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Análise Micológica e Quantificação de Zearalenona e Deoxinivalenol em 

Alimentos Compostos para Suínos 

 

 

RESUMO 

 

As análises micológica e micotoxicológica representam uma parte importante da 

monitorização da qualidade e segurança dos alimentos compostos para animais. 

O objectivo deste trabalho foi avaliar o nível de contaminação fúngica em amostras 

de alimentos compostos para suínos, identificar as espécies fúngicas presentes e quantificar 

os níveis de zearalenona (ZEA) e deoxinivalenol (DON).  

Para tal, foram analisadas 55 amostras, encontrando-se 52 (94.5%) contaminadas 

com fungos, apresentando teores médios de 1.7×104 UFC/g. Os fungos mais predominantes 

foram o Fusarium spp (81.8%), o Aspergillus flavus (69.0%), as leveduras (60.0%) e o 

Aspergillus candidus (56.3%). A análise micotoxicológica foi efectuada por Cromatografia 

Líquida de Alta Performance (HPLC), com purificação por colunas IAC (Colunas de 

imunoafinidade), e revelou 18 amostras positivas para ZEA e 13 positivas para DON, com 

níveis de ZEA variando entre 6.1 e 5.4×101 µg/kg, e de DON variando de 1.0×102 e 9.0×102 

µg/kg. Foi observada co-ocorrência em 3 amostras (5.5%). Todos os resultados encontrados 

estavam abaixo dos limites máximos permitidos pela União Europeia (UE). 

As taxas de recuperação para amostras contaminadas com ZEA, a concentrações 

de 0.005; 0.010 e 0.10 µg/kg foram de 93.0; 95.0 e 95.0%, respectivamente e as de DON 

foram de 98.0; 85.0 e 88.0%, para soluções contaminadas com 100.0; 250.0 e 500.0 µg/kg, 

respectivamente.  

 

 

Palavras-chave: “Deoxinivalenol”, “Zearalenona”, “Alimentos Compostos”, “Suínos”, “HPLC” 
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Mycological analysis and quantification of zearalenone and deoxynivalenol in 

Swine Feed 

 

 

ABSTRACT 

 

Mycological and mycotoxicological analysis represents an important part in 

monitorization of feed´s quality and security.  

The aim of this work was to evaluate the contamination levels of mycobiota in swine 

feed samples, identify the mycobiota species present, and to quantify the levels of 

zearalenone (ZEA) and deoxinivalenol (DON). 

For such, 55 samples were analysed, 52 samples (94.5%) found with fungi 

contamination, with a mean of 1.7×104 UFC/g. The most predominant fungi were Fusarium 

sp (81.8%), Aspergillus flavus (69.0%), yeasts (60.0 %) and Aspergillus candidus (56.3 %). 

The mycotoxicological analysis was performed by High performance Liquid Chromatography 

(HPLC), with Immunoaffinity Columns (IAC) purification, and revealed 18 samples positive 

for ZEA and 13 positive for DON, with levels ranging between 6.1 to 5.4×101 µg/kg of ZEA 

and 1.0×102 to 9.0×102 µg/kg for DON. It was observed co-occurrence in 3 samples (5.5%). 

All the results found were bellow the maximum limits permitted by European Union (EU).  

The recovery taxs for samples contaminated with ZEA at concentration´s level of 

0.005; 0.010 and 0.10 µg/kg were 93.0; 95.0 and 95.0%, respectively and DON recovery taxs 

were 98.0; 85.0 and 88.0%, for spiking concentrations of 100.0; 250.0 and 500.0 µg/kg of 

DON, respectively.  

 

 

 

Keywords: “Deoxynivalenol”, “Zearalenone”, “Feed”, “Swine”, “HPLC”
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INTRODUÇÃO 

 

As suiniculturas, principalmente as que operam em regime intensivo, são 

dependentes de alimentos compostos para suprir as necessidades nutricionais dos seus 

efectivos. A índústria de alimentos compostos contribui para o funcionamento de milhares de 

explorações pecuárias e agro-pecuárias em Portugal, sendo o 3º negócio mais importante 

neste sector. Contribui também, de forma definitiva, para os rendimentos agrícolas 

(Associação Portuguesa dos Industriais de Alimentos Compostos para Animais [IACA], 

2009).  

As matérias-primas utilizadas na formulação dos alimentos compostos para suínos, 

devem possuir elevada qualidade e segurança, para que o processo de produção não fique 

comprometido. Essas matérias-primas podem ser contaminadas por fungos nas diversas 

fases de produção: antes da colheita, pela flora de campo; nos processos de transformação, 

pela flora intermédia; ou no transporte e armazenamento, pela flora de armazenamento 

(Martins, 1987, p.60). Os alimentos compostos para animais, podem ser contaminados 

durante o seu processamento, através da mistura de matérias-primas contaminadas, assim 

como nos processos de transporte e armazenamento. Algumas das espécies fúngicas 

envolvidas nestas contaminações, alteram as características organolépticas dos alimentos, 

podendo resultar na diminuição da ingestão de alimentos por parte dos animais, ou recusa 

alimentar, além das alterações no valor nutritivo dos alimentos que pode ocorrer (Torrado, 

2007, p.28). Algumas espécies fúngicas são ainda toxigénicas, tendo a capacidade de 

produzir metabolitos secundários tóxicos nos alimentos destinados ao consumo animal, 

nomeadamente as micotoxinas. 

As micotoxinas são quimicamente muito estáveis e persistem nos alimentos 

compostos, mesmo após a remoção dos fungos pelos processos usuais de industrialização 

e embalagem (Oliveira, 2006, p.1). As micotoxinas são responsáveis por perdas económicas 

muito significativas, que podem ser contabilizadas através dos custos das medidas de 

prevenção contra a contaminação de matérias-primas e alimentos compostos por fungos e 

micotoxinas, custos de destruição de rações contaminadas, perdas dos índices produtivos 

em várias espécies animais e tratamentos veterinários aplicados às micotoxicoses agudas 

ou crónicas. 

Estão catalogadas várias micotoxinas que contaminam frequentemente alimentos, 

pelo que a escolha da análise de ZEA e DON esteve associada a duas questões 

fundamentais: estas duas micotoxinas ocorrem frequentemente em concentrações 

toxicologicamente relevantes em alimentos para animais analisados na Europa (Döll & 

Dänicke, 2011), e a indústria suinicultora assenta o seu retorno financeiro nos índices 
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produtivos e reprodutivos dos animais, sendo que estas duas micotoxinas afectam 

directamente esses factores. Os distúrbios causados por estas micotoxinas incluem 

diminuição do ganho de peso e alterações reprodutivas, que reduzem directamente a 

produtividade associada a esta espécie animal. 

Com o objectivo de controlar os efeitos adversos da contaminação dos alimentos 

com micotoxinas, a União Europeia disponibiliza legislação relativa às quantidades máximas 

destes metabolitos recomendadas, nos alimentos de várias espécies animais. 

Em Portugal, com base em procedimentos regulamentados, são colhidas amostras 

de alimentos compostos para suínos, que são depois analisadas quanto à quantidade de 

micotoxinas presentes. A presença de micotoxinas em valor superior ao recomendado pela 

União Europeia, obriga à destruição de todo o lote de alimentos em questão. Estas análises, 

em conjunto com a análise micológica dos alimentos, permitem aferir sobre a segurança e 

qualidade dos alimentos compostos utilizados na alimentação de suínos, permitindo a 

monitorização e a melhoria contínua das técnicas de prevenção contra a contaminação. 

O trabalho aqui apresentado foi desenvolvido durante o Estágio Curricular de 

conclusão do Curso de Mestrado Integrado em Medicina Veterinária, da Faculdade de 

Medicina Veterinária da Universidade Lusófona de Humanidades e Tecnologias (ULHT).  

O estágio decorreu no Laboratório Nacional de Investigação Veterinária (LNIV), 

tendo sido supervisionado pela Drª. Hermínia Marina Loudes Martins, que ali desempenha 

função de Investigadora Principal do Serviço de Micotoxicologia, do Departamento de 

Higiene Pública. 

O LNIV procede à análise de amostras, pela técnica de HPLC e purificação com 

colunas de imunoafinidade. O HPLC, devido à sua alta sensibilidade e especificidade, é uma 

das técnicas mais utilizadas na rotina de monitorização deste tipo de alimentos. 

No período entre 4 de Outubro e 4 de Julho de 2011, foram acompanhadas e 

realizadas todas as actividades de análise dos alimentos compostos, e foi feita toda a 

pesquisa de literatura necessária para a realização deste trabalho. 

As actividades que foram desenvolvidas durante o estágio, incluíram a realização 

da análise micológica de 55 amostras de alimentos compostos para suínos, assim como a 

quantificação de ZEA e DON nas mesmas amostras.  

Na sequência do trabalho desenvolvido durante o estágio realizado no laboratório 

de Micotoxicologia do LNIV, foram publicados os seguintes trabalhos: um artigo, entitulado 

de “Co-occurrence of mycotoxins in swine feed produced in Portugal”, na revista Mycotoxin 

research (ANEXO E), assim como duas apresentações “afixadas”, no 4º simpósio 

internacional de micotoxinas – Perspectivas e desafios (realizado em Ghent), entitulados 
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“Occurrence of Zearalenone and Deoxinivalenol in plant crops” (ANEXO F) e “Zearalenone 

and Deoxynivalenol in mixed-feed for swine.” (ANEXO G). 

O objectivo deste trabalho foi avaliar o nível de contaminação fúngica em alimentos 

compostos para suínos, identificar as espécies fúngicas mais frequentes e avaliar os níveis 

de contaminação com ZEA e DON. 
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PARTE I – REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

1. A INDÚSTRIA DE ALIMENTOS COMPOSTOS PARA ANIMAIS 

 

1.1 Expressão sectorial 

 

A indústria de alimentos compostos para animais é relativamente recente em 

Portugal, mas é essencial ao funcionamento das explorações agro-pecuárias, contribuindo 

de forma decisiva para a formação de uma parte substancial dos rendimentos agrícolas. O 

valor da sua produção e do sector dos fabricantes de pré-misturas aproxima-se dos 1.000 

milhões de euros/ano, estando ao seu alcance incorporar uma parcela cada vez mais 

importante dos recursos agrícolas nacionais (IACA, 2009). 

 

1.2 Aprovisionamentos 

 

Portugal é dependente em 70 % de alimentos compostos importados, quer de outros 

estados membros da União Europeia, quer de estados não membros. As fábricas de 

alimentos compostos nacionais, possuem sistemas HACCP (Análise de Perigos e Pontos 

Críticos de Controlo) implementados, no entanto, as condições de produção de matérias-

primas obtidas especialmente de países terceiros, não são totalmente controladas (Almeida, 

Martins, Santos, Costa, & Bernardo, 2011). 

As características das matérias-primas incorporadas em alimentos compostos para 

animais, são essenciais para garantir a sua segurança e a qualidade do produto final, como já 

foi referido. Estas são escolhidas de acordo com numerosos factores como o preço, 

disponibilidade no mercado e capacidade de armazenagem, entre outros condicionalismos.  

 

1.3 Fabrico de alimentos compostos 

 

Os alimentos compostos são formulados por nutricionistas e zootécnicos, com o 

objectivo de fornecer fontes nutritivas completas aos animais, de acordo com a sua espécie, 

raça, idade, estado fisiológico e estado reprodutivo. Entre as fases de fabrico de alimentos 

compostos, encontram-se as fases de transporte e armazenamento das matérias-primas, 

doseamento, moenda, mistura, granulação, incorporação de gorduras e melaços, aplicação 

de antifúngicos, entre outros, variando de acordo com a empresa (Torrado, 2007, p.8). 
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A qualidade e segurança das matérias-primas e dos alimentos compostos, vai 

influenciar directamente, a saúde e a produtividade dos efectivos animais. Essa qualidade 

depende das precauções que forem adoptadas nas fases de colheita, pós-colheita, 

transporte, armazenamento, processamento, embalamento e distribuição das matérias-

primas e alimentos compostos processados. Uma das partes integrantes da manutenção da 

segurança alimentar em Índústrias de alimentos compostos para animais, é a 

implementação de sistemas HACCP, que inclui a análise rotineira de amostras 

representativas de destes alimentos (figura 1). Estas análises permitem aferir da segurança 

dos alimentos analisados, evitando as consequências associadas à ingestão de produtos 

tóxicos, e permite, por outro lado, avaliar a evolução da segurança alimentar nestas fábricas, 

ao longo do tempo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Alimento composto granulado para suínos (fonte: Original, 2011). 

 

1.4 Alimentos compostos para suínos 

 

No panorama das Indústrias de suinicultura, os custos da alimentação dos efectivos 

pode atingir até 75% de todos os custos de uma exploração, constituindo assim um encargo 

determinante na produtividade das explorações (IACA, 2011).  

A produção nacional de alimentos compostos para animais, distribui-se de forma 

desigual, com 28% da produção destinada ao consumo por efectivos suínos. Dessa 

percentagem, 18% da produção é direcionada a suínos em fase de crescimento e engorda, 

4% a suínos de iniciação, restando 6% de alimentos compostos para outros tipos de suínos.  

A composição dos alimentos compostos para animais, afecta directamente o tipo de 

flora microbiológica que os possa contaminar, contribuindo assim para a saúde e bem-estar 

dos animais. O quadro 1 apresenta a composição das amostras de alimentos compostos 

para suínos em fase de engorda e em fase reprodutiva, que foram analisadas. 
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Composição 

das 

amostras 

analisadas 

 

Suínos em fase reprodutiva 

 

 

 

Suínos em fase de engorda 

 

 

Ingredientes 

Cevada, milho, bagaço de soja 

obtido por estracção, bagaço de 

colza obtido por estracção, trigo, 

farinha forrageira de milho, sêmea 

de trigo, bagaço de palmiste obtido 

por pressão, carbonato de cálcio, 

cloreto de sódio e fosfato dicálcico. 

Milho, trigo, cevada, bagaço de soja 

torrada obtido por estracção, sêmea 

de trigo, bagaço de colza obtido por 

estracção, sementes de soja 

torrada, carbonato de cálcio, fosfato 

dicálcico, cloreto de sódio e óleo de 

soja 

 

 

Nutrientes 

Proteína Bruta (18 %), matéria gorda 

bruta (2,2 %), fibra bruta (6,5 %), 

lisina (0,84 %), cinza bruta (6 %), 

cálcio (0,85%), fósforo (0,5 %), sódio 

(0,18 %), metionina (0,22 %), 

vitamina E, A, D3, aminoácidos e 

oligoelementos. 

Proteína Bruta (17,5 %), matéria 

gorda bruta (3 %), fibra bruta (5 %), 

sódio (0,17 %), cinza bruta (6,3 %), 

cálcio (0,85%), fósforo (0,6 %), lisina 

(1,01 %), metionina (0,28 %), 

vitamina E, A, D3, aminoácidos e 

oligoelementos. 

 
Quadro 1. Composição das amostras de alimentos compostos para suínos em fase reprodutiva e em fase 

de engorda analisadas. 

 

 

2. O REINO DOS FUNGOS 

 

2.1 Definição e características biológicas 

 

O Reino Fungi constitui-se de um grupo de organismos pertencentes ao domínio 

Eukaryota. Pensa-se que existam cerca de 1.5 milhões de espécies fúngicas no planeta, 

apesar de a maioria não ter ainda sido identificada e descrita, devido à falta de estudos 

micológicos intensivos em áreas tropicais e sub-tropicais (Guarro, Gené, & Stchigel, 1999). 

Estas espécies estão distribuídas nos mais diversos habitats, variando de organismos de 

grandes dimensões, como os cogumelos, a formas microscópicas, como os bolores e as 

leveduras.  

No século XVIII, os fungos eram classificados de acordo com a sua morfologia e 

fisiologia, mas o desenvolvimento de novas técnicas moleculares, incluindo técnicas de 

análise de ADN (ácido desoxiribonucleico), promoveram profundas alterações na 
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classificação micológica (Hibbett et al., 2007). Até aos anos 60, manteve-se a tradicional 

divisão em três reinos: animal, vegetal e mineral, e só a partir dessa década, o ecologista 

norte-americano Robert Handing Whittaker propôs a actual divisão em seis reinos: Monera, 

Protista, Plantae, Animalia, Mineralis e Fungi. Os fungos divergiram das plantas há cerca de 

mil milhões de anos (Bruns, 2006) e foi o aumento do conhecimento relativo a estes seres, 

que ditaram a sua exclusão do Reino Plantae e a sua integração num novo reino exclusivo, 

o Reino Fungi. 

Os fungos são constituídos por filamentos, organizados segundo diferentes graus 

de complexidade, denominados de hifas. Estas podem ser asseptadas ou septadas. Existem 

também, fungos que não exibem fase filamentosa, pelo menos em grande parte do seu ciclo 

de vida, sendo por isso predominantemente unicelulares, como as leveduras. Alguns fungos 

apresentam a capacidade de alternarem entre a forma filamentosa e a forma típica de 

levedura, de acordo com as condições ambientais, denominando-se por isso fungos 

dimórficos (Karkowska-Kuleta, Rapala-Kozik, & Kozik, 2009). A hifa constitui a forma 

vegetativa dos bolores, representando o seu principal elemento de crescimento (Kobayashi, 

1980). O conjunto das hifas contitui o micélio, e este subdivide-se em três tipos, de acordo 

com a função fisiológica que cumpre: o micélio vegetativo é constituído pelas hifas que 

penetram o substrato para absorverem nutrientes, o micélio aéreo é constituído pelas hifas 

que se projectam acima do substrato e o micélio reprodutivo constitui a parte especializada 

na produção de esporos. O micélio fúngico é uma das estruturas mais importantes para a 

correcta identificação do género ou espécie fúngica em presença. Podem ocorrer duas 

formas de crescimento nos organismos fúngicos, o crescimento apical, através do 

alongamento do apéx de uma hifa, e o crescimento bidirecional, através da ramificação 

lateral da hifa (Harris, 2008).  

Os fungos são seres heterotróficos, utilizando diversas formas de matéria orgânica 

como fonte de energia, dividindo-se em 3 grupos ecológicos: saprófitos, parasitas e 

simbiontes (Peito, 1993). Possuem uma membrana nuclear bem definida, pela qual os 

nutrientes passam em forma solúvel, sendo esta nutrição do tipo osmotrófica. 

A reprodução dos fungos pode ocorrer através de processos assexuados ou 

sexuados. Os mecanismos de reprodução assexuada incluem a esporulação, gemulação, 

divisão binária e fragmentação das hifas, e são responsáveis pela dispersão da maioria dos 

fungos (Torrado, 2007, p.10). A esporulação é um processo muito relevante para a 

reprodução fúngica, já que leva à formação de estruturas com características morfológicas e 

biológicas diferentes, os esporos, que permitem a sua disseminação. A reprodução 

sexuada, ocorre quando surge uma modificação no ambiente do micobiota, susceptível de 

comprometer a sua sobrevivência. Os novos genótipos criados estão mais adaptados ao 
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novo ambiente, permitindo assim a manutenção do fungo. Este tipo de reprodução só é 

conhecido num grupo específico de fungos denominados de Fungos Perfeitos, e pode 

ocorrer por plasmogamia e cariogamia.  

O estudo das características do Reino fungi tem um interesse especial, pelas 

vertentes que este apresenta: a vertente benéfica e a prejudicial.  

A descoberta mais importante para a humanidade, em termos micológicos, foi feita 

por Alexander Fleming em 1929. Este reconheceu a actividade antibacteriana de uma 

substância secretada pelo fungo Penicillium notatum numa placa contaminada (Bush, 2010), 

permitindo o seu uso, mais tarde, no tratamento de doenças infecciosas de origem 

bacteriana. Os fungos são utilizados na alimentação, na produção de antibióticos, como 

agentes biológicos no controlo de ervas daninhas e pragas agrícolas, assim como na 

fermentação alimentar usada no vinho, cerveja e molho de soja, entre outros.  

Os fungos são também essenciais como microrganismos decompositores de 

matéria orgânica, participando na reciclagem do solo, restituindo-lhe nutrientes que as 

plantas haviam anteriormente utilizado nos seus metabolismos. Sem esta reposição, a 

sobrevivência do ecossistema estaria comprometida. 

Apesar de ser reconhecida a extrema importância dos fungos no ecossistema, a 

verdade é que eles são, por outro lado, responsáveis pela contaminação e decomposição de 

matéria orgânica viva, alterando as suas características físicas, químicas e organolépticas, 

desencadeando alterações morfo-fisiológicas em plantas e animais. Para a sua 

sobrevivência e proliferação, os fungos necessitam de absorver do substrato determinados 

nutrientes. A maioria dos nutrientes não se encontra em formas directamente utilizáveis por 

estes, pelo que os mesmos desenvolveram a capacidade de os desdobrar em elementos 

mais simples. Este desdobramento é feito por diversas enzimas, e a consequência deletéria 

destas reacções enzimáticas, é a alteração da composição do substrato, que origina, por 

sua vez, alterações físicas visíveis. Estes fungos denominam-se de fungos parasitas, e são 

responsáveis pela degradação de matérias-primas e de produtos transformados destinados 

ao consumo (figura 2), causando um impacto negativo na economia. As colheitas de mung 

bean, por exemplo, são afectadas por fungos patogénicos como Rhizoctonia solani, 

causando o apodrecimento e dessecação das suas plantas (Vijayan & Kirti, 2011). 

São várias as matérias-primas e os alimentos que, contaminados por fungos, 

adquirem características organolépticas indesejáveis. Produtos como queijos, farinhas, 

lacticínios, e muitos mais, sofrem alterações de coloração, quando contaminados com 

fungos como Aspergillus candidus, Aspergillus niger ou Penicillium spp. Estes fungos 

promovem o aparecimento de manchas de cor variável, de acordo com o agente 

contaminante. 
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A hidrólise de ácidos gordos e a formação de ácido capróico, ácido caprílico ou 

ácido cáprico, ou em corpos cetónicos, confere cheiros desagradáveis aos substratos. Os 

fungos envolvidos neste processo são Aspergillus spp., Mucorales, leveduras e Penicillium 

spp. (Martins, 1987, p.70). A textura e o sabor são outras características organolépticas que 

podem ser alteradas em consequência de contaminação fúngica. Os géneros Aspergillus e 

Penicillium são responsáveis por sabores amargos ou desagradáveis em cereais e os seus 

derivados (Martins, 1987, p. 70). 

As contaminações são responsáveis também, pela redução do valor nutricional e 

palatibilidade dos alimentos compostos, além de aumentarem o seu potencial alergénico 

(Scudamore & Livesey, 1998). Alguns fungos são ainda oportunistas e altamente 

patogénicos para os humanos, como por exmplo, a Candida albicans que pode causar 

septicemia e mesmo morte (Zipfel, Skerka, Kupka, & Luo, 2011). 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Milho contaminado por fungos (fonte: Phuong, 2010). 

 

O efeito deletério mais relevante dos fungos, é a sua capacidade de provocar 

doença grave ou mesmo morte, em plantas e animais. O número de infecções fúngicas em 

seres humanos tem aumentado nas duas últimas décadas, devido ao uso de fármacos 

antibacterianos, agentes imunossupressores após transplante de órgãos, terapia contra o 

cancro ou cirurgias avançadas (Karkowska-Kuleta et al., 2009). Fungos patogénicos 

oportunistas podem invadir o organismo, e causar infecções em vários órgãos, 

especialmente em pacientes imunodeprimidos (Latgé, 2001; Rhodes & Brakhage, 2006). A 

sua capacidade de crescer a 37ºC, a produção de queratinase que permite aos fungos 

dermatófilos digerir pele, cabelo e unhas e ainda o dimorfismo dos fungos que lhes permite 

passar da sua forma filamentosa para levedura no hospedeiro, torna estes organismos 

potencialmente patogénicos (Cartage, 2006).  

 

2.2 Classificação dos fungos 

 

Os sistemas de classificação disponíveis, nem sempre apresentam um esquema de 

classificação comum, devido à morfologia muito variada dos organismos indexados no 

Reino Fungi e à evolução no arranjo dos taxa ao longo das últimas décadas, proporcionado 
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pelo avanço das técnicas moleculares (Marques, 2007, p.15). No entanto, é importante 

sistematizar e catalogar os caracteres fenotípicos que estão na base das chaves 

dicotómicas de classificação, para que o seu estudo e divulgação sejam facilitados.  

O sistema de classificação de Hawksworth et al (1995), reconhecem no Reino dos 

Fungos as seguintes divisões: Chytridiomycotina, Zygomycotina, Ascomycotina, 

Basidiomycotina e Deuteromycotina (Hawksworth, Kirk, Sutton, & Pegler, 1995). 

A divisão Deuteromycotina é constituída por fungos cuja reprodução sexuada não é 

conhecida, ou não estava presente aquando da sua identificação, sendo esta divisão 

conhecida por Fungi Imperfecti. A maioria dos géneros de fungos contaminantes da indústria 

alimentar, como o Fusarium spp., Aspergillus spp., Penicillium spp., Alternaria spp. e 

Trichoderma spp., pertencem a esta divisão – Ascomycetes e Basidiomycetes (Santos, 

Venâncio, & Lima, 1998). 

 

2.3 Factores que influenciam o crescimento micológico  

 

A biodegradação das matérias-primas e dos transformados industriais destinados à 

alimentação, é um processo complexo que depende de condições ecológicas variadas, 

como a temperatura, a humidade, a tensão de O2, a luminosidade, o pH (potencial de 

hidrogénio iónico), a presença de produtos químicos estabilizadores e de outros factores 

bióticos. A intensidade e natureza destas biodegradações, variam com o teor micológico 

inicial, com as espécies fúngicas presentes e com a composição do substrato. As alterações 

induzidas pela presença de contaminação fúngica nos géneros alimentícios incluem 

alterações físicas, químicas e organolépticas.  

A curva de crescimento dos fungos é influenciada por diversos factores, como a 

estirpe em presença, a natureza do substrato e as condições do meio. Os parâmetros que 

afectam o crescimento dos fungos são a temperatura, o pH, a natureza do substrato, a 

tensão de O2, as radiações, o teor de água activa (Aw), a osmofilia, a acção dos agentes 

químicos e a competição microbiana. 

 

2.3.1 Factores físicos 

 

O teor de água activa presente no substrato, é um dos factores mais importantes 

para o desenvolvimento fúngico. Os fungos necessitam de valores de Aw mais baixos que 

os outros microrganismos, mas na presença de valores de Aw inferiores a 0.62, o 

crescimento fúngico cessa (Rosset, 1986). Os esporos são formas de reprodução 
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assexuada, e são resistentes à secura durante bastante tempo, mas só com valores de Aw 

variando entre 0.7 e 0.94, ocorre a germinação e o aparecimento de formas vegetativas. 

A maioria dos fungos são organismos mesófilos, apresentando um crescimento 

óptimo a temperaturas entre os 25 e os 30ºC (Know Mycotoxins, 2008). No entanto, existem 

fungos com capacidade de crescer a temperaturas entre os 0 e os 35ºC, alguns subsistem a 

temperaturas abaixo dos 0ºC, como os pertencentes ao género Fusarium, e alguns crescem 

a temperaturas acima de 35º C, como os pertencentes ao género Aspergillus spp. (Oliveira, 

2006, p.4). Temperaturas abaixo de -18ºC ou acima de 60ºC, cessam todo o crescimento 

fúngico, apesar de alguns esporos serem capazes de sobreviver nessas condições (Martins, 

1987, p.18). O quadro 2 esquematiza alguns dos constituintes do Reino Fungi, agrupados 

de acordo com a temperatura óptima para o seu crescimento.  

 

Classificação fúngica 
Temperatura óptima de 

desenvolvimento 

 

Exemplos 

Criófilos > -18ºC Leveduras do grupo pink 

Psicrófilos -10 a + 3 ºC Leveduras 

Psicotróficos +3 a + 15ºC Mucor spp. 

Mesófilos 
37ºC 

 

Penicillium spp. 

Aspergillum spp. 

Termófilos > 37ºC 
Aspergillus fumigatus, 

Humicola lanuginosa (60ºC) 

 
Quadro 2. Temperaturas de desenvolvimento óptimo de vários fungos. 

 

 

A tensão de O2 é um parâmetro essencial para a proliferação fúngica, sendo que, 

valores de anidrido carbónico superiores a 10%, restrigem significativamente o crescimento 

fúngico (Torrado, 2007, p.13). Substratos armazenados com elevados teores de humidade e 

baixos teores de água activa, constituem uma atmosfera onde algumas leveduras e fungos 

de armazenamento, como por exemplo o Aspergillus spp., conseguem proliferar. 

Os factores físicos incluem também a acçã directa de agentes animados ou 

inanimados sobre as matrizes. O dano mecânico dos grãos de matérias-primas, por 

exemplo, favorece o desenvolvimento fúngico, uma vez que destroi o tegumento, permitindo 

o fácil acesso do fungo ao interior do grão (Filho, 2005). A presença de danos mecânicos e 

danos físicos na planta, devidas à actividade de insectos, pássaros ou outros fungos, ou 

factores climáticos, como secas ou chuvas intensas, são um veículo de ataque por parte de 
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fungos e outros invasores, e aumentam enormemente a susceptibilidade da planta em 

qualquer estado de maturação. 

 

2.3.2 Factores químicos 

 

Os fungos possuem um sistema tamponado no interior das hifas, que lhes permite 

sobreviver com reduzida sensibilidade ao pH do meio (Torrado, 2007, p.14). Os fungos 

apresentam capacidade de sobrevivência num intervalo de pH que varia entre 2,5 e 9,5, 

mas o seu crescimento óptimo dá-se num intervalo de pH entre 5-6 (Universidade Federal 

do Paraná [UFPR], 2008, p.29). 

A natureza do substrato em que os fungos se desenvolvem, varia consoante as 

necessidades nutritivas de cada espécie. Algumas sobrevivem em substratos muito pobres, 

como os fungos limosos, enquanto outros necessitam de substratos complexos para o seu 

desenvolvimento, como os dermatófitos. Os minerais mais importantes para o 

desenvolvimento fúngico, de um modo geral, são o zinco, o ferro e o cobre, sendo que as 

concentrações óptimas destes minerais para o crescimento fúngico podem ser determinadas 

laboratorialmente (Gouveia, 2004). 

A capacidade que alguns fungos possuem de se multiplicarem em substratos ricos 

em açúcares ou sais (UFPR, 2008, p.29), é de grande importância, nomeadamente no 

controlo de qualidade dos alimentos. 

 

2.3.3 Factores biológicos 

 

Os factores biológicos incluem a actividade de insectos, roedores, ácaros e mesmo 

mamíferos superiores, na disseminação de espécies micobiotas, principalmente em 

empresas ou explorações em que os cuidados de higiene não se apresentem correctamente 

implementados.  

A competição microbiana, principalmente a que ocorre entre bactérias e fungos, 

representa um factor biológico limitante do crescimento fúngico. As bactérias são, sob 

condições ambientais adequadas, as primeiras a multiplicarem-se em diferentes substratos. 

Porém, quando as condições ambientais não favorecem o crescimento bacteriano, são os 

bolores e as leveduras que aproveitam a desvantagem em que os seus competidores se 

encontram, para proliferarem. Além disso, alguns fungos produzem metabolitos secundários 

que têm acção inibitória do crescimento bacteriano (Molard, 1986).  
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2.4 Origem das diferentes contaminações fúngicas dos alimentos 

compostos 

 

A contaminação fúngica final de um determinado produto é cumulativa, sendo o 

resultado de três tipos de flora fúngica: 

Flora de campo: Este tipo de flora fúngica inclui micobiotas como o Fusarium spp., 

Saccharomyces spp., Alternaria spp., e Clamidosporium spp. São responsáveis pela 

contaminação de matérias-primas antes da colheita, em condições de teores de água 

relativos superiores a 0.95, e geralmente terminam o seu desenvolvimento após a colheita. 

No entanto, se as condições de armazenamento oferecerem níveis de Aw adequados, o seu 

desenvolvimento pode prosseguir (Torrado, 2007, p.16). 

Flora intermediária: Os géneros Fusarium, Aspergillus e Penicillium são 

representantes deste tipo de flora. Estes géneros de fungos desenvolvem-se no período 

pós-colheita, quando as condições de transporte e armazenamento não são adequadas às 

regras de qualidade e segurança alimentar, favorecendo o seu desenvolvimento. 

Flora de armazenamento: Os géneros Mucor, Rhizopus, Absídia, Aspergillus, 

Candida e Trichoderma desenvolvem-se em condições de armazenamento com 

temperaturas médias e Aw compreendido entre 0.61 e 0.75. Os bolores pertencentes a esta 

categoria de flora, são os principais responsáveis pela deterioração de cereais e outras 

matérias-primas (Torrado, 2007, p.16). 

O aparecimento das espécies fúngicas como contaminantes de alimentos 

compostos, depende muito das condições oferecidas para o seu desenvolvimento. As floras 

intermédia e de armazenamento são as mais preocupantes, uma vez que alteram as 

propriedades físicas e químicas dos alimentos, incluindo alterações nas características 

sensoriais e organolépticas, e perda de nutrientes, podendo eventualmente dar-se a 

produção de micotoxinas. As espécies xerófilas são geralmente as primeiras a proliferar em 

alimentos armazenados. O seu desenvolvimento, aumenta posteriormente os níveis de 

humidade e temperatura no substrato, permitindo assim a colonização de espécies mais 

exigentes ecologicamente (Torrado, 2007, p.17). 

 

2.5 Importância da análise micológica 

 

A análise micológica constitui uma parte importante para o controlo da qualidade 

final do produto. A qualidade é avaliada de acordo com vários factores, sendo que a carga 

micológica de um produto pode afectar as suas características organolépticas e a 
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nutritividade do produto final. Características organolépticas desagradáveis são 

responsáveis por recusa de alimentos, e por perda de nutrientes nos produtos 

transformados. Estas perdas originam prejuízos económicos muito significativos para os 

produtores de suínos e para as indústrias de alimentos compostos.  

Apesar de não estarem definidos limites máximos recomendados de contaminação 

fúngica em matérias-primas e alimentos compostos, existe um concenso respeitante aos 

critérios de qualidade nesses substratos (Laffond-Grellety, 1972), e são apresentados no 

quadro 3. Estes critérios têm por base dados estatísticos obtidos através de estudos 

realizados em várias espécies animais, assim como a observação de dados analíticos. 

 

 

Classificação dos alimentos compostos Valores de referência(*) 

Má >8.0×105 – 106 

Medíocre >4.0×104 – 8.0×105 

Razoável >4.0×103 – 4.0×104 

Boa <1.0×103 – 4.0×103 

 
Quadro 3. Valores de referência para classificação de amostras de alimentos compostos, de acordo com 

os teores micológicos totais encontrados (fonte: Valores de referência adaptados de Laffond-Grellety, 
1972); (*) UFC/g. 

 

De acordo com os critérios usados por Laffond-Grellety (1972), o limite máximo de 

contaminação fúngica admitida para alimentos compostos para animais é de 5×104 UFC/g, 

já que a maioria das amostras apresentam uma flora fúngica diversificada, com 

predominância de um ou dois grupos de bolores e grande percentagem de leveduras. Com 

teores de contaminação fúngica acima de 107,5 UFC/g, os alimentos apresentam 

características organolépticas anormais, como cheiro a bafio. 

A análise dos teores micológicos de uma amostra pode ser complexa, já que pode 

evidenciar uma carga micológica baixa, mas ser constituída por uma cultura quase pura de 

uma espécie potencialmente tóxica. Por outro lado, as amostras podem apresentar valores 

micológicos mais elevados, mas ter uma cultura diversificada. 

Em Portugal, os níveis de contaminação fúngica dos alimentos foram analisados ao 

longo dos anos, como forma de monitorização da sua qualidade. 

Em 1987, Martins analisou 404 amostras de rações para suínos, e encontrou teores 

micológicos médios (TMM) de 1.4×105 UFC/g. A autora encontrou 83% de amostras 

contaminadas com Mucorales, com 13% dessas amostras a registar valores acima de 5×103 

UFC/g. O género Penicillium foi encontrado em 80% das amostras e o género Fusarium em 

74%, sendo que a maioria das amostras apresentava valores bastante elevados de 
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contaminação. Estes resultados revelam rações contaminadas com níveis médios acima dos 

valores de referência recomendáveis, e por isso de qualidade questionável (Martins, 1987, 

p.145-152). 

Num estudo realizado em Portugal em 2001, verificou-se a contaminação de rações 

para suínos em 18.9% das 106 amostras analisadas, com teores médios de bolores de 4.9 

log10UFC/g, tendo sido os géneros predominantes o Aspergillus spp. (70%), Mucor spp. 

(58%), Penicillium spp. (54%) e Fusarium spp. (24%) (Martins & Martins, 2001).  

Um estudo efectuado por Martins no intervalo de 1999 e 2002, no qual 74 amostras 

de alimentos compostos para suínos foram analisadas, revelaram que os fungos mais 

comuns foram leveduras, Aspergillus spp., Penicillium spp. e A. flavus, com médias de 

3.2log10, 2.9log10, 2.6log10 e 2.2log10 UFC/g, respectivamente (Martins, 2003). 

Num estudo efectuado em 2007, foram analisadas 75 amostras de alimentos 

compostos para suínos, das quais 73 (97.3%) se encontravam contaminadas por fungos. Os 

TMM encontrados foram de 3.7log10 UFC/g. Os bolores que apresentaram uma frequência 

mais elevada foram os géneros Aspergillus (84.9%) (TMM = 6.6log10 UFC/g), Penicillium 

(74%) (TMM = 3log10 UFC/g), Clamidosporum, Mucor (71.2%) (TMM = 2.3log10 UFC/g) e 

Fusarium (61.6%) (TMM = 3.2log10 UFC/g) (Torrado, 2007, p.31).  

Num outro estudo efectuado em 2007, 75 amostras do mesmo substrato foram 

analisadas, e registaram-se 97.3% de amostras contaminadas com fungos (Almeida, 

Marques, Torrado, & Martins, 2007). A média encontrada de contaminação fúngica foi de 

2.8log10 UFC/g. Fusarium spp., Aspergillus flavus e Penicillium spp. foram os fungos mais 

comuns. 

 

2.6 Principais fungos contaminantes de alimentos compostos para animais 

 

A biodegradação de matérias-primas e de alimentos compostos, é um dos 

principais efeitos deletérios associados à contaminação fúngica, e o conhecimento das 

características morfológicas e fisiológicas de certas espécies fúngicas, permite o 

desenvolvimento de medidas preventivas contra o seu desenvolvimento em diferentes 

substratos. O resume que se segue, foi elaborado no sentido de referir as características 

associadas a cada uma das principais espécies contaminantes de matérias-primas e 

alimentos compostos. É importante referir que as características das colónias de fungos 

variam de acordo com o substrato em que se desenvolvem. As características 

macroscópicas referidas no texto abaixo (aspecto, textura, forma, pigmentação da superfície 

anversa e reversa, velocidade de crescimento), ocorrem em meio de cultura Rosa Bengala, 
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apesar de algumas das fotos se referirem por vezes a culturas em meio de Sabourard, uma 

vez que as fotografias ficaram mais explícitas neste meio. 

   

Aspergillus spp. 

 

Os bolores deste género podem ser encontrados no solo, em produtos alimentares, 

em poeiras, produtos de forragem e matérias em decomposição (Gugnani, 2003), sendo 

apontados frequentemente como os contaminantes mais comuns de matérias-primas e 

alimentos compostos. Algumas espécies de Aspergillus, como o Aspergillus fumigatus, são 

responsáveis pela doença pulmonar invasiva, infecções disseminadas e infecções no 

sistema nervoso central em pacientes imunodeprimidos (Latgé, 2001; Rhodes & Brakhage, 

2006). 

A maioria das espécies são saprófitas e pouco patogénicas para as plantas 

(Gugnani, 2003), mas as espécies A. parasiticus e A. flavus destacam-se pela sua 

capacidade de produzir aflatoxinas em certas colheitas. As aflatoxinas produzem doença e 

morte em animais e humanos (Gugnani, 2003; Vesonder, Haliburton, Stubblefield, Gilmore, 

& Peterson, 1991), tendo propriedades hepatotóxicas, teratogénicas, mutagénicas e 

carcinogénicas (Council for Agricultural Science and Technology [CAST], 1979; Payne, 

1992). Estes metabolitos secundários estão implicados em carcinomas hepatocelulares 

primários em humanos, provocando morte a nível mundial (International Agency for 

Research on Cancer [IARC], 1984; Li, Yoshizawa, Kawamura, Luo, & Li, 2001), podendo 

também ser metabolizados e aparecer em excreções de origem animal, como urina, fezes e 

leite (Peraica, Radiç, Luciç, & Pavloviç, 1999; Prandini et al., 2009). As aflatoxinas foram 

encontradas como contaminantes de leite em países como Itália, Espanha e Portugal 

(Montagna, Napoli, Giglio, Latta, & Barbuti, 2008; Cano-Sancho, Marin, Ramos, Peris-

Vicente, & Sanchis, 2010; Martins, Guerra, & Bernardo, 2007). 

 

Aspergillus niger  

 

Esta espécie foi isolada em matérias-primas e alimentos compostos para suínos 

(Pereyra, Cavaglieri, Chiacchiera, & Dalcero, 2010; Torrado, 2007, p.31), encontrando-se 

disseminada no ar e em vegetais em decomposição. São responsáveis por doenças 

invasivas em humanos (Saubolle, 2000; Wiederhold, Lewis, & Kontoyiannis, 2003), e já 

foram isolados em lesões nodulares de pulmões de mamíferos (touro, veado, vitelo) 

(Ainsworth & Austwick, 1973, p.9; Okoye, Gugnani, & Okeke, 1990). Sob condições 

ambientais apropriadas, apresentam capacidade de produzir ocratoxina A, conhecida pelo 
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seu potente efeito nefrotóxico, hepatotóxico, teratogénico, carcinogénico e imunossupressor 

em mamíferos (World Health Organization [WHO], 2002). Relativamente ao seu aspecto 

macroscópico, os fungos pertencentes a esta espécie são também conhecidos como fungos 

negros, devido à coloração negra que as suas colónias adquirem à superfície. Esta 

coloração pertence aos conídeos, que dão à colónia um aspecto granuloso. 

 

Aspergillus flavus 

 

É considerada a espécie mais comum incluída no género Aspergillus, e é 

contaminante habitual de matérias-primas e alimentos compostos para animais. Coloniza 

matéria orgânica em decomposição e foi encontrada em alimentos compostos para suínos 

em Portugal (Torrado, 2007, p.31). Produz um metabolito secundário, a aflatoxina, que 

apresenta elevada toxicidade e carcinogenicidade (Prado et al., 2011). As suas colónias têm 

uma textura rugosa, com um pigmento de superfície que varia de amarelo intenso a amarelo 

esverdeado (figura 3). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 3. Colónia de Aspergillus flavus em meio Sabourard (ao centro), envolvida por colónias de 
Fusarium spp. (fonte: Original, 2011). 

 

Aspergillus glaucus 

  

O Aspergillus glaucus é uma das espécies mais comuns na natureza, e é um 

contaminante frequente de alimentos. Apresentam capacidade de multiplicação em 

condições de privação de água, capacidade de produzir metabolitos secundários, tais como 

a micotoxina fiscion, e antibióticos, como a emodina e a rubrocristina (Martins, 1994, p.163-

190). As suas colónias apresentam caracteristicamente uma dimensão reduzida, com 

coloração amarela e o rebordo da colónia esbranquiçado. 
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Aspergillus terreus 

 

Esta espécie foi isolada em concentrados destinados à alimentação de aves na 

Venezuela (Figueroa, Centeno, Calvo, Rengel, & Adelantado, 2009) e em milho analisado 

em Portugal, destinado ao fabrico de alimentos compostos para suínos (Torrado, 2007, 

p.31). Este fungo apresenta capacidade de produção da micotoxina patulina. A patulina tem 

propriedades antibióticas (Bennett & Klich, 2003), mas apresenta toxicidade para plantas e 

animais, incluindo genotoxicidade (Zhou, Jiang, Geng, Cao, & Zhong, 2010), 

imunosupressão e carcinogenicidade (Kawashima, 2004, p.110), além de originar doença 

respiratória em animais e humanos. O pigmento superficial varia de cor de canela a marrom.  

 

Aspergillus candidus 

 

Esta espécie é também produtora da micotoxina patulina, e é frequentemente 

encontrada em alimentos compostos para animais (Torrado, 2007, p.31). As colónias 

apresentam coloração branco puro e uma textura algodonosa/aveludada inicialmente, que 

se torna granulosa devido à esporulação acentuada. 

 

Fusarium spp. 

 

O género Fusarium é frequentemente isolado de grãos de cereais (Luca, 2007), e 

foi isolado em alimentos compostos para suínos em Portugal (Torrado, 2007, p.31). Além 

dos danos físicos incutidos às matérias-primas e rações, este género afecta a saúde de 

plantas e animais (Pitt, 2000). Produz micotoxinas como as fumonisinas, os tricotecenos, 

nivalenol e ZEA (Luca, 2007). As fumonisinas são citotóxicas para várias linhagens de 

células em mamíferos (Abbas, Shier, Seo, Lee, & Musser, 1998; Sewram et al., 2005), 

provocam leucoencefalomalácia equina e edema pulmonar em suínos (Caloni & Cortinovis, 

2010; Harrison, Colvin, Greene, Newman, & Cole, 1990).  

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Colónias de Fusarium spp. (fonte: Original, 2010). 
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhong%20LF%22%5BAuthor%5D
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Foi demonstrado também, o seu poder no aumento dos níveis de proteínas de stress do 

tracto gastro-intestinal (Lallès,  Lessard,  Oswald,  & David, 2010). A ZEA induz alterações 

no tracto reprodutivo de suínos e o DON induz emese e recusa alimentar (Sobrova et al., 

2010). As suas colónias apresentam aspecto algodonoso, com pigmentação branca, rosa ou 

cinza (figura 4). 

 

Penicillium spp. 

 

Os fungos incluídos neste género, representam os segundos mais frequentes em 

alimentos e são denominados de bolores verdes ou azuis. As suas exigências nutricionais 

são reduzidas, já que sobrevivem apenas com uma fonte de sais minerias e outra de 

carbono. Eles dominam a micoflora produtora de toxinas em climas temperados, 

principalmente em cereais e derivados de carne (Luca, 2007). Análises de alimentos 

compostos para suínos em Portugal, revelaram contaminação com esta espécie (Torrado, 

2007, p.31). Produzem metabolitos secundários, entre eles a penicilina (utilizada como 

antibiótico), a ocratoxina, a patulina e a citrina. A ocratoxina foi encontrada em várias 

matérias-primas e alimentos, em todo o mundo (Jørgensen, 2005), sendo tóxica e 

carcinogénica para os rins (O´Brien & Dietrich, 2004), além de induzir danos hepáticos, 

quando em elevadas concentrações (Richard, 2007). As colónias deste género apresentam 

pigmentação verde-azulada, com a periferia branca e o reverso branco. Tem um aspecto 

único, devido à sua textura aveludada (figura 5). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 5. Colónias de Penicillium spp. em meio Sabourard (fonte: Original, 2011). 

 

Mucor spp. 

 

O género Mucor origina a contaminação de colheitas, tanto no campo como no 

período pós-colheita, principalmente em colheitas danificadas mecanicamente, sendo 

contaminantes comuns de alimentos compostos para suínos (Torrado, 2007, p.22). São 

responsáveis por doença em humanos imunodeprimidos ou com traumas (Luca, 2007). As 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lall%C3%A8s%20JP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lessard%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Oswald%20IP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22David%20JC%22%5BAuthor%5D
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colónias deste género são densas, de rápido e abundante crescimento, apresentando um 

micélio aéreo muito desenvolvido. As colónias apresentam cor cinza de intensidade variável, 

de acordo com a espécie presente (figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Colónias de Fusarium spp. e Mucor spp. (fonte: Original, 2011). 

 

Alternaria spp. 

 

As espécies pertencentes a este género são importantes patógenos vegetais, 

sendo que pelo menos cerca de 20% da deterioração de produtos agrícolas é causada pelas 

mesmas. Existem cerca de 299 espécies pertencentes a este género (Kirk, Cannon, Minter, 

& Stalpers, 2008), sendo que algumas apresentam a capacidade de produzir compostos 

tóxicos, que incluem micotoxinas citotóxicas, como o alternariol e o metil ester de alternariol 

(Ansari & Shrivastava, 1990). A contaminação de alimentos com esta espécie reduz a 

qualidade, viabilidade e o valor económico e nutricional das colheitas (Rodriguez-Herrera, 

Waniska, & Rooney, 1999). A superfície das suas colónias é rugosa e os bordos são 

irregulares, possuindo cor cinza intenso na fase anversa e cor negra na face reversa.  

 

 

3. METABOLITOS SECUNDÁRIOS DOS FUNGOS: AS MICOTOXINAS 

 

3.1  Caracterização das micotoxinas 

 

As micotoxinas são metabolitos secundários produzidos por fungos filamentosos 

toxigénicos (quadro 4), com a interferência de reacções mediadas por enzimas. São 

moléculas de peso molecular reduzido e são específicas, geneticamente, de um grupo de 

espécies dentro de cada género. A sua produção por parte dos fungos é controlada por 

diversos factores ambientais, como os nutrientes disponíveis, a temperatura, a 

luminosidade, o pH e a actividade de água (Georgianna & Payne, 2009). As micotoxinas 
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podem formar-se no final da fase exponencial ou no início da fase estacionária do 

crescimento do bolor (Gimeno, 2010). 

 

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 

 
Quadro 4. Principais espécies fúngicas responsáveis pela produção de micotoxinas (fonte: adaptado de 

Marques, 2007). 

 

As micotoxinas, quando ingeridas, são metabolizadas pelo fígado e seguidamente, 

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

propriedades tóxicas para animais e humanos (CAST, 2003). Os efeitos tóxicos induzidos 

pelas micotoxinas, denominam-se de micotoxicoses, e os animais podem ser expostos por 

via dietética, dermal ou respiratória, entre outras (Bennett & Klich, 2003). A susceptibilidade 

dos animais à contaminação dos seus alimentos por micotoxinas, depende de vários 

factores, entre eles factores genéticos, factores fisiológicos e factores ambientais. As 

micotoxicoses podem ser agudas ou crónicas, sendo que a gravidade depende da 

concentração de micotoxinas ingerida, a duração da exposição, a sensibilidade do 

organismo, assim como características específicas da espécie e raça afectada. 

Existem 3 formas gerais de caracterizar o efeito das micotoxicoses em animais: 

micotoxicoses agudas, micotoxicoses crónicas e doenças secundárias às micotoxinas (Pier, 

Richard, & Cyzewski, 1980). A caracterização destas 3 formas de micotoxicoses encontra-se 

esquematizada no quadro 5.  

Os efeitos desencadeados na saúde de animais e seres humanos são muito 

variados, uma vez que podem afectar vários órgãos e sistemas, tais como o fígado, os rins, 

o sistema nervoso, o sistema endócrino e o sistema imunitário. Muitas micotoxinas têm 

propriedades carcinogénicas, teratogénicas, mutagénicos e hormonais (Torrado, 2007, 

p.23). 
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Tipo de 

micotoxicose 
Características 

Sinais Clínicos 

(exemplos) 

Dose necessária 

para provocar 

micotoxicose 

Primária 

Sinais marcados de 

doença ou morte, sinais 

clínicos dependem da 

natureza e concentração 

da micotoxina 

Estrogenismo (ZEA) 

Enterite e emese (DON) 

Dose alta ou 

moderada 

Secundária 

Falta de alterações 

macroscópicas nos 

animais afectados, que 

dificulta o diagnóstico 

Redução de 

produtividade, ritmo de 

crescimento, eficiência 

reprodutiva, valor de 

mercado e índice de 

conversão 

Dose moderada a 

baixa 

Doenças 

secundárias a 

micotoxicoses 

Imunodepressão; 

Redução da capacidade 

de combate a doenças 

infecciosas. 

Perdas económicas 

Vacinações ineficazes 

Aumento da incidência 

de doenças infecciosas 

 

Dose muito baixa 

  
Quadro 5. Caracterização das micotoxicoses primária e secundária, e de doenças secundárias às 

micotoxinas (fonte: Adaptado de Pier et al., 1980). 

 

As doses de micotoxinas que são insuficientes para causar quadros agudos de 

doença, culminam frequentemente no aparecimento de imunodepressão, que pré-dispõe os 

animais a infecções sub-clínicas, falta de efectividade das vacinações e queda dos seus 

índices produtivos. Estes efeitos deletérios são responsáveis por perdas económicas muito 

significativas na indústria suinicultora.  

 

3.2 Perspectiva histórica  

 

O primeiro caso conhecido na história relativo à ocorrência de micotoxicoses, 

ocorreu na idade média. Nessa época, na Europa, surgiu uma doença caracterizada por 

sinais clínicos como alucinações, ardência e necrose dos membros anteriores e posteriores 

em humanos, que foi associada à bruxaria. Hoje sabe-se que esta doença foi provocada 

pela ingestão de ergolina e ergotamina em cereais contaminados por Claviceps purpurea. 
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O conceito de metabolismo secundário dos fungos ganhou relevência no início do 

século XX. Foi em 1929, que Alexander Fleming descobriu as propriedades bactericida e 

bacteriolítica da penicilina, um metabolito secundário produzido por uma espécie de 

Penicillium. Desde então, a penicilina é utilizada no tratamento de infecções bacterianas, até 

aos dias de hoje. Só 30 anos depois de divulgadas as propriedades da penicilina, foram 

descobertos novos metabolitos secundários produzidos por fungos.  

Em 1961, uma doença denominada de “doença X” dos perus, dizimou milhares de 

aves em explorações inglesas, tendo sido associada à contaminação dos seus alimentos 

com aflatoxinas (Bennett & Klich, 2003). O impacto económico desta catástrofe, impulsionou 

o estudo destes metabolitos, tendo sido a partir daí que surgiu o termo Micotoxicologia. 

A ATA (Aleucémia Tóxica Alimentar), foi uma micotoxicose que ocorreu na Rússia 

no início do século XX (Kuhn & Ghannoum, 2003), sendo considerada uma doença 

secundária a uma micotoxicose. Esta doença ocorreu devido à ingestão de cereais 

contaminados com tricotecenos, produzidos pela espécie fúngica Fusarium sporotrichioides. 

A ATA foi responsável por uma elevada taxa de mortalidade, principalmente devido ao 

desenvolvimento de infecções bacterianas oportunistas em fases mais avançadas da 

micotoxicose (Butler, 1975; Ciegler, Burmeister, Vesonder, & Hesseltine, 1981; Schiefer, 

1986).  

 

3.3 Principais micotoxinas contaminantes de alimentos 

 

Segundo CAST (2003), colheitas de todos os tipos são frequentemente 

contaminadas com micotoxinas. A mesma fonte estimou que 25 % da alimentação mundial 

esteja contaminada com estes metabolitos secundários (CAST, 2003). 

Apesar da elevada quantidade de micotoxinas catalogadas, apenas algumas são 

encontradas frequentemente como contaminantes de alimentos. Entre a grande variedade 

de micotoxinas conhecidas, existem cinco que se encontram com maior frequência em 

alimentos: deoxinivalenol/nivalenol, zearalenona, fumonisinas, ocratoxina e aflatoxinas 

(Torrado, 2007, p.23). 

Estas micotoxinas foram encontradas em anos anteriores em Portugal, em 

alimentos compostos para suínos (Martins, Guerra, & Bernardo, 2006; Martins, Marques, 

Almeida, Guerra, & Bernardo, 2008). 

A ocratoxina é responsável por uma doença denominada de nefropatia micotóxica 

porcina (Golinski, Chelkowski, Grabarkiewicz-Szczesna, & Szebiotko, 1983), além de causar 

efeito imunossupressor, aumentando a susceptibilidade dos animais a infecções subclínicas 
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(Veldman, Borggreve, Mulders, & Van De Lagemaat, 1992). Esta micotoxina é um dos 

metabolitos secundários conhecidos mais tóxicos (Jakić-Dimić, Nešić, & Petrović, 2009). 

Outra micotoxina também bastante comum, a fumonisina B1, foi identificada como 

causa de edema pulmonar e síndrome hepático em suínos (Scott, 1993). O DON afecta a 

ingestão de alimentos, o peso corporal e tem actividade imunossupressora (Pestka & Bondy, 

1990). A ZEA, por sua vez, tem propriedades estrogénicas (Gouveia, Guerra, Martins, & 

Bernardo, 2005), induzindo problemas graves no tracto reproductivo dos suínos. As 

aflatoxinas são produzidas por algumas estirpes de Aspergillus flavus e Aspergillus 

parasiticus, apresentam propriedades carcinogénicas para os animais e humanos, e 

interferem no funcionamento do sistema imunitário. 

 

3.4 A problemática das micotoxinas 

 

As micotoxinas representam um problema económico a nível mundial, devido à sua 

elevada resistência em matérias-primas e em alimentos compostos para animais e 

humanos, e à dificuldade no seu controlo e eliminação. As micotoxinas apresentam, no 

geral, uma grande estabilidade química, o que permite a sua persistência no alimento, 

mesmo após a remoção dos fungos pelos processos usuais de industrialização e 

embalagem (Oliveira, 2006, p.1). As micotoxinas são bastante resistentes a tratamentos 

térmicos utilizados no processamento alimentar, como são a cozedura ou congelação 

(Marques, 2007, p.18), e a sua eliminação dos produtos finais é inviável. Praticamente todo 

o tipo de alimentos são susceptíveis de serem contaminados durante os processos de 

produção, processamento, transporte ou armazenagem (Santin, 2005).  

As colheitas podem estar contaminadas com várias micotoxinas, uma vez que a 

maioria dos fungos têm a capacidade de produzir mais que uma micotoxina (Melo dos 

Santos, Dorner, & Carreira, 2002), além da mistura de metabolitos que ocorre, quando se 

combinam diferentes matérias-primas para a formulação de alimentos compostos, o que 

torna a avaliação da exposição a micotoxinas ainda mais complexa (Mirocha & Christensen, 

1974). A co-ocorrência de micotoxinas pode ter um efeito sinérgico, antagonista ou aditivo. A 

interação aditiva ocorre quando diferentes micotoxinas se unem para produzir um efeito e 

exacerbá-lo, os compostos atuam no mesmo local e com o mesmo mecanismo de ação 

(Coppock & Christian, 2007). A possibilidade de co-ocorrência de micotoxinas em alimentos 

suscita preocupações acrescidas, uma vez que é ainda muito limitado o estudo dos efeitos 

das interacções entre estes compostos. Por outro lado, a legislação a nível Europeu apenas 

divulga valores máximos recomendados, tendo em conta as micotoxinas como presença 

única nos alimentos. Num artigo elaborado em 2010 na Bélgica, relata-se que 75% das 
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amostras de alimentos compostos para suínos, trigo e milho estavam contaminadas com 

mais de uma micotoxina (Monbaliu et al., 2010). Geralmente, os alimentos compostos para 

animais encontram-se contaminados tanto com ZEA como com DON, e os mecanismos 

tóxicos destas micotoxinas em conjunto são pouco conhecidos. Sabe-se que ambas inibem 

a maturação nuclear dos oócitos (Alm, Greising, Brussow, Torner, & Tiemann, 2002). Um 

estudo recente demonstrou que as micotoxinas ZEA e DON reduzem a fertilidade em 

suínos, alterando a formação do fuso durante a meiose do oócito. As malformações do fuso 

induzidas pela micotoxina nos oócitos podem resultar em embriões aneuplóides 

(Malekinejad et al., 2007). O mesmo estudo concluiu que as duas micotoxinas parecem ter 

um efeito aditivo, no que diz respeito à sua toxicidade. 

Dietas contendo aflatoxinas (AFs) e DON em concentrações mais elevadas do que 

60 e 300μg/kg, respectivamente, reduzem o crescimento e a ingestão de alimento, enquanto 

dietas contendo 120μg de AF/kg e 600μg de DON/kg, resultam em alterações no sistema 

imunológico, inflamação sistémica, dano hepático parcial, causando também redução do 

crescimento (Chaytor et al., 2011). 

Um dos perigos mais relevantes associado às micotoxinas, é o da permanência dos 

seus resíduos em tecidos e produtos de origem animal, como por exemplo, a presença de 

aflatoxina M1 no leite de bovinos que ingeriram ração contaminada com aflatoxina B1 

(Sugiyama, Hiraoka, & Sugita-Konishi, 2008). A transferência de ZEA e DON para os tecidos 

animais é muito limitada, pelo que os alimentos de origem animal apenas contribuem 

marginalmente para a exposição de seres humanos a estas micotoxinas (União Europeia, 

Recomendação (CE) Nº 576/2006 (ANEXO A)). 

O diagnóstico das micotoxicoses é difícil para os veterinários, porque existem vários 

graus de micotoxicose, várias interacções entre as diferentes micotoxinas, e cada animal 

tem condições fisiológicas, nutricionais e genéticas que vão influenciar os sinais clínicos 

apresentados, pelo que as micotoxicoses são frequentemente sub-diagnosticadas, apesar 

de a sua importância ser cada vez mais clara. Por este motivo, é difícil estabelecer níveis 

seguros de micotoxinas na alimentação de animais de produção, já que são tantos os 

factores que podem influenciar a resposta dos animais à presença da micotoxina na sua 

dieta.  

Por fim, ao serem encontrados níveis não aceitáveis de micotoxinas em matérias-

primas ou em rações para suínos, estas devem ser destruídas, uma vez que ainda não 

possuímos tecnologia que permita a eliminação das micotoxinas dos alimentos sem os 

destruir. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sugiyama%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hiraoka%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sugita-Konishi%20Y%22%5BAuthor%5D
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Por todos os motivos apresentados, parece indiscutível o problema complexo que a 

contaminação por fungos e micotoxinas apresenta para o sector de produção animal, e 

consequentemente, para economia nacional.  

 

No início do estudo, definiu-se que as micotoxinas ZEA e DON seriam analisadas, 

pelos motivos atrás referidos, pelo que de seguida vão ser caracterizadas, para melhor 

entendimento da sua importância na saúde e bem-estar dos suínos. 

 

3.5 Zearalenona 

 

A ZEA é produzida por várias espécies de Fusarium, sendo o F. graminearum o 

mais frequentemente associado à sua produção. É uma micotoxina estrogénica não 

esteróide, quimicamente descrita como uma lactona do ácido fenólico resorcílico (Vekiru et 

al., 2010). 

O Fusarium graminearum foi isolado pela primeira vez no solo de Buckinghamshire, 

em Inglaterra (Dixon, 1998). A história do estrogenismo e as observações que levaram à 

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

Baldwin, Tuite, Andrews, & Gillette (1962), isolaram uma substância activa de culturas de 

Gibberella zeae, que se sabia provocar uma síndrome estrogénica, quando administrado a 

ratos. A sua estrutura foi determinada por Urry, Wehrmeister, Hodge, & Hidy (1966). 

 

3.5.1 Biossíntese e propriedades físico-químicas 

 

A ZEA é um poliquétido sintetizado por condensação da cabeça-cauda de 9 

unidades de acetato, via acetato-malonil-coA. A ZEA é estável e não se degrada a altas 

temperaturas, sendo das micotoxinas melhor estudadas. A fórmula empírica desta 

micotoxina é C18H22O5 , correspondendo ao 6-(10-hidroxi-6-oxo-trans-1-undecenil)-β- ácido 

resorcílico lactona, cujo peso molecular é 318,147. A representação da sua estrutura 

encontra-se na figura 7. A ZEA é uma substância branca e cristalizável; solúvel em metanol, 

éter dietílico, benzeno, acetonitrilo, acetato de etilo e álcoois, sendo insolúvel em água; O seu 

ponto de fusão é de 165º C; sob luz UV a 366 nm emite uma fluorescência azul (Marques, 

2007, p.26).  

Bolores do género Fusarium, produzem a ZEA em diversas matérias-primas, 

durante períodos prolongados de frio, elevada humidade, e em épocas de colheita 

(Zinedine, Soriano, Moltó, & Mañes, 2007). As enzimas responsáveis pela biossíntese de 

ZEA, são aparentemente induzidas por baixas temperaturas, entre os 12 e os 14ºC, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zinedine%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zinedine%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Molt%C3%B3%20JC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ma%C3%B1es%20J%22%5BAuthor%5D
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seguidas de uma produção óptima a temperaturas mais altas, de 27ºC (Mirocha et al., 

1971).  

 

 
 
 

Figura 7. Representação da estrutura química da zearalenona (fonte: European Mycotoxin Awareness 
Network, 2011). 

 

3.5.2 Actividade biológica nos animais 

 

A competição da ZEA e dos seus metabolitos com o 17β-estradiol, por receptores 

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

espécies (Diekman & Green, 1992). A ZEA apresenta maior potencial estrogénico quando 

comparada com o 17β-estradiol, devido ao seu modo de acção e ao tempo de permanência 

no núcleo das células (Gaumy, Bailly, Burgat, & Guerre, 2001).  

As espécies animais apresentam diferentes susceptibilidades à ZEA, de acordo 

com diferenças no seu metabolismo hepático e extra-hepático, que é catalizado por 

hidrogenases hidroxisteróides (Malekinejad, Maas-Bakker, & Fink-Gremmels, 2005).  

Duas vias de biotransformação foram sugeridas, em animais: hidroxilação 

resultante na formação de -ZEA (-zearalenol) e -ZEA (-zearalenol), que se assume ser 

catalizada pelas 3- e 3-hidroxiesteroide desidrogenases (HSDs) ou conjugação da ZEA e 

dos seus metabolitos reduzidos com o ácido glucorónico, catalizado pela uridina difosfato 

glucuronil transferase (UDPGT) (Zinedine, Soriano, Moltó, & Mañes, 2006). 

A sua metabolização no fígado origina 2 metabolitos, o α-zearalenol e o β-

zearalenol (figura 8), tendo o α-zearalenol uma actividade muito mais potente que a ZEA ou 

o β-zearalenol (Malekinejad, Maas-Bakker, & Fink-Gremmels, 2005). A produção 

predominante de α-zearalenol em suínos, associada à maior afinidade desse metabolito 

pelos receptores estrogénicos, justifica a alta sensibilidade da espécie à micotoxina 

(Malekinejad, Maas-Bakker, & Fink-Gremmels, 2006). 
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Tanto a ZEA como os seus derivados, o - zearalanol e o -zearalenol, foram 

utilizados como promotores de crescimento em animais de carne, devido precisamente aos 

seus efeitos estrogénicos e anabolizantes. No entanto demonstrou-se que, para além disso, 

estes derivados têm efeitos carcinogénicos (Marques, 2007, p.29). Além de carcinogénica, a 

ZEA tem efeitos hepatotóxicos, hematotóxicos, imunotóxicos e genotóxicos (Zinedine et al., 

2007). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 8. Estruturas químicas dos derivados da zearalenona, -zearalenol e -zearalenol (fonte: Marques, 
2007, p.26). 

 

A ZEA é responsável por múltiplas alterações no organismo, mas os seus efeitos 

destacam-se mais frequentemente associados a problemas do tracto reprodutivo (figura 9). 

As fêmeas jovens, parecem ser as mais sensíveis a afecções induzidas pela ZEA (Jakimiuk 

et al., 2010). Foram reportados sinais clínicos como edema da vulva, do útero e dos 

mamilos, prolapso vaginal e infertilidade em porcas sujeitas a uma alimentação contaminada 

com ZEA (Aoyama, Ishikuro, Nichiwaki, & Ichinoe, 2009). Estas alterações dão-se pelo 

estímulo dos receptores estrogénicos citoplasmáticos, que incrementa a síntese proteica no 

aparelho reprodutor, provocando o aumento da secreção das células endometriais, aumento 

da síntese das proteínas uterinas, que por sua vez, levam ao aumento do peso do tracto 

reprodutivo. Estas alterações podem levar à pseudogestação pela manutenção do corpo 

lúteo, resultando em quadros clínicos de vulvovaginite, leitões fracos e natimortos, além de 

quadros de splayleg (figura 9), marcada redução das taxas de concepção e repetição de 

cios (Malekinejad et al., 2006). 

A ZEA induz hepatomegália e nefromegália, aumento dos níveis de AST 

(aminotransferase), ALP (alanina aminotransferase), GGT (γ-glutamato transferase), ureia, 

creatinina e MDA (malondialdeído), no soro e no fígado (Jiang et al., 2011). 

Os leitões são expostos às micotoxinas através da ingestão de leite, quando as 

suas progenitoras se alimentaram com alimentos contaminados com estes metabolitos 

(Dänicke et al., 2007). A intoxicação mimetiza o estro, e os leitões recém-nascidos podem 

apresentar vulvovaginite infantil. Ocorre um decréscimo na sobrevivência embrionária e 

decréscimo do peso fetal, em porcas alimentadas com comida contaminada com altos níveis 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zinedine%20A%22%5BAuthor%5D
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de ZEA (Etienne & Dourmad, 1994). Foram observadas alterações no desenvolvimento 

tanto dos folículos ováricos, como dos embriões já formados (Tiemann & Dänicke, 2007). 

Em suínos machos, os sinais clínicos incluem atrofia testicular, hipertrofia das 

glândulas mamárias (Aoyama et al., 2009), edema do prepúcio, diminuição da libido e 

efeminização dos animais (CAST, 2003).  

 

(A)   (B) 

(C)  (D) 

 

Figura 9. Sinais clínicos em suínos com micotoxicose induzida por zearalenona (fonte: Voorsluys, 2010); 
A: Edema e hiperemia da vulva em leitoas; B; Splayleg em suínos recém-nascidos; C: Prolapso vulvar; D: 

Edema vulvar. 

 

3.6 Deoxinivalenol 

 

O DON é uma micotoxina pertencente à família das tricocenenas do tipo B, e é 

produzida pelos fungos Fusarium graminearum e Fusarium culmorum (Diesing et al., 2011). 

Estão descritas mais de 180 tricotecenas (Malekinejad et al., 2007), sendo o DON e o 

nivalenol os mais frequentemente encontrados em cereais como trigo, centeio, aveia, 

cevada e milho, existindo relatos de contaminação a nível mundial (Binder, Tan, Chin, 

Handl, & Richard, 2007; Driehuis, Spanjer, Scholten, & Te Giffel, 2008). 

Em 1972, um grupo de investigadores elucidou, pela primeira vez, o papel das 

tricotecenas como agente etiológico das micotoxicoses, demonstrando o papel da toxina T-

2, produzida pela espécie Fusarium tricinctum em milho contaminado, na doença e morte de 

vacas (Hsu, Smalley, Strong, & Ribelin, 1972). O metabolito foi, mais tarde, isolado e 

caracterizado por Yoshizawa e Morooka, em cevada contaminada com fungos, no Japão 

(Yoshizawa & Morooka, 1973). 

Esta micotoxina, e outras produzidas por fungos, foram implicadas na doença ATA, 

que ficou conhecida por provocar hemorragias severas, leucopénia, angina necrótica e 

degeneração da medula óssea (Ueno, 1977). 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tiemann%20U%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22D%C3%A4nicke%20S%22%5BAuthor%5D
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3.6.1 Biossíntese e propriedades físico-químicas 

 

As tricotecenas são constituídas por um núcleo tricíclico denominado de 

tricotecena, e normalmente contém um epóxido no C-12 ou C-13, que é essencial à sua 

toxicidade. A sua estrutura química é variável de acordo com o número, posição e 

complexidade das esterificações, assim como pelo número de hidroxilações (Marques, 

2007, p.22). 

As tricotecenas de Fusarium são álcoois relativamente simples e estéreis de cadeia 

curta. A sua biossíntese origina-se de um produto natural, denominado de tricodieno. Este 

tricodieno origina-se da incorporação de Mg2+ no composto farnesil-difosfato. 

A fórmula empírica do DON é C15H20O6 , sendo o seu nome químico  12,13-epoxy-

3α,7α,15-trihydroxytrichothec-9-en-8-on (Nagy, Fejer, Berek, Molnar, & Viskolcz, 2005). É 

solúvel em acetonitrilo - água (90-10); emite fluorescência acastanhada sob luz UV de 260 

nm e funde a 152ºC. A figura 10 esquematiza a estrutura do DON. 

     

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 10. Representação da estrutura química do deoxinivalenol (fonte: Purdue University, 2001). 

  
 

Para que haja produção de DON, a temperatura é essencial, devendo variar entre 

os 15 e os 30ºC, sendo a temperatura óptima de 28ºC (Marques, 2007, p.24). Temperaturas 

abaixo de 21ºC e chuva intensa são dois factores que favorecem a contaminação das 

colheitas. O DON é muito estável a altas temperaturas, entre 170 e 350ºC, sendo esta uma 

das suas propriedades físico-químicas mais importantes, aumentando muito o risco da sua 

permanência em alimentos (Hughes, Gahl, Graham, & Grieb, 1999).  

 

3.6.2 Actividade biológica nos animais 

 

Os suínos foram identificados como sendo a espécie mais sensível ao DON 

(Pestka, 2007), seguidos dos roedores, cães, gatos, aves e ruminantes (Pestka & Smolinski, 

2005; Rotter, Prelusky, & Pestka, 1996; Trenholm, Hamilton, Friend, Thompson, & Hartin, 

1984). 
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A toxicidade associada ao DON é causada pela inibição da síntese proteica, 

através da sua ligação aos ribossomas (Pestka & Smolinski, 2005; Rotter et al., 1996). Os 

tricotecenos são micotoxinas fortemente citotóxicos para as células eucarióticas (Marques, 

2007, p.24), com potente acção inibidora na síntese de ARN (ácido ribonucleico) e ADN nas 

paredes celulares.  

Esta micotoxina exerce efeitos inflamatórios, induzindo a expressão de citoquinas e 

quimiocinas nos fagócitos mononucleares (Nasri, Bosch, Voorde,  & Fink-Gremmels, 2006; 

Pestka, Zhou, Moon,  & Chung, 2004; Zhou,  Jia,  & Pestka, 2005).  

As alterações inflamatórias ocorrem particularmente no tracto gastrointestinal, 

dificultando o transporte de nutrientes e resultando numa redução do ganho de peso 

(Malekinejad et al., 2007). Doses mais elevadas de DON, resultam em efeitos eméticos, e 

doses mais reduzidas contribuem para a redução da ingestão de alimento, diminuindo o 

crescimento e a performance destes animais (Malekinejad et al., 2007). A exposição dos 

suínos ao DON, em conjunto com a exposição a agentes infecciosos, aumenta a sua 

sensibilidade ao DON, devido à resposta inflamatória concomitante que ocorre (Pestka & 

Zhou, 2006). O DON contribui para a perda da função da parede intestinal, responsável pela 

primeira barreira contra as micotoxinas no organismo, através do decréscimo da expressão 

da proteína claudina-4 (Pinton et al., 2010). Um estudo realizado em 2007, revelou que, 

níveis de DON de 2.8 mg/kg, administrados a 24 suínos, num período de 4 semanas, 

reduziu significativamente o ganho de peso destes animais e teve um efeito moderado nas 

bactérias intestinais, o que sugere alterações significativas na dinâmica da comunidade 

intestinal bacteriana destes animais (Waché et al., 2009). 

Foi reportado também, que o DON reduz a taxa de síntese fraccionada de albumina 

e linfócitos  (Goyarts, Grove, & Danike, 2006). Em suínos, a ingestão de 2 a 5 mg 

de alimentos contaminados com DON/kg aumenta a regulação de  IgA  (Imunoglabulina A) 

em soro  (Bergsjø, Langseth, Nafstad, Jansen, & Larsen, 1993; Dänicke et al., 2004). Foram 

observadas respostas imunes retardadas, uma ou duas semanas depois da imunização, em 

suínos a quem foram administrados 3 mg de DON por kg de ração (Rotter, Thompson, 

Lessard, Trenholm, & Tryphonas, 1994). Suínos alimentados com 2.2-2.5 mg de DON/kg de 

ração durante 9 semanas, e imunizados subcutaneamente com ovalbumina, revelaram uma 

alteração significativa na resposta imunitária global e específica. No referido estudo, foi 

observado um aumento das concentrações de IgA e IgG (Imunoglobulina G) específicas 

para a ovalbumina, tendo sido registados decréscimos de citoquinas nos linfonodos 

mesentéricos. O estudo concluiu que o DON afecta a imunidade vacinal em suínos, 

podendo levar à ocorrência de doença em animais apropriadamente vacinados (Pinton et 

al., 2008). 
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Ocorre também hepatomegália, hipoproteinémia e hipoalbuminémia séricas, assim 

como a redução temporária do volume sanguíneo, cálcio e fósforo séricos (Bergsjö et al., 

1993).  

Com valores de 9 mg de DON/kg de ração, a síntese proteica e a resposta imune 

humoral e celular sofrem alterações, sendo as estruturas celulares do fígado e do baço 

também afectadas. Foram observadas também alterações reprodutivas, incluindo o 

decréscimo do desenvolvimento de oócitos e embriões (Tiemann, & Dänicke, 2007). 

Um estudo recente refere que a exposição aguda ao DON apresenta um potencial 

hepatotóxico, imunotóxico e induz apoptose dos linfócitos nos órgãos linfóides, com 

exposição aguda em suínos (Mikami, Yamaguchi, Murata, Nakajima, & Miyazaki, 2010). 

 

3.7 Co-ocorrência de ZEA e DON 

 

Os efeitos da  alimentação de porcas reprodutoras, com 

grãos naturalmente contaminados com uma combinação de micotoxinas: 5.5mg/kg de DON, 

0,5 mg/kg de DON 15-acetil, e 0,3 mg/kg de ZEA, resultou em reduzido ganho de peso vivo, 

aumento da taxa de nados mortos, redução da ingestão alimentar, aumento das perdas de 

peso corporal e prolongamento do intervalo inter-estros (Diaz-Llano & Smith, 2006; Díaz-

Llano & Smith, 2007). 

Animais alimentados com rações contaminadas com ZEA e DON revelaram, 

histológicamente, disfunções a nível hepático e esplénico. Animais em periodo pré-puberal, 

revelaram-se mais sensíveis aos efeitos destas micotoxinas, relativamente a porcas 

gestantes. Apesar de a ZEA afectar a performance reprodutiva de uma forma mais directa, o 

DON afecta a reprodução dos suínos de forma indirecta, através da redução da ingestão de 

alimentos, o que resulta em redução do ganho de peso e diminuição da performance de 

órgãos vitais, como o fígado e o baço (Tiemann & Dänicke, 2007). 

Um estudo publicado em 2008, demonstra que níveis de contaminação de 1 mg/kg 

de DON e 250 µg/kg de ZEA, causam hipoproteinémia, hipoaluminémia e hipoglobulinémia 

séricas, entre muitas outras alterações observadas. Histologicamente, com as mesmas 

doses, foram demonstradas anomalias hepáticas, esplénicas, nos linfonodos, útero e rins 

(Chen et al., 2008). 

 

3.8 Controlo das micotoxinas 

 

O ponto mais importante para o controlo de micotoxinas é, sem dúvida, a 

prevenção, já que a sua eliminação do produto final é muitas vezes inviável ou impossível. A 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tiemann%20U%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22D%C3%A4nicke%20S%22%5BAuthor%5D
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aplicação de protocolos de prevenção e controlo destes metabolitos, ajuda a reduzir a sua 

ocorrência para níveis de contaminação aceitáveis. O fabrico de alimentos compostos, conta 

com a aplicação de sistemas HACCP em todas as fases de produção, sendo uma parte 

essencial desses sistemas a análise micológica e micotoxicológica dos alimentos. O controlo 

micológico e micotoxicológico de alimentos compostos para animais, protege a saúde e 

bem-estar destes, evita a perda de nutrientes essenciais, o aparecimento de características 

organolépticas indesejáveis e a produção de metabolitos tóxicos nos alimentos. 

A micologia e micotoxicologia alimentar têm uma importância fundamental para a 

segurança alimentar, já que permitem o estudo das condições em que os fungos e as 

micotoxinas se desenvolvem, permitindo a criação de medidas preventivas contra estes. 

Permitem, por outro lado, a sua correcta identificação e quantificação, permitindo a 

destruição de alimentos desadequados ao consumo animal e humano. Existem neste 

momento, métodos de pesquisa e quantificação destes metabolitos de elevada 

sensibilidade, que podem ser de grande utilidade no controlo sanitário de alimentos para 

humanos e animais. 

A implementação de práticas adequadas de colheita e armazenamento de 

matérias-primas, assim como a escolha do momento ideal para a colheita, são muito 

importantes, uma vez que as culturas tardias tendem a ter maiores probabilidades de serem 

contaminadas com micotoxinas. As culturas de cereais e sementes de oleaginosas devem 

sofrer secagem imediatamente após a colheita.  

Uma forma eficaz de controlar o crescimento fúngico, é através da manipulação do 

microambiente onde os géneros alimentícios são armazenados. Se for oferecido um 

microambiente desfavorável ao crescimento destes microorganismos e à produção de 

micotoxinas, a sua ocorrência será reduzida. O controlo do microambiente é a medida mais 

eficiente e barata que pode ser aplicada no controlo da proliferação fúngica. Para isso, basta 

aplicar boas práticas agrícolas, como seleccionar sementes descontaminadas, aplicar 

medidas de controlo de insectos, roedores, entre outras (Mallmann, 2006), já que muitas 

micotoxinas se formam ainda durante o período de crescimento das plantas, no campo. 

Agentes anti-fúngicos podem ser utilizados, mas sempre como complemento de boas 

práticas agrícolas (CAST, 2003). 

Os materiais que entram em contacto com as colheitas durante o transporte, devem 

ser limpos previamente, para evitar a sua contaminação.  

A engenharia genética tem oferecido desenvolvimentos muito relevantes, já que o 

genoma das plantas tem muita influência na sua contaminação fúngica e micotóxica. Sendo 

assim, cada vez mais irão ser produzidas plantas cujos genomas conferem maior resistência 

a estas pragas. Dilkin, Mallmann, & Santurio (2000), avaliaram cinco tipos de híbridos de 
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milho e concluíram que híbridos diferentes apresentam diferenças muito significativas no 

que diz respeito ao potencial de produção de micotoxinas. 

Os ácidos orgânicos podem também ser utilizados no controlo do crescimento de 

microorganismos. Estes reduzem o pH do meio, tornando-o assim impróprio para o 

crescimento fúngico (Krabble, Penz, Lazzari, & Reginatto, 1994). Estes ácidos dissociam-se 

no interior das células, acidificando o citoplasma, o que resulta na inibição do transporte de 

nutrientes. Os fungos elevam posteriormente o consumo de energia, na tentativa de manter 

o pH homeostático. Ocorre assim um estreitamento da faixa de pH, o que promove a 

inibição celular, acabando por levar à perda de capacidade de desenvolvimento dos fungos. 

É comum a utilização de um conjunto de ácidos orgânicos - ácido propiónico, ácido acético, 

ácido benzóico e o ácido sórbico - que forma um complexo tamponado. Este complexo 

dissocia-se na presença de humidade, libertanto o ácido propiónico, que promove então a 

inibição fúngica (Krabble et al., 1994). 

Existem vários métodos de descontaminação de matérias-primas e alimentos 

compostos para animais, apesar de apresentarem uma eficácia duvidosa. Existem métodos 

físicos, químicos, adsorventes e microbiológicos. A maioria das micotoxinas é quimicamente 

estável, e resistem às condições de processamento, como por exemplo, temperaturas 

elevadas. 

Temperaturas em torno de 150 a 220ºC reduzem 87 a 100% a concentração de 

fumonisina B1 em grãos de milho, mas esta temperatura altera a constituição nutritiva das 

rações (Dupuy, Le Bars, Boudra, & Le Bars, 1993). A lavagem de grãos com água e solução 

de carbonato de sódio, revelou uma diminuição de DON, ZEA e fumonisina em milho (Voss, 

Bacon, Meredith, & Norred, 1996). O problema surge pela inviabilidade de aplicação, 

quando se trata de uma grande quantidade de rações a serem tratadas, como acontece nas 

fábricas de alimentos compostos. 

O DON pode ser reduzido através de processos de moagem, e a ZEA, assim como 

os tricotecenos, podem ser reduzidos através de separação por densidade (Mallmann, 

2006).  

Os métodos químicos podem ser aplicados através da utilização de ácidos, bases, 

aldeídos, agentes oxidantes e gases. Estes agentes vão degradar ou inactivar as 

micotoxinas. Estes métodos são no entanto considerados pouco práticos e seguros, 

podendo alterar os níveis nutricionais e o paladar dos alimentos (Park, Lee, Price, & 

Pohland, 1988). 

Os processos biológicos passam pela utilização de bactérias ou processos 

fermentativos. Foi observada a diminuição dos níveis de DON em grãos de trigo que 

sofreram processos de fermentação e processos térmicos. Este evento pode estar 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Voss%20KA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Voss%20KA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Voss%20KA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Meredith%20FI%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Norred%20WP%22%5BAuthor%5D
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associado à capacidade das leveduras de adsorver as micotoxinas, reduzindo assim a 

contaminação total. Vários estudos comprovam a eficácia dos processos de fermentação no 

combate às micotoxinas: a utilização de Bacillus spp., A. Flavus/A. parasiticus e 

Trichoderma spp., reduziram a contaminação em 98%, 90% e 75%, respectivamente 

(Mallmann, 2006). 

O uso de adsorventes tem a vantagem da facilidade de utilização, e de não exigir 

nenhum equipamento especial para a sua aplicação. Eles são utilizados para reduzir a 

absorção de micotoxinas pelo aparelho digestivo de suínos e aves. São utilizadas argilas 

seleccionadas e processadas, sendo o seu custo geralmente elevado e a sua eficiência 

reduzida. Por outro lado, os adsorventes que resultam na adsorção de uma micotoxina, 

podem apresentar limitações na adsorção de outro tipo de micotoxina, sendo que algumas 

micotoxinas não são eficazmente adsorvidas, como as fumonisinas, DON, T-2 e ocratoxinas 

(Kubena, Harvey, Baylei, Buckley, & Rottinghaus, 1998). Por outro lado, estes minerais 

possuem a capacidade de adsorver outros constituintes das rações formuladas para suínos, 

tais como minerais, vitaminas, promotores de crescimento e coccidiostáticos, tornando os 

animais mais sensíveis a doenças infecciosas (Shryock, Klink, & Readnour, 1994). 

No combate aos agentes fúngicos, são utilizados produtos químicos, orgânicos ou 

inorgânicos, que actuam como desinfectantes de superfícies, plantas, animais e solos. 

 Para cada ecossistema referido, estão disponíveis produtos fungicidas adequados à 

prevenção ou tratamento de contaminações fúngicas, alguns com acção tóxica para animais 

e manipuladores. Cada grupo de fungicidas actua sobre os fungos de forma directa, 

perturbando a permeabilidade celular e os metabolitos protoplasmáticos, ou de forma 

indirecta, interferindo nos sistemas de assimilação de nutrientes extracelulares (Lacaz, 

Minami, & Purchio, 1970).  

As doenças fúngicas que ocorrem nas plantas são combatidas com derivados 

cúpricos, como o sulfato de cobre, ou mercuriais, entre outros fungicidas sulfurados 

inorgânicos. Quanto aos fungicidas orgânicos, são utilizados diversos compostos 

heterocíclicos nitroaromáticos, halogenados e outros, utilizados em concentrações baixas, 

variando entre 0.5 a 2%. O formol a 1-2%, assim como os compostos fenólicos, são 

empregados na desinfecção de parques, pavilhões, superfícies e laboratórios. 

 

3.9 Legislação 

 

O reconhecimento dos riscos associados à ingestão de alimentos contaminados 

com micotoxinas, é aceite em todo o mundo industrializado, e torna evidente a importância 

dos estudos efectuados nesta área, assim como dos mecanismos legais que asseguram a 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rottinghaus%20GE%22%5BAuthor%5D
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segurança dos alimentos. A legislação impõe limites quanto às concentrações de 

micotoxinas que podem estar presentes em matérias-primas e em alimentos compostos, 

sendo através deste processo que o Governo Nacional e as organizações internacionais 

garantem a segurança dos alimentos. 

A aplicação de medidas de controlo, como a análise de perigos e pontos críticos de 

controlo, tornam possível a diminuição dos níveis de micotoxinas nos alimentos. O HACCP 

assenta na suposição de que boas práticas de higiene, fabrico e armazenamento, resultam 

na obtenção de produtos finais com perigos controlados. Para que este sistema funcione, é 

necessário o conhecimento profundo das condições de produção dos vários fungos e 

micotoxinas, a fim de proporcionar microambientes durante as várias fases de produção, 

que reduzam a sua ocorrência. Neste contexto, o controlo de micotoxinas nas matérias-

primas que serão utilizadas para formular rações compostas para animais, deve ser um pré-

requisito do sistema HACCP.  

Os níveis máximos admitidos de micotoxinas em alimentos dependem muito da 

condição geográfica, económica e política, assim como, do nível de industrialização e 

características agronómicas de cada país. Os países sem produção própria de determinado 

alimento têm, geralmente, uma exigência mais elevada relativamente a países onde os 

produtos são produzidos. Consequentemente, sinais clínicos de micotoxicoses associadas a 

alimentos, são mais comuns em zonas produtoras e exportadoras, e menos comuns em 

países importadores com regras mais restritas. 

A regulamentação das micotoxinas está condicionada a diversos factores, que 

incluem a disponibilidade de métodos analíticos de controlo e de dados toxicológicos, a 

existência de dados sobre a ocorrência de micotoxinas nos vários alimentos, a 

homogeneidade da distribuição das micotoxinas nas matrizes alimentares, a legislação 

noutros países com os quais existam contactos comerciais e a necessidade de alguns 

países em garantirem o abastecimento de alimentos em quantidade suficiente. 

Estudos efectuados pelo Scientific Committee on Food relativamente à toxicidade 

do DON e da ZEA revelaram-se extremamente importantes para avaliar a perigosidade 

destas micotoxinas quando presentes em alimentos ou rações animais. Contudo, as 

investigações realizadas demonstram resultados contraditórios e não permitem estabelecer 

um limite abaixo do qual não sejam observados efeitos nocivos, pois existe uma vasta gama 

de variáveis a ter em conta.  

Não é possível, pelo menos actualmente, impedir ou eliminar totalmente a 

proliferação de fungos, pelo que a presença de micotoxinas em alimentos produzidos e 

armazenados continua a ser um perigo real. Para exercer controlo sobre esse perigo, é 
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necessário estabelecer limites tão baixos quanto possíveis (Comunidade Europeia, 

Regulamento (CE) Nº 466/2001). 

Esses limites foram então estabelecidos pela Comissão da União Europeia, com 

base na Recomendação Nº 576, da Comissão de 17 de Agosto de 2006 que estabelece 

valores de orientação para alimentos compostos para suínos (ANEXO A). 

No quadro 6, apresentam-se esses valores de orientação para as micotoxinas ZEA 

e DON, relativamente a alimentos compostos para suínos. 

 

     Micotoxina 

 

Produtos destinados a alimentação de 

Suínos 

Valores guia em mg/kg 

(ppm) relativos a 

alimentos para 

animais com teor de 

humidade de 12 % 

 

 

Zearalenona 

 

 

Alimentos complementares e completos 

para leitões e porcas jovens 

 

Alimentos complementares e completos 

para porcas reprodutoras e porcos de 

engorda 

 

0.1 

 

 

0.25 

Deoxinivalenol 
Alimentos complementares e completos 

para suínos 
0.9 

 
Quadro 6. Guia de níveis máximos aceitáveis de micotoxinas em alimentos compostos para suínos 

(fonte: União Europeia, Recomendação (CE) Nº 576/2006). 

 

Os lotes de matérias-primas ou alimentos compostos, cujos níveis de contaminação 

com micotoxinas sejam superiores ao limite máximo admitido, devem ser destruídos. 

 

4. APARELHOS DE DETECÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE MICOTOXINAS  

 

A detecção e quantificação de micotoxinas são executadas, recorrendo a métodos 

analíticos adequados à finalidade a que se destinam. Esta detecção e quantificação em 

alimentos é essencial para gerir e controlar os níveis de micotoxinas nos produtos 

alimentares. Os métodos cromatográficos são os mais populares na detecção e 

quantificação destes metabolitos secundários, em particular a cromatografia em camada 

fina (TLC) e a cromatografia líquida de alta performance, ou a cromatografia gasosa 

(GC). Alternativamente, as técnicas imunoenzimáticas são utilizadas quando se pretende 
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um resultado mais rápido e de um grande número de análises. Seguidamente, encontra-se 

um resumo de algumas das técnicas mais utilizadas na detecção e quantificação de 

micotoxinas, incluindo as principais vantagens e desvantagens associadas a cada método. 

 

4.1 Técnicas imunoenzimáticas 

 

O enzimoimunoensaio (EIA) competitivo é uma técnica que se baseia numa 

reacção de competição, que ocorre entre as moléculas eventualmente presentes na 

amostra, com outras que são adicionadas de forma controlada e que se encontram 

marcadas, estando unidas a anticorpos. Partindo do princípio que ambas têm a mesma 

afinidade, quanto maior for a contaminação da amostra, mais moléculas não marcadas se 

vão unir ao anticorpo. 

O EIA conta com duas técnicas, a homogénea, onde ocorre a separação dos 

reagentes, e a heterogénea, na qual se verifica a separação entre o imuno-complexo e a 

matéria que não reagiu. A ELISA (Enzime-Linked Immunosorbent Assay) é uma técnica de 

EIA heterogénea. Neste método, o reagente, que pode ser um antigénio ou um anticorpo, é 

imobilizado numa fase sólida, adicionando-se depois a solução-teste da micotoxina e a 

enzima marcada, com um antigénio ou um anticorpo. Após a incubação, faz-se uma 

lavagem que elimina o material livre que não reagiu e contabiliza-se a quantidade de enzima 

ligada à fase sólida, pela adição de um substrato cromogénico. Quanto maior for o número de 

moléculas de micotoxina existentes na amostra, menor é o número de moléculas conjugadas à 

peroxidase que se irão unir ao anticorpo. A cor desenvolvida pela acção da peroxidase sobre o 

substrato que posteriormente se adiciona será inferior (Egmond, 1989). 

Estas técnicas são muito utilizadas na indústria, como por exemplo nas fábricas de 

processamento de produtos lácteos, que as utilizam para testar grandes lotes de produtos.  

Actualmente estão disponíveis no mercado kits comerciais com sensibilidade adequada à 

pesquisa de aflatoxina M1 em lacticíneos. 

Este método permite a fácil identificação dos compostos presentes, sendo 

altamente específico (Turner, Subrahmanyam, & Piletsky, 2009). Apresenta um custo 

reduzido e é fácil de aplicar (Goryacheva, De Saeger, Eremin, & Van Peteghem, 2007). A 

possibilidade de se poder processar ao mesmo tempo um número elevado de amostras, usando 

microplacas é outra das vantagens atribuídas a este método. 

Como desvantagens deste método, conta o facto de uma amostra positiva ter de 

ser confirmada através de outro mais sensível, já que pode ocorrer reactividade cruzada 

com anticorpos secundários, o que pode resultar num sinal não-específico (Turner et al., 
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2009). Outra desvantagem apresentada é o facto de cada kit só poder ser utilizado uma vez, 

o que aumenta os custos no caso de ser necessário um grande número de análises. 

 

 

4.2 Cromatografia Líquida de Camada Fina 

 

A cromatografia líquida de camada fina usa a adsorção como processo separativo, 

e uma fase estacionária sólida que forma um revestimento fino de uma placa plana metálica, 

que serve de suporte. O procedimento mais usado é pressionar os cilindros de agar contra a 

placa de TLC, secar e correr com fase móvel. O TLC permite a separação dos compostos 

presentes numa amostra, de acordo com as suas afinidades para com a fase móvel e a fase 

estacionária. Para a aquisição de um cromatograma de forma correcta, este é realizado em 

câmara fechada, para a estabilização de vários parâmetros experimentais, como a 

temperatura, evaporação do eluente, composição e grau de saturação da atmosfera em 

contacto com o meio cromatográfico. Estes factores são muito importantes para facilitar a 

cromatografia. O factor de retenção (Rf), dado pela razão entre a distância em centímetros 

migrada pelo composto, e a distância total migrada pelo solvente, assim como pela cor dos 

metabolitos a diferentes comprimentos de onda, permite a identificação dos compostos. A 

identificação dos compostos presentes é feita de acordo com bases de dados, de acordo 

com o Rf e a cor dos metabolitos (Paterson & Bridge, 1994). 

As principais vantagens do TLC são a sua rapidez e a capacidade de analisar 

várias amostras de uma vez, de forma económica (Turner et al., 2009), além da capacidade 

de detecção simultânea de várias micotoxinas. As principais limitações são o limite de 

detecção relativamente elevado, a falta de precisão e quantificação limitada. Por outro lado, 

esta técnica exige procedimentos de preparação da amostra de acordo com o tipo e as 

propriedades da micoxina a analisar, que podem ser complexos.   

As limitações do TLC são ultrapassadas com a análise dos metabolitos por HPLC. 

 

4.3 Cromatografia Gasosa (CG) 

 

A cromatografia gasosa é utilizada para detecção de micotoxinas em alimentos, 

sendo frequentemente utilizada em combinação com técnicas de detecção como MS (mass 

spectrometry), FIR (flame ionisation detector) ou FTIR (Fourier transform infrared 

spectroscopy), que permitem a detecção de produtos voláteis (Onji et al., 1998; Suzuki, 

Kurisu, Nose, & Watanabe, 1981; Young & Games, 1994). 
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As micotoxinas não são voláteis, constituindo assim um problema inicial para a 

utilização deste método (Scott, 1995). No entanto, vários trabalhos foram já publicados 

(Jiao, Blaas, Ruhl, & Weber, 1992; Scott, 1995), e descrevem a utilização desta técnica para 

a quantificação de micotoxinas. Para tal, são utilizadas reacções químicas como sililação ou 

polifluoroacililação, para obtenção de compostos voláteis. O método GC-MS (Cromatografia 

Gasosa – Espectrometria em Massa) permite a análise de até 4 compostos 

simultaneamente, em apenas 23 minutos (Turner et al., 2009). 

No entanto, não é uma técnica utilizada comercialmente, devido à existência de 

técnicas muito mais económicas e rápidas, como o HPLC (Turner et al., 2009). Como 

desvantagens, este método apresenta o facto de que apenas substâncias voláteis ou 

volatilizáveis podem ser analisadas, além de que, o processo de aquecimento que induz a 

volatibilização, pode provocar a destruição de algumas moléculas. Algumas substâncias são 

evaporadas pelo calor do injector, antes de serem medidas. 

 

4.4 Cromatografia Líquida de Alta Performance 

 

A técnica para detecção e quantificação de micotoxinas mais utilizada neste 

momento é a cromatografia líquida de alta performance. Esta técnica utiliza uma fase móvel 

líquida e o suporte sólido encontra-se no interior de uma coluna.  

É uma técnica realizada a alta pressão, utilizando colunas de enchimento de 

partículas de reduzidas dimensões e com sistemas de detecção contínua de eluato. As 

separações dão-se com elevada resolução e em tempos relativamente curtos, variando de 

alguns minutos até uma hora (Marques, 2007, p.35). 

O HPLC é usado em combinação com técnicas de imunoafinidade para a 

determinação de micotoxinas. Para isso, procede-se à purificação com colunas de 

imunoafinidade, que são usadas para reter antigénios ou anticorpos, como mostra a figura 

11. A utilização de IAC é incluída nos passos de extracção e lavagem. 

O extracto atravessa a coluna contendo o anticorpo anti-micotoxina. A coluna é 

depois lavada e eluída. Depois de evaporada, se esse for o caso, e redissolvida em fase 

móvel, a amostra é injectada no sistema de HPLC e a detecção pode ser feita por 

fluorescência ou por ultravioleta. 
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Figura 11. Esquema representativo da acção da coluna sobre o extracto injectado (fonte: Analytical 

Venture, 2008). 

 

O resultado da análise é um cromatograma com diversos picos, identificados pelo 

seu tempo de retenção, isto é, pelo tempo que o composto tarda a ser eluído. 

O HPLC tem uma precisão e sensibilidade elevadas, com um limite de detecção 

baixo. Pode também ser automatizado (Hurst & Martin, 1998), oferecendo assim uma 

vantagem adicional, quando comparado com outras técnicas, como TLC ou ELISA. No 

entanto, as amostras têm de ser submetidas a um sistema de purificações exaustivo 

(Reinhard & Zimmerli, 1999; Shephard, Sydenham, Thiel, & Gelderblom 1990; Giacomelli et 

al., 1998).  

O limite de detecção para a ZEA por HPLC é de 5 µg/kg e no caso do DON, o limite 

de detecção é 100 µg/kg. As colunas permitem uma quantificação até 50 ppm de ZEA e 5 

ppm de DON, limite acima do qual, as colunas não apresentam mais capacidade de 

retenção dessas micotoxinas. Se as concentrações de micotoxinas ultrapassarem os limites 

máximos de retenção da coluna, devem ser feitas diluições da amostra inicial, para que se 

proceda a uma nova quantificação. 



42 

 

PARTE II -  ANÁLISE MICOLÓGICA E QUANTIFICAÇÃO DE ZEARALENONA E 

DEOXINIVALENOL EM ALIMENTOS COMPOSTOS PARA SUÍNOS 

 

1. COLHEITA E TRANSPORTE DE AMOSTRAS 

 

No presente estudo, 55 amostras de alimentos compostos para suínos, na forma 

granulada, foram analisadas num intervalo de 4 meses. As amostras foram colhidas em 

fábricas de rações situadas em várias regiões Portuguesas.  

A toma de amostras para análise, obedeceu a parâmetros estabelecidos por um 

plano de amostragem prévio, tendo em vista a representatividade do lote. A figura 12 

esquematiza as diferentes fases de amostragem. Cada fase de amostragem tem regras 

específicas que facilitam e orientam uma correcta amostragem, como por exemplo, a 

recomendação de utilização dos kits fornecidos pela DGV (Costa, 2005). Essas regras são 

baseadas nos seguintes documentos: 

 

 Norma Portuguesa – NP3256 

 Norma CEN- EN ISO 6497/2004 

 Recomendação (CE) Nº 152/2009 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Fases da amostragem de alimentos compostos para animais (fonte: Costa, 2005). 

 

As tomas foram recolhidas aleatoriamente em diferentes unidades ou pontos do 

lote, e depois misturadas, de forma a obter amostras compostas. As amostras recolhidas 

devem manter-se microbiologicamente estabilizadas até serem analisadas. Para isso, foram 

acondicionadas em recipientes esterilizados e hermeticamente fechados, e foram enviadas 

para o laboratório em 12 horas. O transporte das amostras foi efectuado ao abrigo da luz e 

Colheita Preparação 

 

Acondicionamento 

Envio para o 

Laboratório 
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da humidade. Uma vez no laboratório, quando não houve possibilidade de analisar a 

amostra imediatamente, esta foi conservada entre os 4 e 10ºC. 

O peso da amostra deve ser de aproximadamente 100 gramas mas, por exemplo, 

no caso de lotes em embalagens para venda a retalho já depende do peso da embalagem. 

Os lotes com peso igual ou superior a 50 toneladas, devem ser subdivididos em sublotes 

sempre que for fisicamente possível, de acordo com os dados apresentados no quadro 7. O 

peso do sublote pode exceder o peso indicado até um máximo de 20%. Se o lote não poder 

ser separado em sublotes, deve colher-se do loteum mínimo de 100 amostras elementares. 

Cada sublote deve ser objecto de uma amostragem separada, em que o peso da amostra 

global deve ser igual a 10kg. Para lotes com peso inferior a 50 toneladas, o plano de 

amostragem deve ser aplicado com a colheita de 10 a 100 amostras elementares, em 

função do peso do lote, resultando numa amostra global entre 1 a 10kg. Para lotes muito 

pequenos, inferiores ou iguais a 50 toneladas, pode colher-se um número inferior de 

amostras elementares, mas a amostra global que reúne todas as amostras deve pesar 

também, pelo menos 1kg.  

 

Produto Peso do lote 

(ton) 

Peso dos 

sublotes ou nº 

de sublotes 

Nº de amostras 

elementares 

Peso da 

amostra 

global (kg) 

Cereais e 

produtos 

derivados de 

cereais 

≥ 1 500 500 toneladas 100 10 

 300 e  1 500 3 sublotes 100 10 

≥ 50 e ≤ 300 100 toneladas 100 10 

 50 - 3-100* 1-10 

* Consoante o peso do lote 

Quadro 7. Subdivisão dos lotes em função do produto e do peso do lote (fonte: União Europeia, 
Regulamento (CE) Nº 401/2006). 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Isolamento e identificação da micoflora 

 

Para isolar a flora micológica das amostras e proceder posteriormente à sua 

identificação e quantificação, seguiram-se as linhas de orientação estabelecidas pela Norma 

Portuguesa 3277-2 (2002) – ANEXO B. Estas linhas de orientação estão descritas 

seguidamente. 

 

2.1.1 Preparação da suspensão e diluição 

 

As amostras foram trituradas num triturador (Retsch) e homogeneizadas. Pesou-se 

10g de amostra numa balança de precisão (Mettler), com o auxílio de um erlenmeyer 

esterilizado e adicionaram-se 90 ml de Triptona-Sal para obter uma solução de 0.1g 

amostra/ml. De seguida, agitou-se durante 5 minutos com um vórtex (Maxi-Mix), até a 

obtenção de uma suspensão uniforme. A suspensão-mãe obtida repousou durante 10 

minutos. Por último, prepararam-se diluições decimais até se obter a diluição 10-3 a partir da 

suspensão-mãe. 

 

2.1.2  Realização de Sementeiras  

 

De cada tubo, retirou-se 1 ml da solução final com a ajuda de uma pipeta graduada 

esterilizada, e inocularam-se 0.25 ml em cada uma das 4 caixas de Petri contendo Cook-

Rose Bengal-Agar (Oxoid), suplementado com uma solução de oxitetraciclina na 

concentração de 3.5mg/dm3, tendo sido distribuídos uniformemente na superfície do agar 

com um semeador de plástico esterilizado. Esta operação repetiu-se até se obter a diluição 

10-3 devidamente semeada. As caixas semeadas foram depois colocadas a incubar em 

posição invertida numa estufa (Memmert), a 25ºC graus, durante 5 dias. 

 

2.1.3 Identificação e contagem de colónias de bolores e leveduras 

 

Procedeu-se seguidamente à contagem de bolores e leveduras que cresceram em 

cada caixa de Petri. A contagem efectuou-se nas 4 placas de suspensão-mãe ou da mais 

alta diluição cujo número de colónias por placa fosse inferior a 150. Os géneros e espécies 

de bolores e leveduras encontrados foram identificados e contabilizados com a ajuda de um 

microscópio estereoscópico (Wild) e de um microscópio óptico (Olympus), sendo que as 
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ampliações utilizadas foram 40× e 400×, respectivamente. Para facilitar a identificação de 

características típicas dos géneros e espécies fúngicas, procedeu-se à preparação de 

montagens frescas de fungos repicados em Azul de Lactofenol (Merck). 

 

2.2 Quantificação de micotoxinas 

 

Os procedimentos analíticos realizados, seguiram as técnicas descritas pelos 

standards internacionais EN 15792:2009 e EN 15791:2009, para a pesquisa de ZEA e DON, 

respectivamente, em alimentos para animais (ANEXOS C e D, respectivamente).  

 

2.2.1 Procedimento para isolamento de Zearalenona 

 

Pesou-se 20g de amostra para um balão de Erlenmeyer de 250 ml, e adicionou-se 

150 ml de solvente de extracção contendo água (Lichrosolv) e metanol (Lichrosolv). Agitou-

se a solução durante 60 minutos com um agitador de braços para balões Erlenmeyer (SBS). 

De seguida, filtrou-se a solução com um filtro (Whatman). Retirou-se 30 ml de filtrado, aos 

quais se juntou 120 ml de solução fosfatada tamponizada (PBS) (Sigma), seguido de uma 

segunda filtração com filtro de microfibra (Whatman). Para activar as colunas de 

imunoafinidade (VICAM), adicionou-se 20 ml de Solução Fosfatada Tamponizada (Sigma) à 

coluna, deixando-os passar por gravidade. De seguida, transferiu-se 50 ml do filtrado para a 

coluna deixando-se passar também por gravidade. A coluna foi posteriormente lavada com 5 

ml de solvente de lavagem, que inclui metanol e PBS. Por fim, passou-se 15 ml de água e 

deixou-se secar a coluna.  

A eluição foi feita com 0.75 ml de metanol, aguardou-se um minuto e adicionou-se 

mais 0.75 ml de metanol, deixando-se de seguida secar a coluna. O eluato foi redissolvido 

até à marca 3 ml, agitou-se durante 30 segundos e aplicou-se 100 µl no aparelho de HPLC. 

 

2.2.2 Procedimento para isolamento de Deoxinivalenol 

 

Pesou-se 25g de amostra para um balão de Erlenmeyer de 250 ml e adicionou-se 

200 ml de água. Agitou-se a solução durante 60 minutos com um agitador de braços para 

balões Erlenmeyer da (SBS). De seguida, filtrou-se a solução com filtro (Whatman). 

Para activar as colunas de Imunoafinidade (VICAM) (figura 13), adicionou-se 8 ml 

de água à coluna, deixando o líquido fluir por gravidade. De seguida, transferiu-se 2 ml do 

filtrado para a coluna e deixou-se passar também por gravidade. A coluna foi posteriormente 

lavada com 5 ml de água e deixou-se secar a coluna.  
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Figura 13. Coluna de imunoafinidade utilizada na extração de DON (fonte: Original, 2011). 

 

A eluição foi feita com 0.5 ml de metanol. Esperou-se 1 minuto, e adicionou-se mais 

1 ml de metanol, deixando-se de seguida secar a coluna. O eluato foi de seguida evaporado 

a 50ºC com um evaporador rotativo (Büchi). Redissolveu-se com 0.5 ml de fase móvel, que 

inclui metanol e água, agitou-se durante 30 segundos no agitador vortex (Maxi-Mix) e 

aplicou-se 100 µl no aparelho de HPLC. 

 

2.2.3 Determinação de micotoxinas por HPLC 

 

Para a quantificação de micotoxinas, o aparelho HPLC utilizado foi um sistema de 

fase reversa com enchimento LiChrospher Agilent Technologies 1200 series e um injector 

com loop de 100 l, como demonstra a figura 14. O forno está programado para manter uma 

temperatura de 40ºC. Este aparelho tem um desgaseificador Agilent Technologies 1200 

series, uma Coluna analítica de fase reversa (Licrospher) e dois detectores, um de 

fluorescência e um de ultra-violeta. A bomba quaternária acoplada ao sistema é uma Agilent 

Technologies 1200 series e o sistema de tratamento de dados utilizado foi um integrador da 

mesma marca. 
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Figura 14. Aparelho de Cromatografia Líquida de Alta Performance utilizado na quantificação de 

micotoxinas (fonte: Original, 2011).  
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2.2.4 Cálculo de resultados da análise micotoxicológica 

 

O teor de DON na amostra, expresso em µg/kg (wc), é dado pela Equação: 

 

                 (A) 

 

 

em que: 

 

M- massa total da amostra, em gramas (1000g) 

m – massa da amostra, em gramas  (20g) 

VS – volume de solvente de extracção, em mililitros (200 ml) 

Vext – fracção de volume do extracto, em mililitros (1 ml) 

Vredis – volume de redissolução (fase móvel), em mililitros (0.8 ml) 

ρ  - concentração de DON, ng/ml 

 

 

O teor de ZEA na amostra, expresso em µg/kg (wc), é dado pela Equação B: 

 

      (B) 

 

 

em que: 

 

M- massa total da amostra, em gramas (1000g) 

m – massa da amostra, em gramas  (20g) 

VS – volume de solvente de extracção, em mililitros (50 ml) 

Vext – fracção de volume do extracto, em mililitros (1 ml) 

Vclean – fracção de volume a ser eluído, em mililitros (10 ml) 

ρ  -  concentração de ZEA, ng/ml 

 

 

 

 

 

Vredis
Vext

Vs

m

M
DONwc  )(

Vclean
Vext
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m
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ZENwc  )(
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Os resultados obtidos são sempre ajustados à taxa de recuperação, e esta é 

calculada de acordo com a equação C: 

 

         

    (C)             Recuperação (%)=  

 

Em que: 

 

C1 – resultado da quantificação da amostra fortificada 

C2 – resultado da quantificação da testemunha 

C3 – valor do padrão 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

   

3.1 Análise Micológica 

 

A análise micológica de alimentos compostos para animais está a cair em desuso, 

pelo conhecimento que existe de que a flora fúngica da amostra não influencia a segurança 

dos alimentos, apenas a sua qualidade, além de que, neste momento, os métodos de 

processamento industrial eliminam a maioria dos fungos do produto final. No entanto, achei 

interessante incluir a análise micológica no meu trabalho, como forma de aferir sobre a 

qualidade das rações que distribuímos aos animais. Como foi referido anteriormente, a 

presença de contaminação fúngica em matérias-primas e alimentos compostos para 

animais, resulta na diminuição da sua ingestão, ou mesmo recusa alimentar, devido a 

alterações organolépticas, além da alteração do seu valor nutritivo, o que pode originar mau 

estar animal nos animais e perdas económicas muito significativas para os produtores.  

Os resultados da apreciação da qualidade micológica das 55 amostras de alimentos 

compostos para suínos analisadas, encontram-se esquematizadas no gráfico 1 (Resultados 

da contagem fúngica das amostras encontra-se no APÊNDICE A). Das 55 amostras de 

alimentos compostos analisadas, 52 (94.5%) encontravam-se contaminadas com fungos, 

com níveis de teores micológicos totais (TMT) que variaram entre 1,9×102 e 1,2×105 UFC/g, 

apresentando teores micológicos médios de 1,7×104 UFC/g.  

As amostras foram agrupadas de acordo com o nível de contaminação que 

apresentaram e classificadas com base nos níveis de referência de Laffond-Grellety (1972), 

sendo apresentados no gráfico 1. Das 55 amostras, 26 (47.3%) apresentaram boa 

qualidade, com TMT entre 1,9×102 e 3,6×103 UFC/g, apresentando TMM de 3.0×103 UFC/g. 

Das 55 amostras analisadas, 22 amostras (40%) apresentaram qualidade razoável, com 

TMT entre 4,4×103 e 4,0×104 UFC/g, e TMM de 1.9×104 UFC/g. Apenas 7 amostras (12.7%) 

foram classificadas como medíocres, contendo TMT entre 4,5×104 e 1,2×105 UFC/g, com 

TMM de 6.6×104 UFC/g. Nenhuma amostra apresentou qualidade má. Estes resultados 

demonstram que a maioria das amostras (87.3%) apresenta uma qualidade boa ou razoável, 

não se revelando estes valores preocupantes quanto à qualidade das rações analisadas. Os 

valores baixos de contaminação fúngica encontrados podem ser justificados pelos 

tratamentos fungicidas/fungidiostáticos e/ou térmicos, que os alimentos compostos 

granulados sofrem e que geralmente reduzem significativamente a sua contaminação 

fúngica. 
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Gráfico 1. Percentagem de amostras classificadas de acordo com a sua qualidade. 

 

Para uma análise micológica ser completa, não é suficiente o cálculo dos teores 

micológicos, pelo que se identificou também a flora fúngica presente em cada amostra. Os 

resultados desta análise são apresentados no gráfico 2.  

 

 
Gráfico 2. Frequência dos diferentes géneros e espécies de fungos contaminantes das amostras 

analisadas. 

 

Verificou-se que as amostras se encontravam contaminadas com espécies fúngicas 

muito diversificadas, perfazendo um total de 10 géneros e espécies. O género Aspergillus 

spp. esteve representado por 5 espécies.  

Os teores micológicos encontrados foram relativamente baixos, o que pode indicar 

que estes alimentos compostos não foram sujeitos a biodegradações fúngicas muito 

significativas. 

Os fungos mais predominantes foram o Fusarium spp. (81.8%), Aspergillus flavus 

(69.0%), Leveduras (60.0%) e Aspergillus candidus (56.3%). Estes fungos foram também os 
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que apresentaram teores micológicos médios mais elevados: Fusarium spp. (1,6×104 

UFC/g), Aspergillus flavus (2,0×102UFC/g), Leveduras (2,0×102UFC/g) e Aspergillus 

candidus (6,3×102 UFC/g) (quadro 8). 

Por outro lado, os bolores menos contabilizados foram Mucor spp. (14.5%), Absídia 

spp. (14.5%) e Aspergillus niger (18.1%). Estes bolores apresentaram teores micológicos 

médios de 1,6×101; 1,4×101 e 8,9×10-1 UFC/g, respectivamente, sendo estes os TMM mais 

baixos encontrados (quadro 8). 

O género Fusarium spp. foi o mais frequente nas amostras analisadas (81.8%), e 

foi também o que revelou níveis de contaminação mais elevados. Este género é 

característico da flora de campo, sendo facilmente destruído pelos processos de secagem e 

granulação dos alimentos (Gimeno, 2010). Só consegue proliferar com actividades de água 

elevadas, acima de 0.88 (Gimeno, 2010), e geralmente o seu desenvolvimento cessa depois 

da colheita, a não ser que o armazenamento seja feito em condições de elevada humidade 

(Quinta, 1978). A elevada presença deste género nas amostras analisadas, pode revelar 

problemas a nível do armazenamento dos alimentos compostos, já que geralmente só 

prolifera em condições de armazenamento inadequadas. 

 

Géneros e espécies fúngicas Teor médio (UFC/g) Teor médio (log10) 

Fusarium spp. 1,6 × 104 4.2 

Aspergillus flavus 2,0 × 102 2.3 

Leveduras 2,0 × 102 2.3 

Aspergillus candidus 6,3 × 102 2.8 

Penicillium spp. 8,7 × 101 1.9 

Aspergillus glaucus 5,1 × 101 1.7 

Aspergillus terreus 1,9 × 101 1.3 

Aspergillus niger 8,9 × 10-1 - 

Mucor spp. 1,6 × 101 1.2 

Absidia spp. 1,4 × 101 1.1 

 
Quadro 8. Médias dos teores micológicos dos géneros e espécies fúngicas detectados nas amostras 

analisadas. 

 

Os géneros Aspergillus e Penicillium são conhecidos como fungos de 

armazenamento (Torrado, 2007, p.16), pois precisam de baixas actividades de água para se 

desenvolverem. O crescimento do género Aspergillus é favorecido em climas quentes e 

secos, muitas vezes presentes no armazenamento, sendo por isso, contaminantes 

frequentes de cereais e alimentos compostos armazenados. Estes dois géneros também 
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estão presentes na flora de campo, pelo que as matérias-primas poderiam ter sido 

contaminadas no campo, e terem-se desenvolvido durante o armazenamento, quando as 

condições se tornaram mais favoráveis. Neste trabalho, verificou-se uma elevada frequência 

destes dois géneros, mas com níveis de contaminação aceitáveis no que diz respeito à sua 

qualidade, tendo em conta os valores de referência de Laffond-Grellety (1972). No entanto, 

é aconselhável rever os métodos de armazenamento, principalmente no que diz respeito à 

temperatura e à humidade. 

A elevada presença de leveduras encontrada nas amostras (60,0%), pode dever-se 

a um período de armazenamento prolongado ou em condições não recomendáveis, como a 

falta de arejamento, temperatura e humidade elevadas (Torrado, 2007, p.31). As leveduras 

estiveram ausentes em 40% das amostras, e quando presentes, atingiram quantidades 

relativamente baixas, quando comparando com outros fungos. Isto pode dever-se ao facto 

de as leveduras serem mais adaptáveis a produtos líquidos, uma vez que esse tipo de 

ambiente proporciona uma melhor dispersão para organismos unicelulares. A presença 

destes seres unicelulares pode resultar em alteração das características organolépticas, o 

que pode originar rejeição do alimento por parte dos animais (Torrado, 2007, p. 28). 

Foram encontrados dados em Portugal relativos a estudos micológicos efectuados 

em alimentos compostos para suínos, que já foram referidos no capítulo 2.5 deste trabalho, 

mas que serão agora discutidos comparativamente aos resultados encontrados. 

Um estudo efectuado por Martins em 1987, revelou valores de contaminação 

bastante elevados quando comparados com os do presente estudo (Martins, 1987, p.145-

152). Nesse estudo, foi verificada uma variabilidade sazonal, registando-se 

sistematicamente os valores mais elevados de carga fúngica nos meses referentes à 

Primavera e Verão.  

Num estudo efectuado em Portugal, verificou-se a contaminação de rações para 

suínos em 18.9% das 106 amostras analisadas, com teores médios de bolores de 4.9log10 

UFC/g, tendo sido os géneros predominantes o Aspergillus spp. (70%), Mucor spp. (58%), 

Penicillium spp. (54%) e Fusarium spp. (24%) (Martins & Martins, 2001). Os resultados 

demonstram menos amostras contaminadas e com médias de fungos mais baixas do que as 

apresentadas pelo presente estudo. No entanto, as médias de fungos apresentadas pelo 

presente estudo foram mais reduzidas para todos os fungos estudados. Estes resultados 

podem ser explicados pelo maior intervalo de análise das amostras, já que foram analisadas 

no intervalo de um ano (2001), sendo que foram fabricadas com matérias-primas colhidas 

em diferentes alturas do ano, o que provoca variações nos níveis de proliferação dos 

fungos.  
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Um estudo efectuado por Martins no intervalo de 1999 e 2002, no qual 74 amostras 

de alimentos compostos para suínos foram analisadas, revelaram que os fungos mais 

comuns foram leveduras, Aspergillus spp., Penicillium spp. e A. flavus, com médias de 

3.2log10, 2.9log10, 2.6log10 e 2.2log10 UFC/g, respectivamente (Martins, 2003). As médias 

foram mais baixas no estudo presente, exceptuando a espécie A. flavus que apresentou 

igual valor médio, e o género Aspergillus que foi dividido de acordo com as suas espécies, 

não tendo sido analisado como um todo no presente estudo. 

Num estudo efectuado em 2007, foram analisadas 75 amostras de alimentos 

compostos para suínos, das quais 73 (97.3%) se encontravam contaminadas por fungos. O 

teor micológico médio encontrado foi de 3.7log10 UFC/g. Os bolores mais frequentes foram 

os géneros Aspergillus (84.9%) (TMM = 6.6log10 UFC/g), Penicillium (74%) (TMM = 3log10 

UFC/g), Clamidosporum, Mucor (71.2%) (TMM = 2.3 log10 UFC/g) e Fusarium (61.6%) (TMM 

= 3.2 log10 UFC/g) (Torrado, 2007, p.31). Num outro estudo efectuado em 2007, 75 amostras 

do mesmo substrato foram analisadas, e registaram-se 97.3% de amostras contaminadas 

com fungos. Os níveis de fungos encontrados por Almeida et al. (2007) no mesmo estudo, 

demonstraram uma média de fungos de 2.8log10 UFC/g. Fusarium spp., Aspergillus flavus e 

Penicillium sps. foram os géneros mais frequentes. Torrado (2007), encontrou médias mais 

elevadas de fungos, com excepção para o género Fusarium. (Torrado, 2007, p.31). Já 

Almeida et al. (2007), encontrou valores mínimos e máximos de fungos mais baixos, quando 

comparados com o presente estudo.  

Almeida, Martins, Guerra, & Bernardo, 2008, analisaram 45 amostras de grãos de 

aveia, e encontraram 100% de amostras contaminadas, tendo sido os géneros mais comuns 

o Aspergillus (100%), Penicillium (48.8%), Fusarium (44.8%). Dentro do género Aspergillus 

spp., A. glaucus (84.4%) e A. flavus (71.1%) foram os mais encontrados. Apenas 31% das 

amostras continham leveduras. Este estudo encontrou um maior número de amostras 

contaminadas, com níveis mínimos e máximos mais elevados em comparação com os do 

presente estudo. 

Os valores encontrados de contaminação fúngica ao longo dos anos foi muito 

flutuante, mas relativamente ao estudo de Martins (1987), pode dizer-se que houve uma 

evolução muito positiva nas duas últimas décadas, com um decréscimo muito acentuado 

nos níveis de contaminação fúngica. O estudo de Almeida et al. (2008), revela também 

níveis mais elevados de contaminação, quando comparado com o estudo presente. Esta 

diminuição das contaminações pode ser explicada através das melhorias aplicadas a nível 

tecnológico nas etapas de colheita e armazenamento das matérias-primas e alimentos 

compostos para animais, incluindo rapidez na secagem, correcto uso de 
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fungicidas/fungistáticos e correcto armazenamento, consequências da aplicação de 

sistemas HACCP adaptados a este tipo de produção. 

Existem actualmente técnicas que permitem uma identificação muito específica das 

espécies fúngicas contaminantes de alimentos, das quais vale a pena referir o PCR 

(Polimerase chain reaction), que permite a identificação das espécies a partir de bases de 

dados contendo a informação genética de cada espécie. 

 

3.2 Análise Micotoxicológica 

 

As 55 amostras de alimentos compostos para suínos, foram também sujeitas à 

quantificação de ZEA e DON (APÊNDICE C). 

Das 55 amostras analisadas, 18 amostras estavam contaminadas com ZEA 

(32.7%) e 13 amostras com DON (23.6%), variando os valores entre 6,1 e 5,4×101 µg/Kg de 

ZEA e 1,0×102 a 9,0×102 µg/Kg de DON, como se pode verificar nos dados do quadro 9. A 

média encontrada de contaminação com ZEA foi de 6.9 µg/Kg e com DON foi de 1.3×102 

µg/Kg (Quadro 9).  

Foi observada co-ocorrência em apenas 3 amostras (5,5%). Todos os valores 

encontrados estavam abaixo dos valores de orientação recomendados pela União Europeia, 

apesar de 3 amostras apresentarem valores de contaminação com DON de 9,0×102 µg/Kg 

(5,5%), sendo este o valor máximo admissível pela União Europeia. 

 

 ZEA DON 

Nº amostras positivas 18 13 

% amostras positivas 32.7 23.6 

Nº amostras negativas 37 42 

% amostras negativas 67.3 76.3 

Mínimo (µg/Kg)  6.1 1.0 × 102 

Máximo (µg/Kg) 5.4 × 101 9.0 × 102 

Média (µg/Kg) ± DP 6.9 ± 1.3×101 1.3×102 ± 2.8×102  

DP - Desvio-Padrão 
 

Quadro 9. Frequência e percentagens de amostras positivas e negativas para a presença de ZEA e DON, 
máximos, mínimos e médias encontradas. 

 

A medida de dispersão utilizada (neste caso o desvio-padrão) foi muito elevada, 

factor que torna a média apresentada menos representativa. Para efectuar uma melhor 
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localização dos dados, as amostras foram agrupaddas de acordo com níveis de 

contaminação, de forma a facilitar a análise dos resultados. Os quadros 10 e 11 mostram o 

resultado desse agrupamento. 

 

 [5;20]* ]20;50]* ]50;60]* 

Nº amostras 13 4 1 

% amostras 72.2 22.2 5.6 

Média* 1.4×101 3.8×101 - 

(*) µg/kg 

Quadro 10. Frequência e percentagem de amostras positivas para ZEA, agrupadas de acordo com o teor 
micotoxicológico. 

 

 [100;300]* ]300;600]* ]600; 900]* 

Nº amostras 4 3 6 

% amostras 30.7 23.1 46.2 

Média* 1.9×102 5.7×102 8.0×102 

(*) µg/kg 

Quadro 11. Frequência e percentagem de amostras positivas para DON, agrupadas de acordo com o teor 
micotoxicológico. 

 

Os níveis de contaminação com ZEA foram bastante baixos, já que não 

ultrapassaram valores de 5,4×101 µg/kg, e 13 das amostras positivas para ZEA (72.2% das 

amostras positivas) não ultrapassaram os 1.9×101 µg/kg (quadro 10).  

Como se pode observar nos dados do quadro 11, 6 amostras de alimentos 

compostos para suínos, apresentaram níveis de contaminação com DON variando de 

6.1×102 a 9.0×102 µg/kg. Sendo o valor de orientação recomendado pela União Europeia 

para esta micotoxina de 900 µg/kg, estas 6 amostras contêm valores relativamente 

elevados, não ultrapassando no entanto o limite referido.  

Os valores de orientação recomendados pela UE visam estabelecer um intervalo de 

segurança, no qual os efeitos das micotoxinas não são detectáveis. O problema desta 

abordagem, consiste no facto de que as micotoxicoses crónicas podem provocar sinais 

clínicos subtis, mas igualmente negativos para as explorações, no que diz respeito às 

perdas económicas e ao bem-estar animal. Por outro lado, as interacções entre diferentes 

micotoxinas, mesmo que em níveis abaixo dos recomendados, não estão ainda totalmente 

esclarecidas, pelo que estudos nesta área devem ser desenvolvidos. Vários estudos 

comprovaram já a ocorrência de efeitos aditivos ou sinérgicos entre micotoxinas, sendo que 

um deles relata efeitos negativos na saúde de suínos alimentados com níveis supostamente 

aceitáveis (Chen et al., 2008). Outro ponto importante referido na Recomendação (CE) Nº 
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576/2006, indica que os valores definidos pela UE foram calculados com base nas espécies 

menos sensíveis, categoria na qual os suínos não se enquadram, já que são espécies muito 

sensíveis, pelo que valores border-line como os que foram encontrados para a 

contaminação com DON, podem representar problemas na saúde destes animais. 

Foi efectuada uma comparação entre a presença de Fusarium spp. numa 

determinada amostra, e a presença de contaminação por micotoxinas (APÊNDICE B). 

Das 55 amostras analisadas, 10 não continham teores de Fusarium spp., mas 

continham ZEA (40.0%), DON (30.0%) ou co-ocorrência das duas (10.0%). Os valores 

encontrados de micotoxinas em amostras negativas para a presença de Fusarium spp. 

variaram entre 8,6 a 4,7×101 para a ZEA e entre 6,0×102 e 9,0×102 para DON. Os valores 

encontrados de contaminação com ZEA são relativamente baixos, mas os valores de 

contaminação com DON foram bastante elevados. Estes resultados vão de acordo com o 

conhecimento de que a ausência de fungos em alimentos compostos para animais, não 

implica a ausência de micotoxinas, já que estas podem permanecer activas em substratos 

onde os fungos tenham já sido inactivados.  

Por outro lado, foram encontradas 45 amostras contaminadas com Fusarium spp. 

(81.8%) das quais, 23 (51.1%) não apresentavam presença de ZEA ou DON. A presença de 

um determinado fungo em alimentos compostos, não implica que ele tenha produzido 

micotoxinas, já que pode não ter essa capacidade, ou podem não ter sido oferecidas as 

condições ecológicas necessárias para que estas fossem produzidas. Foi isso, 

provavelmente, que se verificou com estes resultados, já que 23 das amostras 

contaminadas com Fusarium spp., não continham ZEA ou DON.  

Torna-se assim óbvia a importância da determinação de micotoxinas em alimentos 

compostos, já que uma simples análise micológica não é suficiente para excluir ou confirmar 

a presença de micotoxinas nesses alimentos.  

Vários estudos foram feitos em anos anteriores relativamente à presença de 

mixotoxinas em alimentos compostos para suínos. 

Num artigo de revisão de 2008, relativo à incidência de ZEA e DON em alimentos 

compostos para suínos no intervalo de 2000 a 2007, encontraram-se 3.0% de amostras 

contaminadas com DON (9 em 291 amostras analisadas) (1,0×102-1,6×103 µg/kg) e 5 % de 

amostras contaminadas com ZEA (1,0×102 - 3,5×102 µg/kg) (Martins et al., 2008). Esta 

análise foi realizada por TLC. Este método tem um limite de detecção inferior ao do HPLC, 

pelo que amostras que continham níveis inferiores de micotoxinas não foram contabilizadas, 

o que pode ocasionar resultados menos sensíveis, quando comparando com o método 

utilizado no presente estudo. 
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 No nosso estudo verificou-se um valor superior de amostras contaminadas com 

uma das micotoxinas (apesar de os níveis de micotoxinas serem inferiores), o que 

demonstra que, apesar das medidas de monitorização e prevenção contra a produção de 

micotoxinas em alimentos compostos e matérias-primas, o número de amostras 

contaminadas aumentou neste estudo, em relação a anos anteriores.  

Um estudo efectuado em 2008, analisou 45 amostras de grãos de aveia e 

encontrou 2 amostras contaminadas com DON (4.5%), sendo que o valor máximo 

encontrado desta micotoxina foi de 7.1×102 µg/kg (Almeida et al. 2008). 

Um outro estudo efectuado em 2008, analisou a co-ocorrência de ZEA e DON em 

307 amostras de matérias-primas, e encontrou 15% de co-ocorrência. As médias de ZEA e 

DON foram de 1.9log10 e 2.4log10 µg/kg, respectivamente. Apenas 1 amostra continha níveis 

acima dos recomendados pela UE (Marques, Martins, Costa, & Bernardo, 2008). 

 O nosso estudo revela um aumento na taxa de ocorrência de DON (23.6%), e um 

nível máximo de DON superior (9.0×102µg/kg), em relação ao estudo efectuado por Almeida 

et al. (2008). Por outro lado, em comparação com os resultados obtidos por Marques et al. 

em 2008, a taxa de co-ocorrência diminuíu (5.5%) em relação a esse estudo, mas os níveis 

de micotoxinas encontrados nesse estudo foram superiores aos encontrados no nosso 

estudo. É importante referir que os valores encontrados nos diferentes estudos se podem 

dever a problemas relativos a amostragens incorrectas, assim como a discrepâncias 

causadas por colheitas em diferentes alturas do ano. Os fungos e micotoxinas distribuem-se 

de forma heterogénea nos alimentos compostos, tendendo a formar bolsas concentradas de 

fungos e/ou micotoxinas, pelo que é importante assegurar que a amostra seja representativa 

(Krska, Welzig, Berthiller, Molinelli, & Mizaikoff, 2005), homogénea e íntegra. Uma 

amostragem incorrecta constitui um problema comum na quantificação de micotoxinas, 

introduzindo frequentemente erros e variabilidade nos resultados. 

Por outro lado, o aumento dos níveis de micotoxinas em 2010, em comparação com 

os valores encontrados em anos anteriores, mostra que apesar de existirem neste momento 

melhores técnicas de prevenção, monitorização e detecção de micotoxinas, há ainda 

trabalho a ser feito neste campo. Estudos recentes mostram que o aquecimento global pode 

ter um papel preponderante no aumento de contaminações por micotoxinas, uma vez que 

elevadas temperaturas e humidades oferecem aos fungos as condições ideais para a 

produção destas. Caso o aquecimento global continue a resultar em verões muito chuvosos, 

serão necessárias medidas bastante rígidas de vigilância e disciplina de adoção de medidas 

protectoras para detectar e controlar o crescimento de fungos (Gadd, 2008). 

Este estudo apresentou como limitante, o facto de terem sido analisadas apenas 

duas micotoxinas, sendo que a co-ocorrência com outras micotoxinas não estudadas neste 
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trabalho seria interessante para completar o estudo presente. As micotoxinas apresentam 

capacidade tóxica com valores muito reduzidos, pelo que os métodos escolhidos para a sua 

detecção têm de ser muito sensíveis e fiáveis. Por outro lado, têm estruturas químicas muito 

variáveis, pelo que o uso de um único protocolo para todas as micotoxinas não é possível. O 

método utilizado neste trabalho é muito sensível, e permite a multi-análise de micotoxinas, 

não sendo no entanto prático, já que nem sempre é necessária a análise de mais de duas 

ou três micotoxinas, de acordo com a matriz em questão. Existem neste momento, outras 

técnicas que permitem a detecção simultânea de várias micotoxinas. Num estudo de revisão 

efectuado por Turner et al. (2009), concluiu-se que não existe neste momento nenhuma 

técnica que suplante todas as outras, mas existem métodos que permitem a detecção 

simultânea de várias micotoxinas, como por exemplo o método de ELISA e o método LC-

MS/MS, sendo que estes métodos apresentam, no entanto, outras desvantagens que já 

foram referidas. 
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CONCLUSÃO 

 

Os fungos são responsáveis pela deterioração de matérias-primas e de produtos 

transformados, destinados à alimentação de animais e humanos. Além de alterarem as 

características organolépticas desses alimentos podendo mesmo alterar o seu valor 

nutritivo, provocam recusa alimentar ou diminuição da ingestão de alimentos por parte dos 

animais, podendo ainda produzir, se tiverem condições atmosféricas apropriadas, 

metabolitos secundários tóxicos.  

A recusa alimentar devido a alterações de características organolépticas, provoca 

perda de peso nos animais, diminuindo assim os seus índices produtivos. A contaminação 

dos alimentos com metabolitos secundários pode levar a micotoxicoses agudas, mas 

também a doença subclínica, que pode passar desapercebida aos produtores, ou ser 

confundida com outras patologias pelos veterinários, o que leva a perdas económicas muito 

significativas nas explorações de suínos.  

As perdas económicas associadas à contaminação alimentar por micotoxinas, 

relacionam-se não só com a perda de lucro pelos produtores de animais, mas também com 

os custos associados à destruição das rações contaminadas. 

Os resultados encontrados neste trabalho, dão conta de uma grande percentagem 

de amostras de qualidade boa e razoável, mas também foi documentada uma pequena 

percentagem de amostras de qualidade medíocre. Este facto demonstra que as medidas de 

prevenção contra as contaminações alimentares com fungos não foram totalmente eficazes, 

mas apresentam um nível bastante satisfatório para a maioria das amostras analisadas. 

Quanto à presença de micotoxinas, foram detectados apenas valores abaixo dos limites 

recomendados pela União Europeia, mas algumas amostras continham valores de DON 

border-line. Estes resultados demonstram que as medidas de monitorização apresentam 

uma eficácia razoável/boa, mas também que devem ser melhoradas e a quantificação de 

micotoxinas deve ser continuada, pois só assim se pode reduzir ao máximo a probabilidade 

de contaminação dos animais. Na prática, é importante a adopção de técnicas que visam a 

manutenção da qualidade do produto acabado, tais como: a aquisição de produtos de 

elevada qualidade, instalação de sistemas de controlo de arejamento, humidade e 

temperatura, assim como a adopção de medidas de fumigação e desratização, a fim de 

evitar o desenvolvimento de insectos, ratos e ácaros.  

Concluiu-se que a análise micológica é meramente orientativa relativamente às 

precauções adicionais que têm de se acrescentar às diversas fases de produção dos 
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alimentos. Para se ter uma ideia real da segurança alimentar dos produtos fabricados, é 

essencial a detecção e quantificação de micotoxinas nos produtos finais para consumo.  

Os fungos encontrados com maior frequência nas amostras de alimentos 

compostos para suínos analisadas foram o Fusarium spp., o Aspergillus flavus e as 

leveduras. 

Os fungos são ubiquitários, e como tal, a ideia de que podemos eliminá-los 

totalmente é pouco realista. Todavia, para reduzir ao máximo os efeitos nefastos 

provocados por estes organismos, é fundamental adoptar medidas preventivas e de 

monitorização das condições de colheita, armazenagem, transporte e processamento das 

matérias-primas e alimentos compostos. 
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Apêndice A – Resultados da análise micológica efectuada em 55 amostras de alimentos compostos para suínos (Resultados 

apresentados em UFC/g). 

Amostra Leveduras 
Fusarium 

spp. 
A. 

glaucus 
A. niger A. flavus 

A. 
candidus 

A. terreus 
Penicillium 

spp. 
Mucor 
spp. 

Absídia 
spp. 

Total 

1 0 2.8×10
4
 0 0 1.4×10

3
 0 0 0 0 0 2.9×10

4
 

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

3 8.0×10
2
 1.1×10

4
 0 0 2.0×10

2
 2.0×10

3
 0 6.0×10

2
 0 2.0×10

2
 1.4×10

4
 

4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

5 4.0×10
2
  0 0 0 0 6.0×10

3
 0 0 0 0 6.4×10

3
 

6 3.4×10
3
 0 0 0 0 1.5×10

4
 0 2.0×10

2
 0 0 1.9×10

4
 

7 6.0×10
2
 7.8×10

3
 0 0 0 0 0 0 0 0 8.4×10

3
 

8 1.0×10
3
 1.8×10

4
 0 0 1.4×10

3
 8.0×10

2
 0 0 8.0×10

2
 0 2.2×10

4
 

9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

10 6.0×10
2
 3.0×10

4
 0 0 2.0×10

2
 0 0 0 0 0 3.1×10

4
 

11 0 2.3×10
3
 0 0 

 
0 0 0 0 0 2.3×10

3
 

12 1.2×10
2
 2.1×10

3
 0 0 1.0×10

2
 0 0 0 0 0 2.3×10

3
 

13 0 2.5×10
3
 0 0 2.0×10

2
 0 0 0 0 0 2.7×10

3
 

14 0 2.6×10
3
 1.2×10

2
 0 3.0×10

2
 0 0 0 0 0 3.0×10

3
 

15 1.4×10
2
 1.2×10

2
 2.3×10

2
 0 1.2×10

3
 2.3×10

2
 0 0 0 0 2.0×10

3
 

16 0 1.2×10
3
 2.1×10

2
 0 5.6×10

2
 1.5×10

2
 0 0 0 0 2.1×10

3
 

17 0 1.5×10
3
 5.6×10

2
 1.2×10

2
 4.5×10

2
 1.6×10

2
 0 0 0 1.0×10

2
 2.9×10

3
 

18 2.0×10
2
 0 4.5×10

2
 3.0×10

1
 2.1×10

2
 1.4×10

2
 0 3.0×10

2
 0 0 1.3×10

3
 

19 2.3×10
2
 0 0 2.0×10

1
 3.2×10

2
 0 0 2.0×10

1
 0 2.0×10

2
 7.9×10

2
 

20 2.2×10
2
 1.5×10

3
 0 5.0×10

1
 1.5×10

2
 0 0 1.3×10

2
 0 0 2.1×10

3
 

21 0 2.2×10
3
 0 6.0×10

1
 1.6×10

2
 0 0 2.3×10

2
 0 30×10

1
 2.7×10

3
 

22 0 2.3×10
3
 0 0 0 0 0 2.1×10

3
 0 0 4.4×10

3
 

23 0 3.0×10
4
 0 0 0 0 0 0 0 2.0×10

1
 3.0×10

4
 

24 0 4.0×10
4
 0 0 0 0 0 0 0 1.0×10

1
 4.0×10

4
 

25 1.4×10
2
 3.2×10

3
 0 0 1.4×10

2
 1.6×10

2
 0 0 0 0 3.6×10

3
 



 
iii 

Amostra Leveduras 
Fusarium 

spp. 
A. 

glaucus 
A. niger A. flavus 

A. 
candidus 

A. terreus 
Penicillium 

spp. 
Mucor 
spp. 

Absídia 
spp. 

Total 

26 1.5×10
2
 3.2×10

4
 0 0 1.5×10

2
 1.4×10

2
 1.2×10

2
 0 0 0 3.3×10

4
 

27 1.2×10
2
 0 1.2×10

2
 0 6.3×10

2
 1.8×10

2
 3.0×10

1
 0 1.0×10

1
 0 1.1×10

3
 

28 1.2×10
2
 5.6×10

4
 1.2×10

2
 0 2.1×10

2
 1.9×10

2
 2.1×10

2
 0 0 0 5.7×10

4
 

29 0 6.5×10
4
 3.2×10

2
 0 3.0×10

2
 1.2×10

2
 5.2×10

2
 0 1.0×10

1
 0 6.6×10

4
 

30 0 2.6×10
3
 0 0 2.0×10

2
 3.2×10

2
 0 0 1.0×10

1
 0 3.1×10

3
 

31 3.0×10
2
 3.2×10

4
 0 0 0 0 0 0 0 0 3.2×10

4
 

32 2.0×10
2
 5.6×10

4
 0 0 0 0 0 0 0 0 5.6×10

4
 

33 1.5×10
2
 4.5×10

3
 0 0 0 0 1.0×10

1
 0 0 0 4.7×10

3
 

34 1.4×10
2
 6.3×10

4
 0 0 1.5×10

2
 0 2.0×10

1
 0 0 1.0×10

2
 6.3×10

4
 

35 1.6×10
2
 2.5×10

4
 0 0 1.6×10

2
 0 3.0×10

1
 0 0 1.0×10

2
 2.5×10

4
 

36 2.0×10
2
 4.5×10

4
 0 0 1.6×10

2
 0 0 0 0 0 4.5×10

4
 

37 3.0×10
2
 2.3×10

4
 1.2×10

2
 0 2.0×10

2
 0 0 1.2×10

2
 0 0 2.4×10

4
 

38 0 1.2×10
5
 3.2×10

2
 0 3.0×10

2
 3.0×10

2
 0 1.2×10

2
 0 0 1.2×10

5
 

39 0 2.5×10
4
 1.4×10

2
 0 2.1×10

2
 2.0×10

2
 0 1.3×10

2
 0 0 2.6×10

4
 

40 0 2.6×10
4
 0 0 3.0×10

2
 1.0×10

2
 0 1.0×10

2
 0 0 2.7×10

4
 

41 0 5.5×10
4
 0 2.0×10

1
 3.0×10

1
 1.0×10

2
 0 0 0 0 5.6×10

4
 

42 1.4×10
2
 3.2×10

3
 0 1.3×10

2
 2.0×10

1
 1.0×10

2
 0 0 0 0 3.6×10

3
 

43 1.2×10
2
 3.3×10

4
 0 0 2.0×10

1
 2.0×10

2
 0 0 3.0×10

1
 0 3.3×10

4
 

44 1.5×10
2
 4.6×10

3
 0 0 1.0×10

1
 2.3×10

2
 1.0×10

1
 0 2.0×10

1
 0 5.1×10

3
 

45 1.6×10
2
 5.6×10

2
 0 0 0 2.3×10

2
 2.0×10

1
 0 0 0 9.7×10

2
 

46 0 2.7×10
3
 0 0 1.0×10

1
 3.2×10

2
 3.0×10

1
 1.2×10

2
 0 0 3.2×10

3
 

47 0 5.1×10
3
 0 0 1.0×10

2
 3.2×10

2
 0 1.0×10

2
 0 0 5.6×10

3
 

48 0 6.0×10
2
 0 0 1.5×10

2
 1.0×10

2
 0 1.0×10

2
 0 0 9.5×10

2
 

49 1.4×10
2
 2.3×10

3
 0 0 1.0×10

2
 1.0×10

2
 0 0 0 0 2.6×10

3
 

50 1.2×10
2
 4.6×10

3
 0 0 1.3×10

2
 1.2×10

2
 0 1.0×10

2
 0 0 5.1×10

3
 

51 1.2×10
2
 7.9×10

3
 0 0 1.2×10

2
 1.2×10

2
 0 2.0×10

1
 0 0 8.3×10

3
 

52 1.2×10
2
 5.5×10

3
 0 2.0×10

1
 0 2.0×10

3
 0 3.0×10

1
 0 0 7.6×10

3
 

53 5.0×10
1
 0 0 3.0×10

1
 0 3.2×10

3
 0 3.0×10

1
 0 0 3.3×10

3
 

54 6.0×10
1
 2.3×10

2
 1.2×10

2
 1.0×10

1
 0 1.2×10

3
 3.0×10

1
 2.0×10

2
 1.0×10

1
 0 1.9×10

3
 

55 3.0×10
1
 0 0 0 1.2×10

2
 0 3.0×10

1
 0 1.0×10

1
 0 1.9×10

2
 



 
iv 

Apêndice B – Resultados comparativos entre os níveis de Fusarium spp. e os níveis de ZEA e DON quantificados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Amostra 
Fusarium 

spp. (UFC/g) 
ZEA (µg/kg) DON (µg/kg) 

1 2.8×10
4
 0 3.0×10

2
 

2 0 0 0 

3 1.1×10
4
 0 0 

4 0 0 9.0×10
2
 

5 0 0 0 

6 0 0 0 

7 7.8×10
3
 0 2.7×10

2
 

8 1.8×10
4
 0 0 

9 0 4.7×10
1
 6.0×10

2
 

10 3.0×10
4
 0 0 

11 2.3×10
3
 1.0×10

1
 1.0×10

2
 

12 2.1×10
3
 1.5×10

1
 0 

13 2.5×10
3
 5.4×10

1
 0 

14 2.6×10
3
 1.9×10

1
 0 

15 1.2×10
2
 0 0 

16 1.2×10
3
 6.1 0 

17 1.5×10
3
 2.2×10

1
 0 

18 0 8.6 0 

19 0 1.4×10
1
 0 

20 1.5×10
3
 1.6×10

1
 0 

21 2.2×10
3
 4.5×10

1
 0 

22 2.2×10
3
 0 0 

23 3.0×10
4
 1.9×10

1
 5.0×10

2
 

24 4.0×10
4
 0 0 

25 3.2×10
3
 0 0 

26 3.2×10
4
 3.7×10

1
 0 

27 0 1.9×10
1
 0 

28 5.6×10
4
 0 0 

Amostra 
Fusarium 

spp.(UFC/g) 
ZEA (µg/kg) DON (µg/kg) 

29 6.5×10
4
 0 7.0×10

2
 

30 2.6×10
3
 0 0 

31 3.2×10
4
 0 0 

32 5.6×10
4
 1.1×10

1
 0 

33 4.5×10
3
 0 1.0×10

2
 

34 6.6×10
4
 0 0 

35 2.5×10
4
 0 0 

36 4.5×10
4
 0 0 

37 2.3×10
4
 0 0 

38 1.2×10
5
 0 0 

39 2.5×10
4
 8.1 0 

40 2.6×10
4
 1.5×10

1
 0 

41 5.5×10
4
 0 0 

42 3.2×10
3
 0 0 

43 3.3×10
4
 1.6×10

1
 0 

44 4.6×10
3
 0 0 

45 5.6×10
2
 0 0 

46 2.4×10
3
 0 0 

47 5.1×10
3
 0 0 

48 6.0×10
2
 0 0 

49 2.3×10
3
 0 7.0×10

2
 

50 4.6×10
3
 0 9.0×10

2
 

51 7.9×10
3
 0 6.0×10

2
 

52 5.5×10
3
 0 0 

53 0 0 0 

54 2.3×10
2
 0 9.0×10

2
 

55 0 0 7.0×10
2
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Apêndice C – Níveis de contaminação das amostras analisadas, com zearalenona e deoxinivalenol. 

 

 

 

Amostra ZEA (µg/kg) DON (µg/kg) 

29 0 7.0×10
2
 

30 0 0 

31 0 0 

32 1.1×10
1
 0 

33 0 1.0×10
2
 

34 0 0 

35 0 0 

36 0 0 

37 0 0 

38 0 0 

39 8.1 0 

40 1.5×10
1
 0 

41 0 0 

42 0 0 

43 1.6×10
1
 0 

44 0 0 

45 0 0 

46 0 0 

47 0 0 

48 0 0 

49 0 7.0×10
2
 

50 0 9.0×10
2
 

51 0 6.0×10
2
 

52 0 0 

53 0 0 

54 0 9.0×10
2
 

55 0 7.0×10
2
 

Amostra ZEA (µg/kg) DON (µg/kg) 

1 0 3.0×10
2
 

2 0 0 

3 0 0 

4 0 9.0×10
2
 

5 0 0 

6 0 0 

7 0 2.7×10
2
 

8 0 0 

9 4.7×10
1
 6.0×10

2
 

10 0 0 

11 1.0×10
1
 1.0×10

2
 

12 1.5×10
1
 0 

13 5.4×10
1
 0 

14 1.9×10
1
 0 

15 0 0 

16 6.1 0 

17 2.2×10
1
 0 

18 8.6 0 

19 1.4×10
1
 0 

20 1.6×10
1
 0 

21 4.5×10
1
 0 

22 0 0 

23 1.9×10
1
 5.0×10

2
 

24 0 0 

25 0 0 

26 3.7×10
1
 0 

27 1.9×10
1
 0 

28 0 0 
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Anexo B – Projecto de Norma Portuguesa NP 3277-2 (2002). 
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The pre-harvest field infection of plant crops by Fusarium spp. and by many other 

genera fungi across the feed chain may enhance moulds development and secondary 

metabolites production, like mycotoxins. Most Fusaria strains occur worldwide and some of 

them are found to be toxigenic (Martins & Martins 2002). The main objective of this study 

was to determine two Fusaria mycotoxins, Zearalenone and Deoxinivalenol, in crop samples 

intended for feed production. A total of 31 samples (palm kernel husks, soya, sorghum, 

wheat, niger seed, safflower sunflower seeds, corn, yeast and vetch) were randomly 

collected from feed industries. Zearalenone and Deoxinivalenol were determined by high 

performance liquid chromatography with fluorescence and UV-detection; the detection limits 

were 5 and 100 µg. kg-1, respectively. Out of 31 crop samples, 5 samples were zearalenone 

positive (soya - 2 samples, sorghum - 1 sample and sufflower seed - 2 samples) with levels 

ranging from 5 to 30µg.Kg-1. All samples revealed to be negative for DON´s presence. The 

overall level of toxins contamination was low and did not exceed the legal maximum 

admissible by EU.  
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Zearalenone (ZEA) and deoxynivalenol (DON) are secondary metabolites produced 

by several Fusarium species. These species colonise cereal grains in the field and in 

storage. ZEA is an oestrogenic mycotoxin and DON cause’s emesis and ingestion refusal in 

swine. These animals present great sensitivity for these toxins. The aim of this assay were to 

evaluate the natural contamination of 55 swine feed samples for the presence of DON and 

ZEA, using immunoafinity columns for purification and HPLC for quantification. The detection 

limit was 5 and 100µg. kg-1 and the recovery data was 93.0 and 98.0 for ZEA and DON, 

respectively. Out of 55 samples, 18 (32.7%) were positive for ZEA with levels ranging 

between 6.1 to 54.5 µg. kg1 (mean value = 21.3 µg. kg-1). Twelve samples (21.8%) were 

positive for DON, with levels ranging from 100 to 700 µg. kg -1(mean value = 559.2 µg. kg-1). 

In positive samples, co-occurrence of ZEA and DON were detected in 3 samples (5.5 %). All 

samples present results bellow the maximum limit allowed by European Union. The presence 

of ZEA and DON in finished swine feed requires periodic monitoring to prevent mycotoxicosis 

in animal production, reduce economic losses and minimize hazards to human health.  

 

Keywords: Occurence, Swine Feed, Zearalenone, Deoxynivalenol 
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