Farm C 

State 

location 

Sentinela do Sul 

(30º36'41"S, 

51º34'44"W, 600 m) 

Pântano Grande 

(30º11'29"S, 52º22'25"W, 

100 m) 

Gravataí 

(29º56'40"S, 

50º59'31"W, 26 m) 

Number of 

animals 
305 400 76 

Lactating 

animals 
127 70 14 

Volume (L) * 2314 5819 618 

Mastitis 

cases 
rare rare sometimes 

Animal 

nutrition 
silage 

pasture, concentrated, 

silage and mineral salt 

pasture and 

concentrated 

* average volume of milk produced weekly by each farmer 

 

Physicochemical and Somatic Cell Count (SCC) Analyses  

Fat content (g/100g), protein (g/100g), lactose (g/100g), SNF (g/100g), 

and total solids (g/100g) analyses were performed through mid-infrared 

spectrometry, according to the ISO 9622 method (2013). SCC analyses were 

performed using flow cytometry, according to the ISO 13366-2 method (2006). These 

methods were developed for bovine milk and have been adapted to assess buffalo 

milk, following standard guidelines. These analyses were carried out by the same 

accredited laboratory (Milk Quality Laboratory-Univattes, certificate number CRL 

0754). 

The FP was performed on a digital micro-electronic cryoscope (PZL 7000), 

in keeping with the manufacturer's instructions. Sample density was verified with a 

vibrating tube densimeter (DMA 4500, Anton Paar), according to the manufacturer's 

instructions. Dornic acidity was measured in line with Milk Bank Guidelines (Brasil 

2007). The FP, density and Dornic acidity measurement of each sample was the 

average of triplicate data. These analyses were performed at the National 

Agricultural Laboratory at the Ministry of Agriculture, Livestock and Food Supply.  
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Calcium levels were determined with a Perkin Elmer flame atomic absorption 

spectrometer (AAnalyst 200 series) at UFRGS’ Chemistry Institute  The samples 

were digested according to the modified AOAC method 991.25 (2016). 

 

Microbiological analysis 

The Standard Plate Count (SPC) was performed according to the standard 

ISO 4833-1  method (2013). The result was expressed as the mean of the counts 

multiplied by the dilution factor used in CFU/mL. In addition to SPC, the dairy 

products were assessed for potential pathogens recognized by Brazilian legislation,. 

An assessment for coagulase-positive staphylococci was conducted, according to the 

ISO 6888-1 method (1999). The most probable number (MPN) method was used to 

quantify the thermotolerant coliforms, in accordance with the ISO 7251 standard 

(2005). Testing for  Salmonella spp. and Listeria spp. in 25 mL samples was carried 

out using conventional culture-based methods, according to ISO 6579 (2002) and 

ISO 11290-1 (2017), respectively. These analyses were performed at the Institute of 

Basic Health Sciences at the Universidade Federal do Rio Grande do Sul. 

 

Antimicrobial and Antiparasitic Residues 

A screening method for the analysis of 46 antimicrobial and antiparasitic 

residues belonging to different classes (Supplementary File 2) was performed and 

analyzed using liquid chromatography–electrospray–tandem mass spectrometry 

(LC–ESI-MS/MS), as previously described (Barreto et al. 2016, Jank et al. 2015, 

Rübensam et al, 2011). These analyses were performed by the Federal Laboratory 

of Animal and Plant Health and Inspection, at the Ministry of Agriculture, Livestock 

and Food Supply. 

 

Supplementary File 2: Antimicrobial and Antiparasitic Residues 

The residues analyzed were: Tetracycline, Oxytetracycline, 

Chlortetracycline, Doxycycline, Sulfadiazine, Sulfatiazole, Sulfamethazine, 

Sulfamethoxazole, Sulfaquinoxaline, Sulfadimethoxine, Sulfadoxine, 

Sulfaspyridazine, Sulfamerazine, Sulfisoxazole, Nalidixic Acid, Oxonyl Acid, 

Flumequine, Ciprofloxacin, Enrofloxacin, Difloxacin, Sarafloxacin, Danofloxacin, 

Norfloxacin, Penicillin G, Penicillin V, Ampicillin, Amoxicillin, Oxacillin, Cloxacillin, 

Dicloxacillin, Ceftiofur, Cefapirine, Cefoperazone, Naficilina, Cefquinoma, Cephalone, 

https://www.iso.org/standard/53728.html
https://www.iso.org/standard/53728.html
https://www.iso.org/standard/34568.html
https://www.iso.org/standard/34568.html
https://www.iso.org/standard/60313.html
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Cephalexin, Erythromycin, Spiramycin, Tilmicosin, Azithromycin, Tylosin, Lincomycin, 

Clindamycin, Trimethoprim, Bromexin, Chloramphenicol, Tianfenicol, Florfenicol, 

Abamectin, Doramectin, Eprinomectin, Ivermectin, Monensina, Moxidectin and 

Albendazole. 

Statistical analysis 

The Shapiro-Wilk test was performed to test the normality of data sets. 

The sizing of the number of samples was calculated considering each farm 

individually to a maximum error of 1°D for acidity. One-way analysis of variance 

(ANOVA) was used to compare the means of the parameters that presented all the 

data sets following normal distributions. In these cases, multiple comparisons were 

made with the Tukey-Kramer test (Brillinger, 1984). The Kruskal-Wallis test was used 

to compare the medians of the parameters that presented at least one data set that 

did not follow a normal distribution. Multiple comparisons were made with the 

procedure suggested by Siegel-Castellan (Siegel & Castellan, 1988). Pearson 

correlation coefficients were used to show correlation between parameters. 

 

Results & Discussion 

The composition of buffalo milk has been studied in several countries and 

variations have been observed. Besides distinct methods of analysis, these 

divergences reflect the existence of variability among herds, management, 

environmental conditions and seasonality.  

Supplemental File 3 show the results. The mean fat measurements for all 

analyzed buffalo milk samples from the period of this study was 5.5g/100g, and the 

fat content ranged from 4.26g/100g to 9.57g/100g.  The overall median for protein 

was calculated at 4.06g/100g with values ranging from 3.42g/100g to 4.60g/100g. 

The mean fat and protein contents were lower than those reported in studies 

conducted in Italy (Pesce et al. 2016; Pasquini et al. 2018) and the USA (Han et al. 

2012), while they were similar to studies performed in Egypt (Elshaghabee 2017) or 

other parts of Brazil (Bailone et al. 2017, Filho et al. 2014, Sales et al. 2018). Total 

solids were measured at an average value of 15.5g/100g, ranging from 13.56g/100g 

to 19.53g/100g. This average was very close to other studies conducted in Brazil 

(Bailone et al. 2017, Filho et al. 2014, Sales et al. 2018), but lower than those 

reported by Han et al. (2012). Although some physicochemical characteristics of our 

samples differ somewhat from those found in international studies, it is known that 
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many of these herds of foreign buffalo are in a more advanced breeding stage, thus 

increasing total solids. However, the data established in this study are much closer to 

studies carried out in other parts of the country. 

Not-fat solids (SNF) content is the entire residue left after the complete 

evaporation of water from milk and includes its protein, lactose and mineral content 

(Bassbasi el al., 2014). In this study, the median for SNF was 9.96g/100g with values 

ranging from 9.44g/100g to 10.61g/100g. SNF content is an important nutritional 

parameter of raw milk, and has a significant effect on the quality of milk. As such, it is 

one of the best factors to analyse for milk quality assurance (Bassbasi el al., 2014).  

The overall median for density was 1.034 g/mL and ranged from 1.031 

g/mL and 1.037 g/mL. This result is in agreement with what Ahmad et al. (2013). 

Sales et al. (2018) reported a density value of 1.033 g/mL in research carried out in 

another region of Brazil. The overall median for acidity was calculated at 16°D, with 

the values ranging from 13°D to 24°D. The FP of milk is related to its soluble 

constituents and is usually used to detect water added to milk. It has been reported 

that the basic FP of buffalo milk is lower than cow's milk (Pesce et al. 2016) and can 

be affected by seasonality and farm size (El-Salam & El-Shibiny 2011). The average 

result for FP was -0.527°C.  

The median for lactose during the period of this study was 5.07g/100g, 

and the lactose content ranged from 4.80g/100g to 5.30g/100g. This result was 

slightly higher than findings from other studies in Egypt (Elshghabee et al. 2017) and 

Italy (Pesce et al. 2016; Pasquini et al. 2018). Compared with other studies within 

Brazil, our results were higher than those reported by Filho et al. (2014) and Bailone 

et al. (2017), but were very similar to those reported by Sales et al. (2018). The 

average calcium content found in the analyzed samples was 0.161g/100g, with a 

maximum value of 0.188g /100g. Buffalo milk contains high calcium content (about 

1.5-fold more calcium than cow’s milk), as was made apparent in several studies 

(Ariota et al. 2007; El-Salam & El-Shibiny 2011). Breed type, environmental factors, 

and analytical methods considerably affect the calcium content of buffalo milk (El-

Salam & El-Shibiny 2011). 

The mean SCC of all samples in this study was 95x10³ cells/mL, ranging 

from 24 x10³ cells/mL to 216 x10³ cells/mL. This result was lower than what had been 

published in previous research (Filho et al. 2014, Pasquini et al. 2018), albeit close to 

findings that Bailone et al. reported (2017). To ensure the quality of manufacturing 
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cheese, especially coagulation, Tripaldi et al. (2010) suggest that the buffalo milk 

should not contain an SCC above 200x10³ cell/mL. Considering the results found 

regarding the criterion of SCC, we can affirm that the quality of the milk collected for 

our study is excellent. 

The mean SPC of the analysed samples was of 9.0x104 CFU/mL, with 

results varying between 1.1x103 CFU/mL and 9.4x105 CFU/mL. This parameter is 

extremely important in the manufacture of derivatives. A high SPC alters the 

coagulation of the mass and the texture of the cheese, generating a negative result in 

the product yield. Durability and sensory characteristics are also affected (Teixeira et 

al. 2005). Our results corroborate those of many previous studies (Chye et al. 2004; 

Bailone et al. 2017, Filho et al. 2004, Sales et al. 2018), and are only greater than the 

findings of some studies (Figueiredo et al. 2010, Pasquini et al. 2018).  

In relation to the microbiological analyses of pathogenic microorganisms, 

neither Salmonella spp. nor Listeria monocytogenes was detected in any of the 

samples. Regarding coagulase-positive staphylococci, 36 (52%) of the 69 analyzed 

samples were positive. Samples with coagulase-positive staphylococci were linked to 

all three farms: 12 from farm A, 13 from farm B and 11 from farm C. For the 

determination of thermotolerant coliforms, the average was 1.6x10² MPN/mL, with a 

maximum value equal to 1.1x10³ MPN/mL. The occurrence of the coliform group and 

E. coli in milk indicates poor hygiene or fecal contamination. Although this milk is 

subsequently processed, the dairy industry must show concern for the safety of dairy 

products because the entry of pathogens into processing plants may lead to the 

persistence of these pathogens in biofilms and the subsequent contamination of 

processed dairy products. Furthermore, pasteurization may fail to destroy all 

foodborne pathogens in milk. Meanwhile, information on health hazards associated 

with contaminated raw milk should be made available to the public, to help prevent 

the consumption of untreated raw milk. 

As expected, a correlation was established between acidity values, total 

solids, protein and fat values. Interestingly, there was also a significant correlation 

between calcium values, protein and total solid values. According to Ahmad et al. 

(2013), most of the calcium is found in insoluble form, mainly because of the high 

casein contents of buffalo milk, and represents 67.6-82.6% of the total calcium. For 

this reason, milk that has a higher protein content also has higher associated levels 

of calcium.  
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Supplemental File 3: Descriptive statistics for the analyzed quality parameters of all buffalo milk samples (Farms A, B and C)  

 Fat 

(g/100g) 

Protein 

(g/100g) 

Lactose 

(g/100g) 

TS 

(g/100g) 

NFS 

(g/100g) 

FP 

(°C) 

Acidity 

(°D) 

Density 

(g/mL) 

Calcium 

(g/100g) 

SCC 

(x10³ 

cells/mL) 

SPC 

(CFU/mL) 

TC 

(MNP/mL) 

Mean 5.5 4.057 5.068 15.5 9.964 -0.527 16.07 1.03452 0.1613 94.7 9.0x104 1.6x10² 

Median 5.455 4.12 5.07 15.485 9.97 -0.528 16 1.035 0.161 88 4.1x104 2.6x10 

SD 0.76 0.325 0.09 1.03 0.317 0.0128 1.9 0.00124 0.0138 53.7 1.6x105 2.9x10² 

n 62 63 65 64 67 68 68 69 67 67 64 66 

CI95% 

Error 
0.19 0.082 0.022 0.26 0.077 0.0031 0.46 0.0003 0.0034 13.1 3.9x104 7.2x10 

Relative 

Error 
3.45% 2.02% 0.43% 1.68% 0.77% 0.59% 2.86% 0.03% 2.11% 13.83% 43.92% 45.85% 

TS. total solids; NFS. not-fat solids; FP. freezing point; SCC. somatic cell counts; SPC. standard plate count; CFU. colony-forming unit; TC. 

thermotolerant coliforms; MPN. most probable number. 
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We compared our results with the parameters established in the SSA 224 

(São Paulo, 1994), the only current legislation in Brazil for buffalo milk. The SSA 24 

rules that the minimum fat content should be 4.5g/100g. While taking into account 

uncertainties about the method of measurement, we believe that the majority of our 

results satisfy this requirement. Regarding the SNF parameter, the SSA 24 rules that 

the minimum should be 8.57 g/100g - a score all analyzed samples obtained. The 

ideal SSA density range for buffalo milk is between 1,028 and 1,034, the same as 

stated in bovine milk legislation. Some samples in this study presented values above 

this range, with the average result bordering the upper limit. Nevertheless, this 

parameter proposed by the SSA 24 could be easily questioned because, as shown in 

this study, buffalo milk has its own characteristics that make it denser than bovine 

milk. With respect to the acidity of buffalo milk, the SSA 24 describes a range 

between 14°D and 23°D. Once more, while the uncertainty of the method of 

measurement has been taken into account, all values were within this range. 

Regarding the freezing point (FP), the average result of this study falls within the 

allowed range which, according to the SSA 24, varies between -570°C and -520°C. 

Table 1 presents the means of parameters of buffalo milk from each farm 

that follow normal distributions and the medians of parameters where at least one 

measured group does not follow a normal distribution. When comparing the 

physicochemical results of the analyzed samples of the three sites, farm B presented 

a significantly higher average of fat, protein, total solids and SNF than farms A and C. 

Samples collected from farm B also presented higher acidity. This result matches 

parameters reported elsewhere, since it is known that acidity correlates to total solids 

and fat (Ahmad 2013). Density and FP did not present a significant difference among 

samples from the three farms. This similarity also occurred in the comparison of the 

microbiological parameter of thermotolerant coliforms. In the comparison of sites, 

samples from farm A demonstrated a significantly higher lactose content than those 

from farm B. Samples from farm B showed a higher average calcium content, 

followed by farm C and then farm A. Regarding the microbiological analyses, farm B 

showed the highest microbiological quality with the lowest significant SPC results. 

This parameter may be related to the SCC result, which was also lower for farm B.  
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Table 1: Normal distribution means of buffalo milk parameters and medians of buffalo milk parameters that do not follow 

normal distributions from each farm 

Farm 

Means Medians 

Fat 

(g/100g) 

Protein 

(g/100g) 

Lactose 

(g/100g) 

TS 

(g/100g) 

SNF 

(g/100g) 

FP 

(°C) 

Density 

(g/mL) 

Calcium 

(g/100g) 

Acidity 

(°D) 

SCC 

(103 

cell/mL) 

SPC 

(CFU/mL) 

TC 

(MPN/mL) 

A 5.03 b 3.844 b 5.11a 14.89 b 9.773 b -0.525 a 1.03418 a 0.1495 c 15.0 b 116.5 a 1.0×105 a 110.0 a 

B 6.39 a 4.427 a 5.02 b 16.69 a 10.217 a -0.532 a 1.03483 a 0.1715 a 18.0 a 36.0 b 6.3×103  b 19.5 a 

C 5.13 b 3.950 b 5.08ab 14.95 b 9.891 b -0.526 a 1.03452 a 0.1609 b 15.5 b 104.5 a 4.9×104 a 37.0 a 

TS. total solids; SNF. not-fat solids; FP. freezing point. SCC. somatic cell counts; SPC. standard plate count; CFU. colony-forming unit; TC. 

thermotolerant coliforms; MPN. most probable number. Means and medians with the same superscript letter do not present a significant 

difference. Means and medians with different superscript letters present a significant difference (ρ < 0.05).
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Table 2 presents the mean measures of quality parameters of all analyzed 

buffalo milk samples which presented significant differences between seasons. When 

the results of all samples were assessed according to seasons, we verified 

statistically significant differences for the parameters of protein, SNF, lactose and 

density. These results were analyzed together with the average volume of milk 

produced in each season. SNF and protein levels were higher (P <0.05) in summer 

and spring and lower in autumn and winter. These results corroborate those 

previously found by Filho et al. (2014). It is reasonable to think that higher values of 

SNF (g/100g) in hotter seasons relate to lower milk production, increasing the 

concentration of this component in the milk (Araújo et al. 2011). For the same 

reason, we could explain the significantly higher density in summer when compared 

to autumn. Unlike other studies that did not report a significant difference in lactose 

levels in raw buffalo milk (Bailone et al. 2017; Pasquini et al. 2018), we observed that 

the summer and spring results of our samples were higher when compared to those 

collected in autumn. It needs to be taken into account that we were unable to account 

for possible stage-of-lactation effects when examing effects of season. No antibiotic 

or antiparasitic residues were detected in any of the samples analyzed during the 

research period. This suggests that the farms have followed legal recommendations. 

 

 

Table 2: Mean measures of quality parameters of all analyzed buffalo milk 

samples that presented significant differences between seasons 

 
Protein 

(g/100g) 

SNF 

(g/100g) 

Lactose 

(g/100g) 

Density 

(g/mL) 

Volume 

(L)* 

Summer 4.274 a 10.177 a 5.11 a 1.0351 a 2297.3 

Spring 4.172 a 10.103 a 5.09 a 1.0348 ab 2472.0 

Winter 3.906 b 9.830 b 5.06 ab 1.0344 ab 3335.5 

Autumn 3.826 b 9.749 b 4.99 b 1.0338 b 3632.3 

SNF. not-fat solids. Means with the same superscript letter do not present a significant 

difference. Means with different superscript letters present a significant difference (ρ < 0.05).  

*average volume of milk produced weekly by the three farms  
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In conclusion, buffalo milk used as raw material for dairy products in 

southern Brazil showed satisfactory physicochemical and microbiological 

characteristics and presented data in accordance with the revised literature. This first 

study took place over one year and was subject to the range of parameters 

characteristic of these farms. Understanding the buffalo milk composition of this 

region allows the dairy industry to have greater control over efficiency and a better 

standardization of the physical, chemical and organoleptic characteristics of 

mozzarella cheese, thus ensuring stability in quality for the consumer. Moreover, 

such data may support the design of specific technical regulation that is not yet 

available in RS. 
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5.5. Resultados não apresentados na forma de artigo  

Os resultados trazidos nesta subseção, são complementares aos 

resultados apresentados no artigo 1 e visam ilustrar as discussões a serem tratadas 

na sessão 6 da presente Tese.  

A figura 3 ilustra as correlações entre os parâmetros físico-químicos e 

microbiológicos avaliados no Artigo 1. Valores em azul indicam uma correlação 

positiva. Valores em vermelho indicam uma correlação negativa. Ainda, a 

intensidade do índice é proporcional à correlação estabelecida entre os dois 

parâmetros.  

As figuras 4, 5 e 6 trazem os gráficos de distribuição das determinações 

físico-químicas e microbiológicas para os três produtores. 

 

 

Figura 3. Análises das correlações dos parâmetros de qualidade do leite bubalino.  
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Figura 4. Distribuição das determinações físico-químicas (gordura, proteína, sólidos 

totais e sólidos desengordurados) em que o produtor B obteve uma média 

significativamente superior aos demais produtores (ρ <0,05)   
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Figura 5. Distribuição das determinações físico-químicas (densidade e índice 

crioscópico) em que não houve diferença significativa entre os três produtores (ρ 

<0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Distribuição das determinações microbiológicas e CCS para os três 

produtores (ρ≥0,05)   
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6. DISCUSSÃO GERAL 

 

Esta Tese foi organizada na “forma de artigos”, conforme modelo 

disponibilizado pelo PPGMAA. O estudo foi dividido em três etapas, sendo cada uma 

delas correspondente a um artigo redigido, onde procurou-se responder aos 

objetivos propostos. Nesta seção de discussão geral estão apresentados os 

principais resultados e são discutidos os aspectos mais relevantes obtidos de cada 

um dos artigos. 

O primeiro artigo apresentou as características físico-químicas e 

microbiológicas do leite de búfala destinado à produção de derivados no RS. Apesar 

de outros trabalhos trazerem a composição do leite bubalino, sabe-se que esses 

parâmetros podem variar conforme a localidade, o rebanho e as condições 

ambientais. O presente estudo foi o primeiro nesta região com essa abrangência de 

parâmetros e período de coleta. A divulgação desses dados aos produtores e ao 

laticínio permite maior controle sobre seus processos, buscando uma melhor 

padronização, qualidade e estabilidade do produto que chega ao consumidor. Além 

disso, tais dados podem subsidiar a formulação de um Regulamento Técnico de 

Identidade e Qualidade (RTIQ) específico para leite bubalino, atualmente inexistente 

no RS.  

Neste estudo os conteúdos médios de gordura e proteína encontrados 

foram inferiores aos relatados em estudos realizados na Itália (Pesce et al., 2016; 

Pasquini et al., 2018) e nos EUA (Han et al., 2012), embora semelhantes aos 

estudos realizados no Egito (Elshaghabee et al., 2017) ou outras partes do Brasil (da 

Costa Filho et al., 2014; Bailone et al., 2017; Sales et al., 2018). A quantidade de ST 

foi próxima à dosagem encontrada em outros estudos no Brasil (da Costa Filho et 

al., 2014; Bailone et al., 2017; Sales et al., 2018), e inferior à dosagem descrito nos 

EUA (Han et al., 2012). Um elevado teor de ST é de grande interesse para a 

indústria, pois aumenta o rendimento na fabricação de derivados. Embora em 

expansão, a produção de leite bubalino no Brasil ainda é recente, o que justifica 

alguns índices de qualidade de produção inferiores (como ST, gordura e proteína) 

quando comparados rebanhos de búfalos estrangeiros que estão em um estágio de 

criação mais avançado. Os resultados para densidade, acidez e IC estão dentro do 

esperado e de acordo com o que já havia sido descrito em trabalhos anteriores (El-
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Salam & El-Shibiny, 2011; Ahmad et al., 2013; Pesce et al., 2016; Sales et al., 2018). 

O teor de lactose determinado neste estudo foi ligeiramente superior aos achados 

em países como Egito (Elshaghabee et al., 2017) e Itália (Pesce et al., 2016; 

Pasquini et al., 2018). Em comparação com outros estudos no Brasil, nossos 

resultados foram superiores aos relatados por Bailone e colaboradores (2017) e 

Costa-Filho e colaboradores (2014), mas foram muito semelhantes aos relatados por 

Sales e colaboradores (2018). A dosagem de cálcio confirmou a alto teor de cálcio 

do leite bubalino descrito previamente (El-Salam & El-Shibiny, 2011; Ariota et al., 

2016). Esse achado também é de interesse para a indústria, uma vez que a 

formação de uma massa de coalhada estruturalmente adequada depende da 

proporção de gordura, proteína e cálcio. Nenhum resíduo de antibiótico ou 

antiparasitário foi detectado nas amostras durante o período da pesquisa. Isso 

sugere que as propriedades seguem as recomendações legais. 

Os parâmetros de CCS utilizados para bovinos podem não ser adequados 

para monitoramento de mastite em rebanhos de bubalinos (Amaral & Escrivão, 

2005). Os baixos valores de CCS não indicaram necessariamente a ausência de 

infecção intramamária. Algumas particularidades relacionadas a características 

anatômicas do úbere e tetos, imunologia da glândula mamária e composição do leite 

de búfalas podem conferir maior resistência contra a mastite (Carvalho et al., 2007). 

Essas incluem: maior concentração de pigmentos de melanina, canal do teto com 

epitélio estratificado queratinoso mais espesso, camada muscular do esfíncter ao 

redor do canal do teto mais espessa e organizada, com maior tônus, mais rica em 

vasos sangüíneos e fibras nervosas, diâmetro menor do lúmen (Uppal et al., 1994), 

tipo de células e grau de atividade celular intramamária (Della Libera et al., 2004) 

maior atividade da enzima lactoperoxidase e maior concentração de lactoferrina no 

leite (Kapronezai, 2004). Em búfalas, Galiero & Morena, (2000) consideraram a CCS 

no leite normal entre 50x10³ e 100x10³ células/ml. Tripaldi e colaboradores (2010) 

sugerem que o leite de búfala não deve conter a CCS acima de 200x10³ células/mL 

para garantir a qualidade da fabricação de queijos, principalmente a coagulação. O 

CCS médio neste estudo atendeu à essas recomendações e, comparado a outros 

estudos, foi semelhante ao descrito por Bailone e colaboradores (2017) e menor que 

o encontrado por Costa-Filho e colaboradores (2014) e por Pasquini e colaboradores 

(2018). 
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Avaliação microbiológica também afeta fabricação de derivados, uma vez 

que uma carga microbiana maior altera a coagulação da massa e a textura do 

queijo, gerando um resultado negativo no rendimento, menor durabilidade e 

alteração sensorial (Teixeira et al., 2005). Nossos resultados de CPP foram mais 

altos que alguns estudos (Figueiredo et al., 2010; Pasquini et al., 2018) ao mesmo 

tempo que foram semelhantes a outros trabalhos (Chye et al., 2004; da Costa Filho 

et al., 2014; Bailone et al., 2017; Sales et al., 2018). Em relação às análises 

microbiológicas de microrganismos patogênicos, não foi detectada a presença de 

Salmonella spp. e Listeria monocytogenes em nenhuma das amostras. Em relação 

aos Staphylococcus coagulase-positivos, 36 (52%) das amostras analisadas foram 

positivas. Para a determinação de coliformes termotolerantes, a média foi de 1,6x10² 

NMP/mL, com valor máximo igual a 1,1x10³ NMP/mL, alertando para a possibilidade 

de má higiene ou contaminação fecal. Embora esse leite seja posteriormente 

processado, a indústria de laticínios deve monitorar todos os processos 

tecnológicos, para assegurar que não ocorra a entrada de patógenos no ambiente 

de processamento. Esses cuidados visam garantir que não ocorra a formação de 

biofilmes com persistência desses patógenos, ou alguma falha na pasteurização, 

que poderiam resultar em subsequente contaminação dos produtos lácteos 

processados. 

Como esperado, foi estabelecida uma correlação entre os valores de 

acidez, ST, valores de proteína e gordura. Curiosamente, também houve uma 

correlação significativa entre os valores de cálcio, proteína e sólidos totais. De 

acordo com Ahmad e colaboradores (2013), a maior parte do cálcio é encontrada na 

forma insolúvel, principalmente por causa do alto teor de caseína do leite de búfala. 

Por esse motivo, o leite com maior teor de proteína também apresenta maiores 

níveis de cálcio associados (Figura 3). 

Comparamos os resultados obtidos, levando em consideração as 

incertezas dos métodos de análise, com os limites dos parâmetros de qualidade 

estabelecidos pela SSA/SP 24 (1994), única legislação para o leite de búfala 

disponível no Brasil. As amostras atenderam aos limites recomendados para os 

parâmetros ESD, acidez e índice crioscópico. Quanto ao teor de gordura, medida 

que mais sobre interferências e variações por fatores externos, a maioria das 

amostras atendeu o requisito. A faixa de densidade ideal preconizada pela SSA/SP 
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24 está entre 1,028 e 1,034 g/mL, a mesma descrita para o leite bovino. Algumas 

amostras deste estudo apresentaram valores acima dessa faixa, com o resultado 

médio próximo ao limite superior. No entanto, esse parâmetro proposto pelo SSA/SP 

224 poderia ser facilmente questionado, pois, como mostrado neste estudo, o leite 

de búfala possui características próprias que o tornam mais denso que o leite 

bovino.  

Na comparação entre a qualidade físico-química das amostras, a 

propriedade B apresentou média significativamente maior de gordura, proteína, ST, 

ESD e acidez do que as propriedades A e C (Figura 4). Este resultado é coerente, 

uma vez que se sabe que a acidez se correlaciona com o total de sólidos e gordura 

(Ahmad et al., 2013), relação que também foi demonstrada no presente trabalho (ver 

Figura 3). Densidade e IC não apresentaram diferença significativa entre as três 

propriedades (Figura 5). A propriedade B também apresentou maior qualidade 

higiênico-sanitária das amostras, com menores índices para CCS e CPP. O 

parâmetro microbiológico de coliformes termotolerantes não foi estatisticamente 

diferente entre as amostras (Figura 6). 

Quando à sazonalidade, verificamos diferenças entre amostras para os 

parâmetros de proteína, ESD, lactose e densidade. Os níveis de ESD e proteína 

foram maiores no verão e primavera e menores no outono e inverno. Esses 

resultados corroboram os encontrados anteriormente por (da Costa Filho et al., 

2014). Esses resultados foram analisados em conjunto com o volume médio de leite 

produzido em cada safra. É razoável pensar que valores mais elevados de ESD 

(g/100g) nas estações mais quentes estejam relacionados à menor produção de 

leite, aumentando a concentração desse componente no leite (Araújo et al., 2011). 

Pelo mesmo motivo, podemos explicar a densidade significativamente maior no 

verão em comparação com o outono. Ao contrário de outros estudos que não 

relataram uma diferença significativa nos níveis de lactose (Bailone et al., 2017; 

Pasquini et al., 2018), observamos que os resultados de verão e primavera de 

nossas amostras foram maiores que no outono. Deve-se levar em consideração que 

não foram considerados os possíveis efeitos do estágio de lactação.  

O perfil lipídico do leite de búfala do sul do Brasil foi determinado por 

cromatografia gasosa, que permitiu detectar um total de nove ácidos graxos: seis 

SFA, dois MUFA e um PUFA. O ácido oleico (C18:1 cis ꞷ9) foi o componente que 
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mais contribuiu para o perfil de ácidos graxos insaturados (MUFA + PUFA) e o ácido 

palmítico (C16:0) ao perfil de SFA em amostras de leite de búfala. O terceiro ácido 

graxo que mais contribuiu para o perfil geral foi o ácido esteárico (C18:0), o que 

pode ser atribuído à extensa biohidrogenação ruminal dos ácidos graxos C18:3, 

C18:2 e C18:1. Esse resultado parece ser positivo, pois parte do ácido esteárico é 

transformado em ácido oleico pela ação da enzima Δ-9 dessaturase, presente no 

leite (Corl et al., 2001). 

O perfil de ácidos graxos do leite de ruminantes é influenciado pelos 

alimentos fornecidos aos animais, especialmente gramíneas e leguminosas frescas 

(Goes & Brabes, 2010; Bauman et al., 2011), bem como pelas as características de 

solo e clima da região (Nabinger & Dall’Agnol, 2020). O RS, onde estão as três 

propriedades incluídas neste estudo, caracteriza-se por campos, com rica flora e 

variedade de solos, adaptáveis às variações no manejo animal e mudanças 

climáticas. Não se verificou diferença estatística para o perfil da maioria dos ácidos 

graxos entre as três propriedades, porém observou-se que propriedade C expressou 

menor IA e quantidades superiores de ácido linoleládico. Silva & Nascimento Junior 

(2007) atribuem fundamental importância ao manejo de uma pastagem, o maior 

índice de área foliar remanescente. Assim, considerando que a base da alimentação 

nas três propriedades é a pastagem, rica em diferentes espécies de gramíneas e 

vegetais, pode-se inferir que o manejo dos animais em pastejo rotacionado, 

proporcionou uma melhor interação solo x planta x animal para a propriedade C. A 

possibilidade do uso do leite de búfala para fins de saúde, além da nutrição, abre um 

novo campo para os produtores e laticínio que podem explorar o controle de sua 

composição de ácidos graxos no leite bubalino, principalmente gerenciando a dieta 

dos animais.  

As amostras de leite bubalino coletadas nos tanques de refrigeração 

quando cultivadas em meio de cultura Baird-Parker (BP) apresentaram colônias com 

morfologia bem diversificada. Optou-se por enumerar os estafilococos totais e não 

apenas os coagulase-positivos, para posteriormente isolar e confirmar as espécies. 

Nenhum estudo anterior enumerando estafilococos totais no leite de búfala está 

disponível. No entanto, nossos resultados, foram menores do que a contagem média 

descrita por Soares e colaboradores (2011) para leite bovino cru em Portugal. Outro 

estudo com leite de búfala cru na Turquia estimou contagens de estafilococos 
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coagulase positiva, especificamente, entre 102 e 104 UFC / mL (Saka & Gulel, 2018), 

intervalo semelhante ao encontrado no presente estudo para estafilococos totais. 

Considerando o critério de pelo menos 105 S. aureus por mL descrito por 

Hennekinne et al., (2012) e o fato deste leite de búfala cru ser posteriormente 

processado pela indústria de laticínios, estima-se um baixo risco de intoxicação 

alimentar no consumo de derivados. Em termos de legislação, a Agência Nacional 

de Vigilância Sanitária (Anvisa) não estabelece padrões microbiológicos para o leite 

cru, apenas para os lácteos prontos para serem oferecidos ao consumidor. 

Considerando o queijo como destino dessa matéria-prima, a IN 60 tolera contagens 

de estafilococos coagulase positiva até 103 UFC/g, classificando contagens de até 

102 UFC/g como "Qualidade Aceitável" e contagens entre 102 e 103 como 

"Qualidade Intermediária". Além disso, a atualização recente desta legislação incluiu 

a necessidade de investigação clássica de EE em produtos lácteos, exigindo sua 

ausência (Anvisa, 2019a; 2019b).  

No presente estudo, a biodiversidade da comunidade estafilocócica do 

leite de búfala cru no sul do Brasil foi avaliada por MALDI-TOF MS. A identificação 

de 304 isolados compreendeu 11 espécies diferentes. O isolado mais comum 

detectado no presente estudo, após S. aureus, foi S. chromogenes, também 

prevalente em estudos com cepas oriundas do leite de búfala (Pizauro et al., 2017) e 

cepas relacionadas à mastite subclínica em vacas (Thorberg et al., 2009). S. 

epidermidis e S. warneri são normalmente encontrados em pele sã de úberes ou nas 

mãos de ordenhadores e são considerados membros da microbiota bacteriana 

nessas regiões (Rall et al., 2014). S. vitulinus são colonizadores típicos de animais 

(Becker et al., 2014). S. xylosus e S. sciuri são considerados contaminantes 

ambientais (Soares et al., 2011). S. saprophyticus e S. haemolyticus são patógenos 

humanos que lideram as infecções do trato urinário inferior em mulheres jovens e 

infecções nosocomiais, respectivamente (Raz et al., 2005; Argemi et al., 2019). 

A ocorrência de S. aureus em 36 (52%) entre 69 amostras foi superior aos 

33,3% e 30% relatados anteriormente para o leite de búfala na Turquia (Pamuk et 

al., 2012; Saka & Gulel, 2018). Também foi superior a 17,5% relatado no Irã para 

leite cru de vaca, ovelha e cabra (Alian et al., 2012). Os estudos da epidemiologia 

molecular de S. aureus coletados do leite de búfala no Brasil ainda são muito 

escassos. No entanto, nossos resultados foram semelhantes aos encontrados por 
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Melo e colaboradores (2020) em leite bovino cru da região serrana de Santa 

Catarina. Nossos achados indicaram uma alta prevalência de S. aureus no leite de 

búfala a granel, cujas principais fontes de contaminação são o animal infectado e as 

condições de higiene inadequadas durante a ordenha ou armazenamento (Spanu et 

al., 2012). 

Estimamos uma prevalência de 50 (47,62%) de isolados de S. aureus 

com potencial enterotoxigênico pela detecção de um dos genes relacionados às 

enterotoxinas clássicas, sendo sea o mais frequentemente observado. Da mesma 

forma, Bianchi et al. (2014) encontraram 53% de S. aureus, isolados de leite e 

laticínios na Itália, positivos para um ou mais dos 11 genes SE testados, sendo sed 

o mais frequentemente observado. Osman et al., (2020) detectaram genes 

relacionados à enterotoxina em 88,1% dos isolados de S. aureus de leite de búfala e 

leite de vaca no Egito, sendo sec o mais frequentemente observado. Asiimwe e 

colaboradores (2017) encontraram uma prevalência de 90,2% de S. aureus 

carregando pelo menos um dos oito genes de enterotoxinas avaliados em amostras 

de leite bovino cru de Uganda, porém os genes mais frequentemente observados 

foram sem, sei e sec. Estudos anteriores no Brasil detectaram genes 

enterotoxigênicos em 40% (Moura et al., 2019) e 15,51% (Melo et al., 2020) de 

cepas de S. aureus isoladas de leite de búfala e seus derivados, originárias do 

estado do Rio Grande do Norte (RN) na região Nordeste e de Santa Catarina (SC) 

na região Sul, respectivamente. A prevalência de isolados de S. aureus produtores 

de enterotoxina em amostras de leite e a frequência de genes clássicos relacionados 

à enterotoxina difere entre os estudos. Isso pode ser devido a diferenças na fonte de 

amostragem e diferenças geográficas. Trabalhos em todo o mundo relatam a maior 

prevalência de sea em S. aureus isolados de alimentos e relacionados em surtos de 

intoxicação alimentar (Asao et al., 2003; Hennekinne et al., 2010; Denayer & 

Delbrassinne, 2017). Embora a presença de um gene de enterotoxina não seja uma 

indicação válida da expressão da proteína, a PCR pode ser uma ferramenta valiosa 

de triagem para isolados e matrizes alimentares, e pode dar uma indicação se existe 

uma probabilidade da presença de enterotoxina em um produto alimentar. Pereira e 

colaboradores (2009) encontraram uma correlação de 80% entre a detecção de 

toxinas. Além disso, a PCR é adequada para genes recentemente descritos para os 

quais nenhum método de detecção de EE existe até o momento. 
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O percentual determinado de cepas S. aureus multirresistentes isoladas 

(30%) é semelhante ao descritos por Alian e colaboradores (2012), para leite cru de 

bovinos, ovinos e caprinos (34,8%), e por Osman e colaboradores (2020), para leite 

cru de búfala e de vaca (35,7%). Os agentes antimicrobianos para os quais os 

isolados revelaram maior taxa de resistência contra penicilina G, cefoxitina, 

clindamicina, tetraciclina e eritromicina, semelhante ao observado por Osman e 

colaboradores (2020). Entre os agentes antimicrobianos que se mostraram efetivos, 

os resultados vão ao encontro do previamente estabelecido. As bactérias Gram-

positivas são geralmente suscetíveis a cloranfenicol e ciprofloxacina, drogas menos 

usadas na medicina veterinária (Lee, 2003; Gündogan et al., 2006; Pereira et al., 

2009). A presença de bactérias resistentes a antibióticos em alimentos de origem 

animal justifica investigações adicionais sobre o papel dos antibióticos quando eles 

são usados para fins terapêuticos ou como promotores de crescimento em animais 

produtores de alimentos (Andreoletti et al., 2008; EFSA, 2012; Founou et al., 2016). 

No entanto, nenhum resíduo de antibiótico e antiparasitário foi detectado nas 

mesmas amostras de leite de búfala em trabalho anterior (Godinho et al., 2020 – 

Artigo 1). Esses resultados indicam a que difusão de genes antimicrobianos na 

população bacteriana das propriedades pode resultar em bactérias resistentes aos 

antimicrobianos, inclusive habitando animais onde os antimicrobianos nunca são 

usados. Da mesma forma, o contato direto ou o consumo de leite antes do 

tratamento térmico aumenta a disseminação de genes resistentes a antibióticos em 

S. aureus para humanos (McKay, 2008). Esse problema de contaminação pode ser 

tratado melhorando as condições de higiene e o manejo cuidadoso dos animais 

durante a ordenha. 

A resistência à oxacilina (cefoxitina) de 16 (32%, n = 50) isolados de S. 

aureus observada no presente estudo, sem o gene mecA, pode ser explicada por 

outros mecanismos de resistência (Hiramatsu et al., 2013). Trabalhos também 

mostraram a ausência do gene mecA em S. aureus isolado de leite de vaca na 

região Nordeste do Brasil (Silva et al., 2020), de queijo de ovelha cru na Itália 

(Spanu et al., 2012) e de vários alimentos em Portugal (Pereira et al., 2009). A 

primeira hipótese sugere um mecanismo menos comum de resistência à 

meticilina/oxacilina, o "boderline oxacillin-resistant Staphylococcus aureus" 

(BORSA), caracterizado pela hiperprodução de β-lactamases ou o "modified 
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penicillin-binding protein Staphylococcus aureus" (MODSA), que produzem proteínas 

modificadas de ligação à penicilina. Ambos BORSA e MORSA têm afinidade variável 

para beta-lactâmicos e falta do gene mecA (Nadarajah et al., 2006). A segunda 

hipótese infere que tais isolados são portadores de uma forma divergente do gene 

mecA denominado mecC, que também confere resistência a β-lactâmicos estáveis 

(Becker et al., 2014; Paterson et al., 2014). Uma terceira hipótese relatada na 

literatura, observa que a maioria dos isolados de S. aureus recuperados de humanos 

ou bovinos (neste caso búfalos) representam conjuntos geneticamente distintos de 

grupos clonais com evidência de especialização do hospedeiro, sendo os ensaios 

convencionais de PCR para o gene mecA inadequados para isolados de S. aureus 

recuperados de búfalos (Melo et al., 2014). 
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7. CONCLUSÃO 

 

O presente estudo foi a primeira verificação contínua, ao longo de um 

ano, dessa gama de parâmetros físico-químicos e microbiológicos envolvendo os 

três produtores de leite bubalino cru destinado a produção de derivados no Estado 

do RS. A matéria prima avaliada apresentou características físico-químicas e 

microbiológicas satisfatórias e de acordo com a literatura revisada. A divulgação da 

composição característica do leite bubalino nessa região permite que a indústria de 

derivados tenha maior controle sobre a eficiência da produção e melhor 

padronização das características físicas, químicas e organolépticas do queijo 

produzido, garantindo assim qualidade ao consumidor. Ademais, tais dados podem 

subsidiar a formulação de regulamentação técnica específica ainda inexistente no 

estado do RS. 

A análise do perfil lipídico realizada retratou que o leite de búfala 

representa uma boa fonte de ácidos graxos desejáveis para humanos. A utilização 

do leite de búfala para fins de saúde, além da nutrição, abre um novo campo para os 

produtores explorarem o controle de sua composição de ácidos graxos do leite 

bubalino, principalmente através do manejo e dieta dos animais. 

Este estudo mostrou que as amostras de leite de búfala a granel estavam 

contaminadas com cepas de S. aureus enterotoxigênicas, multirresistentes, mas não 

portadoras do gene mecA. Esses achados são significativos do ponto de vista 

epidemiológico e enfatizam a necessidade de realizar estudos maiores para 

monitorar também possíveis fontes de contaminação do leite de búfala a granel. 

Embora nossos resultados indiquem um baixo risco de intoxicação alimentar devido 

ao consumo de derivados do leite de búfala produzidos no RS, é importante 

considerar o potencial risco à saúde. Apesar de a presença de S. aureus 

enterotoxigênico no leite cru de búfala não obrigue a ocorrência de toxinas, ele pode 

ser excretado no leite e permanecer estável nos laticínios para consumo. A medida 

chave na prevenção da intoxicação estafilocócica associada ao consumo de 

derivados de leite bubalino é minimizando as fontes de contaminação e evitando 

qualquer interrupção da cadeia de frio durante o armazenamento e processamento 

do leite de búfala a granel. 
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9. APÊNDICES 

9.1. Apêndice A 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA FORNECEDORES DE LEITE DE BÚFALA 

CRU DESTINADO A PRODUÇÃO DE DERIVADOS FORMALMENTE COMERCIALIZADOS NO RIO GRANDE 

DO SUL 

Declaro que assinando este documento estou ciente que fui selecionado (a) e convidado (a) a participar do 

trabalho de pesquisa intitulado “Aspectos Relacionados À Identificação Fenotípica e Genotípica, Fatores de 

Virulência e Suscetibilidade Antimicrobiana de Staphylococcus spp. Isolados de Amostras de Leite Cru de Búfala 

Provenientes de Diferentes Produtores do Estado do Rio Grande do Sul”  A pesquisa tem como objetivo geral: 

verificar a qualidade microbiológica, com ênfase para a presença de bactérias do gênero Staphylococcus spp. e 

suas enterotoxinas, do leite bubalino cru de conjunto, obtido de tanque de refrigeração de propriedades que o 

fornecem como matéria-prima para fabricação de derivados no estado do Rio Grande do Sul. Como objetivos 

específicos: busca-se fazer a coleta quinzenal, durante o período de um ano, das amostras de leite cru nas três 

propriedades que fornecem matéria-prima para a produção de derivados no estado do RS. As amostras serão 

coletadas diretamente no tanque de refrigeração, representando o leite de conjunto da propriedade. A partir 

dessas amostras, fazer as determinações dos parâmetros para a avaliação da microbiológica: contagem padrão 

em placas, contagem de células somáticas, contagem de estafilococos e contagem de coliformes. Avaliar a 

variação sazonal destes parâmetros ao longo de um ano. Realizar a verificação da presença de enterotoxinas 

estaficócicas (EE) nas amostras de leite bubalino cru de conjunto, obtido de tanque de refrigeração das 

propriedades. Paralelamente, verificar se as EE encontradas são resistentes aos processos de pasteurização. A 

partir dos isolados de Staphylococcus spp., obtidas das análises microbiológicas prévias, realizar a técnica de 

MALDI-TOF para identificar as diferentes espécies do gênero Staphylococcus spp., determinar a suscetibilidade 

a diferentes antimicrobianos e detectar a presença de genes de virulência através da técnica de PCR. 

Foi-me assegurado que os resultados serão tratados de forma anônima e confidencial, isto é, em nenhum 

momento será divulgado meu nome nem de minha propriedade em qualquer fase do estudo. E, na necessidade 

de exemplificar determinada situação, as privacidades do proprietário e de sua propriedade serão asseguradas. 

Fui informado que os dados coletados serão utilizados somente NESTA pesquisa, e os resultados divulgados em 

eventos e ou revistas científicas, e que a comunidade terá acesso aos resultados através da pesquisadora e da 

sua equipe. 

Fui informado também que não haverá riscos de qualquer natureza relacionados à minha participação. O 

benefício relacionado à minha participação, informado pela equipe de pesquisa, refere-se ao conhecimento sobre 

a qualidade microbiológica do leite de búfala cru produzido na minha propriedade. 

A pesquisadora me concedeu uma cópia assinada deste termo, onde consta o telefone celular/email do 

responsável e demais membros da equipe, possibilitando o esclarecimento de dúvidas sobre o projeto e minha 

participação, agora ou a qualquer momento. 

Considerando-me esclarecido em relação à proposta da pesquisa, concordo em participar da mesma. 

Participante da Pesquisa:_____________________________________________ 

Coordenador do projeto: Prof. Drª. Amanda Motta (Professora do Dep. Microbiologia, Imunologia e Parasitologida 

/ICBS/UFRGS)  (99182-4898) amanda.motta@ufrgs.br 

mailto:amanda.motta@ufrgs.br
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9.2. Apêndice B: Livro 

Abaixo a imagem da capa do livro “Microrganismos causadores de DTAs, um 

olhar pautado na legislação”, publicado em 2021, no qual a autora contribuiu com a 

redação do “Capítulo 7: Staphylococcus coagulase positiva”, cuja primeira página se 

encontra a seguir. 
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10. ANEXOS 

10.1. Anexo A: Submissão Artigo 2 
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10.2. Anexo B: Normas da Revista Journal of Dairy Research 
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10.3. Anexo C: Normas da Revista Food Microbiology 
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