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RESUMO  

 

As lactonas do ácido resorcílico (RALs) são a zearalenona (ZEA), o α-zearalenol (α-

ZEL), o β-zearalenol (β-ZEL), o zeranol (α-zearalanol, α-ZAL) e o taleranol (β-

zearalanol, β-ZAL), entre outras. Elas são metabólitos secundários de fungos que podem 

apresentar várias atividades biológicas. O zeranol, quando produzido sinteticamente, tem 

sido usado em bovinos como um promotor de crescimento estrogênico para melhorar a 

produção de carne, embora seja considerado ilegal em alguns países, entre estes o Brasil. 

A ZEA, produzida por fungos do gênero Fusarium, pode estar presente em grãos 

utilizados na alimentação animal e seu consumo faz com que as RALs, entre elas o 

zeranol, sejam excretados na urina. Para distinguir entre a contaminação natural de grãos 

e o uso ilegal do promotor estrogênico foi desenvolvida na União Europeia, uma equação 

matemática baseada em uma regressão linear com intervalo de predição de 99%. Com 

base nesses aspectos, os objetivos desse trabalho foram avaliar o comportamento, ao 

longo do tempo, das RALs na urina de bovinos que receberam alimentação contaminada 

com ZEA, implante de zeranol e a combinação de alimentação contaminada e implante. 

Para a pesquisa da presença e dos níveis de resíduos na urina dos animais foi utilizado 

um sistema de cromatografia líquida de alta eficiência acoplado a espectrometria de 

massas sequencial (LC-MS/MS). Os resultados demonstraram a presença de todas as 

RALs na urina dos animais que receberam alimentação contaminada e que receberam a 

combinação de contaminação e implante, sendo que ZEA, α-ZEL e β-ZEL somente foram 

detectadas e quantificadas enquanto a alimentação contaminada era oferecida. Para os 

animais que receberam o implante apenas zeranol e taleranol foram encontrados na urina. 

Foi concluído que a equação recomendada pela EU permitiu diferenciar a ingestão de 

alimentos naturalmente contaminados do abuso de zeranol, sendo, essa uma ferramenta 

importante para auxiliar na decisão de um resultado não conforme da presença de RALs 

na urina de bovinos. 

 

Palavras-chave: LC/MS-MS; micotoxinas; promotor de crescimento; segurança 

alimentar; zeranol 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT  

 

Resorcylic acid lactones (RALs) include zearalenone (ZEA), α-zearalenol (α-ZEL), β-

zearalenol (β-ZEL), zeranol (α-zearalanol, α-ZAL), and taleranol (β-zearalanol, β-ZAL), 

among others. They are secondary metabolites of fungi that may exhibit various 

biological activities. Zeranol, when produced synthetically, has been used in cattle as an 

estrogenic growth promoter to improve meat production, although it is considered illegal 

in some countries, including Brazil. ZEA, produced by fungi of the genus Fusarium, may 

be present in grains used in animal feed and its consumption causes RALs, including 

zeranol, to be excreted in the urine. To distinguish between natural contamination of 

grains and illegal use of estrogen promoters, a mathematical equation based on linear 

regression with a 99% prediction interval was developed in the European Union. Based 

on these aspects, the objectives of this study were to evaluate the behavior, over time, of 

RALs in the urine of cattle that received feed contaminated with ZEA, zeranol implant, 

and the combination of contaminated feed and implant. To investigate the presence and 

levels of residues in the urine of the animals, a high-performance liquid chromatography 

system coupled to sequential mass spectrometry (LC-MS/MS) was used. The results 

demonstrated the presence of all RALs in the urine of animals that received contaminated 

feed and that received the combination of contamination and implant, with ZEA, α-ZEL, 

and β-ZEL only being detected and quantified while the contaminated feed was offered. 

For animals that received the implant, only zeranol and taleranol were found in the urine. 

It was concluded that the equation recommended by the EU allowed differentiating the 

ingestion of naturally contaminated foods from the abuse of zeranol, and this is an 

important tool to assist in the decision of a non-compliant result of the presence of RALs 

in cattle urine. 

 

Key words: LC/MS-MS; mycotoxins; growth promoter; food safety; zeranol 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Em 2024, a produção de carne bovina no Brasil foi estimada em 11,1 milhões de 

toneladas (2º maior produtor mundial), o que representa um aumento de 24,1% em relação 

a 2023. Já as exportações totalizaram 2,89 milhões de toneladas, um aumento de cerca de 

26% em comparação com o ano anterior. O volume exportado movimentou US$ 12,8 

bilhões, cerca de 22% a mais do que em 2023 (ABIEC, 2025).  

Estes índices de produtividade estão diretamente ligados aos avanços tecnológicos 

no aprimoramento da genética, no manejo nutricional, no melhoramento das pastagens e 

no rigor com os aspectos sanitários, confirmando a eficiência do país como grande 

fornecedor de proteína animal ao mundo (EMBRAPA, 2023). Concomitantemente, o 

cenário mundial atual da produção de alimentos revela a preocupação dos consumidores 

quanto à qualidade e a segurança do alimento a ser consumido.  

No Brasil, a criação de bovinos é majoritariamente a pasto e, alternativas como 

sistemas de confinamento podem incrementar os resultados (Barbero et al., 2017). Um 

dos fatores que podem comprometer a qualidade dos grãos e silagens oferecidos aos 

animais em confinamento é atribuído principalmente à presença de fungos. Dentre estes, 

destacam os dos gêneros Fusarium, Aspergillus e Penicilium, que infectam e levam ao 

apodrecimento das plantas e mofamento dos grãos, resultando em perdas econômicas em 

razão da menor produtividade, qualidade e toxicidade (Berthiller et al., 2007). Se as 

condições forem favoráveis, estes fungos podem produzir micotoxinas durante a fase de 

desenvolvimento das culturas no campo, mas também continuar essa produção após a 

colheita, durante armazenamento e após o processamento, implicando em risco para todos 

os setores envolvidos na produção de alimentos (Oldenburg et al., 2017).  

A Zearalenona (ZEA), é uma micotoxina produzida por espécies do gênero 

Fusarium, classificada como uma Lactona do Ácido Resorcílico (RAL) não esteroidal. 

Ela é uma micotoxina que pode ser encontrada em grãos que contaminam as dietas de 

animais de produção como os bovinos, suínos e aves, produzida por F. graminearum, F. 

culmorum, F. equiseti e F. cerealis, que contaminam pastagens e grãos (Biscoto et al., 

2022). A sua formação nos grãos ocorre ainda na lavoura, mas também durante o 

processamento e armazenamento podendo contaminar rações, feno, silagem, gramíneas e 

forrageiras de pastoreio. Devido a sua semelhança química com o estrógeno, a ZEA e os 

seus metabólitos competem pelos mesmos receptores. Assim, quando ingerida, ainda que 

em pequena concentração, pode provocar distúrbios reprodutivos, especialmente em 
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fêmeas, como infertilidade, aborto, comportamento de cio persistente, imunossupressão, 

dentre outros, provocando prejuízos econômicos (Fink-Gremmels & Malekinejad, 2007).  

Após a ingestão por ruminantes, a ZEA é metabolizada em estágios sucessivos. 

Inicialmente, ZEA é reduzida pelas enzimas 3α e 3β-hidroxiesteroides desidrogenases 

que produzem α-zearalenol (α-ZEL) e β-zearalenol (β-ZEL) respectivamente. O α-ZEL 

por sua vez pode ser reduzido a α-ZAL (zeranol), enquanto o β-ZEL pode ser reduzido a 

β-ZAL (taleranol) (EFSA, 2017, Raí et al., 2019). Dessa maneira, zeranol e taleranol 

podem ocorrer naturalmente na urina e na bile de bovinos após o metabolismo da ZEA. 

Fusarium spp. produtores de ZEA também são capazes de formar os metabólitos α-ZEL 

e β-ZEL em pequenas quantidades, sendo esses, juntamente com ZEA, denominados 

Fusarium spp. toxinas (Zinedine et al., 2007).  

O zeranol é um agente anabólico semissintético, promotor de crescimento, usado 

legalmente em vários países. Devido à sua atividade estrogênica, o zeranol vem sendo 

comercializado em formulações sintéticas de uso veterinário. Entretanto, a restrição de 

vários países ao seu uso é devido ao perigo potencial para a saúde humana e a deficiência 

de metodologias analíticas suficientemente sensíveis para a detecção dos resíduos em 

carne para o consumo humano (Matraszek-Zuchowska et al., 2013). 

O uso de promotores do crescimento em bovinos é uma prática autorizada em 

vários países como Estados Unidos, Austrália e Nova Zelândia, que permitem o uso dos 

anabolizantes naturais (testosterona, progesterona e 17-β estradiol) e sintéticos (zeranol e 

acetato de trembolona) (FDA, 2025). No Brasil, a utilização desses hormônios em 

animais de produção é proibida desde 1961, e em 2011, essa condição foi mantida pela 

Instrução Normativa (IN) nº 55 do Ministério da Agricultura e Pecuária (MAPA) que 

também proíbe a importação, a produção, a comercialização e o uso de substâncias 

naturais ou artificiais com atividade anabolizante, ou mesmo outras substâncias dotadas 

dessa atividade, mas desprovidas de caráter hormonal (BRASIL, 2011). 

Devido à dificuldade para se distinguir a presença de zeranol proveniente de 

contaminação da alimentação animal resultante do metabolismo da ZEA ou proveniente 

da utilização do implante de anabolizante, a União Europeia (EU) financiou um programa 

intitulado “Zeranol Natural”, que objetivou estabelecer procedimentos para detecção do 

zeranol em amostras de urina de bovinos, equinos e suínos e avaliar os níveis dessa 

substância, dos metabólitos e da micotoxina, e assim, definir um critério para distinção 

entre contaminação e utilização do implante (Launay et al., 2004). 
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Nesse contexto, considerando a proibição ao uso de substâncias anabolizantes no 

país e ainda que existem grandes variações na capacidade de metabolização dos diferentes 

metabólitos da ZEA e daqueles utilizados com função anabólica como o zeranol, 

demonstra-se a necessidade de mais estudos utilizando metodologias instrumentais 

validadas, a fim de evidenciar a relação entre a contaminação acidental e o uso 

intencional. 

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

 

Os objetivos deste estudo foram determinar o comportamento dos metabólitos da 

ZEA após fornecer milho contaminado com Fusarium spp. toxinas e/ou zeranol (uso de 

implante) ao longo do tempo, na urina bovina e também aplicar a equação recomendada 

pelo Laboratório de Referência da União Europeia para Promotores de Crescimento 

(EURL) para discriminar entre a contaminação natural da dieta e o uso ilegal do promotor 

de crescimento. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

• Estabelecer, em detalhes, o perfil metabólico da ZEA e dos seus 

metabólitos: α-ZEL, seu isômero β-ZEL, α-ZAL (zeranol) e seu isômero 

β-ZAL (taleranol) na urina de bovinos tratados com milho contaminado 

com ZEA e que receberam implantes de zeranol de três maneiras: 

alimentação contaminada com ZEA; implante de zeranol; e a combinação 

de alimentação contaminada com ZEA mais implante de zeranol. 

• Avaliar o período de depleção dessas substâncias na urina de bovinos. 

• Estudar se o modelo matemático proposto pelo EURL para avaliar o uso 

ilegal de zeranol pode ser usado para decidir sobre a contaminação natural 

com a micotoxina ZEA ou o uso ilegal de zeranol como promotor de 

crescimento. 
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3.  REVISÃO DE LITERATURA 

 

A dinâmica dos sistemas produtivos de grãos no Brasil torna favorável a 

ocorrência de fungos nas culturas semeadas em sucessão. Essa contaminação pode variar 

de acordo com a qualidade das sementes plantadas, condições ambientais, tais como 

temperatura, umidade relativa do ar e atividade de água do substrato, colheita precoce ou 

tardia, grãos processados com umidade alta, armazenamento inadequado e métodos de 

processamento na unidade de beneficiamento. Dessa forma, fungos filamentosos podem 

estar associados aos grãos causando deterioração e com potencial para produção de 

micotoxinas, comprometendo a qualidade desta matéria-prima (CAST, 2003). 

 

3.1. O gênero Fusarium 

 

Fusarium é um gênero fitopatogênico diverso e cosmopolita de fungos 

filamentosos do filo Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem Hypocreales, família 

Nectriaceae. Os seus membros representam um dos mais importantes grupos de 

patógenos que afetam a agricultura mundial. Eles apresentam uma alta diversidade 

morfológica, fisiológica e ecológica, ocorrendo na maioria dos nichos ecossistêmicos, 

amplamente distribuídos no solo, constituindo membros relativamente abundantes da 

microbiota do solo das regiões temperadas e subtropicais onde persistem na forma de 

micélio ou como clamidósporos (esporos dormentes). Sua abrangência inclui de 

saprofitismo, produção de micotoxinas em cereais, e patógenos facultativos de uma ampla 

gama de culturas, e podem, por esta via, entrar na cadeia alimentar e afetar a saúde de 

pessoas e animais (Barreto, 2018). 

O gênero Fusarium possui cerca de vinte espécies e nele contem espécies 

potencialmente produtoras de diversas micotoxinas (Biscoto, 2022). A importância desse 

gênero foi retratada por Dean et al., (2012), e F. graminearum e F. oxysporum são 

associados entre os dez mais importantes patógenos, científica e economicamente. 

Apesar do fato de várias espécies de Fusarium spp. poderem estar implicadas em 

doenças de plantas, algumas merecem atenção especial pelo potencial de contaminação 

dos grãos, como F. graminearum (cuja forma sexuada é Gibberella zeae), F. avenaceum 

(cuja forma sexuada é G. avenacea), F. culmorum, F. verticillioides (anteriormente 

classificado como F. moniliforme), F. roseus, F. tricinctum e F. nivale. Estes fungos, 

quando em condições favoráveis, podem estar presentes em grãos como milho, soja, 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Sordariomycetes
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amendoim, além de algodão, sorgo, trigo, centeio, aveia, arroz, cevada, contaminando 

estes alimentos e produzindo toxinas (Uhlig et al., 2007).  

 

3.2. Fusarium spp. toxinas 

 

O gênero Fusarium tem uma faixa de temperatura ótima para o seu 

desenvolvimento situada entre 20 a 25 ºC. Contudo, suas toxinas são produzidas em 

temperaturas baixas, isto significa que o Fusarium spp. produz as micotoxinas sob o efeito 

de choque térmico, principalmente com alternância das temperaturas diurna e noturna 

(Neme & Mohammed, 2017). As principais Fusarium spp. toxinas que afetam os grãos 

de milho e sorgo são as fumonisinas, a ZEA, os tricotecenos (que são o maior grupo de 

micotoxinas conhecidos), o ácido fusárico e a moniliformina (Mallmann & Dilkin, 2007; 

Marin et al., 2013). 

Diversos tipos de Fusarium spp. toxinas podem estar presentes em um ingrediente 

particular ou em rações comerciais. Em geral, combinações de toxinas deste gênero 

resultam em efeitos aditivos; interações de sinergismo e/ou potencialização e representam 

grande preocupação para a saúde e produtividade dos animais domésticos (Alexander et 

al., 2011).  

Segundo Marin et al. (2010), na produção das micotoxinas, destacam-se F. 

verticillioides (F. moniliforme), espécie que pode contaminar os grãos de milho em pré e 

pós-colheita, produzindo fumonisinas sob condições abióticas; e F. graminearum, 

contaminante de milho e trigo, produzindo a ZEA. 

 

3.3. Zearalenona 

 

A micotoxina ZEA é um metabólito fúngico xenoestrogênico não esteroide, 

quimicamente classificada como lactona macrocíclica, derivada do ácido resorcílico, que 

pode ser encontrada em diferentes cereais e recursos forrageiros utilizados na alimentação 

animal como rações e volumosos produzidas a partir de grãos contaminados (Altomare 

at al., 2021).  
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3.3.1. Estrutura química 

 

A nomenclatura química da ZEA é o 6-(10-hidróxi-6-oxo-trans-1-undecenil)-b-

ácido resorcíclico lactona, e a sua estrutura química encontra-se representada na Figura 

1. Trata-se de um sólido cristalino incolor com ponto de fusão de 164-165°C, o que indica 

ser muito resistente a condições normais de processamento de ração e dificilmente 

destruída. ZEA é ligeiramente solúvel em água sendo mais solúvel em acetona, éter, 

benzeno, álcoois e álcalis aquosos. A sua degradação só foi observada em temperaturas 

extremamente altas ou em um ambiente alcalino, o que a torna termoestável durante o 

armazenamento, moagem, processamento e distribuição (Neme & Mohammed, 2017). 

 

Figura 1. Estrutura química da ZEA 

 

 

Fonte: Pitt et al. (2012) 

 

3.3.2. Aspectos epidemiológicos 

 

A ZEA é produzida principalmente por espécies do gênero Fusarium como F. 

graminearum e F. culmorum, em maior quantidade, mas também por F. sporotrichioides, 

F. crookwellense, e F. cerealis. A denominação zearalenona provém do fungo 

“Gibberella zeae” (forma sexuada do F. graminearum), produtor dessa micotoxina. As 

espécies de Fusarium spp. produtoras de ZEA podem ser encontradas em regiões de 

climas temperados e o seu crescimento é influenciado diretamente por condições 

ambientais, determinadas pela variação entre umidade, temperatura, oxigênio e pH 

(Malekinejad et al., 2006).  

A produção da ZEA é favorecida em temperaturas ambientais na faixa de 10°C 

(10 ± 5°C) sendo de 5 a 8 °C a faixa de temperatura ideal de sua produção, faixa esta não 

muito encontrada na maioria das regiões produtoras de grãos no Brasil, com exceção da 

região sul. A faixa de umidade relativa ideal para a produção de ZEA deve ser superior a 

25%. Essa toxina é normalmente encontrada em baixas concentrações no campo, mas o 
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Fusarium spp. aumenta a sua produção sob condições de armazenamento entre 30 a 40%. 

Oscilações térmicas favorecem o crescimento fúngico em temperaturas mais altas, 

enquanto metabolismo para produção da toxina é desencadeado em temperaturas mais 

baixas. Dessa forma, a ocorrência de contaminação por ZEA torna-se mais comum em 

estações de alta umidade, acompanhadas de temperaturas amenas, especialmente em 

culturas de inverno (Grupta, 2007; Neme & Mohammed, 2017; Custódio, 2018). 

Segundo Zinedine et al., (2007), os fungos que produzem a ZEA também são 

capazes de formar α-ZEL e β-ZEL, porém, em doses inferiores quando comparadas à 

biotransformação que ocorre no organismo animal. Segundo Berthiller et al. (2013), as 

plantas também podem alterar a estrutura química das micotoxinas como parte de sua 

defesa contra xenobióticos e são capazes de formar α-ZEL e β-ZEL a partir da ZEA. 

 

3.3.3. Formas de contaminação 

 

Os principais cereais susceptíveis a ZEA são milho, trigo, cevada, arroz, sorgo e 

centeio dentre outros. A contaminação dos alimentos por esta micotoxina é causada de 

forma direta nos grãos, ou pela transição da micotoxina e seus metabólitos em tecidos 

animais, leite e ovos após a ingestão de ração contaminada. Assim, o risco de exposição 

à ZEA está intimamente relacionado aos níveis de contaminação dos alimentos e à 

proporção de grãos na dieta (Zinedine et al., 2006).  

A presença de ZEA na ração é inevitável e, por ser um metabólico tóxico 

contaminante natural dos alimentos, a ingestão pelos animais torna-se preocupante. Sem 

um controle efetivo da integridade dos alimentos (ração, forragem e volumosos) o 

problema pode se estender por longos períodos (Maia et al., 2021).  

 

3.3.4. Biotransformação e excreção 

 

O metabolismo da ZEA resulta em cinco metabólitos: α-ZEL, β-ZEL, zeranol, 

zearalanona (ZAE) e taleranol, sendo que, em alguns casos, os seus metabólitos têm 

toxicidade mais acentuada (Kinani et al., 2008). Assim, a extensão do seu metabolismo 

varia de acordo com as espécies, já que diferentes espécies animais reagem de modo 

diferente aos seus efeitos tóxicos, o que está relacionado com a biotransformação hepática 

desta micotoxina, mas também pela capacidade de conjugação com outras substâncias 

(Fink-Gremmels, 2008).  
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De maneira geral, após ser ingerida, a ZEA é rapidamente absorvida e 

metabolizada e os seus metabólitos já podem ser detectados no sangue cerca de 30 

minutos após a ingestão. A absorção da ZEA ocorre na mucosa do intestino delgado 

(porção duodenal) e chega ao fígado, o principal local do seu metabolismo. Essa 

biotransformação pode ocorrer em duas fases: na Fase 1, ou fase não sintética, ocorre a 

hidroxilação e na Fase 2, ou fase sintética, ocorre a conjugação (Malekinejad et al., 2006; 

Marin et al., 2010).  

A hidroxilação da ZEA ocorre no fígado e é catalisada pelas enzimas redutoras 3α 

e 3β-hidroxiesteroides-desidrogenases (HSD). O mecanismo de ação de ambas na 

biotransformação da ZEA em animais ainda não é totalmente elucidado; porém, sabe-se 

que 3α e 3β-HSDs estão presentes em vários órgãos e são responsáveis pelo metabolismo 

dos hormônios esteroides. Assim, em exposição prolongada no organismo, a ZEA 

compete com os hormônios esteroides por servir de substrato a essas enzimas. Nesta fase 

de hidroxilação, a ZEA é transformada pela 3α e 3β-HSDs em dois metabólitos 

primários: α-ZEL e β-ZEL, respectivamente.  Em seguida, ambos os metabólitos são 

novamente reduzidos a zeranol e taleranol, respectivamente. Estes últimos metabólitos 

podem ser convertidos a ZAE; porém, a ZEA também pode ser diretamente reduzida a 

ZAE. Esta rota foi demonstrada por muitos autores em várias espécies, como nos ratos, 

suínos e aves (Malekinejad et al., 2006; Silveira, 2017). A biotransformação da ZEA é 

representada esquematicamente na Figura 2.  

 

Figura 2. Representação dos metabólitos e principais enzimas envolvidas na biotransformação da ZEA 

 
Fonte: Adaptado de Marin et al., (2010) 
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Na conjugação (também chamada de glucuronidação), a ZEA e seus metabólitos 

são conjugados com ácido sulfônico ou ácido glicurônico, inativando-os, e em seguida 

catalizados pela enzima Uridina-difosfato-glucuronil-transferase (UDFGT), tornando 

ZEA e seus metabólitos mais solúveis. Depois da conjugação eles são eliminados na bile, 

urina e fezes. Uma porção pode retornar ao intestino delgado (duodeno) pela bile, e uma 

vez que os compostos conjugados de ZEA percorrem o intestino delgado, parte é 

excretada nas fezes e outra fração é reabsorvida pelas células da mucosa intestinal e entra 

novamente no pela através da circulação sistémica via veia porta, formando um ciclo 

conhecido com circulação entero-hepática (Figura 3). A quantidade da enzima UDFGT 

no organismo de cada espécie animal é variável, assim como, consequentemente, também 

será variável a capacidade de conjugação e eliminação de toxinas por cada espécie (Fink-

Gremmels & Malekinejad, 2007). 

 

Figura 3. Metabolismo da ZEA no organismo (Circulação entero-hepática)

 

Fonte: Malekinejad et al., (2006) 

 

De forma geral, os metabólitos da ZEA podem ser excretados pela da urina e fezes 

como compostos livres ou conjugados; porém, os metabólitos conjugados são mais 

polares e, portanto, mais prontamente excretados pela urina e pela bile. Dessa foram, o 

perfil metabólico na urina e nas fezes é significativamente diferente entre as espécies 

(Fink-Gremmels, 2008; Minervini & Dell’Aquila, 2008).  
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3.3.4.1. Metabolismo em ruminantes 

 

De forma geral os ruminantes são considerados mais resistentes aos efeitos 

adversos das micotoxinas quando comparados a outros animais. Essa condição ocorre 

porque a microbiota ruminal atua como uma primeira linha de defesa contra as toxinas 

proporcionando uma capacidade de biotransformar as micotoxinas em outros compostos, 

considerados menos tóxicos. Contudo, nem todas as micotoxinas são inativadas no 

rúmen, além disso, alguns microrganismos ruminais sofrem efeitos severos da ação 

antibiótica das micotoxinas. O impacto de cada tipo de micotoxina nos ruminantes 

também depende de outros fatores, como idade, raça, sexo, quantidade e tipo de 

micotoxina ingerida, além do estado imunológico do animal. No caso da ZEA essa 

capacidade não resulta em detoxificação pelo fato da sua metabolização ocorrer no fígado 

e intestino dos bovinos (Fink-Gremmels, 2008; Zain, 2011). 

A partir da ingestão da ZEA, os ruminantes iniciam a biotransformação no rúmen, 

seguida pela absorção no intestino delgado (duodeno) e metabolização no fígado, onde 

ocorre a redução do grupo cetona na posição C-8 formando os 5 compostos: α-ZEL, β-

ZEL, zeranol, taleranol e ZAE. Em seguida, prossegue o metabolismo destes compostos 

através da circulação entero-hepática, e excreção através da urina e fezes. Assim como a 

ZEA, a estrutura química dos seus cinco metabólitos também é semelhante ao estrógeno 

endógeno, portanto, ligam-se aos receptores de estradiol na ausência ou na baixa presença 

de estrogênio, resultando em alterações morfológicas e biológicas nos órgãos 

reprodutivos (Silveira, 2017).  

As duas principais moléculas resultantes desse processo metabólico (zeranol e 

taleranol) podem ser 60 e 0,2 vezes mais estrogênicas, respectivamente. Embora a maior 

parte da ZEA permaneça inalterada no rumem, a maior parcela do que é degradado nesse 

ambiente se converte em α-ZEL e a estrogenicidade aumenta. Assim, se o alimento estiver 

contaminado a passagem pelo rúmen faz com que a ZEA continue sendo ou se torne ainda 

mais estrogênica, portanto, mais nociva. Entretanto, nos bovinos, ao final de todo o 

processo de biotransformação hepático, a ZEA é predominantemente convertida em β-

ZEL, mais que α-ZEL. Por esse motivo, apesar da nocividade, ruminantes apresentam 

maior resistência aos efeitos deletérios da ZEA quando comparados a outros animais de 

produção, que tem o α-ZEL como principal metabólito da biotransformação da ZEA 

(Fink-Gremmels & Malekinejad, 2007; Kinani et al., 2008). 
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Em ruminantes, o α-ZEL, metabólico hidroxilado da ZEA, também pode ser 

convertido em zeranol por meio da hidrogenação no rúmen. Este último metabólito é um 

hormônio estrogênico, sendo considerado como um disruptor endócrino (substância 

química que pode interferir no sistema hormonal) (Silveira, 2017).  

 

3.3.5. Mecanismo de ação 

 

A ação de ZEA, e dos seus metabólitos é sistêmica. Devido a sua estrutura e de 

seus metabólitos serem flexíveis e semelhante aos estrógenos naturais (17β-estradiol, 

estriol e estrona) (Figura 4), eles se ligam competitivamente nos receptores estrogênicos 

(RE). Existem dois subtipos de receptores estrogênicos: RE-α e RE-β, aos quais a ZEA, 

o α-ZEL e o β-ZEL possuem diferentes graus de afinidade. O metabólito α-ZEL é o que 

possui maior afinidade aos RE e sua afinidade chega a ser 10-20 vezes superior possuindo 

maior potencial estrogênico quando comparado a ZEA e 100 vezes superior que a 

afinidade entre RE e β-ZEL (Upadhaya et al., 2010; Marczuk et al., 2012).  

 

Figura 4. Estrutura química dos estrógenos naturais 

 

Fonte: Adaptado de Reis Filho et al. (2005) 

 

Após a ligação de ZEA e seus metabólitos aos sítios de receptores do estrógeno, 

inicia-se a estimulação estrogênica ocorrendo um transtorno endócrino que tem como 

órgãos alvo o útero, tecido mamário, hipotálamo, hipófise e ovários provocando efeitos 

hiperestrogênicos (Pitt et al., 2013).  

 

3.3.6. Sinais clínicos em bovinos 

 

Como consequência da estimulação estrogênica provocada pela exposição a ZEA 

e seus metabólitos, a sintomatologia clínica em bovinos varia de acordo com a categoria 

e o estado produtivo, afetando principalmente as fêmeas bovinas jovens podendo ocorrer 
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comportamento típico de cio, mesmo se a fêmea não estiver em estro, como por exemplo, 

em vacas prenhes. Já a exposição contínua dos animais à ZEA leva a alterações 

patológicas no sistema reprodutivo, causando diminuição dos índices de fertilidade em 

fêmeas e machos (Danicke et al., 2005; Bretas, 2018).  

Outros sinais clínicos observados são o aparecimento de cistos foliculares, 

aumento prematuro do úbere e falso cio, tornando muito mais difícil viabilizar a gestação 

das fêmeas durante o verdadeiro cio. O resultado é percebido pelo aumento do intervalo 

entre partos, causando importantes perdas econômicas, uma vez que, quanto mais tempo 

as matrizes demoram a emprenhar, maiores são as chances de ser descartadas do rebanho 

(Silvia et al., 2002; Pang et al., 2016).  

As fêmeas bovinas também podem apresentar secreção vaginal, vulvovaginite, 

edema de glândula mamária, vulva e útero, além de prolapso uterino, vaginal e de reto. A 

ovulação, implantação e a gestação podem ser acometidas com a morte embrionária e 

aborto, bem como redução na produção de leite (D’Mello, 1999; Gallo et al., 2015).  

O consumo prolongado de dietas contaminadas com micotoxinas pode causar 

intoxicação subaguda ou crônica em bovinos e as consequências diretas da intoxicação 

causam redução do consumo de matéria seca, baixa conversão alimentar, redução no 

ganho de peso, ocorrência de doenças, problemas reprodutivos e perdas econômicas 

(Vedovatto et al., 2020). 

 

3.4. Zeranol  

 

O zeranol é um hormônio estrogênio não esteroidal, semi-sintético, utilizado como 

promotor de crescimento (agente anabólico) que pode ser produzido em escala industrial 

em laboratórios farmacêuticos a partir do metabolismo da micotoxina ZEA purificada. 

Por outro lado, zeranol também pode ocorrer na ração animal pela contaminação acidental 

por fungos do gênero Fusarium spp. e produção de ZEA (Malekinejad et al., 2006).  

 

3.4.1. Estrutura química 

 

O zeranol é classificado como uma lactona do ácido resorcílico obtido da ZEA 

produzida pelo fungo Gibberella zeae, em escala comercial (Malekinejad et al., 2006; 

Fink-Gremmels & Malekinejad, 2007). A estrutura química do zeranol é o ácido 2,4-di-

hidroxi-6-(6α,10-di-hidroxiundecil) benzóico μ-lactona (Figura 5). 
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Figura 5. Estrutura química do zeranol 

 

Fonte: Pitt et al. (2012) 

 

3.4.2. Indicação de uso 

 

O zeranol tem atividade estrogênica e anabólica e vem sendo comercializada em 

formulações sintéticas de uso veterinário sendo utilizada livremente por muitos países 

dentro de uma prática produtiva. Como agente anabólico, ela melhora a eficiência 

metabólica e consequente aumento do ganho de peso vivo, do peso da carcaça e do 

percentual de carne em determinadas espécies, incluindo bovinos (Makinde et al., 2020; 

Ropejko & Twaruzek, 2021; Arrizabalaga-Larrañaga, 2023). 

 

3.4.3. Biotransformação e excreção 

 

Quando utilizado na forma de implantes subcutâneos, o zeranol é absorvido 

lentamente pela corrente sanguínea e, no organismo do animal, as maiores concentrações 

de resíduos de anabolizantes são encontradas no local de administração, na bile, nas fezes 

e na urina, enquanto concentrações medianas podem ser encontradas no fígado e nos rins 

e as menores concentrações nos músculos e gordura (Salvat et al., 2015).  

O metabolismo do zeranol indica a interconversão com dois dos seus metabólitos: 

o taleranol e a ZAE, pela possibilidade de reações químicas reversíveis e contínuas, 

conforme indicado na Figura 6 (Kleinova et al., 2002). 

 

Figura 6. Interconversão metabólica do zeranol e seus metabólitos (taleranol e ZAE) 

 

Fonte: Adaptado de Kennedy et al., (1998) 
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3.4.4. Toxicidade 

 

Devido à sua atividade estrogênica, o uso do zeranol como melhorador de 

desempenho, pode causar distúrbios metabólicos e reprodutivos em ruminantes e, 

consequentemente, em humanos, pelo consumo de alimentos de origem animal 

contaminados. Por esse motivo, vários países têm restrição ao seu uso devido ao perigo 

potencial para a saúde (Duarte et al., 2002).  

 

3.4.5. Apresentações comerciais 

 

Os implantes de zeranol são normalmente feitos de um pó que é comprimido em 

um pequeno pellet, o qual é implantado sob a pele, na parte de trás da orelha do animal. 

Cada tipo ou marca de implante tem um aplicador específico, conhecido como pistola de 

implante, que é usado para administrar adequadamente o medicamento. 

 

3.5. Resíduos em produtos de origem animal 

 

A preocupação com o consumo de alimentos com potencial risco a saúde humana 

leva toda a cadeia produtiva a ter uma atenção maior na etapa de produção animal. A 

contaminação por ZEA ou o uso abusivo de zeranol podem deixar resíduos nos produtos 

de origem animal e a presença desses nos alimentos tem potencial para ocasionar 

diferentes reações adversas na saúde humana, dentre elas a ocorrência de quadros clínicos 

envolvendo o sistema endócrino e reprodutivo. Tais conhecimentos tornam-se bastante 

relevantes no que diz respeito à saúde pública e às relações internacionais de comércio 

(Zhang et al., 2009; Zhao et al., 2015). 

No caso do zeranol, devido a sua proibição em muitos países, a sua presença pode 

gerar grandes impactos em toda a cadeia produtiva animal envolvida, desde impactos 

econômicos, como embargos para mercados e penalizações para os produtores, além dos 

impactos na saúde pública, como os possíveis danos à saúde humana quando são 

alimentados com carne ou leite contendo resíduos desta substância (Kootstra et al., 2007).  
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3.6. Regulamentação sobre a presença de micotoxinas em produtos de origem 

animal 

 

A avaliação da qualidade dos produtos agrícolas no que se refere à contaminação 

com micotoxinas é de grande importância para a saúde pública pelo risco que representa 

o consumo dos alimentos contaminados. Para proteger a saúde humana e animal dos 

efeitos tóxicos das micotoxinas e defender interesses econômicos, muitos países 

estabelecem níveis máximos permitidos para esses contaminantes, que são os Limites 

para Tomada de Medida (LTM) para cada micotoxina. O LTM é baseado em pesquisas 

científicas sobre os efeitos dessa toxina para a saúde humana e animal e é estabelecido 

em regulamentações e parâmetros considerados seguros para a ingestão dos alimentos. 

Dessa forma, a quantidade de uma determinada micotoxina que uma espécie pode ser 

exposta sem representar um risco significativo para a sua saúde é que define seu LTM 

(Sartori, 2015; EFSA, 2018). 

No caso das micotoxinas, o desenvolvimento e o aperfeiçoamento de métodos 

analíticos rápidos e precisos para a sua determinação em alimentos devem ser constantes, 

a fim de adequá-los às exigências das análises de rotina, e principalmente para atender 

aos LTM. O avanço do conhecimento sobre os efeitos negativos das micotoxinas e 

também a implantação de métodos analíticos cada dia mais sensíveis, faz com que os 

valores de LTM sejam cada vez mais baixos, visando assegurar alimentos com níveis 

menores de contaminantes (Moretti et al., 2017; Soares et al., 2018).  

Os LTM para micotoxinas são determinados por órgãos regulatórios, como o 

Codex Alimentarius, o Comitê de Produtos Alimentares da Agência Europeia de 

Medicina (EMEA) e também pelo Joint Expert Committee on Food Additives (JECFA), 

conselho científico da Organização Mundial de Saúde (WHO), e da Organização das 

Nações Unidas para a Alimentação e a Agricultura (FAO), ambos ligados à Organização 

das Nações Unidas (ONU). Todos esses órgãos são responsáveis em avaliar, 

internacionalmente o risco e, dessa forma, o monitoramento de resíduos é obrigatório em 

animais produtores de alimentos (Diretiva do Conselho, 1996; Brasil, 2011, WHO, 2002). 

No Brasil, cabe a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), vinculada 

ao Ministério da Saúde (MS), estipular os LTM para micotoxinas em alimentos diversos. 

No caso de não estarem estabelecidos, a ANVISA utiliza os constantes nas Diretivas da 

União Europeia, os internalizados no MERCOSUL, os recomendados pelo Codex 

Alimentarius, ou ainda, os adotados pelo Food and Drug Administration (FDA). Cabe 
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também ao Ministério da Agricultura e Pecuária (MAPA), pelo do Plano Nacional de 

Controle de Resíduos e Contaminantes em Produtos de Origem Animal (PNCRC), 

monitorar a presença e a violação desses níveis de LTM para resíduos e contaminantes. 

 

3.6.1. Plano Nacional de Controle de Resíduos e Contaminantes em 

Produtos de Origem Animal (PNCRC) 

O PNCRC Animal é uma ferramenta de gerenciamento de risco que tem o objetivo 

de promover segurança química dos alimentos de origem animal produzidos no Brasil. A 

principal base legal do programa é a IN nº 42, de 20 de dezembro de 1999 da Secretaria 

de Defesa Agropecuária (SDA) (BRASIL, 1999). 

No âmbito do PNCRC são elaborados planos anuais de coleta de amostras para 

análises de ovos, leite e mel encaminhados para processamento e animais encaminhados 

para abate em estabelecimentos sob inspeção federal. Os testes incluem ampla gama de 

drogas veterinárias autorizadas (para as quais é testado o atendimento dos limites 

aplicáveis) e proibidas (incluindo hormônios), agrotóxicos, contaminantes inorgânicos, 

micotoxinas e dioxinas (BRASIL, 2023).  

As amostras são coletadas pelo Serviço de Inspeção Federal (SIF) de lotes de 

animais e produtos de uma única origem, o que permite a rastreabilidade da propriedade 

rural de procedência. As análises são realizadas em laboratórios da Rede Nacional de 

Laboratórios Agropecuários, composta pelos Laboratórios Federais de Defesa 

Agropecuária (LFDA) e laboratórios públicos/privados credenciados pelo MAPA. Em 

caso de violação são instaurados subprogramas de investigação que inclui a fiscalização 

da propriedade rural de origem do lote amostrado para identificação das causas da 

violação, aplicação de eventuais sanções administrativas e controle do risco de novas 

violações (BRASIL, 2023).  

Devido à dificuldade para se distinguir a presença de zeranol proveniente da 

contaminação da ração animal com a presença da ZEA proveniente da utilização do 

implante de anabolizante, o PNCRC inclui a pesquisa comparativa de ZEA e de quatro 

dos seus metabólitos: α-ZEL, β-ZEL, zeranol e taleranol dentro do escopo de pesquisa 

para anabolizantes (BRASIL, 2023). 

Em um histórico de resultados do programa de monitoramento do PNCRC/Animal 

dos últimos cinco anos (2019 a 2023) não houve violações para a presença de zeranol em 

nenhuma amostra de espécie ou matriz analisada; porém o programa de monitoramento 

https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/inspecao/produtos-animal/plano-de-nacional-de-controle-de-residuos-e-contaminantes/documentos-da-pncrc/instrucao-normativa-sda-n-o-42-de-20-de-dezembro-de-1999.pdf
https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/inspecao/produtos-animal/plano-de-nacional-de-controle-de-residuos-e-contaminantes/documentos-da-pncrc/instrucao-normativa-sda-n-o-42-de-20-de-dezembro-de-1999.pdf
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detectou nessas análises violações abusivas para o zeranol em amostras de urina de 

bovinos em anos anteriores como em 2016 (uma amostra dentre 262), 2017 (duas 

amostras dentre 602) e 2018 (duas amostras dentre 612) (BRASIL, 2023).  

 

3.6.2. Legislação para matérias-primas alimentares 

 

O Brasil não possui regulamentação para micotoxinas em alimentação animal, e 

por isso a legislação da EU é muito utilizada como parâmetro, por ser bastante completa 

(Biscoto, 2022). O Regulamento 319/2016 de 29 de julho de 2016 da Comissão Europeia 

estabeleceu valores de orientação para DON, fumonisinas B1 e B2, ocratoxina A, T-2 

toxina e ZEA nos produtos destinados a alimentação animal. A Tabela 1 apresenta os 

valores de orientação estabelecidos para a micotoxina ZEA em produtos e matérias-

primas para alimentação animal (EU, 2016).  

 

Tabela 1. Valores de orientação estabelecidos para ZEA para produtos e matérias-primas para alimentação 

animal   

Produtos e matérias-primas para alimentação 

animal 

Valor de orientação em µg.kg-1 de alimento 

para animais (teor de umidade de 12 %) 

Cereais e produtos à base de cereais com exceção dos 

subprodutos do milho 
 

 

2000 

Subprodutos do milho 3000 

Alimentos compostos para leitões, marrãs (porcas 

jovens), cães e gatos jovens para reprodução 

 

100 

Alimentos compostos para cães e gatos adultos (exceto 

reprodução) 

200  

Alimentos compostos para marrãs e suínos de engorda 250 

Alimentos compostos para vacas leiteiras, ovelhas 

(incluindo borregos) e cabras (incluindo cabritos) 

 

500 

Fonte: Regulamento nº1319 (EU, 2016) 

 

3.7. Métodos analíticos para a pesquisa de resíduos e contaminantes 

 

Nos últimos anos, foi observado o desenvolvimento de novos métodos analíticos, 

visando à determinação de resíduos de drogas e contaminantes em alimentos. Estes 

avanços tiveram como objetivo a substituição dos métodos tradicionais de análise de 

resíduos que apresentavam como característica a morosidade de suas diversas etapas e o 
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emprego de grandes volumes de solvente, além do alto custo. No tocante às micotoxinas, 

vários métodos de análise foram usados para aumentar a sensibilidade e a precisão da 

detecção destes contaminantes em alimentos (Keskin & Eyupoglu, 2023).  

Para a pesquisa e estudo da presença de resíduos de medicamentos veterinários e 

contaminantes em produtos de origem animal, em conformidade com a legislação 

vigente, é imprescindível a disponibilidade de métodos rápidos, confiáveis e sensíveis. 

Para serem eficientes, esses métodos devem apresentar alta seletividade e especificidade, 

além de serem executados por laboratórios com adequada capacidade técnica e analítica 

(Silveira, 2017). 

As metodologias analíticas utilizadas para a determinação de substâncias tóxicas 

em alimentos devem ser capazes de quantificar os analitos em concentrações muito 

baixas, assim como identificá-los de maneira inequívoca. A presença de resíduos e 

contaminantes pode ser detectada por diversos métodos analíticos, dentre os quais se 

destacam os ensaios físico-químicos que utilizam técnicas cromatográficas acopladas à 

espectrometria de massas (Paschoal et. al., 2008).  

 

3.7.1. Cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas 

sequencial com extração por QuEChERS 

 

A técnica de cromatografia líquida oferece maior seletividade e sensibilidade além 

de baixo tempo de análise, tratando-se de uma das técnicas analíticas mais utilizadas e de 

melhor desempenho. Essa técnica possibilita análises de múltiplos resíduos em um 

mesmo método, em pequenas concentrações (µg/kg-1), permitindo a confirmação 

inequívoca da identidade molecular do analito, além de possuir a opção de uso de padrões 

internos (Krska et al., 2008).  

A cromatografia líquida pode ser combinada a diferentes sistemas de detecção. O 

acoplamento de um cromatógrafo com o espectrômetro de massas combina as vantagens 

da cromatografia (alta seletividade e eficiência de separação) com as vantagens da 

espectrometria de massas (obtenção de informação estrutural, massa molar e aumento 

adicional da seletividade) (Chiaradia et al., 2008). 

A possibilidade da análise sequencial, também conhecida como Cromatografia 

Líquida associada à Espectrometria de Massas sequencial (LC-MS/MS), que, ao invés de 

empregar apenas um analisador de massas para separar os íons de mesma razão m/z 

gerados na fonte de ionização, utiliza dois estágios de espectrometria de massas (EM1 e 
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EM2), no qual um deles tem a finalidade de isolar o íon de interesse, e o outro é usado 

para estabelecer uma relação entre o íon isolado e outros íons gerados a partir da sua 

decomposição induzida. Este procedimento favorece ainda mais a elucidação estrutural 

da molécula, uma vez que aumenta a detectabilidade do analito e reduz a interferência 

espectral de outros compostos presentes na matriz, já que os íons fragmentados formados 

são característicos para cada composto (Ardrey, 2003; El-Aneed et al., 2009). 

A LC-MS/MS possibilita a obtenção de informações estruturais acerca do analito, 

o que assegura sua identificação com maior exatidão do que quando ela é feita apenas 

com base nas características do tempo de retenção dos compostos analisados, como ocorre 

nas outras técnicas de detecção cromatográficas. Além disso, quando existem compostos 

que não podem ser totalmente separados pela técnica cromatográfica empregada, é 

possível detectá-los individualmente se possuírem diferentes massas molares ou gerarem 

diferentes espectros de massas, tornando-se, assim, a técnica de escolha para análise de 

resíduos de medicamentos e contaminantes em alimentos (Lima, 2016; Pastore, 2018). 

O método de extração e preparo de amostras denominado QuEChERS (Quick, 

Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe), proposto por Anastassiades et al. (2003), 

possibilita a extração e isolamento da matriz de interesse em poucas etapas, com 

quantidade mínima de solvente, empregando métodos cromatográficos acoplados à 

espectrometria de massas. Esse método surgiu para superar limitações existentes nos 

métodos multirresíduo de extração de agrotóxicos em alimentos (método de Mills e de 

Luke), os quais empregavam grandes quantidades de amostra e solvente e elevado número 

de etapas, que acarretavam em análise de elevado custo com grandes probabilidades de 

erros (Zanella et al., 2015). O intuito inicial era que o método QuEChERS fosse um 

procedimento dinâmico com simplicidade experimental, capaz de ser empregado em 

qualquer laboratório sem sacrificar o resultado analítico (Anastassiades et al., 2003).  

Combinando três etapas sequenciais, extração com acetonitrila, partição por 

salting out e o clean-up por extração em fase sólida dispersiva (d-SPE), o QuEChERS 

fornece uma amostra limpa para a análise cromatográfica. A primeira etapa faz uso de 

acetonitrila para extração das espécies de interesse, seguida de uma etapa de partição 

líquido-líquido pela adição dos sais MgSO4 e NaCl. Após centrifugação, a remoção da 

água residual e a limpeza da amostra são realizadas simultaneamente empregando uma 

etapa d-SPE, na qual uma fase sorvente (PSA, Primary Secundary Amine, que se trata de 

uma sílica modificada com grupos amino primários e secundários) combinada com 

MgSO4 é empregada (Anastassiades et al., 2003; Prestes et al, 2009).  
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3.8. Determinação de lactonas do ácido resorcílico em urina de bovinos 

 

As concentrações dos resíduos de ZEA, zeranol e seus metabólitos no organismo 

variam consideravelmente de tecido para tecido. Geralmente, observam-se níveis mais 

elevados em tecidos de estocagem ou em órgãos que metabolizam e excretam estas 

substâncias como fígado e rins. Baseado nesta teoria, o MAPA tem recomendado que as 

análises para controle de qualidade de carnes sejam realizadas, além do músculo, também 

em fígado, rim e urina dos animais de produção, sendo está última considerada a matriz 

de escolha para monitoramento oficial (Silveira, 2017; Rocha, 2020). 

Para a quantificação desses analitos, atualmente o desenvolvimento de 

metodologias analíticas tendem a utilizar a LC/MS-MS e a aplicação de preparo de 

amostras fundamentada na metodologia QuEChERS com extração em fase sólida. Esta 

metodologia quando oficial e validada permite oferecer uma frequência analítica mais 

elevada e bom desempenho a um custo de análise mais reduzido. O equipamento tem a 

capacidade de realizar separações e análises quantitativas de uma grande quantidade de 

compostos presentes em vários tipos de amostras, em escala de tempo de poucos minutos, 

com alta resolução, eficiência e sensibilidade (Matraszek-Zuchowska et al., 2013; Di 

Nardo et al., 2017; Hossain & Maragos, 2018). 

 

3.9. Projeto “Zeranol Natural” 

 

Devido à dificuldade para se distinguir a presença de zeranol proveniente de 

contaminação da ração animal com a presença da ZEA ou proveniente da utilização do 

implante de anabolizante, a EU, através do EURL financiou um programa intitulado 

“Zeranol Natural”, que objetivou estabelecer procedimentos para detecção do zeranol em 

amostras de urina de bovinos, equinos e suínos e avaliar os níveis dessa substância, dos 

metabólitos e da micotoxina, e assim, criar um critério para distinção entre os dois tipos 

de contaminação (Silveira, 2017).  

Dentro deste programa foi realizado um estudo epidemiológico baseado em uma 

equação de regressão linear com um intervalo de predição de 99%. Um total de 8.008 

amostras de urina foram rastreadas para a presença de zeranol e 174 amostras positivas 

foram analisadas por LC-MS/MS confirmatória. Destas, 170 foram classificadas como 

contaminadas por Fusarium spp. toxinas e o uso de zeranol como promotor de 

crescimento foi detectado em apenas quatro amostras. Com base nesse estudo foi criada 
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uma ferramenta matemática (modelo log-log) para decidir se a contaminação detectada é 

natural (pela presença da micotoxina ZEA) ou ilegal (abuso pelo uso do implante de 

zeranol) (Launay et al., 2004). 

O desenvolvimento de métodos de triagem e métodos confirmatórios eram 

insuficientes para distinguir entre abuso de zeranol ou contaminação ambiental com ZEA. 

Portanto, o projeto “Zeranol Natural” não objetivou apenas desenvolver testes de triagem 

e métodos confirmatórios, mas também tentou comparar níveis de Fusarium spp. toxinas 

com níveis de zeranol e taleranol e determinar critérios para distinguir entre abuso de 

zeranol e contaminação ambiental por ZEA, além de melhorar reagentes e procedimentos 

para a implementação da política comunitária relativa à proibição do uso de zeranol como 

agente anabólico em alimentos animais (Dickson et al., 2009).  

Porém, alguns autores afirmam que seja prudente que se confirme o uso do zeranol 

somente quando é possível a confirmação da ausência da micotoxina na ração. Assim, a 

constatação de zeranol em um animal pode, por si só, ser prova insuficiente de que tenha 

ocorrido abuso de zeranol, sendo necessário, portanto, distinguir entre o abuso do zeranol 

ou contaminação acidental pela micotoxina ZEA proveniente de Fusarium spp., através 

de critérios quantitativos já estabelecidos (Launay et al., 2004; Kinani et al., 2008).  

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

O experimento foi realizado pela Escola de Veterinária da Universidade Federal 

de Minas Gerais (EV/UFMG). A pesquisa de ZEA no farelo de milho foi realizada no 

Laboratório de Resíduos e Contaminantes em Alimentos (RCA) do LFDA/MG, em Pedro 

Leopoldo (MG). A criação dos bovinos e coleta das amostras foi realizada em uma 

unidade experimental especialmente montada, localizada no município de Montes Claros 

(MG), Minas Gerais. As análises do perfil metabólico da ZEA (α-ZEL, β-ZEL, zeranol e 

taleranol) e do zeranol (zeranol e taleranol) na urina dos bovinos foram realizadas no 

RCA do LFDA/SP do MAPA, em Campinas (SP).  

O estudo foi realizado em estrita conformidade com as recomendações do 

Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) do Ministério da 

Ciência, Tecnologia, Inovações e Comunicações (MCTIC). O projeto de pesquisa foi 

aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UFMG (protocolo da 

autorização 258/2018). 
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4.1. Criação e alimentação dos animais 

 

Foram utilizados 24 bovinos, sendo 12 fêmeas e 12 machos (não castrados), todos 

com características fenotípicas semelhantes (mestiços do grupamento racial dos zebuínos 

– Bos indicus); mesma faixa etária (média de 18 meses) e peso (180 kg as fêmeas e 200 

kg os machos), todos criados em condições ambientais semelhantes. Os animais foram 

sorteados e alojados em baias individuais de acordo com os tratamentos. 

A dieta experimental dos animais foi composta de 500 g de farelo de milho e 15 a 

20 kg de silagem de milho por dia. Água e sal mineral sem suplementação proteica foram 

oferecidos à vontade durante todo o período de criação. Todos os alimentos utilizados 

(farelo e silagem de milho) foram analisados por LC-MS/MS, metodologia validada pela 

EU (Decisão da Comissão 2023/2782/UE, 2023), quanto à presença de ZEA e seus 

metabólitos, antes de serem oferecidos aos animais e estes contaminantes não foram 

detectados. 

 

4.2. Tratamentos 

 

O experimento contou com três tratamentos, cada um com oito animais sendo 

quatro fêmeas e quatro machos. Os tratamentos foram definidos de acordo com o 

hormônio e a micotoxina oferecidos aos animais, da seguinte forma: 

A) bovinos que receberam dieta contaminada com ZEA; 

B) bovinos que receberam implante de zeranol e dieta livre de ZEA; 

C) bovinos que receberam implante de zeranol e dieta contaminada com ZEA. 

 

4.3. Contaminação do milho  

 

Todo o farelo de milho utilizado no experimento foi previamente submetido a 

pesquisa de ZEA e seus metabólitos, e confirmada a ausência destes. Em seguida, parte 

do farelo de milho foi contaminada intencionalmente com ZEA e nova análise pela 

mesma metodologia foi feita para determinar a quantidade de toxina adicionada. Foram 

quantificados 4.200 ± 400 µg.kg-1 e, dessa forma, os animais receberam cerca de 2.100 ± 

200 µg.kg-1 de ZEA por dia. A ingestão dessa quantidade de ZEA por dia não causa 

toxicidade nos animais (Salvat et al., 2015). 
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A metodologia analítica oficial utilizada na pesquisa de ZEA no farelo de milho 

foi desenvolvida e validada no RCA do LFDA/MG (Pedro Leopoldo), de acordo com os 

procedimentos descritos no Manual da Garantia da Qualidade Analítica do Laboratório 

(BRASIL, 2011) e com o Regulamento 808/2021/CE. Foi utilizado um sistema de LC-

MS/MS (marca Agilent, modelo 1290 - Santa Clara, USA) acoplado à um espectrômetro 

de massas sequencial (marca ABSciex, modelo QTRAP 6500 - Toronto, Canada), 

equipado com fonte de ionização por ESI. Foi usada uma coluna cromatográfica de fase 

reversa, modelo XR-ODSII com dimensões de 100 x 2,0 mm x 2,2 μm (Shim-pack, 

Shimadzu, Japão). O fluxograma de extração das amostras encontra-se representado na 

Figura 7. 

Figura 7. Fluxograma do procedimento de extração do farelo de milho 

Pesar 5,00 ± 0,01 g de farelo de milho em tubo de centrífuga de 50 mL 

↓ 

Adicionar 5 mL de água deionizada e deixar 1 hora para desidratar 

↓ 

Adicionar 20 mL da solução de acetonitrila: ácido acético (78:2, v/v) 

↓ 

Agitar por 15 minutos (SamplePrep) com velocidade de 1.500 rpm 

↓ 

Centrifugar a 4.200 rpm, a 10º, por 20 minutos 

↓ 

Purificar o extrato sobrenadante com fase dispersiva (d-SPE), preparado com terra de diatomácea e 

sulfato de magnésio, proporção de 1 mg de sorvente por 1 mL de extrato 

↓ 

Centrifugação a 4.200 rpm, à 1º C por 20 mim 

↓ 

Filtrar o extrato purificado usando filtro de seringa (PTFE 13 mm, 0,22 µm) 

↓ 

Transferir o extrato para o vial 

↓ 

Analisar por HPLC- MS/MS 

 

4.4. Aplicação dos implantes 

No primeiro dia do período experimental os implantes da marca Ralgro® (Merck, 

Rahway, NJ, EUA) foram aplicados entre a pele e a cartilagem na parte de dorsal da orelha 

direita e abaixo da linha média, de acordo com as orientações do fabricante. Três 

implantes de zeranol em formato de pellets de 12.000 µg.kg-1 cada um foram colocados 

em cada animal, totalizando 36.000 µg.kg-1 por animal, dosagem indicada pelo fabricante. 

A concentração de zeranol de cada implante, relatada pelo fabricante, foi pesquisada e 

confirmada por LC-MS/MS. 
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4.5. Período experimental 

 

Os períodos experimentais de cada tratamento foram estabelecidos de acordo com 

o tempo de consumo da ZEA e de exposição ao implante zeranol, da seguinte forma: 

• tratamentos A: totalizando 15 dias, sendo 12 dias de avaliação com o farelo 

de milho contaminado, seguidos por mais três dias de avaliação do período 

de depleção com alimentação não contaminada. 

• tratamentos B: totalizando 110 dias, sendo 90 dias de liberação do 

implante, de acordo com o fabricante, seguidos por mais 20 dias para 

avaliação da depleção do hormônio. 

• tratamentos C: totalizando 30 dias, sendo 12 dias de alimentação com 

milho contaminado seguidos por mais 18 dias para a avaliação do 

implante, porém, sem dieta contaminada. 

Previamente ao início do experimento foi respeitado o período de 15 dias 

necessários para ambientação dos animais de todos os tratamentos às dietas individuais e 

ao manejo experimental. 

 

4.6. Obtenção das amostras 

 

No dia zero de todos os tratamentos, a urina de todos os animais foi coletada sendo 

estas amostras consideradas como grupo controle para cada tratamento. No primeiro dia 

do experimento iniciou-se a alimentação contaminada com milho (tratamentos A e C) e 

os animais receberam o implante de zeranol (tratamentos B e C). Posteriormente, as 

coletas foram realizadas nos dias 2, 3, 4, 8, 12, 13, 14, 15, 20, 30, 45, 60, 75, 85, 90, 95, 

100 e 110. As amostras de urina foram coletadas individualmente, acondicionadas em 

tubos tipo Falcon de 50 mL (em torno de 30 mL de urina), e armazenadas a -20˚C e 

enviadas ao laboratório. 

 

4.7. Pesquisa de lactonas do ácido resorcíclico 

 

4.7.1. Análises laboratoriais 

As análises do perfil metabólico da micotoxina ZEA do anabolizante zeranol em 

urina de bovinos foram avaliadas usando um método de extração QuEChERS e análise 
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instrumental em um sistema LC-MS/MS. A metodologia analítica oficial utilizada foi 

desenvolvida e validada no RCA do LFDA/SP (Campinas) de acordo com os 

procedimentos descritos no Manual da Garantia da Qualidade Analítica do Laboratório 

(BRASIL, 2011) e com o Regulamento 657/2002/CE (EU, 2002).  

4.7.1.1. Produtos químicos e reagentes 

Os padrões analíticos de ZEA, α-ZEL, β-ZEL, zeranol e taleranol foram obtidos 

do National Measurement Institute (Canberra, Austrália), enquanto o Estradiol-d4 

(padrão interno) foi adquirido da Toronto Research Chemicals (Toronto, Canadá).  

Foram usados ainda acetonitrila grau LC (JT Baker, Center Valley, PA, EUA), 

metanol grau LC e sulfato de magnésio anidro (Scharlau, Espanha), ácido acético 

(CH₃COOH) e ácido fórmico (Merck, Alemanha), acetato de sódio anidro (Neon, Brasil), 

acetato de amônio (NH4CH3CO2), β-Glucuronidase Tipo HP-2 da Helix Pomatia e PSA 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). 

 

4.7.1.2. Procedimento de extração 

Para realização do procedimento de extração, as amostras de urina foram 

descongeladas em geladeira 24 horas antes e centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos. 

Foram pipetados 5 mL de amostra para tubo tipo Falcon de 50 mL previamente 

identificado. A extração dos compostos foi realizada utilizando o método de digestão 

enzimática e extração/clean-up por QuEChERS. O procedimento de extração e 

purificação está demonstrado em forma de fluxograma na Figura 8. 

 

Figura 8. Fluxograma do procedimento de extração da urina 
Centrifugar a 4000 rpm por 10 min. e pipetar 5 mL de amostra para tubo tipo Falcon de 50 mL 

previamente identificado 

↓ 

Fortificar a curva de calibração com cada um dos padrões adicionando 5 mL de amostra branca e as 

devidas alíquotas de solução de uso dos padrões em tubos tipo Falcon de 50 mL 

↓ 

1ª Etapa - Digestão enzimática  

↓ 

Adicionar 50 µL de solução de uso HORM-PI nas amostras 

↓ 

Adicionar 5 mL de Tampão AC 

↓ 

Adicionar 10 µL de β-Glucoronidase e homogeneizar 

↓ 

Incubar a 37°C por aproximadamente 16 horas (overnight) 

↓ 

2ª Etapa - Extração/clean-up por QuEChERS 
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↓ 

Retirar os tubos da estufa e aguardar que atinjam temperatura ambiente 

↓ 

Adicionar 8 mL de acetonitrila 

↓ 

Adicionar 3 g de MgSO4:NaAc (2:1)  e agitar por 30 segundos com o auxílio de um agitador de tubos 

↓ 

Centrifugar a 4000 rpm por 10 minutos 

↓ 

Transferir 6 mL da fase orgânica obtida na 1ª etapa para um tubo tipo Falcon de 15 mL, previamente 

identificado, contendo 1 g de MgSO4:PSA (3:1) 

↓ 

Agitar em agitador de tubos por 30 segundos 

↓ 

Centrifugar a 4000 rpm por 10 minutos 

↓ 

Retirar 4 mL da fase líquida obtida na 2ª etapa e transferir para um tubo de ensaio previamente 

identificado 

↓ 

Secar sob fluxo de nitrogênio (N2), a 40 °C, até evaporação completa do solvente 

↓ 

Solubilizar o extrato obtido em 1 mL de diluente (DIL), utilizando auxílio do agitador de tubos 

↓ 

Colocar os extratos no ultrassom por 5 minutos 

↓ 

Homogeneizar com auxílio do agitador de tubos 

↓ 

Filtrar o extrato em membrana com auxílio de seringa transferindo o conteúdo para eppendorf 

previamente identificado 

↓ 

Aliquotar 100 µL do conteúdo de cada eppendorf para vials previamente identificados contendo 400 µL 

de água ultrapura 

↓ 

Analisar por HPLC – MS/MS  

 

4.7.1.3. Instrumentação 

 

As análises foram realizadas usando um sistema Waters Technologies ACQUITY 

UPLC I-Class, acoplado ao espectrômetro de massas Xevo TQ-XS Triplo Quadrupolo 

(Waters, Milford, MA, EUA). Uma coluna InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 (50 x 3,0 

mm, 2,7 μm) foi usada para a separação cromatográfica a 40ºC. A fase móvel A consistiu 

em água, e a fase móvel B usou metanol a uma vazão de 0,4 mL min-1. As condições 

iniciais foram definidas em 50% A e B com um gradiente linear de 50% A a 40% A por 

3 min e de 40% A a 35% em 2 min e retornou a 50% A de 5,0 min a 5,6 min. Então, 50% 

A foi mantido até 7,0 min. O volume de injeção foi de 10 μL. 

As condições operacionais do espectrômetro de massas foram estabelecidas por 

infusão direta dos padrões. Dois íons de produto, um para quantificação e outro para 

confirmação, foram estabelecidos e monitorados para cada analito. As análises foram 
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realizadas usando ionização por Eletrospray (ESI) no modo de íon negativo. O nitrogênio 

foi usado como gás de dessolvatação a uma vazão de 1.000 L h-1 e 150 L h-1, 

respectivamente. A temperatura de dessolvatação foi mantida em 500 °C, a voltagem 

capilar foi ajustada em -2,5 kV e o fluxo de gás do nebulizador em 7 bar. Argônio foi 

usado como gás de colisão, e o fluxo foi ajustado em 0,15 mL min-1. Os parâmetros e 

condições de fragmentação, bem como o tempo de retenção aproximado para os analistos 

pesquisados estão descritos na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Condições de fragmentação e tempo de retenção aproximado para hormônios 

Analito  
Q1  

(m/z)  

Q3  

(m/z)  

Dwell time  

(s)  

Collision 

Energy   

(eV)  

Cone 

Voltage  

(V)  

Tempo de 

retenção  

(min)  

Taleranol (TAL)  321,17  
91,02  

277,18  
0,050  

34  

22  
48  2,62  

β-Zearalenol (bZE)  319,16  
130,04  

174,03  
0,030  

34  

25  
46  2,94  

Zeranol (ZER)  321,17  
91,02  

277,18  
0,022  

34  

22  
48  3,57  

α-Zearalenol (aZE)  319,16  
130,04  

174,03  
0,022  

34  

25  
46  3,83  

Zearalenona (ZEA)  317,14  
131,05  

175,04  
0,022  

28  

25  
52  4,21  

Estradiol-d4 (E2-d4)  274,97  243,07  0,022  42  8  3,57  

* Valores de massa/carga em negrito na tabela acima (coluna "Q3 (m/z)") se referem às transições utilizadas 

para quantificação.  

 

4.7.1.4. Análise dos dados obtidos 

 

Os resultados da pesquisa foram avaliados de acordo com a metodologia oficial 

validada. No método utilizado são consideradas quantificações qualquer resultado com 

valores maiores ou iguais aos respectivos Limite de Decisão (CCα) e que foram 

confirmados, dentro dos critérios estabelecidos, para "tempo de retenção relativo", razão 

sinal/ruído e razão de íons (ion ratio). 
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4.8. Discriminação entre abuso de zeranol ou contaminação por Fusarium spp. 

toxinas pelo modelo estatístico 

A equação proposta pelo EURL, que distingue o uso abusivo do promotor de 

crescimento zeranol da contaminação natural com toxinas de Fusarium spp., foi usada 

para interpretar os resultados obtidos. Este modelo relaciona a soma das concentrações 

de zeranol e taleranol (variável resposta) com as concentrações de toxinas de Fusarium 

spp. (variável explicativa), transformadas em logaritmos de base 10 (Launay et al., 2004). 

Para calcular o intervalo de predição, a seguinte equação foi usada: 

 

em que n é o número de observações e t(d.f.) é o ponto percentual desejado da distribuição 

t. Assim, para um intervalo de predição de, por exemplo, 99% e um valor x de x0, a 

equação acima dará dois valores entre os quais temos 99% de certeza de que o valor 

verdadeiro deve estar para esse valor x. 

 

4.9. Delineamento experimental 

 

Para as avaliações da presença de ZEA, zeranol e seus metabólitos o delineamento 

experimental foi inteiramente casualizado em parcelas subdivididas, sendo as parcelas 

constituídas pelos três tratamentos com quatro machos e quatro fêmeas cada e as 

subparcelas constituídas pelos dias de coleta de urina. Como não foram observadas 

diferenças entre os sexos, cada tratamento teve oito repetições de um bovino cada. 

Os níveis dos metabólitos de ZEA e zeranol encontrados foram submetidos ao 

Modelo Aditivo Generalizado (GAM) e foram ajustados devido à natureza não linear dos 

resultados de cada tratamento ao longo dos dias de coleta de urina. Não foram criados 

modelos comparando tratamentos entre si. 

Os termos de suavização do modelo (Dimensão Base k) foram avaliados por meio 

dos valores de p, calculados com base nos graus de liberdade efetivos (edf), indicando a 

contribuição significativa da função de suavização para o modelo quando p < 0,05. O 

ajuste do modelo e seus resíduos foram analisados com a função gam.check, que avalia 

padrões residuais e o k-index para verificar a adequação dos termos de suavização. 

Modelos com k-index próximo a 1 e valores de p maiores que 0,05 indicam um ajuste 
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equilibrado em termos de suavidade e complexidade. A comparação múltipla, somente 

dentro do tratamento entre as diferentes ordens de coleta, foi realizada utilizando o pacote 

emmeans, com ajuste de sidak e nível de confiança de 95%. 

Optou-se pelo GAM por ser uma extensão dos Modelos Lineares Generalizados 

(GLM), projetados para capturar relações não lineares entre variáveis preditoras e a 

variável resposta. Neste modelo, a relação entre as variáveis independentes e dependentes 

é expressa como uma soma de funções suaves (splines), proporcionando maior 

flexibilidade na modelagem, sem a necessidade de assumir um formato específico para a 

curva. Foi utilizada a família de distribuição Gaussiana, devido à natureza contínua dos 

metabólitos, a variável dependente. Os dias de coleta, variáveis independentes, entraram 

no modelo como uma variável discreta, relacionada à ordem de coleta, como primeira 

coleta, segunda coleta e assim por diante (Wood et al., 2002). 

Para lidar com medições repetidas nos mesmos animais em momentos diferentes, 

modelos de efeitos aleatórios foram ajustados. Uma variável de identificação do animal 

(ID) foi criada e incorporada como um efeito aleatório, permitindo capturar variações 

individuais entre os animais. 

 Dentro de cada tratamento, o perfil metabólico de cada analito foi submetido a 

análise não paramétrica e as médias foram comparadas usando o teste de Tukey com nível 

de significância 5%. 

 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5.1. Curvas de calibração para a pesquisa de lactonas do ácido resorcílico  

 

As curvas de calibração, o coeficiente de correlação (r) e o coeficiente de 

determinação (R2) das análises de matriz branca fortificada com os padrões de ZEA, α-

ZEL, β-ZEL, zeranol e taleranol, obtidas na avaliação da linearidade, estão representadas 

na Figura 9. De acordo com os resultados observados, pôde-se concluir que o modelo foi 

adequado, pois o coeficiente de determinação (R2) foi superior a 0,97, indicando um 

excelente ajuste dos dados para a linha de regressão. Este parâmetro permite uma 

estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais próximo de 1,0, menor a 

dispersão do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de 

regressão estimados (Ribani et al., 2004). 
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Figura 9. Curvas de regressão da ZEA (A), α- ZEL (B), β- ZEL (C), zeranol (D) e taleranol (E), adicionados 

às amostras brancas de urina de bovinos 
 

ZEA (A)                                                                                      α-ZEL (B) 

 
  β-ZEL (C)                                                                                   Zeranol (D) 

 
 

  Taleranol (E) 

 
 

Os cromatogramas do controle positivo 100 % x LMT (CC 100) para os analitos 

pesquisados, além do padrão interno estão ilustrados na Figura 10. 
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Figura 10. Cromatogramas dos analitos (padrões) ZEA (A), α- ZEL (B), β- ZEL (C), zeranol (D) e taleranol 

(E), recuperados no controle positivo 100% x LMT (CC 100) e do padrão interno Estradiol D4 (F) 

 

  ZEA (A)                                                  α- ZEL (B) 

 
  β- ZEL (C)                                                 Zeranol (D) 

 
  Taleranol (E)                                               Padrão Interno – ESTRADIOL – D4 (F)

 



46 
 

5.2. Pesquisa de lactonas do ácido resorcílico em urina de bovinos 

 

Os resultados encontrados não apresentaram diferença estatística entre os animais 

fêmeas e machos em todos os três tratamentos, demonstrando que, dentro das condições 

experimentais, o perfil metabólico da micotoxina ZEA e do implante de zeranol 

independe do sexo. Não foram encontrados dados na literatura demonstrando a diferença 

entre sexo. 

 

5.2.1. Grupo controle 

 

Os resultados das análises da pesquisa de ZEA, zeranol e seus metabólitos na urina 

de bovinos demonstraram que, nas amostras do grupo controle (dia zero de cada 

tratamento), não foram detectados os analitos pesquisados, confirmando que não houve 

contaminação por ZEA no farelo de milho previamente pesquisado, bem como na silagem 

de milho fornecida como volumoso durante a fase de adaptação dos animais. Os 

resultados das análises das amostras do grupo controle estão ilustrados na Figura 11. A 

partir das análises dos cromatogramas gerados não foram detectados picos 

cromatográficos nos tempos de retenção correspondentes às duas transições monitoradas. 

O método de LC-MS/MS validado foi considerado um método confirmatório para a 

pesquisa de ZEA, zeranol e seus metabólitos, por avaliar, além do tempo de retenção dos 

analitos de interesse, a relação massa carga de fragmentos específicos das substâncias a 

serem analisadas. Para que a amostra seja considerada positiva, devem ser detectadas pelo 

menos duas transições do analito de interesse, o que não foi observado nos 

cromatogramas avaliados. 
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Figura 11. Cromatogramas da pesquisa de ZEA (A), α-ZEL (B), β- ZEL (C), zeranol (D) e taleranol (E) 

em amostra de urina de bovinos do grupo controle (dia zero) 

 ZEA (A)                                                                    α- ZEL (B)

 
  β- ZEL (C)                                                             Zeranol (D) 

 
Taleranol (F) 
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5.2.2. Dieta contaminada com zearalenona 

 

Todos os analitos pesquisados foram detectados e quantificados na urina dos 

animais que receberam dieta contaminada com ZEA por 12 dias, conforme demonstrado 

na Tabela 3. Os picos com as maiores concentrações de ZEA (14,45 µg.kg-1), α-ZEL (6,24 

µg.kg-1) e β-ZEL (24,37 µg.kg-1) foram observados no 2º dia experimental (P<0,05), o 

que demonstra o rápido metabolismo e excreção de ZEA pelo organismo animal. No 

terceiro dia, os níveis destes metabólitos diminuíram; porém, voltaram a apresentar 

aumentos estatísticos, sendo o β-ZEL (17,14 µg.kg-1) no 8º dia e ZEA (7,40 µg.kg-1) e α-

ZEL (3,74 µg.kg-1) no 12º dia. Zeranol e taleranol foram quantificados; porém, em níveis 

inferiores aos dos demais metabólitos da ZEA, atingindo picos maiores no segundo dia 

(1,08 µg.kg-1) após o início da ingestão de milho contaminado, no caso do zeranol, e no 

8º dia (1,01 µg.kg-1), no caso do taleranol (P<0,05), demonstrando que α-ZEL foi mais 

rapidamente convertido em zeranol do que β-ZEL em taleranol, que só foi quantificado 

entre o 8º e 12º dia. No 15º dia, a presença de α-ZEL não foi mais detectada, enquanto β-

ZEL e ZEA estavam presentes em quantidades traço em apenas algumas amostras. No 

13º dia, ou seja, no 1º dia após a retirada da dieta contaminada com o milho, a presença 

de zeranol e taleranol não foi mais detectada na urina dos bovinos. As curvas com as 

concentrações resíduos de cada analito durante os 15 dias experimentais para os animais 

que receberam a dieta contaminada com ZEA encontram-se na Figura 12. 

 
Tabela 3. Concentrações de resíduos de ZEA, α-ZEL, β-ZEL, zeranol e taleranol na urina de bovinos 

alimentados com milho contaminado com ZEA na concentração de 2.100 ± 200 µg.kg-1 por dia durante 12 

dias 

Dia ZEA α-ZEL β-ZEL Zeranol Taleranol 

0 ND ND ND ND ND 

2 14.45a 6.24a 24.37a 1.08a ND 

3 1.54b 1.92b 9.10bcd 0.65ab ND 

4 1.81b 1.28b 8.63bcd 0.26bc ND 

8 3.63ab 2.49ab 17.14ab 0.32bc 1.01a 

12 7.40ab 3.74ab 15.80abc 0.19bc 0.52b 

13 1.34b 1.02b 6.04bcd ND ND 

14 0.68b 0.13b 2.71cd ND ND 

15 0.07b ND 0.34d ND ND 

* Médias seguidas por letras distintas nas mesmas colunas são diferentes pelo teste de Tukey (P<0,05). 

ND: Não Detectado 

 



49 
 

Figura 12. Concentrações de resíduos de ZEA, α-ZEL, β-ZEL, zeranol e taleranol na urina de bovinos 

alimentados com milho contaminado com ZEA na concentração de 2.100 + 200 µg.kg-1 por dia durante 

12 dias.  *A área cinza escura ao redor da linha preta representa o intervalo de confiança 

 

A Figura 13 exemplifica o resultado da análise de uma amostra de urina do grupo 

de bovinos tratados com 500g de farelo de milho contaminado com 2.100 ± 200 µg.kg-1 

de ZEA, coletada no 2º dia do experimento. Nela, foram observados picos 

cromatográficos com alta intensidade de sinal para os analitos ZEA e seus metabólitos. 

 

Figura 13. Cromatogramas da pesquisa de ZEA (A), α- ZEL (B), β- ZEL (C), zeranol (D) e taleranol (E) 

em amostra de urina de bovinos alimentados com milho contaminado com ZEA (2º dia experimental) 

ZEA (A)                                                                          α- ZEL (B) 

 
 

 

  β- ZEL (C)                                                                          Zeranol (D) 
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Taleranol (F) 

 
 

Durante todo o período experimental, observou-se que os valores numéricos de α-

ZEL foram menores que os valores de β-ZEL. Estes dados concordam com Fink-

Gremmels (2008) e Dänicke et al. (2014), que indicam que, nos bovinos, ao final de todo 

o processo de biotransformação hepático, a ZEA é predominantemente convertida em β-

ZEL, mais que α-ZEL, o que confere aos ruminantes maior resistência aos efeitos 

deletérios da ZEA quando comparados a outros animais de produção, que tem o α-ZEL 

como principal metabólito da biotransformação da ZEA. A principal atividade biológica 

da ZEA no organismo animal, imediatamente após sua ingestão e metabolização, 

principalmente em α-ZEL, é sua estrogenicidade, ou seja, a capacidade de atuar de forma 

similar ao hormônio sexual esteroidal endógeno 17-β-estradiol e se ligar 
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competitivamente aos receptores de estrogênio, resultando em efeitos no sistema 

reprodutivo (EFSA, 2017). 

Poucos são os dados disponíveis publicados na literatura sobre a detecção e 

quantificação de ZEA e seus metabólitos na urina de animais de produção alimentados 

com esta micotoxina e/ou implantados com o promotor de crescimento zeranol. Kleinova 

et al. (2002) alimentaram bovinos com aveia contaminada com 2.740 µg.kg-1 de ZEA por 

84 dias consecutivos. Eles analisaram a urina dos animais e encontraram, 

predominantemente, β-ZEL (20 a 65 µg.kg-1), seguido por ZEA (5 a 8 µg.kg-1) e α-ZEL 

(3 a 5 µg.kg-1). Também foram encontrados e quantificados nesta pesquisa zeranol (2 a 3 

µg.kg-1) e taleranol (2 a 3 µg.kg-1). 

Salvat et al. (2015) alimentaram bovinos com 1.000 µg.kg-1de ZEA por dia do 1º 

ao 5º dia, e depois 2.000 µg.kg-1de ZEA por dia do 6º ao 16º dia e quantificaram maiores 

concentrações de β-ZEL (36,30 µg.kg-1), seguido de ZEA (15,28 µg.kg-1) e α-ZEL (5,39 

µg.kg-1), enquanto zeranol e taleranol foram detectados em concentrações de 2,41 e 0,19 

µg.kg-1, respectivamente, na urina.  

 

5.2.3. Implante de zeranol e dieta livre de zearalenona 

 

 

Nos animais que receberam implantes de zeranol e dieta livre de ZEA, os 

resultados obtidos (Tabela 4) demonstram que os níveis de zeranol aumentaram 

rapidamente a partir do 2º dia e atingiram um pico, com concentrações máximas de 27,24 

µg.kg-1, no 14º dia (P<0,05). Após esse período, observou-se uma diminuição gradual nos 

níveis de zeranol até o último dia do experimento (dia 110), quando ainda foi encontrado 

em baixa concentração (1,42 µg.kg-1). Para o taleranol, o mesmo padrão foi observado; 

porém, as maiores concentrações foram observadas no 3º dia, quando atingiu um pico de 

31,40 µg.kg-1 (P<0,05), e no 12º dia, quando atingiu novo pico de 31,40 µg.kg-1 

novamente (P<0,05), e começaram a diminuir, mas ainda foram quantificadas até o último 

dia do experimento (2,39 µg.kg-1). Os níveis dos metabólitos zeranol e taleranol, que 

apresentaram padrões semelhantes ao longo do período de estudo, revelaram que há uma 

liberação inconstante de zeranol dos pellets e demonstraram a ocorrência de oxidação do 

zeranol para ZAE e posterior redução para taleranol. As curvas com as concentrações de 

resíduos para cada analito durante os 110 dias experimentais dos animais que receberam 

implantes de zeranol e dieta livre de ZEA encontram-se na Figura 14. 
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Tabela 4.  Concentrações de ZEA, α-ZEL, β-ZEL, zeranol e taleranol na urina de bovinos que receberam 

implante de zeranol na concentração de 36.000 µg.kg-1 por um período de 110 dias e dieta livre de ZEA 

Dia ZEA α-ZEL β-ZEL Zeranol Taleranol 

0 

 

ND 

 

ND 

 

ND 

 

ND 

 

ND 

2 

 

ND 

 

ND 

 

ND 7.13defgh 21.35abc 

3 

 

ND 

 

ND 

 

ND 10.35cdef 31.40a 

4 

 

ND 

 

ND 

 

ND 9.80cdefg 27.45a 

8 

 

ND 

 

ND 

 

ND 10.86cde 26.26a 

12 

 

ND 

 

ND 

 

ND 16.66bc 31.40a 

13 

 

ND 

 

ND 

 

ND 23.60ab 29.00a 

14 

 

ND 

 

ND 

 

ND 27.24a 23.56ab 

15 

 

ND 

 

ND 

 

ND 23.90ab 21.83abc 

20 

 

ND 

 

ND 

 

ND 14.43cd 16.78abcd 

30 

 

ND 

 

ND 

 

ND 6.80efgh 10.50bcde 

45 

 

ND 

 

ND 

 

ND 4.61efgh 8.56bcde 

60 

 

ND 

 

ND 

 

ND 3.77efgh 6.97cde 

75 

 

ND 

 

ND 

 

ND 2.74fgh 3.73de 

85 

 

ND 

 

ND 

 

ND 2.43gh 1.45de 

90 

 

ND 

 

ND 

 

ND 2.15gh 1.04de 

95 

 

ND 

 

ND 

 

ND 2.08gh 2.02de 

100 

 

ND 

 

ND 

 

ND 2.11gh 2.99de 

110 

 

ND 

 

ND 

 

ND 1.42h 2.39de 

* Médias seguidas por letras distintas nas mesmas colunas são diferentes pelo teste de Tukey (P<0,05). 

ND: Não Detectado 

 
Figura 14. Concentrações de zeranol e taleranol na urina de bovinos que receberam implantes de zeranol 

usado como promotor de crescimento na concentração de 36.000 µg.kg-1de zeranol por um período de 110 

dias e dieta livre de ZEA.   *A área cinza escura ao redor da linha preta representa o intervalo de confiança 
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Neste tratamento, não foi observada a presença de ZEA e dos seus metabólitos α-

ZEL e β-ZEL na urina dos animais durante todo o período experimental, o que 

demonstrou que não houve contaminação da dieta. A ausência destes três analitos na 

pesquisa está de acordo com Kleinova et al. (2002), que indica como resultado do 

metabolismo do zeranol a interconversão entre zeranol, ZAE e taleranol. Porém, o método 

analítico validado utilizado na pesquisa de ZEA, zeranol e seus metabólitos não 

contempla a pesquisa de ZAE, que, provavelmente, estaria presente nas amostras.  

Salvat et al. (2015) analisaram a urina de bovinos que receberam implantes de 

zeranol e também observaram um aumento progressivo de zeranol e taleranol do dia 1 ao 

dia 7, com pico de excreção no dia 10. Após isso foi observada uma diminuição de ambos 

os metabólitos até o final do experimento. 

A Figura 15 exemplifica o resultado da análise de uma amostra de urina do grupo 

de bovinos que receberam implantes auriculares de zeranol com 36.000 µg.kg-1 de 

zeranol, coletada no dia 13 do experimento. Foram observados picos cromatográficos 

com alta intensidade de sinal para os analitos zeranol e taleranol. 

Figura 15. Cromatogramas da pesquisa de zeranol (A) e taleranol (B) em amostra de urina de bovinos que 

receberam implante de zeranol e dieta livre de ZEA (14º dia experimental) 

  

 Zeranol (A)                                                                        Taleranol (B) 

 
 

5.2.4. Implante de zeranol e dieta contaminada com zearalenona 

 

Semelhantemente aos tratamentos anteriores, no grupo de bovinos que foram 

implantados com zeranol e alimentados com milho contaminado com ZEA durante 12 

dias, todos analitos pesquisados foram detectados (Tabela 5). Os picos com as maiores 
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concentrações de ZEA, α-ZEL e β-ZEL foram observados no 4º dia, com as maiores 

concentrações médias de 2,60 µg.kg-1, 1,92 µg.kg-1 e 13,70 µg.kg-1, respectivamente 

(P<0,05). Após esse período, os níveis de ZEA e seus metabólitos na urina dos animais 

diminuíram até não serem mais detectados no 20º dia do experimento. Para o zeranol, 

dois picos (P<0,05) foram observados 2º dia (10,33 µg.kg-1) e no 14º dia (15,07 µg.kg-1). 

Para o taleranol, as maiores concentrações (P<0,05) foram observadas 2º dia (26,37 

µg.kg-1), 3º dia (22,63 µg.kg-1) e 14º dia (16,32 µg.kg-1) do experimento.  

 

Tabela 5. Concentrações de ZEA, α-ZEL, β-ZEL, zeranol e taleranol na urina de bovinos que receberam 

implante de zeranol na concentração de 36.000 µg.kg-1e foram alimentados com milho contaminado com 

ZEA na concentração de 2.100 ± 200 µg.kg-1 por dia do 1º ao 12º dia do experimento 

 

Dia ZEA α-ZEL β-ZEL Zeranol Taleranol 

0 ND ND ND ND ND 

2 1.60cde 1.38bc 7.32def 10.33abc 26.37a 

3 2.40ab 1.92ab 11.88abc 10.20abc 22.63ab 

4 2.60ab 1.92ab 13.70ab 6.26bcd 14.60bc 

8 2.40ab 1.60ab 12.93ab 4.52cd 9.60cd 

12 1.93bcd 1.20abcd 10.56bcd 6.09bcd 10.26cd 

13 1.30e 0.80cde 7.40cde 11.16ab 14.23bc 

14 0.64f 0.42e 4.17fg 15.07a 16.32abc 

15 0.21f ND 1.60h 13.99a 10.40cd 

20 

 

ND 

 

ND 

 

ND 9.75abc 10.49cd 

30 

 

ND 

 

ND 

 

ND 5.19bcd 6.50cd 

* Médias seguidas por letras distintas nas mesmas colunas são diferentes pelo teste de Tukey (P<0,05). 

ND: Não Detectado 

 

A Figura 16 apresenta as curvas com as concentrações de resíduos de ZEA, 

zeranol e seus metabólitos para cada analito durante os 30 dias experimentais dos animais 

que receberam implantes de zeranol e dieta contaminada com ZEA. 
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Figura 16. Concentrações de ZEA, α-ZEL, β-ZEL, zeranol e taleranol na urina de bovinos que receberam 

implante de zeranol na concentração de 36.000 µg.kg-1e foram alimentados com milho contaminado com 

ZEA na concentração de 2.100 + 200 µg.kg-1 do 1º ao 12º dia do experimento.  *A área cinza escura ao 

redor da linha preta representa o intervalo de confiança 

 

A Figura 17 exemplifica o resultado da análise de uma amostra de urina do grupo 

de bovinos tratados com farelo de milho contaminado com ZEA e que receberam 

implantes auriculares de zeranol. Foram observados, no 13º dia do experimento, picos 

cromatográficos com alta intensidade de sinal para os analitos ZEA e seus metabólitos. 

 
Figura 17. Cromatogramas da pesquisa de ZEA (A), α-ZEL (B), β-ZEL (C), zeranol (D) e taleranol (E) em 

amostra de urina de bovinos que receberam implante de zeranol e dieta contaminada com ZEA (13º dia 

experimental) 

 

 ZEA (A)                                                                          α-ZEL (B) 
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β-ZEL (C)                                                                              Zeranol (D) 

 
Taleranol (E) 

 
 

A Figura 18 exemplifica o resultado da análise de uma amostra de urina do mesmo 

grupo de bovinos; porém, no 30º dia do experimento. Neste dia foram observados picos 

cromatográficos com alta intensidade de sinal para os analitos zeranol e taleranol, mas 

ausência total de picos para os analitos ZEA, α-ZEL e β-ZEL. 
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Figura 18. Cromatogramas da pesquisa de ZEA (A), α-ZEL (B), β-ZEL (C), zeranol (D) e taleranol (E) em 

amostra de urina de bovinos que receberam implante de zeranol e dieta contaminada com ZEA (30º dia 

experimental) 

 

ZEA (A)                                                                                α-ZEL (B) 

 
β-ZEL (C)                                                                                Zeranol (D) 

 
Taleranol (E) 

 



58 
 

 

5.3. Discriminação entre abuso de zeranol ou contaminação por ZEA 

 

A discriminação entre o uso ilegal de zeranol e o consumo de ração contaminada 

com a micotoxina ZEA foi baseada na comparação da soma das concentrações de zeranol 

e taleranol com a soma de ZEA, α-ZEL e β-ZEL, visto que as diferenças nas 

quantificações de zeranol e taleranol versus ZEA, α-ZEL e β-ZEL permitem diferenciar 

uma contaminação natural de abuso intencional (Blokland et al., 2006). 

No presente estudo, nenhuma amostra de urina de animais que foram alimentados 

somente com milho contaminado com ZEA foi classificada como abuso segundo a 

equação da EURL. Após o início desse tratamento, desde o 1º dia de coleta (dia 2), os 

níveis de ZEA, α-ZEL e β-ZEL estavam acima dos níveis de zeranol e taleranol, conforme 

demonstra a figura 19. 

 

Figura 19. Perfil de zeranol, taleranol, α-ZEL, β-ZAL e ZEA determinados pela análise por LC-MS/MS 

das amostras de urina coletadas de bovinos alimentados com milho contaminado com ZEA na concentração 

de 2.100 + 200 µg.kg-1 por dia durante 12 dias 

 
 

No grupo de animais que receberam o implante de zeranol e dieta livre da 

micotoxina ZEA, as amostras foram classificadas como abuso do 1º dia de coleta (dia 2), 

após a colocação dos implantes, até o último dia avaliado. Neste tratamento, a presença 

de ZEA, α-ZEL e β-ZEL não foram observadas em nenhuma amostra analisada, conforme 

demonstra a figura 20. 
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Figura 20. Perfil de zeranol, taleranol, α-ZEL, β-ZAL e ZEA determinados pela análise por LC-MS/MS 

das amostras coletadas de urina de bovinos que receberam implantes de zeranol na concentração de 36.000 

µg.kg-1 por um período de 110 dias 

 
As amostras de urina de animais que receberam o implante e foram alimentados 

com milho contaminado com a ZEA também foram classificadas como abuso de 

promotor de crescimento. Embora essas amostras tenham apresentado altos níveis de 

ZEA, α-ZEL e β-ZEL, os níveis de zeranol e taleranol foram maiores, conforme 

demonstra a figura 21. Quando a soma logarítmica de zeranol e taleranol é maior que a 

soma logarítmica de ZEA, α-ZEL e β-ZEL, as amostras são classificadas como abuso. 

 

Figura 21. Perfil de zeranol, taleranol, α-ZEL, β-ZAL e ZEA determinados pela análise por LC-MS/MS 

das amostras de urina coletadas de bovinos que receberam implantes de zeranol na concentração de 36.000 

µg.kg-1 e foram alimentados com milho contaminado com ZEA na concentração de 2.100 + 200 µg.kg-1 do 

1º ao 12º dia do experimento 
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Teqja & Mavromati (2024) usaram a equação do EURL em amostras de urina de 

ovelhas, cabras e suínos para distinguir o uso ilegal de zeranol do consumo de alimentos 

contaminados com ZEA e concluíram que, de fato, a ração estava contaminada com ZEA 

e que o modelo foi apropriado para discriminá-lo do uso ilegal de zeranol. Anteriormente, 

Arrizabalaga-Larrañaga et al. (2023) demonstraram que a equação do EURL, já usada 

quando o uso proibido de zeranol é detectado na urina bovina, também pode ser usada 

para urina suína. 

Embora os resultados deste trabalho sejam com animais em ambiente 

experimental, a diferença no perfil de RALs tornou possível ter uma hipótese de 

contaminação com ZEA e/ou administração ilegal com implante de zeranol. O modelo 

estatístico é apenas uma ferramenta de triagem que pode ajudar laboratórios de controle 

e autoridades a decidir se uma descoberta não conforme requer uma ação de 

acompanhamento ou pode estar relacionada à ingestão de ração contaminada com 

Fusarium spp. toxinas. Dessa forma, é possível afirmar que o modelo matemático da UE 

pode ser usado para avaliar o uso ilegal de zeranol no Brasil. 

 

 

6. CONCLUSÃO 

 

O presente estudo detectou aumentos e diminuições marcantes na quantificação 

dos RALs na urina bovina ao longo do tempo. As condições simuladas de metabólitos 

que podem surgir no ambiente de produção demonstraram que a equação recomendada 

pelo EURL permitiu diferenciar o abuso de zeranol da ingestão de milho naturalmente 

contaminado e concluiu, portanto, que o uso da equação pode ajudar as autoridades 

competentes a decidir se um resultado de RALs não conforme requer ação de 

acompanhamento ou pode estar relacionado à ingestão de ração contaminada. 
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