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RESUMO 

As micotoxinas são metabolitos secundários tóxicos de ocorrência natural, produzidas por 

espécies fúngicas como Aspergillus spp., Fusarium spp., e Penicillium ssp. A contaminação de 

alimentos e produtos agrícolas por fungos capazes de produzir estas toxinas pode ocorrer 

no campo, antes e/ou após a colheita, e durante o transporte e armazenamento do produto. 

A zearalenona (ZEA) é uma micotoxina estrogénica não esteróide produzida por diversas 

espécies de fungos do género Fusarium.  

A toxicidade de ZEA está relacionada com a estrutura química desta micotoxina estrogénica, 

semelhante ao estrogénio de ocorrência natural.  

Atualmente há uma crescente conscientização sobre a importância dos fungos e micotoxinas 

na água. Assim, considerou-se essencial determinar a concentração de ZEA nas águas de 

superfície, em Portugal. As amostras foram colhidas em dois períodos, ou seja, entre 

setembro a novembro de 2014 e fevereiro a abril de 2015. 

A metodologia analítica baseada na extração/purificação da amostra, com recurso a filtração 

e purificação com colunas IAC, bem como à para deteção e quantificação por cromatografia 

líquida com deteção por massa em tandem (LC-MS/MS), foi validada com a finalidade de 

avaliar a ZEA, em águas de superfície. 

A linearidade da ZEA, em fase móvel, entre 2,5 ng/mL e 50 ng/mL, R2=0,9997, e na matriz, 

preparada entre 5 e 100 ng/L, R2=0,9999, foram adequadas. O efeito de matriz obtido foi de 

100,05%. As recuperações variaram entre 85,22% e 100,30% e a repetibilidade intra-dia 

entre 0,54% e 1,73% e inter-dia entre 0,49% e 3,67%. O LOD e o LOQ foram 1,82 e 5,53 

ng/L, respetivamente. 

Foi avaliado o teor em ZEA em 38 amostras. Nove amostras (23,68%) estavam 

contaminadas, com teores que oscilaram entre 5,59 e 82,56 ng/L, sendo o teor médio de 

16,77 ng/L. Umas das amostras, especificamente do rio Xarrama, em Évora, revelou uma 

concentração considerável de ZEA, 82,56 ng/L, o valor mais alto detetado e conhecido até 

ao momento. Entre os dois períodos analisados, outono e primavera, não se verificou a 

existência de diferenças significativas, P=0,09. 

 A incidência de amostras positivas (23,68%), indica que esta micotoxina pode ser um 

contaminante relativamente frequente na água de superfície. 

 

Palavras chave: micotoxinas, fusarium, zearalenona, água de superfície, LC-MS/MS. 
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ABSTRACT 

Mycotoxins are toxic secondary metabolites naturally occurring, produced by fungal species such as 

Aspergillus spp., Fusarium spp., Penicillium spp. Contamination of foods and agricultural products by 

fungi capable of producing these toxins can occur in the field before and / or after harvest, during 

transportation and storage of the product. Zearalenone (ZEA) is a non-steroidal estrogenic 

mycotoxin produced by several species of fungi of the genus Fusarium. 

The ZEA toxicity is related to the chemical structure of estrogenic mycotoxin, similar to naturally 

occurring estrogen. 

Currently there is a growing awareness of the importance of fungi and mycotoxins in the water. 

Thus, it was considered essential to determine the concentration of ZEA in surface waters in 

Portugal. Samples were taken in two periods, ie from September to November 2014 and from 

February to April 2015. 

An analytical methodology based on extraction/purification of the sample, using filtation/IAC 

columns as well as detection and quantification by liquid chromatography with tandem mass 

spectrometry (LC-MS/MS) has been validated in order to evaluate the ZEA in surface water. 

The linearity of ZEA, in mobile phase, from 2.5 ng/mL and 50 ng/mL, R2 = 0.9997, and in the matrix, 

prepared from 5 to 100 ng/L, R2 = 0.9999, were adequate. The matrix effect obtained was100.05%.  

Recoveries ranged between 85.22% and 100.30%, and the intra-day repeatability between 0.54% 

and 1.73% and inter-day between 0.49% and 3.67%. The LOD and the LOQ were 1.82 and 5.53 

ng/L, respectively. 

The content of ZEA in 38 samples was evaluated. Nine of them (23.68%) were contaminated with 

levels ranging between 5.59 and 82.56 ng/L. The average level was 16.77 ng/L. One of the samples, 

specifically from Xarrama river in Évora, revealed a considerable concentration of ZEA, 82.56 ng/L, 

the highest value detected as far as we know. Statistical differences between the two analyzed 

periods, Autumn and Spring, were not observed, P=0.09. 

The incidence of positive samples (23.68%) indicates that mycotoxins can be a relatively frequent 

contaminant on the surface of water. 

 

Keywords: mycotoxins, Fusarium, zearalenone, surface water, LC-MS/MS. 
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1.1 Micotoxinas 

Existem milhares de metabolitos secundários produzidos por fungos, sendo o seu número 

total ainda desconhecido (Paterson, Venâncio e Lima et al., 2004). Alguns deles são tóxicos 

para humanos e animais, e como tal são designados por micotoxinas (Kelley et al., 2003). 

Já foram isoladas e quimicamente caracterizadas mais de 300 micotoxinas, mas somente 

alguns destes compostos têm sido objeto de intensa investigação, não só devido à 

ocorrência frequente em diversos alimentos, mas sobretudo pela sua toxicidade (Martins, 

2003). 

O termo micotoxina deriva da palavra grega “mykes”, que significa fungo, e da latina 

“toxicum”, que significa veneno ou toxina (Gonçalez et al., 2005). 

As micotoxinas são metabolitos secundários tóxicos de ocorrência natural, produzidas por 

espécies fúngicas como Aspergillus spp., Fusarium spp., e Penicillium ssp. (Goswami e Kistler, 

2004). 

Ao contrário dos metabolitos primários, que são essenciais ao crescimento do fungo, os 

metabolitos secundários são formados durante o final da fase exponencial de crescimento e, 

aparentemente, não possuem significado para o crescimento ou metabolismo do organismo 

produtor (Bennett e Klich, 2003). 

As micotoxinas são moléculas de baixo peso molecular e são específicas, geneticamente, de 

um grupo de espécies dentro de cada género. São um conjunto de moléculas toxicológica e 

quimicamente heterogéneas e têm como característica comum o facto de, em baixas 

concentrações, poderem causar doenças ou morte em seres humanos e outros vertebrados 

(Bennett e Klich, 2003). 

No que respeita à sua presença e perigosidade realçam-se as micotoxinas especificadas na 

tabela I. 

A contaminação de alimentos e produtos agrícolas por fungos capazes de produzir estas 

toxinas pode ocorrer no campo, antes e/ou após a colheita, e durante o transporte e 

armazenamento do produto. Vários fatores contribuem para a sua produção tais como, as 

condições edafo-climáticas, como a atividade de água, a temperatura, a luminosidade, o pH, a 

presença de oxigénio e de dióxido carbono e ainda os nutrientes disponíveis (Georgianna e 

Payne, 2009; Knowmycotoxins, 2008).  
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Tabela 1 - Principais espécies fúngicas responsáveis pela produção de micotoxinas 

(adaptado de Marques, 2007). 

Micotoxina Espécies Produtoras  

Aflatoxinas Aspergillus flavus; A. parasiticus 

Ocratoxina A 
Aspergillus ochraceus; A. alliaceus; A. niger; A. 

carbonarius, Penicillium verrucosum; P. nordicum 

Tricotecenos Fusarium spp. 

Zearalenona F. graminearum e outras Fusarium spp. 

Fumonisinas F. moniliforme (=F. verticillioides); F. proliferatum 

A contaminação de alimentos e produtos agrícolas por fungos capazes de produzir estas 

toxinas pode ocorrer no campo, antes e/ou após a colheita, e durante o transporte e 

armazenamento do produto. Vários fatores contribuem para a sua produção tais como, as 

condições edafo-climáticas, como a atividade de água, a temperatura, a luminosidade, o pH, a 

presença de oxigénio e de dióxido carbono e ainda os nutrientes disponíveis (Georgianna e 

Payne, 2009; Knowmycotoxins, 2008).  

As micotoxinas ocorrem numa variedade de culturas, algumas com elevada importância 

económica como o milho, o trigo e outros cereais, em especiarias, plantas medicinais, frutos 

secos, café, vinho, entre outras (Goswami e Kistler, 2004; Murphy et al., 2006). 

São ubíquas na natureza, acabando por ser ingeridas involuntariamente, quando são 

consumidos alimentos de origem vegetal contaminados. Por se tratar de contaminantes 

naturais não é possível eliminar completamente a sua presença dos alimentos, mas o seu 

nível pode e deve ser reduzido tanto quanto seja tecnologicamente possível, para que não 

representem risco para a saúde pública (Bennett e Klich, 2003). 

A Organização das Nações Unidas para a Agricultura e Alimentação (FAO) estima que cerca 

de 25% das culturas, no mundo, são afetadas por micotoxinas a cada ano, emergindo como 

preocupação mundial na área de Segurança Alimentar, Saúde Pública e Animal. As perdas 

anuais estão estimadas em cerca de 1 bilhão de toneladas de alimentos e derivados. As 

perdas económicas relevantes ocorrem por perda no rendimento das culturas devido à 

ocorrência de doenças causadas pelos fungos toxigénicos, pelo valor reduzido da cultura 

sujeita a contaminação com micotoxinas, por perdas na produtividade animal devido a 

problemas de saúde relacionados com as micotoxinas e pelos custos associados à saúde 

humana (Bhat, Rai e Karim, 2010; Hussein e Brasel, 2001; Zain, 2011). 
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É conhecido que representam um problema económico a nível mundial, devido à sua elevada 

resistência em matérias-primas e em alimentos compostos para animais e humanos, assim 

como a dificuldade no seu controlo e eliminação. As micotoxinas apresentam, no geral, uma 

grande estabilidade química, o que permite a sua persistência nos alimentos, mesmo após a 

remoção dos fungos pelos processos usuais de industrialização e embalagem (Oliveira, 

2006). São bastante resistentes a tratamentos térmicos, como os utilizados no 

processamento alimentar, quer quando estão sujeitos a altas ou baixas temperaturas, como a 

cozedura ou congelação (Marques, 2007), pelo que a sua eliminação dos produtos finais é 

inviável (Santin, 2005). 

Nos últimos anos, as infestações por fungos nas culturas têm aumentado devido a fatores 

como as mudanças nas práticas de cultivo, diminuição da rotação de culturas (Champeil et 

al., 2004), mas também devido às alterações climáticas (Madgwick et al., 2011). 

A principal via de exposição dos animais a micotoxinas é efetuada através da ingestão de 

alimentos contaminados, apesar de existirem casos esporádicos de inalação de micotoxinas e 

contacto dérmico (Serra, 2005). 

Quando ingeridas, as micotoxinas são metabolizadas pelo fígado e seguidamente exercem 

efeitos deletérios em vários órgãos e sistemas do organismo, demonstrando propriedades 

tóxicas para animais e humanos (CAST, 2003a). 

As intoxicações humanas e de animais associadas à ingestão de produtos alimentares 

contaminados com estes metabolitos tóxicos, denominam-se micotoxicoses. Os alimentos 

contaminados podem originar toxicidade aguda, efeito imediato provocado por 

concentrações elevadas, ou crónica, provocada por pequenas concentrações e longos 

tempos de exposição (Fonseca, 2001). 

O grau de toxicidade varia em função das características da micotoxina, podendo mesmo 

ocorrer alterações durante a sua metabolização no organismo, umas vezes com a perda de 

toxicidade, outras vezes levando à formação de metabolitos mais tóxicos (Cigić e Prosen, 

2009). Consequentemente, a avaliação dos seus efeitos adversos na saúde torna-se uma 

tarefa complexa, sendo muitas vezes dificultada pela coocorrência de várias micotoxinas e 

pelo facto de uma multiexposição poder incorrer em efeitos aditivos, sinérgicos ou 

antagónicos entre si (Ficheux, Sibiril e Parent-Massin, 2012). 

Os efeitos das micotoxicoses dependem da quantidade e duração da exposição, mas também 

do tipo de micotoxinas em causa e do seu mecanismo de ação específico, da espécie animal 

http://www.mdpi.com/search?authors=Irena%20Kralj%20Cigi%C4%87
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envolvida, da idade, do estado de saúde e do estado nutricional, da dose, da duração e via de 

exposição (Aljicevic et al., 2008; Bennett e Klich, 2003; Bhatnagar, Yu e Ehrlich, 2002). 

Os sinais e sintomas das micotoxicoses vão desde lesões de pele, sintomas de 

hepatotoxicidade, nefrotoxicidade, neurotoxicidade, hematotoxicidade ou genototoxicidade, 

podendo ocasionar a morte. As micotoxinas podem ainda apresentar efeitos mutagénicos, 

teratogénicos, carcinogénicos ou imunossupressores, neurotóxicos, antibacterianos e 

hormonais (Cole e Cox, 1981; JECFA, 2001; Kelley et al., 2003; Torrado, 2007).  

Várias micotoxinas foram classificadas pela Agência Internacional para a Investigação de 

Cancro (IARC) como carcinogénicos para humanos, grupo 1, como a aflotoxina B1, ou 

carcinogénicos possíveis (Grupo 2B), casos da ocratoxina A e das fumunisinas (IARC, 1993). 

 

I.2 Zearalenona 

I.2.1 Características físico-químicas 

A zearalenona (ZEA) é uma micotoxina estrogénica não esteróide produzida por diversas 

espécies de fungos do género Fusarium (F.), nomeadamente F. graminearum (Gibberella zeae), 

F. culmorum, F. cerealis, F. equiseti, F. crookwellense e F. semitectum (Glenn, 2007; Gromadzka et 

al., 2009). 

O F. graminearum foi isolado pela primeira vez no solo de Buckinghamshire, na Inglaterra 

(Dixon, 1998), enquanto a história do estrogenismo e as observações que levaram à 

descoberta da micotoxina foram descritas por Mirocha, Christensen e Nelson (1971). 

A denominação zearalenona provém do fungo “Gibberella zeae” (forma sexuada do F. 

graminearum), visto ser este o seu principal produtor, mas também pelas características da 

sua estrutura química (Zinedine et al., 2007). Assim, o seu nome resulta da combinação de 

Gibberella zeae (zea), de se tratar de uma lactona do ácido resorcílico (ral), da existência de 

uma dupla ligação entre o C-1’ e o C-2’ (eno) e da presença da cetona em C-6’ (ona) (figura 

1) (Urry et al., 1966).  

A fórmula empírica desta micotoxina é C18H22O5. Quimicamente trata-se de uma lactona do 

ácido 6-(10-hidroxi-6-oxo-trans-1-undecenil-)-β-resorcílico, evidenciada na figura 1,  cujo 

peso molecular é 318,147 g/mol .   
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Figura 1. Estrutura química da ZEA (Mizutani, Nagatomi e Mochizuki, 2011). 

A estabilidade da ZEA é consideravelmente elevada, não se degrada a altas temperaturas, 

sendo considerada bastante persistente no ambiente (Ryu et al., 2003). 

É uma substância branca e cristalizável, solúvel em metanol (MeOH) e outros álcoois, éter 

dietílico, benzeno, acetonitrilo (ACN), acetato de etilo, com ponto de fusão a 165 ºC 

(Marques, 2007). É moderadamente solúvel em água. Segundo alguns investigadores essa 

solubilidade é de 5,2 mg/L (Megharaj, Garthwaite e Thiele, 1997) e de acordo com outros 

oscila entre 2,6-4,8 (tabela 2). O log KOW é 3,7 (Lemke, Grant e Phillips, 1998), o que indica 

alguma mobilidade no ambiente e um certo potencial de sorção (a absorção e a adsorção 

ocorrem em simultâneo) e retenção em sistemas do solo (Ryu et al., 2003). 

Tabela 2 - Propriedades físico-químicas da ZEA (adaptado de Bucheli et al., 2005). 

a - Lemke et al. (1998); n.a.: não avaliado. 

Apresenta uma fluorescência azul-esverdeada, quando excitada com luz ultravioleta de ondas 

longas de 360 nm e uma fluorescência verde mais intensa quando é excitada com luz 

ultravioleta de ondas curtas de 254 nm (OMS, 1983). 

Além da ZEA existem os seus metabolitos que apresentam conformações semelhantes, 

como o α-zearalenol (α-ZOL), β-zearalenol (β-ZOL), α-zearalanol (α-ZAL) e β-zearalanol 

(β-ZAL) (figura 2) (EFSA, 2011). Estes metabolitos são produzidos por fungos, embora em 

quantidades reduzidas, o mesmo não se verificando quando estes resultam da metabolização 

da ZEA no organismo animal, cuja concentração é significativamente superior (Zinedine et 

al., 2007). 

Micotoxina Solubilidade em 

água 

log KOW pKa Pressão do 

vapor  (mg/L) (-) (-) (Pa) 

ZEA 2,6 - 4,8a 3,7a 7,6a n.a. 
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À semelhança da ZEA, estes compostos pertencem ao grupo de lactonas de ácido 

resorcílico. O α-ZOL é o que evidencia maior potencial estrogénico, três a quatro vezes 

superior ao da ZEA, seguindo-se a ZEA e o β-ZOL (Celius et al., 1999; Krska e Josephs, 

2001; Malekinejad, Maas-Bakker e Fink-Gremmels, 2006; Minervini et al., 2001; Richardson, 

Hagler e Mirocha, 1985). Tratando-se de derivados hidroxilados da ZEA, são mais polares 

do que esta (Llorens et al., 2002). 

Importa ainda referir que a ZEA e os seus metabolitos foram avaliados pela IARC e foram 

classificados, no grupo 3, não sendo possível a sua classificação como carcinogénicos para o 

ser humano, baseado na informação científica disponível (IARC, 1999). 

 

α-zearalenol (α-ZOL) α-zearalanol (α-ZAL) 

 

β-zearalenol (β-ZOL) β-zearalanol (β-ZAL) 

Figura 2. Estrutura química do α-zearalenol, β-zearalenol, α-zearalanol e β-zearalanol 

(adaptado de Mizutani, Nagatomi e Mochizuki, 2011). 

 

I.2.2 Toxicocinética 

1.2.2.1 Absorção e Distribuição  

A ZEA é rapidamente absorvida após administração oral (Avantaggiato, Havenaar e Visconti, 

2003; Cavret e Lecoeur, 2006). Embora o grau de absorção seja difícil de quantificar devido à 
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extensa excreção biliar, assume-se que é extensamente absorvida em ratos, coelhos e 

humanos (Kuiper-Goodman, Scott e Watanabe, 1987; Zinedine et al., 2007). 

Em suínos, após a administração de uma dose oral única de 10 mg/kg de peso corporal (p.c.) 

foi estimada uma absorção de 80-85% (Biehl et al., 1993), verificando-se que após a 

administração, a mesma se distribui pelos órgãos reprodutores (ovário e útero), tecido 

adiposo, tecido intersticial e células dos testículos (Kuiper-Goodman, Scott e Watanabe, 

1987; Ueno et al., 1977). 

Em ratos macho, o tempo estimado para a eliminação da ZEA não conjugada foi de 0,6-2,8 

horas após administração intravenosa, e 16,8 horas após administração oral. Este resultado 

evidência a importância da recirculação entero-hepática no metabolismo e distribuição da 

ZEA nesta espécie (Shin et al., 2009). 

A ZEA é amplamente distribuída nos tecidos e trato gastrintestinal (GI), incluindo rim, 

fígado, tecido adiposo, pulmão, coração, baço, músculo, cérebro e testículos (Shin et al., 

2009). A metabolização da ZEA inicia-se no fígado, com uma redução da molécula por ação 

das hidroxiesteróide-desidrogenases (HSDs), de que resultam dois metabolitos, o α-

zearalenol e o β-zearalenol (figura 2), tendo o α-zearalenol atividade estrogénica mais 

potente que a ZEA ou o β-zearalenol (Malekinejad, Maas-Bakker e Fink-Gremmels, 2005). 

De salientar que a ZEA é distribuída para os tecidos alvo de estrogénio, tais como o útero, 

as células intersticiais dos testículos e os folículos do ovário, podendo mesmo ficar retida em 

tecidos adiposos (Kuiper-Goodman, Scott e Watanabe, 1987). 

A ZEA e os respetivos metabolitos foram identificados no plasma de suíno, sendo que a sua 

eliminação está intimamente relacionada com a formação de glucuronido, o metabolito 

reduzido, α-ZOL, e o seu glucuronido conjugado (Biehl et al., 1993). O tempo de 

concentração do α-ZOL e da ZEA no plasma é diferente, sendo as suas semi-vidas de 2,94 e 

2,63 horas, respetivamente (Dänicke et al., 2005). 

Foi também demostrada a transferência placentária de ZEA e α-ZOL em ratos fêmea, após 

administração intravenosa. Os níveis de ZEA e α-ZOL encontrados no feto foram de 5 a 

38% e 2 a 6%, respetivamente. Os níveis hepáticos maternos e os níveis na placenta 

duplicaram face aos encontrados no feto (Bernhoft et al., 2010). 

A literatura disponível relativa ao estudo das propriedades biológicas da ZEA para espécies 

aquáticas é limitada. Woźny et al. (2012) investigaram trutas arco-íris juvenis, e após 24, 72 e 

168 horas de exposição intraperitoneal a uma dose de 10 mg/kg p.c. constataram que a 
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referida exposição não causou quaisquer diferenças significativas nas aminotransferases, 

aminotransferase (AspAT) e alanina aminotransferase (AlaAT), nos níveis de atividade, ou de 

glicose no plasma dos peixes entre quaisquer grupos experimentais ou tempo avaliados (0, 

24, 72, 168 h). A exposição durante as 168 h foi demasiado baixa para provocar alguma lesão 

hepática na truta arco-íris, embora tenha interferido nos processos de coagulação do sangue 

e armazenamento do ferro (Woźny et al., 2012). 

Recentemente, a ZEA foi detetada no fígado e intestinos e, com maior evidência, nos ovários 

de trutas arco-íris, como evidencia a tabela 3 (Woźny et al., 2013).     

Tabela 3 - Concentração de ZEA em órgãos de truta arco-íris (adaptado de Woźny et al., 

2013). 

Amostra 

Concentração de ZEA [ μg.kg− 1] 

Truta I Truta II Truta III 

Intestino 

Fígado 

Ovário 

Músculo 

n.d. 

n.d. 

<2,0 

n.d. 

<2,0 

<2,0 

7,1 ± 3,2 

n.d. 

<2,0 

n.d. 

<2,0 

n.d. 

n.d. – não detetado. 

 

1.2.2.2 Metabolismos e Excreção  

As diferentes espécies animais reagem de forma diferente quando expostas à ZEA, facto que 

pode estar correlacionado com a biotransformação hepática desta micotoxina (Malekinejad, 

Maas-Bakker e Fink-Gremmels, 2006). 

A EFSA (2011) explana três via importantes na biotransformação da ZEA em animais e 

humanos (figura 3): 

1. Redução enzimática da ZEA, catalisada pela 3α- e 3β-hidroxiesteróide desidrogenases 

(HSDs), que produzem α- e β-zearalenol, respetivamente, e quantidades inferiores dos 

correspondentes α- e β-zearalanol.  

2. A ZEA também pode ser monohidroxilada por citocromos P450 (CYPs) recombinantes 

humanos (Bravin et al., 2009; Pfeiffer et al., 2009) e nos microssomas do fígado humano in 

vitro (Bravin et al., 2009). 



11 

A hidroxilação ocorre na posição 6/8 (alifática) e na posição13/15 (aromática). Estudos 

com a oxidação da ZEA por isoformas de CYP recombinantes humanos sugerem que o 

CYP 1A2 é a principal isoforma com a menor contribuição para o CYP 3A4 (Pfeiffer et 

al., 2009). Os principais metabolitos oxidativos parecem surgir através da hidroxilação 

aromática e são catecóis. 

3. Ainda é sugerida a conjugação de ZEA e dos seus metabolitos reduzidos com o ácido 

glucurónico e com sulfato, sendo catalisada pela uridina difosfato glucuronosiltransferases 

(UGTs) e pelas sulfotransferases (SULTs), respetivamente. 

Com base nos estudos in vitro, a ZEA, o α- e β-ZOL e os metabolitos mais reduzidos (α- 

e β-ZAL) são glucoronisados tanto no fígado e no intestino, como em outros órgãos 

extra-hepáticos, quer nos seres humanos quer em outras espécies animais (Pfeiffer et al., 

2010).  

Com base nos resultados in vitro, utilizando UGTs das microssomas hepáticas humanas, 

foi identificado como maior glucuronido formado in vivo o 14-O-glucuronido (Pfeiffer et 

al., 2010).  

Em humanos estas enzimas atuam na presença da nicotinamida adenina dinucleotido 

reduzido (NADH) exercendo a sua função na regulação das hormonas esteróides ao nível de 

recetores. Caso esta exposição seja prolongada, a ZEA compete com as hormonas 

esteróides (Thomas et al., 2004). 

A hidroxilação da ZEA a α-ZOL é um processo de ativação, enquanto a β-ZOL é um 

processo de desativação (Fink-Gremmels e Malekinejad, 2007). 

Ou seja, estas vias sintetizam a redução do grupo cetona da ZEA para zearalenol (ZOL) e a 

conjugação com ácido glucurónico para formar glucuronido (Bories et al., 1991; Fitzpatrick, 

Arbuckle e Hassen, 1988; Migdalof et al., 1983). 

Relativamente ao modo de excreção, este varia entre espécies. Os metabolitos podem ser 

excretados como compostos livres ou conjugados com o ácido glucurónico. Depois da 

conjugação estes serão eliminados via biliar, urinária e fecal. 

Nos suínos, cerca de 45% dos metabolitos são eliminados pela bílis, com a circulação entero-

hepática, e apenas 7% através das fezes. Esta baixa concentração mostra que existe um 

processo de reabsorção dos metabolitos excretados pela bílis (Biehl et al., 1993). A porção 

eliminada pela bílis é reabsorvida, metabolizada pelas células da mucosa intestinal, entra no 

fígado e na circulação sistémica via veia porta (Hagler et al., 2001). 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Sulfotransferase
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13-Hidroxizearalenona 

 

15-Hidroxizearalenona 

 

6/8-Hidroxizearalenona 

 

 

Zearalenona 

 

 

 

Zearalenona-14-glucuronido 

 

 

α- e β-ZOL 

 

Zearalenona-16-glucuronido 

 

Figura 3. Metabolismo da ZEA - principais metabolitos e enzimas envolvidas na 

biotranformação da micotoxina (EFSA, 2011). 

Nos seres humanos verifica-se a ausência de dados farmacocinéticos sobre a ZEA, pelo que 

o metabolismo in vivo se baseia numa única experiência. A ZEA, o α-ZOL e o β-ZOL foram 

encontrados na urina de um voluntário do sexo masculino 6, 12 e 24 h, após a ingestão de 

uma dose oral única de 100 mg de ZEA. Os teores encontrados foram de 3,7 e 3 µg/mL, não 
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sendo detetado β-ZOL, após 6 h; 6,9, 6 e 2,7 µg/mL após 12 h; e 2,7, 4 e 2 µg/mL após 24 h, 

respetivamente (Mirocha, Pathre e Robison, 1981). Pelo que foi estimado que cerca de 10-

20% da dose ingerida de ZEA foi recuperada na urina, após 24h (Metzler, Pfeiffer e 

Hildebrand, 2010). Em outro estudo que incidiu sobre 163 amostras de urina, obtidas de 

raparigas residentes nos USA, foi possível detetar predominantemente ZEA e α-ZOL. No 

entanto, apenas os metabolitos livres foram quantificados, não tendo sido realizada nenhuma 

hidrólise enzimática (Bandera et al., 2011). 

Considera-se que, para a grande maioria das espécies, a maior parte da ZEA administrada é 

excretada num período de 72 horas (Kuiper-Goodman, Scott e Watanabe, 1987). 

Efetivamente as espécies animais apresentam diferentes suscetibilidades à ZEA, de acordo 

com as diferenças no seu metabolismo hepático e extra-hepático (Malekinejad, Maas-Bakker 

e Fink-Gremmels, 2005).  

 

I.2.3 Atividade estrogénica da ZEA vs estrogénios naturais 

A atividade estrogénica da ZEA é comparável com a dos estrogénios naturais (Le Guevel e 

Pakdel, 2001).  

A afinidade da ligação da ZEA e dos seus metabolitos para os recetores de estrogénio ERα 

(estrogénio recetor alfa) e ERβ (estrogénio recetor beta) tem sido demonstrada em estudos in vitro. 

O padrão de expressão de ERα e ERβ difere entre os tecidos, grupos etários, espécies animais e 

raças. Daí a extrapolação dos resultados obtidos de umas espécies em relação a outras ser apenas 

qualitativa. 

Existe a evidência crescente de que a ZEA fomenta a ligação dos recetores de estrogénio, 

mas também de que é um substrato para várias enzimas envolvidas na síntese de hormonas 

esteróides. Como mencionado anteriormente, a biotransformação de ZEA é catalisada pelas 

hidroxiesteróide-desidrogenases (HSDs), que desempenha um papel importante na regulação 

da homeostase hormonal, no nível pré-recetor. Como a ZEA compete com os substratos 

fisiológicos, irá afetar os níveis de hormonas no seu destino. (Fink-Gremmels e Malekinejad, 

2007). 

Devido a este potencial estrogénico, a ZEA pertence a um grupo de substâncias químicas 

classificadas como compostos desreguladores endócrinos (EDC). De acordo com as 

definições atuais, um desregulador endócrino é uma substância química natural ou sintética 

que exerce a atividade endócrina e para a qual tenha sido demonstrada uma ligação plausível 
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entre a atividade endócrina e efeitos adversos em animais e/ou humanos. Em contraste, as 

substâncias ativas endócrinas são substâncias que podem interagir com qualquer 

componente do sistema endócrino, como demonstrado em células que são capazes de 

sintetizar hormonas esteróides nas condições de cultura. No entanto, tais mudanças 

(temporárias) não indicam necessariamente um efeito adverso em condições in vivo, onde os 

mecanismos de regulação e feed-back compensatórios controlam a homeostase hormonal 

(EFSA, 2013).  

A característica fulcral da estrutura química de ZEA é a sua capacidade para se ligar ao 

recetor de estrogénio (ER) e induzir a expressão de genes sensíveis ao estrogénio (Woźny 

et al., 2012). Esta micotoxina está identificada como um desregulador endócrino pois não só 

se liga a ambas as classes de recetores de estrogénio, mas também interage com as 

hidroxiesteróides desidrogenases (HSDs) envolvidas na síntese de hormonas endógenas 

(Fink-Gremmels e Malekinejad, 2007; Frizzell et al., 2011). 

Em comparação com muitos desreguladores endócrinos sintéticos, o seu recetor de 

estrogénio (ER) revela afinidades na ligação estabelecida, sendo a sua potência estrogénica 

várias vezes identificada como sendo superior face a outros estrogénios ambientais, pelos 

vários ensaios de teste in vitro ou em sistemas in vivo (tabela 4) (Coldham et al., 1997; Eriksen 

et al., 2000; Kuiper et al., 1998; Le Guevel e Pakdel, 2001; Leffers et al., 2001; Matthews et al., 

2000; Shier et al., 2001; Stahl et al., 1998).  

Tabela 4 - Afinidades e potências estrogénicas em hormonas naturais (Coldham et al., 1997; 

Matthews et al., 2000). 

RBAs-afinidades de ligação relativa ao ER; RP-potências estrogénicas relativas.  

Portanto, a ZEA e os seus metabolitos têm efeitos estrogénicos, devido à semelhança 

estrutural com o 17β-estradiol (E2). São capazes de adotar a conformação molecular, que se 

Hormonas 

naturais 

RBAs 

Humanos 

RP 

 Ratos 

Truta Humanos 

17β-estradiol (E2) 100 100 100 100 

Estrona (E1) 

 

45 28 14 9,6 

Estriol (E3) 

 

28 13 3,7 0,63 

ZEA 

 

9,3 12 82 0,26 

α-ZOL 

 

48 53 267 8,7 

β-ZOL 

 

13 11 91 0,066 
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assemelha não só ao 17β-estradiol endógeno (figura 4), mas também à estrona e estriol 

(Gromadzka et al., 2009). Manifestam a sua atividade fisiológica ao ligar-se ao recetor 

citosólico proteico, sendo deslocado do complexo recetor de estrogénios para o núcleo, de 

forma análoga às hormonas esteróides (Krogh, 1987), e assim perpetuam a ligação aos 

recetores de estrogénio (ERs) em células alvo, exercendo ações estrogénicas (agonistas) 

(Massart e Sagges, 2010). 

A interação destes compostos com os recetores de estrogénio humano em competição com 

o 17β-estradiol foi também relatada (Miksicek, 1994; Kuiper et al., 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

A competição da ZEA e dos seus metabolitos com o 17β-estradiol, pelos recetores 

estrogénicos celulares, explica os efeitos anabólicos e estrogénicos observados em diversas 

espécies (Diekman e Green, 1992).  

A ZEA apresenta maior potencial estrogénico quando comparada com o 17β-estradiol, 

devido ao seu modo de ação e ao tempo de permanência no núcleo das células (Gaumy et 

al., 2001). 

Embora a maioria das propriedades biológicas de ZEA seja atribuída ao efeito agonista no 

ER, o composto foi encontrado a produzir certas respostas biológicas que não parecem 

simplesmente ser devidas à sua atividade estrogénica. Até porque a ZEA foi recentemente 

classificada como uma micotoxina altamente oxidante (El Golli-Bennour e Bacha, 2011), 

sugerindo que o dano oxidativo pode ser o efeito tóxico predominante da ZEA (Woźny et 

al., 2012). 

 

 

Figura 4. Estrutura química da molécula de 17β-estradiol (Nature Chemical Biology, 2015). 
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I.2.4 Efeitos fisiológicos e toxicidade  

Apesar dos avanços na compreensão dos mecanismos de toxicidade das micotoxinas, pouco 

se sabe sobre os efeitos tóxicos da exposição à ZEA em vertebrados aquáticos, peixes em 

particular (Woźny et al., 2012). 

Os efeitos fisiológicos mais relevantes que podem ser atribuídos à ZEA devem-se à sua forte 

capacidade de interferência nos processos anabólicos em animais e espécies aquáticas, bem 

como no Homem, devido à sua atividade estrogénica (Marques, 2007), pelo que a toxicidade 

da ZEA e dos seus metabolitos está relacionada com a sua estrutura química, semelhante à 

dos estrogénios de ocorrência natural, isto é, do estradiol, estrona e estriol (Gromadzka et 

al., 2009).  

 

I.2.4.1 Aguda 

Reconhece-se que a ZEA apresenta baixa toxicidade aguda por via oral, após estudos 

realizados em murganhos, ratos e porcos (DL50 por via oral superior a 2000 mg/kg p.c.) pela 

União Europeia e pela Organização Mundial de Saúde (OMS) (Alldrick, 2000; EFSA, 2011). 

Em peixes, embora sejam limitados os estudos, os ensaios de toxicidade de curto prazo 

revelam alguns efeitos da exposição à ZEA. Em 1987, constatou-se que exposição de peixes-

zebra (Danio rerio) a concentrações até 3200 ng/L não induzia a sua mortalidade, pelo que os 

peixes se encontravam saudáveis, não apresentando sinais de modificação comportamental. 

Uma exposição de 3200 ng/L, até 21 dias, não se traduziu em efeitos tóxicos agudos graves. 

Este estudo está de acordo com os dados de outros estudos toxicológicos demonstrando 

que, além de efeitos estrogénicos, a ZEA exibe uma baixa toxicidade aguda em muitas 

espécies animais (Kuiper-Goodman, Scott e Watanabe, 1987).  

Foi observada indução de vitelogenina (vtg) em algumas espécies. As vitelogeninas são 

precursoras das proteínas, sintetizadas pelo fígado e libertadas na corrente sanguínea, dando 

origem às proteínas vitelínicas que são as principais reservas nutricionais para o 

desenvolvimento do embrião. A indução significativa de vtg verificou-se após 7 dias de 

exposição a uma concentração de 1 e 10 mg/kg de ZEA através de injeção intraperitoneal 

em salmão juvenil do Atlântico (Salmo salar) (Arukwe et al., 1999) e no fígado de trutas arco-

íris (Oncorhynchus mykiss) (Woźny et al. 2010). 

Johns et al. (2011) analisou uma espécie de água doce frequentemente encontrada na 

América do Norte designada vairão (Pimephales promelas), a qual foi exposta a 

concentrações de ZEA de 2, 10 e 50 ng/L, por 6 dias. Todos os níveis de exposição 
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resultaram em aumentos relativos no tamanho do corpo. Também se verificaram anomalias, 

tais como edema de pericárdio e saco vitelino, quando os peixes foram sujeitos à 

concentração mais elevada. 

Um estudo realizado em embriões do peixe-zebra (Danio rerio) menciona que a principal 

anormalidade detetada durante os ensaios de toxicidade (5 dias) foi a alteração da curvatura 

para cima do eixo do corpo, observada a partir de 250 µg/L de ZEA (Bakos et al., 2013).  

Em 2012, Woźny et al. ao avaliarem os parâmetros bioquímicos selecionados em trutas arco-

íris (Oncorhynchus mykiss), expostas a uma dose de 10 mg/kg de ZEA durante 168 h, não 

encontraram quaisquer diferenças significativas na atividade da AlaAT, AspAT ou nos níveis 

de glicose no plasma do peixe. A dose aplicada foi considerada demasiado baixa para 

fomentar lesões hepáticas e influenciar os marcadores hepáticos. Verificaram ainda uma 

ligeira tendência de aumento do tempo de coagulação do sangue, especulando que a 

micotoxina pode afetar o processo de coagulação do sangue deste peixe. Também 

observaram uma diminuição significativa de ferro no fígado e nos ovários dos peixes 

expostos, evidenciando que a ZEA interfere na coagulação do sangue e nos processos de 

armazenamento do ferro. 

Os autores anteriormente referidos (Woźny et al., 2012) consideram que o efeito tóxico da 

ZEA depende da dose, do tempo de exposição, da espécie animal e do género. Em outras 

espécies animais, como coelhos fêmea, após 14 dias de exposição oral a uma dose de 100 

µg/kg p.c. resultou num aumento significativo da atividade AlaAT e AspAT (Čonková et al., 

2001), não tendo sucedido o mesmo em ratos macho (Stadnik e Borzęcki, 2009).  

 

 I.2.4.2 Subaguda e subcrónica 

Em relação à toxicidade subaguda e subcrónica, os efeitos da micotoxina relacionam-se com 

a sua capacidade para se ligar aos recetores estrogénicos, o que leva a alterações no trato 

reprodutivo. Os principais sintomas detetados em animais de experimentação incluem 

diminuição da fertilidade, aumento da reabsorção do embrião e diminuição do tamanho das 

ninhadas (Alldrick, 2000; EFSA, 2011; SCF, 2000; Zinedine e Soriano, 2007). 

Em animais ovíparos, incluindo peixes, a ZEA imita a ação do estrogénio natural, 17β-

estradiol, ligando-se a recetores de estrogénio das células (ERs), ativando os genes que 

codificam a vitelogenina, podendo afetar a reprodução dos peixes (Arukwe et al., 1999; Chen 

et al., 2010; Woźny et al., 2008).  
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Um dos primeiros estudos em espécies aquáticas realizou-se em carpa (Cyprinus carpio), na 

qual foi observada uma redução no número e qualidade dos espermatozóides desta espécie, 

após exposição à ZEA (Sándor e Ványi, 1990). 

Schwartz et al. (2010) demonstraram que a exposição do peixe-zebra (Danio rerio) à ZEA 

reduzia significativamente a frequência de desova, entre 1000 e 3200 ng/L, e o tamanho da 

ninhada. Posteriormente consideraram que esta micotoxina também podia alterar a 

fecundidade relativa de uma geração para a outra (Schwartz et al., 2011). 

Outro estudo em que foi confirmado o potencial estrogénico da ZEA em peixe-zebra (Danio 

rerio) reporta que esta micotoxina influencia a diferenciação sexual e a reprodução 

registando-se redução da fecundidade, a 100 ng/L (Schwartz et al., 2011). Além disso, os 

efeitos sobre o desenvolvimento do peixe-zebra (Danio rerio) sugerem que a ZEA pode 

interagir com outras vias ontogénicas (Bakos et al., 2013). 

Como mencionado anteriormente, também outros investigadores enunciaram 

anteriormente efeitos da ZEA e dos seus metabolitos, no gene de indução dependente da 

expressão do ER, no sistema imunológico, no crescimento e na reprodução (Arukwe et 

al.,1999, Keles et al., 2002, Woźny et al., 2008, 2010). 

 

 I.2.4.3 Crónica e carcinogénese 

Embora os dados experimentais relativos aos aspetos toxicológicos da ação da ZEA em 

diferentes espécies de peixes estejam a aumentar (Arukwe et al., 1999; Schwartz et al., 2010, 

2013; Woźny et al., 2012), os estudos relativos à exposição a longo prazo são escassos. Para 

avaliar a ameaça real representada pela ZEA, em peixes, são necessários mais estudos de 

longo prazo, para assim compreender quais os efeitos deletérios nestes organismos e por 

consequência nos seres humanos, pois a exposição a longo prazo pode permitir a deteção 

de níveis de contaminação ambientalmente relevantes, permitindo avaliar a real ameaça desta 

micotoxina (Bakos et al., 2013). 

Nos ensaios de toxicidade a longo prazo, Schwartz et al. (2010, 2011) incluíram um período 

de depuração posterior a uma exposição de curto prazo, observando os efeitos 

transgeracionais da exposição a curto prazo à micotoxina, na primeira geração de peixe-

zebra (Danio rerio). Foi observado um aumento do peso, do comprimento do corpo, e do 

fator de condição (peso × 100/cm3) dos peixes fêmea, o que também afetou o crescimento e 

o desempenho reprodutivo da primeira geração, fomentando o desenvolvimento do género 

feminino nos peixes que sucediam a esta geração. À semelhança dos ensaios de toxicidade a 
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curto prazo, também nos de longo prazo se verificou um aumento da vtg mas, neste caso, 

não afetou a fertilidade, a eclosão, a sobrevivência embrionária e a morfologia das gónadas. 

Dependendo da gravidade da intoxicação, os animais do meio aquático revelam natação 

prejudicada, anemia, lesões no fígado, tumores e alterações da coagulação do sangue (Anh 

Tuan et al., 2002; Poston, Coffin e Combs, 1982; Santacroce et al., 2008). 

Como mencionado, são poucos os estudos de toxicidade de longo prazo em espécies 

aquáticas, pelo que se faz uma breve alusão aos principais efeitos em outras espécies animais 

expostas à ZEA, embora as diferentes espécies apresentem metabolismos e diferentes 

capacidades de resposta face à exposição, visto que em ensaios de longa duração, o efeito 

que a ZEA exerce sobre as espécies, parece depender da interação entre a ZEA e o recetor 

de estrogénio (ER) (Pallaroni, 2004). 

Num estudo do programa nacional de toxicologia encontraram-se evidências de 

carcinogenicidade em murganhos mas não em ratos (NTP, 2002). Os primeiros dados 

relativos à capacidade toxicológica da ZEA indicaram que esta tem capacidade para induzir 

lesões hepáticas adversas com posterior desenvolvimento de hepatocarcinoma (Coe et al., 

1992; NTP, 2002). Estudos realizados em murganhos durante cerca de 2 anos, com a 

administração da micotoxina, demonstraram a formação de adenocarcinomas no fígado e na 

glândula pituitária (hipófise) (Alldrick, 2000; EFSA, 2011; SCF, 2000; Zinedine et al., 2007; 

Zinedine e Soriano, 2007). 

É um facto que doses de ZEA que são relativamente superiores às concentrações que têm 

efeito hormonal podem ter efeitos genotóxicos e carcinogénicos (Mitterbauer et al., 2003).  

Deve-se ainda tomar em consideração os efeitos da ZEA na maturação do oócito no género 

feminino. Nos ovários de várias espécies animais, incluindo dos seres humanos, a expressão 

de ERα foi detetada no epitélio germinal e nas células intersticiais (Beker-Van Woudenberg 

et al., 2004; Cardenas et al., 2001; Lavoie et al., 2002). 

Estudos realizados em ratos mostraram que uma baixa concentração de ZEA é capaz de 

influenciar negativamente a expressão do gene testicular do esperma dos mesmos, in vivo. 

Detetou-se a diminuição da concentração de espermatozóides em cerca de 40% no grupo 

dos animais expostos a baixa concentração de ZEA, e ainda a perda da qualidade do 

esperma, como o aumento de espermatozóides morfologicamente anormais, tendo sido 

demonstrando que quanto mais baixa a dose de ZEA, maior o efeito sobre a qualidade do 

esperma e a expressão testicular dos genes, talvez porque uma baixa concentração de uma 
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hormona possa atuar como estimulante, enquanto uma alta concentração pode ter um efeito 

oposto ou não (Yang et al., 2007; Zatecka et al., 2014). 

Também em estudos realizados em ratos, a ZEA revelou ter propriedades hematotóxicas, na 

medida em que provocou alterações na coagulação do sangue e em parâmetros sanguíneos, 

tais como hematócrito, volume globular médio e número de plaquetas (Maaroufi et al., 

1996). 

Ao nível do sistema endócrino, a ZEA e os seus metabolitos mostraram ser capazes de se 

ligar competitivamente aos recetores estrogénicos (α e β), em sistemas in vivo e in vitro, 

sendo responsáveis pela indução da excreção de prolactina (EFSA 2011; SCF, 2000; Zinedine 

et al., 2007). 

Efetivamente, os efeitos adversos produzidos pela ZEA são consequência das perturbações 

do sistema endócrino, incluindo a indução da proliferação de células e tecidos sensíveis ao 

estrogénio, feminização das gónadas masculinas ou distúrbios reprodutivos (diminuição do 

libido, perturbação do ciclo reprodutivo, anovulação, espermatogénese perturbada, 

infertilidade, lesões neoplásicas, comportamento anormal, diminuiu da fertilidade das crias), 

osteoporose, mielofibrose na medula óssea, adenomas e deformações ósseas (Kuiper-

Goodman, Scott e Watanabe, 1987; Metzler et al., 2010; Williams et al., 1989). 

Pelos estudos realizados demonstrou-se que esta micotoxina, além de carcinogénica, tem 

efeitos hepatotóxicos, hematotóxicos, imunotóxicos e genotóxicos (Zinedine et al., 2007). 

 I.2.4.4 Efeitos em humanos 

Em humanos tem surgido alguma informação documentada em relação aos potenciais efeitos 

deletérios para a saúde, devidos à exposição à ZEA. Entre 1978 e 1981, foi relatada uma 

epidemia de puberdade precoce em Porto Rico, a qual se suspeitou ser devida à ZEA ou aos 

seus metabolitos (Sáenz de Rodriguez, 1984). Apesar destes compostos terem sido 

detetados no plasma sanguíneo, a Food and Drug Administration (FDA) falhou na sua deteção 

nos alimentos, para imputação da causalidade (Alldrick, 2000). 

Em 2000, cientistas húngaros reportaram um aumento da incidência da telarca precoce em 

crianças com idades compreendidas entre os 6 meses e os 8 anos. Neste caso, a ZEA foi 

detetada quer no sangue quer nos alimentos ingeridos pelas crianças (SCF, 2000), pelo que a 

ZEA pode ser um importante agente etiológico de intoxicação em crianças ou fetos 

expostos a esta micotoxina, resultando em telarca precoce, pubarca, e aumento da mama 

(CAST, 2003b). 
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Estudos recentes vieram provar a atividade estrogénica da ZEA em seres humanos. Foi-lhe 

imputada a capacidade de estimular o crescimento de células cancerígenas mamárias, em 

tumores estrogénio-dependentes, chegando-se mesmo a concluir que a exposição à 

micotoxina pode levar a um aumento da ocorrência de cancro da mama (EFSA, 2011; SCF, 

2000; Zinedine et al., 2007).  

1.2.4.4.1 Genotoxicidade 

A ZEA foi identificada como um agente genotóxico capaz de induzir a formação de aductos 

de ADN (complexo que se forma quando um composto químico se une a uma molécula 

biológica como o ADN) (Lioi et al., 2004). Além disso, a ZEA também mostrou ser 

hepatotóxica (Čonková et al. 2001), pelo que pode contribuir para o aumento da ocorrência 

do cancro (Yu et al., 2005). 

Considerando a sua capacidade estrogénica, esta micotoxina foi identificada como indutora 

de hiperestrogenismo, nomeadamente em mulheres, visto serem mais vulneráveis à ação 

estrogénica da ZEA (Vidal et al., 2013). Pode atuar de modo semelhante a um análogo do 

estrogénio nos seres humanos, podendo desregular o eixo hipotalâmico-hipofisário gonadal 

(HPG), razão pela qual tem sido recentemente considerada como um fator desencadeante 

para a puberdade precoce, pelo menos, em meninas pré-púberes (<8 anos de idade),  e para 

o desenvolvimento de efeitos anabólicos de crescimento em raparigas expostas à ZEA (Deng 

et al., 2012; Massart e Saggese, 2010; Massart et al., 2008; Vidal et al., 2013), correlacionando-

se com altos níveis de estrógeno incomuns. Por exemplo, Massart et al. (2008) 

demonstraram que as meninas pré-púberes expostas a ZEA apresentavam níveis de estradiol 

(E2) de 25 pg/mL. Estudos epidemiológicos apoiam fortemente a hipótese de que o 

desenvolvimento da puberdade precoce em humanos pode ser induzido por exposição fetal 

ou na pré-puberdade a compostos estrogénicos (Massart e Saggese, 2010). 

1.2.4.4.2 Toxicidade reprodutiva e de desenvolvimento  

A ZEA pode induzir problemas ao nível do sistema reprodutivo como, menor fertilidade, 

perda fetal, e níveis hormonais mais baixos (Sirot, Fremy e Leblanc, 2013). Em caso de 

exposição a níveis consideravelmente excessivos podem surgir numerosos distúrbios, que se 

manifestam, por exemplo, na diminuição da libido, disfunção do ovário e útero, anovulação, 

infertilidade e lesões neoplásicas em todo o sistema reprodutor (Shier et al., 2001; Tiemann 

et al., 2003). 
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Durante a gravidez, a exposição à ZEA reduz a sobrevivência embrionária e por vezes, 

diminui o peso fetal (D'Mello, Placinta e Macdonald, 1999). Pode afetar o útero, diminuindo a 

secreção de hormona luteinizante (LH) e  progesterona (produzida pelo corpo lúteo ou 

amarelo), e alterar a morfologia dos tecidos uterinos (Etienne e Dourmad, 1994). 

A ZEA e α-ZOL foram detetados no soro de pacientes com cancro do endométrio (Gajecki 

et al., 2004). Num estudo prévio realizado em 49 mulheres, na Polónia, foi estabelecia uma 

forte correlação entre o teor de ZEA no sangue e a presença de patologias uterinas 

(adenocarcinoma e hiperplasia do endométrio) (Tomaszewski et al., 1998). 

De salientar que, nos casos em que a população masculina revela baixa qualidade do 

esperma, poderá ser atribuído à ZEA um efeito significativo na fertilidade humana (Zatecka 

et al., 2014). 

1.2.4.4.3 Efeitos imunológicos 

Os resultados dos estudos in vitro evidenciam as várias alterações nos parâmetros 

imunológicos, relacionadas com as concentrações de ZEA em seres humanos (Berek et al., 

2001). Eriksen e Alexander (1998) referem alterações dos parâmetros imunológicos, como a 

inibição da proliferação de linfócitos ativados por mitógeno, para altas concentrações de 

ZEA, in vitro. 

A forte atividade estrogénica da ZEA, α-ZOL e β-ZOL foi demostrada em linhas de células 

de adenocarcinoma da mama e em linhas celulares do cancro da mama (Malekinejad, Maas-

bakker e Fink-Gremmels, 2005; Minervini et al., 2005). 

Em investigações mais recentes, foi ainda demostrado que além da forte atividade 

estrogénica, existe a ativação do ERα em células epiteliais de cancro do colo do útero 

humano e do cancro hepatocelular humano. O mesmo efeito foi demonstrado linhas 

celulares de adenocarcinoma do endométrio humano de Ishikawa (Li et al., 2012). 

 

I.2.5 Incidência 

Stob et al. (1962) isolaram uma substância ativa das culturas de Gibberella zeae, que se sabia 

provocar uma síndrome estrogénica, quando administrada a ratos. Em 1966, Urry et al. 

isolaram a mesma substância de milho contaminado e chamaram-lhe ZEA, determinando a 

sua estrutura química. Esta micotoxina predomina em culturas de cereais como grãos de 

milho, aveia, cevada, centeio, trigo e arroz, após exposição prolongada das culturas num 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Progesterona
http://pt.wikipedia.org/wiki/Corpo_l%C3%BAteo
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ambiente húmido e aeróbio, em particular nas regiões temperadas e quentes do nosso 

planeta, quer no campo quer durante o armazenamento (Alldrick, 2000; Bennett e Klich, 

2003; Bucheli et al.,2008; Williams et al.,1989; Zinedine et al., 2007).  

As enzimas responsáveis pela biossíntese de ZEA são ativadas por baixas temperaturas, 

entre os 12 e os 14 ºC, seguindo-se de uma produção ótima a temperaturas mais altas, de 

27 ºC, e 16% de humidade (Mirocha, Christensen e Nelson, 1971; Zwierzchowski et al., 

2005). 

Embora a sua presença predomine nas culturas, também já foi detetada em outras matrizes, 

nomeadamente, águas superficiais, subterrâneas e afluentes e efluentes de estações de 

tratamento de águas residuais (ETARs) (Dudziak, 2011; Gajęcka et al., 2011; Gromadzka et 

al.,2009; Hartmann et al., 2007; Kolpin et al., 2014; Laganà et al., 2001, 2004; Lundgren e 

Novak, 2009; Maragos, 2012; Spengler, 2001; Ternes, Eggert e Meisenheimer, 2001). Tal 

facto deve-se à sua emissão para o ambiente aquático, através da drenagem e escoamento 

dos campos agrícolas infetados (Hartmann et al., 2008a; Bucheli et al., 2008) e à excreção 

humana emitida via saneamento básico, a qual é encaminhada para as ETARs (Nganje et al., 

2004). 

Bucheli et al. (2005) também descriminaram, com maior detalhe, algumas das possíveis fontes 

emissoras de ZEA no meio ambiente. Vários caminhos parecem plausíveis, desde a libertação 

de micotoxinas a partir de plantas infestadas por Fusarium, que podem contaminar e 

penetrar no solo infiltrando-se posteriormente nas águas subterrâneas. A eluição por 

escoamento superficial ou drenagem subterrânea para as águas superficiais ou para as 

ETARs, a evaporação ou disseminação dos esporos dos fungos transportados pelo ar ou 

partículas do solo; a presença em dejetos animais expostos ao ar livre, que podem ser 

colocados nos solos agrícolas e consequentemente nas águas circundantes constituirão 

fontes significativas de ZEA. A sua proveniência de águas residuais da indústria de alimentos 

e/ou de excreções humanas, pode também introduzir micotoxinas via efluente das ETARs 

para as águas de superfície, como ilustrado na figura 5. 

Embora seja extensa a pesquisa de micotoxinas, nomeadamente de ZEA em alimentos e 

produtos agrícolas (Pittet, 1998; Streit et al., 2013), como referido anteriormente, pouco 

tem sido feito para determinar o seu destino e distribuição ambiental (Bucheli et al., 2008; 

Hartmann et al., 2008b; Kolpin et al., 2010; Qu, Kolodziej e Cwiertny, 2012; Schenzel et al., 

2012a). 

No entanto, têm surgido algumas publicações que mencionam a sua presença em amostras 

de diferentes tipos de águas, em várias regiões do mundo, incluindo Itália (Laganà et al., 2001, 
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2004), Alemanha (Pawlowski et al., 2003), Suíça (Bucheli et al., 2008; Hartmann et al., 2007; 

Hartmann et al., 2008a; Schenzel et al., 2010), Polónia (Gromadzka et al., 2009, Waśkiewicz et 

al., 2012) e Estados Unidos (Kolpin et al., 2010; Lundgren e Novak, 2009; Maragos, 2012) 

(tabela 5). 

 

 

 

 

I.2.5.1 Águas residuais 

As águas residuais compreendem as águas residuais domésticas ou a mistura destas com 

águas residuais industriais e pluviais recolhidas para a rede de drenagem pública. Estas águas 

podem conter substâncias orgânicas e inorgânicas dissolvidas e em suspensão na água 

(Monte e Albuquerque, 2010). 

A ocorrência de ZEA em águas residuais tem sido verificada na entrada e na saída das ETARs 

por alguns investigadores (Gromadzka et al., 2009; Hartmann et al., 2007; Ikonomou et al., 

2008; Laganà et al., 2001; Laganà et al., 2004; Lundgren e Novak, 2009; Pawlowski et al., 2003; 

Schenzel et al., 2010) (tabela 5). 
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Figura 5. Possível distribuição ambiental da ZEA (caixa cinza e setas espessas indicam 

possíveis fontes emissoras, sujeitas a investigação preliminar) (adaptado Bucheli et al., 2005). 
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Assim, Laganà et al. (2001), em 10 amostras de uma ETAR em Itália, detetaram ZEA em 

quatro amostras com uma concentração (conc.) média de 4 ng/L (entre 1-7 ng/L), α-ZOL em 

5 amostras (conc. média = 7 ng/L). Posteriormente, foi efetuada a pesquisa de ZEA em sete 

amostras do afluente de uma ETAR, variando a concentração entre 3-18 ng/L (conc. média = 

15ng/L). Relativamente às sete amostras de efluente, os níveis variaram entre 3 a 10 ng/L 

(com. média = 7ng/L), diminuindo a concentração de ZEA após o tratamento (Laganà et al., 

2004).  

Numa ETAR da Alemanha, o metabolito α-ZOL foi detetado no efluente em concentrações 

entre 20 ng/L e 30 ng/L (Pawlowski et al., 2003).  

As concentrações encontradas numa ETAR norte americana revelaram que os efluentes de 

águas industriais continham 95,5-220 ng/L (Lundgren e Novak, 2009). 

Também Hartmann et al. (2007) quantificou a presença de ZEA no efluente de uma ETAR 

suíça, detetando concentrações entre 0,8-12,4 ng/L.  

Um estudo de Gromadzka et al. (2009), realizado na Polónia, revelou a presença da 

micotoxina no afluente, com uma concentração de 5,0 ng/L, enquanto no efluente o teor de 

ZEA não ultrapassou 2,7 ng/L. Pelos resultados obtidos, verificou que, durante o processo 

de tratamento, a eficiência da remoção de ZEA foi de aproximadamente 50%. 

Tendo em atenção as concentrações encontradas nos afluentes e efluentes de ETARs, em 

vários locais diferentes, diferentes investigadores constataram que os níveis de ZEA nos 

efluentes tendem a ser relativamente mais baixos do que em afluentes (Gromadzka et al., 

2009; Laganà et al., 2004; Lundgren e Novak, 2009).  

Recentemente, as amostras dos efluentes de ETAR do estudo de Kolpin et al. (2014) 

juntamente com a pesquisa anteriormente realizada por Schenzel, Hungerbühler e Bucheli 

(2012b), identifica as ETARs como fontes de α-ZOL e β-ZOL. Ou seja, os metabolitos 

mencionados não foram detetados a montante da ETAR, tendo sido detetados quer no 

efluente quer a jusante da mesma em 33 amostras.  

 

I.2.5.2 Águas superficiais 

As águas superficiais caracterizam-se por serem águas interiores, com exceção das águas 

subterrâneas, águas de transição, águas costeiras, incluindo-se nesta categoria, no que se 

refere ao estado químico, as águas territoriais (Lei nº 58/2005). 
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Pouco se sabe sobre o impacto ecotoxicológico da ZEA, como um estrogénio ambiental, 

relativamente aos níveis encontrados nas águas de superfície e as consequências da 

exposição para os organismos aquáticos (Schwartz et al., 2010). 

No entanto surgiram alguns estudos relativos à presença de ZEA em águas superficiais, 

nomeadamente, rios, lagos e valas de drenagem, que quantificam a presença da referida 

micotoxina, fornecendo provas que quer as fontes difusas quer as pontuais emanam ZEA 

para o ambiente (Bucheli et al., 2008; Gromadzka et al., 2009; Hartmann et al., 2007, 2008a; 

Kolpin et al., 2010; Laganà et al., 2004; Maragos, 2012; Schenzel, Schwarzenbach e Bucheli, 

2010; Ternes, Eggert e Meisenheimer, 2001; Waśkiewicz et al., 2012) (tabela 5). 

Um grupo de investigadores analisou os níveis de ZEA em águas de superfície, sejam rios, 

riachos, lagos e valas de drenagem. No rio Bogdanka (Polónia), a maior concentração 

observada foi de 43,7 ng/L. Seguiram-se níveis compreendidos entre 7,6-12,3 ng/L, em 

amostras recolhidas em valas de drenagem localizadas nos distritos de Wielkopolska e 

South-Pomeranian (Gromadzka et al., 2009). 

Em águas superficiais na Alemanha, os níveis mais elevados atingiram 60 ng/L (Ternes, Eggert 

e Meisenheimer, 2001), como citado em Gromadzka et al. (2009).  

Em 2005, na Suíça, a ZEA foi detetada em água de drenagem com concentrações entre 1 a 

32 ng/L (Bucheli et al., 2005). No mesmo país, através de um programa de monitorização de 

água de rios, a ZEA foi detetada em quatro momentos, aparentemente, em níveis abaixo do 

limite de quantificação (LOQ) (Bucheli et al., 2008). Posteriormente foram inspecionadas 

amostras de água de drenagem (n = 129) e de água de rio (n = 223) tendo sido detetada 

ZEA em níveis abaixo do LOQ em três das águas de drenagem e em sete das águas de rio 

(Schenzel, Schwarzenbach e Bucheli, 2010). 

Na água do rio Tibre (Itália), a ZEA foi encontrada num teor médio de 3 ng/L (entre 2-5 

ng/L) (Laganà et al., 2004). Nos Estados Unidos (Lowa), Kolpin et al. (2010) testaram níveis 

de fitoestrógenos e micotoxinas, incluindo a ZEA, em 15 locais, nos quais foi efetuada a 

amostragem 5 vezes. A micotoxina estava contida em 13% das 75 amostras analisadas. As 

concentrações mais elevadas de micotoxinas ocorreram durante a primavera, sendo a 

concentração de ZEA de 8 ng/L. 

No estudo de Maragos (2012), em termos de frequência de deteção (acima do LOD), havia 

semelhanças entre as águas do riacho, do rio e dos lagos com 32%, 20%, 15% e 26% no lago 

Money Creek, rio Mackinaw, lago Bloomington e lago Evergreen, respetivamente. A vala de 

drenagem (Kraft Slough) apresentou uma frequência superior face às outras matrizes: 61%. 



27 

Entre os vários locais, os teores máximos ocorreram dentro de um intervalo relativamente 

pequeno: 3,5 ng/L (Kraft Slough), 5,7 ng/L (lago Bloomington), 4,3 ng/L (lago Money Creek), 

2,1 ng/L (lago Evergreen) e 2,3 ng/L (rio Mackinaw). 

Relativamente ao estudo realizado por Waśkiewicz et al. (2012) todas as amostras de água 

analisadas, colhidas na zona de Wielkopolska (Polónia), estavam contaminadas por ZEA, 

nomeadamente as do rio Bogdanka, vala e poço de drenagem em Cerekwica, um curso de 

água e vala de drenagem em Brodnica e uma vala de drenagem e lago em Leszno. A maior 

concentração de ZEA foi identificada na vala de drenagem de Leszno, sendo esta de 80,6 

ng/L e a mais baixa de 0,4 ng/L. Relativamente às amostras de água do rio Bogdanka, as 

concentrações estavam compreendidas entre 2,0 e 25,0 ng/L. Neste estudo também se 

verificou que as concentrações de ZEA variaram consoante a estação do ano, sendo baixos 

na primavera e no inverno e altos no verão e no outono, alcançando o seu pico em 

setembro de 2009, 25,0 ng/L. 

Na Suíça foi ainda considerando o forte potencial das culturas infestadas, e 

consequentemente das águas de drenagem subjacentes, as quais também foram sujeitas a 

avaliação (Bucheli et al., 2008; Hartmann et al., 2007, 2008a). A concentração de ZEA variou 

entre 0,5 e 2,1 ng/L, na água de drenagem, 0,4 e 1,1 ng/L, na água de rio, e 0,8-12,4 ng/L, a 

partir da água das culturas de trigo que terão sido inoculadas com F. graminearum (Hartmann 

et al., 2007). 

No estudo de Hartmann et al. (2008a) foi feita a abordagem numa ordem cronológica, 

subdividida em quatro períodos de cultivo diferentes, ou seja, de 1 junho a 18 de agosto de 

2005. Durante este período, as águas de drenagem continham ZEA em concentrações até 

12,0 ng/L, resultado exclusivo da lavagem da água da chuva a partir de plantas de trigo 

contaminadas por ZEA. Seguiu-se o período de cultivo de rabanete, de 18 de agosto de 2005 

a 15 de junho de 2006. Após a colheita de trigo, apenas ocorreu um episódio de descarga da 

água de drenagem, que resultou em concentrações mensuráveis de ZEA. Os seguintes 

eventos de descarga da água de drenagem durante o cultivo do nabo não revelaram qualquer 

emissão de ZEA, embora a 03 de novembro de 2005 tenham sido detetadas 6 g/ha no solo 

superficial. Os mesmos autores terão verificado, num evento ocasional, a presença de ZEA 

numa concentração bastante elevada, 250 ng/L, das mais altas que foram relatadas. Esta 

amostra foi colhida após um evento de chuva intensa, numa poça do campo em estudo, 

vigorosamente infetado com F. graminearum. 

Na avaliação efetuada por Bucheli et al. (2008), a água de drenagem dos campos de trigo e 

de milho infestados apresentaram como máximo 35 ng/L. Também estes investigadores 
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quantificaram o conteúdo de ZEA em valas de drenagem após a inoculação com teores de F. 

graminearum nos campos. 

 

I.2.5.3 Águas destinadas ao consumo humano 

A água destinada ao consumo humano é toda a água no seu estado original, ou após 

tratamento, destinada a ser bebida, a cozinhar, à preparação de alimentos ou a outros fins 

domésticos, independentemente da sua origem e de ser ou não fornecida a partir de uma 

rede de distribuição, de camião ou navio-cisterna, em garrafas ou outros recipientes, com ou 

sem fins comerciais, bem como toda a água utilizada na indústria alimentar para o fabrico, 

transformação, conservação ou comercialização de produtos ou substâncias destinados ao 

consumo humano, exceto quando a utilização dessa água não afeta a salubridade do género 

alimentício na sua forma acabada (Lei nº 58/2005). 

Existe cada vez mais consciência da importância da presença de micotoxinas em águas e 

consequentemente da sua presença em água potável (Hageskal et al., 2007).  

Os fungos em água potável estão envolvidos na produção de sabores e odores na água 

(Gonçalves et al., 2006). 

Os estudos realizados por Russell e Paterson (2007) indicam que a água deve ser 

considerada como uma fonte potencial de fungos e de micotoxinas. 

Os fungos do género Fusarium e zigomicetos são problemas comuns, pelo que se reconhece 

que em algum momento, os mesmos podem estar presentes na água de abastecimento e, 

consequentemente, representam uma ameaça. O estudo sistemático dos fungos em sistemas 

de distribuição de água potável está a começar a aumentar, embora seja geralmente 

executado em resposta a um problema de contaminação isolado (Gonçalves et al., 2006). 

As micotoxinas são suscetíveis de ser produzidas em águas, no entanto as concentrações 

tenderão a ser baixas, exceto em circunstâncias particulares, como na água armazenada ou 

em águas estagnadas (Gonçalves et al., 2006). 

Embora a informação seja limitada, micotoxinas como a ZEA vêm sendo referidas em água 

potável (Hageskal et al., 2007, Russell e Paterson, 2007) (tabela 5). 

Num estudo realizado por Paterson et al. (1997), em colaboração com fabricantes de água 

engarrafada, foram detetadas aflatoxinas em amostras de água armazenada num tanque. No 

mesmo estudo, em água da torneira, apenas foram encontrados vestígios de aflatoxina B1, 

pelo que é provável que tal contaminação será mínima em água destinada ao consumo 
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humano. No entanto, o problema tende a aumentar se a água for armazenada (por exemplo 

em garrafas com água), ou se existe um procedimento, no processo produtivo de uma 

indústria alimentar, que exija o uso de água no estado gasoso (Gonçalves et al., 2006). 

É importante saber quais os níveis de micotoxinas que podem estar presentes na água, e 

ainda, se o crescimento de fungos pode aumentar essas concentrações (Paterson, 2006).  

Kelley et al. (2003) realizaram um estudo com a duração de três anos, em que fornecem 

informações relativas à importância dos fungos nos sistemas de distribuição de água dos 

USA. Muitos metabolitos secundários e micotoxinas foram divulgados de forma preliminar a 

partir de fungos identificados durante o estudo. 

Paterson (2006) demonstrou que a ZEA pode ser produzida em água por F. graminearum, 

pelo que propôs uma metodologia para determinar as concentrações deste fungo em linhas 

de processamento que utilizam água para a produção de alimentos e rações. Este estudo 

documenta a presença de micotoxinas em água potável. 

Russell e Paterson (2007) isolaram uma estirpe de F. graminearum, do sistema de distribuição 

de água do Water Works Park, USA, em novembro de 1996, com base na informação 

preliminar de Kelley et al. (2003). A ZEA foi detetada numa concentração de 15,0 ng/L. 

Num estudo recente, a ZEA não foi detetada nas amostras de água da torneira, pertencentes 

ao sistema de abastecimento que serve a população de Gliwice, na Polónia, (Dudziak, 2011). 

É um facto que os serviços públicos de água parecem ter pouca experiência com estes 

organismos, em grande parte, porque eles não têm sido implicados diretamente na saúde ou 

problemas na qualidade da água, no passado. As informações sobre o tratamento, os regimes 

de desinfeção, o crescimento de fungos, e a capacidade para produzir metabolitos 

secundários, incluindo as micotoxinas, são escassos. A maioria dos trabalhos sobre a 

produção de micotoxinas em sistemas diluídos foi resumida por Kelley et al. (2003) e os 

resultados indicam que as micotoxinas podem ser produzidas, e crescer em ambiente 

aquoso, submerso.  

Os dados são ainda insuficientes, pelo que é necessário adquirir novos conhecimentos, 

relativos à presença de micotoxinas, em especial de ZEA em biofilmes. Como mencionado, 

normalmente os níveis de micotoxinas seriam baixos. No entanto, os fungos identificados na 

água poderiam crescer em géneros alimentícios ou infetar pessoas e começar a produzir 

quantidades significativas de micotoxinas (Leite et al., 2012). 
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Tabela 5 - Frequência e teores (ng/L) de ZEA em diferentes tipos de água em vários países. 

País/Zona Tipo de água analisada Frequência 
                 Teores (ng/L) 

Bibliografia 
Min-Máx. Média 

Polónia / Província de 

Wielkopolska 

- Rio Bogdanka (conc. média 

anual) 

- 
2,0 – 25,0 11,53 

Waśkiewicz et al., 2012 
- Vala de drenagem de 

Leszno 

- 
0,4 - 80,6 27,72 

Polónia 

 
 Primavera-

Verão 
Outono-
Inverno 

 

Gromadzka et al., 2009 

 

 

- Rio Bogdanka  1,7 43,7  

- Rio Warta  1,4 1,6  

- Lago Rusalka - 0,7 1,5  

- Águas subterrâneas  <LOD 0,5  

- Afluente de ETAR   1,0 5,0  

- Efluente de ETAR   <LOD 2,7  

 - 3 Valas de drenagem  - 7,6; 7,8; 12,3  

Polónia /Nordeste  -Água superficial - n.d. - Woźny et al., 2013 

Polónia / Gliwice 

-Lago Gliwice 

-Vala de drenagem 

-Rio Oldra 

-Água de abastecimento 

- 

1,52 

1,14 

0,66 

n.d. 

n.d. Dudziak, 2011 

Suíça / Reckenholz, norte 

de Zurique 

- Água de drenagem 

- Água de Rio 

- Efluente da ETAR 

3/129 

7/223 

0/4 

0,3 – 44,9 

0,3 – 29,0 

0,4 – 47,7 

0,9 

1,0 

1,0  

Schenzel, Schwarzenbach e 

Bucheli, 2010 

Suíça / Reckenholz  

-Água de drenagem 

- Água de Rio 

- Efluente da ETAR 

- 0,5 - 2,1 

0,4 - 1,1 

0,8 - 12,4 

- Hartmann et al., 2007 

Suíça / Zurich Reckenholz - Água de drenagem - 1 - 32 - Bucheli et al., 2005 
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Tabela 5 - Frequência e teores (ng/L) de ZEA em diferentes tipos de água em vários países (continuação). 

País/Zona Tipo de água analisada Frequência 
                  Teores (ng/L) 

Bibliografia 
Min-Máx. Média 

Suíça 
-Rio 

-Águas de drenagem 
- 

< LOQ 

n.d. - 35 
- Bucheli et al., 2008 

Suíça / Zurich Reckenholz -Águas de drenagem - <ng/L - 35 - 
Hartmann et al., 

2008a 

Alemanha -Águas superficiais  - - máx. 60 - 
Ternes, Eggert e 

Meisenheimer, 2001 

Itália - ETAR  1 - 7 4  Laganà et al., 2001 

Itália  

 

 

-Afluente de ETAR 

-Efluente de ETAR 

-Rio Tibre 

 

3 - 18 

3 - 10 

2 - 5 

15 

7 

3 

Laganà et al., 2004 

USA / Central Illinois  

-Vala de drenagem (Kraft Slough) 

- Lago  Bloomington 

- Lago Money Creek 

- Lago Evergreen  

- Rio Mackinaw 

24/39 

 

6/39 

9/28 

6/23 

4/20 

2,5 - 3,5 
 

2,2 - 5,7 

< LOD - 4,3 

< LOD -  2,1 

< LOD - 2,3 

 - Maragos, 2012 

USA / Lowa - Riachos 13 % < LOD (0,7) – 8 - Kolpin et al., 2010 

USA / Nova Iorque -ETAR 26% n.d. - Kolpin et al., 2014 

USA / Works Park -Água de consumo humano  15 - 
Russell e Paterson, 

2007 

Noruega / Oslo -Rede de abastecimento  - - - Hageskal et al., 2007 

n.d. - não detetado  

- não definido 
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I.2.6 Métodos de determinação 

As micotoxinas são frequentemente encontradas em concentrações da ordem dos ng/L, pelo 

que é essencial uma elevada sensibilidade dos métodos de determinação. Os métodos 

baseiam-se na extração e purificação seguida da deteção e quantificação com diferentes 

técnicas cromatográficas (Bennett e Klich, 2003).  

Os métodos para análise de micotoxinas envolvem três procedimentos básicos 

nomeadamente a extração/purificação e a deteção e quantificação (Trucksess, 2000). 

 

I.2.6.1 Extração/Purificação 

A quantificação exata e precisa de micotoxinas em níveis significativamente baixos, na ordem 

de grandeza dos nanogramas por litro em águas naturais requer um método analítico 

seletivo e sensível, no entanto para atingir esses baixos limites de deteção, é essencial o 

processo de extração/purificação em fase sólida (SPE), com vista a uma adequada purificação 

da amostra (Schenzel, Schwarzenbach e Bucheli, 2010). 

Considerando as diversas investigações efetuadas em ambiente aquático, nomeadamente na 

pesquisa de ZEA em diferentes tipos de água, reconhece-se que são utilizadas diferentes 

quantidades de amostra. A eficiência do procedimento de extração pode ser influenciada 

pelas técnicas utilizadas na homogeneização da amostra. É fundamental uma separação eficaz 

das fases líquida e sólida, nomeadamente, as impurezas e interferentes das amostras através 

de técnicas de filtração (Resnik et al., 1996). 

Geralmente, no processo de filtração da água recorre-se a filtros de diferentes dimensões de 

poro, como evidenciado nos estudos que em seguida se especificam (tabela 6).  

Gromadzka et al. (2009) utilizaram um litro de amostra de água que foi filtrada através de 

três diferentes filtros, papel de filtro Filtrak nº.389, papel de filtro Whatman nº.5 e filtros de 

microfibra de vidro Whatman GF/B. Situação análoga foi descrita por Waśkiewicz, et al. 

(2012), tendo substituído o papel de filtro Whatman nº.5 pelo nº.4. 

Bucheli et al. (2005), Kolpin et al. (2010), Schenzel, Schwarzenbach e Bucheli (2010) e Woźny 

et al. (2013), no processo de filtração, recorreram apenas ao uso de filtros de microfibra de 

vidro. 

Na purificação são utilizadas, geralmente, colunas de imunoafinidade (IAC) (Trucksess, 2000; 

Ventura et al., 2004). A característica mais importante, exigida para os anticorpos a utilizar 

nas IAC, é a sua especificidade, afinidade, estabilidade face às condições de lavagem, e 
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reversibilidade. É também essencial que o complexo micotoxina-anticorpo possa ser 

dissociado para libertar a micotoxina na fase de eluição. O imunoadsorvente é então 

transferido para uma coluna, à qual é aplicada a amostra ou o extrato aquoso a analisar 

(Katz, 1992). 

A maioria dos investigadores recorre a IACs, pois esta técnica revela ser altamente sensível 

e seletiva, e fornece a possibilidade de extrair/purificar com rigor as amostras para as fases 

posteriores (Katz, 1992; Waśkiewicz et al., 2012). 

Resumidamente, estas colunas são usadas para reter antigénios ou anticorpos, como mostra 

a figura 6.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A amostra atravessa a coluna que contém o anticorpo anti-micotoxina. Segue-se a lavagem 

da coluna e posterior eluição da micotoxina. Depois da evaporação do eluído, a micotoxina 

é redissolvida em fase móvel e injetada no sistema de HPLC (Santos, 2011). A deteção pode 

ser efetuada por fluorescência ou por massa. 

Para a concretização do processo de purificação, as colunas utilizadas são colunas 

ZearalaTestTM (Gromadzka et al., 2009; Maragos, 2012; Waśkiewicz et al., 2012), devido à sua 

elevada seletividade (Manova e Mladenova, 2009; Nuryono et al., 2005; Zöllner e Mayer-

Helm, 2006). São também utilizadas colunas ZearalaTestTM WB (Woźny et al., 2013), 

SupelcleanTM Envi-18 (Bucheli et al., 2005; Dudziak, 2011; Hartmann et al., 2007; Laganà et al., 

2001) e colunas Oasis HLB (Kolpin et al., 2010, 2014; Laganà et al., 2004; Schenzel, 

Schwarzenbach e Bucheli, 2010) (tabela 6). 

Figura 6. Esquema representativo da ação da IAC sobre a amostra injetada (Santos, 2011). 
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Nas amostras de água filtrada em que foram usadas colunas SupelcleanTM Envi-18, Hartmann 

et al. (2007) procederam ao condicionamento das colunas com 5 mL de ACN e 4 mL de 

água Milli-Q, de forma consecutiva. As amostras de água passaram nas colunas a um caudal 

máximo de 10 mL/min e, subsequentemente, durante pelo menos 10 minutos, foram secas 

ao ar. A eluição dos analitos foi efetuada com 4 mL de ACN. Os eluídos foram evaporados 

até à secura utilizando uma corrente suave de azoto a 50 ºC, durante aproximadamente 30 

min. Os extratos secos foram posteriormente reconstituídos em 300 µL de água Milli-

Q/ACN (80/20, v/v). As amostras foram armazenadas a 4 ºC e analisados no prazo de 48 h 

(Hartmann et al., 2007). 

Relativamente às amostras que foram concentradas e purificadas por colunas Oasis HLB (6 

mL, 200 mg), Schenzel, Schwarzenbach e Bucheli (2010) efetuaram o condicionamento da 

coluna com 5 mL de MeOH, 5 mL de mistura água Milli-Q / MeOH (1:1, v/v) e 5 mL de água 

Milli-Q. As amostras de água (1 L) foram passadas através da IAC com uma taxa máxima de 

fluxo de 10 mL/min. Subsequentemente, as colunas foram lavadas com 5 mL de água Milli-Q. 

Sem qualquer passo de secagem da coluna adicional, os analitos foram eluídos com 5 mL de 

MeOH. A concentração foi realizada sob uma corrente suave de azoto, a 50 ºC. Os extratos 

foram reconstituídos em 900 µL de água Milli-Q / MeOH (90:10, v/v). 

Os investigadores cuja opção incidiu sobre colunas ZearalaTest procederam à eluição com 

diferentes volumes de metanol. Assim, Waśkiewicz et al. (2012) optaram por 1,5 mL 

enquanto Gromadzka et al. (2009) utilizaram 3 mL (tabela 6). A reconstituição do eluído 

seco foi efetuada com 200 µL de mistura de água: metanol: acetonitrilo (70:20:10, v/v) 

(Waśkiewicz et al., 2012) ou acetonitrilo: metanol: água (70:20:10, v/v) (Gromadzka et al., 

2009). 

 

I.2.6.2 Deteção e quantificação 

A etapa final do processo envolve a determinação qualitativa e quantitativa da micotoxina. 

Têm sido desenvolvidos métodos analíticos para a determinação de micotoxinas que 

normalmente envolvem técnicas cromatográficas. A maioria dos métodos utiliza a 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) para este processo (Trucksess, 2000).  

Considerando a matriz em análise, os métodos analíticos para determinar micotoxinas, 

devem ser sensíveis, específicos, exatos e precisos (Muscarella et al., 2009), pelo que para 

quantificar com precisão, e tendo em conta as baixas concentrações de ZEA encontradas na 

água, é necessário recorrer a métodos analíticos seletivos e sensíveis. Neste âmbito, os 
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dados conhecidos através das publicações científicas foram obtidos com recurso a 

metodologias analíticas como HPLC com deteção por fluorescência (FD) (Gromadzka et al., 

2009; Maragos, 2012; Waśkiewicz et al., 2012; Woźny et al., 2013), LC com deteção por 

massa (MS) ou LC-MS/MS (Bucheli et al., 2008; Hartmann et al., 2007; Laganà et al., 2001, 

2004; Schenzel, Schwarzenbach e Bucheli, 2010) (tabela 6). Outros investigadores 

recorreram à cromatografia gasosa com deteção por massa (GC-MS) (Ternes, 2001; 

Pawlowski et al., 2004).  

Os primeiros estudos desenvolvidos em amostras de água para a análise de ZEA recorreram 

à GC frequentemente utilizada em combinação com técnicas de deteção com MS (Onji et al., 

1998; Suzuki et al., 1981; Young e Games, 1994). No entanto, não é uma técnica utilizada 

comercialmente, devido à existência de técnicas muito mais económicas e rápidas, como o 

HPLC (Turner, Subrahmanyam e Piletsky, 2009). 

A HPLC tem uma precisão e sensibilidade elevadas, aliadas a um limite de deteção baixo 

(Santos, 2011). 

No que diz respeito ao volume de eluído, após secura e reconstituição em fase móvel, 

injetado no sistema cromatográfico, observam-se variações de investigador para investigador 

(tabela 6). A maioria prefere usar volumes de 50 µL (Bucheli et al., 2005; Hartmann et al., 

2007; Kolpin et al., 2010; Laganà et al., 2004). Alguns investigadores utilizam 20 µL 

(Gromadzka et al., 2009; Waśkiewicz et al., 2012). Outros optam por 40 µL (Schenzel, 

Schwarzenbach e Bucheli, 2010) e por 60 µL (Maragos, 2012). Um volume de injeção mais 

elevado proporciona um valor de LOD mais baixo.  

No que concerne às colunas analíticas, a maioria dos procedimentos por HPLC utiliza as de 

fase reversa C18 (ODS) (Bucheli et al., 2005; Gromadzka et al., 2009; Hartmann et al., 2007; 

Kolpin et al., 2010; Maragos, 2012; Schenzel, Schwarzenbach e Bucheli, 2010; Waśkiewicz et 

al., 2012; Woźny et al., 2013). 

Em relação à escolha das dimensões da coluna cromatográfica observa-se uma grande 

disparidade. As dimensões das colunas C18 variam entre 2,0x50 mm (Kolpin et al., 2010), 

2,0x125 mm (Kolpin et al., 2014; Schenzel, Schwarzenbach e Bucheli, 2010), 2,0 x150 mm 

(Bucheli et al., 2005; Hartmann et al., 2007), 3,9x150 mm (Gromadzka et al., 2009; 

Waśkiewicz et al., 2012) e 4,6x250 mm (Laganà et al., 2001, 2004; Maragos, 2012; Woźny et 

al., 2013). 

No que respeita ao tamanho da partícula da fase estacionária, observa-se também alguma 

variabilidade. A escolha recai preferencialmente para colunas com 3 µm de tamanho da 
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partícula (Bucheli et al., 2005; Hartmann et al., 2007; Kolpin et al., 2010, 2014; Schenzel, 

Schwarzenbach e Bucheli, 2010). Contudo, alguns optam por 4 µm (Gromadzka et al., 2009; 

Waśkiewicz et al., 2012) ou 5 µm (Laganà et al., 2001, 2004; Maragos, 2012; Woźny et al., 

2013). 

No que respeita à fase móvel, os solventes mais utilizados são o metanol, acetonitrilo, água e 

ácido acético. Verificam-se variações nas misturas utilizadas no que se refere às proporções 

dos diferentes solventes. O pH das soluções, em algumas situações, é ajustado com a 

solução de acetato de amónio entre 6 e 7 (tabela 6). Os fluxos adotados variam também de 

procedimento para procedimento, variando entre 0,2 mL/min (Bucheli et al., 2005; Hartmann 

et al., 2007; Schenzel, Schwarzenbach e Bucheli, 2010) e 1 mL/min (Laganà et al., 2001, 2004; 

Woźny et al., 2013). 

Os comprimentos de onda de excitação e emissão quando se recorre à LC-FD oscilam 

entre 218 a 438 nm (Woźny et al., 2013) e 275 a 450 nm (Maragos, 2012), respetivamente. 
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Tabela 6 - Metodologias analíticas utilizadas na determinação de zearalenona em águas. 

Tipo de água 

analisada 
Extração / Purificação Deteção e Quantificação LOD (ng/L) 

LOQ 

(ng/L) 
Bibliografia 

- Rio  

- Vala de 

drenagem 

 

- 500 mL amostra 

Filtração: 

  - Filtro Filtrak nº.389 

  - Filtro Whatman nº.4 

  - Filtro de vidro Whatman 

Purificação: coluna IAC ZearalaTestTM 

- Eluição: 1,5 mL MeOH. 

- Evaporação: em corrente de azoto à secura. 

- Extratos reconstituídos em 200 µL de mistura 

ACN:MeOH:H2O (70:20:10). 

HPLC - FD 

- HPLC - FD: λexc= 274 nm; 

λem = 440 nm  

- Coluna: C18 (3,9 mm x 150 mm, 4 µm) 

- Fluxo: 0,2 mL/min. 

- Volume de injeção: 20 µL.  
- - 

Waśkiewicz et 

al., 2012 

- Água de 

drenagem 

- Rio 

- Efluente da 

ETAR 

Filtração: 

  - Filtros de micofibra de vidro por filtração a 

vácuo 

Purificação: SPE – Oasis HLB, 6 mL, 200 mg 

- Condicionamento da coluna: 5 mL de MeOH, 5 

mL de mistura água Milli-Q / MeOH (1:1, v/v), 5 ml 

de água Milli-Q. 

- Lavagem da coluna: 5 mL de água Milli-Q.  

- Eluição: 5 mL de MeOH.  

- Concentração: a 100 µL sob uma corrente suave 

de azoto, a 50 ºC. Os extratos foram reconstituídos 

em 900 µL de água Milli-Q/MeOH (90:10, v/v). 

LC-MS-MS  

- Coluna: C18 (2,0 mm x 125 mm, 3 μm) 

Fase Móvel: 

Eluente A: Água Milli-Q/MeOH/ácido acético (89:10:1) 

Eluente B: Água Milli-Q/MeOH/ácido acético (2:97:1) 

- Os dois eluentes foram tamponados, a pH entre 6,6 e 7 

com solução de acetato de amónio 5 mM. 

Gradiente de eluição: 

27% eluente B / 73% eluente A – 0 min 

27% B - 1 min; 45% B - 1,3 min; 45% B - 5 min; 63% B - 5,3 

min; 63% B - 9 min; 81% B - 9,3 min; 81% B - 13,0 min; 

100% B - 13,3 min. 

Fluxo: 0,2 mL/min. 

Volume de injeção: 40 µL. 

MDL 

 0.9 - água de 

drenagem 

1,0 - água de 

rio 

1,0 - água 

residual 

- 

Schenzel, 

Schwarzenbach 

e Bucheli, 2010 

- Rio 

- Lago  

- Águas 

subterrâneas 

- Afluente de 

ETAR  

- Efluente de 

ETAR  

- Valas de 

drenagem 

- 1 L de amostra 

 Filtração: 

- Papel de filtro Filtrak nº.389 

- Papel de filtro Whatman nº 5 

- Filtro de microfibra de vidro Whatman GF/B 

Purificação: 500 mL do filtrado foi passado pela 

coluna IAC ZearalaTest. 

- Eluição: 3 mL de MeOH. 

- Após evaporação, o eluído foi dissolvido em 200 

µL de H2O:MeOH:ACN (70:20:10, v/v). 

HPLC – Multi FD 

- HPLC - FD: λexc= 274nm; λem = 440 nm  

- Coluna: C18 (3,9 mm x 150 mm, 4 μm) 

- Fase Móvel: ACN:H2O:MeOH (46:46:8, v/v) 

- Fluxo: 0,5 mL/min. 

- Volume de injeção: 20 µL.  

 

0,3-0,4-rio - 
Gromadzka et 

al., 2009 
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Tabela 6 - Metodologias analíticas utilizadas na determinação de zearalenona em águas (continuação). 

Tipo de água 

analisada 
Extração / Purificação Deteção e Quantificação LOD (ng/L) 

LOQ 

(ng/L) 
Bibliografia 

- Água de 

drenagem 

- Água de Rio 

- Efluente da 

ETAR 

Filtração:  

- Filtros de fibra de vidro/filtração a vácuo 

- O volume exato de 1 L foi enriquecida com 50 µL 

de solução padrão interno (D6-ZON). 

Purificação: SPE (SupelcleanTM Envi-18; 6 mL, 500 mg).  

- Condicionamento: 5 mL de ACN e 4 mL de água 

Milli-Q a um caudal máximo de 10 mL/min e secos ao 

ar durante 10 min. 

- Eluição: 4 mL de ACN. 

- Concentração à secura: Os eluídos foram 

evaporados até à secura, utilizando uma corrente 

suave de azoto a 50 ◦C. 

- Os extratos foram reconstituídos em 300 µL de 

água Milli-Q/ACN (80/20, v / v). 

LC-MS-MS 

- Coluna: C18 (2,0 mm x 150 mm, 3 µm) 

Fase Móvel: 

Eluente A: Água Milli-Q/ACN (95:5) 

Eluente B: Água Milli-Q/ACN (5:95) 

- Os dois eluentes foram tamponados, a pH 6,8 com 

solução de acetato de amónio 10 mM. 

Gradiente de eluição: 

100% eluente A - 0 min; 0 % B - 3 min; 40% B - 4 min; 

67,5% B - 25,5 min; 100% B - 26 min; 100% B - 29 min; 

100% eluente A - 30 min; 100% eluente A - 35min. 

- Proporção de fluxo: 0,2 mL/min. Adição pós-coluna 

de 0,3 mL/min de MeOH, melhorando a intensidade 

do sinal por um fator de 1,5. 

- Volume de injeção: 50 µL. 

MDL 

0,5 e 2,1 - água 

de drenagem 

0,6 e 0,7 - água 

de rio 

0,8 e 3,7 - 

efluente de 

ETAR 

- 
Hartmann et 

al., 2007 

-Água 

superficial 

- Amostra: 100 mL  

Filtração: 

  - Filtro de microfibra de vidro. 

Purificação: coluna IAC ZearalaTestTM WB  

- Eluição: MeOH, evaporado num banho de água (50 

°C). 

HPLC - FD: 

λexc= 218 nm; λem = 438 nm  

- Coluna: ODS (4,6 mm x 250 mm, 5 μm) 

Fase Móvel: 

-Metanol/acetonitrilo/água (8:46:46, v/v/v) 

- Fluxo: 1 mL/min. 

- - 
Woźny et al., 

2013 

- Vala de 

drenagem 

- Lagos  

- Rio 

Filtração: 

-Aparelho de filtração Millipore, através de EmporeTM 

Grease e Oil disk (47 mm de diâmetro) 

Purificação: SPE - C18 e coluna IAC ZearalaTestTM WB, 

colocadas em tandem. 

-Condicionamento dos discos: 20 mL de ACN, 20 mL 

de MeOH e 30 mL de água desionizada, sob vácuo e 

sem secar. 

- Eluição: 22 mL de acetonitrilo.  

- Lavagem: 2 x 10 ml, e uma lavagem final de 2 mL). 

- Evaporação: sob vácuo a 2ml. 

- O eluente foi tamponado, com solução de fosfato de 

sódio 10 mM e de cloreto de sódio 145 mM em água. 

LC/ FD: 

λexc= 275 nm; λem = 450 nm 

- Coluna: C18 (4,6 mm x 250 mm, 5 μm). 

Fase Móvel: 

Eluente A: ACN/ Água (92:8, v/v) 

Eluente B: Água desionizada 

Gradiente de eluição: 

60% eluente A e 40% eluente B - 15 min; 90 % A e 

10% B - 5 min; 60% A e 40% B - 10 min. 

Confirmação LC-MS: 

- Extratos secos dissolvidos em 0,6 mL de ACN / H2O 

(1+1), filtrados através de filtro de seringa PVDF (0,22 

mm x 13 mm) e infundida no MS a 60 µL min-1.  

0,4 1,5 Maragos, 2012 
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Tabela 6 - Metodologias analíticas utilizadas na determinação de zearalenona em águas (continuação). 

Tipo de água 

analisada 
Extração / Purificação Deteção e Quantificação LOD (ng/L) 

LOQ 

(ng/L) 
Bibliografia 

 

- Proporção de fluxo na IAC: 10 mL de amostra 

concentrada foi aplicada a um fluxo de 1-2 g/s.  

Lavagem da IAC: 10 mL de água desionizada.  

Eluição: 1,8 mL de metanol. 

Evaporação: corrente suave de azoto a 50 º C. 

Reconstituição: dissolução em 0,25 mL de ACN/H2O 

(1+1, v+v). 

- Volume de injeção: 60 µL. 

   

-Água de 

drenagem 

Filtração: 

 - filtros de microfibra de vidro, tamanho de poro de 

1,2 µm. 

Purificação: Envi-18 SPE 6 mL, 500 mg. 

- Condicionamento das colunas SPE: 5 mL de metanol 

e 4 ml de água Milli-Q. 

-Proporção de fluxo: 10 mL/min. 

- Lavagem: 2 mL de água Milli-Q/ metanol (95:5, v/v), 

e por, pelo menos, 10 minutos, secou-se ao ar.  

- Eluição: 1,8 mL de MeOH. 

 - O eluído foi concentrado por evaporação à secura 

com corrente suave de azoto. 

- Reconstituição do extrato: 300 µL de água Milli-

Q/MeOH (80/20, v/v). 

LC-MS-MS 

- Coluna: C18 (2,0 mm x 150 mm, 3 μm) 

Fase Móvel: 

Eluente A: Água Milli-Q/ACN (95:5) 

Eluente B: Água Milli-Q/ACN (5:95) 

- Os dois eluentes foram tamponados, com solução de 

acetato de amónio 10 mM. 

Gradiente de eluição: 

100% eluente A - 3 min; 40% B - 1 min; 80% B - 30,5 

min; 100% B - 0,5 min; 100% B - 4 min. 

- Fluxo: 0,2 mL/min. 

- Volume de injeção: 50 µL.  

- - 
Bucheli et al., 

2005 

-Riachos 

 

Filtração: 

- filtro de micofibra de vidro, de 0,7 µm. 

Purificação: SPE - Oasis HLB, 6 mL, 200 mg  

- Condicionamento: 5 mL de MeOH e 5 mL de água. 

- Fluxo: 5 a 10 mL/min. 

- As colunas foram lavadas com 5 mL de água e secas 

por vácuo.  

- Eluição: 10 mL de MeOH. 

- Evaporação: corrente suave de azoto. 

- Os extratos secos foram reconstituídos em 300 µL 

de H2O/ACN (80:20, v/v) e transferidos para frascos 

de vidro âmbar.  

LC-MS-MS 

- Coluna: C18 (2 mm x 50 mm, 3 μm) (deteção e 

quantificação de acordo com Hartmann et al., 2007 e 

Bucheli et al, 2008). 

 

0,7 - 
Kolpin et al., 

2010 
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Tabela 6 - Metodologias analíticas utilizadas na determinação de zearalenona em águas (continuação). 

Tipo de água 

analisada 
Extração / Purificação Deteção e Quantificação LOD (ng/L) 

LOQ 

(ng/L) 
Bibliografia 

- ETAR 

Filtração: 

- filtro de fibra de vidro, de 1,5 µm. 

Purificação: 

- SPE - SupelcleanTM Envi -18, 6 mL 

- Condicionamento: 10 mL de água Milli-Q e 2 mL de MeOH/ 

H2O (50:50, v/v). 

- Eluição: 5 mL de MeOH. 

- Evaporação: corrente suave de azoto. 

LC-MS-MS 

- Coluna: C18 (4,6 mm x 250 mm, 5 μm) 

Fase Móvel: 

- ACN / MeOH/H2O (37:16:47, v/v) 

- Os eluente foi tamponado, com solução 

de acetato de amónio 10 mM. 

- Fluxo: 1 mL/min. 

- Volume de injeção: 50 µL. 

- 

0,4 - 

efluente 

1 - 

afluente 

Laganà et al., 

2001 

-Afluente de 

ETAR 

-Efluente de 

ETAR 

-Rio polaco 

Filtração: 

- filtro de fibra de vidro, de 1,2 µm. 

Purificação: 

- O eluente foi tamponado, a pH entre 6,6 e 7,0 com solução de 

ácido acético. 

- SPE - Oasis HLB, 200 mg  

- Lavagem da coluna: 10 mL de água e 400 µL de MeOH. 

- Eluição: 7 mL de diclorometano: MeOH (50:50, v/v). 

- Evaporação: corrente suave de azoto. 

- Os extratos secos foram reconstituídos em 200 µL de 

H2O/ACN (50:50, v/v). 

LC-MS-MS 

- Coluna: C18 (4,6 mm x 250 mm, 5 μm) 

Fase Móvel: 

- ACN/H2O (50:50) 

- Fluxo: 1 mL/min. 

- Volume de injeção: 50 µL. 

1,7 - afluente 

0,6 - efluente 

0,3 - rio 

- 
Laganà et al., 

2004 

-ETAR 

Filtração: 

- filtro de fibra de vidro, de 0,7 µm. 

Purificação: 

- O eluente foi tamponado, a pH entre 6,6 e 7,0 com solução de 

ácido acético. 

- SPE - Oasis HLB, 6 mL, 200 mg  

- Condicionamento: 5 mL de MeOH e 5 mL de água e MeOH 

(1/1, v/v), e 5 mL de água Milli-Q. 

- Fluxo: 10 mL/min. 

- As colunas foram lavadas com 5 mL de água Milli-Q e secas por 

vácuo.  

- Eluição: 5 mL de MeOH. 

- Evaporação: corrente suave de azoto. 

- Os extratos secos foram reconstituídos em 900 µL de água Milli-

Q/MeOH (90:10, v/v) e transferidos para frascos de vidro âmbar. 

LC-MS-MS 

- Coluna: C18 (2 mm x 125 mm, 3 μm) 

(deteção e quantificação de acordo com 

Schenzel, Schwarzenbach e Bucheli, 2010).  

 

0,4 - 47,7 - 
Kolpin et al., 

2014 
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Tabela 6 - Metodologias analíticas utilizadas na determinação de zearalenona em águas (continuação). 

Tipo de água 

analisada 
Extração / Purificação Deteção e Quantificação LOD (ng/L) 

LOQ 

(ng/L) 
Bibliografia 

-Rio 

-Águas de 

drenagem 

Filtração: 

- filtro de fibra de vidro, de 1,2 µm. 

Purificação: IAC especifica para ZEA 

- Condicionamento: 4 mL de MeOH, 4 mL de MeOH / água 

Milli-Q (50:50, v/v), e 4 mL de água Milli-Q. 

- Fluxo: 5 a 10 mL/min. 

- Lavagem da IAC: 5 mL de água Milli-Q. 

- Eluição: 4 mL de acetato de etilo. 

- Evaporação: corrente suave de azoto. 

- Os extratos secos foram reconstituídos em 400 µL de água 

Milli-Q / MeOH (90:10, v/v) e transferidos para frascos de vidro 

âmbar. 

LC-MS-MS 

- Coluna: OASIS HLB (6 cm3, 200 mg) 

(deteção e quantificação de acordo com 

Hartmann et al., 2007). 

 

  
Bucheli et al., 

2008 

-Água de 

consumo 

humano 

Filtração: 

- filtro de fibra de vidro, de 0,45 µm. 

- plaqueadas em meio de agar (farinha de milho). 

Purificação: IAC especifica para ZEA. 

- Lavagem da IAC: 20 mL de água. 

- Fluxo: 5 mL/min. 

- Eluição: 1,5 mL de ACN e 1mL de água. 

HPLC-FD 

- Coluna: ODS-3  

Fase Móvel: 

Eluente: ACN:H2O (60:40) 

- O eluente foi tamponado, a pH 3,2 com 

solução de ácido acético. 

- Fluxo: 1,0 mL/min. 

FD: λexc= 274 nm; λem = 455 nm 

- Volume de injeção: 50 µL. 

- - 

Russell e 

Paterson, 

2007 

-Água de 

abastecimento 

Filtração: 

- filtro de fibra de vidro, de 0,45 µm. 

Purificação: SPE - Envi-18.  

- Condicionamento: 5 cm3 de ACN e 5 cm3 de água. 

- As colunas foram secas por vácuo.  

- Eluição: 4 cm3 de ACN. 

- Evaporação: corrente suave de azoto. 

GC-MS 

- Coluna VF-5ms (30 mm x 0,25 mm, 0,25 

µm) 

- Volume de injeção: 3 µL.  0,1ng/µl 
0,3 - 0,5 

ng/dm3 
Dudziak, 2011 

- não especificado 



 

 



 

 

 
PARTE 2  
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2.1 Material e Métodos 

2.1.1 Amostragem 

O presente estudo foi realizado em Coimbra, na Faculdade de Farmácia da Universidade de 

Coimbra. 

A investigação centrou-se no estudo de ZEA em 38 amostras de águas superficiais, de sete 

rios e uma ribeira, em Portugal continental (anexo 1). As recolhas foram efetuadas a 

montante das ETARs. 

A colheita das amostras realizou-se em dois períodos, ou seja, entre setembro a novembro 

de 2014 (outono; n=18) e fevereiro a abril de 2015 (primavera; n=20). 

A proveniência das amostras colhidas foi aleatória, no entanto foi tida em atenção a 

amostragem deveria compreender diferentes amostras que caracterizassem o território 

nacional, como evidência a figura 7. 

Após a colheita, as amostras foram devidamente identificadas e encaminhadas para o 

laboratório, acondicionadas em mala sob atmosfera refrigerada. As amostras mantiveram-se 

refrigeradas até à sua análise.  

 

Figura 7. Identificação dos locais ( ) onde foram aleatoriamente colhidas as amostras 

(Infoescola, 2015). 
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2.1.2 Reagentes e Material 

O padrão de ZEA, um pó branco, com um grau de pureza ≥99,0, foi obtido a partir da 

marca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). 

Os reagentes de grau HPLC utilizados foram acetonitrilo (Carlos Erba, Milão, Itália) e 

metanol (grau de pureza ≥ 99,9%, Chromasolv, Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha). A água 

foi obtida a partir do sistema de filtração Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA). 

No processo de filtração foram usados papel de filtro de microfibra de vidro (150 mm, 

Munktell & Filtrak GmbH, Bärenstein, Alemanha), papel de filtro de nitrato de celulose (0,45 

µm, Sartorius Stedim Biotech GmbH, Göttingen, Alemanha) e papel de filtro Whatman® Nº 

1, de membrana de poliamida (0,2 µm, 50 mm, Whatman GmbH, Dassel, Alemanha).  

Foram usadas colunas de imunoafinidade (IAC) ZearalaTestTM WB (VICAM, Milford, USA). 

Na análise das amostras foi usada água pura, acetonitrilo (HPLC - gradient, Merck) e ácido 

acético glacial (Merck, Darmstard, Alemanha). Foram também usados filtros de membrana 

para o extrato seco reconstituído (Durapore, 0,22 µm, GVPP; Millipore) e filtros para os 

solventes da fase móvel (Cellulose Acetat Membrane; 0,2 µm; Ederol).  

Foram ainda usados uma bomba de vácuo (modelo Vacuum pump v-700 Büchi®), material de 

filtração (funil de Büchner acoplado a um Kitasato e funil tipo copo acoplado à tela de 

suporte e ao frasco de vidro, Schott), o SPE de Ashcroft (Stratford, CT, USA) ligado a uma 

tubagem de vácuo de MachereyNagel (USA), uma bomba de Dinko (mol. D-95, 130 W, 220 

V) e um bloco de aquecimento com sistema de evaporação de azoto (Reagente 5, Porto, 

Portugal). 

 

2.1.3 Soluções 

A solução stock de ZEA foi preparada a 5 mg/mL, diluindo-se 10 mg de ZEA em 2 mL de 

acetonitrilo, e armazenada a -20 ºC. A solução intermédia foi preparada por diluição da 

solução stock a 50 µg/mL, em acetonitrilo, e a solução trabalho a 1 µg/mL em acetonitrilo, 

por diluição da solução intermédia. Foram armazenadas no escuro a 4 ºC. 

As soluções padrão para a curva de calibração em fase móvel foram preparados entre 2,5 e 

50 ng/mL (2,5, 5, 15, 25, 35, 50 ng/mL).  

As concentrações para a curva de calibração na matriz foram preparadas entre 5 e 100 ng/L 

(5, 10, 30, 50, 70, 100 ng/L).  
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A fase móvel consistia numa solução, filtrada a vácuo, de 40% de água com 0,1% de ácido 

acético e 60% de ACN. Todos os reagentes de cromatografia líquida foram desgaseificados 

durante 15 minutos num banho de ultra-sons. 

 

2.1.4 Equipamento LC-MS-MS 

O equipamento de cromatografia líquida com deteção por massa em tandem (LC-MS/MS) 

constituído pelo Finnigan Surveyor Autosampler Plus (Thermo), pelo Finnigan Surveyor MS 

Pump Plus (Thermo), pelo espectrómetro de massa híbrido Quadrupolo-Ion Trap (LCQ 

Advantage MAX, Thermo Finnigan, San Jose, California, USA) (figura 8) e pelo software para 

aquisição e tratamento de dados Xcalibur, 2.0, SR2 (Thermo) foi utilizado na deteção e 

quantificação da ZEA.  

 

Figura 8. Equipamento de LC-MS/MS. 

O equipamento de LC estava equipado com coluna cromatográfica Spherisorb ODS2 (2,1 

mm x 150 mm, 3 μm), a qual era precedida por uma pré-coluna Spherisorb ODS2 (4,6 mm x 

10 mm, 5 μm) (Waters Corporation, Milford, U.S.A.).  

 

2.2 Procedimento Experimental 

2.2.1 Extração / purificação 

As amostras de água (cerca de 750 mL) foram filtradas através de três filtros, microfibra de 

vidro, nitrato de celulose e membrana de poliamida. Os tamanhos de poro diminuiram 

sucessivamente com o objetivo de eliminar uma fração substancial das impurezas existentes 

na água.  
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Na fase posterior, 500 mL de amostra de água filtrada passaram através da IAC 

ZearalaTestTM WB (VICAM, USA), a um fluxo constante, sensivelmente 1-2 gotas por 

segundo. 

Seguiu-se a lavagem da coluna com 10 mL de água Milli-Q e a eluição com 3 mL de metanol. 

O eluído foi seco num evaporador a 40 ºC sob um fluxo suave de azoto e o extrato seco foi 

armazenado a -20 ºC. Antes da injeção no sistema cromatográfico, o extrato seco foi 

reconstituído em 1 mL de fase móvel e, de seguida, microfiltrado por uma membrana 

Durapore (Millipore) com um diâmetro de poro de 0,22 m.   

 

2.2.2 Deteção e Quantificação 

A deteção e quantificação da ZEA foram realizadas por cromatografia líquida acoplada à 

espectrometria de massa em tandem (LC-MS/MS) com recurso ao cromatógrafo descrito em 

2.1.4. O espectrómetro de massa operou em modo de ionização negativa, por electrospray 

(ESI), com aquisição por monitorização seletiva de reações (SRM). As temperaturas da fonte 

capilar foram de 0 e 270 °C e as voltagens de 4,5V e 10V, respetivamente. O gás nebulizador 

usado foi o azoto, com uma velocidade do fluxo de 80 arb. (unidades arbitrárias) e o gás 

auxiliar de varredura com uma velocidade do fluxo de 20 arb.. O gás de colisão utilizado foi 

o hélio, com uma energia de colisão normalizada de 35%. Foram adquiridas três transições 

precursor-fragmento, uma para quantificação (m/z 317 (|M-H|-)> m/z 273) e as restantes 

duas para confirmação (m/z 317 (|M-H|-)> m/z 175 e m/z 317 (|M-H|-)> m/z 149). 

O volume de injeção foi de 20 μL (loop parcial) e o fluxo cromatográfico de 200 μL/min, em 

modo isocrático. 

A identificação da ZEA foi efetuada, comparando os tempos de retenção dos picos 

cromatográficos obtidos na amostra com os do padrão bem como comparando os 

correspondentes espectros de massa. Os resultados foram analisados equiparando os rácios 

obtidos das áreas dos picos de ZEA da amostra com os do padrão de cada cromatograma. 

Para a quantificação da ZEA foram construídas curvas de calibração a partir das soluções 

padrão, que por comparação com a área média de 5 injeções, permitiram quantificar a 

concentração de ZEA em cada amostra. 

 

2.2.3 Validação  

A validação do método foi efetuada através da determinação da linearidade, exactidão, 

precisão, limite de deteção e limite de quantificação. 
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2.2.3.1 Linearidade 

A linearidade atesta a proporcionalidade entre as áreas obtidas dos cromatogramas e as 

concentrações existentes nas amostras, sendo esta relação tanto maior quanto mais 

próximo de 1,0 for o valor do coeficiente de determinação (R2). Para a respetiva avaliação 

foram construídas duas curvas de calibração, uma em fase móvel (2,5 ng/mL - 50 ng/mL) e 

outra em matriz (5 - 100 ng/L). 

 

2.2.3.2 Ensaios de fortificação  

A exatidão do método determinou-se através dos ensaios de recuperação de ZEA. A 

recuperação está relacionada com a exatidão, pois mostra a quantidade de determinado 

composto recuperado no procedimento, em relação à quantidade real presente na amostra. 

Para avaliar este parâmetro, foram efetuados três níveis de fortificação numa amostra de 

água de superfície. Para o efeito foram utilizadas soluções padrão com concentrações a 5, 25 

e 50 ng/mL que foram adicionadas a 500 mL de água de superfície por forma a obter níveis 

de fortificação de 10, 50 e 100 ng/L. Para cada nível de fortificação foram efetuados três 

replicados. 

Os ensaios de recuperação foram analisados nas mesmas condições analíticas e a exatidão foi 

avaliada através das percentagens de recuperação para cada um dos 3 níveis de fortificação. 

A precisão do método analítico foi avaliada através da repetibilidade intra e inter-dia. A 

repetibilidade intra-dia foi avaliada analisando uma amostra de água superficial, fortificada em 

triplicado para o mesmo dia e a repetibilidade inter-dia foi avaliada sobre a mesma amostra, 

utilizando as mesmas condições, mas em três dias diferentes (nove repetições). A 

reprodutibilidade dos resultados não foi avaliada, uma vez que requeria o envolvimento de 

diferentes laboratórios. 

 

2.2.3.3 Limite de deteção e limite de quantificação 

A determinação dos limites de deteção (LODs) baseia-se no sinal-ruído que pode ser 

aplicada apenas aos processos analíticos que apresentam ruído de linha de base. A 

determinação da relação sinal-ruído é efetuada por comparação dos sinais medidos a partir 

de amostras com baixas concentrações conhecidas do analito com a amostra em branco e 

que estabelece a concentração mínima para a qual a substância a analisar pode ser detetada 

com fiabilidade (ICH, 2005). A relação sinal-ruído entre 3:1 é usualmente considerada 
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aceitável para calcular o limite de deteção, pelo que os LODs foram determinados pela razão 

sinal - ruído (S/R), de 3:1, comparando o sinal obtido do branco da amostra com o sinal 

obtido na curva de calibração. 

Os critérios utilizados para o cálculo dos LODs foram também os selecionados para a 

determinação dos limites de quantificação (LOQs), no entanto, segundo ICH (2005) a razão 

sinal-ruído típica utilizada é de 10:1. Neste caso, os LOQs foram determinados como sendo 

a concentração que produziu uma relação sinal-ruído de 10 vezes nos cromatogramas de 

ZEA analisada, seguindo o mesmo procedimento analítico do limite de deteção. 

Ou seja, os LODs e LOQs foram determinados como três e dez vezes o ruído de mais 

baixo nível detetado e determinado, respetivamente. 

 

2.2.4 Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o GraphPad Prism (6, 01, GraphPad 

Software, Inc., San Diego, EUA). Para testar se os conjuntos de dados eram de distribuição de 

Gauss, foi utilizado o teste de normalidade D’Agostino-Pearson. Uma vez que os conjuntos 

de dados não apresentaram distribuição normal, com variações não homegéneas, foram 

aplicados testes não paramétricos. Para a comparação entre as duas estações de amostragem 

foi utilizado o teste de Mann-Whitney. O nível com significado estatístico foi definido como 

P<0,05. Para a análise estatística, se a concentração se encontrava abaixo do limite de 

deteção (LOD) foi atribuído 50% desse limite. 

 

2.3 Resultados e Discussão 

2.3.1 Otimização dos procedimentos analíticos 

Relativamente ao processo de filtração, a escolha de três filtros diferentes com dimensões 

de poro sucessivamente inferiores permitiu uma maior eficiência no processo, reduzindo o 

número de interferentes, quando a amostra atravessa a IAC.  

A adoção da cromatografia de imunoafinidade baseada no anticorpo monoclonal permitiu 

extrair a ZEA das amostras. Esta técnica consiste na separação seletiva pelo anticorpo, o 

qual imobiliza sobre uma matriz polimérica e é usado para ligar seletivamente compostos 

específicos. Após a remoção dos componentes não acoplados, a ZEA ligada é deslocada 

através da alteração da característica química do eluente, o metanol. A escolha da coluna 

ZearalaTest™ WB permitiu a otimização do processo, pois estas colunas de imunoafinidade 
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apresentam um diâmetro superior. Com um volume total de eluente de 3 mL, em 

comparação com o total de 1 mL das colunas IAC convencionais permitiu uma taxa de fluxo 

superior (VICAM, 2013). 

A escolha da deteção por massa em tandem (MS/MS) deveu-se à sua vantagem na análise da 

micotoxina, fornecendo informação mais assertiva, com um nível adicional de confirmação da 

sua identidade, permitindo analisar a fragmentação de ZEA através dos iões específicos, 

observados no espectro. 

As figuras 9, 10, 11 e 12 representam os cromatogramas e os espetros obtidos por LC-

MS/MS de padrão de ZEA, de uma amostra fortificada, de uma amostra em que a ZEA não 

foi detetada e de uma amostra contaminada. 

 

  

Figura 9. Cromatograma e espetro de solução padrão de ZEA (50 ng/mL≃1 ng/20 µL). 
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Figura 10. Cromatograma e espetro de ZEA numa amostra fortificada a 50 ng/L. 

 

 

  

Figura 11. Cromatograma e espetro numa amostra em que a ZEA não foi detetada.  
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Figura 12. Cromatograma e espetro de ZEA numa amostra contaminada. 

Importa ainda clarificar que a o espectrómetro de massa híbrido operou em modo de 

ionização negativa pois o ião carregado negativamente (|M-H|-) de ZEA terá sido encontrado 

mais abundantemente do que a carga positiva protonada da molécula, à semelhança dos 

estudos de Dijkman et al. (2001) e de Zöllner et al. (2000). Este efeito pode ser atribuído, 

apesar de uma menor fragmentação do ião molecular desprotonado de ZEA em modo de 

ião negativo, à presença de um grupo fenólico ácido que favorece a desprotonação da 

molécula na fase gasosa (Laganà et al., 2001). 

Para a pesquisa do analito de interesse deu-se a fragmentação e separação (m/z), através da 

desprotonação (|M-H|-), pelo que surgiram o ião percursor e os dois iões produto. O ião 

produto, específico e intenso, que se revelava mais abundante foi o escolhido para a 

quantificação, e os dois iões produto secundários foram monitorizados para os ensaios de 

confirmação. 

 

2.3.2 Desempenho analítico 

A avaliação da linearidade do método foi efetuada recorrendo ao traçado de curvas de 

calibração. Estas foram obtidas usando o procedimento de regressão linear de mínimos 

quadrados da área do pico em função da concentração. A linearidade da ZEA em fase móvel 

foi avaliada com cinco níveis de concentração, entre 2,5 ng/mL e 50 ng/mL. O resultado da 

avaliação da linearidade foi apropriado, como evidencia o coeficiente de correlação (R2 = 

0,9997) (figura 13). 
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Figura 13. Curva de calibração de ZEA em fase móvel.  

A curva de calibração preparada na matriz foi obtida com diferentes concentrações de ZEA, 

preparadas entre 5 e 100 ng/L, sendo o resultado da avaliação da linearidade adequado, 

como evidenciado pelo coeficiente de correlação (R2 = 0,9999) (figura 14).  

 

 

Figura 14. Curva de calibração de ZEA na matriz. 

Como evidenciado pelas curvas de calibração, quer de ZEA em fase móvel quer na matriz, a 

linearidade do método é adequada. Os coeficientes de correlação obtidos são idênticos ao 

do estudo de Gromadzka et al. (2009). 

As curvas de calibração, em fase móvel e com a matriz, foram utilizadas para calcular o efeito 

de matriz (ME), combinando o declive da calibração na matriz (B) que é dividido pelo declive 

da calibração do padrão em solvente (A). Assim, a razão (B/A x 100) foi definida como o 

efeito de matriz absoluto (ME %). O valor obtido foi interpretado como se segue: um valor 

de 100% denota a ausência de efeito de matriz, superior a 100% um aumento do sinal e 
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abaixo de 100% uma supressão de sinais (Rubert et al., 2011). 

O valor do efeito de matriz obtido, 100,05%, pode ser considerado negligenciável. 

Relativamente à exatidão, a recuperação foi calculada através da razão entre a quantidade de 

substância adicionada e a quantidade de substância recuperada (Ahmida et al., 2006), 

expressa em percentagem. A exatidão do método utilizado foi avaliada por análise de ZEA 

numa amostra de água superficial fortificada a três níveis diferentes de 10, 50 e 100 ng/L, 

com três replicados para cada nível (ponto 2.2.3.2.). As recuperações médias variaram entre 

85,22% e 100,30% para níveis de fortificação a 10 e 100 ng/L, respetivamente. De acordo 

com a Association of Official Analytical Chemists International (AOAC), as recuperações que 

variam entre 80 a 100% são aceitáveis, quando os analitos estiverem em concentrações 

inferiores a 1 g/kg (AOAC, 1999), dependendo aquelas da matriz, da interação matriz-

analito, do processamento da amostra e do nível de fortificação do analito (AOAC, 2002). 

A precisão foi avaliada em condições de repetibilidade. A repetibilidade intra-dia variou entre 

0,54% e 1,73% para níveis de fortificação de 100 e 10 ng/L, respetivamente. A repetibilidade 

inter-dia oscilou entre 0,49% e 3,67% para 100 e 10 ng/L, respetivamente (tabela 7). A 

precisão obtida por este método é adequada.  

Adaptando a diretiva CE 401/2006 (CE, 2006), os valores encontrados, tanto para a exatidão 

como para a precisão, respeitam os requisitos estabelecidos.  

Tabela 7 - Valores relativos à exatidão e à precisão da metodologia analítica para a 

determinação da ZEA em águas de superfície. 

Fortificação (ng/L) Exatidão (%) 
Repetibilidade 

intra-dia (% RSD) 

Repetibilidade 

inter-dia (% RSD) 

10 85,22 1,73 3,67 

50 97,58 0,64 0,78 

100 100,30 0,54 0,49 

RDS-Desvio padrão relativo 

O LOD e LOQ, calculados através da curva de calibração na matriz como |3.3 Sy/x| / b e |10 

Sy/x| / b, respetivamente, onde b é o declive e Sy/x é o desvio padrão residual da função 

linear, foram 1,82 e 5,53 ng/L, respetivamente. Estes valores foram considerados satisfatórios 

considerando a matriz em análise, pelo que permitem a aplicação deste método a amostras 

reais, dado serem da mesma ordem de grandeza ou inferiores às concentrações de ZEA 
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encontradas neste tipo de amostras. 

Os LODs descritos na literatura, relativamente à ZEA em águas superficiais, variam entre 0,3 

e 0,4 ng/L, nomeadamente para o método de LC-PDA/FLD (Gromadzka et al., 2009) e 0,4 

ng/L para o método de LC-FD (Maragos, 2012).  

Neste contexto, o LOD encontrado com a metodologia analítica desenvolvida é consistente 

com alguns dos valores encontrados na literatura científica. 

 

2.3.3 Ocorrência de ZEA em águas de superfície 

A ocorrência de ZEA em águas vem sendo relatada, embora os dados sejam limitados, pelo 

que foi oportuno quantificar o nível de contaminação nesta matriz.  

No presente estudo, diferentes amostras de água de superfície, obtidas em sete rios e uma 

ribeira em Portugal continental, em duas épocas, foram alvo de análise com vista a detetar e 

quantificar ZEA nas mesmas. 

Foi avaliado o conteúdo de ZEA em 38 amostras, sendo que 9 destas (23,68%) estavam 

contaminadas, com teores que oscilaram entre 5,59 e 82,56 ng/L, com teores médios de 

16,77 ng/L (tabela 8). Em estudos análogos, tem sido detetada a ocorrência de ZEA em 

baixas concentrações, na ordem dos ng/L, com teores mínimo e máximo de 0,3 e 43,7 ng/L, 

respetivamente (Bucheli et al., 2008; Dudziak, 2011; Gromadzka et al., 2009; Hartmann et al., 

2007; Laganà et al., 2004; Maragos, 2012; Schenzel, Schwarzenbach e Bucheli, 2010; Ternes, 

Eggert e Meisenheimer, 2001; Waśkiewicz et al., 2012; Woźny et al., 2013) (tabela 5). Porém, 

outros estudos revelaram concentrações mais elevadas, entre as quais se destacam as do rio 

polaco Bogdanka, que variaram entre 1,7 e 43,7 ng/L, nas diferentes estações do ano 

(Gromadzka et al., 2009), e entre 2,0 e 25,0 ng/L no mesmo rio, segundo o estudo de 

Waśkiewicz et al. (2012). Também na Suíça, as concentrações variaram entre 0,3 e 29,0 ng/L 

(Schenzel, Schwarzenbach e Bucheli, 2010). Ainda foi detetada por Ternes, Eggert e 

Meisenheimer (2001), na Alemanha, uma concentração significativamente superior às 

referidas, até 60 ng/L. 

A maioria dos teores de ZEA encontrados em águas de superfície em Portugual apresenta 

semelhanças nos valores detetados em outros países. No entanto, uma das amostras, 

especificamente a do rio Xarrama, em Évora, revelou uma concentração considerável de 

ZEA, ou seja 82,56 ng/L, o valor mais elevado detetado até ao momento.  

 A incidência de amostras positivas (23,68%), indica que esta micotoxina pode ser um 

contaminante relativamente frequente na água de superfície. Apesar da sua significativa 
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ocorrência, os dados sugerem que os níveis de exposição são razoavelmente baixos, embora 

a concentração encontrada nas nove amostras contaminadas seja superior ao LOQ. 

Tabela 8 - Frequência (%) e teores (ng/L) de ZEA nas amostras de água de superfície. 

Localidade (rio) 

Número 

de 

amostras 

Frequência 

(%) 

Min.-Máx. 

(ng/L) 
Média ± SD 

Chaves (rio Tâmega) 4 0 nd - 

Cachão (rio Fervença) 4 3 (7,90) 5,87 - 22,30 11,46 ± 9,39 

Figueira da Foz (rio 

Mondego) 
4 0 nd 0 

Formoselha (rio Mondego) 4 1 (2,63) 5,83 5,83 

Coimbra (rio Mondego) 4 1 (2,63) 5,92 5,92 

Frielas (rio Trancão) 3 1 (2,63) 5,96 5,96 

Évora (rio Xarrama) 4 1 (2,63) 82,56 82,56 

Reguengos de Monsaraz 

(ribeira de Álamo)  
4 0 nd 0 

Vila Real de Santo António 

(rio Guadiana) 
4 0 nd 0 

Sacavém - rio Trancão 2 1 (2,63) nd-5,59 5,59 

Vila Nova da Barca - rio 

Arunca 
1 1 (2,63) 10,69 10,69 

Total 38 9 (23,68) 5,59-82,56 16,77 

Tendo as colheitas sido realizadas em dois períodos, setembro a novembro de 2014 

(outono) e fevereiro a abril de 2015 (primavera), constatou-se que o maior número de 

amostras contaminadas foi detetado no segundo período, 35% vs 11,1%, bem como com 

níveis médios mais elevados, 19,8 vs 6,0 ng/L (tabela 9). No entanto não foram encontradas 

diferenças significativas entre os dois períodos, P=0,09. 
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Tabela 9 - Frequência (%) e teores (ng/L) de ZEA, por época, em águas de superfície. 

Época Amostragem 
Frequência 

(%) 

Variação 

(ng/L) 

Média ± SD 

(ng/L) 

set. - nov. 2014 18 2 (11,1) nd-6,22 6,0 ± 0,2 

fev. - abril 2015 20 7 (35) nd-82,56 19,8 ± 28,3 

Total 38 9 (23,7) nd-82,56 16,8 ± 25,3 

O teor de micotoxinas na primavera é provavelmente resultado da combinação do desgaste 

e degradação parcial dos resíduos dos campos agrícolas e a produção de fungos toxigénicos 

sobre estes resíduos até que as temperaturas desçam com o início do inverno (Kolpin et al., 

2010).  

Considerando que as colheitas de cereais, nomeadamente milho, a cultura que apresenta 

maiores concentrações registadas de ZEA (Pleadin et al., 2012; Hadiani et al., 2003), são 

efetuadas nos meses de outubro e novembro, e constatando que é a cultura dominante em 

redor de alguns rios, pode eventualmente considerar-se que esta contaminação decorre de 

uma maior afluência de fungos do género Fusarium, numa fase posterior à colheita do cereal. 

Esta situação pode ser corroborada pelos estudos de Gromadzka et al. (2009) e Waśkiewicz 

et al. (2012). A influência dos fatores de crescimento deste género de fungos, 

nomeadamente pelas condições climatéricas propícias ao seu desenvolvimento, contribui 

para um crescimento fúngico mais significativo, o qual certamente é drenado dos campos 

infetados para os rios envolventes.  

Tendo a amostragem sido realizada a montante das ETARs, estas não terão tido influência 

nos resultados obtidos, uma vez que a influência da excreção humana está ausente.  

De acordo com os dados da associação nacional dos produtores de milho e de sorgo, o 

milho constitui, no contexto agrícola português, a mais importante cultura arvense, e é 

destacadamente a que mais explorações agrícolas envolve, estimando-se que a área cultivada 

ocupa cerca de 170.000 hectares, de Norte a Sul do país (Anpromis, 2015). No conjunto dos 

cereais, o milho tem vindo a acentuar o seu papel de liderança, representando atualmente 

cerca de 40% do total dos cereais (Agronegócios, 2015). 

A área de milho cultivada no Alentejo revela um forte crescimento, mais de 50% (Anpromis, 

2014), fator que poderá ter contribuído para a elevada concentração de ZEA encontrada na 

amostra recolhida no rio Xarrama, em Évora. 
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O escoamento de ZEA de campos agrícolas ou locais de armazenagem previamente 

contaminados, como investigado nos estudos de Hartmann et al. (2007, 2008a) e de Bucheli 

et al. (2008), demostrou ser uma importante fonte de contaminação em áreas agrícolas, 

sendo certamente a principal fonte. 

Nos dois períodos assinalados, para cada local terão sido efetuadas colheitas em dias 

consecutivos. Pelos resultados obtidos pode-se inferir que a concentração de ZEA em água 

de superfície depende do local e do mês/dia. Os teores variam consideravelmente, em dias 

consecutivos, o que pode ser consequência do elevado fluxo e fatores de diluição. Como 

demonstrado por Waśkiewicz et al. (2012), a ZEA é transportada pela chuva, dependo 

essencialmente da intensidade de ocorrência de fungos patogénicos numa dada área.  

Pode presumir-se que as concentrações ZEA aumentam rapidamente em ambientes que 

suportam o crescimento dos fungos, bem como na presença de fatores de stress (Gajęcka et 

al., 2011). Permanece a dúvida se o aumento da contaminação decorre da diluição da água 

superficial e de drenagem, proveniente das áreas adjacentes, da sorção eficiente bem como 

da percolação de ZEA no solo ou simplesmente de diferentes períodos de investigação. 

Relativamente às amostras em que a ZEA não foi detetada, nomeadamente no primeiro 

período de colheita, podem considerar-se as reduzidas taxas de infeção por fungos do 

género Fusarium, possivelmente devido ao clima seco no mês de setembro e portanto, pouca 

produção de ZEA. 

Embora os resultados deste estudo denotem que a concentração de ZEA em água de 

superfície não é significativamente elevada, tal exposição pode ser perigosa, devido à 

acumulação de micotoxinas potenciais, nomeadamente se a água contaminada for utilizada na 

produção de alimentos para seres humanos e animais (Gromadzka et al., 2009; Russell e 

Paterson, 2007). Ou seja, além do potencial risco ecotoxicológico, a ZEA também 

representa possível perigo nutricional e de saúde. 

Efetivamente, na União Europeia apenas existem limites máximos estabelecidos para ZEA em 

alguns produtos alimentares. A legislação atual não inclui limites para a ocorrência de ZEA 

em águas, pois a transmissão é efetuada de forma limitada. No entanto, devem ser 

consideradas as concentrações identificadas pois, na possibilidade de coocorrência de ZEA 

com outras micotoxinas, poderá ser uma fonte de preocupação no que diz respeito à 

toxicidade, quer para a biota aquática quer para a saúde humana.  
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A identificação de ZEA em águas superficiais deve motivar a novas investigações com vista à 

identificação de potenciais fontes de contaminação, bem como à sua monitorização, para 

uma avaliação precisa da sua variabilidade e das rotas de migração sazonal para as águas.  
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CONCLUSÃO 

Existindo cada vez mais consciência da importância dos fungos em água, considerou-se 

essencial determinar a concentração de ZEA em águas de superfície.  

A extração/purificação das amostras efetuadas com recurso à filtração e a colunas IAC, bem 

como a deteção e quantificação por LC-MS/MS, permitiram alcançar baixos limites de 

deteção e de quantificação. Esta metodologia analítica proporcionou bons resultados em 

termos de linearidade, exatidão e precisão demonstrando que é adequada para a 

determinação de ZEA em águas de superfície. 

O estudo destaca que das 38 amostras de águas de superfície, colhidas em rios em Portugal, 

23,68% das amostras estavam contaminadas, tendo a amostra do rio Xarrama, em Évora, 

apresentado uma concentração considerável de ZEA, 82,56 ng/L, o valor mais elevado 

encontrado até ao momento. A concentração mais elevada de ZEA foi detetada no segundo 

período de amostragem, de fevereiro a abril de 2015 (primavera), não tendo sido verificada 

diferença significativa entre os dois períodos, P=0,09, o que sugere que a ZEA resulta da 

drenagem e escoamento agrícola, devido à infestação dos resíduos das culturas, 

nomeadamente de milho, no solo e consequentemente nas águas de rio.  

Os resultados sugerem que a exposição a ZEA através das águas de superfície é 

provavelmente muito baixa em relação à exposição potencial a partir de alimentos. Sob 

certas circunstâncias, no entanto, os níveis podem ser relevantes para a vida aquática, 

especialmente em ambientes nos quais as concentrações ZEA podem atingir teores 

fisiologicamente relevantes. A ocorrência de ZEA e o seu destino e comportamento nas 

águas de superfície, embora seja na ordem dos nanogramas por litro, poderá representar 

risco ecotoxicológico, pelo que deve ser continuada a investigação desta micotoxina.  

Considerando o estudo desenvolvido seria importante clarificar a ocorrência espacial e 

temporal deste contaminante natural, avaliar os potenciais impactos cumulativos de tal 

composto isoladamente ou em combinação com outros contaminantes, bem como a sua 

presença potencial em fontes de água potável.  

A investigação a desenvolver no futuro deve conduzir à elaboração e implementação de um 

legislação adequada, que regule as concentrações máximas permitidas de ZEA na água, com 

vista a melhorar a segurança alimentar. 
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Anexo - Amostras de águas de superfície: zona/rio e data de colheita. 

Nº da Amostra Zona - rio Data da colheita 

1 Chaves - rio Tâmega 11/11/2014 

2 Chaves - rio Tâmega 12/11/2014 

3 Cachão - rio Fervença 10/11/2014 

4 Cachão - rio Fervença 11/11/2014 

5 Figueira da Foz - rio Mondego 09/09/2014 

6 Figueira da Foz - rio Mondego 10/09/2014 

7 Formoselha - rio Mondego 09/09/2014 

8 Formoselha - rio Mondego 10/09/2014 

9 Coimbra - rio Mondego 09/09/2014 

10 Coimbra - rio Mondego 10/09/2014 

11 Frielas - rio Trancão 18/09/2014 

12 Frielas - rio Trancão 19/09/2014 

13 Évora - rio Xarrama 13/09/2014 

14 Évora - rio Xarrama 14/09/2014 

15 Reguengos de Monsaraz - ribeira de Álamo 13/09/2014 

16 Reguengos de Monsaraz - ribeira de Álamo 14/09/2014 

17 Vila Real de Santo António - rio Guadiana 13/09/2014 

18 Vila Real de Santo António - rio Guadiana 14/09/2014 

19 Chaves - rio Tâmega 23/02/2015 

20 Chaves - rio Tâmega 24/02/2015 

21 Cachão - rio Fervença 23/02/2015 

22 Cachão - rio Fervença 24/02/2015 

23 Figueira da Foz - rio Mondego 11/03/2015 

24 Figueira da Foz - rio Mondego 12/03/2015 

25 Formoselha - rio Mondego 11/03/2015 

26 Formoselha - rio Mondego 12/03/2015 

27 Coimbra - rio Mondego 11/03/2015 

28 Coimbra - rio Mondego 12/03/2015 

29 Frielas - rio Trancão 09/03/2015 

30 Évora - rio Xarrama 14/03/2015 
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Anexo - Amostras de águas de superfície: zona/rio e data de colheita (continuação). 

Nº da Amostra Zona - rio Data da colheita 

31 Évora - rio Xarrama 15/03/2015 

32 Reguengos de Monsaraz - ribeira de Álamo 14/03/2015 

33 Reguengos de Monsaraz - ribeira de Álamo 15/03/2015 

34 Vila Real de Santo António - rio Guadiana 14/03/2015 

35 Vila Real de Santo António - rio Guadiana 15/03/2015 

36 Sacavém - rio Trancão 19/02/2015 

37 Sacavém - rio Trancão 20/02/2015 

38 Vila Nova da Barca - rio Arunca 07/04/2015 

 

 

 




