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Resumo

Os Acores sao caracterizados por ter um setor leiteiro, em modelo semi-intensivo, com vacas leiteiras
em pastoreio todo o ano. A pastagem esponténea é complementada com uma mistura alimentar
completa (TMR, do Inglés total mixed ration) com alimentos grosseiros e concentrados, minerais e
vitaminas em quantidades definidas que sao misturados para formar um alimento balanceado. Devido
as poucas estruturas para armazenamento e as grandes oscilagdes climaticas que caracterizam os
Acores, esta mistura alimentar completa é suscetivel a proliferagcdo de uma variedade de fungos e
micotoxinas provenientes de diferentes matérias-primas. Assim, a ingestao cronica destes xenobioticos
podera conduzir ao aumento da suscetibilidade a doencas, perdas de desempenho reprodutivo e, no
caso dos bovinos de leite, diminuicdo da produtividade e da qualidade do leite produzido. Sendo
impossivel a eliminagdo total das micotoxinas, torna-se essencial garantir a implementacdo de
estratégias que reduzam a sua concentragdo em produtos que se destinam a alimenta¢do humana e
animal, bem como, monitorizar e controlar os teores presentes nos alimentos.

Este trabalho pretendeu avaliar a ocorréncia de micotoxinas no alimento (TMR) em quatro exploracdes
de bovinos leiteiros na ilha agoriana de S&o Miguel e relacionar com a ocorréncia destas micotoxinas
no leite produzido, associando diversos indicadores produtivos e sanitarios. Para tal, recorreu-se aos
dados mensais do contraste leiteiro, & determinacdo de ocorréncia de micotoxinas no alimento ingerido
e a andlise de Zearalenona (ZEA), em amostras de leite (individuais), provenientes das quatro
exploragdes incluidas no estudo. Considerando as amostras de alimento analisadas, verificou-se a
coexisténcia de micotoxinas em todas as explora¢cdes. Em duas exploracdes determinou-se ZEA,
Fumonisinas (FUM) e Nivalenol (NIV). Foram encontradas micotoxinas do tipo Eniatina em trés das
exploracbes em estudo. Oitenta e trés (98,8 %) das amostras de leite analisadas apresentaram teores
detetaveis de ZEA (1,56+1,36 pg/L), superiores ao reportado em estudos similares anteriores. Apesar
da concentracdo de ZEA ndo estar significativamente associada a qualquer indicador de producéo
analisado (dias em leite, idade ao parto, producao leiteira, teor proteico, teor butiroso, concentracdo de
células somaticas e ureia), verificou-se que o regime de producgdo e tipo de maneio do alimento
constituem fatores de grande importancia na exposi¢édo dos animais a teores elevados de micotoxinas.
Na avaliacdo de risco, verificou-se que o quociente de perigo (HQ) foi aceitavel (<1) em todos os
cenarios considerados, com exce¢do do consumo, por parte de uma crianca de 4 anos, do leite com o
teor mais elevado de ZEA (4,46 pg/L).

E recomendada a realizac&o de estudos adicionais, para garantir a monitorizaco continua e diminui¢ao

do risco associado a exposi¢cao dos animais e humanos as micotoxinas, em particular a ZEA.

Palavras-chave

Acores, Bovinos Leiteiros, Indicadores produtivos, Leite, Micotoxinas, Total Mixed Ration, Zearalenona.



Abstract

The Azores is characterized by having a dairy industry, on a semi-intensive model, with dairy cows
grazing all year round. The spontaneous grazing is supplemented with a total mixed ration (TMR) with
roughage and concentrates, minerals and vitamins in defined quantities that are mixed to form a
balanced feed. Due to the few storage facilities and the large climatic fluctuations that characterize the
Azores, this complete feed mixture is susceptible to the proliferation of a variety of fungi and mycotoxins
from different raw materials. Thus, chronic ingestion of these xenobiotics may lead to increased
susceptibility to disease, loss of reproductive performance and, in the case of dairy cattle, decreased
productivity and quality of milk produced. Since it is impossible to totally eliminate the presence of
mycotoxins, it is essential to ensure the implementation of strategies to reduce their concentration in

products intended for food and feed, as well as to monitor and control the levels present in food.

This study aimed to evaluate the occurrence of mycotoxins in food (TMR) in four dairy cattle farms on
the Azores island of Sdo Miguel and relate it to the occurrence of these mycotoxins in the milk produced,
by associating several production and health indicators translated by the monthly milk contrast. To this
end, the monthly milk contrast data, the determination of the occurrence of mycotoxins in the ingested
food and the analysis of zearalenone (ZEA) in milk samples (individual) from the four farms included in
the study were used. Considering the food samples analyzed, mycotoxins were found to coexist on all
farms. In two farms ZEA, Fumonisins (FUM) and Nivalenol (NIV) were determined. Enniatin-type
mycotoxins were found in three of the farms under study. Eighty-three (98.8 %) of the milk samples
under study had detectable ZEA levels (1.56+1.36ug/L), Higher than reported in previous similar studies.
Although ZEA concentration was not significantly associated with any production indicator analyzed
(days in milk, age at calving, milk yield, protein content, butyrate content, somatic cell concentration and
urea), it was concluded that the production regime and type of feed management is a major factor in the
exposure of animals to high mycotoxin contents.

Further studies are recommended to ensure continued monitoring and reduction of the risk associated

with exposure of animals and humans to mycotoxins, in particular ZEA.

Keywords

Azores, Dairy cattle, Milk, Mycotoxins, Productive indicators, Total Mixed Ration, Zearalenone.



1. Introducéo

A agricultura é um setor de extrema importancia para o equilibrio sustentavel das ilhas Acorianas.
A producdao de leite representa cerca de 70 % do rendimento do setor agricola, constituindo o principal
pilar da agricultura acoriana (Lourenco, 2016). Em 2020, a producdo leiteira nos Agores, com destaque
para ailha de S. Miguel, correspondeu a aproximadamente a um terco (650 452 toneladas) da producéo
nacional (INE, 2021). Um dos perigos inerentes a alimentagdo de bovinos de aptiddo leiteira com
forragem e a diminuicdo de producdo de leite € a presenga de compostos xenobidticos como as
micotoxinas (Buszewska-Forajta, 2020).

As micotoxinas sdo metabolitos secundarios de baixo peso molecular, sintetizados por fungos
filamentosos. Estes metabolitos sdo contaminantes naturais dos alimentos. As principais sao as
Aflatoxinas produzidas por Aspergillus sp., Fusariotoxinas como a Zearalenona (ZEA), produzidas por
Fusarium sp. e as Ocratoxinas, produzidas por Penicillium sp. e Aspergillus sp. (Buszewska-Forajta,
2020). As micotoxinas do tipo Fusariotoxinas tém diversos efeitos toxicolégicos no homem. Nos
animais, as micotoxinas como a ZEA séo caracterizadas pelos seus efeitos estrogénicos que, com uma
exposi¢do a longo prazo, causam disturbios reprodutivos. Em humanos é possivel que os fetos e
neonatos sejam mais suscetiveis que os adultos aos seus efeitos, com base em maiores exposicdes
internas devido a imaturidade metabdlica e fisiolégica. Nas mulheres foram relatados efeitos adversos
da ZEA no trato reprodutivo, na fertilidade e sobrevivéncia do embrido. As evidéncias ao nivel dos seus
efeitos carcinogénicos ainda sao limitadas, mas em dois bioensaios de carcinogenicidade em
murganhos foram observados aumentos significativos de adenomas hipofisarios e hepaticos (EFSA,
2011). No entanto, de acordo com a IARC, a ZEA nao é classificavel quanto a sua carcinogenicidade
em humanos (Grupo 3; IARC, 1993) sendo ainda necesséarios mais estudos para uma completa
avaliacdo dos efeitos desta micotoxina na salde humana (IARC, 1993). Adicionalmente, a ZEA é
reconhecida como hepatotdxica, hematotoxica, imunotéxica e genotdxica (EFSA, 2011). A resposta
bioldgica é considerada especifica da espécie. Em bovinos, a aplicagédo de 250 mg de ZEA purificada
(99 %) promoveu o desenvolvimento de distlrbios reprodutivos, como infertilidade, e a reducédo da
producédo de leite (Weaver et al., 1986). Num estudo posterior, verificou-se que novilhas alimentadas
com forragem enriquecida com 750 ug de ZEA/kg demonstraram distlrbios nos ciclos ovaricos bem
como um crescimento anormal da glandula mamaria (Coppock et al., 1990).

A semelhanca da ZEA, os Tricotecenos ndo s&o classificaveis relativamente a sua
carcinogenicidade (IARC, 1993). A sua atividade biolégica esta associada a ligacdo aos ribossomas,
originando inibicdo da sintese de proteinas, acido desoxirribonucleico (ADN) e acido ribonucleico
(ARN). Além disso, de acordo com a literatura, foram comprovados efeitos toéxicos nas membranas
celulares, e a exposicdo cronica a estes metabolitos pode originar imunossupressao (Buszewska-
Forajta, 2020). Com base na sua estrutura, estes podem ser divididos em quatro grupos: tipo A, B,C e
D, sendo os dois primeiros os mais frequentes. No tipo A estéo incluidas micotoxinas como a toxina T-
2, HT-2 e o diacetoxiscirpenol, e no tipo B o nivalenol (NIV), desoxinivalenol (DON), diacetilnivalenol e

0 monoacetilnivalenol (Comisséo Europeia, 2006; Moss & Thrane, 2004).



As fumonisinas (FUM) sdo metabolitos secundarios produzidos por Fusarium verticillioides e
Fusarium proliferatum. Do ponto de vista toxicoldgico estes metabolitos s&@o neurotéxicos,
possivelmente carcinogénicos (Grupo 2B da IARC), hepatotdxicos e teratogénicos (Buszewska-Forajta,
2020).

Existem fatores intrinsecos e extrinsecos que afetam o crescimento de fungos e a producéo de
micotoxinas, entre os quais o tipo de alimento, a presenca de nutrientes, tais como lipidos e hidratos
de carbono, o pH, a humidade do gréo e a atividade da agua. O crescimento fungico é influenciado por
fatores extrinsecos como a humidade relativa do ambiente, area de superficie do gréo, temperatura
ambiente e a proporcdo de oxigénio e didéxido de carbono no armazenamento (Alonso et al., 2013;
Scudamore & Livesey, 1998; Streit et al., 2013). O crescimento do fungo leva a perda de nutrientes e
matéria seca (MS), reducdo da palatabilidade e, consequentemente, reducédo do consumo e da na
performance animal. Prevé-se que as altera¢des climéaticas possam vir a ter um impacto, cada vez
maior, sobre a presenga de diversas micotoxinas nos cereais na Europa (Schrenk et al., 2020).

Segundo a Organizacdo das Nac¢Bes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO), 25 % das
colheitas cerealiferas mundiais estdo contaminadas com micotoxinas. A presenca destes xenobioticos
causa, anualmente, elevadas perdas, diretas e indiretas, que acrescem as preocupacdes associadas a
sua toxicidade e, em particular, & sua carcinogenicidade. Por esse motivo, foram estabelecidos, para
diferentes micotoxinas, valores de Ingestdo Diaria Toleravel (TDI, do Inglés Tolerable Daily Intake),
bem como limites maximos aplicaveis aos géneros alimenticios que mais contribuem para a exposi¢cao
humana. No caso das matérias-primas e alimentos compostos destinados a alimentacdo animal, foram
estabelecidos limites maximos apenas no caso da Aflatoxina B1l, sendo que, para as restantes

micotoxinas, existem apenas valores recomendados (Tabela 1).

Tabela 1 - Limites maximos (LM) e recomendados (LR) de micotoxinas na Unido Europeia para
matérias com destino a alimentacdo animal (Comissdo Europeia, 2016; Parlamento Europeu e o
Conselho da Uniéo Europeia, 2002).

Alimentos para Ruminantes (ug/kg)

Limites  wicotoxinas Matérias-primas @ Alimentos compostos
LM Aflatoxina B1° 20 5
LR Ocratoxina A 250 100
Zearalenona 2000 a 3000 500
Fumonisinas B1 + B2 60000 50000
Desoxinivalenol 8000 a 12000 5000
Alcaldides da cravagem do centeio 1000000 1000000

a Em funcao da natureza da matéria-prima.

b Limite méaximo Diretiva 2002/32/EC (Parlamento Europeu e o Conselho da Uniéo Europeia, 2002).

Em comparacdo com as espécies monogastricas, 0s ruminantes sdo geralmente considerados
menos suscetiveis aos efeitos adversos causados pela contaminagéo dos alimentos com micotoxinas.

Tais considera¢cBes baseiam-se no pressuposto de que a microbiota ruminal degrada e inativa estes



xenobidticos, protegendo assim o animal dos seus efeitos adversos. (Kiessling et al., 1984). No entanto
investigacdes mais recentes (Fink-Gremmels, 2008) indicam que algumas micotoxinas resistem a
degradacédo ruminal e que devido a composicdo heterogénea da sua dieta, os bovinos leiteiros podem
ser expostos a uma ampla variedade de micotoxinas provenientes de diferentes matérias-primas com
efeitos sinérgicos entre si.

Na producédo animal, € comum recorrer-se a uma mistura alimentar completa (em Inglés total mixed
ration - TMR) formulada com alimentos grosseiros e concentrados, minerais e vitaminas em
quantidades definidas que sdo misturados por um Unifeed, com o intuito de formar um alimento
equilibrado. As matérias-primas utilizadas na formulagdo da TMR podem ser uma importante fonte de
micotoxinas para os animais (Rodriguez-Blanco et al., 2020). Quando ha falta de homogeneidade dos
constituintes alimentares ou quando existe uma percentagem superior a 8 % de particulas de maior
diametro, ocorre uma selecao, pelos bovinos, de particulas menores que passam rapidamente pelo
ramen, diminuindo o tempo de permanéncia do alimento no trato gastrointestinal e reduzindo a
degradacgdo das micotoxinas pela microbiota (Moreira, 2015).

O objetivo do presente trabalho foi determinar a ocorréncia de micotoxinas no alimento, ingerido
pelos bovinos leiteiros. Adicionalmente, pretendeu-se determinar o teor, no leite produzido, da
micotoxina presente em maior concentragdo no alimento. O estudo teve ainda como objetivo a
avaliacdo de exposicdo e de risco dos animais e dos consumidores. A identificacdo dos potenciais
fatores determinantes da exposicio foi estabelecida pela avaliacdo de indicadores produtivos e
reprodutivos (fase e nivel de producéo, teor butiroso, teor proteico, Intervalo entre partos, nimero de
inseminacdes e numero de lactacdes), indicadores sanitérios (contagem de células sométicas e
ocorréncia de mamites) e dos indicadores alimentares (composicdo da TMR e percentagem dos

constituintes alimentares).
2. Materiais e Métodos

Este estudo obteve a aprovagéo da Comisséo de Etica da Escola Universitaria Vasco da Gama - EUVG
(Parecer n° 06/2022) e da Associacao Agricola de Sao Miguel (AASM-CUA).

2.1 Selecéo das exploracbes

Apbs avaliacdo de 26 exploracdes de bovinos leiteiros na ilha de Sdo Miguel, nos Acores, foram
selecionadas quatro explora¢c@es devido as suas caracteristicas intrinsecas que cumprem os critérios
de inclusé@o do presente estudo, designadamente a utilizagdo de uma Unica formulacdo da TMR para
um Unico lote de animais em producao, alimentagédo dos animais com silagem de milho e silagem de
erva, execucdo de contraste leiteiro mensal, autorizacdo de execucéo do trabalho de investigacdo por
parte dos produtores e registos clinicos e nutricionais atualizados e retrospetivos (até aos trés anos
anteriores) face a indicadores produtivos, reprodutivos e sanitarios de cada um dos animais
selecionados (Tabela 2). Foram ainda avaliadas as praticas de conservacao do alimento, em particular

das silagens.



Tabela 2- Caracteristicas e indicadores produtivos e reprodutivos das quatro explora¢cdes em estudo.

Indicadores Produtivos e

Caracteristicas da

Identificacdo da Exploracéo

. #1 #2 #3 #4
Exploracéo
Data de Recolha das
28/02/2022 02/03/2022 08/02/2022 26/02/2022
Amostras
Numero de Animais em
92 39 116 148
consumo da TMR
Numero de Animais em
75 39 107 125
Producéo
Tipo de Exploracéo Intensiva Semi-intensiva Semi-intensiva  Semi-intensiva
Produgéo Minimo 215 20,8 17,0 15,4
Leiteira Diaria Méaximo 54,6 37,0 49,6 35,4
(kg) MédiatDP 35,948,2 29,8+4,3 34,048,1 25,345,3
Minimo 34 77 82 59
Dias em Leite? Méaximo 326 256 264 218
MédiatDP 210+84,6 161+78,5 160+116,5 121+108,2
Numero de Minimo 7 17 10 12
Células Méaximo 5331 819 2276 1185
Somaéticas
MédiatDP 421+1118,3 210+283,9 307+412,2 295+333,8
x1000
Minimo 2,8 34 2,3 1,9
Teor Butiroso
Méximo 5,3 4,7 6,2 4.9
(%)
MédiatDP 4,1+0,7 4,1+0,4 3,3+0,8 3,9+0,7
Minimo 25 2,9 2,6 2,7
Teor Proteico )
Méaximo 3,9 3,6 3,9 3,9
(%)
MédiatDP 3,3+0,3 3,4+0,2 3,3+0,3 3,3+0,3
Minimo 224 193 176 143
Ureia (mg/kg) Maximo 414 413 452 303
MédiatDP 318+43,9 277+66,3 307+68,9 213+41,3
NUmero de Animais positivos
5 2 5 5
ao TCM
) ) Algumas zonas Varias zonas Nenhuma Véarias zonas
Avaliacéo da Silagem de
) . com fungos com fungos zona com com fungos
Milho e Silagem de Erva ** ) ) . ) ) . ) )
visiveis visiveis  fungos visiveis visiveis
Data de Abertura da Silagem
25/02/2022 09/11/2021 15/11/2021 13/11/2021

de Milho

DP, Desvio Padrao; TCM, Teste Californiano de Mastites, 2 Dias em producgédo de leite até a data do

contraste leiteiro da exploracéo.



Tabela 2 - Caracteristicas e Indicadores produtivos e reprodutivos das quatro exploracdes em estudo
(Continuacéo).

Indicadores Produtivos e Caracteristicas da Identificacdo da Exploracgao
Exploracéo #1 #2 #3 #4
Minimo 51 77 82 59
Intervalo Parto-Inseminacéao Atrtificial Maximo 273 256 243 318
MédiatDP  136+61,1 161+58,8 156+50,1 121+56,3
Minimo 1 1 1 1
NuUmero de Inseminacdes Maximo 4 3 6 3
MédiatDP 1,95¢0,9 1,88+1,1 2,42+14 1,81+0,8
Minimo 1 1 1 1
NUmero de Lactacdes Maximo 7 7 8 10

MédiazDP 3,417 3,3+1,9 3,93+2 3,52+2

DP, Desvio Padrao.

Conforme ilustrado na Tabela 3, nas quatro exploragdes selecionadas, a silagem de milho foi o
principal componente das dietas com um consumo minimo e maximo diario de alimento por animal de
cerca de 13 kg e 40 kg respetivamente. Numa das exploracfes além de todos os alimentos referidos é
adicionado, por rotina, 0,9 kg de feno de luzerna por animal. Em média, a cada animal das quatro
exploracdes foi distribuido um total de 43 kg de TMR. A exploragéo #2 (com menor nimero de animais)

destacou-se por um consumo inferior, com ingestéo de apenas 28 kg de alimento por animal.

Tabela 3 - Quantidade dos principais constituintes da TMR utilizados nas diferentes exploragbes em
estudo.

o Numero Alimento Outros
Identificac&o ) ) o Total
de Silagem  Silagem de composto Constituintes o
da o ) o Distribuido
Animais de Erva? Milho @ complementar Adicionados
Exploracéo
em TMR a a
#1 92 13,4 31,5 3,5 - 48
#2 39 10,3 12,8 4,9 - 28
#3 116 7.8 39,7 1,7 Luzerna 0,9 50
#4 148 13,2 27 14 - 42
a (kg/vaca/dia)

2.2 Selec¢do dos animais

A recolha de leite foi realizada aquando do contraste leiteiro, através de um medidor volumétrico
de leite, a uma amostragem (de conveniéncia) de 25 % do efetivo em sala de ordenha. Aos animais
pertencentes & amostra foi previamente realizado teste californiano de mamites (TCM) e efetuada a
colheita de amostra de leite para contentor estéril. Esta amostra foi acondicionada e congelada de

imediato, a -20°C, temperatura na qual foi mantida até a determinacao laboratorial.



2.3 Analise do alimento dos animais

Foram recolhidas duas amostras de 1 kg de TMR a ser administrada as vacas em producéo, em

cada exploragdo, segundo o método previsto para micotoxinas na legislagdo em vigor (Regulamento
CE n.o 152/2009) para posterior pesquisa de presenca de micotoxinas e execugdo do Método de
Separacdo de particulas Penn State® (PSPS).
As quatro amostras de alimento representativas da TMR, correspondente ao dia do contraste leiteiro,
de cada exploracéo, foram enviadas para o laboratério ROMER®, sediado na Austria, conforme as
condicdes de transporte definidas pelo laboratério avaliador. Foram submetidas a um método para
multimicotoxinas, por cromatografia liquida de elevada eficiéncia associada a espectrometria de massa
(HPLC-MS/MS) e padrdo interno com marcagao isotépica, com os limites de detecdo e quantificagéo
representados na Tabela 4.

Tabela 4 - Micotoxinas avaliadas no estudo pelo método HPLC-MS/MS e seus LOD e LOQ (pg/kg)
(RomerLabs, 2022).

Classe/Grupo Micotoxinas LOD (ng/kg) LOQ (pg/kg)
Aflatoxina B1 1,5 5,0
Aflatoxinas Aflatoxina B2 1,5 5,0
Aflatoxina G1 1,5 5,0
Aflatoxina G2 3,0 10,0
Metabolitos de Alternaria  Alternariol 5,0 15,0
Metabolitos de Aspergillus Gl|coFoxma o 20,0 60,0
Esterigmatocistina 0,3 1,0
Diacetoxiscirpenol 3,0 10,0
HT-2 Toxina 15,0 50,0
Tricotecenos tipo A Neosolaniol 3,0 10,0
T-2 Toxina 10,0 30,0
T-2 Triol 25,0 75,0
T-2-Tetraol 100,0 300,0
15 Acetoxiscirpenol 10,0 30,0
15 Acetil Desoxinivalenol 50,0 150,0
Tricotecenos tipo B 3 Acetil Desoxinivalenol 50,0 150,0
Desoxinivalenol 75,0 250,0
Desoxinivalenol-3-Glicosideo 15,0 50,0
Nivalenol 100,0 300,0
Beauvericina 0,15 0,5
Eniatina A 0,5 2,0
Eniatinas e Beauvericina Eniatina Al 05 2.0
Eniatina B 1,0 3,0
Eniatina B1 0,5 2,0

LOD, limite de detecao; LOQ, limite de quantificacéo.



Tabela 4 - Micotoxinas avaliadas no estudo pelo método HPLC-MS/MS e seus LOD e LOQ (ug/kg

(RomerLabs, 2022) (Continuacao).

Classe/Grupo Micotoxinas LOD (ug/kg)  LOQ (ug/kg)
Agroclavina 0,3 1,0

Alpha-Ergocristina 1,0 3,0

Alpha-Ergocriptina 1,0 3,0

Dihidrolisergol 50 15,0

Elimoclavina 1,0 3,0

Ergina 15 50

Alcaléides do Ergot Ergocornina 1,0 3,0
Ergocorninina 1,0 3,0

Ergocristina 15 50

Ergocristinina 1,0 3,0

Ergometrina 1,0 3,0

Ergometrinina 1,0 3,0

Ergosina 1,0 3,0

Ergotamina 2,0 6,0

o Fumonisina B1 10,0 30,0
Fumonisinas Fumonisina B2 10,0 30,0
Fumonisina B3 10,0 30,0

Outros metabolitos de Fusarenona X 30,0 100,0
Fusarium Moniliformina 10,0 30,0
Ocratoxinas Ocratox?na A 15 5,0
Ocratoxina B 0,5 2,0

Acido Micofendlico 40,0 120,0

. I Patulina 100,0 300,0
Metabolitos de Penicillium Acido Penicilico 75 25.0
Roquefortine C 2,0 6,0

Alpha-Zearalenol 3,0 10,0

Zearalenona e Beta-Zearalenol 6,0 20,0
Metabolitos Zearalanona 0,5 2,0
Zearalenona 5,0 25,0

LOD, limite de detecdo; LOQ, limite de quantificacéo.

Para avaliacdo do tamanho das particulas da TMR foi utilizado um PSPS caracterizado por ser um

sistema de caixas perfuradas com orificios de diferentes didmetros que separam percentualmente o

alimento estratificado apds a movimentagédo do conjunto. Cada bandeja possui perfura¢cdes com um

didmetro diferente (Tabela 5): a primeira bandeja retém particulas com didmetro superior a 19 mm, a

segunda bandeja retém particulas com didmetro entre 19 e 8 mm, a terceira bandeja retém particulas

de 8 a 1,18 mm e a ultima bandeja com fundo fechado, retém particulas com didmetro inferior a 1,18

mm. Depois de separadas, as quantidades foram registadas e foi calculado o tamanho médio das

particulas da TMR.
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Tabela 5 - Descrigdo da granulometria dos varios crivos do PSPS, com os respetivos valores padréo.
Adaptado de Heinrichs, (2013).

Caixa Granulometria TMR
Caixa superior =19 mm 2a8%
Segunda caixa =28e<19mm 30 a50 %
Terceira caixa 21,18 e <8 mm 10a20 %
Caixa inferior <1,18 mm 30 a40 %

2.4 Analise dos Fatores Reprodutivos dos animais em Amostra

Os Fatores Reprodutivos dos bovinos leiteiros em amostragem foram recolhidos com recurso ao
programa Boviform® que compila os dados avaliados pelos técnicos da area de reproducdo da AASM
em campo, tendo em conta o nimero de lactacdes, intervalo entre parto inseminacéo artificial/ cobrigdo

natural, data e numero de inseminag@es artificiais até concecao.
2.5 Determinacgéo das micotoxinas em leite

Apés a andlise do alimento, foi escolhida a determinacéo de ZEA no leite por se tratar da micotoxina
com maior frequéncia e niveis de contaminacdo na TMR analisada. Foram analisadas um total de 84
amostras de leite. Foi utilizado um imunoensaio enzimatico (ELISA; RIDASCREEN® Zearalenone
R1401 R-Biopharm AG®, Alemanha) com limite de detecdo (LOD) de 0,06 ug/L. A preparacdo da
amostra e o procedimento do teste foram realizados de acordo com as instru¢des do fabricante, em
particular da nota de aplicagéo na matriz leite. De forma breve, 12,0 ml de cada amostra foi centrifugada
durante 15 minutos, o que possibilitou a remogéo da nata criada na camada superior. Para a total
remocéao da nata ser assegurada foi realizada uma segunda centrifugagéo de 6,0 ml da amostra durante
mais 15 minutos. Apds esta separacgao foram adicionados 20 ul de glucuronidase / arilsulphatase Helix
pomatia (Merck, Art. No.: 4114) a 1,0 ml de amostra. Esta solucdo foi posteriormente incubada durante
3 h a 37 °C. Apos a incubagéo, foi adicionado 0,1 ml de metanol a 0,9 ml do leite hidrolisado e
desnatado. Em cada poco de ensaio foram colocados 50 pl da mistura. Também a solugéo padrao foi

preparada de acordo com as instru¢des do fabricante.
2.6 Anédlise de contraste leiteiro

Os parametros fisico-quimicos e de qualidade sanitaria do leite foram avaliados tendo por base o
contraste leiteiro. A determinacéo da producao de leite de cada vaca foi efetuada através de medidores
volumétricos na sala de ordenha. No laboratério da AASM foi efetuada a contagem das células
somaticas (CCS), pelo método fluoro-opto-eletronico, com o equipamento Fossomatic FC®, que
também utiliza a tecnologia da citometria de fluxo.

Tal como os pardmetros anteriores, a composi¢ao do leite das amostras sujeitas a contraste leiteiro
foram analisadas num equipamento automético, Milkoscan FT 6000. Além da gordura, proteina, lactose
e extrato seco desengordurado, foi ainda determinada a ureia e o ponto de congelagéo. A calibracédo

para cada um dos parametros foi efetuada pelos métodos oficiais de referéncia (ALIP, 2ex008).
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2.7 Avaliacéo de risco

Nos bovinos, a ingestéo diaria estimada de micotoxinas (EDI, do Inglés Estimated Daily Intake) foi
calculada através da seguinte formula: EDI = (ZEAcxC)/K, na qual ZEAc corresponde a concentragao
de ZEA nas amostras de alimento analisadas (ug/Kg), C corresponde a ingestao média diaria estimada
por bovino leiteiro e K ao peso médio por vaca (Driehuis et al., 2008). A ingestao diaria estimada de
micotoxinas foi avaliada de acordo com trés cenarios distintos, cenario médio (considerando o teor
médio determinado), o pior cenario (considerando o teor mais elevado) e o melhor cenario
(considerando o teor mais baixo).

Em humanos o Painel Cientifico dos Contaminantes na Cadeia Alimentar da EFSA estabeleceu
uma TDI para ZEA de 0,250 ug/kg peso corporal/dia (EFSA, 2011). A EDI resultante do consumo do
leite analisado por humanos foi avaliada de acordo com a férmula indicada anteriormente. Consideram-
se duas faixas etérias distintas: de uma crianca de 4 anos (percentil 50; 16 kg-Ministério da Saude;
(Direccao geral de Saude, 2006), com a ingestdo de um litro de leite diario e de um adulto (69 kg;
(Arezes et al., 2006) de acordo com a ingestdo didria média estipulada pelo INE (0,32 litros de leite
diario (INE, 2021). Para ambas as faixas etdrias, foram considerados trés cenarios (médio, melhor e
pior), conforme descrito anteriormente.

Para a caracterizacdo do risco resultante da exposi¢do estimada, foi determinado o Quociente de
Perigo (HQ, do Inglés Hazard Quotient), definido como o racio da potencial exposicdo a um
contaminante e o nivel no qual sdo esperados efeitos adversos (Goumenou & Tsatsakis, 2019) pela
férmula: HQ=EDI/TDI. Se o valor obtido for superior a 1, considera-se que a exposi¢ao representa uma

preocupacgdo em Saude Publica.

2.8 Andlise estatistica

Para a andlise estatistica, os dados de amostragem foram codificados, transferidos para Excel
(Microsoft Excel 2013) e analisados através do programa SAS® 9.1 (SAS® Institute Inc., Cary, NC, USA)
(Copyright® 2019 SAS Institute Inc, 2019). Através do PROC MEANS e do PROC FREQ do programa
SAS®, procedeu-se a determinagdo de algumas estatisticas descritivas dos parametros de dias em
lactacdo (DEL), idade ao parto, producao leiteira (PL), teor butiroso (TB), teor proteico (TP), CCS e
ureia para caracterizar os dados disponiveis. Posteriormente, através do PROC CORR do programa
SAS®, procedeu-se a estimativa dos coeficientes de correlacdo entre os parametros estudados. De
seguida a PL, TB, TP, CCS e Ureia foram analisados individualmente com um modelo linear, através
do PROC GLM do programa SAS®, que incluiu inicialmente os efeitos do produtor, ano e época de
parto, o efeito linear e quadratico da idade ao parto e o efeito linear e quadratico do DEL. Na analise
referente ao ano de 2022 foi utilizada como variavel em estudo os valores de ZEA no leite das amostras.
Todas as variaveis, com exce¢do da CCS, cujo modelo ndo era significativo (P>0,05), foram novamente
analisadas individualmente com um modelo linear, através do PROC GLM do programa SAS®, que
incluiu apenas os efeitos significativos (P<0,05). Por dltimo, estimaram-se as médias dos quadrados

minimos dos parametros segundo os fatores que as influenciaram significativamente.
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3. Resultados e Discussao

3.1 Analise do Alimento dos animais

O resultado da andlise para a presenca de micotoxinas nas amostras de TMR é apresentado na
Tabela 6. Em todas as exploragBes, o alimento apresentava contaminagdo por mais que uma
micotoxina, com niveis detetaveis de ZEA e FUM. A micotoxina NIV foi detetada em duas das
exploracfes e micotoxinas do tipo Eniatina foram encontradas em trés das exploracdes em estudo. No
caso da exploracédo #3, a ZEA foi detetada, contudo num teor inferior ao limite de quantificacao (LOQ),
pelo que o valor apresentado corresponde a metade do LOQ. A detecdo de ZEA e FUM no alimento
em estudo vai de encontro aos dados reportados em estudos recentes efetuados na Europa. Segundo
o relatério da empresa BIOMIN®, relativamente & contaminag¢éo de alimento destinado ao consumo
animal, na Europa, no segundo trimestre de 2021, a micotoxina com maior prevaléncia foi o DON (53
%), seguido pela ZEA (50 %) e as FUM (42 %) (BIOMIN, 2021). Na Poldnia, o DON e ZEA foram as
micotoxinas mais comuns em amostras de silagem de milho (97,3 % e 98,4 % respetivamente)
(Twaruzek et al., 2021). Num estudo realizado em Espanha (Rodriguez-Blanco et al., 2020), hum total
de 193 amostras de TMR, 112 amostras (58 %) estavam contaminadas com pelo menos uma
micotoxina e 38 amostras (20 %) apresentavam mais de uma micotoxina. O DON foi detetado em 17
% das amostras e a ZEA foi detetada em 16 % das amostras. Segundo o RASFF, as micotoxinas do
tipo Fusarium sp. ndo tém sido identificadas na Europa como micotoxinas com elevada frequéncia,
contrariamente as Aflatoxinas (RASFF, 2020).

A presenca de micotoxinas produzidas por Fusarium sp., indica a existéncia deste fungo nas
explorag®es incluidas no presente estudo. A contaminag&o por micotoxinas produzidas por este género
fungico ocorre geralmente antes da colheita e pode ser justificada pelas condi¢des climéaticas do ano
de estudo. O grupo oriental dos Acgores, ao qual pertence a ilha de S. Miguel, caracteriza-se por ter um
clima do tipo Csb (clima temperado com verdo seco e suave), uma elevada humidade e elevada
precipitacdo, para além de uma temperatura estavel, que varia entre os 15 e 25 °C e que favorece a
proliferacéo flngica (Carvalho et al., 2020).

O teor de humidade no alimento ndo variou muito entre explora¢gfes (Tabela 6), com a exploragéo
#2 a alcancar o valor mais elevado de humidade (68,7 %) e a exploracdo #4 com o menor valor (63,5
%). Em relagéo as préticas de conservacéo do alimento em cada exploragéo, a exploracéo #3, na qual
se verificaram os teores mais baixos de micotoxinas produzidas por Fusarium sp., destaca-se de forma
positiva. Nesta exploracdo a TMR € preparada para que as pas de carregamento efetuem uma Unica
incisdo diaria no silo de milho, ndo deixando particulas de alimento separadas no fundo do silo de um
dia para o outro. Tal poderia contribuir para o0 aumento da temperatura do silo, devido ao processo de
fermentacdo das particulas separadas. Por outro lado, nesta exploracdo #3 a silagem de milho
encontra-se permanentemente coberta, & excecdo do momento diério de recolha do alimento. Verificou-
se ainda que o tempo entre a formulacdo e a distribuicdo aos animais foi sempre o menor e,
adicionalmente, o silo de milho o silo de erva ndo apresentavam nenhuma zona visivel de proliferacao
de fungos. Contrariamente, as restantes exploraces (#1, #2, #4) ndo mantinham a silagem coberta
durante o dia e procediam a uma remoc¢éo das areas com fungos visiveis antes da administracéo do
alimento aos animais. E de realcar que a exploracéo #1 se distingue das restantes, por apresentar um
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regime de producéo intensiva. E a Gnica exploragio em estudo na qual os animais ndo tém acesso ao
pasto, o que pode resultar num maior risco de exposi¢cao a micotoxinas na TMR.

No que diz respeito aos valores de orientagdo recomendados pela Comissdo Europeia (Comisséo
Europeia, 2006) apenas a exploracao #1 excedeu os limites de orientacdo (500 pg/kg) relativamente a
ZEA, uma vez que foi determinada a concentracéo de 3020 +1200 ug/kg. O valor indicado, segundo a
mesma recomendagdo (Comisséo Europeia, 2006) para fumonisina B1+B2 (50000 pg/kg) ndo foi
ultrapassado. A alimentacao dos bovinos leiteiros contém uma elevada proporgéo de silagem, pelo que
embora as exploragfes dos Acores possam ter acesso diario as pastagens, verifica-se que existe uma
exposicdo a valores detetaveis de micotoxinas pela ingestdo de TMR.
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Tabela 6 - Micotoxinas com teores detetaveis (ug/kg) no TMR, avaliadas pelo método HPLC-MS/MS,
com indicacdo dos respetivos LOD, LOQ (ug/kg) e teor de humidade (%) presente na TMR;
(RomerLabs, 2022).

Identificagéo . . Teor de Teor de
da l\/(ljlctotthm_as micotoxinas L?IE) ) L?I? ) Humidade
Exploracéao etetavers ug/kg (nglkg Ha/kg (%)

Esterigmatocistina 21+04 0,3 1
Nivalenol 1210 = 240 100 300
Enniatina B 74+15 1 3
Fumonisina B1 355+71 10 30

1 Fumonisina B2 125 + 25 10 30 65913
Fumonisina B3 31,1+6,2 10 30
Alfa-Zearalenol 52,2+ 10 3 10
Zearalanona 53,4+21 0,5 2
Zearalenona 3020 + 1200 5 25
Nivalenol 417 + 83 100 200
Eniatina Al 79+3,2 0,5 2
Eniatina B 312 + 62 1 3

2 Eniatina B1 44 3 + 18 0,5 2 68714
Fumonisina B1 246 + 49 10 30
Fumonisina B2 79,0+ 16 10 30
Zearalenona 205 £ 82 5 25
Eniatina Al 2,0+0,8 0,5 2
Eniatina B 9,3+1,9 1 3

3 Eniatina B1 2,7+1,1 0,5 2 638+13
Fumonisina B1 39,8+8 10 30
Zearalenona 125 * 5 25
Alternariol 15,0+ 3 5 15
Fumonisina B1 205 +41 10 30

4 Fumonisina B2 77,6 +16 10 30 635+13
Zearalenona 126 + 51 5 25

*1/2 LOQ

3.1.1 Avaliacdo com o Crivo de Penn State

Os valores obtidos para o tamanho de particula foram bastante variaveis entre as exploracdes e
ndo correspondem aos valores recomendados, conforme se pode verificar na Tabela 7.

A TMR em estudo podera néo estar a influenciar a saidde do ramen devido ao tamanho das
particulas, mas sim pela falta de uniformidade existente. Relativamente ao crivo superior de Penn State,
nenhuma das exploracdes apresenta os valores recomendados, possuindo particulas = 19mm em
percentagens até seis vezes superiores. Estas particulas de maior dimensédo formam uma estratificacéo
ruminal, ao flutuarem no rimen, e fornecem material que exige uma digestdo mecanica adicional
substancial, levando ao aumento da producao de saliva e a criacdo de um tampao ruminal que mantém
0 pH em niveis saudaveis para o animal. Por outro lado, quando as particulas de alimento sdo muito
longas, 0s animais sédo mais propensos a seleciona-las, o que pode conduzir a ingestdo de uma mistura
alimentar muito diferente da originalmente formulada. Assim, a sele¢cdo de alimento leva a uma
flutuacéo de pH ao longo do dia, o que pode afetar a ingestéo, a fermentacéo e a digestdo em geral
(Heinrichs, 2013). Relativamente ao crivo médio, para o qual é recomendado uma proporcéo de 30 a
50 % das particulas de TMR, verificou-se que apenas a exploragdo #1 e #4 respeitam o intervalo

recomendado. O crivo médio é constituido principalmente por particulas de forragem que fardo parte
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da estratificacdo ruminal, mas que serdo decompostas mais rapidamente para permitir uma degradacéo
microbiana mais rapida no rimen. Para o penultimo crivo, o crivo inferior, o intervalo ideal situa-se entre
10 a 20 %, sendo que apenas a exploracdo #1 ndo cumpriu com as especificacdes. Por fim, em
nenhuma das explorac@es se verificou 0 cumprimento dos valores recomendados (entre 30 % e 40 %)
na base do conjunto que suporta os diferentes crivos. Em suma quando ha falta de homogeneidade
dos constituintes alimentares ou quando existe uma percentagem superior a 8 % de particulas de maior
diametro, ocorre uma selecéo, pelos bovinos, de particulas menores que passam rapidamente pelo
rimen, diminuindo o tempo de permanéncia do alimento no trato gastrointestinal e, em resultado,

reduzindo a potencial degradacdo das micotoxinas pela microbiota.

Tabela 7 - Resultados do PSPS da TMR nas diferentes exploracdes e os respetivos valores de
referéncia (%).

Percentagem de particulas da TMR (%)

Identificagdo da Exploragéo =28e< 21,18e<
219 mm <1,18 mm
19 mm 8 mm
#1 56 33 5 6
#2 66 21 10 5
#3 47 27 17 9
#4 39 41 11 9
Total Minimo 39 21 5 5
Maximo 66 41 17 9
Média 52 30,5 10,75 7,25
Valores recomendados * 2a8 30a50 10a 20 30a40

* (Heinrichs, 2013)

3.2 Avaliacéo das micotoxinas em leite

Oitenta e trés (98,8 %) das amostras de leite em estudo apresentaram valores detetaveis de ZEA
(LOD: 0,06 pg/L), com um teor médio de 1,56+1,36 pg/L (Tabela 8). Os valores desta micotoxina no
leite apresentaram o0 mesmo padrdo identificado na contaminacdo de ZEA no alimento,
(Exploracao#1>#2>#4>#3), como era expectavel. A exploracdo #1, com o teor mais elevado de ZEA
no alimento, é a que possui teores mais elevados dessa micotoxina no leite, tendo inclusivamente
teores acima da capacidade de quantificacdo do método imunoenzimatico ELISA aplicado (>4,455
pg/L;Tabela 8). A ZEA ndo é uma das micotoxinas com maior frequéncia de contaminagao no leite e
seus derivados, conforme confirmado pela consulta do sistema RASFF (RASFF, 2020). Por outro lado,
sd0 escassos 0s estudos que relataram contaminagao de lacticinios por ZEA. Num estudo de férmulas
infantis a base de leite realizado na Italia, (Meucci et al., 2011) detetaram ZEA em 9 % (méaximo: 0,76
pg/L; LOD: 0,02 pg/L), a- ZEA em 26 % (maximo: 12,91 pg/L; LOD: 0,02 pg/L) e B- ZEA em 28 %
(maximo: 73,24 pg/L; LOD: 0,2 ug/L) das amostras. Adicionalmente, verificaram-se variagBes
significativas nos niveis de metabolitos ZEA das marcas de férmulas infantis avaliadas. Segundo os

autores, tal poderia ser atribuido as diferentes praticas de producdo e provavelmente a variagdo na
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qualidade das matérias-primas utilizadas. Na Argentina, (Signorini et al.,, 2012) estimaram uma
concentracdo média de ZEA de 0,125 ug/L no leite cru. No presente estudo, setenta e nove animais
apresentaram uma concentracao de ZEA no leite cru superior ao teor reportado neste estudo realizado
na Argentina. Num outro estudo, realizado na China, (Huang et al., 2014) observaram a ocorréncia de
ZEA em amostras de leite cru, leite pasteurizado e leite em p6. Apesar do LOD ser aproximadamente
dez vezes menor que o obtido por Meucci et al. (2011), a proporcdo de amostras de leite em poé

contaminadas foi semelhante, 23,3 %, 16,7 % e 25 %, respetivamente.

Tabela 8 — Frequéncia e teores (ug/L) de Zearalenona nas amostras de leite das exploracfes em estudo.

Exploracdo #1 Exploracdo #2 Exploracdo #3 Exploracao #4 Total
n 22 10 27 25 84
Frequéncia de 100 100 96,3 100 83
contaminacgéao (%) (98,8 %)
Minimo 1,23 0,48 <LOD 0,31 <LOD
Méaximo >4,462 2,15 1,37 2,43 >4,462
MédiazDP 3,53+0,85 1,15+0,62 0,48+0,39 1,15+0,61 1,56+1,36

a Superior ao valor maximo de quantificacdo do método utilizado; DP, desvio padréo; LOD, Limite de
Detec&0=0,06 ug/L

3.3 Associac¢ao a fatores produtivos e reprodutivos

A andlise estatistica (SAS®) da correlacdo entre a concentragdo de ZEA e os diferentes indicadores
produtivos obtidos pelo contraste leiteiro e reprodutivos obtidos pelo Boviform®, mostrou ndo existir
uma correlacéo positiva significativa (P= 0,05) entre os niveis de ZEA e producao leiteira (P= 0,60), teor
butiroso (P= 0,17), teor proteico (P= 0,75), numero de células somaticas (P= 0,52) e ureia (P= 0,53).
Os dados mostraram uma correlacao positiva significativa dos valores de dias em leite com os valores
de ureia e teor proteico como esperado segundo a bibliografia (Aquino et al., 2007).

No que diz respeito aos dados avaliados referentes aos indicadores reprodutivos, os dias em leite
demonstraram uma correlacdo com (P= 0,09), numero de lactacdes (P= 0,32), nUmero de inseminacdes
(P=0,44) e intervalo entre parto e inseminacéo de (P=0,73).

O produtor foi o fator que mais fez variar os dados em estudo tendo uma correlagédo positiva
significativa com a producéo leiteira e os dias em leite (P<0,01).

Os produtores desempenham um papel vital na gestédo e maneio da exploracdo, como observado
neste estudo, pelo que a sua formagéao e cuidados com o0 maneio pode ser um dos fatores essenciais

para o sucesso da rentabilidade e satude dos animais em producéo.

3.4 Avaliacéo de risco

Como esperado, considerando os teores de contaminacédo de ZEA, determinados nas amostras de
alimento, a ingestéo diaria estimada de micotoxinas, nos bovinos destacou a exploragdo #1, com uma
ingestao de 260 ug/kg pc/dia, seguida da exploracao #2, com 14,8 ug/kg pc/dia, da exploracdo #4, com
6,08 ug/kg pc/dia, e, por ultimo, da exploragéo #3, com o EDI mais baixo de 1,03 ug/kg pc/dia.
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Na Tabela 8 encontra-se sistematizada a ingestéo diaria estimada de ZEA, através do consumo de
leite, considerando que o tratamento térmico a que sera sujeito nao influenciara o respetivo teor, pelo
facto das micotoxinas serem termorresistentes. Conforme descrito anteriormente, foram consideradas
duas situagdes: o consumo por criancas de 4 anos (considerando o percentil 50) e 0 consumo por parte
de um adulto. Foi ainda considerado que o Painel Cientifico dos Contaminantes na Cadeia Alimentar
da EFSA que estabeleceu uma TDI para ZEA de 0,25 ug/kg peso corporal/dia. Verificou-se que o
consumo de leite proveniente das quatro exploragcées em estudo representa um nivel aceitavel (HQ<1)
relativamente a exposicdo a ZEA Contudo, realca-se que existem outros alimentos que podem
contribuir para a exposigdo a ZEA, para além do consumo de leite. O consumo de leite com o teor mais
elevado determinado na exploracdo #1 (pior cenario), na faixa etaria crianca, representa um HQ

superior a 1, e, portanto, uma preocupacdo para a Saude Publica.

Tabela 9 - Valores de Ingestéo Diaria Estimada (ug /kg peso corporal/dia) de ZEA a partir do leite em
estudo no caso de criancas (4 anos; percentil 50) e adultos.

Exploracdo #1 Exploracdo #2  Exploracdo #3  Exploracdo #4
FaxaBtara  ~=onario EDIa  HQ  EDI®  HQ  EDI2  HQ  EDI2  HQ

Crianca 4 anos  Melhor 0,077 0,308 0,030 0,120 0,003 0,012 0,019 0,076
Sexo masculino
16 kg

Pior 0,278 1,112 0,134 0,536 0,085 0,340 0,151 0,604

Medio 0,220 0,880 0,072 0,288 0,029 0,116 0,071 0,284

Adulto 30 anos  Melhor 0,006 0,024 0,002 0,008 0,0002 0,0008 0,001 0,004
Sexo Feminino
69 kg

Pior 0,021 0,084 0,009 0,036 0,006 0,024 0,011 0,044

Médio 0,016 0,064 0,005 0,020 0,002 0,008 0,005 0,020

a ug/kg peso corporal/dia.

4. Consideracfes finais.

No presente estudo verificou-se que embora as exploracées em regime semi-intensivo dos Agores
se caracterizem por recorrerem ao pastoreio ao ar livre, a TMR ainda possui um papel importante no
maneio alimentar destes animais e consequentemente na presenca de micotoxinas no alimento
fornecido aos bovinos leiteiros. Desta forma as exploracfes em regime intensivo podem aumentar
substancialmente a exposi¢cdo as micotoxinas por parte dos animais e, indiretamente dos humanos. No
binémio produtor-animal, verificou-se que a formacg&o do produtor é essencial para a rentabilidade e
saude dos animais em producao. Uma boa pratica de conservacdo dos alimentos é fundamental para
a seguranca e qualidade dos mesmos.

Foi detetado no alimento um teor de contaminagéo médio na TMR por ZEA de 840,86 + 1259,98
Mg/kg. O leite analisado apresentou um teor de contaminacao médio de 1,56+1,36 ug/L com setenta e
nove animais a apresentarem um teor médio de ZEA no leite cru superior ao reportado em estudos

anteriores.
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O HPLC, método utilizado para determinacéo de ZEA nas amostras de TMR, tem sido amplamente
utilizado devido ao seu elevado poder de separacdo, elevada sensibilidade e reprodutibilidade,
facilidade de uso, adequacéo para automatizacdo e capacidade de acoplar com diferentes detetores.
Em contrapartida, a técnica de ELISA, utilizada para a analise da ZEA no leite apresenta niveis de
detecéo satisfatrios. E uma técnica de elevado rendimento e sensibilidade que requer uma pequena
guantidade de amostra na sua preparacdo. Uma das limitagcdes do presente estudo foi o niumero de
amostras que foi possivel analisar. A realizagéo de apenas uma colheita, num Unico momento temporal,
pode limitar as possiveis correlacdes com indicadores produtivos, pelo que se sugere que em estudos
futuros seja efetuado um estudo longitudinal, no qual possa ser monitorizada a contaminag&o por
micotoxinas e o contraste leiteiro dos animais em estudo, por um periodo de pelo menos seis meses.

No que diz respeito a avaliacdo de risco, este estudo demonstra um nivel aceitavel de exposicéo
humana com excec¢ao do consumo de leite com o teor méximo determinado (4,46 ug/L), por criangas
(HQ=1,112), o que representa um risco intoleravel para a satde publica. O presente estudo reforga,
por isso, a necessidade de um maior controlo para diminuir a contaminacao e assim os efeitos téxicos
das micotoxinas como a ZEA, considerada um disruptor endécrino, pelos seus efeitos estrogénicos.

Do conhecimento dos autores, este € o primeiro estudo de determinacdo de ZEA em alimentos
destinados a bovinos e no leite produzido, com analise da potencial associacdo a fatores produtivos.
No entanto sdo necessarios mais estudos para avaliar a importancia da ZEA, na exposi¢cdo humana e

bovina e o seu possivel impacto em indicadores produtivos leiteiros.
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