
_Resumo

As micotoxinas constituem um grupo de contaminantes alimentares que 

poderão provocar vários efeitos tóxicos na saúde humana, entre eles efei-

tos estrogénicos, imunotóxicos, nefrotóxicos e teratogénicos. É por isso 

importante avaliar a exposição humana a estes compostos, através da aná-

lise direta dos seus biomarcadores em amostras biológicas. Em Portugal 

existem poucos dados disponíveis de exposição a micotoxinas obtidos em 

estudos de biomonitorização humana. Face a esta ausência de informação, 

o presente estudo teve como objetivo determinar os biomarcadores de 

exposição a micotoxinas em amostras de urina de 24 horas, colhidas no 

âmbito do Inquérito Nacional de Alimentação, Nutrição e Atividade Física 

da População Geral Portuguesa (2015-2016), e avaliar o risco associado a 

esta exposição. A determinação analítica destes compostos foi efetuada 

por cromatografia l íquida com deteção por espectrometria de massa permi-

tindo a deteção e quantif icação simultânea de 37 biomarcadores de exposi-

ção a micotoxinas presentes na urina. Os dados obtidos foram util izados 

para estimar a Ingestão Diária Provável e caracterizar o risco através da 

determinação do Quociente de Perigo. Os resultados obtidos revelaram a 

exposição da população portuguesa a zearalenona, desoxinivalenol, ocra-

toxina A, alternariol, citr inina e fumonisina B1. Os dados de caracterização 

de risco revelaram uma potencial preocupação, considerando que os valo-

res de referência de ingestão foram excedidos em alguns participantes. A 

micotoxina alternariol foi identif icada e quantif icada, pela primeira vez, em 

amostras de urina num país europeu; no entanto, a caracterização do risco 

não foi efetuada dado não existir um valor de referência estabelecido inter-

nacionalmente. Estes resultados confirmam que a população Portuguesa 

está exposta a micotoxinas, reforçando a necessidade de mais estudos 

sobre os determinantes desta exposição.

_Abstract

Mycotoxins const i tute a re levant group of food contaminants with sev-

eral associated health outcomes such as estrogenic, immunotoxic, ne-

phrotox ic and teratogenic ef fects. In Por tugal, few data are avai lable 

regarding human biomonitor ing studies of mycotox ins. The present study 

concerned the analysis of mycotox ins in 24h ur ine samples f rom 94 par-

t ic ipants enrol led within the scope of the National Food, Nutr i t ion, and 

Physical Act iv i ty Survey of the Por tuguese General Populat ion (2015-

2016). The ur ine samples were analyzed by l iquid chromatography–mass 

spectrometry for the s imultaneous determinat ion of 37 ur inary mycotox-

ins’ biomarkers and the obtained data were used to est imate the prob-

able dai ly intake as wel l as to character ize the r isk apply ing the Hazard 

Quotient approach. Results revealed the exposure of the Por tuguese 

populat ion to zearalenone, deoxynivalenol, ochratox in A, a l ternar io l, c i t-

r in in and fumonis in B 1. R isk character izat ion showed a potent ia l concern 

to some repor ted mycotoxins s ince the reference intake values were ex-

ceeded by some of the considered par t ic ipants. Al ternar io l was ident i f ied 

for the f i rst t ime in ur ine samples f rom a European country, despite the 

r isk character izat ion was not per formed due to lack of a reference dose, 

not yet internat ional ly establ ished. These results conf i rmed mycotoxins 

as par t of the human exposome of the Por tuguese populat ion re inforc ing 

the need for fur ther studies regarding the determinants of exposure.

_Introdução

O ser humano está exposto, diariamente, a vários compos-

tos químicos, sendo a alimentação uma das principais vias 

de exposição. As micotoxinas, metabolitos secundários pro-

duzidos por fungos, podem contaminar diferentes tipos de 

matrizes alimentares nas diversas etapas da sua produção. 

Estes compostos assumem particular importância em Saúde 

Pública, considerando os seus efeitos tóxicos nomeadamen-

te, carcinogénicos, genotóxicos, nefrotóxicos, teratogénicos, 

estrogénicos e imunomoduladores (1,2). A contaminação de 

alimentos por micotoxinas constitui também um problema 
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económico, uma vez que uma grande diversidade de alimen-

tos e matérias-primas podem ser afetados comprometendo, 

em algumas situações, a sua entrada na cadeia alimentar. 

Apesar de se conhecerem alguns casos bem documentados 

de intoxicações agudas por micotoxinas, a exposição crónica 

a baixas doses destas toxinas tem despertado a atenção de 

investigadores e gestores de risco dado o potencial carcino-

génico destes compostos (3). Neste sentido, a International 

Agency for Research on Cancer (IARC) classif icou algumas 

micotoxinas quanto à evidência científ ica que suporta o seu 

potencial carcinogénico em humanos, incluindo as aflatoxi-

nas (AF) no grupo 1 (comprovada ação carcinogénica em hu-

manos), ocratoxina A (OTA) e fumonisina B1  (FB1) no grupo 

2 (possível ação carcinogénica em humanos) e as toxinas de-

soxinivalenol (DON), zearalenona (ZEN) e citrinina (CIT) no 

grupo 3 (não classif icados quanto à sua carcinogenicidade 

em humanos) (3, 4). A micotoxina DON é também associada 

a efeitos gastrointestinais, a ZEN e algumas toxinas de Alter-

naria são disruptores endócrinos, a OTA e a CIT são nefrotó-

xicas, e as fumonisinas estão associadas a defeitos do tubo 

neural sendo também nefrotóxicas (4). A ocorrência de mico-

toxinas nos alimentos habitualmente consumidos em Portu-

gal foi descrita por diferentes autores, caracterizando-se por 

ser frequente, diversif icada em relação aos géneros alimentí-

cios afetados, e ocorrendo em baixas concentrações (5-10). 

Sendo assim, a exposição da população Portuguesa a mico-

toxinas através da alimentação caracteriza-se sobretudo por 

ser uma exposição crónica. A avaliação do risco efetuada 

através da referida abordagem indireta apresenta algumas li-

mitações nomeadamente a distribuição heterogénea das mi-

cotoxinas nos alimentos, a influência dos processamentos 

culinários, dado não estar habitualmente refletida na avalia-

ção de risco, bem como as variações individuais na meta-

bolização destes compostos (11). Assim, metodologias que 

permitam uma avaliação da exposição de forma direta, como 

acontece através dos estudos de biomonitorização humana, 

permitem avaliar com maior exatidão se os indivíduos estão 

expostos a determinada substância, qual a magnitude dessa 

exposição e ainda a sua variação ao longo do tempo (12). De 

entre as amostras biológicas utilizadas em programas de bio-

monitorização, a urina revela-se uma das mais frequentemen-

te utilizadas justif icando-se pela facilidade de colheita destas 

amostras. Existem já diversos estudos que avaliaram a expo-

sição a micotoxinas pela determinação de biomarcadores 

em amostras de urina verif icando-se a ocorrência de vários 

biomarcadores urinários de micotoxinas e a potencial co-

exposição a diferentes toxinas (13-15).

Os dados obtidos a par tir de estudos de biomonitor ização 

humana permitem caracter izar a exposição da população a 

diversos contaminantes, sendo também impor tantes para 

a promoção, aval iação e demonstração da ef icácia de medi-

das preventivas em Saúde Pública baseadas na evidência, 

conforme enunciado na Declaração de Parma (2010) (16). 

_Objetivos

O presente estudo teve como objetivos i) avaliar, pela primei-

ra vez, a exposição da população Portuguesa a micotoxinas 

através do desenvolvimento de um estudo de biomonitoriza-

ção humana para a determinação de 37 biomarcadores uriná-

rios, utilizando amostras de urina de 24 horas; e ii) caracterizar 

o risco associado à exposição determinada em i) aplicando as  

abordagens de dosimetria reversa e quociente de perigo.

_Material e métodos

No âmbito do Inquérito Alimentar Nacional e de Atividade 

Física 2015-2016 (IAN-AF) foi selecionada uma amostra de 

conveniência de 94 participantes para efetuar a colheita de 

amostra de urina de 24 horas (17). Este estudo foi aprovado 

pela Comissão Nacional de Proteção de Dados (Autorização 

nº 4940/2015) e pela Comissão de Ética do Instituto de Saúde 

Pública da Universidade do Porto (Decisão nº CE 16053). Os 

participantes formalizaram a sua participação no estudo atra-

vés de Consentimento Informado e a colheita de dados decor-

reu sob a forma de pseudoanonimização (17).

A determinação analítica dos biomarcadores urinários de mi-

cotoxinas considerou i) um método de extração baseado em 

QuEChERs (Quick, Easy, Cheap, Ef fect ive, Rough); e i i ) a 

análise por cromatografia l íquida acoplado a espectrometria 

de massa (18). A metodologia util izada considerou a determi-

nação de 37 biomarcadores urinários de micotoxinas, numa 
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só corrida cromatográfica e com recurso a quantif icação por 

método de padrão interno e curvas de calibração em matriz.

A Ingestão Diária Provável (IDP) foi determinada através da 

abordagem de dosimetria reversa que permite estimar a ex-

posição externa através da ingestão (µg/kg peso corporal/dia) 

usando os dados de biomonitorização (µg/L), considerando 

que a exposição a micotoxinas ocorreu exclusivamente atra-

vés da ingestão. Para tal, aplicou-se um método determinísti-

co considerando a concentração do biomarcador urinário de 

micotoxina (µg/L), o volume urinário produzido em 24 horas 

(L), o peso corporal (kg), a taxa de excreção para cada mico-

toxina (%), e o rácio de massa entre a micotoxina e o respetivo 

metabolito (19-20). A IDP foi determinada individualmente para 

cada participante.

A caracterização do risco decorrente da exposição estimada 

foi efetuada através da determinação do Quociente de Perigo 

(QP), que consiste na razão entre os níveis de Ingestão Diária 

Provável (IDP) e os níveis de Ingestão Diária Tolerável (IDT) 

para cada micotoxina (se disponível). Se o valor do QP for in-

ferior a 1, considera-se que a exposição não representa uma 

preocupação em Saúde Pública (20).

Com o objetivo de representar a variabilidade nos resultados 

de biomarcadores urinários de micotoxinas cujos níveis foram 

inferiores ao Limite de Deteção do método (< LD), recorreu-

se à imputação múltipla baseada em 20 simulações, com um 

máximo de 100 000 iterações, por forma a imputar a esses 

resultados um valor entre zero e o respetivo LD. A análise es-

tatística descritiva (medianas, percentis) foi efetuada após o 

processo de imputação múltipla. A normalidade dos dados foi 

avaliada através do teste de Shapiro-Wilk. A análise estatísti-

ca foi efetuada com recurso ao sof tware SPSS (versão 24).

_Resultados e discussão

A análise das amostras de urina de 24 horas dos 94 partici-

pantes neste estudo revelou a presença de 11, dos 37, biomar-

cadores urinários de micotoxinas determinados. Apenas cinco 

amostras (5.3 %) foram negativas para todos os biomarcado-

res analisados. A Tabela 1 resume os resultados obtidos na 

determinação de biomarcadores de micotoxinas em urinas de 

24 horas. 

Pela primeira vez, foi possível confirmar a exposição da po-

pulação Portuguesa a micotoxinas no âmbito de um estudo 

de biomonitorização humana, sendo detetada a presença de 

DON (63%), ZEN (48%), AOH (29%), OTA (18%), FB1  (7%) e 

CIT (2%) nas amostras de urina de 24 horas. Verif icou-se que 

DON e os respetivos metabolitos apresentaram a maior fre-

quência de biomarcadores de exposição nas amostras ana-

lisadas [DON 63%, deepoxi-desoxinivalenol (DOM-1) 41%, 

desoxinivalenol-15-glucurónido (DON-15-GlcA) 52%, desoxi-

nivalenol-3-glucurónido (DON-3-GlcA) 44%]. Verif icou-se 

ainda que 78% dos participantes estão expostos a esta mi-

cotoxina. Foi também possível confirmar pela primeira vez 

a exposição da população Portuguesa a desoxinivalenol-3-

glucosídeo (DON-3G), com 20% das amostras positivas. O 

metabolito zearalenona-14-glucurónido (ZEN-14-GlcA) foi 

determinado em 16% das amostras analisadas, estando de 

acordo com estudos anteriores que indicam a ZEN-14-GlcA 

como um dos principais metabolitos da ZEN. É de realçar 

ainda que se identif icou pela primeira vez em amostras bio-

lógicas na Europa a micotoxina AOH.

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos relativamente 

à determinação da Ingestão Diár ia Provável (IDP) da popu-

lação considerada, tendo estes cálculos sido feitos indivi-

dualmente para cada par ticipante. As taxas de excreção 

consideradas foram obtidas em estudos de intervenção em 

humanos (18, 22, 28), com exceção da taxa de excreção 

para alternariol que foi obtida num estudo em que foram uti-

l izados modelos animais (29). A uti l ização de taxas de ex-

creção obtidas em estudos com poucos indivíduos ou em 

estudos decorrentes de experimentação animal está asso-

ciada a uma considerável incer teza; no entanto, estes são 

os dados atualmente disponíveis e as determinações efetu-

adas permitem uma abordagem prel iminar para a caracter i-

zação do r isco associado à exposição a micotoxinas.

Relativamente à micotoxina DON, dependendo das taxas 

de excreção consideradas, foi determinada uma IDP de

0,19 - 0,21 µg/Kg pc/dia (mediana). Neste sentido, cerca de 

10% dos participantes ultrapassaram a Ingestão Diária Tole-

rável estabelecida para esta micotoxina. Os resultados estão 

de acordo com outros estudos efetuados na Europa (15,30) 
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Tabela 1: Resultados de biomarcadores de exposição a micotoxinas determinados em 
amostras de urina de 24 horas (n=94) num estudo de biomonitorização humana 
em Portugal.

Biomarcadores Mediana
(µg/L)

P90
(µg/L)

P95
(µg/L)

Máximo
(µg/L)

> LD 
(%; n)

> LQ 
(%; n)

DON

DOM-1

DON-3G

DON-3-GlcA

DON-15-GlcA

ZEN

ZEN-14-GlcA

OTA

AOH

CIT *

FB 1  *

2,51

0,24

0,34

0,33

1,73

0,17

0,17

0,006

0,28

0,85

0,33

8,72

2,86

0,84

11,78

53,76

1,51

5,13

0,045

3,81

-

-

16,80

4,05

1,20

18,53

76,61

2,93

8,78

0,060

6,73

-

-

36,31

5,13

2,09

34,67

204,17

3,98

25,70

1,23

24,55

1,20

0,48

63%; 59 

41%; 39 

20%; 19

44%; 41

52%; 49

48%; 45

16%; 15

18%; 17

29%; 27

2%; 2

7%; 7

63%; 59 

39%; 37

7%; 7

37%; 35

51%; 48

26%; 24

16%; 15

17%; 16

23%; 22

1%; 1

2%; 2

P90 = Percenti l 90; P95 = Percenti l 95; LD = Limite de Deteção; LQ = Limite de Quanti f icação; DON = Desoxinivalenol; 
DOM-1 = deepoxi-desoxinivalenol; DON-3G = Desoxinivalenol-glucosídeo; DON-3-GlcA = Desoxinivalenol-3-glucuróni-
do; DON-15-GlcA = Desoxinivalenol-15-glucurónido; ZEN = Zearalenona; ZEN-14-GlcA = Zearalenona-14-glucurónido; 
OTA = Ocratoxina A; AOH = Alternar iol; CIT = Citr inina; FB 1  = Fumonisina B 1

* Amostras posi t ivas (> LD).

Tabela 2: Determinação da Ingestão Diária Provável (IDP) e caracterização do risco (Quociente de Perigo, QP) relativas ao 
estudo de biomonitorização humana em Portugal.

Micotox inas

Referênc ia
Taxa de 

Excreção, %

% de par t ic ipantes 
com QP > 1Número de 

par t ic ipantes

Taxa de Excreção
Ingestão D iá r ia Prováve l 

(µg/Kg pc/d ia ) Quoc iente de Per igo (QP)
VGI

( IDT )

Mediana MedianaP95 P95Máx imo Máx imo
(µg/Kg 
pc/d ia )

DON

FB 1*

CIT*

ZEN

OTA

AOH**

10

9

-

-

-

24

14

-

VGI = Valores Guia de Ingestão; P90 = Percenti l 90; P95 = Percenti l 95; DON = Desoxinivalenol; ZEN = Zearalenona; OTA = Ocratoxina A; CIT = Citr inina; FB 1  = Fumoni-
sina B 1; AOH = Alternariol; IDT = Ingestão Diária Tolerável; 

*  Micotox inas com percentagem de amostras posi t ivas infer ior a 10% -  Ingestão Diár ia Prováve l e Quociente de Per igo determinado apenas para amostras posi t i-
vas (CIT, n=2; FB 1, n=7). % de par t ic ipantes que excederam IDT (QP > 1) não determinada.

** Quociente de Per igo não determinado por ausência de va lor de referência.

*** Dados obt idos num estudo em modelo animal (ratos).

* *** O va lor de Ingestão Semanal Toleráve l Prov isór ia (0,12 µg/Kg pc/semana) fo i d iv id ido por 7 para efetuar cá lcu lo do QP.

64%

72,3%

0,08%

0,5%

14,75%

9,6%

2,5%

8,3%

(18)

(25)

(26)

(27)

(23)

(22)

(28)

(29)

20

35

22

8

2

1

1

***

0,21

0,19

7,69

1,15

0,14

0,08

0,01

0,07

1,58

1,40

9,18

1,38

0,20

1,43

0,04

2,05

3,62

3,20

9,52

1,43

0,21

4,35

0,60

2,45

1,00

1,00

0,20

0,25

0,12****

-

0,21

0,19

7,69

1,15

0,70

0,32

0,27

-

1,58

1,40

9,18

1,38

1,01

5,70

2,18

-

3,62

3,20

9,52

1,43

1,04

17,39

35,10

-
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e são corroborados pela ocorrência de DON em diversos ali-

mentos consumidos em Portugal (5,6). 

A ingestão diária provável de ZEN determinada neste estudo 

foi 0,08 µg/Kg pc/dia (mediana). Considerando esta IDP, 24% 

dos participantes ultrapassaram a Ingestão Diária Tolerável 

estabelecida. Estes resultados são sugestivos de um padrão 

de exposição diferente dos restantes países europeus (31,32), 

sendo particularmente importante avaliar as possíveis conse-

quências desta realidade, recomendando-se a sua reavalia-

ção assim que estiverem disponíveis dados mais robustos de 

toxicocinética.

Relativamente à OTA foi determinada uma ingestão de

0,01 µg/Kg pc/dia (mediana) em que 14% dos participantes 

ultrapassaram a Ingestão Diária Tolerável. Apesar de se con-

siderar que existe alguma incerteza na conversão de con-

centrações urinárias de OTA em ingestão, este padrão de 

exposição já tinha sido anteriormente reportado em Espanha 

e Itália (15,32).

Por ausência de valores de referência estabelecidos para a in-

gestão de AOH bem como de dados de toxicocinética obtidos 

em estudos de intervenção em humanos, a caracterização do 

risco decorrente da exposição a AOH não foi determinada. No 

entanto, e dado o potencial de disrupção endócrina reportado 

anteriormente (33,34), recomenda-se a reapreciação do risco 

associado a esta exposição.  

Relativamente à CIT e FB1, a determinação da IDP foi apenas 

efetuada para as amostras positivas (CIT, n=2; FB1, n=7). Os 

resultados determinados para a ingestão diária de FB1, consi-

derando duas taxas de excreção diferentes, sugerem ambos 

uma exposição superior à Ingestão Diária Tolerável. No entan-

to, uma vez que a excreção urinária de FB1  é baixa e com 

elevada variabilidade inter-individual, a interpretação destes 

resultados deverá ser feita com precaução. Relativamente à 

CIT, um dos participantes excede ligeiramente o QP (1,05), 

mas dado que a taxa de excreção foi determinada em apenas 

dois indivíduos e com elevada variabilidade, a incerteza asso-

ciada deverá ser tida em conta na análise destes resultados.

_Conclusões

O presente estudo permitiu, pela primeira vez, avaliar a ex-

posição da população Portuguesa a micotoxinas, através de 

um estudo de biomonitorização humana e com a determina-

ção de 37 biomarcadores urinários de exposição a micoto-

xinas. Os resultados obtidos evidenciaram a exposição da 

população Portuguesa a seis micotoxinas (DON, ZEN, OTA, 

AOH, CIT e FB 1). Os resultados obtidos enfatizam a necessi-

dade da avaliação das possíveis consequências da exposi-

ção às micotoxinas consideradas, tendo em conta que uma 

percentagem considerável dos par ticipantes excede os va-

lores guia disponíveis para uma ingestão considerada como 

tolerável relativamente a três micotoxinas (DON, OTA e ZEN). 

No entanto, e atendendo às diferentes fontes de incer teza 

associadas ao presente estudo, em especial no que concer-

ne aos dados de excreção uti l izados, os resultados deverão 

ser analisados com precaução e reavaliados assim que es-

tejam disponíveis novos dados de toxicocinética.
 
O presente estudo contribui com dados que confirmam a ex-

posição da população Portuguesa a micotoxinas, sendo impe-

rativo esclarecer, em estudos futuros, quais os determinantes 

desta exposição.
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