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_Resumo

O chéa é consumido ha anos, tendo o cha verde recebido particular des-
taque, atendendo principalmente aos potenciais efeitos benéficos para
a salde que o seu consumo regular poderd potenciar. Alguns destes
efeitos s&o atribuidos aos polifendis, nomeadamente & epigalocatequina-
-3-galato (EGCG). Por outro lado, o cha pode também encontrar-se con-
taminado por micotoxinas, i.e., metabolitos secundarios produzidos por
fungos que poderao afetar negativamente a satde. Neste estudo, preten-
deu-se integrar o0s riscos (devidos a exposicdo a micotoxinas e a inges-
tao de niveis elevados de EGCG) e beneficios (pela ingestdo moderada
de EGCG) associados ao consumo de cha verde. Os dados respeitantes
a contaminagao do cha verde por micotoxinas foram obtidos através da
analise de 38 micotoxinas, e seus metabolitos, em 20 amostras de cha
verde (10 obtidas em granel e 10 em saquetas) disponiveis nas superfi-
cies comerciais da regido de Lisboa, através de metodologias cromato-
graficas. Oito das vinte amostras apresentaram valores quantificaveis de
micotoxinas. Relativamente aos teores em EGCG, bem como aos dados
de consumo de cha verde pela populagdo adulta, foram considerados
aqueles reportados pela Autoridade Europeia de Seguranga Alimentar
(EFSA). Concluimos que o consumo atual de cha verde néo foi associado
a uma preocupacdo para a saude, atenta a ingestdo de micotoxinas e
EGCG nas amostras analisadas. Os cenarios hipotéticos considerados,
estabelecendo um consumo crescente de cha verde em Portugal, reve-
laram que o consumo de até sete chavenas por dia deverd maximizar os
potenciais efeitos benéficos para a saude. Este estudo pretende contri-
buir para o estabelecimento futuro de recomendacées de consumo de
cha verde em Portugal.

_Abstract

Tea has been consumed for thousands of years, however, particular inter-
est has been dedicated to green tea. This interest has been motivated
by the associated health benefits following its regular consumption,
some of which are due to its polyphenol constituents, such as epigallocat-
echin-3-gallate (EGCG). Contrarily, tea could be contaminated by myco-
toxins, secondary metabolites of fungi, negatively affecting the human
health. Here, we aimed to assess the balance between risks (due to myco-
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toxins and intake of high levels of EGCG) and benefits (due to moderate
intake of EGCG) associated with the consumption of green tea. For the
evaluation of potential mycotoxin contamination in green tea, 20 samples
(10 in bulk and 10 in bags) available in different Lisbon markets were ana-
lyzed for 38 mycotoxins and their metabolites, through a chromatographic
method. The used EGCG levels, as well as green tea consumption data
were those reported by the European Food Safety Authority (EFSA). Eight
samples out of 20 presented quantifiable values of the considered toxins.
We conclude that the current levels of mycotoxins and EGCG intake in the
analyzed green tea samples were not associated with health concerns.
Scenarios considering an increasing consumption of green tea in Portugal
revealed that drinking up to seven cups per day should maximize the
associated health benefits. The present study contributes to the future
establishment of green tea consumption recommendations in Portugal.

_Introducéo

O consumo de ch4, e a sua producéo, fazem parte da cultu-
ra de varios paises, em particular do continente asiatico. Na
Europa, 0s portugueses terdo sido, muito provavelmente, os
primeiros europeus a contactarem com o cha, em meados do
século XVI, como consequéncia das ligacdes com as culturas
asiaticas, em particular da China e do Jap&o. Sendo conside-
rada uma bebida rara e medicinal, é no seio da aristocracia
portuguesa que o cha ganhou maior popularidade, acreditan-
do-se que teréa sido por intermédio de uma infanta portugue-
sa que o habito de tomar cha a meio da tarde ganhou corpo
em Inglaterra (1), Em Portugal, apesar de haver uma produ-
cao modesta, o consumo de cha tem vindo a assumir uma
tendéncia crescente. A producao nacional de ché esta locali-
zada principalmente nos Acores, na ilha de Sao Miguel (1),
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De entre os principais tipos de cha consumidos destacam-
-se 0s chas preto, branco, oolong, puerh e verde (2). Contu-
do, e como consequéncia das tendéncias dos ultimos anos
de promocéao de habitos saudaveis, o consumo de cha verde
tem adquirido particular destaque, devendo-se essencial-
mente aos seus potenciais efeitos benéficos para a saude (2.
De entre estes efeitos, encontram-se a reducdo da ocorréncia
de doenca cardiovascular (4), utilizagdo enquanto estimulan-
te, regulaca@o da temperatura corporal e atividade antimicro-
biana (%), regulagdo da glicémia e promogéo da digestéo (6).
Estes efeitos foram associados a alguns dos componentes do
cha verde como as vitaminas, microelementos, 6leos essen-
ciais e polifendis (7). Os polifendis tém despertado particu-
lar interesse dado o seu potencial benéfico para a saude (e.g.
capacidade antioxidante, anti-inflamatoria, antimutagénica,
antibacteriana), sendo que as catequinas e os flavonoides
s80 0s que apresentam maior relevancia (8:9).

Apesar de poderem ser encontradas em diferentes alimen-
tos, a principal fonte alimentar de catequinas é o cha ver-
de (10). Considerando as suas propriedades antioxidantes,
estes compostos poderdo desempenhar um papel importan-
te na prevencao de doencas cuja patogénese esteja asso-
ciada a stress oxidativo (1), Contudo, nos extratos de cha
verde, a principal catequina habitualmente presente, epi-
galocatequina-3-galato (EGCG), tem sido associada a efei-
tos hepatotdxicos. A este respeito, a Autoridade Europeia
de Seguranca Alimentar (EFSA, na sigla em inglés) reportou
evidéncia cientifica de que uma ingestao igual ou superior a
800 mg/dia produziu um aumento estatisticamente significa-
tivo nas transaminases séricas num grupo de intervengao,
quando comparado com o grupo controlo (12). Assim, ape-
sar de todos os potenciais beneficios associados a inges-
tdo destes compostos pelo consumo de cha verde, algu-
ma moderagao devera ser considerada por forma a evitar as
potenciais consequéncias adversas associadas a um eleva-
do consumo.

Por outro lado, e considerando a forma como é produzido, o
chéa poderéa ser contaminado por fungos habitualmente pre-
sentes no ambiente e, caso existam condicbes propicias,
i.e. temperatura e humidade, poderdo produzir micotoxinas
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(toxinas produzidas por fungos). A producé@o de micotoxinas
podera ocorrer em qualquer fase da producéo, desde o seu
cultivo, colheita, processamento ou armazenamento (13). De
entre as micotoxinas conhecidas, as aflatoxinas e a ocratoxi-
na A sdo as mais comumente encontradas em chas, apesar
de outras micotoxinas também ja terem sido identificadas,
designadamente as fumonisinas, deoxinivalenol e as enianti-
nas (14),

Neste contexto, o consumo de ché verde podera estar
associado a potenciais efeitos benéficos e adversos para a
salde, o que dificultara o estabelecimento de recomenda-
cdes relativas ao seu consumo. Assim, a avaliagdo do ris-
co-beneficio, i.e., a avaliagdo combinada dos riscos e dos
beneficios associados aos diferentes componentes do cha
verde em analise, constitui uma ferramenta com significa-
tiva importancia (15.16),

_Objetivos

O presente estudo teve como objetivo avaliar os riscos (devi-
dos a ingestdo de micotoxinas e niveis elevados de catequi-
nas) e beneficios (pela ingestdo moderada de catequinas)
associados ao consumo de cha verde, por forma a sustentar
futuras recomendacgdes de consumo desta bebida em Por-
tugal.

_Material e métodos

Um total de 20 amostras de cha verde (10 amostras de cha
em saquetas, 10 amostras de cha a granel) foram adquiridas
nas superficies comerciais da regidao de Lisboa. As amos-
tras consideradas apresentavam diferentes proveniéncias
(China, Portugal (Agores), Inglaterra, Japédo, Indonésia, Sri
Lanka e Nepal). Os niveis de contaminacdo por micotoxi-
nas foram determinados através de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC, na sigla em inglés) com detecéao por
espectrometria de massa. Esta determinagéo considerou 38
micotoxinas e 0s seus metabolitos (15-Acetildeoxinivalenol,
3-Acetildeoxinivalenol, Aflatoxina B1 (AFB1), Aflatoxina B2,
Aflatoxina G1, Aflatoxina G2, Aflatoxina M1, a-Zearalanol,
a-Zearalenol, B-Zearalanol, B-Zearalenol, Deepoxideoxini-
valenol, Deoxinivalenol. Diacetoxiscirpenol, DON-3- Gluco-
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sideo, Fumonisina B1 (FB1), Fumonisina B2, Fumonisina B3,
Fusarenona-X, Gliotoxina, Griseofulvina, Toxina HT-2, Mevi-
nolina, Moniliformina, Monoacetoxiscirpenol, Acido mico-
fendlico, Neosolaniol, Nivalenol, Ocratoxina A, Ocratoxi-
na B, Patulina, Roquefortina C, Esterigmatocistina (STER),
T-2 Tetraol, Toxina T-2, T-2 Triol, Zearalanona, Zearalenona),
conforme descrito em Assuncao et al. (17).

A ingestao atual de micotoxinas e de catequinas (particular-
mente EGCG) em Portugal através do consumo de chéa verde
foi estimada considerando: i) os dados de contaminagéo do
chéa verde por micotoxinas resultantes da analise das amos-
tras colhidas na regiao de Lisboa (foram considerados ape-
nas os resultados com valores quantificaveis); ii) os niveis
de EGCG presentes no ché verde (de acordo com os valores
reportados pela EFSA (12)): ¢ iii) os dados de consumo de
ché verde pela populagao adulta (de acordo com os valores
reportados pela EFSA (12)),

De forma a avaliar potenciais cenarios alternativos que pos-
sam sustentar o estabelecimento de recomendacéo futuras
de consumo de ch& verde, foram considerados diferentes
cenarios hipotéticos de consumo diario crescente de cha
verde (de 1 a 10 chavenas por dia).

Para determinar se cada cenario apresenta risco ou benefi-
cio para o consumidor, foram consideradas trés abordagens
diferentes: i) para o0 EGCG, os valores de ingestdo estima-
dos foram comparados com o valor estabelecido para o qual
nao é expectavel hepatotoxicidade (<800 mg de EGCG por
dia) (12): ii) para as micotoxinas carcinogénicas, foi conside-
rada a margem de exposicdo (MOE, i.e. racio entre o valor
inferior do intervalo de confianca da dose necessaria para
aumentar o efeito de interesse em 10% (BMDL10) e a expo-
si¢ao); e iii) para as micotoxinas ndo carcinogénicas, 0 quo-
ciente de perigo (HQ, i.e. racio entre a exposigao estimada e
a dose diaria toleravel (TDI)). Todos os calculos foram reali-
zados utilizando o software Microsoft® Excel 2016.
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_Resultados

Contaminacgédo das amostras de cha verde por micotoxinas

As amostras de cha verde consideradas (n=20) foram ana-
lisadas para a presenca e quantificagcdo dos niveis de con-
taminagdo por micotoxinas. Nas amostras de cha obtidas
a granel, cinco das 10 amostras apresentaram niveis dete-
taveis (acima do limite de detecao) de micotoxinas (50%), e
destas, trés amostras apresentaram valores quantificaveis
(acima do limite de quantificacao) das micotoxinas analisa-
das. O grafico 1 apresenta a frequéncia com que as dife-
rentes micotoxinas foram detetadas nas amostras a granel.
A esterigmatocistina e o acido micofendlico foram as mico-
toxinas mais frequentemente detetadas, e no maximo foram
identificadas trés micotoxinas simultaneamente na mesma
amostra. Nas amostras de cha em saquetas, apenas 0 acido
micofendlico foi detetado em seis amostras (60%), sendo
que esta micotoxina foi quantificavel em cinco delas.

Gréfico 1: [ Frequéncia de detecédo (acima do limite de dete-
¢do) de micotoxinas em amostras de cha verde
obtidas a granel.

1 Zearalenona
3 1 Aflatoxina B1
Fumonisina B1
1
Acido micofendlico
3 Esterigmatocistina

Determinacéo da ingestdo estimada de micotoxinas e ca-
tequinas

A tabela 1 apresenta, de forma sumaria, a ingestao estimada
das micotoxinas quantificadas nas amostras de cha conside-
radas e de EGCG através do consumo de cha verde. Os valo-
res apresentados correspondem a situagao atual (ou seja, cor-
respondendo ao consumo atual de cha em Portugal) e aos
cenarios alternativos (de 1 chavena até 10 chavenas por dia).
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Tabela 1:

Consumo de chd
verde (g/dia)

Ingestdo estimada de micotoxinas

Atual @ AFB1 FB1 LEA STER
Minimo 122,8  0,00002  0,0005  0,0003  0,00002
Maximo 458,9  0,00009  0,0019 0,0011  0,00009

Hipotético ®
1 chav./dia 150 0,00003  0,0006  0,0004  0,00003
2 chév./dia 300  0,00006 0,003  0,0007  0,00006
3 chév./dia 450 0,00008  0,0019 0,001  0,00008
4 chav./dia 600  0,00011  0,0025 0,0014  0,00011
5 chav./dia 750 0,00014  0,0082 0,0018  0,00014
6 chav./dia 900  0,00017  0,0038  0,0022  0,00017
7 chav./dia 1050  0,00020  0,0044  0,0025 = 0,00020
8 chav./dia 1200 0,00022  0,0050  0,0029  0,00022
9 chav./dia 1350  0,00025  0,0057  0,0032 = 0,00025
10 chav./dia 1500  0,00028  0,0063  0,0036  0,00028

(ng/kg peso/dia) e catequinas (mg/dia)
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Ingestdo estimada de micotoxinas e catequinas e o risco associado.

Risco estimado associado a exposicao
a micotoxinas e catequinas

EGCG S  AFB1Y FB1® ZEA © STER ¢ EGCG
86,0 17445715  0,000005  0,000001 6978285900 11

321,2 4669857  0,000019  0,000004 1867942679 40
105 14285714  0,000006  0,000001 5714285714 13
210 7142857  0,000013  0,000008 2857142857 26
315 4761905  0,000019  0,000004 1904761905 39
420 3571429 0,000025  0,000006 1428571429 53
525 2857143  0,000032  0,000007 1142857143 66
630 2380952  0,000038  0,000009 952380952 79
735 2040816  0,000044  0,000010 816326531 92
840 1785714 0,000050  0,000011 714285714 105
945 15687302  0,000057  0,000013 634920635 118
1050 1428571  0,000063  0,000014 571428571 131

Os valores identificados a negrito correspondem a valores de ingest@o acima dos limites considerados seguros. O cédigo de cores utilizado evidencia o nivel de preocupa-

¢ao relativamente a potenciais efeitos para a salde (verde = sem risco significativo; vermelho = com risco significativo). Nao foi efetuada a avaliagdo do risco associado

a exposicao ao acido micofenolico por inexisténcia de dados toxicologicos.

aEFSA, 2018 (12); ® Cenarios de consumo hipotéticos. 1 chav./dia = 1 chavena por dia = 150 g; © Niveis de EGCG de acordo com EFSA, 2018 (12). d Margem de Exposicao
(MOE) = BMDL10/Exposi¢éo; © Quociente de perigo (HQ) = Ingestao/Valores de referéncia; f Percentagem de ingestdo de EGCG comparada com o nivel considerado de

hepatotoxicidade (1)

Na situagdo atual, verificou-se uma ingestdo de micotoxi-
nas estimada entre 0,00002 (para a AFB1 e STER) e 0,0019
(FB1) ng/kg peso/dia. Para os cenérios alternativos, a inges-
tao estimada mais elevada foi determinada para a FB1. Rela-
tivamente ao risco associado, nenhum dos niveis de exposi-
¢ao associados aos cenarios considerados demonstrou risco
consideravel para a saude.

Relativamente as catequinas, a ingestdo de EGCG na situa-
cao atual foi estimada entre 86,0 e 321,2 mg/dia. Nos cena-
rios alternativos, o consumo de sete chavenas de cha verde
por dia corresponde a uma ingestao de EGCG superior ao
limite estabelecido pela EFSA e considerado como potencial
indutor de hepatotoxicidade.
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; AFB1 = aflatoxina B1; FB1 = fumonisins B1; ZEA = zearalenona; STER = esterigmatocistina; EGCG = epigalocatequina-3-galato.

_Discusséo

No presente estudo, o balanco entre os riscos (associa-
dos a ingestao de micotoxinas e elevados niveis de EGCG)
e beneficios (relacionados com uma ingestao moderada de
EGCG) devidos ao consumo de cha verde foram avaliados,
num exercicio de contribuir para o futuro estabelecimento
de recomendacdes de consumo, maximizando 0s poten-
ciais efeitos benéficos.

De acordo com os resultados obtidos, o fator limitante do
aumento do consumo de chéa verde em Portugal relaciona-
-se com 0s potenciais efeitos adversos associados a inges-
tao elevada de EGCG (>800 mg/dia) (12). Ainda assim,



considerando o consumo atual de cha verde, ha margem
para aumentar o seu consumo em Portugal, de forma segu-
ra e maximizando os potenciais efeitos benéficos para a
saude, até sete chavenas por dia.

_Conclusdes

Considerando os potenciais efeitos benéficos para a saude
associados ao consumo de chéa verde, os resultados obtidos
no presente estudo estabelecem a base para investigacao
futura que suporte a definicdo de recomendacdes de con-
sumo de cha verde. Assim, iniciativas de investigacéo futura
neste dominio deverdo dedicar-se a providenciar evidéncia
cientifica, através do desenvolvimento de uma avaliagdo do
risco-beneficio completa, e desta forma, robustecendo futu-
ras agdes que salvaguardem a salde da populagéo.
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