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RESUMO 

 

Atualmente, o leite humano é considerado essencial para o crescimento e a saúde normais 

do bebé, de preferência como a única fonte de alimento durante os primeiros seis meses de 

vida. No entanto, através do leite materno podem ser veiculados diferentes contaminantes 

alimentares e ambientais que podem levar a uma exposição toxicologicamente relevante dos 

bebés amamentados. Estes são considerados uma população particularmente vulnerável 

devido, em parte, à fisiologia, uma dieta bastante restrita e um maior consumo relativamente 

ao peso corporal. A ocratoxina A (OTA) é uma micotoxina com efeitos nefrotóxicos 

reconhecidos, além de atuar como uma toxina hepática, um supressor imunológico, um 

agente possilmente carcinogénico em humano (grupo 2B da IARC). Estudos anteriores de 

biomonitorização em relação à População Portuguesa em geral confirmaram que a exposição 

à OTA existe e é generalizada. 

Pelo que antecede, foram recolhidas 42 amostras (de conveniência) de leite materno, 

juntamente com um termo de consentimento informado por escrito, um questionário 

sociodemográfico e um questionário alimentar (semiquantitativo). A recolha de amostras de 

leite considerou as orientações e os critérios de inclusão e exclusão descritos em estudos 

anteriores. A determinação da OTA foi realizada através de ELISA competitivo e a avaliação 

do risco foi efectuada através de método determinístico. 

Os resultados mostraram uma contaminação generalizada, com 41 (97,6 %) das 42 amostras 

acima do limite de detecção (50 ng/L), variando de 59 a 560 ng/L, com nível médio de 305 ± 

114 ng/L. A ocorrência e os níveis de OTA determinados nas amostras de leite materno 

analisadas foram superiores aos relatados recentemente, como por exemplo na Nigéria e no 

Chile. A amostra de leite materno com maior teor de OTA foi proveniente de uma mãe 

com elevado consumo de pão e café, enquanto a amostra com menor valor foi proveniente 

de uma mãe que nunca consumiu frutas secas. A exposição estimada dos recém-nascidos 

através do consumo de leite foi de 41,8 ng/kg p.c./dia, para bebés com menos de 7 kg e 37,8 

ng/kg p.c./dia, para bebés com peso corporal de pelo menos 7 kg. Considerando a ingestão 

diária tolerável ajustada para bebês com menos de 16 semanas, recentemente proposta pela 

Autoridade Europeia para a Segurança dos Alimentos, observou-se que a percentagem da 

ingestão diária tolerável corresponde a 720,7 %. Desta forma, os resultados do presente 

estudo apontam a necessidade de reforçar os programas nacionais de vigilância e 

monitorização de estudos sobre a OTA, em particular, bem como conceber medidas 
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profiláticas e de controlo para diminuir a presença de OTA no leite humano e a resultante 

exposição de recém-nascidos em lactação. 

 

Palavras-chave: leite materno; ocratoxina A; micotoxina; alimentos; exposição; recém-

nascidos 
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ABSTRACT 

 

Human milk is currently deemed essential for normal infant growth and health, preferably as the 

only source of food during the first six months of life. Nevertheless, maternal milk can be a source of 

different food and environmental contaminants that can lead to toxicologically relevant exposure of 

the breastfed infants. These are considered a particularly vulnerable population due, in part, to 

physiology, a fairly restricted diet and a higher consumption relative to body weight. Ochratoxin A 

(OTA), is a mycotoxin with recognized primary nephrotoxic effects besides acting as a liver toxin, a 

possibly carcinogenic agent in human (IARC group 2B). Previous biomonitoring surveys regarding the 

general Portuguese population confirmed that OTA exposure exists and is widespread. Given the 

above, 42 breast milk (convenience) samples were collected, along with a written informed consent, 

a socio-demographic and a (semi-quantitative) food questionnaire. Milk sample collection considered 

the guidelines and the inclusion and exclusion criteria as previously described. Determination of OTA 

was carried out through a competitive ELISA and risk assessment followed a deterministic method. 

Results showed a widespread contamination, with 41 (97.6 %) of the 42 samples above the 

detection limit (50 ng/L), ranging from 59 to 560 ng/L, with an average level of 305±114ng/L. The 

OTA occurrence and levels determined in the analysed maternal milk samples were higher than the 

ones recently reported, as for instance in Nigeria and Chile. The breast milk sample with the higest 

OTA level was from a mother that reported a high consumption of both bread and coffee, whereas 

the sample with the lowest value was from a mother that never consumed dried fruits. The 

estimated exposure of the newborns through milk consumption was 41.8 ng/kg b.w./day, for babies 

with less than 7 kg and 37.8 ng/kg b.w./day, for babies with a body weigh of at least 7 kg. 

Considering the adjusted tolerable daily intake for babies with less than 16 weeks recently proposed 

by European Food Safety Authority, it was observed that the percentage of the tolerable daily intake 

corresponds to 720.7 %. Thus the findings of the present study point out the need to reinforce 

national surveillance programs and monitoring studies regarding this mycotoxin in particular, as well 

as devise prophylactic and control measures to decrease OTA presence in human breast milk and 

the resulting exposure of lactating newborns. 

Keywords: breast milk; ochratoxin A; mycotoxin; food; exposure; newborns 
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1. Aleitamento materno 

 

O leite materno (LM) é o alimento mais seguro, eficaz, completo, e adequado da criança 

até o sexto mês de vida após o nascimento (Santiago et al., 2003). É a fonte principal de 

nutrientes para o crescimento, desenvolvimento da criança e também possui grande 

importância em todas fases da vida do ser humano, por conter elementos indispensáveis 

em mistura com água, nomeadamente enzimas, sais minerais, vitaminas, lactose, 

oligossacarídeos, caseína, anticorpos, hormonas, pigmentos, azoto, dióxido de carbono e 

oxigénio (Barros, 2014; Navas, 2003). O aleitamento materno é por isso necessário para o 

crescimento, desenvolvimento, sobrevivência de bebés e sempre foi a prática de 

alimentação ideal que atende às necessidades fisiológicas e psicológicas do bebé (Memis at 

al., 2019). É um alimento completo e natural, adequado para quase todos os recém-

nascidos, salvo raras exceções. Desta forma, a amamentação deve ser apoiada, protegida e 

promovida uma vez que o leite possui componentes imunológicos que o tornam inimitável 

e único (Cunha, 2009). Acresce que está sempre disponível, com a temperatura ideal, 

pronto para ser consumido (Santos et al., 2006). 

Após o parto aparece o colostro, também chamado primeiro leite, que é mais grosso e 

amarelado do que o leite maduro, muito rico em proteínas indispensáveis para um 

crescimento mais rápido do bebé, sobretudo a Imunoglobulina A secretora e outras classes 

de anticorpos especialmente importantes na proteção do bebé contra infeções (Levy, 

2011). Segundo Mathieu (2019) a IgM e IgG são importantes porque desempenham um 

papel fundamental na defesa da mucosa intestinal da criança. A IgG pode ligar-se aos vírus e 

evitar a adesão dos agentes patogénicos à superfície da mucosa. A IgM têm sido identificada 

no intestino das crianças, contudo o papel desta classe na defesa imunitária, na mucosa 

infantil. O colostro é ainda muito rico em fatores de crescimento que estimulam o 

desenvolvimento do intestino imaturo do bebé. Despois da produção de colostro, segue-se 

o leite de transição, após três a cinco dias de vida do bebé, promovendo a habituação a um 

menor conteúdo em proteínas e maior quantidade de açúcares, sendo mais claro e menos 

denso do que o colostro. Finalmente, ao fim de duas semanas de vida, surge o leite 

maduro, mais calórico que o colostro, parecendo mais aguado e por vezes transparente 

(Levy, 2011; Romão et al., 2017). 

Para uma amamentação prolongada, segura e ideal é recomendado, de forma praticamente 

unânime entre médicos pediatras, em que a forma correta do aleitamento materno 

exclusivo, ou seja não adicionar qualquer outro alimento até aos primeiros seis meses de 

vida (Levy et al., 2012) com exceção de suplementos vitamínicos, minerais ou 
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eventualmente fármacos. O aleitamento será predominante se, além do leite materno, o 

lactente receber outros líquidos não lácteos, tais como água e chás sem conteúdo 

energético. O aleitamento será misto se, além do leite materno, o lactente receber uma 

fórmula infantil e será parcial se o aleitamento materno for acompanhado de alimentação 

complementar (Marques et al., 2011; Nardo et al., 2014). 

A Organização Mundial de Saúde (OMS) recomenda o aleitamento materno em exclusivo 

nos primeiros seis meses de vida e a manutenção, se possível, pelo menos até aos dois 

anos de vida (Dehghan et al., 2014). O aleitamento materno exclusivo é desta forma a 

prática ideal na alimentação de crianças (Levy, 2011), promovendo benefícios para as 

crianças e as respectivas mães, desenvolvendo os respectivos laços afectivos e 

adicionalmente criando um impacto significativo na saúde da família e da comunidade. É por 

isso considerado o método de alimentação por excelência, pela sua contribuição eficiente 

para a saúde do bebé (Locatelli et al., 2008).  

Vários estudos epidemiológicos comprovam que o aleitamento previne ainda algumas 

doenças em crianças mais velhas por exemplo: a doença de Crohn, diabetes mellitus tipo I, 

artrites reumáticas e linfomas, diminuindo da mesma maneira a incidência ou a gravidade de 

várias doenças tais como: meningite, pneumonia, otite média, infeção urinária, diarreia, 

enterocolite necrosante e infeção pelo vírus sincipital respiratório (Neto et al., 2006).  

Contudo, é importante salientar que o leite materno e outros tipos de alimentos 

oferecidos aos lactentes podem transferir diferentes contaminantes, designamente 

micotoxinas como a Ocratoxina A (OTA). Tal transferência pode causar problemas de 

saúde na criança, no início ou ao longo da vida. A passagem da OTA do sangue para o leite 

materno foi identificada inicialmente em animais de laboratório (coelho) em amamentação. 

Subsequentemente, foi registada a exposição dos lactentes a esta micotoxina, tendo-se 

verificado uma relação linear entre as concentrações da OTA no leite materno e no plasma 

das crianças amamentadas (Hassan et al., 2005). Os lactentes são considerados mais 

suscetíveis aos efeitos das micotoxinas, em relação os adultos, devido à sua maior taxa 

metabólica, menor peso corporal, menor capacidade de desintoxicar, desenvolvimento 

incompleto de alguns tecidos e órgãos, fundamentalmente o sistema nervoso central 

(Navas et al., 2005; Kamali et al., 2018). 
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1.1. Composição do Leite Materno 

O leite materno é um fluido complexo, de composição ainda não completamente 

conhecida, que exerce efeitos muito além do seu valor nutricional (Neville et al., 2012). O 

LM sofre alterações na sua composição nutricional durante o dia, conforme o esvaziamento 

da mama, estágio de lactação e a dieta materna. Classifica-se conforme descrito 

anteriormente de acordo com as fases de lactação: colostro até 5 dias após o parto, leite 

de transição entre 6 a 14 dias após o parto e leite maduro a partir de 15 dias após o parto 

(OMS 2002). A composição do LM é constituído basicamente por 3 a 5 % de lípidos, dos 

quais 98% são triglicéridos, 1 % fosfolípidos e 0,5 % esteróis (Picciano, 2001). Os lípidos 

estão na forma de glóbulos de cerca de 4 µm, em emulsão do tipo óleo em água, que é 

estabilizada por uma membrana contendo fosfolípidos e proteínas (Silva et al., 2007). A 

fração lipídica do LM representa a maior fonte de energia para crianças amamentadas, 

contribuindo cerca de 40 a 55 % do total de energia ingerida (INNIS, 2003). O conteúdo 

de ácidos gordos insaturados no LM é maior que no leite de vaca (Silva et al., 2005) e pode 

variar conforme a dieta materna (Yuhas e Patin et al., 2006).  

As proteínas do LM são estruturais e qualitativamente diferentes das proteínas do leite de 

vaca. Do seu conteúdo proteico o principal constituinte é a lactoalbumina, ao passo que no 

leite de vaca a caseína corresponde a aproximadamente 80 %. Deste modo, a relação 

proteica do soro e caseína do LM é aproximadamente 80/20, enquanto a do leite de vaca é 

20/80. A baixa concentração de caseína no LM resulta na formação de coalho gástrico 

(Silva et al., 2007). Alem disso o conteúdo azotado não proteico do LM é mais elevado que 

o leite de vaca, variando de 18 a 30 % do azoto total. (Carratú et al., 2002). 

O principal hidrato de carbono no LM é a lactose, contudo já foram identificados mais de 

30 açucares como a galactose, frutose e outros oligossacáridos (Zivkovic et al., 2011). A 

concentração de lactose é cerca de 4 % no colostro e de até 7 % no leite maduro. A 

lactose facilita a absorção de cálcio e ferro e promove a colonização intestinal com 

Lactobacillus bifidus (Picciano, 2001; Silva, 2009).  

 

 

1.2. Possibilidade de transferência de contaminantes 

 

Além dos componentes naturais, o LM pode conter xenobióticos provenientes do meio 

externo, como micotoxinas que, em caso de estarem presentes em quantidades elevadas, 

podem afetar o crescimento e desenvolvimento das crianças (Abdalla et al., 2002; Borchers 
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et al., 2010). As micotoxinas podem ser transferidas para os lactantes através do 

aleitamento materno, embora seja também possível a transferência feto-placentária durante 

o desenvolvimento uterino. A exposição materna acorre através de consumo dos 

alimentos contaminados com micotoxinas, depois transferidas para o leite materno 

(Ulaszewska et al., 2011). Turner (2007) e Biasucci (2011) comprovaram a exposição fetal 

uterina, com a presença da OTA em amostra de soro fetal e cordão umbilical humano. 

 As características bioquímicas do leite materno, como pH reduzido e alto teor de lípidos 

comparativamente ao plasma, contribuem para este fenómeno. Alem disso, a composição 

do leite materno varia após o parto (colostro, leite de transição, e leite maduro) e durante 

o esvaziamento da mama (leite inicial e final). Estes fatores contribuem para a variação da 

excreção de xenobióticos para o leite materno (Ito, 2003). Devido à variação do conteúdo 

lipídico do leite materno durante a lactação, é possível a mobilização de contaminantes 

lipofílicos, variável durante o período de amamentação (Polychronaki et al., 2006). É bem 

possível que a excreção de micotoxinas para leite materno seja suportada pela proteína 

BCRP (do Inglês Breast Cancer Resistance Protein), uma proteína resistente ao cancro de 

mama, membro da família de transporte de efluxo dependentes de ATP, conhecida por ser 

responsável pela excreção de vários xenobióticos para leite materno (Jonker et al., 2005; 

Schinkel, 2006; Duarte et al., 2011; EFSA 2006). 

 

2. Micotoxinas 

 

A palavra micotoxina deriva de dois termos, um com origem grega (Mykes significa fungo) e 

a outra origem latina (toxicum significa veneno ou toxina; Gonçalez et al., 2001; Santos et al., 

2014). As micotoxinas são contaminantes naturais produzidos por fungos filamentosos 

(Figura 1) que provocam toxicidade, mesmo em baixa concentração, nos vertebrados 

superiores e outros animais (Alshannq et al., 2017), após inalação, ingestão ou pelo 

contacto com a pele (Bernabucci et al., 2011). 
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Figura 1. Fungos produtores de micotoxinas (adaptado de Soares et al., 2013) 

 

Segundo Silva (2006) para o crescimento e produção de micotoxinas, os fungos precisam 

de condições favoráveis, que permitam o seu desenvolvimento como fatores intrínsecos 

(atividade de água (aw), pH, nutrientes) e fatores extrínsecos (teor da humidade, 

temperatura, taxa de oxigénio), composição química do alimento, artrópodes, interação 

microbiana, grau de contaminação fúngica, condições físicas dos grãos ou semente e 

período de armazenamento.  

As micotoxinas foram identificadas, pela primeira vez, em 1960, no Reino Unido, na 

sequência de um surto que originou a morte de mais 100 000 perus, tendo sido na altura 

denominada como Doença X (Stefano et al., 2014). Em seguida foi descoberto que patos e 

faisões foram também contaminados e apresentaram elevados índices de mortalidade, por 

ingestão de alimento produzido a partir de amendoim importado do Brasil e Africa (Santos 

et al., 2014), contaminado com metabolitos tóxicos produzidos pelo fungo filamentoso 

Aspergillus flavus (Stefano et al., 2014). Os metabolitos foram, por essa razão, chamados 

Aflatoxinas (AFs) (Pereira et al., 2011). 

Algumas micotoxinas podem ter efeitos adicionais, tais como a fitotoxicidade ou actividade 

antimicrobiana (Alshannaq et al., 2017). São produzidas por diversas espécies de fungos, 

nomeadamente do género Aspergillus, Fusarium (figura 2) e Penicillium, que apresentam uma 

preocupação de saúde devido aos seus efeitos tóxicos (Valitutti et al., 2018). Apesar de 

terem sido identificadas mais de 300 micotoxinas, apenas algumas contaminam 

regularmente alimentos para humanos e animais (Alshannaq et al., 2017). Estes compostos, 

sintetizados no final do crescimento exponencial de certos fungos (Fabiane et al., 2013), 

apresentam diferentes efeitos tóxicos, nomeadamente carcinogénicos, teratogénicos, 
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hemorrágicos e dermatíticos numa ampla gama de organismos (Warth et al., 2016) com 

consequências que podem não ser imediatas (Roldão et al., 2015). 

Com a atual implementação de regulamentação rigorosa para micotoxinas imposta por 

países importadores, como da União Europeia, muitos cereais que não são seguros para o 

consumo humano são utilizados em fórmulas destinadas à alimentação animal (Stefano et 

al., 2014). Existem seis micotoxinas, ou grupos de micotoxinas, que ocorrem com bastante 

frequência em alimentos e que, por isso, apresentam maior preocupação em Saúde Pública 

e agropecuária: OTA, AFs, fumonisinas, patulina, zearalenona (ZEA) e tricotecenos, 

incluindo o desoxinivalenol (DON; Etzel, 2006; Sherif et al., 2009; Alshannaq et al., 2017, 

Salvador et al., 2018). Estima-se que as micotoxinas anualmente afetam 25% dos campos 

agrícolas a nível mundial (Armando et al., 2012), provocando assim enormes perdas 

agrícolas e industriais em bilhões de dólares (Alshannaq et al., 2017). Os consumidores 

estão expostos ao risco de exposição a micotoxinas (Valitutti et al., 2018), que são 

transferidas ao longo da cadeia alimentar (Abrunhosa et al., 2010), direitamente através da 

ingestão dos alimentos contaminados, como cereais, sementes e frutos secos, ou 

indiretamente através do consumo de alimentos de origem animal contaminado (leite, 

carne e ovo) expostos a esses contaminantes.  

 

3. Ocratoxina A 

 

A OTA e os seus derivados hidroxílicos são altamente tóxicos quando ingeridos pelos 

animais (como: suínos, aves de capoeira) e humanos (Armando et al., 2012).  

A OTA foi detetada, isolada e identificada quimicamente originalmente por Van Der 

Merwe (1965). Após esta descoberta, na África do Sul, como um metabolito tóxico de 

Aspergillus ochraceus, foi detetada numa farinha de milho intencionalmente inoculada com o 

fungo produtor (Welke, 2009 e Malir et al., 2016). Mas apenas em 1969 foi detetada num 

alimento naturalmente contaminado, nos Estados Unidos. Logo em seguida foi 

demonstrado que outras espécies do género Aspergillus e Penicillium também produziam 

OTA. Na Escandinávia, após a segunda guerra mundial, a nefropatia nos suínos era comum 

e foi subsequentemente associada ao consumo de grãos bolorentos, depois identificados 

como Penicillium viridicatum (Pitt et al., 2016).  

Em 1972, a OTA foi associada à Nefropatia Endémica dos Balcãs, uma disfunção renal 

degenerativa que atingiu indivíduos adultos da população rural da região dos Balcãs, 

estando também relacionada com a indução da formação de tumores no sistema urinário 

de humanos (Hoeltz et al., 2012). A agência internacional de investigação do cancro (IARC) 
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classificou a OTA como possível agente carcinogénico em humanos (IARC grupo 2B) desde 

1993 (Abrunhosa et al., 2012). Além da sua carcinogenicidade (Klaric el at., 2015), a OTA 

também possui propriedades imunossupressoras, hepatóxicas, teratogénicas, (Skaug et al., 

1998) e genotóxicas em animais de laboratório (Hoeltz et al., 2012), designadamente 

roedores, mas não para os humanos. Demonstrou-se ainda que a OTA pode causar cancro 

pela indução de lesões oxidativas no ácido desoxirribonucleico, através da formação de 

adutos no ADN (Malir et al., 2016; Kamali et al., 2018). 

A exposição crónica a OTA representa um risco para a saúde animal e humana, estando a 

ingestão da OTA relacionada com a dieta (Soto et al., 2016). 

A OTA contamina os géneros alimentícios em quase todo o mundo (Holmberg et al., 1991; 

Munõz et al., 2014) sendo encontrada principalmente em carne, vinho, cerveja, café, uvas, 

(Koszegi et al., 2016), milho, cevada, feijão, amendoim, trigo-sarraceno, soja, centeio, arroz, 

sorgo, castanha do Pará, na parte externa do presunto, pimentões vermelhos, pimenta do 

reino, pimenta preta, sumo de maça, sumo de uva, pão, semente de papoila, nozes, aveia, 

ervilhas (Silva et al., 2005), cacau, leite e ovos (Bankole et al., 2003). Foi igualmente 

detetada em rim de suíno e outras carnes derivadas de animais expostos a alimentos 

contaminados (Armando et al., 2012). Contudo, os cereais são atualmente considerados a 

maior fonte de contaminação da OTA (Soares et al., 2013). A OTA foi já detetada numa 

variedade de alimentos para animais e humanos, durante a produção, colheita, 

armazenamento e transporte de produtos agrícolas (Armando et al., 2012). Esta micotoxina 

apresenta menor incidência no hemisfério sul, estando quase restrita ao hemisfério norte 

com índices de contaminação 10 vezes superiores (Castro et al., 2015).  

 

3.1. Caracterização da família das Ocratoxinas 

 

As ocratoxinas são uma família estruturalmente relacionada de micotoxinas (Figura 2). 

Neste grupo encontra-se a OTA e seu éster metílico, conhecido como Ocratoxina C 

(OTC); 4- hidroxi-ocratoxina A; seus ésteres metílicos e etílicos (Ringot et al., 2006; 

Koszegi et al., 2016). Entre as ocratoxinas, o elemento mais tóxico e mais frequente é a 

OTA, uma isocoumarina ligada a uma molécula de fenilalanina (Duarte et al., 2010, Cardozo 

et al., 2014). A OTB co-ocorre principalmente com a OTA em cereais e foi identificado 

como um metabolito da OTA nos estudos in vitro, sendo menos tóxico que a OTA 

(Dragusel et al., 2011), A Ocratoxina B, resulta de clivagem da ligação péptica, foi a 

principal metabolito excretado na urina, alem de pequenas quantidades de 4-hidroxi-OTB, 
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19% da dosagem administrada foi recuperada como OTB e OTA na urina dentro de três 

dias após uma única dose. Contrariamente à OTA, nenhum órgão específico reteve a OTB 

após a administração única e repetida em estudos com animais testados para toxicidade. As 

concentrações foram baixas e evidencia ser menos tóxico que a OTA in vivo (EFSA 2006). 

A OTC também co-ocorre com a OTA in vivo, pode ser convertida em OTA, e foi 

encontrada como um metabolito em ruminantes (Dragusel et al., 2011). 
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Figura 2. Estrutura química básica das ocratoxinas (adaptado de Almela et al., 2007). 

 

A União Internacional de Química Pura e Aplicada (IUPPA) desenvolveu a formula da OTA 

(C20H1806NCI) cujo o nome químico é L-fenilalamina-N- [(5-cloro-3,4-dihidro-8-dihidroxi-

3-metil-1-oxo-1H-2-benzopiran-7-il) -carbonil]- (R)-isocumarina.  
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Tabela I. Propriedades químicas da ocratoxina A (Adaptado Khoury et al., 2010). 

 

 

 

 

A OTA é um composto branco, cristalino, inodor, termicamente estável (Ringot et al., 

2006; Abreu et al., 2011 e Koszegi et al., 2016), resistente aos processos de cocção em 

determinadas proporções, a sua temperatura pode alterar de acordo o pH e outros fatores 

(Santos et al., 2014). É altamente solúvel em solventes orgânicos polares (e.g. álcool, 

clorofórmio e cetonas), ligeiramente solúvel em água, e insolúvel em éter de petróleo e 

hidrocarbonetos saturados. Em condições alcalinas a OTA é solúvel em solução aquosa de 

bicarbonato de sódio (Khory et al., 2010).  

A OTA apresenta os pontos de fusão de 90 e 171 ºC, não se destruindo na sua totalidade 

durante a cozedura. Tem propriedades ácidas fracas de 7,1 com uma massa molar de 403,8 

(Koszegi et al., 2016).  

A sua estrutura produz uma fluorescência verde- azulada quando excitada por luz 

ultravioleta UV (336nm), que muda para uma fluorescência azul-escura quando exposto a 
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vapores de amoníaco, NaHCO aquoso ou NaOH. As propriedades de fluorescência são 

utilizadas principalmente para deteção e identificação em Cromatografia de Camada Fina 

(TLC, do Inglês Thin Layer Chromatography) e Cromatografia líquida de alta resolução 

(HPLC, do Inglês High performance liquid chromatography; Abrunhosa et al., 2010). 

 

3.2. Fungos produtores 

 

OTA é produzida por diversas espécies pertencentes aos géneros Penicillium e Aspergillus, 

fundamentalmente P. Verrucosum, A. westerdijkiae, A. Cabonarius e A. ocharaceus que 

frequentemente se desenvolvem durante o armazenamento (Biasucci et al., 2011).  

A espécie P. verrucosum cresce em temperaturas baixas, com temperatura óptima de 20 ºC 

(Alshannaq et al., 2017). É capaz de crescer em atividade de água de 0,80 e também podem 

crescer a pH variável entre 2,1 a 10,0, mas com um pH óptimo de 6,0 a 7,0 (Fraga et al., 

2003). Apresenta distribuição mundial, embora afecte sobretudo alimentos como: cereais, 

café, vinho, sumos, uvas e cerejas. As especies P. verrucosum e P. nordicum são as únicas 

espécies do género Penicillium que têm a capacidade de sintetizar a OTA (Khoury et al., 

2010). A espécie Penilliuim nordium é a maior produtora da OTA encontrada na carne e 

seus derivados (ex: salame, fiambre), bem como em queijos (Pereira et al., 2008).  

No grupo ocratoxicogénico de Aspergillus, a espécie A. Ochraceus é comum em grãos de 

café verde e especiarias, tendo sido isolado frequentemente nos grãos de cacau, soja, 

amendoim, arroz e milho. A contaminação pode ocorrer antes da colheita ou após a 

colheita, mas a síntese da OTA após a colheita é geralmente observada como fator 

predominante na contaminação de alimentos humanos e animais (Navas, 2003).  

Na secção Nigri, A. carbonarius é responsável pela produção de OTA nas uvas sendo 

designado Aspergillus preto, é uma espécie muito usada na indústria, no fabrico de ácido 

cítrico e enzimas para ingestão humana (Freire et al., 2007). Sendo a espécie mais 

frequentemente isolada em culturas agrícolas, pensa-se que Aspergillus preto é a fonte 

fundamental da OTA em climas tropicais e subtropicais (Magnoli et al., 2006). 

A germinação de esporos de Aspergillus carbonarius é muito rápida, ocorrendo dentro de 24 

horas com aw de 0,90 a 0,99 e temperaturas variáveis entre 25 a 35 ºC. Contudo, as 

condições óptimas de crescimento e produção da OTA correspondem a temperaturas de 

32 a 35 ºC (mínimo 10 ºC e máximo 45 ºC) e aw de 0,95 a 0,98. Os agregados de A. Niger 

crescem otimamente a temperaturas altas de 35 a 37 ºC, com germinação relativa em aw 
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0,93 a 0,98, sendo encontrados numa ampla variedade de frutas frescas e frutas secas 

(Visconti et al., 2008). 

Em suma, os fungos podem desenvolver-se, na presença de condições favoráveis de 

temperatura e humidade ou em stresse biótico, durante as várias fases das culturas 

agrícolas. Contudo, os fungos ocratoxigénicos são considerados fungos de armazenamento 

(Valitutti et al., 2018). 

 

3.3. Toxicocinética 

 

A OTA é absorvida pelo tracto gastrointestinal (Soto et al., 2016), e passa para circulação 

sistémica, sendo detetada no sangue e tecidos. As concentrações são detetadas em órgãos 

com maior atividade metabólica como fígado, gordura, músculo e rim (Abreu et al., 2011). 

A via entérica é a principal via de exposição da OTA. A biodisponibilidade oral é cerca de 

60 %, dependendo da espécie. O mecanismo de absorção da OTA a partir do lúmen 

gastrointestinal não está ainda elucidado. É de salientar que existem duas rotas 

fundamentais para o transporte de moléculas e iões para a mucosa intestinal (via 

transcelular e paracelular). A difusão passiva da molécula não ionizada através da membrana 

lipídica é o principal mecanismo de absorção da OTA no estômago e no intestino (Aralt et 

al., 2001, Vettorazzi et al., 2013). Em várias espécies, incluindo homem e macacos, a 

principal via de excreção é a eliminação renal (EFSA 2006). A OTA é excretada pelos 

túbulos renais, e pode ser reabsorvida atrasando assim a sua eliminação e aumentando 

dessa forma o risco de acumulação nos tecidos (Oliveira et al., 2015). 

Após a absorção, cerca de 99 % da OTA está ligada a proteínas plasmáticas. A fração não 

ligada é de 0,02 %. A elevada afinidade e extensão da ligação às proteínas determina o 

longo tempo de semi-vida, o qual é variável consoante a espécie animal (Cerain et al., 

2000). Tem por isso um tempo de semi-vida longo: no porco é de 3-4 dias e no homem 35 

dias. Tanto a OTA como os seus metabolitos são excretados sobretudo por via renal e 

hepatobiliar (Abreu et al., 2011). 

A biodisponibilidade oral da OTA em humanos é de cerca de 93 %. A reabsorção da OTA 

nos intestinos de volta à circulação pode ocorrer como consequência da reciclagem biliar, 

a qual varia com a espécie: nos porcos é cerca de 60 %, ao passo que nos roedores é muito 

inferior (Kõszegi et al., 2016). Nos humanos, foi detectada OTA no soro fetal, indicando 

assim uma transferência placentária ativa. Os fatores genéticos, ambientais e patológicos 

também contribuem para o transporte placentário da OTA, sendo que estes facilitam a 



 

 

 
15 

      

transferência e fornecimento dos compostos essenciais ao feto em desenvolvimento 

(Ringot et al., 2006). Uma vez em circulação, a OTA sofre ainda reabsorção nos túbulos 

proximais e distais favorecendo assim a sua acumulação principalmente no rim, sangue, 

fígado e músculo. Acresce que a redistribuição sistémica da OTA é favorecida, em 

diferentes tecidos, fundamentalmente fígado e o rim, os principais órgãos de 

biotransformação da OTA (Ringot et al., 2006; Corcuera et al., 2012). A via de excreção 

urinária, biliar ou fecal depende de vários fatores, como: espécie, dose e via de 

administração, a composição da dieta, bem como o estado de saúde do animal (Corcuera 

et al., 2012). Em administração oral ou intravenosa em peixes, codorniz, rato e macacos, a 

OTA comporta-se de acordo com um modelo cinético de dois compartimentos. A 

exceção é o macaco no caso da administração oral, que corresponde a um modelo 

monocompartimental. (Cerain et al., 2000). Na verdade o tempo de semi-vida da OTA é 

mais longo no sangue que nos tecidos (Ringot et al., 2006). As aves parecem eliminar a 

OTA mais rapidamente que os mamíferos, o que resulta em menor acumulação de OTA 

no soro sanguíneo. O tempo de semi-vida da OTA no soro do porco, relacionado com 

maior ligação a micotoxina às proteínas do sangue, é 20 a 30 vezes mais elevado em 

relação ao soro de aves, justificando assim os níveis de OTA encontrados em tecidos 

edíveis em porcos (Duarte et al., 2010). A distribuição nos tecidos de cabra, frango, porcos 

e ratos foi registada de acordo com o padrão rim> fígado> músculo> gordura ou rim> 

musculo> fígado>> gordura (Ringot et al., 2006). A fração ligada a macromoléculas consiste 

num armazenamento da micotoxina que permite liberta-la para os tecidos durante um 

período de tempo longo. A alta afinidade para as proteínas séricas retarda a eliminação da 

micotoxina, aumentando assim o seu tempo de semi-vida (Nogueira et al., 2006). A 

permanência da OTA no sangue depende fundamentalmente da ligação à albumina. A 

eliminação de OTA pela urina é a principal via de excreção do corpo e as constantes 

ligação à albumina são descritas como responsáveis pela filtração restrita através do rim 

(Fuchs et al., 1999), ao passo que em roedores a excreção biliar é predominante. O 

metabolismo da OTA encontra-se sistematizado na figura 3. 
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Figura 3. Metabolismo da OTA (adaptado de Abreu, 2011). 

 

 

No caso de deficiência de albumina a OTA é eliminado no plasma em um período curto, e 

a excreção na bílis e urina é 20-70 vezes maior do que em ratos, quase todas espécies 

eliminam a OTA administrada por outras vias de excreção (bilis, Fuchs et al., 1999). 

Os peixes e codornizes, são as espécies com menor tempo de semi-vida da OTA no 

sangue, com menor fração da toxina filtrada através do rim. Nestas espécies a excreção 

hepatobiliar é mais importante que a urinária. Nos ratos e ratinhos verificou-se que cerca 

de 10 % da OTA é filtrada através do rim. Em relação a outras espécies (macaco) a 

eliminação mais longa e a taxa de filtração é maior, quase 100 %. As trutas, as codornizes e 

ratinhos mostraram elevada concentração da OTA na bílis e intestino. A circulação entero-

hepática da OTA em animais pode ser parcialmente responsável pelas diferenças na 

retenção da toxina no plasma (Fuchs et al., 1999). 
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A toxicinética determina claramente a toxicidade da OTA, além das características de 

biomonitorização, no que diz respeito ao tipo e níveis de metabolitos presentes, bem 

como o tipo de matrizes biológicas onde estes podem ser procurados (Muñoz et al., 2010; 

Duarte et al., 2011). Segundo Landrigan (2002) as informações sobre a toxicocinética de 

compostos químicos no leite humano são incompletos.  

   

3.4. Toxicidade 

 

A OTA é a ocratoxina mais tóxica (Elika, 2013), sendo o rim o principal órgão alvo. A 

OTA induz toxicidade renal em todos estudos experimentais em espécies de mamíferos. 

Estudos de curto prazo feitos em ratos, ratinhos, porcos e cães demonstraram o 

desenvolvimento de nefropatia, dependente da dose e do tempo. Diferenças entre sexo e 

espécie, foram observadas na sensibilidade à ação nefrotóxica da OTA. Em ratos, a 

exposição à OTA resultou numa alteração do tamanho do rim, aumento do peso, volume 

de urina, proteinúria e glicosúria. As lesões histopatológicas foram caracterizadas por 

cariomegalia (células epiteliais renais grandes com núcleos poliploides enormes, nucléolos 

proeminentes) e necrose das células tubulares (EFSA 2006). A concentração elevada no 

rim provoca toxicidade renal, impede a síntese proteica, do ADN e ARN na célula, inibe 

várias atividades enzimáticas do rim (Schilter et al., 2005), afeta as enzimas 

fosfoenolpiruvato, carbonil redutase C e sucinato a desidrogenase. A inibição de enzimas 

associadas à síntese de proteínas, ADN e RNA podem ser uma causa de cancro em 

indivíduos expostos à OTA.  

No homem, a exposição à OTA foi associada à nefropatia endêmica dos Balcãs, doença 

caracterizada por progressiva redução da função renal, insuficiência renal crónica bilateral 

associada à formação de tumores no sistema urinário humano (Zinedine et al., 2010; 

Peraica et al., 1999). O seu envolvimento foi confirmado por análise de amostras biológicas 

como sangue, urina e leite (Schilter et al., 2005). Esta doença foi descrita pela primeira vez 

no final de 1950, e classificado como uma doença endémica em habitantes de localidades 

rurais da Bósnia Herzegovina, Bulgária, Roménia, Sérvia e Croácia (González et al., 2014).  

Outros efeitos tóxicos da OTA incluem alterações nos fatores de coagulação, associados a 

hemorragia e trombose no fígado, rim, baço, coração e cérebro (Niknejad et al., 2016). 

Estudos realizados em animais de experimentação demonstraram que a OTA é nefrotóxica 

in vitro, bem como in vivo (Nava et al., 2005, Malir et al., 2013). A nefrotoxicidade da OTA, 

pode manifestar-se de diferentes formas, desde alteração do volume dos rins dos animais, 

alteração da osmolaridade da urina, aumento do volume da urina, mudanças na função 
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renal, necrose do túbulo proximal, diminuição da atividade enzimática do rim e 

desenvolvimento de adenomas e tumores renais (Nogueira et al., 2006).  

A OTA possui ainda propriedades hepatotoxicas, genotóxicas e imunotóxicas em animais e 

humanos (Ringot et al., 2006). A micotoxina possui ainda atividade imunossupressora em 

várias espécies, sendo que concentrações próximas de 5ng de OTA/kg de peso corporal 

causam efeitos imunossupressores em ratinhos. In vitro a OTA mostra inibição da resposta 

e da multiplicação dos linfócitos B e T, e afetam a ativação dos linfócitos T (Nogueira et al., 

2006). A teratogenicidade da OTA foi estudada fundamentalmente no sistema nervoso 

central, com concentrações muito superiores em relação às normalmente presentes nos 

alimentos. A carcinogenidade em ratos foi detetada com doses comparativamente baixas 

(70 ug/kg de peso corporal). Em virtude dessa evidência em animais, a OTA foi classificada, 

pela IARC no grupo 2B, como possivelmente carcinogénica para humanos (IARC, 1993). 

Outros efeitos tóxicos da OTA observados incluem anomalias histológicas hepáticas, 

aberrações dos fatores de coagulação no rato, acompanhados de hemorragia e trombose 

no baço, cérebro, fígado, rim, coração, lesões do trato gastro intestinal e tecidos linfóides 

em hamster, mielotoxicidade em ratos, fragilidade intestinal e lesões renais em galinhas 

(Malir et al., 2013).  

A OTA é capaz de induzir mecanismos de stress oxidativo (Duarte et al., 2011), com a 

formação de radicais livres e de espécies reativas de oxigénio, responsáveis pela 

citotoxidade. A peroxidação dos ácidos gordos polinsaturados membranares mitocondriais 

leva à modificação da permeabilidade iónica da membrana (Nogueira et al., 2006). 

Em relação a toxicidade aguda, a OTA apresenta variações interespecíficas da dose letal a 

50 (DL50), por via oral, apresentando assim um intervalo entre 20-50 mg/kg em ratos e 

ratinhos e entre 0,2-1 mg/kg em suínos e galinhas, que são as espécies mais sensíveis. A 

administração de doses altas e únicas da toxina, durante algumas semanas, provocam 

exposição aguda, apresentando sinais e sintomas de intoxicação tais como: poliúria, perda 

de peso, polidipsia, doenças digestivas, desidratação, hemorragias multifocais nos principais 

órgãos (baço, cérebro, fígado, rim e coração), nefrose e necrose hepática bem como 

trombos de fibrina nos órgãos de maior atividade metabólica, que podem causar a morte 

(Abreu, 2011).  

Alguns estudos demostraram que os cães, porcos e galinhas são as espécies mais sensíveis 

aos efeitos da OTA, em relação aos roedores (Cerain et al., 2000).  

A exposição crónica em doses baixas de OTA pode ser mais prejudicial que a exposição 

aguda a uma dose alta. Exposição a doses baixas de OTA é responsável pela 

nefrotoxicidade (Malir et al., 2013). A toxicidade crónica manifesta-se em nefropatia em 
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animais de interesse pecuário (galinhas e porcos), que são conhecidas como nefropatia 

aviária e suína (Abreu, 2011).  

 

3.5. Vias de exposição e ocorrência 

 

A principal via de exposição à OTA é através do trato gastrointestinal, pelo consumo dos 

alimentos contaminados (Figura 4), sendo que na maioria das espécies a absorção ocorre 

fundamentalmente no estômago, como consequência das suas particularidades ácidas a 

nível gástrico. Contudo, a exposição por inalação tem sido cada vez mais registada e 

relacionada com o desenvolvimento de micotoxicoses (Ribeiro, 2007). 

  

 

Figura 4- O consumo de alimentos como principal via de exposição humana directa e 

indirecta à OTA (adaptado de Ribeiro, 2007). 

 

A exposição à OTA através da cadeia alimentar depende do consumo de alimentos 

contaminados de origem vegetal (e.g. cereais, café, cacau, nozes, frutas) e também de 

produtos derivados de origem animal (e.g. leite, ovos, carnes) que consumiram alimentos 

contaminados com as micotoxinas (Figura 4; Muñoz et al., 2014). A contaminação por via 

indireta é menos significativa, com exceção dos bebés e crianças devido ao elevado 

consumo de leite materno e produtos lácteos em geral. A transferência pelo ar também 

pode ocorrer, embora muito raramente e apenas em condições particulares (Ribeiro, 

2007).  
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De uma maneira geral, a transferência de contaminantes para o leite materno ocorre 

através da difusão passiva destes compostos através do plasma, e a sua concentração no 

leite é proporcional à sua solubilidade e lipoficidade (Anderson et al., 2000). A exposição 

de recém-nascido ao aleitamento materno contaminado com OTA pode ser uma das 

primeiras fontes de exposição alimentar. Existe uma relação direta entre a ingestão de 

OTA e a sua concentração no leite materno, sendo os níveis mais elevados nos primeiros 

dias após o parto. Segundo Galvano et al., (2008), o consumo habitual de pães e carne de 

porco curado contribui para os níveis elevados de OTA no leite materno na Itália. Os 

autores defendem a criação de recomendações, mudança do estilo de vida ou dieta 

específica para as gestantes e lactentes, a fim de reduzir a contaminação de leite materno 

por OTA e garantir os benefícios do aleitamento materno. Alimentos como cereais, sumo, 

refrigerantes, patês e produtos de panificação também são citados por vários autores 

como produtos relacionados à contaminação do leite materno por micotoxinas.  

É de salientar que a contaminação de OTA pode ocorrer por via transplacentária, quando a 

grávida é exposta às micotoxinas, principalmente pelo consumo de alimentos contaminados 

(Turner et al., 2007). 

No cacau a micotoxina pode ser encontrada em todas fazes da produção, o grão 

degradado pode conter concentrações mais elevadas. A concentração média na massa e no 

pó de cacau foi de 2,79 a 2,41 µg/kg ao passo que no creme de chocolate e chocolate a 

concentração encontrada foi de 0,63 µg/kg. Estudos feitos em uvas nas regiões de Ilha da 

Madeira e do Dão as concentrações de OTA foram de 115 e 9,5 µg/kg, em sumo de uva a 

concentração máxima foi de 0,337 µg/kg. A presença da OTA foi encontrada em Portugal 

em uvas Cabernet Sauvignon com uma concentração de 115,6 µg/kg. Outro estudo 

realizado em Portugal em vinho tinto, branco e do porto as concentrações da OTA 

encontradas variaram entre 1 a 1,23, 1 a 2,2,4 e 0,05 a 0,08 ug/l, respectivamente. Num 

estudo adicional o vinho apresentou concentrações que variaram entre 0,2 a 0,4 µg/l, ao 

passo que em cerveja a contaminação foi de 0,033 µg/l, com a concentração máxima de 

0,18 µg/l. 

 

3.6. Avaliaçao da exposição e Biomonitorização 

 

A presença da OTA em seres humanos tem sido confirmada por análise de amostras 

biológicas humanas como sangue, urina, leite (Soto et al., 2016) e sangue do cordão 
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umbilical (Dragusel et al., 2011). A biomonitorização da OTA oferece a melhor abordagem 

para avaliar a exposição humana à OTA de qualquer fonte e através de qualquer via. 

A OTA foi detectada em diferentes concentrações no leite humano de mães saudáveis na 

Alemanha, Noruega, Suécia, Hungria, Itália, Austrália e Serra Leoa. Onde comparações com 

níveis séricos ou sanguíneos foram feitos (Alemanha e Suécia) a OTA não era detetada no 

leite humano ou em concentrações muito inferiores às determinadas nas amostras de 

sangue correspondentes (Scott et al., 2006). A transferência de OTA do sangue para o leite 

ainda não é um processo totalmente compreendido e os dados referentes à capacidade de 

OTA ou seus metabolitos para produzir adutos com ADN são controversos (Dragusel et 

al., 2011). 

O mecanismo de transporte da OTA no leite materno e a relação de distribuição entre o 

sangue e o leite humano não são conhecidos. Variação nos níveis de OTA no leite materno 

pode ser devido a diferenças na biodisponibilidade, distribuição e excreção de OTA. Por 

outro lado, a variação dos valores da relação leite / plasma fornecida pela literatura pode 

refletir diferenças no modo de exposição toxina (Duarte et al., 2011). Os potenciais 

indicadores biológicos na exposição à OTA ainda estão pouco estudados (Bando et al., 

2007). Os níveis de OTA encontrados no leite materno em vários estudos evidenciam o 

risco associado durante a ingestão do leite pelo recém-nascidos e a importância de 

desenvolver estratégias para o controlo e evitar os efeitos negativos da OTA. Devido aos 

efeitos toxicológicos da OTA, estudos recomendam a importância de ter bons hábitos 

alimentares, alguns investigadores mencionam que a dieta mediterrânica é uma dieta 

saudável, considerando sua contribuição positiva para reduzir a quantidade de OTA 

ingerida devido à variedade e quanlidade de seus produtos (Soto et al., 2016).  

A exposição humana à ocratoxina representa um problema global, um estudo de 

biomarcadores e exposição foi definida como medida biológica que está correlacionada 

com a quantidade do xenobiótico ingerido, resultando na melhor classificação da exposição 

em comparação com abordagens tradicionais: Vários biomarcadores foram utilizados para 

avaliar a exposição à OTA. Os valores encontrados em biomarcadores potenciais de 

exposição para sangue 0,15 a 18,0 ng/ml, leite materno 0,002 para 13,1 ng/ml e urina 

variaram de 0,013 a 0,2 ng/ml. O EDI calculado para OTA no plasma variou de 0,15 a 26 

ng/kg pc / dia, a concentração foi maior do que na urina 0,017 a 0,4 ng/kg pc / dia. Todos 

valores obtidos foram correlacionados com o intervalo de EDI para OTA calculado de 

produtos alimentícios: 0,0001 a 25,2 ng/kg de peso corporal /dia (Malir et al., 2016).     
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3.7. Métodos Analíticos Aplicados na biomonitorização 

 

A complexidade das amostras de alimentos, associada às baixas concentrações em que 

ocorre, requer técnicas analíticas, altamente sensíveis, seletivas e fiáveis, igualmente 

aplicáveis a amostras biológicas. A deteção dos analitos de interesse envolve um número 

de passos que podem incluir a amostragem, preparação da amostra, separação, 

identificação e quantificação do (s) analito (s). As micotoxinas são extraídas a partir de 

misturas e agitação de solventes orgânicos como acetona, acetonitrilo, acetato de etilo, 

clorofórmio, metanol e diclorometano. É nesta fase que ocorre a separação da micotoxina 

da amostra por solubilização com solvente adequado. 

As técnicas analíticas mais usadas e tradicionais para determinar OTA, incluem a técnica 

imunoenzimática ELISA (do Inglês Enzyme-linked immunosorbent assay; Malir et al., 2015), 

cromatografia em camada fina e HPLC. As técnicas imunológicas são utilizadas para 

deteção de materiais biológicos, com recurso a anticorpos específicos para isolar as 

micotoxinas presentes nas amostras (Malir et al., 2015). No formato competitivo da técnica 

de ELISA o analito da amostra e uma quantidade conhecida de um analito marcado com 

enzima competem por um número conhecido e limitado de sítios de ligação em anticorpos. 

A adição de um substrato adequado produz cor por reação com a enzima do analito 

marcado que se ligou ao anticorpo. De uma forma sumária, os passos do formato 

compettivo da técnica de ELISA é o seguinte: 

a- Imobilização de anticorpo nos poços de uma microplaca.  

b- Competição entre o analito da amostra e o analito marcado com enzima pelos 

locais de ligação do anticorpo. 

c- O material que não se liga é retirada por lavagem. 

d- É adicionado substrato cromogénico que desenvolve cor, que por sua vez é depois 

lida num espetrofotómetro. 

A quantificação é conseguida comparando o sinal produzido pela amostra desconhecida 

com uma curva-padrão. Os kits para testes combinam numa embalagem (anticorpos, 

reagentes, padrão e substratos) em alguns casos dispositivos de extração em unidades de 

campo portáteis, prontas para usar (Duarte et al., 2010). Apesar de em geral os métodos 

cromatográficos serem mais precisos e sensíveis que o ELISA, este é vantajoso por ser 

simples, rápido, custo reduzido, elevada especificidade, bem como ao elevado número de 

amostras que podem ser analisadas em simultâneo, contribuindo assim para a otimização 

da monitorização da qualidade dos alimentos bem como a biomonitorização. Além disso, 
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requer uma preparação mínima da amostra e nem sempre a extração da amostra envolve 

solventes orgânicos (LIM, 2010). Em alguns estudos, apresentou uma sensibilidade 

comparável com a deteção por fluorescência associada a HPLC. Acresce que o ELISA 

apresenta potencial de automatização e a possibilidade de ser usado em campo.  

No entanto, esta técnica é suscetível a fatores físico-químicos, tais como o pH, a 

seletividade do anticorpo utilizado para o procedimento de purificação e as interferências 

da matriz. Podendo esta última ser minimizada pelas técnicas de preparação de amostras, 

como diluições (Uekane et al., 2010). Visto os anticorpos produzidos muitas vezes 

mostrarem reatividade cruzada com compostos semelhantes à OTA, podendo levar a 

falsos positivos, os resultados obtidos pelo ensaio imunológico enzimático requerem 

confirmação. A incerteza dos seus resultados é geralmente maior do que os 

procedimentos cromatográficos (Amado, 2002; EFSA, 2004). Em geral, a maioria dos 

métodos químicos para análise da OTA consistem em separação, limpeza, extração, 

confirmação de identidade e quantificação (Malir et al., 2016). 

 

3.8. Limites e Legislação 

 

O consumo de alimentos contaminados com a OTA constitui um sério problema da saúde 

mundial, fazendo com que alguns países estabelecessem legislação referente aos limites 

máximos permitidos em alimentos e bebidas (Duarte et al., 2010), Limites máximos são 

fixados bem como ações preventivas destinadas a evitar contaminações em todas as fases 

da cadeia de produção e de comercialização (Vidal et al., 2014). Para tal, foram criadas 

medidas pelas autoridades em vários países de forma a monitorizar e controlar os níveis de 

micotoxinas. Vários fatores desempenham um papel fundamental nas decisões e fixação de 

limites máximos como fatores científicos para avaliar o risco, conhecimento do nível e 

distribuição de micotoxinas, disponibilidade de informações toxicológicas, métodos 

analíticos, segurança alimentar e comércio. Também, devem ser considerados os aspetos 

políticos e económicos, principalmente em relação aos interesses comerciais e aos 

impactos na disponibilidade da oferta de alimentos (Freire et al., 2007). 

De modo a evitar ou diminuir a presença das micotoxinas nos alimentos a Comissão 

Europeia fixou limites máximos em diferentes alimentos, através do Regulamento da 

Comissão nº 1881/2006 (CEC, 2006), baseados no parecer científico atualizado da EFSA 

(2006) e nas informações sobre incidência de alimentos recolhidos no último relatório 

(Miraglia e Brera, 2002). Posteriormente, os limites máximos foram alterados pelo 
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Regulamento da Comissão Nº 105/2010 (CEC, 2010), propositadamente para especiarias e 

alcaçuz. À luz dessas informações mais recentes, os níveis da UE foram estabelecidos 

apenas para um número limitado de alimentos, pela sua contribuição significativa à 

exposição humana geral à OTA ou à exposição de grupos vulneráveis de consumidores, 

como crianças. 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PARTE B - EXPERIMENTAL 
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1. Justificação e objetivos do estudo 

 

A exposição humana a micotoxinas pelo consumo de alimento contaminado é um 

problema de saúde pública a nível global. Os programas de biomonitorização dos níveis de 

contaminação de alimentos por micotoxinas são essenciais para estabelecer prioridades em 

ações de vigilância sanitária.  

Vários estudos epidemiológicos comprovam que o aleitamento materno previne algumas 

doenças em crianças (Neto et al., 2006). Existe pouca informação relacionada com a 

contaminação do leite materno por micotoxinas em países da Europa, tendo a maioria 

incidido sobre a avaliação da contaminação do leite materno por AFM1. Contudo, a OTA 

foi já descrita como um contaminante do leite materno (Navas et al., 2005), pela via de 

excreção que representa para a mãe, apresentado um perigo potencialmente grave para 

saúde dos lactentes. Apesar dos estudos apontarem que o sangue apresenta concentrações 

superiores de OTA, a contaminação do leite materno por OTA permite a avaliação do 

risco para os lactentes (Malir et al., 2016). 

De acordo com estudos prévios de biomonitorização da população Portuguesa existe uma 

exposição generalizada à OTA. As incidências variam entre 86,4 % num estudo de dois 

anos de análise de urina (teor médio OTA = 0,019 ± 0,014 ng/ml; n = 472 indivíduos; 

Duarte et al., 2015.) até 100 % num estudo de biomonitoração em sangue (teor OTA 

médio 0,42 ± 0,18 ng/ml; n = 104 indivíduos; Lino et al., 2008). 

Pelo que antecede, o desenvolvimento da presente dissertação justifica-se pela importância 

de melhorar a segurança alimentar relativamente à contaminação por micotoxinas que é 

uma questão essencial na proteção dos bebés, cujo elevado risco de exposição requer 

regulamentação e políticas de controlo de alimentos. Neste sentido, o estudo realizado 

pretendeu determinar a exposição das crianças pela ingestão do leite materno 

contaminado com OTA por meio de uma metodologia analítica (ELISA), simples e rápida, 

contribuindo, dessa forma, para prevenir ou mitigar os possíveis problemas da saúde que 

ocorrem através da exposição humana à OTA (Bando et al., 2007). 

Nesta sequência, o presente estudo teve como objectivos específicos: 

 Determinar os níveis de OTA em amostras recolhidas do leite materno, por 

método imunoenzimático (ELISA); 

 Avaliar a exposição dos bebés lactentes à OTA, através do consumo de leite 

materno;  
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 Identificar os fatores determinantes de natureza socio-demográfica e de consumo 

alimentar, relativos às respetivas mães. 

 

2. Material e Métodos 

 

2.1. Amostragem 

 

Este estudo obteve a aprovação do Conselho Científico da Faculdade de Farmácia da 

Universidade de Coimbra e respeitou o previsto na Declaração de Helsínquia (WMA, 

2013), e a demais legislação nacional e europeia em vigor. Todas as participantes foram 

informadas sobre o objetivo e metodologias do estudo e ainda sobre a garantia de 

confidencialidade. Depois de informadas, todas as participantes assinaram um termo de 

consentimento escrito, formalizando a sua aceitação (ANEXO I).  

As amostras de leite materno foram recolhidas a partir de 42 mães (por conveniência) em 

mães diferentes por expressão manual ou com bomba de leite em oito Cidades de Portugal 

(Coimbra, Aveiro, Lisboa, Lousã, Leiria, Curia, Anadia, Avelãs de Cima, Montemor-o-Velho 

e Mira), entre 2015 e 2019. As amostras foram refrigeradas e, uma vez no Laboratório, 

foram congeladas de imediato (-20 ºC). Na recolha de amostra de leite materno foram 

consideradas as orientações propostas por Lovelady et al., (2002). Foram incluídas mães 

que tiveram parto ao pelo menos um mês (para evitar análise de colostro ou leite de 

transição), em aleitamento e sem registo de doença. Foram considerados como critérios 

de exclusão a presença de doença mamária (infeciosa ou tumoral), idade inferior a 18 anos 

e a ausência da declaração de consentimento informado e/ou questionário preenchido 

(Bogalho et al., 2018). 

 

2.2. Dados socio-demográficos 

 

As amostras foram recolhidas juntamente com um questionário (ANEXO II). Este 

questionário incluía uma parte relativa a dados socio-demográficos, relativamente a 

morada, estação do ano de colheita, idade da mãe, formação escolar e número de filhos. 

Relativamente à amamentação, o questionário incluía perguntas relativas ao peso do bebé 

(kg) e caraterísticas de amamentação, incluindo o tipo de aleitamento materno (exclusivo 

ou misto) e tempo de amamentação (meses). Adicionalmente, o questionário alimentar 

semi- quantitativo, relativo à frequência de consumo, nos sete dias anteriores a colheita de 

amostra, incluía alguns alimentos associados à exposição da população Portuguesa à OTA, 
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designadamente leite, iogurte, café, arroz, pão, chocolate, bolachas, bolos e frutos secos de 

acordo com estudos anteriores. 

 

2.3. Determinação analítica 

 

A determinação da OTA, nas amostras de leite materno foi efetuada por meio da técnica 

imunoenzimática ELISA de formato competitivo de acordo com o livro de instruções e 

uma nota de aplicação na matriz cedida pelo fabricante (RIDASCREEN® Ocratoxina A 

30/15-Biopharm AG®). De forma resumida, as amostras, uma vez descongeladas, foram 

centrifugadas (Sigma 3K15 centrifuge, Reagente 5, Porto) durante 10 minutos a 3500 g e 4 

ºC. A camada superior, com gordura, foi removida, e da fração restante, 1,5 mL foram 

transferidos para um tubo eppendorf®. Procedeu-se a uma nova centrifugação, durante 10 

minutos a 3500 g e 4 ºC. A camada superior, com gordura, foi removida, e 500 µL da 

fração restante foram transferidos para um novo tubo eppendorf®. 

Foram registadas todas as posições das soluções padrão e das amostras. De seguida, 

adicionou-se 50 μL das soluções padrão ou amostra preparada, em poços duplicados. 

Foram adicionados 50 μL do conjugado enzimático diluído em cada poço e misturou-se 

suavemente agitando a placa manualmente. De seguida a placa foi incubada durante 30 

minutos à temperatura ambiente (20-25 °C), no escuro. Findo o período de incubação, foi 

descartado o líquido dos poços e bateu-se com força o suporte da microplaca (três vezes 

seguidas) contra papel absorvente, para garantir a remoção completa do líquido dos poços. 

Encheram-se todos os poços com 250 μL de tampão de lavagem e foi descartado 

novamente o líquido. Este procedimento de lavagem foi repetido duas vezes. 

Foram adicionados 100 μL de substrato cromogéneo a cada poço e misturou-se 

suavemente, agitando a placa manualmente. Posteriormente, ocorreu incubação durante 15 

minutos, à temperatura ambiente, no escuro. Adicionaram-se 100 μL da solução Stop 

(ácido sulfúrico) a cada poço e agitou-se a placa manualmente. Por fim e de imediato foi 

medida a absorvância a 450 nm. 
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2.4. Avaliação de risco 

 

A ingestão diária estimada (IDE) de OTA foi efetuada de forma determinística, através da 

fórmula seguinte: 

 

IDE (ng/kg b.w./dia) = [OTA] [consumo de leite] /[p.v .] 

  

Nesta fórmula foi incluído o peso médio dos bebés (p.c; kg), o consumo diário médio de 

leite materno (Consumo de leite; mL/kg) e o teor médio de OTA nas amostras positivas 

(≥50 ng/L; [OTA] em ng/L). No cálculo do pior cenário, o teor médio da micotoxina foi 

substituído pelo valor máximo de OTA determinado. De acordo com o Ministério da 

Saúde (s.d) as duas estimativas de consumo de leite materno distinguem os bebés de 

acordo com o seu peso. Desta forma, para bebés com menos de 7 kg foi considerado um 

consumo de 150 mL/kg e para bebés com peso igual ou superior a 7 kg, foi considerado um 

consumo diário de 1 L. No cálculo da EDI para cada grupo, foi calculado o peso médio dos 

bebés e a concentração de OTA respetiva.  

A percentagem da Ingestão Diária Tolerável (TDI) a partir do consumo de leite materno 

foi calculada como segue:  

% TDI = EDI/TDI x 100 

 

Nesta fórmula a TDI considerada resultou da ingestão semanal tolerável proposta pelos 

organismos JECFA (2007; 14.29 ng/kg p.c./dia) e EFSA (2006; 17,14 ng/kg p.c./dia). No caso 

dos bebés com menos de 7 kg, foi ainda considerada a ingestão diária tolerável ajustada 

(EFSA, 2017). 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A curva padrão (y=-19,29ln(x)+157,38), utilizada para cálculo do teor de OTA nas 

amostras analisadas, demonstrou uma boa linearidade de acordo com o coeficiente de 

correlação obtido (R2=0,9919). As 42 mães participantes no estudo apresentavam uma 

idade compreendida entre os 21 e os 40 anos, sendo que na sua maioria, tinham apenas um 

filho e apresentavam um nível de escolaridade correspondente ao bacharelato/ licenciatura 

(tabela 1I). 
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Tabela 1I. Características socio-demográficas das mães participantes no estudo. 

Variável Categoria Frequência 

absoluta (n) 

Frequência 

relativa (%) 

Idade 

<30 
7 16,7 

[30; 35] 
19 45,2 

> 35 
16 38,1 

Número de filhos 

1 22 52,4 

2 17 40,5 

3 3 7,1 

Nível de 

escolaridade 

Obrigatória (12º ano) 5 11,9 

Bacharelato/ 

Licenciatura 
28 66,7 

Mestrado/ 

Doutoramento 
9 21,4 

 

 

 

Das 42 amostras analisadas, 41 (97,6%) apresentavam valores de OTA acima do limite de 

deteção (50 ng/L), variando entre 59 e 560 ng/L, com um teor médio de 305±114ng/L. 

Comparando com estudos anteriores (Tabela III), a incidência observada foi uma das mais 

altas. O teor médio de OTA foi superior ao registado no Chile (52 ng/L; Muñoz et al., 

2014) e Itália (30 ng/L; Galvano et al., 2008), ainda que inferior ao descrito na Turquia 

(1380 ng/L; Memis e Yalsin, 2019) e Egipto (1890 ng/L; Hassan et al., 2006). 

Já anteriormente havia sido descrita uma contaminação generalizada da População 

Portuguesa à OTA. As incidências variaram entre 86,4 % num estudo de biomonitorização 

de OTA em urina com uma amostragem ao longo de dois anos (teor médio de OTA: 

0,019±0,014 ng/mL; n=472 indivíduos; Duarte et al., 2015) até 100 % num estudo de 

biomonitorização em sangue (teor médio de OTA: 0,42 ng/mL; n=104 indivíduos; Lino et 

al., 2008). 
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Tendo em conta que o teor de micotoxinas no leite está relacionado com os hábitos 

alimentares maternos, importa realçar que a única amostra negativa correspondeu a leite 

materno proveniente de uma mãe que, segundo o questionário alimentar, nunca come frutos 

secos. No período em estudo (2015-2019), das 2335 notificações de micotoxinas registadas 

no Portal RASFF, 239 (10,24 %) correspondem apenas à OTA. Os principais alimentos 

contaminados foram frutos secos, designadamente uvas passas, figos secos, amendoim e 

pistacios, com o valor máximo determinado de 5086 µg /kg, correspondente a uma amostra 

de figos secos proveniente de Espanha. No mesmo período, 6 das notificações constantes do 

portal RASFF corresponderam a alimentos contaminados com OTA e produzidos em 

Portugal, designadamente à base de milho. 

Por outro lado, a amostra com o teor de OTA mais elevado correspondeu a uma mãe que, 

segundo o questionário alimentar, tem como alimentos mais frequentemente consumidos o 

pão e o café, indicando como um consumo de três vezes ao dia. Segundo o trabalho de 

Abrunhosa e Col. (2016), com base na contaminação de alimentos registada em Portugal, no 

caso da OTA, os alimentos que mais contribuiram para a exposição humana foram o arroz 

(32 %), o pão (19 %) e o café (18 %). De facto, os autores estimaram que 67 % da exposição 

da população Portuguesa à OTA resulta do consumo de cereais e seus derivados. 

A contaminação do café por micotoxinas, acontece fundamentalmente durante o 

processamento de secagem, armazenamento (Batista et al., 2007; Freire et al., 2016), pré e 

pós colheita, resultando adicionalmente em perda no rendimento, descoloração, redução do 

valor nutricional (Fujii et al., 2002). A OTA pode ser encontrada em qualquer fase da 

produção de café. Também foi encontrada OTA no café da Costa de Marfim a concentração 

máxima foi de 56 µg/kg. Na Etiópia foi encontrada no café torrado com a concentração de 

2,0 µg/kg. No Brasil, em grãos de café a contaminação foi de 3,3 µg/kg, ao passo que no café 

instantâneo a concentração da OTA foi de 6,29 µg/kg. A OTA também foi encontrada na 

Suíça em bebidas a base de café, em que a concentração mais elevada era de 4,2 µg/l.  

O pão é um dos produtos derivados de cereais mais consumido em quase todo mundo 

(Paíga et al., 2012). O pão cumpre um papel importantíssimo e destacado no nosso 

património cultural em geral e gastronómico em particular. É um elemento transversal na 

alimentação humana (Paíga et al., 2012; Jornal de animação de rede Portuguesa Leader, 

2007).  

Através do consumo apenas de leite materno, a ingestão diária estimada de OTA foi 41,8 

ng/kg/dia, para bebés com um peso inferior a 7 kg, considerando o teor médio de OTA no 



 

 

 
34 

      

leite materno de todos os bebés desta categoria de peso (278,5 ng/L). No caso de bebés 

com peso igual ou superior a 7 kg a ingestão diária estimada foi de 37,8 ng/kg p.c/ dia, 

considerando o teor médio de OTA no leite materno de todos os bebés desta categoria de 

peso (321,1 ng/L). Ambos os valores estimados são superiores à ingestão diária estimada de 

OTA na população Portuguesa, em geral, conforme calculado por Abrunhosa et al. (2016; 

1,2 ng/kg p.c./dia) tendo em conta o teor de OTA determinado em alimentos em todos os 

estudos prévios publicados. Adicionalmente, os valores estimados de ingestão diária 

correspondem a 243,9 % e 220,5 % da ingestão diária tolerável proposta pela EFSA (2006), 

para bebés com menos de 7 kg e com peso superior ou igual a 7 kg, respectivamente. No 

caso, da ingestão diária tolerável proposta pela JECFA (2007), a percentagem da dose diária 

estimada é superior, especificamente de 292,7 % e 264,7 %, para bebés com menos de 7 kg e 

com peso superior ou igual a 7 kg, respectivamente. Tendo em atenção o valor de ingestão 

diária tolerável ajustado para bebés com menos de 16 semanas (5,8 ng/kg p.c./dia), verificou-

se que a percentagem da ingestão diária tolerável corresponde a 720,7 %, no caso dos bebés 

com menos de 7 kg. 

Os resultados obtidos são preocupantes, uma vez que os bebés são um grupo populacional 

vulnerável, devido à sua maior taxa metabólica, menor peso corporal, menor capacidade de 

desintoxicar, desenvolvimento incompleto de alguns tecidos e órgãos fundamentalmente o 

sistema nervoso central (Navas et al 2005; Kamali et al., 2018). Comparando com estudos 

prévios, verificou-se que a ingestão diária estimada para ambos os grupos é superior à 

estimada por Navas (2005; 5 ng/kg pc.dia), Dostal (2008; 20 ng/4 kg pc/dia) e Galvano (2008; 

5 ng/kg pc/dia). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
35 

      

4. CONCLUSÕES 

 

O leite materno analisado apresenta uma contaminação generalizada por OTA, com 

incidência e teor médios superiores a alguns dos registados nos estudos realizados 

anteriormente. A ingestão diária de OTA estimada para os bébes lactentes foi superior para 

os bebés com menos de 7 kg, contudo, em ambos os grupos a exposição é superior à 

estimada para a População Portuguesa adulta e, muito superior aos níveis de ingestão diária 

tolerável ajustada para bebés. 

Assim, os resultados do presente estudo apontam a necessidade de reforçar os programas 

nacionais de vigilância e estudos de monitorização relativos à OTA, em particular, bem 

como conceber medidas profiláticas e de controlo para diminuir a presença de OTA no leite 

materno e a resultante exposição de recém-nascidos em lactação. 
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ANEXO I 

CONSENTIMENTO INFORMADO, LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPAÇÃO NO ESTUDO INTITULADO 

“BIOMONITORIZAÇÃO DE MICOTOXINAS E OUTROS CONTAMINANTES EM LEITE 

MATERNO” 

DE ACORDO COM A ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE
1
, A DECLARAÇÃO DE HELSÍNQUIA

2
 E A CONVENÇÃO DE OVIEDO

3 

PARTE I: PÁGINA DAS INFORMAÇÕES 
Por favor, leia com atenção a seguinte informação. 
 
Introdução 
Neste estudo pretende-se avaliar o grau de 
exposição das mães em lactação e, em resultado, 
dos bebés e crianças lactentes, a contaminantes 
como pesticidas, bisfenois, poluentes e 
micotoxinas. Antes de decidir, poderá falar com 
qualquer pessoa com a qual se sinta confortável. 
De igual forma, se não entender alguma das 
palavras ou termos utilizados, poderá perguntar a 
quem efectua o questionário ou outro investigador 
presente.  
 
Objectivos 
É possível que o grau de exposição a alguns 
contaminantes, de origem natural (como as 
micotoxinas) ou artificial (como os agro-químicos) 
a um grupo da população vulnerável como os 
bebés e crianças lactantes não seja bem 
conhecido, pelo que é importante realizar estudos 
que possam, no futuro, contribuir para um 
conhecimento que sustente acções de prevenção, 
bem como apoio a regulamentação da utilização 
de alguns agroquímicos. 
 
Tipo de intervenção 
Recolha de leite materno e questionário. 
 
Selecção de participantes 
Pretende-se analisar um grande número de 
amostras, provenientes de várias regiões de 
Portugal, a fim de que o estudo seja 
representativo. 
 
Participação voluntária 
Não é obrigatória a participação no estudo. A 
qualquer momento a participante poderá 
abandonar o estudo, sem qualquer prejuízo.  
 
Procedimento 
No dia de recolha da amostra de leite é preenchido 
o questionário, composto por 3 partes: I. Dados 
antropométricos e características individuais; II. 

Dados sociodemográficos e III. Dados relativos à 
alimentação. O questionário demora cerca de 10 
minutos a preencher.  
 
Benefícios 
Não existirá nenhum benefício imediato e directo, 
mas a sua participação provavelmente irá ajudar-
nos a ter um conhecimento científico mais amplo, 
que irá permitir a implementação de medidas 
adequadas de prevenção e controlo da exposição. 
 
Pagamento 
Da participação no estudo não decorrem quaisquer 
pagamentos ou contrapartidas. 
 
Confidencialidade 
Não será partilhada qualquer informação da mãe 
fora da equipa do estudo. O questionário e a 
amostra serão identificadas por um código, com 
um número correspondente, que não será do 
conhecimento de ninguém, para além da equipa 
de investigação.  
 
Partilha dos resultados de investigação 
Será garantida a confidencialidade e o seu 
anonimato, assegurando que nunca será tornada 
pública a identificação das participantes em 
nenhum momento da investigação ou em 
nenhuma publicação que eventualmente se venha 
a produzir. Os dados recolhidos servirão somente 
para a elaboração do trabalho. No final do estudo, 
serão partilhados os resultados com as 
participantes (informação individual) e a 
comunidade científica (informação colectiva, sem 
identificação das participantes).  
 
Quem contactar 
Em caso de alguma dúvida ou questão adicional, 
em qualquer momento do desenvolvimento do 
estudo, deverá ser contactada a Prof. Dr.ª Angelina 
Pena, através do e-mail apena@ci.uc.pt ou 
telefone 239 488 400. 

 

1 http://www.who.int/rpc/research_ethics/informed_consent/en/ 
2 Declaração de Helsínquia https://www.wma.net/policies-post/wma-declaration-of-helsinki-ethical-principles-for-medical-research-involving-human-subjects/ 

3 Convenção de Oviedo https://dre.pt/web/guest/pesquisa/-/search/235127/details/maximized 

mailto:apena@ci.uc.pt
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PARTE II: TERMO DE CONSENTIMENTO 
 
Fui questionada sobre a possibilidade de participação no estudo de biomonitorização de 
agroquímicos e micotoxinas em leite materno. 
Li a informação anterior ou a informação anterior foi-me lida. Tive a oportunidade de colocar 
questões e, se eventualmente coloquei questões, foram respondidas satisfatoriamente.  
Foi-me garantida a possibilidade de, em qualquer altura, recusar participar neste estudo sem 
qualquer tipo de consequências.  
Nesta sequência, aceito participar neste estudo e permito a utilização dos dados que, de forma 
voluntária forneço, confiando que apenas serão utilizados para este estudo e nas garantias de 
confidencialidade e anonimato que me são dadas pela equipa de investigação. 
 
 
Nome (legível) da participante: ____________________________ 
 
Assinatura da participante: ___________________________________ 
 
Data: ____/ ____/20__ 
    
 
 
Se participante legal iletrada: 
(será assinado por uma testemunha, letrada, selecionada pela participante e sem relação com a 
equipa de investigação) 
 
Eu testemunhei a leitura exacta do formulário de consentimento à potencial participante, a qual teve 
oportunidade de colocar questões. Eu confirmo que a mesma concedeu o consentimento livremente.  
 
 
Nome (legível) da testemunha: ____________________________ 
 
Assinatura da testemunha: ___________________________________ 
 
Data: ____/ ____/20__ 

 

    

 

 

 

A preencher conforme questionário correspondente: 
Nome (próprio) da participante: ________________________ 

Código interno: ___________ 
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ANEXO II  

Questionário para participantes no estudo intitulado  

“BIOMONITORIZAÇÃO DE MICOTOXINAS E OUTROS CONTAMINANTES EM LEITE 

MATERNO” 

Nome (próprio) da participante: 

_________________________ 

Código interno: ___________ 

Recolha de leite materno: 

Data: _____/____/20__ 

Hora: ___h___ 

 

O questionário é composto por 3 partes e o tempo para o seu preenchimento é de cerca de 
10minutos.  

Por favor, responda às questões de uma forma sincera e de acordo com as instruções fornecidas.  
É antecipadamente agradecido o seu interesse e disponibilidade em participar. 

 

I. DADOS ANTROPOMÉTRICOS E CARACTERÍSTICAS INDIVIDUAIS DA MÃE E BÉBE 

     
MÃE: 

Idade: _______ anos  
Peso: ____kg  
Altura: _____ cm       
Número de filhos: _______         
Medicação na última semana: Não  Sim: qual: ___________ 

  Fumadora activa/passiva: Não  Sim 
 
BÉBE: 

Data de nascimento: ____/____/______ 
No momento da recolha de leite:  

Peso do bebé: _____kg 
Ao nascimento:  

Peso do bebé: _____kg  
Comprimento do bebé: ______cm 

 
II. DADOS SOCIO-DEMOGRÁFICOS DA MÃE 

 
ESCOLARIDADE: (Assinalar o último ano/nível de escolaridade) 

 
 Ensino Primário/Básico    Ensino Secundário (≤12ºano) 
  
 Ensino Superior (Bacharelato/Licenciatura)  Mestrado/ Doutoramento 

  
 PROFISSÃO: __________________ 

RESIDÊNCIA: Localidade: ____________ Concelho: ______________ Distrito: 
______________ 
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Distância da residência à indústria/ zona industrial mais próxima: 
 ≤100m   500m   ≥1km  
 
Distância da residência ao campo agrícola (cultivado) mais próximo: 
 ≤100m   500m   ≥1km  
 
Distância da residência à autoestrada/via rápida mais próxima: 
 ≤100m   500m   ≥1km  
 
Utilização de agroquímicos (quando aplicável): 
 Não  Sim 

Se sim, no:  Jardim  Quintal/ horta 
 

Se sim, os seguintes agroquímicos: 
 
 Pesticidas  Fungicidas  Herbicidas 
 Outros, quais: 
____________ 

  

 

III. DADOS RELATIVOS À ALIMENTAÇÃO 

Responder com base na sua alimentação nos últimos sete (7) dias: 
 

ORIGEM dos alimentos consumidos: 
<25% 50% 75%  100%   Caseiro/ Produtores locais 
<25% 50% 75%  100%   Superfícies comerciais/ Supermercado 

 
LOCAL: 

Casa: _____________ número/ semana 
Restauração/ Cantinas escolares: _________ número/ semana 

 

QUESTIONÁRIO ALIMENTAR: 

_____________________________________________________________________________ 

Este questionário tem como objectivo avaliar uma potencial correlação entre o consumo de determinados 
alimentos e os níveis de agroquímicos e micotoxinas presentes no leite materno. 
Procure responder às questões de uma forma sincera, indicando aquilo que realmente comeu e não o que 
pensa que seria correcto comer.  
O questionário pretende identificar o consumo de alimentos da última semana, i.e. dos últimos sete dias 
previamente à recolha de leite. Assim para cada alimento, deve assinalar, preenchendo com um X a respectiva 
opção, quantas vezes por semana, comeu, em média, cada um dos alimentos referidos nesta lista, ao longo da 
última semana (sete dias). Não se esqueça de assinalar, na opção respectiva, os alimentos que nunca come, ou 
come menos de 1 vez por semana.  
Não se esqueça de ter em conta as vezes que o alimento é consumido sozinho e aquelas em que é adicionado a 
outros alimentos ou pratos (exemplo: os ovos das omeletas, etc.). 
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