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RESUMO

As micotoxinas sao metabolitos secundarios produzidos por espécies diferentes de fungos.
As micotoxinas produzidas por fungos do género Fusarium sao importantes, pois sao agentes
causadores de doengas em plantas, animais e humanos. A zearalenona (ZEA) é uma
micotoxina produzida por Fusarium spp., particularmente pela espécie F. graminearum. No
Homem, a ZEA liga-se aos recetores estrogénicos (ER), competindo com o |17-B-estradiol. E
por isso considerada um desregulador enddcrino e produz efeitos hematologicos,
citotoxicos, genotoxicos, imunotoxicos e hepatotoxicos.

O consumo de cha e as infusdes de plantas medicinais tem vindo a aumentar, associado a
estilos de vida e opgoes alimentares consideradas mais saudaveis. Contudo, sao escassos os
estudos que avaliam a ocorréncia de contaminantes nestas matrizes alimentares.

Os objetivos do estudo foram a determinagao da ocorréncia de ZEA em chas e plantas
medicinais comercializadas em Portugal e a exposi¢cao humana decorrente do seu consumo.
Foram adquiridas 38 amostras de chas e plantas medicinais disponiveis comercialmente
(amostras de conveniéncia), na regiao de Coimbra e Aveiro, e o teor de ZEA foi
determinado por um kit ELISA competitivo.

Das amostras analisadas, 24 (63,16%) encontravam-se contaminadas com um teor de ZEA
superior ao LOD (1,75 pg/kg). Os teores das amostras positivas variaram entre 1,82 pg/kg e
19,02 pg/kg, com um valor médio de 8,93+5,20 pg/kg. A ingestao diaria estimada (EDI) de
ZEA foi de 0,0227 pg/kg p.c/dia. As amostras de plantas medicinais, biologicas, fora da Uniao
Europeia e vendidas a granel foram as que apresentaram os teores de ZEA mais elevados.
No entanto, comparando com outros estudos em chas e plantas medicinais os valores sao
bastante inferiores. Apesar disso, devido ao aumento do consumo de infusdes de cha e de
plantas medicinais que tem ocorrido nos Ultimos anos e da tendéncia de crescimento do

mesmo, estes valores poderao tornar-se significativos.

Palavras-chave: zearalenona, plantas medicinais, cha, ELISA.



ABSTRACT

Mycotoxins are secondary metabolites produced by different species of fungi. Mycotoxins
produced by fungi of the genus Fusarium are important because they are agents that cause
diseases in plants, animals and humans. Zearalenone (ZEA) is a mycotoxin produced by
Fusarium spp., particularly by the species F. graminearum. In humans, ZEA binds to estrogenic
receptors (ER), competing with |7-B-estradiol. It is therefore considered an endocrine
disruptor and produces haematological, cytotoxic, genotoxic, immunotoxic and hepatotoxic
effects.

Tea and medicinal plants infusions consumption have been increasing, associated with
healthier lifestyles and food choices. However, there are very few studies evaluating the
occurrence of contaminants in these food matrices.

The objectives of the study were to determine the occurrence of ZEA in teas and medicinal
plants marketed in Portugal and the human exposure due to its consumption.

Thirty-eight samples of commercially available teas and medicinal plants (convenience
samples) were purchased in the region of Coimbra and Aveiro, and the ZEA content was
determined by a competitive ELISA kit.

Of the samples analyzed, 24 (63.16%) were contaminated with a ZEA content higher than
LOD (1.75 pg/kg). The contents of the positive samples ranged from 1.82 ug/kg to 19.02
pg/kg, with a mean value of 8.93+5.20 pg/kg. The estimated daily intake (EDI) of ZEA was
0.0227 pg/kg b.w./day. Samples of medicinal and biological plants outside the European Union
and sold in bulk were those with the highest ZEA levels. However, comparing with other
studies in teas and medicinal plants the values are quite inferior. Despite this, due to the
increasing consumption of tea and medicinal plants infusions that have occurred in the last

years and the trend of growth of the same, these values could become significant.

Key-words: zearalenone, medicinal plants, tea, ELISA.
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I. CHAS E PLANTAS MEDICINAIS

O cha é um alimento de baixa humidade e estavel no meio ambiente, portanto,
microbiologicamente estavel sob condi¢des normais de armazenamento. O cha é derivado
apenas das folhas tenras de variedades da espécie Camellia sinensis. O seu processamento
distingue os varios tipos de cha existentes que sao o cha preto, o cha Oolong e o cha verde.
Existem outros tipos de cha também provenientes de Camellia sinensis, onde outras formas
de processamento/tratamentos especiais podem ser usados, como o chd branco, o cha
amarelo e o cha Pu-Erh (também conhecido como vermelho) (Tea & Herbal Infusions
Europe, 2016).

O cha teve a sua origem na China e atualmente é uma das bebidas mais consumidas no
mundo, além da agua. A composicao quimica do cha inclui polifendis, alcaloides, aminoacidos,
glucidos, proteinas, compostos volateis, sais minerais e micronutrientes. Os polifendis sao o
grupo biologicamente mais ativo de componentes do cha porque possuem efeitos
antioxidantes, antimutagénicos e anticarcinogénicos (Reto et al., 2007).

Além do cha, existem as infusoes de plantas medicinais e frutas que sao partes de plantas
que nao sao originarias da planta do cha (Camellia sinensis) e sao destinadas para uso
alimentar por fermentagio com agua recém-fervida, dando origem as infusdes. Existem
também misturas de plantas medicinais e frutas com cha como um componente menor. As
plantas medicinais e frutas sao alimentos com baixo teor de humidade e, portanto, sao
microbiologicamente estaveis sob condigoes de armazenamento normais (Tea & Herbal
Infusions Europe, 2014).

A grande maioria do cha tem a sua produgao no continente asiatico. O principal produtor
mundial de cha é a China. Em 2013, a producao chinesa de cha atingiu 1924 mil toneladas. O
segundo maior produtor de cha mundial é a india. Além da China e da India, a Indonésia, o
Quénia e o Sri Lanka encontram-se entre os paises produtores de cha mais importantes
(CBI Ministry of Foreign Affairs, 2017a; Tea & Herbal Infusions Europe, [s.d.]).

No que diz respeito a Europa, é praticamente inexistente a producao de folhas de cha. A
producao de cha na Europa ocorre no sul do continente onde sao produzidas quantidades
muito pequenas. Por exemplo, Portugal produziu 76 toneladas em 2016. Portanto, a Europa
depende das importagoes dos paises produtores de cha para o consumo do mesmo (Silva,
2014).

Portugal é o unico pais europeu a produzir chd a nivel industrial. Em Portugal, o cha é

produzido por duas fabricas localizadas na ilha de Sao Miguel, nos Agores, uma de maior



escala, a Gorreana, e outra de menor escala, o Porto Formoso. E produzido
maioritariamente cha preto, seguindo-se a produgao de cha verde. Atualmente, o mercado
encontra-se em expansao, apesar da produgao se encontrar dependente das condigoes
climatéricas da ilha. Em média, a produgao anual de cha na ilha de S. Miguel é de cerca de 50
toneladas (Silva, 2014).

Segundo dados da Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), Portugal
tera exportado no ano 2013 um total de 134 toneladas de cha, apresentando um
crescimento bastante significativo a partir de 2005, ano em que terao sido exportadas 30
toneladas de cha. Desde o ano de 2000 que a importagao de cha em Portugal, apesar de ter
sofrido bastantes oscilagoes, teve um aumento enorme, uma vez que em 2000 foram
importadas 372 toneladas de cha e no ano de 2013 foram importadas 1382 toneladas (FAO,
2017).

Em Portugal o cha sempre foi visto como uma bebida mais direcionada para os idosos e
pessoas doentes, contudo, a crescente consciencializagao da populagao nas questoes da
salde e bem-estar afetaram positivamente o consumo de cha, aumentando a sua procura.
Muitos consumidores trocaram o café pelo cha por o considerarem moderno e a op¢ao
mais saudavel. Os maiores importadores de cha do mundo sao a Russia, o Reino Unido e os
Emirados Arabes Unidos, pois sio paises nos quais o consumo de cha ja faz parte dos
costumes culturais (Silva, 2014).

No que diz respeito ao consumo per capita de cha existem dados que indicam que, em 2016,
a Turquia era o maior consumidor do mundo, com um consumo anual de quase 7 kg. Em
contraste, a China tinha um consumo anual de 0,57 kg por pessoa. A seguir a Turquia a
Irlanda, o Reino Unido, Marrocos e a Nova Zelandia sao os maiores consumidores (Statista,
2016).

O cha ja nao é considerado uma bebida ultrapassada pelos jovens consumidores e ganhou
popularidade, a medida que as suas percegoes da bebida mudaram (Silva, 2014).

Com o aumento mundial do consumo de cha torna-se importante o controlo da sua
qualidade e composigao. No relatorio anual mais recente do The Rapid Alert System for
Food and Feed (RASFF), de 2016, constam variados alertas de micotoxinas em diferentes
matérias-primas incluindo o cha e plantas medicinais. Além disso, as micotoxinas encontram-
se no top 10 dos perigos em produtos alimenticios (European Comission - Health and Food
Safety, 2017).

A composicao quimica do cha finalizado depende tanto da composigao quimica da matéria-

prima da planta quanto do processamento do cha. O primeiro é determinado por fatores



ambientais, incluindo o método de cultivo, as condigoes atmosféricas e o periodo de
colheita. Além disso, a poluigao ambiental pode contribuir para a contaminagao do cha com
metais pesados, dioxinas, residuos de pesticidas e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(PAHs) (Zachara, Gatkowska e Juszczak, 2017).

A ocorréncia de micotoxinas como aflatoxinas (AFs), ocratoxina A (OTA), zearalenona
(ZEA) e varios tricotecenos (TCs) em produtos a base de plantas, como plantas
medicinais/aromaticas, tem sido relatada em todo o mundo. A produgao em campo, bem
como a falta de higiene e controlo durante o armazenamento, processamento ou
distribuicao da matéria-prima deste tipo de produtos, pode levar ao crescimento de fungos e
subsequente produgao de micotoxinas (Santos et al., 2013).

Varias pesquisas de fungos toxigénicos em plantas encontraram altos niveis de Aspergillus,
Penicillium e Fusarium spp. Embora a presencga de fungos possa nao estar correlacionada com
a presenga de micotoxinas, ha estudos de AFs, OTA e fumonisinas (FBs) em plantas

medicinais e no cha (Trucksess e Scott, 2008).

2. MICOTOXINAS

As toxinas produzidas por fungos filamentosos sao designadas por micotoxinas (Rocha et al,
2014). Estas sao estruturas organicas altamente diversas, caraterizadas por uma variedade de
grupos funcionais contendo heteroatomos (Marroquin-Cardona et al., 2014).

O termo "micotoxina" é geralmente reservado para compostos pequenos com cerca de
300-700 Da que sao produzidos pré e poés-colheita como metabolitos secundarios por varias
espécies diferentes de fungos (Turner et al,, 2015), tais como Aspergillus, Penicillium, Fusarium
e Alternaria. Sao produzidas principalmente, embora nao exclusivamente, quando o fungo
atinge a maturidade (Ashiq, Hussain e Ahmad, 2014). Estudos revelaram a existéncia de pelo
menos cerca de 400 micotoxinas diferentes (Rocha et al., 2014).

As micotoxinas produzidas por fungos do género Fusarium sao importantes, pois sao agentes
causadores de doengas em plantas, animais e humanos (An et al., 2016). Quando ingeridas,
inaladas ou absorvidas através da pele causam doencas ou morte em humanos e animais
(Ashiq et al., 2014).

Os fungos que produzem micotoxinas sao aerobios e podem colonizar diferentes tipos de
produtos alimentares. Estas toxinas sao bastantes resistentes a tratamentos térmicos,

utilizados no processamento alimentar, como a cozedura ou a congelagao (Marques, 2007).



Para além da sua notdria toxicidade e estabilidade térmica, demonstram altos niveis de
bioacumulagao (Turner et al., 2015).

Sao moléculas com estruturas que variam de anéis heterociclicos simples, com pesos
moleculares até 50 Da, até grupos com 6 e 8 anéis heterociclicos dispostos irregularmente
com um peso molecular total de mais de 500 Da e nao apresentam imunogenicidade (Rocha
et al,, 2014).

As micotoxinas podem afetar muitos 6rgaos e sistemas, principalmente o figado, rins e
sistema nervoso, endocrino e imunitario (Marques, 2007).

Existem seis micotoxinas, ou grupos de micotoxinas, que ocorrem com bastante frequéncia
em alimentos: deoxinivalenol (DON), nivalenol (NIV), zearalenona (ZEA), fumonisinas (FBs),
ocratoxina A (OTA) e aflatoxinas (AFs). A toxina T-2 encontra-se também numa grande
variedade de graos, mas a sua ocorréncia, € menos frequente do que as seis micotoxinas
anteriormente referidas (Marques, 2007).

Muitos desses potentes produtos quimicos organicos podem ser encontrados em alimentos
contaminados por fungos e podem ser prejudiciais se ingeridos em quantidades
suficientemente altas ou durante um periodo de tempo suficientemente longo (Marroquin-
Cardona et al,, 2014).

O consumo de alimentos contaminados por micotoxinas raramente origina toxicidade aguda.
No entanto, efeitos cronicos graves foram demonstrados para varias delas (Anfossi,
Giovannoli e Baggiani, 2016). Quando ingeridas, as micotoxinas podem causar episédios de
doenga aguda ou cronica, originando efeitos cancerigenos, mutagénicos, teratogénicos,
estrogénicos,  hemorragicos,  nefrotoxicos,  hepatotoxicos,  neurotoxicos  e/ou
imunossupressores (Pereira, Fernandes e Cunha, 2014).

As micotoxinas nao sao apenas dificeis de definir, também sao dificeis de classificar. Devido
as suas diversas estruturas quimicas e origens biossintéticas, a sua diversidade de efeitos
biologicos e a sua produgao ocorrer num grande numero de espécies de fungos, os
esquemas de classificagao tendem a refletir a experiéncia da pessoa que faz a categorizagao.
Assim, as micotoxinas podem ser classificadas como hepatotoxinas, nefrotoxinas,
neurotoxinas, imunotoxinas e assim por diante (Bennett e Klich, 2003).

Muitas micotoxinas foram incluidas pela International Agency for Research of Cancer (IARC,
1993) no grupo 2B, carcinogéneos possiveis para o Homem, como as FBs, a OTA e AF M|,
enquanto as AFs Bl, B2, Gl e G2 foram classificadas como comprovadamente
carcinogénicas para o Homem, grupo |. Além disso, a AF Bl foi também classificada como o

agente hepatocarcinogénico mais potente conhecido (Anfossi et al., 2016). A ZEA, o DON, o



NIV e a toxina T-2 foram englobadas no grupo 3, o que significa que nao sao classificaveis
quanto a sua carcinogenicidade para os seres humanos (IARC, 1993).

As micotoxicoses sao exemplos de patologias causadas por micotoxinas e sao analogas as
patologias causadas pela exposicao a pesticidas ou residuos de metais pesados. A maioria das
micotoxicoses resulta da ingestao de alimentos contaminados. Com excegao da terapia de
suporte (por exemplo, dieta, hidratagao), quase nao ha tratamentos para doengas causadas
pela exposicao a micotoxinas (Bennett e Klich, 2003).

A toxicidade dessas toxinas levou muitos paises a estabelecer regulamentos rigidos para o
seu controlo nos alimentos destinados a humanos e a animais e o consequente
estabelecimento de legislagao para controlar a sua possivel contaminagao (Pereira et al.,
2014).

Tem sido observada em varios estudos uma agao protetora de antioxidantes, principalmente
de origem natural, contra os efeitos toxicos de varias micotoxinas. Essas propriedades
protetoras provavelmente devem-se a sua capacidade de atuar sobre os radicais livres,
protegendo assim o DNA, as proteinas celulares e os lipidos dos danos induzidos pelas
micotoxinas. Varias substincias naturais foram usadas pela sua capacidade de modular o
stress oxidativo causado por micotoxinas, incluindo o ascorbato (vitamina C), tocoferol
(vitamina E), carotenoides (vitamina A), os flavonoides, a curcumina, o cha verde, o licopeno,
o acido fitico, a L-carnitina e a melatonina (Silva, Bracarense e Oswald, 2018).

Nos ultimos anos, o termo "micotoxinas emergentes" foi atribuido a toxinas para as quais
pouco conhecimento estava disponivel no passado, mas atualmente tem sido desenvolvida
mais investigacao para determinar as suas ocorréncias e potenciais efeitos na saiude. As
micotoxinas deste grupo incluem a fusaproliferina (FUS), a beauvericina (BEA), as eniantinas
(ENs) e a moniliformina (MON) (Marroquin-Cardona et al., 2014).

Para além dos alimentos, também as especiarias usadas na sua preparagao bem como as
plantas, sejam medicinais ou nao, se encontram contaminadas com micotoxinas (Freire et al,

2007; Serra, 2005).

2.1 ZEARALENONA

2.1.1 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS

A ZEA é uma lactona do acido 6-[10-hidroxi-6-oxo-trans- | -undecenil]-B-resorciclico (Figura
la) produzida por varias espécies de Fusarium spp., particularmente F. graminearum

(teleomorfo Gibberella zeae) e também pelo F. culmorum, F. equiseti e F. verticillioides (Bennett



e Klich, 2003; EFSA, 2011). A sua féormula empirica é C;gH»Os e o seu peso molecular
318,147 (Marques, 2007).

Foi isolada pela primeira vez do milho infetado com G. zeae e a sua estrutura foi elucidada
em 1966 (Zhang et al., 201 1).

A ZEA é uma substincia cristalizivel, branca. E solivel em metanol, éter dietilico, benzeno,
acetonitrilo, acetato de etilo e alcoois e insolivel em dissulfureto de carbono e tetracloreto
de carbono. O seu ponto de fusao é 164-165°C. Pode absorver a luz ultravioleta (UV) com
comprimentos de onda de 314, 274 e 236 mm e sob luz UV, a 366 nm, emite uma
fluorescéncia azul (Irnidayanti, 2012; Zhang et al., 201 |).

As solubilidades a 25°C, expressas em percentagem de peso, sdo: agua, 0,002; n-hexano,
0,05; benzeno, I,I3; acetonitrilo, 8,6; diclorometano, 17,5; metanol, 18; etanol, 24; e
acetona, 58 (IARC, 1993).

A ZEA é um composto estavel que nao se degrada a altas temperaturas. A sua estabilidade
mantém-se quando é aquecida a 120°C. no entanto, ocorre decomposicao de cerca de 29%
quando submetida a 150°C, e da ordem dos 69% quando aquecida a 200°C, durante 60 min.
E estavel a hidrolise em solugdes tampio neutras ou acidas (IARC, 1993).

A sua estrutura quimica foi elucidada por Urry em 1966. E umas das micotoxinas melhor
estudadas de entre as que sao produzidas por F. tricinctum, F. moniliforme, F. avenaceum, F.
nivale, F. equiseti, F. graminearum, F. sambucinum, F. oxysporum e F. gibbosum. Estes fungos
sintetizam a ZEA em substratos ricos em glicidos (cereais), a temperaturas entre 12 e 25°C
e aw>0,90 (Marques, 2007).

A ZEA é um composto estavel e nao se degrada mesmo a altas temperaturas, exibindo
fluorescéncia sob luz UV (Zinedine e Ruiz, 2014), portanto, o processamento de matérias-
primas na industria alimentar nao a elimina e a toxina permanece no produto final, como por
exemplo, o pao (Kriszt et al, 2012). Como é muito estavel em alimentos mesmo durante o
processamento térmico, também a sua ingestao nao promove dano da sua molécula ativa (Li
et al, 2015).

Existem muitos microrganismos que sao capazes de degradar as micotoxinas, por exemplo,
as estirpes de actinomicetos, especialmente os rhodococci que sao os melhores degradadores
das aflatoxinas. Também foi mostrado que a ZEA pode ser eliminada por Acinetobacter sp.

SM04 e por Pseudomonas putida ZEA-I (Kriszt et al., 2012).
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Figura |- Zearalenona (a, ZEA) e seus metabolitos: b) a-zearalenol (a-ZOL); c) B-zearalenol (-

ZOL); d) zearalanona (ZAN); e) a-zearalanol (a-ZAL); f) P-zearalanol (B-ZAL) (adaptado de
Minervini e Aquila, 2008).

2.1.2 TOXICOCINETICA E TOXICODINAMICA

No Homem, a ZEA liga-se aos recetores estrogénicos (ER), competindo com o 17-f-
estradiol. Em criangas expostas a leites contaminados com 160 ng/mL de ZEA verifica-se um
desenvolvimento sexual precoce. O a-zearalenol possui efeitos estrogénicos 10 vezes
superiores aos da ZEA. Tanto este metabolito como outros (o e f-zearalanol) foram
utilizados como promotores de crescimento em animais devido precisamente aos seus
efeitos estrogénicos e anabolizantes. No entanto demonstrou-se que, para além disso, estes
derivados tém efeitos carcinogénicos, razao pela qual o seu uso esta proibido em todos os
paises da Uniao Europeia (UE) (Marques, 2007).

A ZEA nao tem uma estrutura quimica como os esteréides, mas tem uma potente atividade
luteotrofica em alguns animais (Irnidayanti, 2012).

Foi demonstrado que in vitro (Kriszt et al, 2012) os metabolitos da ZEA se ligam
competitivamente aos recetores de estrogénio (ER-a e ER-B) devido a sua semelhanga
estrutural com a hormona sexual 17-B estradiol (Zinedine e Ruiz, 2014).

In vivo, a ZEA ¢é rapidamente absorvida apos administragao oral e metabolizada em
metabolitos principais, a-zearalenol (a-ZOL) e B-zearalenol (B-ZOL), que também sao
ligantes do ER (Kriszt et al., 2012).

A ZEA é reduzida, principalmente a a-ZOL (baixo ponto de fusio, 168 a 169°C) e, em
menor quantidade a B-ZOL (ponto de fusio elevado, 174 a 176°C) (Bottalico et al., 1985),
que sao entao decompostos em a-zearalanol (a-ZAL) e B-zearalanol (B-ZAL). A hidroxi-
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esteroide desidrogenase (HSD) desempenha um papel fundamental nessas transformagoes
(Gadzata-Kopciuch et al, 201 1) pois, € metabolizada através de duas vias nos hepatocitos e
células, nomeadamente a conjugagao com acido glucuroénico e a redugao a a e B-ZOL por
acao da 3 a (B)-hidroxi-esteroide desidrogenase (Minervini et al, 2006). Como a ZEA tem
uma estrutura muito semelhante ao estradiol, torna-se um substrato para a 3a-HSD e a 3-
HSD. E metabolizada a 0-ZOL com o envolvimento de 30-HSD e a B-ZOL com o
envolvimento de 3B-HSD (Gadzata-Kopciuch et al,, 201 I).

Estas reacoes mostram semelhangas com processos no metabolismo de esterdides porque
as HSDs catalisam reagdoes de oxidacao/reducao na sintese e inativagio de hormonas
esteroides (Minervini et al., 2006).

O metabolito a-ZOL (naturalmente presente em culturas de Fusarium e na alimentagao
animal) (Bottalico et al., 1985) apresenta uma maior estrogenicidade que a ZEA, pelo que o
B-ZOL se apresentou menos eficaz no teste de proliferagao do MCF-7 (cell proliferation assay
of estrogenic activity). A ZEA e os seus metabolitos mostram propriedades estrogénicas
similares, com excec¢ao do a-ZOL, que induz maior atividade estrogénica (Kriszt et al., 2012).
As formas modificadas de ZEA sao metabolitos fase | e fase Il. Os metabolitos da fase | sao
formados principalmente por meio da redugao. Os metabolitos da fase Il sao formados pela
conjugagao de ZEA e seus metabolitos de fase | com glicose ou sulfato e, nos animais, pelo
acido glucurdnico (Figura 2). De acordo com estudos in vitro e in vivo, as formas conjugadas
da ZEA podem ser hidrolisadas no trato gastrointestinal de mamiferos, principalmente como
uma biotransformagao microbiana que ocorre no intestino. Mais estudos sao necessarios
para determinar a biodisponibilidade de formas modificadas de ZEA, em particular,

metabolitos de fase Il de origem vegetal e fungica (EFSA, 2016a).
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Figura 2 - Principais vias metabdlicas para a formagao dos metabolitos da fase | e da fase Il da ZEA

(adaptado de EFSA, 2016a).

As formas modificadas da ZEA foram descritas principalmente em alimentos de origem
vegetal, devido a biotransformagao realizada por plantas e/ou fungos. Como as vias de
biotransformagao sao frequentemente similares em plantas, fungos e até mesmo em

mamiferos, varios compostos podem resultar de multiplas vias (EFSA, 2016a).

2.1.3 EFEITOS FISIOLOGICOS E TOXICIDADE

A ZEA é uma micotoxina nao esteroide que pode sofrer metabolizagao em fungos, plantas e
mamiferos. A ZEA e os seus metabolitos representam um sério perigo para a saude animal e
humana (Zinedine e Ruiz, 2014). Devido a sua potente atividade estrogénica a ZEA foi

assinalada como um fitoestrogénio, um micoestrogénio e um promotor de crescimento

(Bennett e Klich, 2003).
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A contaminagao dos alimentos destinados a humanos e animais com ZEA constitui um
perigo para a saude humana e animal. Esta micotoxina pode ser rapidamente absorvida apos
a administragao oral e é metabolizada originando principalmente a e B-zearalenol (o e B-
ZOL) (Kong et al., 2013).

Além disso, a ZEA produz efeitos hematologicos, citotoxicos, genotoxicos, imunotoxicos e
hepatotoxicos (Zinedine e Ruiz, 2014) que nao estao relacionados com a sua afinidade de
ligacao a recetores de estrogénio (Liu et al., 2014).

Também foi reportado que a ZEA facilita a carcinogénese, a toxicidade reprodutiva e a
imunidade por supressao. A maioria das atividades bioldgicas da ZEA sao atribuidas ao efeito
agonista nos recetores de estrogénio, apesar de existirem outras reagoes bioldgicas que nao
podem ser explicadas pela sua atividade estrogénica (Chatopadhyay e Pandey, 2012).

Os efeitos toxicos da ZEA podem ser induzidos por mecanismos que nao estao associados a
sua atividade estrogénica. A ZEA afeta a integridade do DNA e das mitocondrias, diminui a
proliferagao celular e modula a resposta inflamatoéria (Silva et al., 2018).

A ZEA e os seus metabolitos (Figura |) demonstram atividade genotdxica que resulta em
ruturas de replicagado do DNA, aberragoes cromossémicas (alteragoes na estrutura ou
numero de cromossomas), alteragoes nos cromatideos irmaos (ruturas durante a divisao
meidtica ou mitdtica dos cromatideos separados que dao origem a novos cromossomas),
indugao da fragmentagao do DNA (delegao, inversao, duplicagao, translocagao), pausa no
ciclo celular, inibicao da sintese de proteinas e DNA e apoptose (Gadzata-Kopciuch et al.,
2011).

A ZEA visa principalmente o sistema reprodutivo porque tem fraca atividade de estrogénio.
Aparentemente, tem cerca de 20 vezes menor ligagao ao recetor de estrogénio do que o
estrogénio enddgeno estradiol (Li et al., 2015).

Pode causar problemas reprodutivos em animais como gado, suinos e aves de capoeira, e
possivelmente em seres humanos (Selvaraj et al., 2015).

Os seus efeitos adversos podem ser ainda mais acentuados durante a gestagao, uma vez que
os fetos sdo suscetiveis a toxinas devido ao seu fragil estado de desenvolvimento e ao
mecanismo de defesa inadequado. Muitos estudos demonstraram que a ZEA pode alterar o
ambiente intra-uterino durante a gestacao precoce, afetando o mecanismo secretor do
endométrio. Foi demonstrado que a exposicao a ZEA durante a gestacao precoce afetou a
capacidade reprodutiva materna e o atraso no desenvolvimento fetal. Da mesma forma,
muitos estudos mostraram que afeta a fecundidade, e os efeitos podem transferir-se da

placenta para o feto (Liu et al., 2014).
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De todas as espécies animais, os suinos sao a espécie mais sensivel, seguida pelos
ruminantes. As aves sao as espécies mais resistentes. No que diz respeito as espécies
equinas, os efeitos da ZEA foram apenas demonstrados em alguns casos. Um surto de
micotoxicoses provocadas pela ZEA em cavalos foi associado a ingestao de milho contendo
aproximadamente 2,6 mg/kg de ZEA (Minervini et al., 2006). Os teores de micotoxinas nos
alimentos para peixes raramente foram investigados, mas dados recentes mostram que a
ZEA ¢é altamente prevalente em ingredientes e ragoes usadas em aquicultura (Pietsch et al.,
2015).

Geralmente, as marras sao as espécies mais sensiveis a exposicao da ZEA. As fémeas pré-
puberes reagem de forma mais sensivel. Os sintomas tipicos da toxicose por ZEA em marras
e porcas sao vermelhidao, hiperemia e inchago edematoso da vulva, aumento do Utero com
a formagao de quistos nos ovarios e aumento das glandulas mamarias (Binder et al., 2017).
Nos suinos, ratos e galinhas, a ZEA é metabolizada a a e B-zearalenol, sendo que a ligacao
do a-zearalenol aos recetores estrogénicos € 10 a 20 vezes mais forte que a ZEA e a do B-
zearalenol 100 vezes mais forte (Popiel et al.,, 2014).

Foi demonstrado que a ZEA atravessa facilmente a barreira intestinal e é rapidamente
absorvida pelos enterécitos. Embora as reagoes de biotransformagao xenobidtica ocorram
principalmente no figado, o intestino também pode contribuir para a biotransformagao geral.
Além disso, surgiram varios estudos que evidenciam os seus efeitos sobre o stress oxidativo
demonstrando que a ZEA induz a peroxidagao lipidica no figado, bago, rins e testiculos (Liu
et al,, 2014).

Estudos in vivo e in vitro mostraram que a ZEA aumenta os niveis de malonildialdeido (MDA),
marcador de stress oxidativo, devido a modulacio dos mecanismos antioxidantes
intracelulares (Silva, Bracarense e Oswald, 2018).

A ZEA manifesta a sua atividade fisiologica ao ligar-se ao recetor citosolico proteico, sendo
translocada do complexo recetor de estrogénios para o nucleo, de forma aniloga as
hormonas esterdides. Possui uma grande afinidade para os recetores de estrogénios
citoplasmaticos. Marasas e seus colaboradores, em 1979, caracterizaram esta micotoxina
como um composto téxico nao-agudo (LD 50>2,000-20,000 mg/kg peso vivo) (Marques,
2007).

Os efeitos toxicos da ZEA foram amplamente estudados por métodos in vitro e in vivo. Mas
pouca evidéncia conclusiva esta disponivel sobre os efeitos da ZEA em seres humanos.
Contudo, a presenca simultinea e nao individual de micotoxinas em produtos destinados ao

consumo humano é mais importante. Assim, € importante estabelecer se as micotoxinas
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interagem umas com as outras quando ocorrem conjuntamente e, se sua interagao pode
aumentar seus respetivos efeitos toxicos (Zinedine e Ruiz, 2014).

A ZEA no desempenho reprodutivo foi investigada principalmente em animais fémeas,
particularmente bovinos e suinos, enquanto relativamente poucos estudos examinaram a
influéncia da ZEA na funcao reprodutiva masculina. Em contraste com os suinos e
ruminantes, acredita-se que os cavalos sejam relativamente insensiveis aos efeitos da ZEA na
funcao reprodutiva. Um conjunto significativo de evidéncias experimentais demonstrou que
as hormonas esterdides podem influenciar a fungao reprodutiva via os recetores de
membrana plasmatica e, assim, exercer os seus efeitos através de vias nao genomicas
(Filannino et al., 2011).

Varios estudos demonstram que concentragoes de ZEA tio baixas quanto 1,0 ppm,
veiculadas pela alimentacdo, podem levar a sindromes hiperestrogénicas em suinos.
Concentragoes mais elevadas podem provocar aborto e outros problemas. A forma
reduzida da ZEA, zearalenol, aumentou a atividade estrogénica. A ZEA também tem sido
usada para tratar sintomas pos-menopausicos em mulheres, e tanto o zearelanol como a
ZEA foram patenteados como contracetivos orais (Bennett e Klich, 2003).

A poténcia biologica da ZEA e dos seus metabolitos € alta, mas a toxicidade real é baixa. A
dose letal de 50% em ratos fémea é superior a 10000 mg/kg e em porquinhos-da-india fémea
é de 5000 mg/kg, enquanto que apenas | pg/kg pode criar uma resposta luteogénica
detetavel em suinos fémea (Bennett e Klich, 2003).

A eliminagdo dos niveis excessivos de ZEA e seus metabolitos ocorre principalmente

através da urina e da bilis (Gadzata-Kopciuch et al,, 201 1).

2.1.4 LEGISLACAO

2.1.4.1 LIMITES MAXIMOS

Para as AFs, OTA, DON, ZEA e FBs, existem limites legais estabelecidos pela legislagao
europeia numa variedade de itens alimentares. No entanto, no caso de especiarias e ervas,
existe apenas legislagao oficial para contaminagao por AFs e OTA (European Commission,
2010; Tripathy et al., 2015).

A protecao dos consumidores também é assegurada através da manutengao dos niveis de
micotoxinas tao baixos quanto razoavelmente alcancados na sequéncia de boas praticas

agricolas, de armazenamento e de processamento. As micotoxinas e as matérias-primas
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regulamentadas, e os limites maximos variam significativamente em diferentes paises (Anfossi
etal., 2016).

Os Limites Maximos (LMs) estabelecidos na Uniao Europeia (UE) para a ZEA em alimentos
destinados a alimentagao humana sao 20 pg/kg para alimentos transformados a base de milho
para lactentes e criangas jovens e alimentos a base de cereais; 50 pg/kg para pao (incluindo
pequenos produtos de panificagao), produtos de pastelaria, bolachas, refei¢oes leves a base
de cereais e cereais para pequeno-almogo, com excecao de refeigoes leves a base de milho e
cereais para pequeno-almogo a base de milho; 75 pg/kg para cereais destinados ao consumo
humano direto, farinha, sémola e gérmen de cereais, enquanto produto final comercializado
para consumo humano direto; 100 pg/kg de milho destinado ao consumo humano direto,
refeicoes leves a base de milho e cereais para pequeno-almocgo a base de milho; 350 pg/kg de
milho nao transformado e 400 pg/kg para oleo de milho refinado (Regulamento (CE) N°
1126/2007).

Para matérias-primas usadas em alimentagao animal, o LM é de 2 mg/kg para cereais e
produtos derivados de cereais e 3 mg/kg para subprodutos do milho. Em relagao aos
alimentos complementares e completos, o LM é de 0, mg/kg para leitoes e marras, 0,25
mg/kg para porcas e suinos de engorda e 0,5 mg/kg para vitelos, vacas leiteiras, ovelhas
(incluindo borregos) e cabras (incluindo cabritos) (Recomenda¢do da Comissdo, de |7 de
Agosto de 2006).

A alimentagao dos animais de companhia também se tornou uma preocupagao e, em 2016,
foi publicada uma recomendagao da UE que estabeleceu limites para a ZEA. Para matérias-
primas destinadas a alimentagao animal - cereais e produtos a base de cereais com excecao
dos subprodutos do milho (3 mg/kg) o valor de orientagao de alimento para animais para um
teor de humidade de 12% é de 2 mg/kg, alimentos compostos para leitoes, marras,
cachorros, gatinhos, caes e gatos para reproducao o valor é 0,1 mg/kg e alimentos
compostos para caes e gatos adultos, exceto para reproducio o valor é 0,2 mg/kg
(Recomendagdo (UE) 2016/1319 da Comissdo de 29 de Julho de 2016).

A Food and Drug Administration (FDA) nao estabelece diretrizes regulatorias para esta

micotoxina (Smith et al., 2016).
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2.1.4.2 INGESTAO DIARIA TOLERAVEL

A Autoridade de Seguranca Alimentar Europeia (EFSA, 201 1) publicou uma opiniao cientifica
sobre os riscos para a salde publica da ZEA, tendo estabelecido uma ingestao diaria
toleravel (TDI) de 0,25 pg/kg peso corporal/dia com base nos dados mais recentes obtidos

em suinos, mas tomando também em consideragao as comparagoes entre suinos € humanos.

2.1.5 OCORRENCIA

A ZEA ocorre predominantemente em culturas de cereais, bem como produtos
relacionados, como milho, trigo, aveia, cevada, géneros alimenticios e alimentos para animais
(Zhang et al, 2011). Enquanto a ZEA é principalmente um contaminante de campo, a
producao de toxina também pode ocorrer em condigoes de armazenamento precarias
(EFSA, 201 1).

A contaminagao por ZEA em alimentos e ragao animal representa um alto risco para a saude
humana e animal. Esta micotoxina pode ser rapidamente absorvida apds a administragao oral
e transformada principalmente em dois metabolitos, a-ZOL e B-ZOL (Zhang et al., 201 1).
Também é importante enfatizar que a humidade relativa do ar, o teor de humidade dos
graos, alta temperatura, luz e danos mecanicos levam a produgao de toxinas por fungos
micotoxigénicos presentes nos alimentos nos locais de armazenagem e stock (Cover et al,
2010).

A sua ocorréncia geografica mais prevalente é nas regides temperadas do norte (Europa,
América e Asia) (Santos et al., 2009).

O DON e a ZEA sao as principais micotoxinas formadas em silagem. O seu contetdo é
reduzido pela atividade de algumas lactobactérias na silagem. Alguns estudos indicaram que a
alta matéria seca na ensilagem, bem como o armazenamento reduzido, poderiam ser uma
maneira pratica de reduzir ou eliminar algumas toxinas de Fusarium em silagens contaminadas
(Jovaisiene et al., 2017)

Foi realizado um estudo em Portugal, com um total de 87 amostras (69 amostras de quatro
tipos diferentes de plantas e |8 amostras de cha preto) compradas em supermercados e
analisadas por cromatografia liquida (LC) por detegao para fumonisinas Bl (FBI) e B2 (FB2).
Cinquenta e cinco amostras encontravam-se contaminadas com FBI, |6 amostras de cha

preto e 39 de plantas medicinais com niveis a variar entre 80 a 280 pg/kg e de 20 a 700
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pg/kg FBI, respetivamente (Trucksess e Scott, 2008). Contrastando com estes teores, Os

cereais como o milho apresentam niveis de ZEA manifestamente superiores (Tabela I).

Tabela |- Ocorréncia de matérias-primas contaminadas por ZEA

N° Amostras Teores (uglkg)
Pais Matéria-prima Bibliografia
positivas/total Min-Max Média
Alcachofra 2/2 78 -
2/2
Raiz de bardana 10,9 -
2/2
Espanha Lucia-lima 14 -
" (Santos et al.,
Cha vermelho 11,2 . 2009)
2/2
Estrela-de-anis 10,1 -
Ché branco 212 1,2 -
Plantas Medicinais 12/12 5,3-295,8 150,55
(Kong et dl.,
Lagrima de Nossa 119.6 2013)
China Senhora i ’ i
Lagrima de Nossa (Zhang et dl.,
Senhora 1 2114 i 2011)
Medicamentos
P . - (Ashiq et al.,
India fitoterapicos - 110,0 - 2014)
Canada Milho 23/81 10-500 -
USA Milho 373 900-7800 -
Brasil Milho 16/328 260-9800 -
Austria Milho 3/6 420-1000 - (IARC, 1993)
Polénia Milho 5/5 700-350000 -
Trigo 20/20 - 10
Argentina
Cevada 13/20 - 5
Italia Pimentao doce 717 ) 023 (Gambacorta et

fresco

al, 2017)
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Poucos estudos tém sido desenvolvidos com a finalidade de avaliar o teor de ZEA em chas e
plantas medicinais, como se evidencia na Tabela |.

Da revisao efetuada constatou-se que os teores de ZEA encontrados em chas (branco e
vermelho) e em plantas medicinais oriundos de Espanha sao baixos, oscilando entre 7,8 e
I'1,2 ng/kg (Santos et al., 2009), enquanto na China as plantas medicinais apresentam teores
5,3 e 295,8 ng/kg (Kong et al., 2013). Quanto a frequéncia de detegao esta foi de 100% em

Espanha e na China.

2.1.6 METODOS DE DETERMINACAO

As micotoxinas encontram-se nos alimentos em concentragoes que requerem métodos
analiticos sensiveis e confiaveis para sua dete¢ao. Devido a variedade de estruturas quimicas
destes compostos, nao € possivel usar um método padrio para detetar todas as
micotoxinas. Os métodos de extragao e purificagao devem ser confidveis e sao vitais para o
sucesso da andlise. Eles despendem a maior parcela do tempo total da andlise e sao
dependentes da matriz e da estrutura da toxina (lamanaka, Oliveira e Taniwaki, 201 3).

A extracdo da ZEA presente nas matérias primas é efetuada recorrendo a solventes
organicos, sendo a mistura metanol-agua 80:20 (v/v) a mais usualmente utilizada (Tabela 2).
O estabelecimento de procedimentos analiticos eficientes, que gerem o minimo de residuos,
tem sido um desafio constante para a andlise de contaminantes. Tendo em conta essa
dificuldade, foi criado um procedimento para extragao de agrotoxicos denominado
QUuEChAERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safe), que se caracteriza pela extragao
rapida, confiavel, facil, economica, robusta e segura de analitos a partir de matrizes
complexas (Heidtmann-Bemvenuti et al, 2012). Alguns investigadores recorrem ao
QUuECHERS para extrair e purificar extratos contendo ZEA (Berthiller et al., 2018; Gonzalez-
Salamo et al,, 2017).

A purificagao com colunas de imunoafinidade (IACs) é um dos processos mais usados
(Tabela 2) (Marques, 2007; Wang et al, 2013). As IACs fornecem uma série de vantagens
sobre os métodos convencionais de extragao, como a alta especificidade do anticorpo para
o analito, o rapido processo de purificagao e a redugao efetiva de solventes toxicos,
portanto, tem um bom desempenho na extragao do analito alvo (Tang et al., 2014).

Um método para a determinagao da ZEA no milho foi desenvolvido aplicando extragao
liquida pressurizada (PLE) e usando solventes organicos ambientalmente aceitaveis e menos
nocivos. Os extratos foram analisados por cromatografia liquida acoplada a espectrometria

de massa (LC-MS), equipada com uma interface de ionizacao eletro-pulverizada (ESI). A
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mistura de extragao otimizada foi isopropanol e uma solugao aquosa de trietilamina (1%)
50:50 (v/v), que permitiu reduzir a metade o uso de solvente orgianico em comparagao com
o método proposto pela ISO (International Organization for Standardization). Ao aplicar o
método otimizado a cinco amostras de milho naturalmente contaminadas, as concentragoes
obtidas foram ligeiramente aumentadas em comparagao com a anadlise anteriormente
utilizada em que o solvente usado consistiu numa mistura de acetonitrilo-metanol (Pallaroni
e Holst, 2004).

Outro método para a determinacdo de compostos estrogénicos em amostras de leite e
iogurte utilizou a microextracao em fase liquida de fibra oca (HFLPME) e detegao e
quantificagao por GC-MS/MS. Além de quatro hormonas sexuais, dois exoestrogénios, dois
estrogénios sintéticos, também a ZEA, a-ZOL, B-ZOL, a-ZAL e B-ZAL foram incluidos no
método (Berthiller et al., 2018).

Os meétodos analiticos para micotoxinas incluem técnicas baseadas em ensaios
imunoquimicos que se aplicam principalmente para controlos rotineiros e rapidos, detegao
no local e técnicas baseadas em cromatografia que proporcionam determinagao sensivel,
precisa e seletiva de micotoxinas conhecidas, além de identificagao de compostos novos ou
modificados, através de detetores de massa em tandem (Anfossi et al., 2016).

As crescentes demandas para a detegao altamente sensivel de micotoxinas em amostras de
alimentos levaram ao desenvolvimento de muitos métodos analiticos tradicionais. Estes
métodos sao Cromatografia em Camada Fina (TLC), Cromatografia Liquida de Alta
Resolugao (HPLC) com detegao de fluorescéncia ou por massa, Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massa (GC-MS), ensaios imunoenzimaticos (ELISA),
radioimunoensaios e imunoensaio fluorescente (Tabela 2) (Marques, 2007; Wang et adl.,
2013).

Alguns investigadores efetuam a quantificagio de compostos estrogénicos recorrendo a
UHPLC-ESI-MS/MS incluindo a ZEA e os seus metabolitos (a-ZOL, B-ZOL, ZAN, a-ZAL e
B-ZAL), em produtos lacteos. Estes foram extraidos usando QUEChERS (Gonzalez-Salamo et
al, 2017).

Devido a simplicidade e baixo custo associados a sensibilidade e seletividade, os
imunoensaios sao de preferéncia usados para os estudos de triagem e levantamento de
primeiro nivel sobre a contaminagao por micotoxinas. Os kits baseados em ELISA estiao
comercialmente disponiveis para todas as micotoxinas reguladas e fornecem a ferramenta
analitica mais utilizada para garantir a seguranca alimentar através da cadeia alimentar

(Anfossi et al., 2016).
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Os métodos de detegao imunoquimica variam de imunoensaio de fluxo lateral simples e
ELISA para imunossensores altamente sofisticados. Deve-se notar que, tendo em conta o
tamanho da maioria das toxinas, elas requerem frequentemente a conjugacao de uma
proteina (muitas vezes albumina de soro bovino-BSA) para a criagao de anticorpos
(Meulenberg, 2012; Turner et al., 2015).

O ELISA é um dos métodos mais populares para a triagem de amostras contendo ZEA. No
entanto, o ELISA tradicional com dete¢ao colorimétrica possui baixa sensibilidade e requer
pré-tratamento redundante para enriquecer e purificar a ZEA de amostras complexas (Zhan
etal, 2016).

O ELISA é um método analitico confidvel, sensivel, rapido e simples e amplamente aplicado
na seguranga alimentar. Existem muitos formatos do ELISA, como o método do anticorpo
monoclonal duplo, método indireto e método competitivo. O método do anticorpo
monoclonal duplo e o método indireto sao aplicados principalmente no diagnostico clinico.
O método competitivo é aplicado principalmente no exame de seguranca alimentar. O ELISA
competitivo é classificado em duas categorias de acordo com o principio de funcionamento:
ELISA competitivo direto e ELISA competitivo indireto. A principal desvantagem do ELISA
tradicional é que a sensibilidade é baixa (Huang et al., 2014).

Devido a abundante contaminagao por micotoxinas e a complexidade da matriz das plantas e
especiarias, continuam a ser desenvolvidos novos métodos e realizadas novas pesquisas.
Seguindo a necessidade do mercado, dois tipos distintos de métodos de analise de multi-
micotoxinas continuam a emergir em lados opostos do espetro analitico, métodos altamente
seletivos de espectrometria de massa em tandem por cromatografia liquida (LC-MS/MS) mais
demorados e dispendiosos e métodos de selegao ELISA mais rapidos e menos dispendiosos.
Um método altamente seletivo para detetar e quantificar multi-micotoxinas foi desenvolvido
utilizando LC-MS/MS no modo iao positivo e negativo para a detegao de AFs, OTA e ZEA
em po de pimenta vermelha recorrendo a extragao e purificagdo de amostras com
QUuEChERS. Este método de LC-MS/MS foi comparado com um método ELISA através da
andlise de 56 amostras de pimenta vermelha da Coreia do Sul e os resultados de ambos os
métodos demonstraram consisténcia (Berthiller et al., 2018).

Nos ultimos anos, os imunossensores amperométricos livres de etiquetas foram amplamente
utilizados, pois os ensaios sao mais convenientes, rapidos e de baixo custo (Selvaraj et al.,
2015).

Um ensaio imunocromatografico (ICA) multi-componente competitivo que oferece detecao

simultanea e sensivel de AFBI, OTA e ZEA foi também desenvolvido. Trés antigénios das
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micotoxinas foram imobilizados como linhas de teste, permitindo que a detegao de multiplos
analitos fosse realizada em uma unica tira de teste em 20 minutos sem qualquer instrumento
dispendioso. O tampao de bloqueio e as quantidades de antigénios e anticorpos monoclonais
(mAbs) foram otimizados. Os limites visuais de dete¢ao (vVLODs) desta faixa otimizada foram
0,25 ng/mL, 0,5 ng/mL e | ng/mL para a AFB I, OTA e ZEA, respetivamente (Li et al., 2013).
Atualmente, os analitos de baixo peso molecular (livres e conjugados) sao amplamente
utilizados em ensaios quantitativos cromatograficos e imunoldgicos para detetar micotoxinas
em produtos agricolas para produgao de alimentos e ragoes. No entanto, alguns analitos de
baixo peso molecular sao bastante toxicos (como pesticidas e micotoxinas), e o uso de um
analito e/ou conjugado num ensaio pode ser prejudicial para o operador e/ou o ambiente.
Para melhorar os métodos analiticos, foram desenvolvidos anticorpos anti-idiotipicos e
peptidios representados por fagos para imitar epitopos antigénicos nas superficies dos
analitos (Wang et al., 2014; Wang et al., 2015).

A evolucao sistémica da tecnologia de ligantes por enriquecimento exponencial (SELEX) foi
desenvolvida na década de 1990 para gerar sequéncias de acido nucleico altamente
especificas (aptameros) com alta afinidade para diversos ligantes. Um imunoensaio
hipotoxico para detetar ZEA foi desenvolvido usando um aptimero de ssDNA para
substituir a conjugacao de ZEA, evitando assim a exposicao ambiental e do operador a
toxina. Multiplos analitos de baixo peso molecular podem ser analisados simultaneamente
usando aptimeros e um ensaio de oligonucleotideos ligados a enzimas (ELONA), o que
oferece varias vantagens sobre outros métodos, como alta sensibilidade, rapidez e seguranga
(Wang et al.,, 2015).

Um método de ensaio imunoenzimatico amplificado por biotina-avidina (BA-ELISA) foi
desenvolvido para detetar residuos de ZEA em milho. A concentragao de antigénio de
revestimento, anticorpo monoclonal biotinilado especifico para ZEA, avidina-peroxidase de
rabano silvestre e o tempo de reagao no sistema de BA-ELISA foram otimizados. A avidina,
uma glicoproteina abundantemente disponivel a partir de clara de ovo, tem uma afinidade
extremamente alta para a biotina. As moléculas de biotina podem ser acopladas a anticorpos
e a avidina pode ser covalentemente conjugada com varias enzimas. A biotina ligada a um
anticorpo ainda esta disponivel para interagio com avidina. Uma vez que a avidina tem
quatro locais de ligagao para a biotina e varias moléculas de biotina podem ser ligadas a uma
determinada molécula de anticorpo, o anticorpo biotinilado pode ligar-se a mais do que uma
molécula de avidina. Estas duas propriedades fundamentais do complexo indicam um

potencial de amplificagao da dete¢ao de antigeno quando incorporado em imunoensaios. Em
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comparagao com o ELISA tradicional, o BA-ELISA mostrou boa sensibilidade e o seu uso foi
simples (Huang et al., 2014).

No entanto, é dificil preparar amostras de ELISA, porque a complexa matriz de amostras,
especialmente com respeito a produtos agricolas, poderia afetar negativamente a precisao
do método. A ZEA é uma molécula pequena e é frequentemente encontrada em quantidades
reduzidas. A matriz complexa do milho pode afetar a determinagao da ZEA. Portanto, uma
purificacao altamente confiavel e especifica é necessaria para simplificar a preparagao da
amostra e melhorar a eficiéncia da recuperacio. Como método de purificagao, as IACs
podem ser conduzidas numa fase estacionaria que consiste hum anticorpo conjugado a uma
matriz sélida, assim como um antigénio numa fase movel (Tang et al., 2014).

Como alternativa ao ELISA tradicional surgiu o ELISA baseado em esferas magnéticas (MB-
ELISA). As esferas magnéticas (MBs) sao sempre selecionadas como uma fase imovel para
evitar o revestimento anterior, bloquear e reduzir o tempo de incubagao. Portanto, o MB-
ELISA que combina a tecnologia de esferas magnéticas com o ELISA nao tem apenas a
vantagem de possuir alto rendimento, mas também de reduzir o tempo de detecao.
Recentemente, foi relatado um imunoensaio baseado em MBs para o rastreio de ZEA em
cereais e ragoes. No entanto, este imunoensaio foi um ELISA competitivo indireto e
necessita de 90 minutos para os passos de incubacao. Assim, o procedimento mostrou nao
ser tao vantajoso comparado com o ELISA convencional (Zhang et al., 2015).

Zhao et al. (2017) desenvolveram uma nova estratégia MB-ELISA para detetar ZEA em
amostras de milho. O MB-ELISA desenvolvido contém apenas um passo de incubaciao de 20
minutos de antigénio-anticorpo e nao leva mais de 45 minutos para efetuar a detegao em
dezenas de amostras. Este método analitico é rapido, simples, de baixo custo e bastante
adequado para a monitorizagao rotineira de compostos de baixo peso molecular em
amostras de alimentos. O MB-ELISA desenvolvido mostrou a sua superioridade em
comparagao com o ELISA competitivo direto convencional (dcELISA). A duragao das
reagoes antigeno-anticorpo foi de apenas 20 minutos, um tergo da duragao do dcELISA (60
min). O MB-ELISA desenvolvido nao precisou de nenhum passo anterior de revestimento e
bloqueio, e apenas duas lavagens apos a reagao antigénio-anticorpo foram suficientes. Estes

procedimentos simplificados tornaram o MB-ELISA mais conveniente.

21



Tabela 2 - Caracteristicas principais das metodologias aplicadas em métodos recentes de

determinagao da ZEA em plantas e medicamentos tradicionais chineses.

Matéria- Extracédo . ~ . Coluna LODI/LOQ. -
i (Solugéo) Purificacdo  Método e AT (uglkg) Bibliografia
Plantas Homogeneizagao HPLC.-

medicinais Metanol-agua IAC FLD LOD 9,5
chinesas (80:20, v/v) -

Lasrima de Dissociagao LOD 11,7-

g ultrassénica HPLC- 50,2
Nossa , IAC -
Senhora Metanol-agua FLD LOQ 29,3-
(80:20, v/v) 125,5
Medicament (Zhang et dl,
os Agitagao Metanol- IAC LC- - LOD 0,6 2018)
tradicionais ~ 4gua (80:20, v/v) MS/MS LOQ 1,2
chineses
Amostras de
plantas
medicinais - - ELISA - LOD 0,28
elou
aromdticas
IAC UPLC BEH coluna (Gambacorta
Pimentdo Agitacio . LC- analitica de fenil ~ LOD 0,012 etal, 2017)
doce (Mycobinl*  yoms  (2,1x150 mm, 1,7
Vicam®) 2 mm L7 LOQ 0,04
pum; Waters)
Ultimate XB-C;s
PIa.nFas‘ Agitaci’o HPLC- coluna (259 LOD 4 (Kong et d,
medicinais Metanol-agua IAC FLD mmx4,6 mmi.d., LOQ 7.5 2013)
(80:20, v/v) 5um; Welch ’
Materials

IAC - coluna de imunoafinidade; HPLC-FLD - cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecao de
fluorescéncia; LC-MS/MS - espectrometria de massa em tandem por cromatografia liquida; ELISA - ensaio

imunoenzimatico; UPLC - cromatografia liquida de ultra performance.
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PARTE B - TRABALHO EXPERIMENTAL
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I. OBJETIVOS E SIGNIFICADO DO ESTUDO

A adogao de um estilo de vida mais saudavel tem vindo a ganhar popularidade ao longo dos
anos e, consequentemente, tem havido uma crescente consciéncia dos consumidores sobre
os beneficios dos chas e plantas medicinais para a salde. Essa conjugagdo de fatores tem
aumentado o seu consumo didrio e a exigéncia dos consumidores, que cada vez sio mais
cuidadosos relativamente aos efeitos dos alimentos que consomem sobre a sua saide e aos
contaminantes neles presentes (CBI Ministry of Foreign Affairs, 2017b; Silva, 2014).

Tendo em conta que o consumo de infusées de chas e plantas medicinais possui uma
tendéncia de crescimento, perspetiva-se um maior interesse da comunidade cientifica na
avaliagdo de potenciais contaminantes e um maior controlo relativamente a sua presenga,
nomeadamente contaminantes naturais como as micotoxinas. A ZEA é considerada um
desregulador enddcrino, que afeta principalmente o sistema reprodutivo e além disso, a ZEA
e os seus metabolitos sao considerados genotoxicos (Gadzata-Kopciuch et al., 201 1).

Neste contexto, os objetivos do estudo foram a determinagio da ocorréncia de ZEA em
chas e plantas medicinais comercializadas em Portugal e a exposigao humana decorrente do

seu consumo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 AMOSTRAS

Foram adquiridas 38 amostras de chas e plantas medicinais disponiveis comercialmente
(amostras de conveniéncia), na regiao de Coimbra e Aveiro, entre Junho e Dezembro de
2017. A caraterizagao das amostras encontra-se esquematizada na tabela 3, de acordo com a
informacao constante no roétulo. Toda a informacao sobre as amostras foi retirada do
rotulo, e todas se encontravam dentro do prazo de validade. Desta forma as amostras
analisadas foram categorizadas segundo o tipo (cha, n=7, ou planta medicinal, n=31), modo
de produgao (biolégico, n=4, ou convencional, n=34), forma de comercializagao (a granel,

n=15 ou empacotado, n=23) e origem.
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Tabela 3 - Caracterizagao das amostras incluidas no estudo.

Nom Igar i
N° D;igﬁ::ﬁgad(le Composicaol/lngredientes Tipo L {e Moc!o d € garl'lszrl'}
e produgao comercializacdo [embalado]

| ﬁg?r\;izz ::no;:::.de cha verde Chun mee (80%), folhas de hortela (19,4%) e aroma liquido de Planta medicinal Convencional Empacotado UE

2 Cha Zr::; Earl Cha preto Ceylan (94%), azul aciano (5%) e aroma de bergamota. Planta medicinal Convencional Empacotado OD [Espanha]

; ; o ; o o
3 Cha(;/:tron;elho ﬁ%éz%,;e/qz;sl::of?c?:;]ﬁs g;j)e, ::‘;mvfgjeemsoe:::;o(?;%/‘;).' morango (10%), cenoura Planta medicinal Convencional Empacotado OD [Espanha]
Abacateiro (Persea gratissima, folha); Funcho (Foeniculum velgare, planta); Hipericao
4 Tisana FG gPHeyC’,’;ZZU’;’OI:;':f L;:fliuar; é;v;:izza)éE:;:se:ti:qa a(rlx z’;’:’ ’.E, ;ulgr:ia)s,Hzl:tr;g)-;pigzlr?tz Planta medicinal Convencional Empacotado OD [Portugal]
(Menta Piperita, folha); Urgebio (Verbena officinalis L., planta)

5 Urtiga vulgar Urtica dioica L., planta Planta medicinal Bioldgico Empacotado Portugal/UE
6 Camomila Flor Matricaria chamomilla, flor Planta medicinal Convencional Empacotado Egipto

7 Camomila Flor Matricaria chamomilla L., flor Planta medicinal Convencional Empacotado Egipto

8 Jasmim Flor Jasminum grandiflorum L., flor Planta medicinal Convencional Empacotado China

9 Cavalinha planta Equisetum arvense L., planta Planta medicinal Convencional Empacotado Portugal/UE
10 Erva Principe Cymbopogon citratos L. Planta medicinal Convencional Empacotado Egipto

I Cidreira Planta Melissa officinalis L. Planta medicinal Convencional Empacotado UE

12 Licia-lima Planta Aloysia citriodora P. Planta medicinal Convencional Empacotado OD [Portugal]
13 Cha verde folhas Camellia sinensis L. Cha Convencional Empacotado Vietname
14 Centelha Asiatica Hydrocotyle asiatica, planta Planta medicinal Convencional Empacotado india

I5 Alcachofra Cynara scolymus, folha Planta medicinal Convencional Empacotado Marrocos
16 Hibisco flor Hibiscos sabdariffa L., flor Planta medicinal Convencional Empacotado Egipto

17 Cavalinha Equisetum arvense L., planta Planta medicinal Convencional Empacotado Portugal/UE
18 Laranjeira flor Citrus aurantium, flor Planta medicinal Convencional Empacotado Espanha/UE
19 | Hipericdo-do-Gerés | Hypericum androsaemum, planta Planta medicinal Convencional Empacotado Portugal/UE
20 Urtiga-branca Lamium dlbum L, planta Planta medicinal Convencional Empacotado Portugal/UE
21 Infusdo Camomila Matricaria recutita, flor Planta medicinal Biologico Empacotado Portugal/ UE

bioldgica

(n.d. — nao disponivel; OD- Origem/ Produgdo Desconhecida através do rétulo; UE — Unido Europeia)
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Tabela 3 - Caracterizagao das amostras incluidas no estudo (continuagao)

Nome vulgar/ Origem
o . ~g . . . Modo de Modo de 8
N Designacdo de Composicao/lngredientes Tipo ~ s o pais/UE
producdo comercializacdao
venda [embalado]
22 InfusaPclJagti:reira n.d. Planta medicinal Convencional A granel Portugal/UE
23 Cha aroma Silhueta | n.d. Planta medicinal Convencional A granel UE
24 Infusdo Hlpgrlcao- Hypericum androsaemum Planta medicinal Biologico A granel Portugal/UE
do-Gerés
25 Infusacf:oll_ha;:n]ewa n.d. Planta medicinal Convencional A granel Portugal/UE
26 Infusio Tilia folhas | n.d. Planta medicinal Convencional A granel Bulgaria/UE
27 |I”lfU§a0 Erva nd. Planta medicinal Convencional A granel Paraguai
Principe planta
28 Infusagl:rii:allnha n.d. Planta medicinal Convencional A granel Portugal/ UE
29 Infusacfaoll_rllj:sla-llma nd. Planta medicinal Convencional A granel Espanha/ UE
30 Cha verde folhas n.d. Cha Convencional A granel China
31 Infusio funcho n.d. Planta medicinal Convencional A granel Egipto
sementes
32 Infus:g:::cho nd. Planta medicinal Convencional A granel Portugal/UE
33 Cha Preto folhas n.d. Cha Convencional A granel China
34 Cha vermelho n.d. Cha Convencional A granel China
folhas
35 Cha aéiz;a Earl n.d. Planta medicinal Convencional A granel UE
36 Cha '.°‘r°“."a n.d. Planta medicinal Convencional A granel UE
Pakistani
Infusao
37 Erva Cidreira Melissa officinalis Planta medicinal Biologico Empacotado Portugal/UE
bioldgica
38 Cha verde Camellia Sinensis Cha Convencional Empacotado Portugal/UE

(n.d. — nao disponivel; UE — Unido Europeia).
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Relativamente a origem, 2| amostras foram produzidas na Uniao Europeia (UE), das quais |13
em Portugal), e 13 em paises extra-UE. Nao foi possivel determinar a origem de produgao
em quatro amostras, uma vez que esta informagao nao se encontrava disponivel no
respetivo rotulo. As amostras foram trituradas e mantidas a temperatura ambiente até se
iniciar a analise.

Relativamente a categorizagao segundo o tipo de cha, foi considerado que sao amostras de
chda as que apenas contém as folhas da planta Camellia sinensis e amostras de plantas
medicinais as que contém plantas nao originarias da planta do cha. Uma infusao € jungao das

plantas com agua recém-fervida.

2.2. EXTRACAO E PURIFICACAO

A determinagao foi efetuada de acordo com o método descrito por Santos et al. (2009).
Depois de trituradas, foram pesadas 25 g de cada planta medicinal. Posteriormente, foram
adicionados 100 mL-150 mL de acetonitrilo-agua (Panreac Quimica Sau, Barcelona, Espanha)
numa propor¢ao de 84:16 (v:iv) e a mistura foi agitada durante 30 minutos num agitador
magnético (Agimatic-S, Selecta, Barcelona, Espanha). De seguida, foi efetuada a filtragdo com
papel de filtro (Whatman N°4,150 mm; Whatman International Ltd., Maidstone, Reino
Unido). Do filtrado resultante, 8 mL foram acidificados com 80 pL de acido acético (Sigma-
Aldrich, Laborchemikalien, Alemanha) e purificados através da coluna Mycosept® 226
AflaZon+ (Romerlabs, EUA). De seguida, 4 mL foram evaporados com um fluxo suave de

azoto a 40°C.

2.3. DETERMINAGCAO POR ENSAIO IMUNOENZIMATICO

Para a determinacio foi utilizado o kit ELISA RIDASCREEN® Zearalenone (R-Biopharm AG®,
Alemanha) em formato de competicao e seguido o procedimento indicado pelo fabricante.
Antes de realizar a anidlise, o extrato da amostra foi reconstituido com 100 puL de metanol-
agua 70:30 (v:v) (Panreac Quimica Sau, Barcelona, Espanha) e 600 pL de agua destilada.
Foram registadas todas as posigoes das solugoes padrao e das amostras. De seguida,
adicionou-se 50 pL das solugoes padrao ou amostra preparada, em pogos duplicados. Foram
adicionados 50 pL do conjugado enzimitico diluido em cada pogo e misturou-se suavemente
agitando a placa manualmente. De seguida a placa foi incubada durante 2h a temperatura

ambiente (20-25°C), no escuro.
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Foi descartado o liquido dos pogos e bateu-se com forga o suporte da microplaca (trés
vezes seguidas) contra papel absorvente, para garantir a remogao completa do liquido dos
pogos. Encheram-se todos os pogos com 250 pL de 3agua destilada e foi descartado
novamente o liquido. Este procedimento de lavagem foi repetido duas vezes.

Foram adicionados 50 pL de substrato e 50 pL de cromogéneo a cada pogo e misturou-se
suavemente, agitando a placa manualmente. Posteriormente, ocorreu incubagao durante 30
minutos, a temperatura ambiente, no escuro. Adicionaram-se 100 pL da solugao Stop (acido
sulfurico) a cada pogo e agitou-se a placa manualmente. Por fim e de imediato foi medida a

absorvancia a 450 nm.

2.4. INGESTAO DIARIA ESTIMADA (EDI)

A exposicao a ZEA através do consumo de chas e plantas medicinais foi calculada usando a
informacgao sobre o peso corporal (69 kg) segundo Arezes et al., (2006) e o consumo anual
per capita de cha (0,064 kg/ano; Statista, 2016), de acordo com a férmula EDI = (5¢) (CN"
D' K"), na qual EDI corresponde a ingestio diaria estimada, Y c 4 soma da concentragio de
ZEA nas amostras analisadas, C a ingestao média anual estimada, N ao numero de amostras
analisadas, D ao numero de dias num ano e K ao peso corporal médio.

No relatorio da avaliagio da exposicao alimentar a alguns contaminantes na populacao
europeia da EFSA, consta que na sua base de dados de consumo foram reportadas,
aproximadamente, | 18000 ocasides de consumo de cha e infusdes de plantas medicinais. A
propor¢ao usada no estudo para uma infusao é de 2 g de cha ou planta medicinal para 150
mL de agua (EFSA, 2016b).

A percentagem de ingestao diaria toleravel (TDI) do consumo de chas e plantas medicinais
foi calculada da seguinte forma: %TDI = EDI/TDI x 100, considerando o valor de TDI (0,25
ug/kg peso corporal/dia) estabelecido pela EFSA (201 1).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. METODOLOGIA ANALITICA

0,337x

A equagao exponencial y=57,457¢™*”, da curva padrao foi utilizada para calcular a
concentragao de ZEA nas amostras analisadas. O coeficiente de correlagao (r?) foi de 0,9006
apresentando assim uma tendéncia linear. O limite de detecdo considerado, conforme

veiculado nas instrugoes inclusas no kit, foi 1,75 pg/kg.
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Atualmente, o imunoensaio mais frequentemente aplicado, devido as suas vantagens, é o
ELISA. Este método possui alta especificidade e sensibilidade, de relativa rapida aplicagao,
facilidade de manuseio e ¢, comparativamente a métodos cromatograficos, pouco
dispendioso. E um método bastante aplicado para a detecio e screening de micotoxinas em
alimentos. E proposto nalguns estudos que seja efetuada a purificacio do extrato da amostra
usando uma coluna multifuncional ou de imunoafinidade antes do teste ELISA (Motta e
Duarte, 2010; Zhang et al., 2018). Neste caso, foi usada a coluna de imunoafinidade de modo
a diminuir a ocorréncia de interferentes.

Apesar de existirem varios estudos de determinacao da ocorréncia de ZEA em alimentos e
varios métodos de analise com diferentes limites de detegao (LODs), sao poucos os estudos
efetuados em chas e plantas medicinais. Num estudo realizado em Espanha, para determinar
as concentragoes de ZEA e analisadas variadas plantas medicinais, foi aplicado um kit de
ELISA com um LOD de 0,14 pg/kg (Santos et al, 2009). Um LOD superior (2,5 pg/kg) foi
reportado (Kong et al,, 2013) num método para determinar ZEA em 100 alimentos e plantas
medicinais amplamente consumidos na China, o qual envolvia a técnica de cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detegao de fluorescéncia (HPLC-FLD), precedida por uma
extragao com uma solugao de metanol-agua (80:20, v/v) e purificagao com |IAC. Em
plantas/medicamentos  medicinais chinesas foram igualmente descritos métodos
cromatograficos, mas com recurso a LC-MS/MS, com LODs que variaram entre 0,6 pg/kg,
quando associada uma IAC, (Shen et al, 2011) e 0,06-0,79 pg/kg, quando associada uma
coluna de separagao em fase solida preparada no laboratério (Han et al, 201 1).

Pelo que antecede, o LOD estimado no kit aplicado no presente trabalho (1,75 pg/kg) foi
relativamente satisfatorio, considerando que o ELISA é uma técnica de screening, permitindo

uma sensibilidade adequada aos valores de ocorréncia reportados em estudos anteriores.

3.2. DETERMINAGCAO DE ZEA EM CHAS E PLANTAS MEDICINAIS

Das 38 amostras de chas e plantas medicinais analisadas, 24 (63,16%) encontravam-se
contaminadas com um teor de ZEA superior ao LOD (1,75 pg/kg). Os teores das amostras
positivas variaram entre 1,82 pg/kg e 19,02 pg/kg, com um valor médio de 8,93+5,20 ug/kg
(Tabela 4). Os teores mais elevados de ZEA foram determinados em amostras de camomila
biologica produzida em Portugal (19,02 pg/kg), flor de camomila do Egipto (17,52 pg/kg),
alcachofra de Marrocos (14,99 pg/kg), hipericao-do-Gerés (14,54 pg/kg) e folhas de cha
verde do Vietname (13,62 pg/kg).
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Categorizando as amostras segundo o tipo e considerando apenas as amostras de chas (80%
positivas), a média das concentragoes foi 9,33+4,22 ug/kg, variando entre 4,97 pg/kg e 13,62
pg/kg. A média das concentragoes das plantas medicinais (60,6% positivas) foi ligeiramente
inferior (8,85 pg/kg), variando entre 1,82 pg/kg e 19,02 pg/kg. Nas infusdes de plantas
medicinais pode existir uma mistura de plantas de varias origens e até de fruta ou
especiarias, o que nao que ocorre nas infusdoes de cha uma vez que sao feitos com uma
planta apenas (Camellia sinensis) (Tea & Herbal Infusions Europe, 2016).

Em relagao a origem das amostras, a média das concentragoes obtidas nas amostras com
producao na UE foi de 7,77 pg/kg, com teores a oscilar entre 2,27 pg/kg e 19,02 pg/kg. As
amostras provenientes de paises fora da UE apresentaram uma média de concentragoes
superior (10,88 pg/kg), sendo que os valores mais elevados corresponderam a amostras
provenientes do Egipto (17,52 pg/kg) e do Vietname (13,62 pg/kg). Apesar de na UE nao
existirem LMs relativamente a presenga de ZEA em chas e plantas medicinais, existem
diferentes requisitos e exigéncias na produgao de matérias-primas alimentares, para além de
uma politica de seguranca dos alimentos. Essa politica engloba uma legislagao exaustiva em
matéria de seguranca dos alimentos destinados ao consumo humano e animal, bem como em
matéria de higiene dos alimentos, pareceres cientificos solidos nos quais se fundamentam as
decisdes e a garantia do cumprimento das normas em vigor e os controlos inerentes (Uniao
Europeia, 2018). Por outro lado, os paises fora da UE, principalmente africanos e asiaticos,
sao menos exigentes em termos de regulamentagao.

Quanto ao modo de producdao, das quatro amostras bioldgicas analisadas, duas
encontravam-se contaminadas com uma média de 16,78+3,17 pg/kg e um valor maximo de
19,02 pg/kg. Das amostras produzidas em agricultura convencional, a média das
concentragoes foi praticamente metade (8,49+4,84 pg/kg), com um valor maximo de 17,52
pg/kg. A amostra de origem biologica com o valor maximo de 19,02 pg/kg foi a amostra que
apresentou um valor maximo mais alto de entre todas as amostras analisadas. Apesar das
amostras bioldgicas analisadas no presente estudo serem apenas quatro, as condigoes de
produgao poderao ser determinantes. Como nao sao usados quaisquer tipos de pesticida,
herbicida ou fungicida e quando ocorre uma praga é usado um predador para combaté-la,
este tipo de cultivo podera favorecer o crescimento de certos fungos, apesar de todo o
controlo, pois a presenga de insetos € um fator que favorece o desenvolvimento de fungos
(AGROBIO — Associagao Portuguesa de Agricultura Bioldgica, 201 |; Guerra et al., 2012).

No que diz respeito a comercializagdo, nas amostras de venda a granel, a média das

concentragoes foi de 9,32+2,89 pg/kg, enquanto nas amostras empacotadas a média das
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concentragoes foi ligeiramente inferior (8,74+5,85 pg/kg). Se a venda a granel nao cumprir
requisitos de acondicionamento e higiene, e houver alguma falha, mais facilmente apresenta
produtos contaminados. Se existir ma conservagao dos alimentos aumenta os riscos de
proliferagao de bactérias e toxinas. Por outro lado, as amostras empacotadas tém uma
protecao adicional. Existem varias notificagoes da ASAE de apreensao de produtos a granel

em Portugal, o que significa que deve ser tido um cuidado adicional (ASAE, 2018).

Tabela 4 - Ocorréncia e teores (pg/kg) obtidos nos diferentes tipos de amostras.

Variavel Categorias Positivos (%) Média £ DP [Min; max]
Chas 4/5 (80%) 9,33+4,22 [4,97;13,62]
Tipo

Plantas medicinais 20/33 (60,6%) 8,85+5,46 [1,82;19,02]
Origem UE 15/25 (60%) 7,7715,31 [2,27;19,02]

Origem .
Origem Extra-UE 9/13 (69,2%) 10,88+4,63 [1,82;17,52]
Biologico 2/4 (50%) 16,78+3,17 [14,54;19,02]

Modo de producdo
Convencional 22/34 (64,7%) 8,49+4,84 [1,82;17,52]
Granel 8/15 (53,3%) 9,32+3,89 [4,41;14,54]
Tipo de
comercializa¢cdo
Empacotado 16/23 (69,6%) 8,74+5,85 [1,82;19,02]
24/38
TOTAL - 8,9345,20 [1,82;19,09]
(63,16%)

(DP - Desvio padrao; UE - Uniao Europeia).

A quantidade de estudos existentes e de pesquisa de contaminantes em chas é bastante
escassa, principalmente, quando se trata de micotoxinas, incluindo a ZEA. Apesar de no
relatorio anual de 2016 do RASFF constarem varios alertas para micotoxinas que incluem
chas e plantas medicinais, nao foi registado nenhum para a ocorréncia de ZEA nestas
matrizes (European Comission - Health and Food Safety, 2017).

Em Espanha, um estudo realizado em plantas medicinais para determinar as concentragoes
de ZEA reportou valores elevados, designadamente em amostras de casca de frangula
(amieiro negro, 44,1 ug/kg), folhas de oliveira (42,7 pg/kg), ruibarbo (24,4 pg/kg), dente de
leao (17,0 pg/kg), lucia-lima (14,0 pg/kg) e flor de camomila (12,5 pg/kg) (Santos et al., 2009).

Num estudo realizado em medicamentos fitoterapicos, na India, o valor maximo
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determinado foi superior (I 10 pg/kg) (Ashiq et al., 2014). Contudo, valores superiores foram
determinados, por ELISA, em extratos brutos de raizes de ginseng secas, de quatro fontes
(um de Panax quinquefolius selvagem, 680 pg/kg, dois de P. ginseng 183 e 386 e um de P.
quinquefolius 177 pg/kg). Contudo, quando os teores foram confirmados pela técnica de
HPLC, observaram-se teores substancialmente inferiores (2,6; 11,7; 6,13 e 0,25 pg/kg,
respetivamente) (Gray et al., 2004; Trucksess e Scott, 2008).

Em Francga, foi realizado um estudo sobre a dieta da populagao, no ano de 2011, em que
foram analisados variados alimentos como pao e produtos de pao seco, cereais de pequeno-
almogo, bebidas nao alcoodlicas, entre outros. A meédia das concentracoes de ZEA em

bebidas quentes foi entre 0,1-0,4 pg/kg (ANSES- French agency for food, 201 1).

3.3. INGESTAO DIARIA ESTIMADA

Neste estudo a EDI obtida corresponde a 0,0227 ng/kg p.c./dia. Considerando o maior e o
menor valor de concentracao de ZEA obtido, 19,02 ng/kg e 1,82 pg/kg, respetivamente, foi
calculada a EDI para o pior e para o melhor cenario possivel. Para o pior cenario a EDI foi
de 0,0483 g/kg p.c./dia e para o melhor cenario foi de 0,0046 pg/kg p.c./dia.

A EDI (0,0227 pg/kg p.c/dia) corresponde a 9,08% da TDI estabelecida pela EFSA (0,25 pg/kg
p.c./dia). Tendo em conta a EDI calculada no presente estudo (0,0227 pg/kg p.c./dia) e a
proporg¢ao utilizada pela EFSA (2 g de cha ou planta medicinal para 150 mL de agua usados
em cada infusao), verifica-se que seria necessario usar pelo menos 22 g, de cha ou plantas
medicinais para atingir a TDI estabelecida (0,25 pg/kg p.c./dia). Considerando a EDI do pior
cenario possivel, a quantidade necessaria para atingir a TDI seria, aproximadamente, 10 g e
no melhor cenario possivel seria, aproximadamente 109 g de cha ou plantas medicinais.

Num estudo de revisao recente efetuado por Abrunhosa et al. (2016), considerando os
valores de ZEA determinados em alimentos em Portugal, foi estimada a Ingestiao Diaria
Provavel (PDI) desta micotoxina como 0,0339 pg/kg p.c/dia. Este valor foi calculado com
base no consumo de alimentos a base de trigo, cereais e milho, cereais de pequeno-almogo,
farinha de trigo, farinha de milho e farinha de mandioca previamente reportados. Verifica-se,
desta forma, que o consumo apenas de cha e infusoes a base de plantas medicinais (0,0227
pg/kg p.c./dia) aproxima-se do valor estimado através do consumo de todos estes alimentos
em conjunto. O consumo de cha e infusoes de plantas medicinais revela-se por isso um fator

relevante de exposicao a ZEA entre a populagao portuguesa.
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CONCLUSOES

Das 38 amostras de cha e plantas medicinais analisadas, 24 (63,16%) encontravam-se
contaminadas com um teor de ZEA superior ao LOD (I,75 pg/kg). Apesar da média das
concentragoes determinada (8,93+5,20 ng/kg) ser inferior ao reportado pelos escassos
estudos realizados anteriormente, a ingestao diaria estimada (EDI 0,0227 pg/kg p.c/dia)
representa cerca de 9% da TDI estabelecida pela EFSA (0,25 pg/kg p.c./dia). E igualmente de
fazer notar que a Ingestao Diaria Provavel (PDI) de ZEA, com base no consumo de cereais e
seus derivados, considerados a principal forma de exposi¢ao a esta microtoxina, € apenas |,5
vezes superior a EDI calculada pelo consumo exclusivo de chas e plantas medicinais.

Considerando os resultados obtidos pelo presente estudo, associados ao facto do consumo
de infusoes de cha e plantas medicinais estar em crescimento marcado e nao existirem
limites maximos previstos na legislagao relativamente a ocorréncia de ZEA nestas matrizes,
sera necessario efetuar novos estudos de avaliacio da ocorréncia desta micotoxina, a fim de

monitorizar a exposigao da populagao decorrente do seu consumo.
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