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RESUMO 

O objetivo desse estudo foi avaliar a composição do leite de búfala por meio de 

espectroscopia por transformada de Fourier (FTIR), a Contagem de Células 

Somáticas (CCS) e Contagem Padrão em Placas (CPP) por Citometria de Fluxo 

e comparar a CCS entre s método eletrônico e de referência. Na primeira parte do 

estudo, foram feitas análises de leite de coletas mensais de 62 produtores no 

período de um ano (janeiro à dezembro de 2022). Para esse fim, as amostras para 

análise de composição  e de CCS foram coletadas em frascos de 40 ml contendo 

conservantes Bronopol, enquanto amostras para análises de CPP foram 

coletadas em frasco esterelizado, contendo o conservante Azidiol. As amostras 

foram analisas nos equipamentos LactoScope FTIR (Delta Instruments, Drachten, 

Holanda) e BactoScan FC® (Foss Electric A/S, Hillerod, Dinamarca). A 

composição média das amostras, expressa em g/100g foi de 5,82% de gordura 

3,95% de proteina, 4,83% de lactose,15,62% de extrato seco total (EST) e 9,79% 

de extrato seco desengordurado (ESD). As médias anuais para CPP e CCS, 

foram, respectivamente, de 386.000 UFC/ml e 300.000 CS/ml. Em seguida, as 

amostras foram separadas quanto às estações do ano. Os teores foram expressos 

em média ± desvio padrão de gordura apresentou maiores médias no verão 

(5,95%) e primavera (6,15%)  quando comparados ao outono (5,52%) e inverno 

(5,69%). Proteína e ESD apresentaram maiores valores no verão (4,18% e 

10,01%, respectivamente) seguido pela primavera (4,05% e 9,82%, 

respectivamente). Por outro lado, os maiores teores médios de lactose foram 

obtidos no inverno (4,89%) e no outono (4,88%) e os menores na primavera 

(4,72%). Quanto ao EST, os maiores valores foram encontrados no verão e 

primavera (15,96% em ambas as estações) e os menores no outono e inverno 

(15,18% e 15,35%). A segunda parte do estudo foi realizada em 75 amostras 

coletadas de tanques de refrigeração no período de novembro de 2022 à janeiro 

de 2023 no estado de Minas Gerais, Brasil, para realizar a  comparação do método 

eletrônico de Citometria de Fluxo com o método tradicional de Microscopia Direta 

para CCS. As médias encontradas para CCS para citometria de fluxo e 

microscopia direta foram de 289.000 CS/ml e 307.504 CS/ml respectivamente. No 

entanto não houve diferença estatística significativa entre os métodos, tendo sido 

encontrada correlação alta e positiva (r=0,941). 

Palavras-chave: citometria de fuxo; leite de búfala; microscopia direta; 

sazonalidade 

 

 

 



 
 

  

ABSTRACT 

 

The objective of this study was to evaluate the composition of buffalo milk using 
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), somatic cell count (SCC), and 
standard plate count (SPC) using flow cytometry. Additionally, it aimed to compare 
SCC between the electronic and reference methods. In the first part of the study, 
milk samples were monthly collected from 62 producers over a one-year period 
(January to December 2022). For this purpose, samples for composition analysis 
and SCC were collected in 40 ml vials containing Bronopol as preservative, while 
samples for SPC analysis were collected in sterilized vials containing Azidiol as 
preservative. The samples were analyzed using the LactoScope FTIR equipment 
(Delta Instruments, Drachten, Netherlands) and BactoScan FC® (Foss Electric 
A/S, Hillerod, Denmark).The average composition of the samples, expressed in 
g/100g, was 5.82% fat, 3.95% protein, 4.83% lactose, 15.62% total solids (TS), 
and 9.79% non-fat solids (NFS). The annual averages for SPC and SCC were 
386.000 CFU/ml and 300.000 SCC/ml, respectively. Next, the samples were 
separated according to the seasons of the year. The mean values ± standard 
deviation of fat showed higher averages in summer (5.95%) and spring (6.15%) 
compared to autumn (5.52%) and winter (5.69%). Protein and NFS presented 
higher values in summer (4.18% and 10.01%, respectively) and the lowest during  
spring (4.05% and 9.82%, respectively). On the other hand, the highest average 
lactose contents were obtained in winter (4.89%) and autumn (4.88%), while the 
lowest values were found in spring (4.72%). As for TS, the highest values were 
found in summer and spring (15.96% in both seasons) and the lowest in autumn 
and winter (15.18% and 15.35%, respectively).The second part of the study was 
carried out on 75 samples collected from cooling tanks from November 2022 to 
January 2023 in the state of Minas Gerais, Brazil, to compare the electronic 
method of Flow Cytometry with the traditional method of Direct Microscopy for 
SCC. The mean values found for SCC using flow cytometry and direct microscopy 
were 289,000 SCC/ml and 307,504 SCC/ml, respectively. However, there was no 
statistical significant difference between the methods, with a high and positive 
correlation (r=0.941). 

 

Keywords: buffalo milk; direct microscopy; flow cytometry; seasonality 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Existem aproximadamente 203 milhões de búfalos no mundo, dos quais 199 

milhões estão na Ásia (98,03%), 1,67 milhões estão na África (0,82%), principalmente 

no Egito, aproximadamente 2 milhões estão nas Américas (0, 90%). Cerca de 477 mil 

estão na Europa (0,23%), e a Oceania tem um rebanho de 166 búfalos registrados 

(0,0%) (FAO, 2020). O Brasil possui o maior rebanho de bubalinos das Américas  com 

81,29% do total de animais, aproximadamente 1,4 milhões (Tabela 1). 

Tabela 1: População de búfalos no mundo divididos por continentes 

 

Continente População bubalina mundial 

Ásia 98,03% 

África 0,82% 

América 0,90% 

Europa 0,23% 

Oceania 0,0% 

 

 

A Índia é o país com o maior número de cabeças, com mais de 54% dos búfalos 

asiáticos e mais de 68% da quantidade total de leite de búfala produzido no mundo, 

seguida por Paquistão e China (FAO, 2020). 

Segundo dados publicados pelo Ministério da Agricultura e Pecuária (MAPA) 

em 2018, os valores populacionais de búfalos distribuídos pelas cinco regiões do 

Brasil são: Norte: 939.415 (66,54%); Sudeste: 188.014 (13,37%); Nordeste: 127.581 

(9,07%) Sul: 98.598 (7,01%%) e Centro-Oeste: 52.046 (3,70%). 

Os búfalos domésticos (Bubalus bubalis), chamados de búfalos d'água, são 

animais rústicos e domesticados. Eles desempenham um papel crucial na economia 

agrícola de nações desenvolvidas e em desenvolvimento, uma vez que são 

importantes fontes de leite, carne e derivados, chifres e pele (Pantoja et al., 2022). 

O leite de búfala ocupa a segunda posição de volume de leite produzido 

https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/oceania
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mundialmente com 15%, ficando atrás apenas do leite de vaca (81%), seguido pelo  

de cabra (2%) e o de ovelha (1%), que ocupam o terceiro e quarto lugares 

respectivamente (FAO, 2020). A bubalinocultura representa uma importante atividade 

econômica devido à facilidade de adaptação dos animais às condições climáticas do 

país, potencial de rentabilidade devido à expansão comercial do mercado da carne de 

búfalo, características do animal (dócil e rústico) e elevada qualidade do leite e 

derivados (Andrighetto, 2011). Segundo a Associação Brasileira de Criadores de 

Búfalos (ABCB), o custo da criação chega a ser 20% menor que a de bovinos e para 

o produtor os ganhos são maiores com o leite de búfala, devido ao alto teor de sólidos 

que aumenta o rendimento industrial (Sociedade Nacional da Agricultura, 2013). 

Entretanto, apesar de sua importância econômica, o número de estudos sobre 

a qualidade do leite de búfalas, assim como a viabilidade de métodos modernos de 

análise dos parâmetros de qualidade são escassos. Para avaliação desse leite, ainda 

são utilizados parâmetros aplicados ao leite de bovinos, o que tem se mostrado 

ineficaz devido aos maiores teores de componentes para leite bubalino. Com isso, se 

faz necessário a realização de estudos para que legislações sejam criadas 

especificamente para leite de búfala. 

 

 

2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar os teores de gordura, proteína, lactose, extrato seco total, extrato seco 

desengordurado, nitrogênio ureico no leite, contagem de células somáticas e 

contagem padrão em placas do leite de búfalas. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

2.2.1 Avaliar a influência da sazonalidade no teor de proteína, gordura, lactose, 

extrato seco, extrato desengordurado, contagem padrão em placas e contagem de 

células somáticas. 
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2.2.2 Comparar os métodos de contagem de células somáticas por citometria 

de fluxo e microscopia direta. 

 

 

3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 O gênero Bubalus 

 

Os búfalos, como os bovinos, são classificados zoologicamente como família 

Bovidae e subfamília Bovinae. Os bovinos pertencem à espécie Bos taurus e os 

búfalos a Bubalus bubalis. Dentro desta, encontram-se três subespécies, Bubalis, 

Kerebau ou Carabao e Fulvus. A espécie Bubalus também é classificada como Búfalo 

de água (Bubalus bubalis bubalis) e do pântano (Bubalus bubalis karebau) (Ricci et 

al., 2012). 

A primeira introdução de búfalos no Brasil ocorreu em 1890 pelo Dr. Vicente 

Chermont de Miranda, que consistiu na compra de búfalos Carabao ou Rosilhos para 

Ilha de Marajó. Em 1895, também fizeram uma importação de búfalos italianos. 

Nessas duas introduções deram origem ao “Búfalo Preto de Marajó” (Preto 

Marajoara), semelhante ao búfalo Mediterrâneo italiano. Em 1962, outros fazendeiros 

importaram búfalos da Itália e da Índia; os “Búfalos Pretos” – Mediterrâneo, Jafarabadi 

e Murrah e “Búfalo Rosilho” – Carabao (Rosa et al., 2007), sendo essas as principais 

raças criadas no Brasil. No entanto, Murrah e Mediterrâneo são as raças que 

apresentam melhor aptidão genética para produção de leite, seguidas pela raça 

Jafarabadi (Minervino et al., 2020). 

Os búfalos possuem maior capacidade de conversão de alimentos com baixo 

valor nutricional e alta capacidade de adaptação e sobrevivência em diferentes 

ambientes com topografia, clima e vegetação distintos. Com relação à capacidade de 

produção, as búfalas costumam produzir de 600 a 4.500 litros de leite por lactação 

(Borghese et al., 2013) e são animais altamente adaptados às várzeas quentes e 

úmidas, desempenhando um papel importante na economia de muitos países tropicais 

e subtropicais, pois são usados para produção de carne e leite e como animais de 
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tração. São animais menos tolerantes ao calor do que outras espécies de gado, 

devido à cor escura da pelagem e às glândulas sudoríparas dispersas de maneira 

heterogenea, o que resulta em um sistema de resfriamento evaporativo menos 

eficiente (Minervino et al., 2020). 

Os bubalinos têm maior longevidade do que os bovinos, podendo ultrapassar 

os 30 anos de idade e mantendo sua capacidade reprodutiva até os 18-25 anos 

(Minervino et al., 2020). Apresentam taxa de natalidade acima de 80% e taxa de 

mortalidade abaixo de 3% ao ano (Moreira et al., 1994). A duração da gestação na 

búfala corresponde, em média, a 315 dias (Fonseca, 1986). 

A sazonalidade é uma das características mais notáveis do comportamento 

reprodutivo de búfalos. Os búfalos são animais poliéstricos estacionais, pois a latitude 

é determinante no comportamento reprodutivo desta espécie, pois, quanto mais 

baixas as latitudes, maior sua tendência à sazonalidade reprodutiva (Torres- Junior et 

al., 2016).  

A menor quantidade de luz afeta os animais de forma a coincidir a época de 

parto e desmame em estações climáticas favoráveis em relação à temperatura e 

alimento para as crias. Os animais apresentam sazonalidade reprodutiva mesmo em 

ambientes que ofereçam pequena variação nas quantidades de horas de luz 

(próximos à linha do equador), provavelmente devido a alterações no suprimento de 

forragens e conforto térmico (Dias, 2012). 

 

 

3.2 Qualidade do leite de búfala 

 

3.2.1 Composição 

 

Entende-se por leite, sem outras especificações, o produto oriundo da ordenha 

completa, ininterrupta, em condições de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e 

descansadas. O leite de outros animais deve denominar-se segundo a espécie de que 

proceda (BRASIL, 2017). 

O leite de búfala apresenta características que o diferenciam de qualquer outro 

tipo de leite. Seus teores de lipídeos, proteínas, lactose, sólidos totais e resíduo 
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mineral fixo são de grande importância nutricional. A ausência de β-caroteno na 

composição química do leite de búfala é uma das principais características, 

conferindo-lhe coloração branca. É mais concentrado que o leite bovino, apresentando 

maior teor de gordura, proteína e sólidos totais. Outra característica é o sabor bem 

adocicado (Ricci et al., 2012). As variações de valores encontrados na literatura sobre 

a composição do  leite de búfala ocorrem devido à influência de diversos fatores, como 

tipo de raças, número de lactações, estágio da lactação, alimentação e incidência de 

mastite (El- Salam & El-Shibiny, 2011). 

Os constituintes do leite de búfala merecem destaque quando comparados com 

o leite bovino, principalmente em suas vantagens na fabricação de derivados lácteos. 

O aproveitamento industrial, do leite bubalino se destaca por propiciar produtos 

lácteos de boa qualidade devido as maiores concentrações em sólidos totais que o 

leite bovino. Quando comparado o rendimento do leite de búfala ao leite de vaca, o 

primeiro é superior em cerca de 40% a 50%, no processamento de queijo, manteiga, 

leite em pó, dentre outros derivados. Ressalta-se que, entre os derivados oriundos do 

leite de búfala, destaca-se a produção do queijo tipo muçarela (Andrade, 2015). 

A gordura do leite apresenta maior valor econômico, sendo importante para 

produção de derivados e contribuindo para o sabor característico e melhoria da textura 

dos mesmos (Hao et al 2021;Ricci et al 2012). A gordura do leite de ruminantes é 

predominantemente formada por triglicerídeos (97-98%), composta por pequenas 

quantidades de esteroides, ácidos graxos livres e fosfolipídios. Os triglicerídeos são 

sintetizados por células epiteliais mamárias, enquanto alguns ácidos graxos usados 

na pré-formação desta síntese são absorvidos pela glândula mamária (Zanela et al., 

2015). 

O leite de búfala é conhecido por seu elevado teor de gordura em comparação 

ao leite de vaca (Hao et. al., 2021), até duas vezes maior que o leite bovino e sendo 

este o principal responsável por sua alta densidade energética (Ahmad et al., 2013). 

A variação pode chegar a 5,30 – 9,00% de teor de gordura (Kapadiya et al., 2016; , 

2012; Ahmad et al., 2010). 

Os glóbulos de gordura do leite de búfala são maiores quando comparados ao 

leite de outras espécies (Ahmad et al., 2013), com diâmetro médio de 5µm. Os 

glóbulos do leite de vaca possuem diâmetro de 3,16 μm, enquanto para cabra e ovelha 

os diâmetros são de 2,57 e 3,02 μm, respectivamente (Ahmad et al., 2013; El-Salam 

https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0958694621003393#bib4
https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0958694621003393#bib65
https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0958694621003393#bib86
https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0958694621003393#bib86
https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0958694621003393#bib88
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& El-Shibiny, 2011). 

No estudo de Ahmand et al., (2010) a análise de ácidos graxos revelou que os 

teores de ácidos  graxos  saturados,  principalmente  ácido  palmítico,  ácidos  graxos 

trans, ácido linolênico (ω3) e ácido linolênico conjugado foram maiores no leite de 

búfala do que no leite de vaca. 

Quanto às proteínas, no leite de búfala, as principais são: αs1-caseina, αs2- 

caseina, β-caseina, κ-caseina, β-lactoglobulina e α-lactalbumina (El-Salam & El- 

Shibiny, 2011). As caseínas encontram-se unidas ao fosfato de cálcio em um 

complexo esférico específico altamente hidratado, conhecido como micela de caseína 

(Fennema et al., 2010). 

Ao ser comparado com o leite de vaca, o leite de búfala geralmente apresenta 

maiores quantidades de κ-caseína (El- Salam & El-Shibiny, 2011). A caseína 

encontrada no leite bubalino é menos solúvel, alterando suas características 

reológicas, assim o tempo de coagulação da muçarela bubalina é reduzido devido a 

melhor ação da quimosina na produção de coalhada mais firme e lisa (Hussain et al., 

2011). Aproximadamente 99% das caseínas no leite de búfala estão presentes na 

forma de micelas (Ahmad et al., 2013), enquanto no leite bovino apenas 90-95% de 

caseína está na forma micelar (Khedkar et al., 2016), o que influencia na coloração 

mais branca do leite de búfala, pelo fato das micelas apresentarem maior opacidade 

(Ahmad et al., 2010). 

O leite de búfala contém concentrações mais altas de sais do  que  o  leite  

bovino. As concentrações totais de cálcio são 1,5 vezes maiores quando comparadas 

ao de vaca, em sua maior parte de forma insolúvel devido ao alto teor de caseína o 

que influencia as condições de processamento e o rendimento de certos produtos 

lácteos (Mejares et al., 2022; El-Salam & El-Shibiny, 2011). Ahmad et al., (2013) 

relataram que o cálcio insolúvel representa 67,6 – 82,6% do cálcio total e estimou-se 

que o cálcio presente nas micelas do leite de búfala é de 1,12 mM enquanto o leite de 

vaca apresentou 0,84 mM. As concentrações de magnésio e fosfato inorgânico foram 

maiores  no  leite  de  búfala  do  que  no  leite  bovino  (Kapadiya  et  al.,  2016 ; 

Murtaza et al., 2017). 

A lactose é o carboidrato mais abundante presente no leite. Consiste em uma 

unidade de glicose e galactose unidas por ligação glicosídica β-1,4 e possui dois 

anômeros a α-lactose e a β-lactose, o que difere entre elas é a orientação da hidroxila 
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(OH) que esta ligada ao carbono anomérico (Portnoy et al., 2021; Hao et al., 2021). 

Os teores de lactose em leite de búfalas apresentam valores que variam de 4,83 a 

5,48% (Sindhu e Singhal, 1988; Duarte et al., 2001). 

 

 

3.2.2 Contagem de Células Somáticas 

 

As células somáticas são representadas pelos leucócitos (glóbulos brancos do 

sangue) e células epiteliais de descamação da cisterna mamária e cisterna do teto 

que são eliminadas no leite durante o curso normal da lactação (Galiero e Morena, 

2000). A glândula mamária possui um mecanismo de defesa natural em resposta às 

infecções causadas por patógenos e danos nos tecidos; os leucócitos migram do 

sangue para o úbere para combater patógenos e reparar tecidos locais danificados, o 

que consequentemente aumenta a liberação de células somáticas no leite (Sharma, 

2011). 

Quando acontece a invasão do úbere por microrganismos ocorre 

imediatamente uma resposta do sistema de defesa com o desencadeamento de 

resposta inflamatória. Na tentativa de eliminar essas bactérias, as células de defesa 

do sangue migram para a glândula mamária, com subsequente aumento destas 

células no leite, o que justifica o uso deste biomarcador como indicativo de infecção 

e/ou inflamação da glândula mamária (Sharma, 2011). A tarefa dos linfócitos é regular 

o início e a supressão da resposta imune, enquanto os macrófagos fagocitam 

bactérias e restos celulares. Além disso, os macrófagos reconhecem patógenos 

invasores e desencadeiam uma reação imune, pela rápida seleção de neutrófilos, os 

quais atacam o patógeno invasor e defendem a glândula mamária no início de uma 

reação inflamatória aguda (Halasa e Kirkeby, 2020). 

Como as células do sistema imune têm funções diferentes, suas distribuições 

no leite normal e no leite de vaca com mastite diferem. Em amostras de leite obtidas 

de úberes saudáveis, macrófagos e linfócitos predominam, enquanto em leite obtido 

de  glândulas mamárias infectadas ou leite com alta contagem de células somáticas 

(CCS) há predomínio de neutrófilos (Halasa e Kirkeby, 2020). 

A predominância quanto aos tipos celulares é controverso, pois, Dhakal et al. 

(1992), relataram a predominância de células epiteliais (48,42%), seguidas pelos 
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linfócitos (29,28%), neutrófilos (20,98%) e monócitos (1,62%). Por outro lado, Silva e 

Silva (1994) verificaram os seguintes valores: neutrófilos (56%), linfócitos (28%), 

macrófagos (8%), células epiteliais (5%) e eosinófilos (1%); e Della Libera (2002), 

encontrou 61,1% de monócitos/macrófagos, 32,9% de neutrófilos, 5,3% de linfócitos 

e 0,7% de eosinófilos. Para búfalas previamente detectadas com mastite, Dhakal et 

al., (1992) relataram a maior ocorrência de neutrófilos (67,33%), seguidos por 

linfócitos (20,40%), células epiteliais (10,80%), e monócitos (2,10%). 

A CCS é um critério bem estabelecido e comumente utilizado para avaliação 

do estado de saúde intramamário, tanto em animais individuais quanto em tanques de 

leite a granel, pois existe uma correlação direta entre a qualidade do leite e a CCS 

(Moradi et al., 2021). A CCS é considerada um componente-chave para prevalência 

de mastite clínica e subclínica na pecuária leiteira (Sharma et al., 2013). 

Apesar do impulso econômico das últimas décadas, o sistema de criação de 

búfalos deve ser melhorado para maximizar a eficiência da indústria de laticínios, 

melhorar a produção e a qualidade do leite e do queijo e trabalhar para melhorar o 

bem-estar animal. Para leite de búfala, não é mencionado pelos regulamentos 

mundiais consultados o limite máximo de CCS, evidenciando a falta de regras para 

esse tipo de leite (Costa et al., 2020). 

No Brasil, ainda não existe uma legislação que regulamente o padrão de CCS 

para búfalas e o uso de parâmetros utilizados para bovinos tem-se mostrado 

inadequado, pois os valores das contagens são significantemente menores em 

bubalinos do que nos bovinos (Medeiros, 2011). 

Algumas particularidades relacionadas às características anatômicas do úbere 

e tetos, imunologia da glândula mamária e composição do leite de búfalas podem 

conferir maior resistência contra a mastite. Essas incluem maior concentração de 

pigmentos de melanina, canal do teto com epitélio estratificado queratinoso mais 

espesso que o observado na vaca, camada muscular do esfíncter ao redor do canal 

do teto mais espessa e organizada, com maior tônus, mais rica em vasos sanguíneos 

e fibras nervosas (Uppal et al., 1994). 

As diferenças incluem ainda um diâmetro menor do lúmen do canal do teto 

(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). A maior atividade da lactoperoxidase 

https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/animal-welfare
https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/buffalo-milk
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potencialmente eleva a vida útil de prateleira dos derivados lácteos produzidos com 

leite de búfalas, quando comparados aos derivados produzidos com leite de vacas. 

Por outro lado, úberes mais pendentes e tetos mais longos com maior diâmetro de 

teto em búfalas podem contribuir para um maior risco de mastite (Kaur et al., 2018) 

A CCS para bubalinos é diferente do normalmente encontrado em bovinos 

(Sollecito et al., 2011). Biologicamente, uma menor CCS no leite de búfala também 

pode ser devido às diferenças na atividade fagocitária dos neutrófilos e além de 

indícios de maior eficácia antibacteriana dos leucócitos bubalinos (Alhussien & Dang, 

2018; Araujo e Gheller 2005) ou devido à maior concentração de lisozima no leite de 

búfala do que no leite de vaca (Hameed, Hussain, & Akhtar, 2017). 

 

3.2.3 Contagem Padrão em Placas 

 

A Contagem Padrão em Placas (CPP) é expressa em Unidades Formadoras 

de Colônia (UFC/ml), sendo dependente da concentração bacteriana inicial e da taxa 

de multiplicação dos microrganismos. Estas variáveis estão relacionadas à higiene de 

ordenha, saúde da glândula mamária, higienização dos utensílios e equipamentos, 

qualidade da água e refrigeração adequada do leite (Fonseca e Santos, 2000). 

Além da contaminação natural (durante a ejeção do leite) e da contaminação 

provocada por falha no manejo sanitário, o uso inadequado ou a não utilização das 

medidas profiláticas, nos equipamentos de ordenha e/ou no tanque de refrigeração, 

pode levar ao aumento do número de microrganismos no leite, o que também pode 

ser provocado pela incidência da mastite. A influência da mastite sobre a contagem 

bacteriana total do leite de tanque depende do microrganismo infectante envolvido, do 

estágio da infecção e do percentual do rebanho infectado (Lucena, 2016). 

As características microbiológicas do leite de búfalas são pouco conhecidas, 

principalmente quando comparadas às do leite bovino. É importante ressaltar que o 

leite bubalino in natura apresenta também alta perecibilidade e está sujeito às mesmas 

fontes de contaminação microbiana que podem existir na bovinocultura leiteira, 

principalmente na ordenha e no transporte do leite até a indústria de processamento. 

Algumas peculiaridades do comportamento das búfalas podem contribuir para 

aumentar significativamente a concentração microbiana inicial do leite cru, como, a 

tendência natural em se banhar na água (Cunha Neto, 2003). 
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3.3 Parâmetros da qualidade do leite de búfala 

 

Em 1996 o MAPA iniciou discussões visando o desenvolvimento e 

implementação de politicas voltadas para a qualidade do leite por todo o país. A partir 

dessas discussões houve a publicação da Portaria n°56/1999, que teve como principal 

proposta: a necessidade da refrigeração do leite na propriedade rural em tanques 

de refrigeração; a coleta a granel do leite e transporte aos estabelecimentos 

processadores e; a necessidade de acompanhamento da qualidade do leite dos 

produtores com análises laboratoriais para obtenção de índices de qualidade até 

então inexistentes para o leite cru refrigerado (BRASIL, 2021). 

Em 18 de setembro de 2002 foi publicado a Instrução Normativa (IN) n°51 que 

aprovava os Regulamentos Técnicos de Produção, Identidade e Qualidade do Leite 

tipo A, do leite tipo B e do leite tipo C, do leite Pasteurizado e do Leite Cru e 

Refrigerado e seu transporte a granel. No entanto esta IN tornou-se compulsória 

apenas em 2005 para as regiões Sul, Sudeste e Centro-Oeste e em 2007 para as 

regiões Norte e Nordeste. O leite recebido em estabelecimentos fiscalizados pelo 

Serviço de Inspeção Federal (SIF) passou a ser amostrado para análises laboratoriais, 

no mínimo, mensalmente. No ano de 2011 foi publicada a IN 62 no qual foram 

revogados os anexos que tratavam dos leites tipo B e tipo C e foram estabelecidos 

novos padrões de qualidade (BRASIL, 2021). 

O Departamento de Inspeção de Produtos de Origem Animal iniciou um 

trabalho de reestruturação completa das legislações vigentes, por meio das IN’s 76 e 

77, de 26 de novembro de 2018 e revogação das instruções publicadas anteriormente. 

A IN 76 trata das características e da qualidade do produto na indústria e 

descreve as análises que devem ser realizadas para a caracterização do leite, 

principalmente em laticínios (Tabela 2). Na IN 77, são definidos critérios para a 

obtenção do leite dentro de padrões de qualidade que incluem a organização da 

propriedade, as instalações e os equipamentos utilizados, a capacitação dos 

responsáveis pelas tarefas de manejo e o controle sistemático de mastites, brucelose 

e tuberculose (Zuffo, 2021). 

Com o objetivo de normatizar as análises laboratoriais para fiscalização de 
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amostras de leite cru recolhidos em propriedades rurais e em estabelecimentos de 

laticínios foi criada pela IN n°37 de 18 de abril de 2002 a Rede Brasileira de 

Laboratórios da Qualidade do Leite – RBQL (BRASIL, 2021). 

 

Tabela 2: Padrões físico-químicas de qualidade do leite cru - Instrução Normativa 

76/2018 

Características Requisitos 

Odor Característico 

Cor Branco Opalescente homogêneo 

Gordura Teor mínimo 3,0g/100g 

Proteína Teor mínimo 2,9g/100g 

Lactose Teor mínimo 4,3g/100g 

Sólidos não gordurosos Teor mínimo de 8,4g/100g 

Sólidos Totais Teor mínimo de 11,4g/100g 

Acidez Titulável 0,14 a 0,18 acido lático/100ml 

Estabilidade Alizarol Mínimo de 72% v/v 

Densidade relativa a 15°C 1,028 a 1,034 

 
Indice Crioscopio 

-0,530°H e 0,555°H ou -0,512°C e  

-0,536°C 

Contagem Padrão em Placas Máximo 300.000 UFC/ml 

Contagem de Células Somáticas Máximo 500.000 CS/ml 

Fonte: Instrução Normativa 76, Ministério da Agricultura de Pecuária e Abastecimento. 

 

 

A análise e o monitoramento da qualidade do leite de búfala são exigidos pelos 

órgãos de controle no Brasil (MAPA). Entretanto, os requerimentos legais não são 

nacionais, a exemplo do Estado de São Paulo, que possui legislação especifica para 

Leite de Búfala pela resolução SAA-03 de 10 de Janeiro de 2008, com os seguintes 

parâmetros (Tabela 3). 
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Tabela 3: Padrões físico-químicos de qualidade do leite cru de búfala – SAA. 

 

Análise Padrão 

Aspecto e Cor Normais para a espécie 

Odor Característico 

Temperatura de Recebimento 7°C 

Gordura Mínimo de 4,5g/100g 

Extrato Seco Desengordurado Mínimo de 8,57g/100g 

Acidez Titulável 0,14 a 0,23 em g/ml 

Densidade a 15° Entre 1,028 e 1,034g/ml 

Índice Crioscópico -0,520 a -0,570C° 

Substâncias estranhas à sua 

composição ou corpos estranhos de 

qualquer natureza 

 

Não deve apresentar 

Fonte: SAA-03 de 10 de Janeiro de 2008  

 

 

3.4 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de 

Fourier (FTIR) aplicada a composição do leite 

 

A espectroscopia no infravermelho se baseia na determinação de grupos 

funcionais de uma amostra, sendo que cada grupo absorve energia em frequências 

características. Essas frequências apresentam vibrações específicas, que  podem, por 

exemplo, ser de estiramento ou de deformação, as quais correspondem a níveis de 

energia da molécula. Como exemplos, os grupos carbonila (C=O) das ligações éster 

dos triglicerídeos absorvem radiação no comprimento de onda de  5,73 μm, os grupos 

amida (CONH) das ligações peptídicas das proteínas em 6,46 μm e os grupos hidroxila 
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(OH) da lactose em 9,53 μm (Tavares, 2019). A água contida no leite pode ser 

absorvida em todo o espectro infravermelho, mas é possível determinar ou remover 

essa absorção do espectro a fim de revelar as absorções residuais causadas por 

outros componentes (Van De Voort et al., 1992). 

      Os principais componentes do leite atualmente analisados são sólidos 

totais, gordura, proteína, caseína, nitrogênio ureico e lactose cuja determinação por 

meio de métodos convencionais é bastante demorada e trabalhosa (Oliveira et al., 

2012). 

As vantagens dos instrumentos FTIR são maior velocidade e sensibilidade, 

melhor aproveitamento da potência luminosa, calibração do comprimento de onda 

mais exata e desenho mecânico simples, além de possibilidade de detecção de mais 

substâncias do que equipamentos de infravermelho a base de filtro (Skoog et. al., 

2006). 

A espectrometria de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) 

representa uma ferramenta rápida e poderosa para melhorar a análise de 

espectroscopia vibracional. Sabe-se que, além de extensas capacidades de 

computação e manipulação de dados, o FTIR também tem uma série de outras 

vantagens, ou seja, melhor relação sinal-ruído, redução significativa nos tempos de 

varredura, maior rendimento de energia e precisão de comprimento de onda superior 

(Iñon et al., 2004). 

Os espectrômetros com transformada de Fourier utilizam um dispositivo 

denominado interferômetro de Michelson, que efetua medidas precisas do 

comprimento de onda da radiação eletromagnética e faz medidas de distância com 

elevada exatidão. Um interferômetro de Michelson consiste em uma fonte de luz 

colimada, um espelho estacionário acima, um espelho móvel à direita, um divisor de 

feixe e um detector. A fonte de luz na FTIR é uma fonte continua transmitida (Skoog 

et. al., 2006). 

O interferômetro usa o divisor de feixe para dividir da fonte de radiação em duas 

partes, uma refletida no espelho móvel e outra no espelho fixo. Depois de refletidas, 

ambas as partes se recombinam no divisor de feixes, devido a variação da diferença 

dos caminhos entre os dois espelhos, é nessa região que os dois feixes interagem e 

formam um padrão de interferência  (Van de Voort et al., 1992). 

Os dois feixes convergem e interagem em regiões nas quais as ondas se 
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interferem construtivamente (Skoog, et al., 2006).  Sendo assim, a amplitude e 

frequências produzidas pelo efeito de interferência serão medidas pelo detector, 

digitalizado em tempo real e o resultado constará no interferograma com todas as 

informações espectrais da amostra. Com o resultado pronto aplica-se a transformada 

de Fourier (Van de Voort et. al., 1992). 

 

Figura 1: Esquema ilustrativo para o interferômetro de Michelson e do resultante da 

aplicação da transformada de Fourier 

Fonte:Helfer et al., 2006 

 

3.5 Citometria de fluxo 

 

O método de citometria de fluxo era uma metodologia baseada em um único 

parâmetro, no qual se detectava apenas o tamanho das células. Atualmente, a 

citometria de fluxo é considerada altamente sofisticada, sendo capaz de avaliar 

diferentes parâmetros. O citômetro de fluxo é um instrumento que mede 

características de células ou partículas em um fluxo de fluido conforme elas passam 

por uma fonte de luz (laser) (Wikerson, 2012). 
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Os principais componentes dos citômetros de fluxo e classificadores de células 

consistem em fluidos, óptica (excitação e coleta), uma rede eletrônica e um 

computador. Os equipamentos baseados na citometria de fluxo tem como princípio a 

incidência de uma fonte de luz laser que intercepta cada partícula ou amostra em 

movimento, e a dispersão da luz é analisada por um sensor que mede a dispersão  

da luz e a fluorescência emitida, fornecendo dados relativos ao tamanho e à 

granularidade da partícula. O computador registra os sinais digitais dos detectores 

eletrônicos, permitindo ao operador analisar os dados e colocá-los em uma das várias 

saídas, por exemplo, histogramas, gráficos de pontos, gráficos de contorno (Adan et 

al., 2017; Wikerson 2012). 

Para o controle da qualidade do leite e aplicação em indústrias de laticínios os 

citômetros geralmente se baseiam na mensuração de pulsos eletrônicos após a 

emissão de fluorescência a partir da incidência de uma fonte de radiação laser em um 

marcador ligado ao material genético (celular ou microbiano, dependendo do objeto 

da análise). A intensidade e a altura dos pulsos de fluorescência são gravadas e 

usadas como parâmetros seletivos. Os pulsos selecionados são, então, convertidos 

em contagens (Ribeiro et al., 2018) 

Na citometria de fluxo diversos corantes podem ser utilizados para se ligar ao 

material genético da célula ou da microbiota, entre eles o brometo de etídio e o DAPI 

(4’,6-diamidino-2-fenilindol). O líquido contendo as células coradas é distribuído na 

forma de um filme fino em um capilar, onde ocorre a incidência de um laser. A cada 

célula ou microrganismo um pulso é amplificado e quantificado. No caso do DNA, os 

corantes se ligam usualmente por sua intercalação dentro da estrutura helicoidal de 

cadeia dupla destas moléculas, o que resulta em aumento considerável de 

fluorescência em comparação com o corante puro (Suhren & Walte, 2000). 

Esta tecnologia permite a determinação do número de células somáticas e da 

contagem bacteriana de uma amostra (Gunaskera et al. 2000). Para análise de CCS 

e CPP no leite é utilizado o citômetro do tipo classificador, que quantifica a dispersão 

e a fluorescência de células coradas em meio a outras células ou microrganismos 

usando corantes específicos na técnica. No entanto, a maior parte dos equipamentos 

utilizados para CCS e CPP em leite baseados em citometria de fluxo se limitam a 

estimar contagem bacteriana total ou a contagem de células somáticas (Zuffo, 2021). 

Entretanto, novos equipamentos com possibilidade da caracterização dos tipos 
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celulares têm surgido nos últimos anos, especialmente para CCS, como por exemplo 

o Fossomatic™ 7 DC da FOSS, que além da CCS, também é capaz de fazer a 

diferenciação dos tipos celulares. 

Na citometria de fluxo para contagens microbianas ocorre a marcação do 

material genético, quando os microrganismos se encontram suspensos em meio fluido 

(Barrientos et al., 2000). 

Para que ocorra a entrada do corante nas células, é necessário realizar o 

tratamento do leite com enzimas proteolíticas para eliminação das proteínas, e com 

detergentes, para eliminação da gordura do leite. As enzimas também atuam na 

degradação das células somáticas, que são totalmente hidrolisadas durante o 

processo de sonificação. A radiação emitida pelas células bacterianas é coletada pelo 

sistema óptico, transferida para o sistema de filtros, e, posteriormente, transformada 

em impulso elétrico pelo sistema eletrônico (Figura 2). Os impulsos por sua vez, são 

transformados em número de microrganismos e estes, relacionados ao volume de 

leite analisado. Os resultados emitidos por estes equipamentos são expressos em 

número de bactérias por ml de leite e representam a contagem individual de bactérias 

(Cassoli, 2005). Depois são transformados estatisticamente para equivaler a 

contagem bacteriana em leite em UFC/ml segundo a ISO 21187:2021 (IDF 196:2021) 

para o estabelecimento de uma conversão entre os resultados de um método de rotina 

e um método padrão e sua verificação para a determinação quantitativa da qualidade 

bacteriológica. 
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Figura 2: Esquema do princípio da contagem de células somáticas pela citometria 

de fluxo 

Fonte: Adaptado Delta, 2007 

 

A microscopia direta é o método de referência para a determinação da 

contagem de células somáticas em leite cru (Murphy et al., 2016).  

Embora a análise por esse método forneça informações essenciais sobre a 

condição da matéria-prima, trata-se de um procedimento que requer trabalho intenso, 

com ampla variabilidade de interpretação entre diferentes observadores. Métodos 

clássicos de análises, como é o caso dessa técnica que durante muitos anos e tem 

sido referência na determinação do parâmetro exigido, são limitados por não terem 

sido concebidos para a análise em série de um grande número de amostras, 

necessitando de mão-de-obra excessiva e tendo custo elevado (Evangelista, 2002) 

 

3.5.1 DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol) 

 

O DAPI é um marcador fluorescente sintético, muito utilizado para marcar 

células vivas e DNA em experimentos de microscopia de fluorescência. Ele se liga no 

sulco menor do DNA rico em AT com alta afinidade. 

Esse corante foi sintetizado pela primeira vez no laboratório de Otto Dann, 

como parte de uma pesquisa no tratamento de tripanossomíase, mas não foi bem 

sucedida como droga (Dann, 1971). Após outras investigações, foi notada uma forte 

ligação com o DNA e um aumento na fluorescência, cerca de 20 vezes mais do que o 
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o corante não ligado. Esse aumento na fluorescência fez com que o DAPI fosse 

amplamente usado em microscopia de fluorescência. O DAPI quando ligado ao DNA 

possui sua faixa de absorção no ultravioleta e a de emissão no azul, com uma emissão 

máxima em 460 nm, o DAPI se liga também ao RNA com emissão máxima em 500 

nm e inferior intensidade quando comparado a ligação com o DNA (Crisafuli et al., 

2016). 
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CAPÍTULO 1: COMPOSIÇÃO E EFEITOS DA SAZONALIDADE EM 

LEITE DE BÚFALAS  

 

1.1 INTRODUÇÃO 

 

A composição do leite de búfala pode ser influenciada por diversos fatores 

como: a raça, idade, os fatores ambientais como estação de ano, a alimentação, 

manejo de ordenha e da evolução do período de lactação do animal principalmente 

(Amaral et al., 2005). Contudo, principalmente fatores ambientais, impõem variáveis 

que podem modificar a composição do leite desses animais de modo considerável, 

alterando principalmente as características físico-químicas em proporções muito 

maiores do que se observa em bovinos (Costa Filho et al., 2014). 

A sazonalidade reprodutiva é uma das características mais notáveis do 

comportamento reprodutivo de búfalos, em que o estímulo a reprodução é iniciada em 

resposta à diminuição da luminosidade diária (final do verão e início do outono) e que 

pode afetar a produção de leite (Torres-Junior et al., 2016). 

Embora apresentem maior habilidade em se adaptarem a climas adversos, a 

atividade reprodutiva dos bubalinos é fortemente influenciada por questões ambientais 

como a disponibilidade de alimentos e o fotoperíodo. Em áreas próximas à linha do 

Equador, onde a duração do dia é semelhante ao longo do ano, a escassez de 

alimento é o fator que mais afeta a reprodução, resultando em atraso da puberdade e 

aumentando o intervalo entre partos. Ao contrário, regiões com latitude elevada, onde 

ocorre uma maior variação na duração da luminosidade diária ao longo do ano, o 

fotoperíodo exerce uma influência na atividade ovariana, aumentando a fertilidade em 

meses com dias de menor duração da luminosidade (Silva, 2020). 

O presente estudo teve como objetivo avaliar a influência das estações do ano 

na composição e qualidade higiênico-sanitária do leite de búfalas no estado de Minas 

Gerais. 
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1.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

1.2.1 Coleta de Amostras 

 

As amostras de leite cru de búfala foram obtidas mensalmente, de janeiro à 

dezembro de 2022 de tanques de refrigeração de 62 unidades produtoras no estado 

de Minas Gerais (MG), localizado na região sudeste do Brasil, entre as latitudes 

14o13’57’’ e 22o55’47’’ e as longitudes 39o51’24’’ e 51o02’56’’ e compreende uma área 

de 582.586 km2 (IBGE, 2006). Em MG, o verão é considerado a estação chuvosa, 

enquanto o inverno é estação seca (RAO et al., 2015). Os frascos (40ml) utilizados 

para coleta de leite para análise de CCS e composição continham o conservante 

bronopol. Outro frasco, de 40 ml e contendo o conservante Azidiol foi usado para a 

coleta de leite visando a análise de CPP. As amostras foram mantidas à temperatura 

de 2 a 5°C e enviadas ao Laboratório de Análise da Qualidade do Leite da Escola de 

Veterinária da Universidade Federal de Minas Gerais (LabUFMG), credenciado pelo 

MAPA e acreditado pela norma ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017. 

 

1.2.2 Métodos Analíticos 

 

1.2.2.1 Análise de Composição 

 

Para avaliar a composição foram realizadas as análises dos seguintes 

parâmetros: teores de proteína, gordura, lactose, extrato seco total (EST) e extrato 

seco desengordurado (ESD) no equipamento CombiScope™ FTIR 400® 

(Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier), por meio do 

LactoScope FTIR (Delta Instruments, Drachten, Holanda). A amostra de leite foi pré 

aquecida a uma temperatura de 40ºC e agitada. Após pipetagem automática no 

equipamento, o leite foi homogeneizado para reduzir o diâmetro dos glóbulos de 

gordura. Posteriormente, receberam irradiação pelo feixe de luz infravermelha em 

uma cubeta e a diferença de energia absorvida é captada por um detector de 

infravermelho e em seguida, quantificada e transformada em teores de componentes, 

tendo como referência uma curva de calibração (Delta, 2007). Esse equipamento gera 
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um relatório onde se observa todos os resultados. 

 

1.2.2.2 Contagem de células somáticas 

 

A contagem de células somáticas (CCS) foi realizada no Somascope que é o 

citômetro de fluxo do equipamento CombiScope™ FTIR 400®, (Delta Instruments). 

Entretanto, diferente dos outros equipamentos utilizados no mercado, este utiliza 

fluorescência óptica, pela ligação do DAPI às células (ISO 13366/IDF 148- 2, 2006). 

 

1.2.2.3 Contagem Padrão em Placas 

 

A contagem padrão em placas foi realizada pelo equipamento eletrônico 

BactoScan FC® (Foss Electric A/S, Hillerod, Dinamarca), que tem por princípio a 

citometria de fluxo. Segundo a ISO 16297:2020, os resultados são obtidos em CBI, no 

entanto são convertidos em UFC/ml através de uma equação de transformação (ISO 

21187:2021). 

 

1.2.3 Análise Estatística 

 

Os resultados das análises de FTIR dos teores de gordura, proteína, lactose, 

extrato seco total (EST) e extrato seco desengordurado (ESD) e citometria de fluxo 

para CCS e CPP do leite de búfala foram avaliados por meio de estatística descritiva 

(IBM SPSS Statistics versão 22) e análises multivariadas (JMP- SAS versão 17.0). 

Foram calculados os valores médios e desvio padrão para todas as variáveis. Para 

avaliação de significância entre as estações do ano, foi utilizado o Teste Tukey como 

teste de comparação múltipla no nível de significância de 5%. 

 

1.2 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados das análises feitas por FTIR de gordura, proteína, lactose, EST 

e ESD entre os meses de janeiro a dezembro de 2022 foram tabulados e analisados 

(Tabela 4). 
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Tabela 4: Média e desvio padrão dos teores dos componentes do leite de búfala, 

gordura, proteína, lactose, EST e ESD analisados durante o ano de 2022 por meio de 

análise no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) (Amostras obtidas em 62 

unidades produtoras por mês) 

Mês  Componente g/100g  

 Gordura 
(g/100g) 

Proteína 
(g/100g) 

Lactose 
(g/100g) 

EST 
(g/100g) 

ESD 
(g/100g) 

Janeiro 6,02±0,62 4,29± 0,45 4,74±0,32 15,99± 0,92 9,97±0,63 

Fevereiro 6,04±1,05 4,25±0,25 4,73±0,21 16,04±1,02 10,00±0,25 

Março 5,81±0,94 4,02±0,37 4,95±0,24 15,87±1,06 10,06±0,45 

Abril 5,46±0,65 3,90±0,32 4,84±0,19 15,14±0,77 9,67±0,28 

Maio 5,46±0,70 3,84±0,29 4,90±0,18 15,16± 0,76 9,70±0,28 

Junho 5,63±0,88 3,78±0,29 4,91± 0,17 15,25 ± 1,00 9,62±0,24 

Julho 5,62±0,70 3,75± 0,36 4,92±0,19 15,29±0,83 9,67±0,33 

Agosto 5,57±1,05 3,70± 0,43 4,88±0,21 15,24±1,30 9,65±0,42 

Setembro 5,79±1,11 3,74±0,41 4,90±0,28 15,53±1,24 9,74±,50 

Outubro 6,00±0,85 3,96±0,36 4,75±0,20 15,74±1,03 9,74 ± 0,39 

Novembro 6,09±0,82 4,01 ±0,38 4,73±0,20 15,88±1,05 9,79±0,42 

Dezembro 6,37±0,77 4,21± 0,27 4,70±0,20 16,30±0,84 9,93±0,28 

 

(média ± desvio padrão; EST= extrato seco total; ESD= extrato seco desengordurado)
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Figura 3: Gráfico de Colunas dos teores dos componentes do leite de búfala obtidos de leite de tanques de refrigeração, gordura 

(G), proteína (P) e lactose (L), analisados durante o ano de 2022 por meio de análise no infravermelho por transformada de Fourier 

(FTIR) (Amostras obtidas em 62 unidades produtoras por mês) 

 

*Cada barra de erro corresponde ao desvio padrão da média 
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              O teores de componentes foram demonstrados na Figura 3. As médias de 

gordura variaram entre 5,46g/100g a 6,37g/100g, e foram menores quando 

comparadas aos resultados obtidos por Fernandes (2004). Nesse estudo, a 

composição do leite bubalino de cinco fazendas no estado de São Paulo foi avaliada 

e o valores encontrados variaram de 6,6% a 7,5%, enquanto Araujo et al., (2012) 

avaliaram um conjunto de dados de 514 lactações coletadas de 2004 a 2008 no estado 

do Rio Grande do Norte, relataram o teor de gordura médio 7,15%. Outras pesquisas 

indicam valores médio de 8,14% (Figueiredo et al., 2010) a 5,30% (Fangmeier et al., 

2019). Dias (2015) relata resultados de análises individuais de rebanhos bubalinhos 

no Rio Grande do Norte, com média de 5,92%. A gordura se apresenta como o 

constituinte mais variável e valores acima de 5,5% representam os teores geralmente 

encontrados na espécie bubalina. Entretanto, teores de gordura de até 13% são 

citados na literatura (Costa Filho et al., 2014). 

Quanto a varíavel proteina, as médias encontradas no leite de búfala variaram 

de 3,70g/100g a 4,29g/100g, semelhante ao estudo de Fernandes (2004)  que 

encontrou como média do teor de proteina de 4,2% e que são similares também ao 

encontrados por Araujo et al., (2012) de 4,32% e Fangmeier et al., (2019) de 4,19%. 

No entanto, Dias (2015) relataram que a média obtida para o teor de proteínas em 

leite de búfala foi de 3,05%. 

A lactose apresentou a menor variação média no decorrer dos 12 meses 4,70% 

a 4,95%, apresentando valores próximos aos verificados por Fernandes (2004), 

variando de 4,9% a 5,2%, Dias, (2015) com o valor médio de 4,27% e de Figueiredo 

et al., 2010 em que obteve-se médias de 4,43% e 4,55%. No entanto, Fangmeier et 

al., (2019) conseguiram observar o valor de lactose de 5,33%, superior ao encontrado 

neste estudo
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Figura 4: Gráfico de Colunas dos teores dos componentes do leite de búfala obtidas de tanques de refrigeração, extrato seco total 

(EST) e extrato seco desengordurado (ESD) analisado durante o ano de 2022 por meio de análise no infravermelho por transformada 

de Fourier (FTIR) (Amostras obtidas em 62 unidades produtoras por mês) 

 

*Cada barra de erro corresponde ao desvio padrão da média 
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Em relação ao teor de sólidos totais (Figura 4), as médias obtidas variaram 

entre 15,14% a 16,30%, as quais se aproximaram ao que foi relatado por Fernandes 

(2004) em que foi possível observar que as médias variaram entre 16,0% e 18,0%. 

Verruma e Salgado (1994), tiveram como resultado o valor de de EST de 17,0% 

semelhante ao de Pessoa et al., (2004), que apresentaram resultados de 16,6% Os 

resultados encontrados por Costa Filho et al., em 2014 tiveram média de 15,66%. O 

EST tem especial importância no leite bubalino para indústria de lácteos, pois sua 

proporção no leite indica melhor rendimento industrial na fabricação de queijos, 

iogurtes, e outros derivados lácteos (Araujo et al., 2011). 

O ESD é um parâmetro variável comumente usado para nivelar o teor de 

sólidos do leite de rebanhos em diferentes condições de manejo por desconsiderar a 

variação de gordura do leite (Araujo et al., 2011). Os valores encontrados (Figura 4) 

variaram de 9,57% a 10,06%, sendo inferiores ao encontrados por Pessoa et al., 2011 

com média de 11,1%, mas similares aos de Rocha (2008), de 10,30% e Costa Filho 

et al., (2014), de 9,89%. 

Para CCS E CPP os resultados compilados foram relatados por números 

absolutos em base log de 10 (Tabela 5). 
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Tabela 5: Médias aritiméticas e geométricas e desvio padrão de contagem de 

células somáticas (CCS/ml) e de contagem padrão em placas (CPP UFC/ml)  em  

leite de búfala durante o ano de 2022 (Amostras obtidas em 62 unidades 

produtoras por mês) 

Mês  Componentes  

 CCS/ml 
(média 

aritimética) 

CCS/ml 
(média 
geométrica) 
 

         log10 

CPP UFC/ml 
(média aritimética) 

CPP UFC/ml 
(média 

geométrica) 
 

log10 

Janeiro 243.016 ± 
150.903 

5,31 ± 0,26 536.500 ± 1.442.704 5,03 ± 0,76 

Fevereiro 307.403 ± 

245.669 

5,40 ± 0,26 241.677 ± 617.585 4,95 ± 0,59 

Março 261.854 ± 

243.438 

5,28 ± 0,35 621.758 ± 2.158.786 4,79 ± 0,76 

Abril 358.096 ± 

226.448 

5,47 ± 0,29 488.516 ± 1.304.852 5,10 ± 0,70 

Maio 300.822 ± 

200.010 

5,39 ± 0,29 334.532 ± 705.752 4,89 ± 0,74 

Junho 355.016 ± 

261.252 

5,44 ± 0,32 217.209 ± 460782 4,69 ± 0,73 

Julho 263.161 ± 

186.692 

5,33 ± 0,29 375.500 ± 1.349.909 4,82 ± 0,69 

Agosto 210.919 ± 

154.554 

5,22 ± 0,32 310.274 ± 874.501 4,83 ± 0,66 

Setembro 306.548 ± 

179.973 

5,40 ± 0,29 240.258 ± 839.887 4,83 ± 0,59 

Outubro 296.709 ± 

184.738 

5,40 ± 0,26 216.209 ± 590.514 4,74 ± 0,63 

Novembro 238.500 ± 

133.120 

5,32 ± 0,22 370.177 ± 1.414.453 4,76 ± 0,63 

Dezembro 456.177 ± 

336.693 

5,58 ± 0,25 679.838 ± 1.963.350 5,03 ± 0,71 

(média ± desvio padrão; CCS=Contagem de células somáticas; log10=base logarítmica de 10; 
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CPP=contagem padrão em placas; UFC=Unidades formadoras de colônia). 

 

Para a construção do gráfico de colunas foram utilizados os resultados 

das médias geométrias de  CCS e CPP (Figura 5). 
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Figura 5: Gráfico de Colunas das médias geométricas e desvio padrão de contagem de células somáticas (CCS/ml) e de contagem 

padrão em placas (CPP UFC/ml) em leite de búfala obtidas de tanques de refrigeração durante o ano de 2022 (Amostras obtidas em 

62 unidades produtoras por mês) 

 

 *Cada barra de erro corresponde ao desvio padrão da média 



44 
 

  

Carvalho et al., (2007) relataram que valores de CCS para bubalinos são 

diferentes dos valores normalmente encontrados em bovinos, sendo que os baixos 

valores não indicam necessariamente a ausência de infecção intramamária. Os 

valores encontrados variaram entre 210.000 a 456.000 CCS. Os parâmetros de CCS 

utilizados para bovinos podem não ser adequados para monitoramento de mastite em 

rebanhos de bubalinos (Amaral 2005; Araújo & Gheller 2005). Os valores de CCS de 

búfalas manteve uma uma média de 87.433 CS/ml (Gautam et al., 2023). Os valores 

médios para CCS encontrados em leite de búfalas saudáveis são de 

aproximadamente 100.000 CS/ml e 140.000 CS/ml (Silva & Silva 1994; Galiero & 

Morena 2000; Singh & Ludri, 2001). 

Os valores médios para CPP encontrados foram de 216.000 UFC/ml à 679.000 

UFC/ml, superiores aos encontrados por Rocha (2008), cujos valores médios para 

leite de búfala foram de 176 UFC/ml, sendo esta diretamente relacionada ao manejo, 

ambiente de ordenha, limpeza de utensilios e equipamento, saúde da glândula 

mamária e qualidade da água e em casos de má higienização esses valores podem 

variar em 457 UFC/ml a 826 UFC/ml. 

As amostras referentes aos 12 meses foram divididas quanto à sazonalidade, 

segundo as estações do ano primavera, verão, outono e inverno, sendo avaliadas 

composição, CCS e CPP (Tabela 6). A produção e a composição do leite de búfalas 

são diretamente influenciadas pela estação do ano, visto que esta afeta a 

disponibilidade e a qualidade da forragem (Bastianetto et al., 2005), além da questão 

de conforto e reprodutiva. 
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Tabela 6: Média e desvio padrão dos teores dos componentes de leite de búfalas 

obtidos em tanques de refrigeração e analisados durante o ano de 2022 por meio de 

análise de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) em diferentes estações 

(186 amostras  de leite por estação do ano em diferentes propriedades) 

 

Estação Gordura 
 

(g/100g) 

Proteína 
 

(g/100g) 

Lactose 
 

(g/100g) 

EST 
 

(g/100g) 

ESD 
 

(g/100g) 

Inverno 5,69  ±  0,96b 3,73 ± 0,39d 4,89 ± 0,23a 15,35± 1,13b 9,69±0,41c 

Outono 5,52 ±0 ,75b 3,83 ± 0,30c 4,88 ± 0,18a 15,18 ± 0,85b 9,66 ± 0,27c 

Primavera 6,15 ± 0,82a 4,05 ± 0,36b 4,72 ± 0,20c 15,96 ± 1,00a 9,82 ± 0,38b 

Verão 5,95 ± 0,89a 4,18 ± 0,38a 4,81± 0,28b 15,96 ± 0,99a 10,01± 0,47a 

(média ± desvio padrão) Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem 

pelo teste de Tukey a 5% 
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Figura 6: Gráfico de Colunas dos teores dos componentes do leite de búfala obtidos de tanques de refrigeração, gordura (G), 

proteína (P) e lactose (L), analisados durante o ano de 2022 por meio análise no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) 

em diferentes estações  (186 amostras  de leite por estação do ano em diferentes propriedades)

*Cada barra de erro corresponde ao desvio padrão da média 
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Segundo Amaral et al., (2005), grande parte das alterações na composição do leite, 

entre as estações, são derivadas do estágio de lactação em que os animais se 

encontram, devido à sazonalidade reprodutiva da espécie bubalina. 

Ao relacionar a variável gordura com as estações do ano, durante o verão e 

primavera o valor médio não diferiu entre si, no entanto ao compará-lo com os teores 

médios obtidos no outono e inverno, houve diferença estatisticamente significativa 

(p<0,05). A estação chuvosa pode ter aumentado a oferta de volumoso e contribuído 

para o aumento dos precursores lipídicos no sangue de búfalas, favorecendo um 

maior teor de lipídeos no leite (Andrade et al., 2011). A redução nas concentrações de 

gordura do leite durante o período seco é devido a menor disponibilidade de forragem 

de qualidade e ao aumento no fornecimento de concentrado na dieta fornecida aos 

animais, elevando  a produção de propionato no rúmen e reduzindo as concentrações 

de acetato, além de reduzir o pH ruminal (Leão et al., 2018). Bailone et al., (2017), 

observaram que a maior média de gordura encontrada foi na primavera (6,5%). 

Entretanto a questão da sazonalidade reprodutiva foi o fator mais importante. 

A média de proteína entre as estações do ano foi a que mais variou, sendo que 

a maior média foi observada no verão (4,19g/100g), seguido pelos valores 

encontrados na primavera (4,06g/100g), outono (3,84g/100g) e inverno (3,73g/100g). 

Resultados similares foram observados por Macedo et al., (2001), com a maior média 

de proteína no verão (4,79 g/100g) e a menor obtida no inverno( 4,13g/100g) diferente 

de Bailone et al., (2017) em que encontraram no outono, a mediana mais baixa (3,9%) 

e na primavera, a mediana mais alta (4,4%). Andrade (2011) relatou resultados 

semelhantes, pois verificaram maiores médias nas estações verão e primavera, 4,38% 

e 4,24%, respectivamente corroborando com Amaral et al., (2004) que relatou maiores 

valores de proteína também no verão e primavera. 

Os teores de lactose apresentaram maiores médias no inverno (4,9g/100g) e 

outono (4,89g/100g), seguidos por primavera (4,72 g/100g) e verão (4,81g/100g), o 

que corrobora com os achado de Bailone et al., (2017) em que a maior mediana 

ocorreu no outono (5%) e as menores (4,7%) na primavera. Búfalas em lactação sob 

estresse térmico aumentam a dependência da glicose como fonte de energia. As 

variações na composição do leite de búfalas durante o ano também podem acontecer 

devido ao seu comportamento reprodutivo sazonal. No caso de Minas Gerais, nos 

períodos de verão os dias se apresentam mais longos e no inverno mais curtos, o que 
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favorece o comportamento sazonal das búfalas. Em um estudo Amaral et al., (2005) 

na região do Alto São Francisco, Minas Gerais, observaram que, no período das 

chuvas, houve maiores teores de proteína, sólidos totais e gordura, o que pode ser 

justificado pela distribuição de alimentos com melhor qualidade nutricional nesta 

estação, e também ao fato de que as búfalas apresentam o ciclo reprodutivo sazonal 

e estarem no final da lactação quando ocorre o período das chuvas. 

      Quanto aos teores de EST (Fig. 7), houve aumento no verão (15,97 g/100g) 

e primavera (15,97g/100g) em ambas. Amaral (2005) ao avaliar o leite de búfalas na 

regão do Alto São Francisco em Minas Gerais relata que as búfalas tendem a produzir 

leite com maiores teores de EST no final da lactação, o que pode estar ligado a 

sazonalidade reprodutiva das mesmas, com concentração de partos entre janeiro a 

maio. A gordura é o constituinte majoritário do leite de búfalas (Cerón-Munoz et al., 

2006), assim qualquer modificação em suas proporções poderá influenciar o teor de 

sólidos totais do leite (Araujo et al., 2011), o que justifica os maiores valores de gordura 

e EST no verão e primavera. 

      Costa Filho et al., (2014) avaliaram a composição do leite de búfalas e a 

variação nas quatro estações do ano, no estado do Rio Grande do Norte. A média de 

EST foi de 16,03% relatada no verão, semelhante ao encontrado 15,97 g/100g, 

enquanto que, para Begum et al., (2021), a maior variação ocorreu no inverno. Bailone 

et al., 2017 em um estudo conduzido no estado de São Paulo, Brasil obtiveram maior 

mediana na primavera (16,6%) mas a menor foi relatada no verão (15,2%), diferente 

do presente estudo em que as maiores médias ocoreram na primavera e verão. Sabe-

se que, em búfalas, à medida que a lactação progride, as concentrações de sólidos, 

proteina e gordura no leite aumentam, além da nutrição e condições climáticas, fases 

da lactação também influenciam a produção e composição do leite (Şekerden, 1999). 

      No outono, a qualidade e a quantidade da forragem estão comprometidas, 

pois estas tornam-se mais fibrosas e apresentam menor disponibilidade de nutrientes, 

enquanto que na primavera há maior oferta de forragem de melhor qualidade, isto 

pode levar ao aumento dos teores de lactose (Weber et al., 2018). No outono as 

espécies forrageiras tropicais estão no final do ciclo produtivo, apresentando menores 

teores de carboidratos não fibrosos e maiores teores de fibra em detergente neutro, 

evidenciando assim, o aumento no teor de gordura no leite (Férrer et al., 2018). 

     O ESD (Figura 7) apresentou o maior valor médio no verão, (10,01g/100g), 
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seguido por primavera (9,82 g/100g), inverno (9,69 g/100g) e outono (9,66 g/100g). 

Para Bailone et al., (2017), as maiores medianas obtidas entre as estações não 

apresentaram diferenças estatísticas significativas. Araujo et al., (2011), ao avaliarem 

o leite bubalino em duas épocas do ano, não observaram diferença significativa entre 

os períodos de chuvas e seca.



50 
 

  

 

Figura 7: Gráfico de colunas dos teores dos componentes do leite de búfala EST e ESD por meio de análise no infravermelho por 

transformada de Fourier (FTIR) durante o ano de 2022 em diferentes estações (186 amostras  de leite por estação do ano em 

diferentes propriedades) 

 

*Cada barra de erro corresponde ao desvio padrão da média 
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Tabela 7: Médias geométricas e desvio padrão das contagens de  células 

somáticas (CCS/ml) e de contagem padrão em placas (UFC/ml) em leite de búfala 

no ano de 2022 analisados por citometria de fluxo por estações (186 amostras  de 

leite por estação do ano em diferentes propriedades) 

Estação CCS/ml (média 
geométrica) 

CPP UFC/ml (média 
geométrica) 

Inverno 5,31 ± 0,31b 4,83 ± 0,65a 

Outono 5,43 ± 0,30a 4,89 ± 0,74a 

Primavera 5,43 ± 0,27a 4,84 ± 0,67a 

Verão 5,33 ± 0,30b 4,92 ± 0,71a 

 

(média ± desvio padrão; CCS=Contagem de células somáticas; CPP=contagem padrão em placas; 

UFC=Unidades formadoras de colônia) médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna 

diferem pelo teste de Tukey a 5%. 
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Figura 8: Gráfico de Colunas das médias geométricas e desvio padrão das contagens de  células somáticas (CCS/ml) e de 

contagem padrão em placas (UFC/ml) em leite de búfala no ano de 2022 analisados por citometria de fluxo em diferentes estações 

(186 amostras  de leite por estação do ano em diferentes propriedades) 

*Cada barra de erro corresponde ao desvio padrão da média 
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Para a comparação de CCS (Tabela 7; Figura 8), outono e primavera 

apresentaram as maiores médias e não diferiram entre si, entretanto com diferença 

significativa entre inverno e verão. Resultado semelhante foi encontrado por Costa 

Filho et al., (2014) em que a maior média encontrada foi no outono. 

A primavera é considerada uma estação chuvosa na qual o excesso de 

umidade cria condições favoráveis para maior número de infecções e aumento da 

prevalência de mastite nos rebanhos (Andrade, 2011). Amaral et al., (2004) revisaram 

a influência da estação do ano e sua relação com a CCS e verificaram maiores valores 

no verão, período caracterizado por alta umidade e temperatura ambiente, semelhante 

ao relatado por Andrade (2011) que relatou maior média no verão e a menor no 

outono. Pizauro et al., (2014) avaliaram búfalas que apresentaram resultados 

microbiológicos negativos para patógenos envolvidos na mastite, compararam a CCS 

em duas épocas do ano, seca e chuvas, e os resultados foram de 99.000 células/ml e 

125.000 células/ml, respectivamente. Para as búfalas que apresentaram resultados 

microbiológicos positivos 37.720 células/ml e 190.309 células/ml, respectivamente. Ao 

avaliar as épocas do ano, Araujo et al., (2016) não observaram diferenças 

significativas de CCS. Vargas et al., (2019) relataram que as maiores médias foram 

nas estações verão e outono, com valores de 648.922 células/ ml e 582.568 células/ml 

respectivamente. Simões et al., 2014, compararam CCS em época de chuvas e seca, 

mas não observaram diferença significativa. 

Os búfalos apresentam problemas sanitários semelhantes aos bovinos, entre 

eles a ocorrência de mastite (Sollecito et al., 2011). É importante manter a CCS de 

búfalas em até 200.000 células/ml para evitar redução da produção de leite, alterações 

dos níveis de componentes e alterações no tempo de coagulação durante o processo 

de produção do queijo, o que pode comprometer a qualidade, o processamento e o 

rendimento industrial (Tripaldi et al., 2003; CerónMuñoz et al., 2002; Singh e Singh, 

1981). 

     Quanto aos valores de CPP, não houve diferença significativa em relação 

às estações do ano (p> 0,05), semelhante ao observado por Vargas et al., (2019). No 

entanto, Costa Filho et al., 2014, observaram que primavera e outono tiveram maiores 

médias de CPP. No estudo de Simões et al., (2014), ao avaliarem rebanhos no Pará 

(Brasil) e separarem em época de chuvas e secas, houve diferença estatística 

significativa pois, a CPP teve média maior no período chuvoso (2.320 x 105 UFC/ml) 
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do que no período seco  (1.400 x  105 UFC/ml). 

 

1.3 CONCLUSÃO 

 

Ao avaliar a influência das estações na composição, CCS e CPP do leite de 

búfala, observou-se que as maiores médias dos teores de gordura, proteina, EST e 

ESD foram obtidas no verão, seguida por primavera, outono, e possivelmente devido 

a sazonalidade reprodutiva. No caso da lactose, os maiores teores foram obtidos no 

inverno e outono, seguido por verão e depois a primavera. Portanto, foi possível 

observar que há influência das estações do ano na composição e qualidade higiênico-

sanitária do leite búfalas no estado de Minas Gerais. 
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CAPITULO 2: COMPARAÇÃO DA CITOMETRIA DE FLUXO COM 

MÉTODOS DE REFERÊNCIA POR MICROSCOPIA DIRETA PARA 

CONTAGEM DE CÉLULAS SOMÁTICAS NO LEITE 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

As células somáticas são principalmente células epiteliais secretoras de leite 

que se desprenderam do revestimento da glândula e glóbulos brancos (leucócitos) 

que entraram na glândula mamária em resposta a lesão ou infecção. A CCS pode ser 

usada para monitorar o nível ou a ocorrência de mastite subclínica em rebanhos ou 

vacas individuais, sendo um preditor útil de infecção intramamária e, portanto, um 

importante componente do leite na avaliação dos aspectos de qualidade. No  entanto, 

além da mastite, existem diversos fatores como estágio de lactação, idade, raça, 

paridade, estação do ano e estresse que influenciam a CCS do leite (Patil et al., 2015). 

A utilização de métodos automatizados para análise do leite bubalino 

atualmente constitui uma realidade, mas ainda há ressalvas quanto à acurácia dos 

resultados, pois geralmente os laboratórios que analisam o leite de búfala calibram os 

equipamentos com leite bovino (Coelho et al., 2004). 

O objetivo do trabalho foi a citometria de fluxo aplicada a CCS do leite de búfala 

com o método referência por microscopia direta. 

 

2.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.2.1 Coleta de amostras 

 

Um total de 75 amostras de leite cru de búfala foram obtidas a partir de tanques 

de refrigeração de 75 fazendas localizadas em Minas Gerais nos meses de novembro 

de 2022 a janeiro de 2023. Para a coleta, foram utilizados frascos de 40 ml com 

conservante Bronopol  e microscopia direta, e com conservante Azidiol para CPP. As 

amostras foram mantidas entre 1°C a 5°C e enviadas ao Laboratório de Análise de 

Qualidade do Leite da Escola de Veterinária da Universidade Federal de Minas Gerais 
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(LabUFMG) credenciado pelo MAPA e acreditado pela norma ABNT NBR ISO/IEC 

17025:2017. 

 

2.2.2 Métodos Analíticos 

 

2.2.2.1 Análise de Composição 

 

Para avaliar a composição do leite, proteína, gordura, lactose, EST, ESD, 

nitrogênio ureico no leite (NUL) e caseína, foi utilizado o equipamento CombiScope™ 

FTIR 400® (Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier), por meio 

do LactoScope FTIR (Delta Instruments, Drachten, Holanda), seguindo a norma ISO 

9622 (IDF 141:2013). 

 

2.2.2.2 Contagem de Células Somáticas 

 

A contagem de células somáticas (CCS) também foi realizada no citômetro de 

fluxo do equipamento CombiScope™ FTIR 400®, (Delta Instruments) por meio do 

SomaScope™ seguindo diretrizes do método de referência ISO 13366-2:2006 (IDF 

148-2:2006). No entanto, o equipamento para a análise de CCS por citometria de fluxo 

e foi calibrado com leite bovino. 

 

2.2.2.3 Microscopia direta 

 

          A amostra de leite foi aquecida a uma temperatura de 40oC, 

homegeneizada e adicionada à uma lâmina com auxílio de uma micro seringa em um 

espaço de 1 cm2, e posteriormente seco. Então, as células foram coradas pelo corante 

de Newman-Lampert (modificado por Lebowitz-Weber com base na  ISO 13366-1/IDF 

148-1:2008) e contadas por microscopia (microscópio óptico PrimeCam, modelo 

INTERVISION Nplus 12), utilizando objetiva de imersão e ampliação total de 1000x. 

 

2.2.2.4 Contagem Padrão em Placas 
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A contagem padrão em placas foi realizada pelo equipamento eletrônico 

BactoScan FC® (Foss Electric A/S, Hillerod, Dinamarca), que tem por princípio a 

citometria de fluxo . Segundo a ISO 16297:2020 os resultados são obtidos em CBI, no 

entanto são convertidos em UFC através de uma equação de transformação (ISO 

21187:2021). 

 

 

2.2.4 Análise Estatística 

 

A análise descritiva foi realizada para composição; CPP e CCS. Como os 

valores da CCS não seguem uma distribuição normal (Gaussiana), eles foram 

convertidos em logaritmo para expressão dos resultados. Foi utilizada a análise não-

paramétrica de Kruskal-Wallis para avaliar a diferença entre dois métodos com um 

nível de significância de 5%. 

 

2.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

        Os resultados obtidos por meio de FTIR para teores de gordura, proteína, 

lactose, EST, ESD, nitrogênio ureico no leite (NUL) e caseína de amostras de leite 

de búfalas obtidas de 75 tanques de refrigeração foram demonstrados na tabela 

8. 
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Tabela 8: Teores dos componentes do leite de búfala (gordura, proteína, lactose, 

EST, nitrogênio ureico no leite e caseína), obtidos de tanques de refrigeração de 

75 unidades produtoras no período de novembro de 2022 a janeiro de 2023 por 

meio de análise no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) 

 Gordura 
 

(g/100g) 

Proteína 
 

(g/100g) 

Lactose 
 

(g/100g) 

EST 
 

(g/100) 

ESD 
 

(g/100) 

NUL 
 

(g/100) 

Caseína 
 

(g/100g) 

Média 6,09 4,22 4,65 15,89 9,79 16,73 3,43 
 

Mediana 6,19 4,22 4,66 15,92 9,84 15,5 3,44 

Desvio 
 

padrão 

 

0,86 

 

0,31 

 

0,16 

 

0,93 

 

0,33 

 

6,58 

 

0,24 

Erro 
 

padrão 

 

0,09 

 

0,03 

 

0,01 

 

0,10 

 

0,04 

 

0,76 

 

0,03 

(EST= extrato seco total; ESD=extrato seco desengordurado; NUL=Nitrogênio ureico no 

leite). 

 

Os resultados encontrados foram próximos aos obtidos para leite de 

búfalas no capítulo 1 desse trabalho. Foi realizado o teste de Kruskal Wallis 

com os dados das contagens de citometria de fluxo e microscopia direta, o 

resultado obtido foi de p=0,2326, comprovando que as medianas de todas as 

contagens obtidas não são estatisticamente diferentes. Os resultados obtidos 

através de citometria de fluxo para CPP estão demonstrados na tabela 9. 
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Tabela 9: Valores de CPP UFC/ml de leite de búfalas obtido de tanques de 

refrigeração de 75 unidades produtoras no período de novembro de 2022 à janeiro de 

2023 pelo método de citometria de fluxo. 

(UFC=unidades formadoras de colônia; log10 = base logaritimica de 10). 

 

 

Os resultados encontrados de CCS por citometria de fluxo e por microscopia 

direta estão descritos na tabela 10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

UFC/ml 

 

UFC/ ml (log 10) 

Média 195, 48 4,71 

Mediana 27,00 4,43 

Desvio 

padrão 

 
573758,86 

 
0,62 

Erro 

padrão 

 
66251,97 

 
0,07 



60 
 

  

 

 

Tabela 10: Valores de CCS/ml de leite de búfala obtidos de tanques de refrigeração 

de 75 unidades produtoras de leite de búfala no período de novembro de 2022 a 

janeiro de 2023 pelos métodos de citometria de fluxo e microscopia direta 

  

CCS/ml 

Citometria de 

Fluxo 

 

CCS/ ml (log 10) 

Citometria 
 

Fuxo 

 

CCS/ml 

Microscopia 

Direta 

 

CCS/ml (log 

10)Microscopia 

Direta 

Média 289.000 5,38 317.504 5.42 

Mediana 264.000 5,42 281.600 5.45 

Desvio 

padrão 

 

222,968 

 

0,27 

 

205,453 

 

0,28 

Erro padrão 25746,16 0,03 23839,15 0,03 

(CCS=contagem de células somáticas; log 10=logaritmo em base 10; UFC=Unidades formadoras 

de colônia). 

A figura 9 apresenta os resultados obtidos de CCS pelo método de citometria 

de fluxo comparados ao método de microscopia direta. É possível verificar a alta 

correlação existente entre os dois métodos e a distribuição próxima à linha de 

tendência. Pode-se observar o gráfico de dispersão com a linha de tendência, a 

equação da reta e o coeficiente de determinação de R2 = 0,886. Há correlação linear 

positiva entre os dois métodos. 
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Figura 9: Gráfico de dispersão das contagens de células somáticas nos métodos 

de citometria de fluxo e microscopia direta, com representação da reta de regressão 

da citometria de fluxo em função da microscopia direta. 

 

 

 

      Para uma melhor distribuição de dados foi realizada uma transformação 
logarítmica em log 10, representado na figura 10. 
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Figura 10: Gráfico de dispersão das contagens de células somáticas (Log10) nos 

métodos  de citometria de fluxo e microscopia direta, com representação da reta de 

regressão da Citometria de fluxo em função da microscopia direta. 

 

 

 

Os intervalos de confiança são exibidos como curvas de confiança, pois 

fornecem uma faixa de valores para a média prevista para um determinado valor do 

preditor. Já os intervalos de previsão fornecem um intervalo de valores onde podemos 

esperar que as observações futuras caiam para um determinado valor do preditor. 

Intervalos de previsão são úteis quando estamos interessados em usar o modelo para 

prever valores individuais da resposta. 

No estudo de Evangelista (2008), foi avaliada a correlação entre microscopia 

direta e citometria de fluxo para leite de vaca cru, pasteurizado e esterilizado. 

Observou-se que houve diferença estatística significativa (p ≤ 0,05) entre o método 

de referência de microscopia direta e o método de citometria de fluxo para o leite 

cru e o pasteurizado. Apenas, no caso do leite esterilizado, os resultados obtidos 
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entre os dois métodos não revelaram diferença (p > 0,05). Segundo Marshall (1992) 

isso pode ocorrer em razão de alguns fatores: inacurácia na quantidade utilizada de 

amostra, falha na preparação e coloração de lâminas, irregularidade na distribuição 

de células somáticas nas lâminas, erros em observação e cálculo, dentre outros. 

Resultados obtidos a partir do uso da microscopia direta devem ser considerados 

como estimativa apenas, tendo em vista as limitações relacionadas, por exemplo, à 

falta de habilidade e prática do analista. No entanto os métodos apresentaram 

positiva e alta correlação entre o equipamento e a da microscopia direta para leite 

cru (r = 0,83) e para leite pasteurizado (r = 0,89), em leite esterilizado observou-se 

correlação moderada (r = 0,52). Gunaskera et al., (2003) relataram alta correlação 

entre o método de citometria de fluxo e contagens microscópicas diretas para CCS 

em amostras de leite cru (r = 0,98). 

A maioria dos equipamentos automáticos avalia o material genético com base 

na identificação fluorooptoeletrônica em vez de células intactas. No entanto, pelo 

método microscópico direto, as células são contadas com base na morfologia 

celular intacta (Vermunt et al. 1995). Biswas et al., (2016) relataram que as CCS 

obtidas por microscopia direta de amostras de leite cru de vaca armazendas por 

até 12 horas, foram menores quando comparados com anáises feitas em leite 

fresco, provavelmente devido ao rompimento de estruturas celulares e efeito 

sobre a determinação de CCS pelo método microscópico. No que diz respeito à 

composição, o leite de búfala leite contém maior percentual de gordura em 

comparação com leite de vaca. Sendo que os glóbulos de gordura do leite podem 

dificultar a contagem precisa de células somáticas por microscopia. 

Silveira et al., (2002), ao avaliar amostras de leite de 48 vacas individuais e 

cinco tanques de resfriamento, não verificou diferença (p > 0,05) nas contagens 

de células somáticas obtidas pelo método de microscopia direta e por por 

analisador eletrônico (Somacount 500 – Bentley Instruments®). 

No estudo de Machado (2013), ao avaliar 257 amostras de leite de cabra de 

cada metade mamária previamente diagnosticadas com mastite subclínica, não 

verificou diferença estatística entre a prevalência da CCS pelo método automático 

e pela microscopia direta, semelhante ao encontrado por Andrade et al., (2001) 

em que as contagens de células somáticas em leite cabra obtidas pela 

microscopia direta e pelo Somacount 300 calibrado com leite de vaca não foram 



64 
 

  

estatisticamente diferentes (P>0,05) e a correlação entre os dois métodos foi 

positiva e alta (r=0,76). O mesmo foi relatado por Arcuri et al., (2004) ao 

compararem microscopia direta com citometria de fluxo pelo Somacount 300, em 

leite de cabra e que também não apresentaram diferença entre os métodos e 

concluíram que a utilização do método automatizado, padronizado com leite de 

vaca, é apropriado para leitura de CCS de leite de cabras. No contexto deste 

estudo, foi constatada uma  correlação altamente significativa com o valor  

encontrado de r=0,941. 

Em um estudo em que foi avaliado leite de ovelha, Moraes (2005) relatou que 

não houve diferença significativa entre os métodos de citometria de fluxo e 

microscopia direta para avaliação de CCS, apresentando coeficiente de 

correlação moderada (r=0,5247). O mesmo foi relatado por Petersson et al., 

(2011), ao fazerem comparação entre os métodos utilizando leite de ovelha. 

Entretanto, Barbosa, et al., (2012) em que ao compararem as técnicas em leite de 

ovelha, observaram valores maiores nas contagens realizadas por microscopia 

direta. 

Para comparar três diferentes métodos: microscopia direta, citometria de fluxo 

(Guava easyCyteTM 8HT) e contador de automático de células somáticas 

Lactoscan SCC (Milkotronic Ltd, Bulgaria), Chengolova et al., (2021) avaliaram 52 

amostras de leite de vaca, e observaram uma correlação positiva de 0,96 entre os 

métodos de citometria de fluxo e microscopia direta. 

 

 

2.4 CONCLUSÃO 

      

 A contagem de células somáticas feita por citometria de fluxo, em equipamento 

calibrado com amostras de leite bovino se mostrou uma alternativa viável para 

avaliação da CCS em leite de búfala, tendo em vista a correlação positiva e alta entre 

os dois métodos, sendo considerados estatisticamente iguais. 

Com os resultados obtidos no presente estudo, foi possível observar que é 

necessário estabelecer parâmetros de qualidade de leite búfala, pois o que de bovinos 

que são utilizados como parâmetro para leite de búfala se mostraram ineficazes. 
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2.5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

No momento, ainda são escassos os dados e legislações referentes ao leite de 

búfala, sendo que muitas vezes, a calibração de  equipamentos para análise, é 

baseada em leite de vaca e foi possível mostrar que são diferentes para CCS. 

Portanto, se faz necessário, novos estudos para que legislações específicas para leite 

de búfala possam ser desenvolvidas para uma melhora na qualidade de leite e 

derivados fabricados com o leite dessa espécie, que é passível de efeito da variação 

sazonal. 

A metodologia de referência e o método de citometria de fluxo foram 

equivalentes para avaliação da CCS em leite de búfala com correlação positiva 

elevada entre ambos os métodos. Sendo assim o método automatizado é eficaz para 

avaliação de CCS no leite de búfala, sendo equivalentes (p ≤ 0,05). 
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