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1. Introduccion
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1.1. Los nitratos en vegetales de hoja.

Segun la autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, 2008 a, b) que evaluo el
riesgo y los beneficios del consumo de productos vegetales de hoja, existe un potencial
riesgo toxicoldgico para la poblacion general debido a su contenido en nitratos. A pesar
de ello, el beneficio derivado de este tipo de alimentos supera el riesgo (Cunningham et
al., 2013; Habermeyer et al., 2015.)

Diversos estudios establecen que los nitratos obtenidos de la dieta son buenos donantes
de oxido nitroso (Kobayashi et al., 2015) y se les ha relacionado con un efecto
beneficioso en el sistema cardiovascular (Bondonno et al., 2016; Jackson et al., 2017;
Lovegrove et al., 2017), reducen la presion sanguinea (Hobbs et al.,, 2013) y la
agregacion plaquetaria (Apostoli et al., 2014), aterosclerosis (Ramms et al., 2016),
protegiendo el endotelio cardiovascular (Yang et al., 2017).

A nivel metabdlico, promueven un aumento de la insulina y tolerancia a la glucosa
(Khalifi et al., 2015), previenen la resistencia a la insulina (Kobayashi et al., 2015) e
influyen en los perfiles lipidicos, produciendo una disminucion eficiente de los
triglicéridos (Zand et al., 2017). También se relacionan con el aumento de la potencia

muscular (Jones et al., 2018).

Sin embargo, a pesar de los beneficios citados anteriormente, su exposicion excesiva

puede tener efectos adversos.

Como se recoge en el informe de la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y
Nutricién (AESAN, 2011), en relacion con la evaluacién del riesgo de la exposicion a
nitratos en nifios por consumo de acelgas, existe un riesgo para la salud derivado del

consumo de vegetales de hoja.

El nitrato per se no es toxico para los humanos, pero si lo son sus metabolitos (nitrito,
oxido nitrico y compuestos n-nitrosos) que se asocian a la metahemoglobinemia y la
carcinogénesis (Brambilla et al., 2007). El porcentaje de conversion de nitrato a nitrito
esta en torno a un 5-7%, pudiendo llegar al 20% en algunas situaciones (EFSA, 2008 a,
b).

Estos compuestos se absorben con una biodisponibilidad aproximada al 100% en la
region proximal del intestino delgado y se distribuyen rapidamente dando lugar a altas
concentraciones en saliva, suero y orina. El 65-70 % de los nitratos que se ingieren via
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oral se excretan por la orina y el 25% por sangre y saliva. De los que se excretan por la
saliva, el 25% se reduce a nitritos por bacterias reductoras que estan en la base de la
lengua (Gangolli et al.,1994, Lundberg et al., 2008; 1994; AESAN, 2011). Los nitritos de
la saliva, debido al pH acido del estdmago, se transforman en acido nitroso que a su vez
se descompone en oOxido nitrico (EFSA, 2008 a,b). Como la mayoria de estos
compuestos se excretan por orina, hay una reabsorcion selectiva por el riidn junto con
la reabsorcién biliar y salivar (EFSA, 2008 a, b). Los nitratos también se reducen por
bacterias entéricas y por la actividad de la enzima nitrato reductasa.

La metahemoglobinemia es una enfermedad caracterizada por la presencia de niveles
anormalmente altos de metahemoglobina (Met-Hb) en sangre debido a la reduccién del
nitrato a nitrito, lo que provoca la oxidacién de hemoglobina a metahemoglobina. Esta
se produce cuando la velocidad de oxidacién de la hemoglobina a metahemoglobina es
superior a la capacidad de actuacion de la enzima NADH-citocromo b5
metahemoglobina reductasa, encargada de reducir la metahemoglobina a hemoglobina

(Herrera et al., 1996), o bien por causas congénitas de carencias de dicha enzima.

La metahemoglobinemia esta asociada al “Sindrome del nifio azul’, en el cual se
produce un color gris azulado en la piel de principalmente nifios menores de 4-6 meses.

Este se origina debido a distintos factores como pueden ser (AESAN, 2011):

» Aumento de la proporcion de hemoglobina fetal. Esta es mas susceptible de ser
oxidada a metahemoglobina por exposicion a nitritos.

» pH gastrico elevado. Favorece el crecimiento de bacterias nitrato-reductoras y
por tanto la transformacion de nitrato a nitrito.

» Actividad reducida de la enzima NADH-citrocromo b5 metahemoglobina
reductasa.

La metahemoglobina no permite la captacion de oxigeno por parte de los hematies y
produce una hipoxia tisular, cianosis (con concentraciones de metahemoglobina < 20%),
taquipnea y alteracion del estado mental (concentraciones de metahemoglobina > 20%),
depresion del sistema nervioso central (concentraciones de metahemoglobina > 50%) y

muerte en casos de concentraciones de metahemoglobina > 60-70% (AESAN, 2011).

En Espafa se han dado algunos casos de metahemoglobinemia, todos asociados a
consumo de puré casero de verduras almacenados no adecuadamente o por la

reconstitucion de férmulas infantiles con aguas de coccion de verduras (AESAN, 2011).

10
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Cuando el agua de bebida tiene una concentraciéon de nitratos menor a 100 mg/L, el
riesgo de metahemoglobinemia no es elevado (EFSA 2008 a, b). Sin embargo, en
contraposicion a esto, a concentraciones menores de la establecida, se dieron dos
casos de sindrome del bebé azul en Estados Unidos, en los que los bebés enfermaron
después de ser alimentados con férmulas infantiles reconstituidas con agua de pozos
privados conteniendo concentraciones de nitrato de 22,9 y 27,4 mg/l (Knobeloch et al.,
2000). Otros estudios también relacionan los nitratos con metahemoglobinenia en nifios
e hipotiroidismo (Cunningham et al., 2013; Kobayashi et al., 2015; Karwowska et al.,
2020).

Los nitratos no tienen asociado poder genotéxico (JECFA, 1998). Sin embargo, si seran
catalogados (categoria 2%) como probables carcindégenos por el Centro Internacional de
Investigaciones sobre el Cancer (IARC, 1978, 2010), debido a que intervienen en la
formacion de nitrosaminas (Magee et al., 1954). En el caso concreto de los nitritos, se
les asocia con una alta incidencia de cancer de estdmago, colorrectal, esofagico, tiroideo

renal y mamario (Bondonno et al., 2016; Karwowska et al., 2020).

Aunque los efectos nocivos de los nitratos son amparados por las grandes agencias de
seguridad alimentaria europeas, son cuestionados por algunos autores (Van Grinsven
et al., 2006; Watson et al., 2015) que recomiendan realizar mas estudios que avalen sus
efectos sobre la salud humana, principalmente, en lo que se refiere a sus niveles en

aguas de bebida.

El 80% del nitrato en la dieta de las personas proviene del consumo de vegetales. Estos
vegetales requieren nitrégeno biodisponible para realizar la fotosintesis (Habermeyer et
al., 2015; Hord et al., 2009; Karwowska et al., 2020).

La capacidad de acumular nitrato esta en funcion de la concentracion de la enzima
nitrato-reductasa en las distintas zonas de la planta, asi como del grado de absorcion
de nitrato y su transferencia a la planta (Santamaria et al., 1999; Hakeem et al., 2017).

Hay multiples factores que influyen en la capacidad de acumulacion en el vegetal:
Epoca de recoleccion

La intensidad de la luz es un importante factor determinante en la concentracion de
nitratos en vegetales (Bottex et al., 2008; Aires et al., 2013, Hui et al., 2016).

11



En Europa la concentracion de nitratos en vegetales es generalmente mas alta en
invierno, debido al menor niumero de horas de luz y la baja intensidad de esta (Tamme
et al., 2010). Segun un estudio realizado, el contenido de nitrato en las espinacas fue
mayor en otofio e invierno que en primavera (Santamaria et al., 1999). Aunque existen
excepciones a esta regla en funcién de la localizacion geografica. Un estudio realizado
en Iran mostré como en la época de invierno la concentracion de nitratos era menor que

en el periodo de primavera (Shahlaei et al., 2007).
Método de cultivo

La influencia del método de cultivo en la concentracion de nitratos en los vegetales esta
demostrada en numerosos estudios. La composicion del suelo es un factor importante
en la acumulacioén de nitratos (Hakeem et al. 2017; Beule et al., 2019). Es generalizado
el conocimiento de que su migracion hacia la raiz de las plantas se debe a fendmenos
de conveccion (EFSA, 2008 a, b). El tipo de produccion es un factor importante (Meng
et al., 2017; Tegeder et al., 2018). En los cultivos hidropdnicos, que son un sistema de
cultivo en agua, en ausencia de suelo, en el que los nutrientes son provistos a través
del agua. Los vegetales obtenidos mediante este tipo de cultivos se ha visto que tienen
una concentracion mayor de nitratos que los cultivados de manera tradicional
(Guadagnin et al., 2005).

En el caso de cultivos organicos existen mas discrepancias entre los contenidos de
nitratos presentes en ellos. En este tipo de cultivos, mas orientados al proceso que al
producto, comparados con los cultivos tradicionales, se utilizan de forma restrictiva
fertilizantes y plaguicidas (Ahmed et al., 2017; Li et al., 2017, 2020), al contrario que en
estos ultimos para los que el uso de este tipo de productos esta autorizado (FAO, 2020).
Existen diversos estudios en los que se constata que vegetales obtenidos mediante
cultivo organico tienen una concentracion de nitratos menor a los tradicionales, como es
el caso del llevado a cabo en muestras de espinacas, en el que, sin especificar
concentracién ni método analitico, establece menor concentracion en cultivos organicos
analizados los afios 1962, 1969 y 1972 (Schuphan et al., 1974).

En esta misma linea, en un estudio comparativo sobre otros 41 analisis llevados a cabo
en diferentes muestras de verduras (acelgas, lechugas, espinacas, patatas, entre otras)
pudo concluirse que, la concentracion de nitratos en verduras de cultivo organico es
menor que en las de cultivo tradicional, excepto en el caso de las patatas, en las que no

se pudieron establecer diferencias entre ambos tipos de cultivos (Woese et al., 1997).
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Se llega a la misma conclusiéon en la revision bibliografica de 2006 realizada por
Pussemier et al., (2006), para vegetales de hoja ancha y patatas, no encontrandose en
el caso de las ultimas diferencias significativas entre el método de cultivo organico y

tradicional.

Para el caso del analisis del contenido en nitratos en lechuga fresca, lechuga iceberg y
espinacas frescas y congeladas, utilizando un método de cromatografia liquida de alta
resolucion, con detector ultravioleta, se encontré6 que en lechugas frescas de origen
organico, la concentracion de nitratos era menor, comparada con la de produccién
tradicional (Merino et al., 2017). En el caso de la lechuga iceberg no se pudo demostrar

diferencia, postulandose la posibilidad de causas genéticas.

En contraposicion con el anterior estudio, en otro trabajo en el que se analizaron
muestras de acelgas (entre otros vegetales como espinacas, coliflor, col y berenjenas)
recolectadas en granjas y establecimientos de venta de cultivo organico (Matallana et
al., Parte B, Vol. 3) se encontaron concentraciones de nitratos mas elevadas en los
vegetales procedentes de cultivo organico, que las encontradas en bibliografia

referentes a cultivos tradicionales.

Otros autores encontraron en sus investigaciones que las diferencias entre los diversos
sistemas de agricultura no eran tan significativas, excepto para vegetales como la
lechuga y la racula de agricultura hidropénica, donde se encontr6 una mayor
concentracién de nitratos, comparados con los que provenian de agricultura tradicional
y esta a su vez, mayor que las cultivadas mediante agricultura organica (Guadagnin et
al., 2005). En este estudio, también se concluyé que los vegetales de cultivo hidropdnico

tienen un contenido en nitrato mas homogéneo en las distintas estaciones.

En un estudio bibliografico (Santamaria et al., 2006) se concluia que los sistemas sin
suelo (cultivos hidropdnicos) cuentan con una clara ventaja sobre los sistemas de cultivo
tradicionales, debido a una mejor absorcion mineral durante las diversas fases del ciclo
del crecimiento de la planta, ofreciendo ademas estos sistemas de crecimiento la ventaja

de que permiten la produccion de vegetales con baja acumulacién de nitrato.

Por otro lado, los vegetales cultivados en invernaderos, se ha visto que tienen una
concentracién superior de nitratos, comparados con los cultivados al aire libre y en el
mismo periodo de tiempo. Esto se explica debido a la baja intensidad de la luz y la alta

mineralizacion de nitrégeno (Gangolli et al., 1994).

13
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Diferente distribucion segun la zona de la planta

Segun un informe de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA 2008 a, b),
la distribucidn de nitratos en las diversas partes de un producto vegetal no es uniforme.
Si se quita el tallo y la nervadura central, el contenido de nitratos disminuye entre un 30-
40% en lechugas y espinacas. La concentracion de nitratos en ciertas partes del vegetal,
como los peciolos y tallos, tiende a ser mayor que en las hojas. Lo mismo ocurre en
organos viejos, donde la concentracion es mayor debido a que la actividad enzimatica

€S menor.

En un estudio en el que se analizaron varios tipos de vegetales (coliflor, hojas y raices
de rabano, hinojo, nabos, perejil, pepino, berenjena, berros, patatas y remolacha),
mostraba una mayor concentracién de nitratos en ciertas partes del vegetal como los
peciolos (entre 1500 y 3000 mg/kg) y menor en bulbos (1000-1500 mg/kg). El contenido
en nitrato de los frutos superaba al de los tubérculos (estos ultimos en torno a 500-1000
mg/kg) (Shahlaei et al., 2007).

Otro trabajo de revisién bibliografica sobre 41 estudios del contenido de nitrato en
diversos tipos de vegetales sin especificar, establecid mayores niveles de este en hojas,
raices y tubérculo nitrofilico (Woese et al. 1997). A la misma conclusién llegan los
estudios de lanmarino et al., 2014; Quijano et al., 2017; Kmecl et al., 2019; Salehzadeh
et al., 2020.

De forma general, los datos proporcionados en el estudio de revisidon bibliografica
realizado por Santamaria (2006) establecieron que la concentracion de nitratos, en
funcidén de la zona de la planta (en este caso se estudi6 la rdcula), es mayor en bulbos,
raices, brotes, florescencia y tubérculos, siendo para las hojas su concentracion mayor
en externas que en internas. En el caso concreto de las acelgas, se acumul6é mas nitrato

en el peciolo, en comparacién con la nervadura central.

En otros trabajos realizados con especies vegetales de berros, lechuga y rucula, se
encontré mayor contenido de nitratos en tallos, comparado con el resto de las partes de

la planta (Guadagnin et al., 2005).
Influencia del procesado

El nitrato es soluble en agua, por lo que lavando las hojas de los vegetales durante tres

minutos se puede disminuir entre un 10-15% los niveles de este (Wai et al., 2011).

14
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El procesado de los vegetales, por ejemplo, la congelaciéon y procesos en los que se
aplican elevadas temperaturas, también van a afectar a la concentracion de nitrato
presente en el producto final. Cuando los vegetales son sometidos a procesos térmicos

como la coccion, se produce una disminucion del contenido (Tamme et al., 2010).

La eliminacion del tallo y nervadura central permite disminuir entre un 30-40% la
concentracién de nitratos. En lo que respecta al almacenamiento, es importante
destacar que la refrigeracion (7 dias a 5°C) hace que se mantenga la concentracion de
nitrato, sin que se eleve. Ademas, se sabe que un almacenamiento inadecuado de
hortalizas de hoja cocidas, por ejemplo, verduras almacenadas a temperatura ambiente
durante largos periodos de tiempo, puede resultar en la conversién de nitrato a nitrito,
conversion que puede verse acelerada cuando estas hortalizas estan en forma de puré
(AESAN, 2011).

Ademas de la localizacion, el contenido de nitrato puede diferir entre especies y

variedades de plantas (Tang et al., 2018; Tegeder et al., 2018).

Debido a los mecanismos de toxicidad de los nitratos, las organizaciones internacionales
de seguridad alimentaria han intentado establecer un limite maximo permitido. Asi la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) han fijado la ingesta diaria admisible (IDA) de nitratos en 3,7 mg/Kg/
peso corporal (pc) /dia (JECFA, 1998).

También se han establecido limites maximos de residuos para determinados tipos de
alimentos que tienden a acumular altas concentraciones de nitratos, como son las
espinacas, la lechuga, la rucula, cereales y alimentos a base de cereales para lactantes

y nifios.

El contenido de nitratos en vegetales de hoja esta regulado a través del Reglamento
(UE) 915/2003 de la Comisién de 25 de abril de 2023, relativo a los limites maximos de
determinados contaminantes en los alimentos y por el que se deroga el Reglamento
(CE) n°1881/2006.

Este reglamento fija, ademas, en los vegetales anteriores, distintas concentraciones
maximas de nitrato en funcién de la época de recoleccion, estableciendo dos
temporadas:

* Temporada de invierno: Desde el 1 de octubre al 31 de marzo

15
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* Temporada de verano: Desde el 1 de abril al 30 de septiembre

1.2. Elementos esenciales, téxicos y potencialmente téxicos en

vegetales de hoja.

Como se dijo en el apartado anterior, los vegetales de hojas verdes son componentes
indispensables de la dieta humana, ya que son fuentes relevantes de elementos
esenciales (Hierro (Fe), Zinc (Zn), Cobre (Cu), Selenio (Se), Manganeso (Mn),
Molibdeno (Mo), Cobalto (Co)) (Watson et al., 2015) porque una ingesta insuficiente
provoca deficiencias funcionales. Sin embargo, la seguridad en el consumo de los
vegetales de hoja verde también es motivo de preocupacion, ya que se ha demostrado
que estas verduras acumulan metales pesados altamente téxicos en mayor medida que
otras verduras (Salehipour et al., 2015). Asi, por ejemplo, el consumo de hortalizas de
hoja se ha identificado como una fuente importante de Cadmio (Cd) en humanos, (Al
Jassir et al., 2005; McBride et al., 2013; Zhu Huang et al., 2014; Huang et al., 2017;
Rehman et al., 2017), Plomo (Pb) (Fernando Guerra et al., 2011; McBride et al., 2014;
Ghasamidehkordi et al., 2018), Arsénico (As) (McBride et al., 2014) y Mercurio (Hg) (De
Temmerman et al., 2009; Zhu Huang et al., 2014; Yang et al., 2019).

Cadmio.

El Cd es un metal pesado que no tiene funciones nutricionales ni fisiolégicas en animales
o humanos. Se encuentra en el medioambiente de forma natural, asociado a minerales
como el Zn, Cu o Pb. Esta presente en este medio como consecuencia de emisiones
volcanicas, erosién y por la actividad antropogénica (poluciéon y emisiones industriales)
(AESAN, 2023).

La persistencia del Cd en el medio ambiente es muy larga (entre 10 y 40 afios) y en el

cuerpo humano representa un factor toxico adicional (Vahter et al., 1996).

En el aire se presenta en forma de particulas en suspensién como producto de la

emision industrial.

En el agua puede aparecer como ion libre o formando complejos. Los rios transportan

grandes cantidades que pueden mantenerse 15.000 afios.
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En el suelo esta presente debido a fuentes naturales o bien como consecuencia de la
actividad humana. En ese medio es mucho mas movil y puede estar en forma soluble o
insoluble (AESAN, 2023).

El Cd es un metal que induce dafio tisular. Debido al estrés oxidativo es nefrotoxico y
dafia el tdbulo renal. Puede causar el deterioro de la funcién mitocondrial y por su
naturaleza divalente puede competir con elementos esenciales como el Zn (Moulis et
al., 2010; Bernhoft et al., 2013). Algunos estudios muestran que, a mayor suministro de
Zn, se produce una disminucién de la absorcién y acumulacion del Cd, permitiendo una
prevencion o reduccion de las acciones adversas que el Cd genera en el organismo
(Brzoska et al., 2001).

Las mujeres son mas propensas a verse afectadas por la toxicidad del Cd ya que
presentan mayores tasas de absorcion, comparado con los hombres. Esto se asocia a
una disminucion de reservas corporales de hierro (Fe). Para evitar una disfuncion renal,
el nivel maximo tolerable se ha establecido en 50 pg/g de peso humedo,
correspondiéndose con una excrecion urinaria de Cd de 2 nug al dia (Satarug et al.,
2000).

El Cd ha sido clasificado como un potencial carcinogénico por la IARC en 1993 (AESAN,
2023).

El consumo de productos marinos como algas, pescado o mariscos es una fuente
importante de exposicion a Cd (Rubio et al., 2006; EFSA, 2009). Aunque no deja de ser
importante otras fuentes de exposicion como lo es el agua potable, el tabaquismo y la
exposicion ocupacional (Vahter et al., 1996; AESAN, 2023).

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) ha fijado un nivel tolerable
ingesta semanal (TWI) de Cd en 2,5 ug/kg peso corporal/semana (EFSA, 2009).
Ademas, en su informe cientifico sobre la exposicion de cadmio a través de la dieta en
la poblacién europea del 18 de enero de 2012 (EFSA, 2012), establece altos niveles de
cadmio en complementos alimenticios a base de crustaceos, moluscos y algas entre
otros. Confirmando en esta revisidn que es necesario reducir la exposicion al cadmio

principalmente en nifios y adultos de alto consumo de los alimentos citados.
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En consecuencia, es evidente la necesidad de un control y seguimiento del Cd en
alimentos y medio ambiente, principalmente en poblacion de riesgo (nifios,

embarazadas, poblacién de alto consumo, entre otros) (Coni et al., 1992).

Actualmente en la UE hay establecidos limites maximos en determinados alimentos en
el Reglamento (UE) 915/2003 de 25 de abril de 2023. Ademas, la Comisién Europea ha
emitido una Recomendacioén (UE) 2014/193 sobre la reduccion del cadmio en productos
alimenticios y Recomendacion (UE) 2018/464, relativo al control de metales y yodo en
algas marinas, plantas haldfilas y productos a base de algas, instando a participar

activamente en el seguimiento periddico de las medidas de mitigacion aplicadas.

AESAN (2023) ha publicado unas recomendaciones de consumo relativas a crustaceos
para asi disminuir la exposicion al Cd en aquellos consumidores habituales de marisco.
En la cual se recomienda limitar el consumo de carne oscura de crustaceos, localizada

en la cabeza.
Plomo.

Segun la AESAN 2023, el plomo es un contaminante medioambiental cuya forma

inorganica es la mas comun en el medioambiente.

Los compuestos de plomo son liberados a la atmdésfera debido a la actividad minera,
fundicion, fabrica de baterias y municiones, canalizaciones de agua, pinturas y gasolina

(autorizado antiguamente).
En el agua esta asociado a diversos materiales o en su forma iénica.
Las formas de presentacion del plomo en el medioambiente son dos:

- Organica (formando parte de combustibles como la gasolina). Son los
compuestos mas toxicos. Su exposicion esta centrada en entornos laborales.
- Inorganica, siendo el mas abundante en el medio y alimentos. Se absorbe mas

facilmente en el organismo.

Se encuentra en altas concentraciones en frutas, verduras y cereales, como resultado
de la deposicion de Pb atmosférico (Nordberg et al., 2007; Rubio et al., 2004).

El Pb es uno de los metales mas toxicos que se conocen; se considera cancerigeno
(Grupo 2B) para humanos (ATSDR, 2021).
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La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC), en el afio 2006,
clasifica los compuestos de plomo inorganico como probables carcinogénicos (IARC,
2006).

En adultos, causa enfermedades cardiovasculares, del sistema nervioso central, renales

y problemas de fertilidad (Kumar et al., 2020).

Puede producirse una recirculacion de este elemento durante el embarazo y provocar

efectos neurolégicos en el feto e incluso aborto (AESAN, 2023).

En los niflos se ha observado efectos en el desarrollo cerebral, disminuyendo el

coeficiente intelectual y produciendo cambios en el comportamiento (AESAN, 2023).

EFSA y JECFA, en el afo 2010, ante la falta de evidencia de umbrales de toxicidad,
consideraron apropiado retirar el umbral de seguridad toxicoldgica existente ya que no
hay informacién cientifica suficiente para establecer uno nuevo. Por lo que no hay
ingesta tolerable recomendada para el plomo. Recomiendan identificar las principales
fuentes de plomo en la dieta (EFSA, 2010).

Las medidas legales tomadas por la UE para reducir la exposicién al plomo son:

Reglamento (UE) 915/2023 de 25 de abril de 2023 relativo a los limites maximos de
determinados contaminantes en los alimentos y por el que se deroga el Reglamento

(CE) n° 1881/2006. Esta es la medida mas eficaz para reducir la exposicion.

Ademas, como en el caso del Cd, la Comisién Europea emitio la Recomendacion (UE)
2018/464 de 19 de marzo de 2018, en la que insta a los Estados Miembros a controlar
la presencia del plomo durante los afios 2018-2020 y proponer nuevas medidas de

gestion.

Por otro lado, el Comité Cientifico de AESAN en el afio 2012, indicé que es necesario
hacer una serie de recomendaciones para el consumo de carne de caza, ya que este
tipo de alimento esta sometido a un mayor riesgo por el tipo de municion empleada en
dichas actividades (AESAN, 2023).

Mercurio.

El mercurio es un elemento quimico que esta presente de forma natural en la corteza

terrestre como cinabrio o sulfuro de mercurio, también esta presente como una impureza
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de otros minerales como la pirita. Se puede encontrar en tres formas distintas: metalica

(o elemental), en forma inorganica y en forma organica (AESAN, 2023).

Este elemento es liberado al medio como consecuencia de procesos naturales como la
actividad volcanica o erosion. Aunque también puede ser liberado por la accion del
hombre a través de actividades industriales, eliminacion de residuos, etc. Esta presente
en numerosos utensilios de la vida diaria como lamparas fluorescentes, aparatos

eléctricos, amalgamas dentales, etc. (AESAN, 2023).
El mercurio metalico es muy volatil, esta en la atmésfera y tiene una gran estabilidad.
El mercurio inorganico, esta en el suelo y procede de la reduccion del mercurio metalico.

El mercurio organico esta principalmente en forma de metilmercurio y dimetilmercurio
en el agua. Procede de la metilacion del mercurio inorganico, bien por accion bacteriana
0 por reaccion quimica directa. Este metilmercurio es el componente organico del
mercurio mas comun en la cadena alimentaria. Se encuentra principalmente en
pescados y mariscos, donde puede representar mas del 90 % del mercurio total
(AESAN, 2010).

El Hg se puede encontrar en forma de diferentes compuestos quimicos de relevancia
toxicolégica (Carocci et al., 2014). Los compuestos de metilmercurio pueden causar
dano cerebral, trastornos psicolégicos, sordera, pérdida de la vision y de las habilidades

motoras, etc.

Después de una ingestion, el metilmercurio se absorbe mas rapido que el mercurio
inorganico debido a su naturaleza lipofilica, por lo que atraviesa facilmente la barrera

hematoencefalica y la placenta (AESAN, 2023).

Los compuestos inorganicos de mercurio pueden dafiar los rifiones, el higado y el
cerebro (EFSA, 2012).

La primera evaluacioén del riesgo se realizé en 1972 por el Comité de expertos FAO/OMS

y desde entonces se ha reevaluado en varias ocasiones.
En Europa, la EFSA también ha llevado a cabo varias evaluaciones del riesgo:

- Opinion cientifica sobre riesgos para la salud publica relacionados con el

contenido de mercurio y metilmercurio en alimentos (EFSA 2012).
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- Opinién cientifica sobre los beneficios para la salud derivados del consumo de
pescado y mariscos, estableciendo una relacion de riesgo asociado a la
exposicion al metilmercurio (EFSA 2014).

- Informe sobre los beneficios de consumo de pescado y marisco comparando los

riesgos del metilmercurio (EFSA 2015).

En Espafa, el Comité Cientifico de la Agencia Espanola de Consumo y Seguridad
Alimentaria (AESAN), en el afio 2010 elabor6 el “Informe del Comité Cientifico de la
AESAN en relacion a los niveles de mercurio establecidos para los productos de la

pesca’.

La EFSA (en 2012) ha fijado valores TWI (ingesta tolerable semanal) de 4 ug/kg peso
corporal/semana (Hg inorganico) y 1,3 ug/kg peso corporal/semana (metilmercurio).
Para el calculo de estos valores sélo ha utilizado como unica fuente de exposicion, los

productos de la pesca, descartando el resto de los alimentos.

La legislacion existente para el control del mercurio en alimentos se centra en productos

e la pesca y complementos alimenticios (Reglamento (UE) 915/2023).

Independientemente de la existencia de un riesgo para la salud, AESAN establece una
recomendacion del consumo de pescado por sus beneficios para la salud, al igual que

la EFSA en su opinién cientifica del afio 2014 y 2015.
Arsénico.

El arsénico (As) es un metaloide (con propiedades tanto metalicas como no metalicas)
presente en la naturaleza de forma natural (por la actividad volcanica entre otros) y por

accion del hombre (emisiones industriales, herbicidas, combustibles fosiles, etc.).

Puede estar en forma inorganica (As (Ill) y As (V)) y organica. La forma inorganica es la

mas toxica y la fuente de exposicion es la ingesta de alimentos y agua.

Desde el punto de vista toxicolégico, los compuestos de As se clasifican en tres grupos
(AESAN, 2009):

e |norganicos: As (lIl); As (V).
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e Organicos: acido arsalinico, acido monometilarsénico (MMA), &cido
dimetilarsinico (DMA), trimetilarsina o6xido (TMAO), arsenobetaina (AsB),
arsenocolina (AsC) y los arsenoazucares.

e Gas arsina y arseniuro de hidrégeno: volatiles no disponibles en alimentos.

La toxicidad de los compuestos de As depende de su forma quimica y de su estado de

oxidacion, siendo los inorganicos mucho mas téxicos.

Aunque la determinacién de especies arsenicales es muy importante, se prioriza en la

determinacion de As total y s6lo cuando supere el umbral se afrontara la especiacion.

En el agua esta presente en forma inorganica, al contrario que en el suelo que es la
forma organica la mas comun. Debido a esto hay plantas como el arroz que absorben
grandes cantidades de arsénico, lo que conlleva un alto contenido en piensos y

alimentos.

Una exposicion prolongada al arsénico inorganico puede causar lesiones cancerigenas
en la piel, cancer de vejiga y pulmon. La IARC lo clasifica en el grupo | de cancerigenos

en humanos.

Se establecio su potencial carcinogénico en 1987 por la IARC y en el grupo de trabajo
Scoop en 2004, evalud el riesgo por exposicion al arsénico total (organico) en pescado

principalmente.

Los humanos y animales absorben el As inorganico en el tracto gastrointestinal

principalmente y la sangre es el principal vehiculo.

El As inorganico puede atravesar la placenta y se puede excretar por la leche. La barrera

hematoencefalica no es atravesada faciimente (AESAN, 2023).

No hay un punto de referencia toxicoldgico para el arsénico debido a la falta de datos
disponibles respecto a la concentracion de arsénico inorganico en la dieta. La EFSA y
la JECFA han adoptado el margen de exposicion (MOE) que es un ratio entre la dosis a
la que no se observan efectos adversos (BMD, NOAEL) dividido entre el nivel de

exposicion real a la sustancia a través de la dieta.
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Segun la EFSA, la exposicion global de arsénico, en todas las fuentes posibles, esta en
un rango muy pequefio, pero no descarta un riesgo para la salud en ciertos

consumidores.

La Comisiéon Europea ha establecido un programa para recopilar informacion sobre la
presencia de arsénico y sus formas quimicas desde el afio 2016 al 2018. Tras este
programa se emite la Recomendacion (UE) 2018/464 de 19 de marzo para el control de
este elemento entre otros en algas marinas, plantas haldéfilas y productos a base de
algas marinas, instando a recopilar datos de As en estos productos para asi actualizar

los limites existentes y afiadir nuevos alimentos.

Esta ultima recomendacion ha puesto de manifiesto que las algas de variedad Hijiki
presentan un elevado contenido en arsénico inorganico. Mismo planteamiento se puede
extraer del informe del Comité cientifico de la AESAN sobe la presencia de arsénico en

algas destinadas al consumo humano (AESAN 2009).

Por primera vez en la UE, se ha fijado unos limites maximos de As inorganico en arroz
y productos derivados del arroz, Reglamento (UE) 915/2023 de la Comisién de 25 de
abril de 2023.

En Espafa se encuentra regulado el contenido maximo de As aguas de consumo
humano en el Real Decreto 3/2023, de 10 de enero, por el que se establecen los criterios
sanitarios de la calidad del agua de consumo humano, su control y suministro, en el que

el maximo de As en aguas es 10 pg/L.

Aluminio.

El aluminio (Al) es un metal téxico que no tienen efectos fisioldgicos y es clasificado por
la IARC en el ano 2020 como carcindgeno en humanos. Tiende a acumularse en el

cuerpo humano en tejidos, cerebro, huesos, rifidn e higado.

En la revision realizada por Hardisson et al., 2017 se concluye que el Al es un metal
toxico que interfieren con ciertos elementos esenciales como el calcio (Ca). Es capaz
de reemplazar el calcio e interrumpir procesos de mineralizacion y crecimiento dseo.
Ademas, es un agente neurotdxico y aumenta la probabilidad de desarrollar Alzheimer,
dafios cognitivos y enfermedades neuroldgicas. Esta probabilidad aumenta en aquella
poblacién con problemas renales ya que el rifidn es un érgano clave en el proceso de

excrecion del Al.
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La presencia de Al en hortalizas y frutas depende del agua de riego y de los suelos
donde crecen. Como en el caso de los nitratos, dependiendo de la especie, el Al puede

acumularse en diferentes partes de la planta.

La EFSA en el 2011, ha fijado una ingesta semanal tolerable (TWI) de 1 mg/kg peso

corporal/semana.
Elementos potencialmente toxicos.

El consumo de hortalizas de hoja pueden generar riesgos para la salud debido a su
contaminacion con otros elementos potencialmente téxicos como los elementos de
tierras raras (REE) y otros elementos clasificados en este trabajo de tesis como

elementos menores (MEs), cuya presencia en el medio ambiente es cada vez mayor.

Multiples factores pueden aumentar la acumulacion de elementos toxicos vy
potencialmente téxicos en el medio ambiente y los cultivos, como el uso intensivo de
agroquimicos, la aplicaciéon de lodos de depuradora a las tierras de cultivo, la
contaminacion atmosférica (Radwan et al., 2006; Ali et al., 2012) y la eliminacién de

productos electronicos.

Muchos de estos elementos estan incluidos en la lista de contaminantes prioritarios
desarrollada por la Agencia para Sustancias Toéxicas y Registro de Enfermedades
(ATSDR, 2021). Estos nuevos “elementos esenciales” para la industria estan siendo
estudiados en cuanto a su toxicidad ya que se ha observado que su presencia en los
seres vivos ha ido en aumento en los ultimos afios (Jiang et al., 2012; Li X et al., 2013;
Amyotetal., 2017; Gonzalez et al., 2017; Henriquez et al., 2017; Liu et al., 2017; Cabrera
et al., 2020; Henriquez et al., 2020; Shi et al., 2022).

Segun los estudios epidemioldgicos y experimentales disponibles, el rango de acciones
toxicas va desde el dafio celular, la interferencia con enzimas, proteinas y
macromoléculas, y el dafio a los organulos celulares, entre otros efectos, e incluso la

carcinogénesis (Tchonnwou et al., 2012).

Para el grupo REE se han reportado diferentes efectos adversos para la salud (Pagano
et al., 2015), como una asociacion con la proliferacién celular (Jenkins et al., 2011),
alteraciones en la diferenciacion estrogénica (Liu et al., 2012), promocion de la

peroxidacion lipidica (Rico et al., 2013), formacién de especies reactivas de oxigeno (I,
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R et al., 2012) y disminucién del contenido de hemoglobina (Henriquez et al., 2017),
entre otros.

Aunque existen pocos estudios, se ha descrito que el polvo sahariano, y en general el
material particulado (PM10, PM2.5) (Directiva 2008/50/CE), pueden transportar
elevadas cantidades de algunos elementos (Remoundaki et al., 2011; Bozlaker et al.,
2013), entre ellos REE (Bozlaker et al., 2013; Henriquez et al., 2017; Henriquez et al.,
2018).

1.3. Importancia de la concentracion de elementos toxicos y nitratos en

algas.

El consumo de algas ha sido durante mucho tiempo parte de la dieta tradicional en Asia
y actualmente esta creciendo en popularidad en el mundo occidental. Segun la
Organizacion de las Naciones Unidas para Alimentacion y la Agricultura (FAO), la
produccion de algas en Europa esta en un 10% de la produccién mundial (Bouga et al.,
2015; McHugh et al., 2003; Organic Monitor, 2014). La industria mundial de algas
factura mas de 6 millones de ddlares al afio y mas del 99% se producen en Asia,
principalmente China (FAO 124:120).

Las algas comestibles se pueden clasificar en cuatro grandes grupos: algas azules,
rojas, pardas y verdes.

Las algas destacan por su contenido en vitamina B12, acidos grasos omega-3, selenio,
yodo y fibra (MacArtain et al., 2008). Sin embargo, ademas de nutrientes de alto valor,
son capaces de transferir metales toxicos para el consumidor como cadmio (Cd), plomo
(Pb) o mercurio (Hg). Estos elementos de relevancia toxicologica estan presentes en las
aguas marinas como contaminantes, los cuales son caracterizados por su

bioacumulacién en la cadena tréfica.

La EFSA (2009) ha fijado un nivel tolerable de ingesta semanal (TWI) de Cd de 2,5 ug/kg

persona/semana.

También destaca el contenido de nitratos (NO3") a partir de fuentes naturales (ciclo del
nitrégeno) y fuentes antropogénicas (fertilizantes, ganaderia intensiva, aguas

residuales, etc.) (Boroujerdnia et al., 2007; Karwowska et al., 2020; Ledn et al., 2020).
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Al ser organismos autétrofos que realizan la fotosintesis, utilizan el nitrégeno y sus
derivados para ciclos bioldgicos, por lo que concentran mayor cantidad de nitratos. A
pesar de ello, son un alimento que carece de limites legales para nitratos y esto
representa un riesgo para los consumidores. Asi la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) y la EFSA establecen una ingesta diaria admisible (IDA) de 3,7 mg/kg peso
corporal/dia para nitratos (JECFA, 1998), cantidad que sigue vigente a pesar de varias
reevaluaciones de la EFSA (2017).

Un estudio de Rubio et al., 2021, destaca la importancia del control de otra alga azul, la
espirulina. Esta especie de cianobacterias filamentosa y multicelular crece en medios
alcalinos y ha ganado popularidad porque se considera un alimento funcional con alto
valor nutricional (Soni et al., 2017), por lo que se puede encontrar en el mercado en

diferentes formas de presentacion con dosis recomendadas variables segun fabricante.

En este estudio (Soni et al., 2017) se concluye que no supone un riesgo para el
consumidor en cuanto a la exposicion de metales toxicos como el Al, Cd y Pb, pero debe
controlarse la presencia de éstos en preparados de espirulina para garantizar la calidad
y seguridad.

El Reglamento (UE) 915/2023 de la Comisidn establece un limite maximo para el Pb en

complementos alimenticios de 3,0 mg/kg de peso humedo.

En este sentido, un estudio realizado por la Comunidad Auténoma de Catalufia para la
Recomendaciéon (UE) 2018/464, pone de manifiesto que las algas de la variedad Hijiki
presentan un elevado contenido de arsénico inorganico. Esto viene a refrendar lo que
establece el informe del Comité Cientifico de la AESAN 2009 sobre la presencia de

arsénico en algas destinadas al consumo humano, publicado en 2009.

Aunque Espafa no es un pais de alto consumo de algas, si que hace unas
recomendaciones relativas al consumo de alga Hijiki por presencia de arsénico

inorganico.

Esta alga (Hijiki), se utiliza en restaurantes japonenses y coreanos (no en chinos), para
la preparacion de sopas y ensaladas. Su procesado disminuye el contenido de As total
entre el 68-73% y un 61-73% el As inorganico. Aunque es una afirmaciéon no compartida
por diversos autores, en la que sefialan que estos procedimientos no disminuyen la
concentracion (AESAN, 2023).
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Aunque no se han detectado efectos toxicos debido al consumo de estas algas, diversas
agencias alimentarias aconsejan evitar el consumo de esta alga Hijiki por su elevado

contenido en As inorganico.
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2. Justificacion del Trabajo
de Tesis Doctoral
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En el apartado “Introduccién” de este trabajo de Tesis Doctoral se describe la existencia
de ciertos vegetales que no son regulados explicitamente en lo que respecta a

elementos toxicos y nitratos.

En el caso de los nitratos, el contenido de estos puede ser muy elevado y su consumo
es considerable en ciertas regiones. Los vegetales mas consumidos a nivel europeo son
principalmente la lechuga y las espinacas, por lo que la declaracion de la EFSA se baso
unicamente en dichos vegetales y su regulacion se realizé a través del Reglamento (UE)
n°® 915/2023).

En Espafia hay un consumo importante en acelgas, que dentro de la UE es casi
exclusiva en nuestro pais (AESAN, 2011). Ademas, dentro de Espafia hay regiones
donde por tradicion culinaria se elaboran otros vegetales ricos en nitratos como es el
caso del berro (Nasturtium officinale) en las Islas Canarias. En este archipiélago, el
consumo de acelgas y berros es tan alto como el de espinacas y lechugas (Serra et al.,
2000; AECOSAN, 2011; AECOSAN, 2014). Actualmente no hay un limite legal
establecido de nitratos para las acelgas y los berros.

Respecto al contenido de elementos toxicos y potencialmente téxicos, en Canarias se
dan varias circunstancias que podria aumentar el riesgo de contaminacion de elementos
anteriormente citados. Por un lado, esta region tiene un alto uso de productos pesticidas,
que se considera uno de los mas altos de Europa. Segun calculos, en 2001 Canarias
consumia 12 veces mas pesticidas por hectarea que el resto de Espana (Diaz et al.,
2001), y la situacion no ha mejorado 20 afios después (Alonso et al., 2021). Ademas de
la aplicacién de agroquimicos u otras practicas que podrian incrementar el nimero de
elementos en las tierras de cultivo, la intrusién de polvo sahariano (llamado "calima") se
presenta con frecuencia durante todo el afio en este archipiélago. Aunque existen pocos
estudios, se ha descrito que el polvo sahariano, y en general el material particulado
(PM10, PM2.5) (Directiva 2008/50/CE), pueden transportar altas cantidades de algunos
elementos (Remoundaki et al., 2011; Bozlaker et al., 2013), incluyendo REE (Elementos
de Tierras Raras) (Henriquez et al., 2017; Bozlaker et al., 2013; Henriquez et al., 2018),
por lo que una hipétesis plausible es que la llegada frecuente de “calima” a Canarias
podria influir en el contenido de todos estos elementos en los vegetales cultivados

localmente.
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Justificacion del trabajo de tesis doctoral

Por otro lado, como vegetales de hoja con un consumo en alza, estan las algas. Estas
son organismos autétrofos que realizan la fotosintesis; es decir, por su propia
naturaleza, utilizan el nitrogeno y sus derivados para sus ciclos biolégicos. Por lo tanto,
estos organismos concentran mayores cantidades de nitratos. A pesar de ello, las algas
son un alimento que, hasta la fecha, no se le han asignado limites legales de nitratos, y

esto representa un riesgo para los consumidores.

Ocurre lo mismo con el contenido en elementos toéxicos, existen pocos estudios que
determinen la cantidad de Pb, Cd y Hg en algas, y a su vez que permitan evaluar la
contribucion a las ingestas permitidas y por tanto establecer una regulacion de los limites

permitidos.
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Objet

3



Determinar los niveles de nitratos en vegetales de hoja verde cultivados en
Canarias, regulados y no regulados, siguiendo un patron estacional y

diferenciando el sistema de produccion.

2

Estimar la contribucién de cada tipo de vegetal a la ingesta de nitratos por parte
de la poblacién canaria y realizar una evaluacion del riesgo asociado al consumo
de vegetales, cuyo contenido maximo de nitrato esta regulado en comparacién

con el riesgo asociado a los no regulados.

3

Determinar el contenido de metales téxicos (Cd, Pb, Hg) y nitratos en las

diferentes especies de algas comestibles comercializadas en Europa.

4

Evaluar la contribuciéon de cada tipo de alga a la ingesta permitida de estos

elementos toxicos.
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Objetivos

5

Determinar los niveles de elementos esenciales, toxicos y potencialmente

téxicos (48 elementos) en vegetales de hoja verde cultivados en Canarias.

6

Estimar la contribucion de cada tipo de vegetal a la ingesta de estos elementos

esenciales, toxicos o potencialmente toxicos, por pate de la poblacion canaria.
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Tras el desarrollo de un estudio analitico basado en cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) con detector de diodo array (PDA), para el analisis de nitratos, y un
estudio analitico de espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente y
espectrofotometria de absorcién atdomica, para determinar distintos tipos de elementos
en muestras de distintos tipos de vegetales de hoja y algas. Se evalla el riesgo asociado
al consumo de estos vegetales por el aporte de nitratos y determinados elementos

quimicos.

Los vegetales de hoja estudiados fueron: berros (Nasturtium officinale), acelgas (Beta
vulgaris), espinacas (Spinacia oleracea), cogollos de Tudela, canénigos, rucula (Eruca
vesicaria), mezclas de vegetales de cuarta gama, brotes de lechuga, lechuga romana

(Latuca sativa. longitolia), Lechuga iceberg (Latuca sativa) y algas (Tabla 2).
Los elementos quimicos analizados fueron organizados en tres grupos:

Elementos esenciales, considerados asi porque su déficit puede causar deficiencias
funcionales en el organismo, las cuales pueden revertirse si se vuelve a una ingesta
adecuada (Wada et al., 2004; Platel et al., 2016; Gupta et al., 2019):

Hierro (Fe), Zinc (Zn), Cobre (Cu), Selenio (Se), Manganeso (Mn), Molibdeno (Mo) y
Cobalto (Co).

Elementos téxicos: asi demostrado y cuya presencia en vegetales de hoja ha sido
relevante (McBride et al., 2013; Rehman et al.,, 2017). Cadmio (Cd), Plomo (Pb),
Arsénico (As) y Mercurio (Hg).

Elementos potencialmente toxicos: Plata (Ag), Aluminio (Al), Bario (Ba), Berilio (Be),
Cromo (Cr), Niquel (Ni), Antimonio (Sb), Estafo (Sn), Estroncio (Sr), Talio (Tl), Uranio
(U), Tierras raras (REEs): Cerio (Ce), Disprosio (Dy), Erbio (Er) (Erbio), Europio (Eu),
Galio (Ga), Gadolinio (Gd), Holmio (Ho), Indio (In), Lantano (La), Lutecio (Lu), Niobio
(Nb), Praseodimio (Pr), Samario (Sm), Tantalio (Ta), Terbio (Tb), Tulio (Tm), Itrio (Y),
Iterbio (Yb). Elementos minoritarios (MEs): Oro (Au), Bismuto (Bi), Platino (Pt), Torio
(Th) y Vanadio (V).

Como datos de referencia se utilizan los relativos al consumo de vegetales de hoja
aportados por las encuestas ENCA (Serra et al., 2000) y ENALIA (AECOSAN, 2014),
teniendo presente el dato de ingesta diaria admisible (IDA) establecido por el Comité
Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA, 2002).
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4.1. Muestreo

En esta investigacion se estudiaron un total de 297 muestras de vegetales de hoja,
segun el patrén de consumo en Canarias (AECOSAN, 2011, 2014, Serra et al., 2000.).
El muestreo se realizé entre marzo del afio 2016 a septiembre del afio 2019 y se
diferencia por periodos, segun el periodo invernal (producto recolectado del 1 de octubre
al 31 de marzo) y el periodo estival (productos recolectados del 1 de abril al 30 de
septiembre) y siempre que hubiera disponibilidad se muestrearon vegetales de cultivo
tradicional y ecolégico (Tabla 1). De esta forma, se adquirio 60 muestras de berros (24
ecolégicos y 36 convencionales); 45 muestras de acelgas (17 ecolégicas y 28
convencionales); 53 muestras de lechuga romana (todas de produccion convencional);
38 muestras de lechuga iceberg (12 ecoldgicas y 26 convencional); 15 muestras de
Cogollos de Tudela (6 ecoldgicas y 9 convencionales); 22 muestras de mezclas para
ensaladas (también llamadas “ensaladas listas para comer” o “Ensaladas de 4% gama”,
todas de produccién convencional); 14 muestras de rucula (todas de produccion

convencional); y 50 muestras de espinacas (17 ecoldgicas y 33 convencionales).

Las muestras de vegetales se adquirieron en los grandes supermercados que abastecen
la mayor parte poblacién canaria (Figura 1). En el caso de muestras de agricultura
ecolégica, fueron adquiridos en establecimientos especializados en productos

organicos.

El muestreo se planted segun los criterios establecidos en Reglamento (CE) n°
1882/2006 de la Comisidn, por el que se establece el muestreo y métodos de analisis

para el control oficial del contenido de nitratos en determinados productos alimenticios.

Canary Islands map

Gran Canaria

O

Sampling points

Figura 1: Mapa de muestreo
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Tabla 1. Caracteristicas de las muestras de vegetales analizados.

Especie Nombre comun Tipo de cultivo N° de muestras
Ecoldgico 24
Nasturtium officinale Berros
Convencional 36
Ecoldégico 17
Beta vulgaris Acelgas
Convencional 28
Latuca sativa longitolia Lechuga Romana Convencional 53
Ecoldégico 12
Latuca sativa Lechuga Iceberg
Convencional 26
Ecoloégico 6
Latuca sativa longitolia  Cogollo de Tudela
Convencional 9
- Ensalada 42 Gama Convencional 22
Eruca vesicaria Rucula Convencional 14
Ecoldgico 17
Spinacia oleracea Espinacas
Convencional 33

Para el caso de las algas, se estudiaron 72 muestras de algas comestibles (verde, parda

y roja) comercializadas en Tenerife (Islas Canarias) y adquiridas en diferentes zonas

comerciales entre los meses de enero y diciembre de 2020 (Tabla 2). Las muestras se

almacenaron a temperatura ambiente y en sus envases originales hasta su tratamiento.

Las algas analizadas pertenecen a las especies Eisenia bicyclis (Arame), Laminaria

ochroleuca (Kombu), Undaria pinnatifida (Wakame), Gracilaria (Agar agar), Sargassum

fusiforme (Hijiki), Porphyra (Nori), Himanthalia elongata (Espagueti de Mar), Ulva

Lactuca (Lechuga de Mar), Mastocarpus stellatus (Musgo Estrellado) y mezcla de

especies.
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Tabla 2. Caracteristicas de las muestras de algas analizadas.

“lo
e~ R =

N° de
Especie Nombre comun Tipo Origen
muestras
Gracilaria Agar agar Roja 3 Desconocido
Galicia
5
(Espafa,EU)
Undaria pinnatifida Wakame Parda
4 Japoén (No EU)
3 Desconocido
Galicia
13
(Espafia,EU)
Laminaria
Kombu Parda
ochroleuca 3 Japoén (No EU)
3 Desconocido
Sargassum
) Hijiki Parda 3 Japoén (No EU)
fusiforme
5 Corea (No EU)
. ) 3 Japén (No EU)
Porphyra Nori Roja
Galicia
4
(Espafia,EU)
Eisenia bicyclis Arame Parda 4 Japoén (No EU)
Himanthalia Sea spaghetti (Espagueti de Galicia
Parda 7
elongata mar) (Espafia,EU)
Galicia
Ulva Lactuca Sea lettuce (Lechuga de mar) Verde 4
(Espafia,EU)
Mastocarpus Galicia
Starry moss (Musgo estrellado) Roja 4
stellatus (Espafia,EU)
Parda Galicia
- Mezcla de especies 4
y roja (Espafia,EU)
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4.2. Investigacién de nitratos. Procedimiento experimental.

Todo el procedimiento analitico para la determinacién de nitratos en vegetales y algas
sigue el método oficial EN 12014-4:2005 y se llevo a cabo en el Laboratorio de Salud
Publica de Las Palmas de Gran Canaria, acreditado segun la Norma ISO/IEC 17025 por
la Entidad Nacional Espariola de Acreditacion (ENAC).

Tras homogeneizar 100 g de la muestra (parte comestible) con un molinillo (Knifetc
1095, Foss, Hillergd, Dinamarca), se pesan 2.5 + 0.2 g de homogeneizado y se mezcla
con 25 ml de agua ultrapura a 70 °C y 1.25 ml de una solucion saturada de tetraborato
de disodio (bdérax) (Sigma Aldrich, Darmstadt, Alemania). Esta mezcla, se lleva a
ebullicién durante 15 min en un bafio Maria (Precisterm 6000141, Selecta, Madrid,

Espana).

Tras atemperar las muestras, se afiadié agua ultrapura hasta alcanzar un peso de 61.5
g. Se centrifugé a 4500 rpm durante 15 min (centrifuga Macrotronic BL, Selecta, Madrid,
Espafa) y el sobrenadante se purifico utilizando cartuchos de extraccion en fase soélida,
C18 (6ml, 500 mg) (Waters, Milford, MA, USA) que fueron acondicionados con 5 ml de

metanol grado LC-MS (Panreac, Espana).

Los extractos purificados se diluyeron 1:1 con agua ultrapura antes del andlisis
cromatografico. En base a la experiencia previa del laboratorio, las muestras que se
esperaba que tuvieran una alta concentracion de nitrato (>625 mg/kg) se diluyeron a
1:20 con agua ultrapura para hacerlas coincidir con el rango de medicion. Antes de
colocar las muestras en los viales de cromatografia, se filtraron los extractos a través de
filtros de jeringa de 0.2 um x 47 mm (VWR, Radnor, PA, EE. UU.).

El analisis cromatografico se realizé el mismo dia de la extraccién utilizando un equipo
de cromatografia liqguida de Waters modelo 2695 (Waters Corporation, Milford, MA, EE.
UU.), con inyeccion automatica y detector de diodo array (HPLC-DAD). El sistema esta
interconectado a un ordenador para el control del instrumento, adquisicién vy

procesamiento de datos, a través de un software cromatografico (Empower™, Waters).

La columna cromatografica es una IC-Pak de 50 mm de largo x 4.6 mm de diametro

interno y un tamafio de particula de 10 ym. El volumen de inyeccién es de 10 pL.

36



“l
! el ke

Metodologia

Las fases moviles estan formadas por un tampon de fosfato 0.05 M (A) y agua ultrapura
(B) y el sistema de separacion utiliza un modo isocratico a 1.0 ml/min a temperatura
constante (25 °C).

El detector de PDA se programo a una longitud de onda fija de 210 nm.

El tiempo de retencion del nitrato fue de 11.51 min y el limite de cuantificacion fue de
500 mg/kg. La presencia de nitrato en la muestra se confirmaba también mediante la
comparacion del espectro de absorcion obtenido para ese pico frente a los espectros de
referencia del analito, guardados en la correspondiente libreria, obtenidos a partir de

materiales de referencia y patrones (en matriz)

La incertidumbre del método es del 14% en todo el rango de trabajo (500 mg/kg a 8000
mg/kg), con un factor k= 2, donde k es un factor que depende del nivel de confianza con
gue se estime la incertidumbre. En general se usa k= 2 para un nivel de confianza del
95%, si se considera que la incertidumbre sigue una distribucién gaussiana, con grados

de libertad suficientes para garantizar su fiabilidad.
La recuperacion del método esta entre 96.7-105.4%.

Para la cuantificacion de los analitos en las muestras se realizé el correspondiente
calibrado con patrones estandar en un intervalo de concentraciones de 2.5 a 50 mg/kg.
La recta de calibrado fue trazada por ajuste de minimos cuadrados dando una funcion
lineal forzada a pasar por el origen, resultando una ecuacién de la recta tipo y= mx,

donde “y

[Tl

es area del pico cromatografico, “x” la concentracion del analito y “m” la

pendiente de la recta. El software del equipo proporcioné de manera directa la
concentracion de nitratos, para ello compard el area medida en los picos
correspondientes al nitrato en la muestra analizada frente a la recta de calibrado

obtenida.

4.3. Investigacion de metales y otros elementos. Procedimiento

experimental.

Para las algas analizadas se realizd un proceso de digestion y determinacion diferente

que para los vegetales de hoja.

4.3.1. Proceso experimental para determinacion de elementos esenciales,

téxicos y potencialmente téxicos en vegetales de hoja.
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4.3.1.1. Proceso de digestion de muestras.

Las muestras de vegetales se homogeneizaron manualmente utilizando un mortero de
teflon libre de metales hasta formar una masa homogénea. La digestion acida de las
muestras homogeneizadas se realizé con la ayuda de un digestor de microondas (Ethos
Up, Milestone SRL, Italia).

Se peso 500 mg de homogeneizado vegetal en los recipientes de digestion y se afadio
50 pL de la solucion estandar interna (Sc, Ge, Rh e Ir a una concentracion madre de 20
mg/ml cada uno) (CPA Chem, Stara Zagora, Bulgaria), 2.5 ml de acido nitrico al 65%
(HNO3) (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) y 7.5 ml de agua Mili-Q a cada muestra.

El digestor fue programado en tres etapas a 1800W de potencia: una primera etapa de
5 minutos a 100°C, seguida de una etapa de 5 minutos a 150°C, seguida de una tercera
etapa de 15 minutos a 200°C (Tabla 3).

Tabla 3: Condiciones instrumentales del proceso de digestion de vegetales con

microondas.

Etapa n® Rampa (min) Temperatura (°C)

1 5 100
2 5 150
3 15’ 200

Después de enfriar, los productos de digestion completos se transfirieron a tubos de

polipropileno de fondo conico y se diluyeron a 15 ml con agua Mili-Q.

Los blancos de reactivos se prepararon de manera similar a las muestras, y cada diez

muestras se incluyeron en el lote analitico.
Finalmente, se tomd una alicuota de cada muestra para su andlisis.
4.3.1.2. Procedimiento de analisis mediante ICP-MS.

Para los analisis instrumentales, se emple6 un ICP-MS Agilent 7900 (Agilent

Technologies, Tokio, Japon) equipado con conos de niquel estandar y un nebulizador
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de flujo cruzado con un puerto de gas de reposicion (nebulizador x400, Savillex

Corporation, MN, EE. UU.) para todas las mediciones.

Todos los datos se adquirieron y procesaron con el software de analisis de datos Agilent

MassHunter (version 4.2).

Diariamente, ICP-MS se optimizé utilizando una solucién que consiste en una mezcla
de Cs, Co, Li, Mg, Tl e Y (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EE. UU.).

Para cada muestra, se realizaron tres digestiones en paralelo y todas las mediciones se
realizaron por triplicado de cada vial, por lo que cada valor cuantitativo presentado en
este estudio representa la media de 9 mediciones individuales en el equipo.

Todo el procedimiento fue verificado antes de cada andlisis de muestras.
Las recuperaciones obtenidas oscilaron entre el 84 y el 117%.

Las curvas de calibracidon eran lineales para todos los elementos (coeficientes de
regresion = 0.995).

Los LOD y LOQ instrumentales se calcularon como la concentracion del elemento que

producia una sefial tres y diez veces mayor que la de los blancos.

Los LOQ de la muestra se calcularon multiplicando el LOQ instrumental por el factor de

dilucion (1:10 v:v).
4.3.2. Proceso experimental para determinacién de metales en algas.
4.3.2.1. Proceso de digestion de muestras.

Se introdujo un gramo de cada muestra previamente homogeneizada en recipientes de
digestion de teflon (GO para Smart Vent, Anton Parr, Austria), se afiadié 4 ml de acido
nitrico al 65% (HNO3) (Sigma Aldrich, Darmstadt, Alemania) y 2 ml de perdxido de

hidrégeno (Sigma Aldrich, Darmstadt, Alemania).

Se cerraron los recipientes de digestion de teflon y la digestion se inicié en un horno de
microondas (Multiwave GO Plus, Anton Parr, Austria), aplicando el programa de

digestion que se muestra en la Tabla 4. Se realiz6 tres digestiones por muestra.
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Tabla 4: Condiciones instrumentales del proceso de digestion de muestras de algas con
microondas.

Etapa n® Rampa (min) Temperatura (°C) Tiempo (min)

1 15’ 50 5
2 5 60 4
3 5 70 3
4 3 90 2
5 20 180 10

T2 limite: 200°C.
T2 enfriamiento: 50°C

Después de la digestion, las muestras se transfirieron a un matraz volumétrico de 10 ml
y se llenaron hasta la marca con agua destilada ultrapura. Posteriormente se

depositaron en frascos herméticos.
4.3.2.2. Procedimiento de analisis mediante AA y Vapor frio.

El método analitico fue la espectrofotometria de absorcion atdomica (AAS) y para el Hg
se utilizo la técnica de generacion de hidruros por vapor frio con sistema de inyeccion
de flujo (FIAS), métodos analiticos aprobados en el Reglamento de la Comisién
333/2007 (CE) de 28 de marzo 2007, por el que se establecen los métodos de muestreo
y analisis para el control oficial de los niveles de plomo, cadmio, mercurio, estafio

inorganico, 3-MCPDF y benzo(a)pireno en los alimentos.

La determinacion de Cd y Pb se realizd con un espectrofotometro de absorcion atémica
(AS-800, PerkinElmer, Waltham, MA, EE. UU.) dotado de camara de grafito (HGA-800,
Perkin Elmer, EE. UU.) (GF-AAS). La determinacion de Hg se realizé con vapor frio en
un espectrofotometro de absorcion atémica (AS-800, PerkinElmer, Waltham, MA, EE.
UU.) (CV AAS) con un sistema de inyeccién de flujo con un método de generacion de
hidruros y vapor frio (FIMS-400, PerkinElmer, Waltham, MA, EE. UU.).
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Las longitudes de onda instrumentales (nm) fueron Cd (228.8), Pb (283.3) y Hg (253.7).
Los limites instrumentales de cuantificacién (LOQ) del método fueron Cd (0.020 mg/kg),
Pb (0.040 mg/kg), y Hg (0.10 mg/kg).

En la tabla 5 y 6 se muestran las condiciones instrumentales para las determinaciones
de Cd, Pby Hg.

Tabla 5: Condiciones instrumentales de la camara de grafito.

Ramp time . . Internal Flow Gas type
Element Step Temperature (°C) . Hold time (min)
(min)
1 110 10 20 250
2 130 15 30 250
3 700 10 20 250 Normal
Cd
4 1500 0 5 0
5 2450 1 3 250
1 110 1 30 250
2 130 15 30 250
Pb 3 700 10 20 250 Normal
4 1500 0 5 0
5 2450 1 3 250

Read step: 4; injection temp (°C): 20.
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Tabla 6: Condiciones instrumentales del sistema de vapor frio.

Diluent
Element Volume: 20 pl Diluent volumen 0 pl
location: 131
Time (s) Pump 1 speed Pump 2 speed Valve position
15 100 120
Fill

Hg 11 100 120

15 0 120 Inject

Los reactivos y patrones utilizados en el analisis del mercurio fueron:

Permanganato Potasico con riqueza 99.5% (Panreac Quimica SLU, Barcelona,
Espafia), Acido Clorhidrico (riqueza 37%) (Merck KGaA, Darmstadt Alemania),
Hidréxido sodico (riqueza 98%) (Merck KGaA, Darmstadt Alemania), Borohidruro sédico
(riqueza 98%) (Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt Alemania), Solucién patrén de
Mercurio de 1000 mg/l (Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt Alemania), patron
externo de comprobacion de recta de calibrado con 4.6 mg/l de Hg (tolerancia + 0.6 mg/l)
(Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt Alemania).

Los reactivos y patrones utilizados en el analisis del cadmio y plomo fueron la solucion
patron de Cadmio de 1000 mg/l (Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt Alemania),
patron de Plomo de 1000 mg/l (Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt Alemania),
patron externo de comprobacion de recta de calibrado con 19 mg/l de Cadmio (tolerancia
+ 5 mg/l) y 25 mg/l de Plomo (tolerancia £+ 5 mg/l) (Sigma-Aldrich, Merck KGaA,

Darmstadt Alemania).

Para asegurar la exactitud y precision del método se utilizé un material de referencia
certificado. Para el Cd y Pb se utilizé6 BCR-279 (lechuga de mar) y para el Hg NIST SRM
1577 y BCR-278 R MT.

La recuperacion obtenida en todos los casos fue superior al 95%.
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4.4. Analisis estadistico.

Los analisis estadisticos realizados en este trabajo se han llevado a cabo con el software
informatico GraphPad Prism 6.0 y 8.4.3 (para las algas) (GraphPad Sofware, CA, EE.
uu.).

La distribucion de las concentraciones de nitrato y metales en cada tipo de muestra se
evalué mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov (K-S). Esta prueba permite medir el
grado de concordancia existente entre la distribucion de un conjunto de datos y una
distribucion tedrica especifica (distribucion normal), es decir, una prueba para medir el

tipo de distribucion (normal o no) que sigue una serie de datos (Kolmogorov, 1933).

De acuerdo con la prueba de K-S, las concentraciones no siguieron una distribucion
normal, por lo que los resultados, aparte de como media £ desviacion estandar, se han
expresado en términos de la mediana y el rango intercuartilico. Por la misma razén
(distribuciéon no normal), las diferencias observadas en las concentraciones de nitrato y
metales entre los diversos grupos de vegetales estudiados, en el ambito del tipo de
cultivo y temporada de recoleccion, se establecieron a partir de la prueba estadistica no
paramétrica (no requiere que la distribucion de la poblacién estudiada sea caracterizada
por determinados parametros) U de Mann-Whitney. Esta prueba, version no
paramétrica, de la habitual prueba t de Student, se aplica para comprobar la
heterogeneidad de dos muestras independientes. Un valor de probabilidad (P) inferior a

0,05 se ha considerado estadisticamente significativo.
4.5. Calculo de la ingesta dietética y estimacion del riesgo para la salud.

En el estudio de la ingesta de nitratos y otros elementos a través de vegetales
muestreados, se multiplicé el consumo de cada tipo de vegetal (g/dia) en la poblacion
canaria (Serra et al., 2000) por el valor de la mediana de la concentracién de nitrato o
elementos (mg/kg peso fresco) en cada vegetal analizado, dividido todo ello por el peso
corporal (adultos 68.48 kg) y nifios (34.48 kg) (AECOSAN, 2006). Los resultados de esta
estimacion de la ingesta se expresaron en mg/kg de peso corporal/dia. Esto se estimoé
tanto para los consumidores de perfil medio (Percentil 50), como los consumidores de

alto consumo (Percentil 97.5).

Para el caso de las algas los datos de consumo se obtuvieron del estudio de Zava et al.,

2011, (4 g/dia) peso seco.
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Las estimaciones se realizaron para los grupos de edad: adultos (>17 afios) y nifios (7-
12 afios) (AECOSAN, 2006).

Para la estimacion de la relacion del riesgo-beneficio, los valores de ingesta diaria
estimada (EDI) en cada tipo de consumidor (Percentil 50 y 97.5) y por grupo de edad,
se compararon con el nivel de Ingesta Diaria Admisible aceptado (3.7 mg/kg pc/dia)
(JECFA, 1998) para el caso de los nitratos.

Los valores de referencia para elementos esenciales estudiados son los reportados por
la EFSA (2006, 2016, 2021) y la EPA (2021) para elementos toxicos, elementales y

potencialmente toxicos.

En el caso de elementos esenciales, se utilizaron los DRV (valores dietéticos de
referencia) establecidos por la EFSA (EFSA 2006, 2016, 2021; EPA 2021).

Para los elementos toxicos, los valores de referencia utilizados son los TRV (Valores
téxicos de referencia) establecidos por la EFSA (EFSA 2010, 2012, 2021).

En este estudio no se ha realizado especiacion de Arsénico, como referencia se ha
tomado la opinion cientifica de la EFSA, en la que establece que la proporcion de

arsénico inorganico en vegetales de hoja es de un 65% del arsénico total (EFSA, 2021).

Respecto al mercurio, tampoco se ha hecho especiacion, se ha tenido en cuenta lo
establecido que segun EFSA (EFSA, 2012), el porcentaje de metiimercurio en distintos
vegetales oscila entre un 5y un 30%. En este estudio se ha considerado el 20% para el

calculo de la EDI.

Para el caso del Pb, se establece lo mismo que para el estudio de algas una BMDL de
0.63 png/kg pc/dia para efectos nefrotoxicos y 1.50 ug/kg pc/dia para dafios
cardiovasculares (EFSA, 2010).

Los elementos potencialmente toxicos como tierras raras (REE) y minoritarios (ME), se
ha considerado lo establecido por la EFSA, 2020, aquellos no tienen TRV, el valor
considerado es el establecido por algunos autores de 61 ug/kg de peso corporal (Zhuang
et al., 2017; EPA, 2021).

En el caso de las muestras de algas, los valores de ingesta tolerable diaria o semanal
se obtuvieron de los estudios de Rubio et al., 2021. Cada elemento estudiado tiene un
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estandar de ingesta diaria/semanal tolerable (TDI/TWI) y/o niveles de dosis de
referencia (limite inferior de confianza) (BMDL) establecido por la EFSAy OMS.

Asi en el caso del Cd, la TWI es de 2.5 ug/kg pc/semana (EFSA, 2012).

El Pb tiene una BMDL de 0.63 ng/kg pc/dia para efectos nefrotéxicos y 1.50 ug/kg pc/dia
para danos cardiovasculares (EFSA, 2010).

La contribucion (%) se calculd con la férmula:

C%= [EDI / Valores de referencia] x 100.
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Evaluation of nitrate contents in regulated and non-regulated leafy vegetables of

high consumption in the Canary Islands, Spain: Risk assessment

“Evaluacion del contenido de nitrato (regulado y no regulado) en vegetales de hoja de

alto consumo en las Islas Canarias, Espana: Evaluacion del Riesgo”.

Tabla 7: Concentraciones de NO; (nitrato) en los diferentes tipos de vegetales de

hoja de alto consumo en Canarias (mg/kg peso fresco).

En la Tabla 7 se muestra el estudio descriptivo de las concentraciones de NOs (nitrato)
en los diferentes tipos de vegetales de hoja de alto consumo en Canarias (mg/kg peso

fresco), regulados y no regulados.

En cuanto a los vegetales con un contenido maximo de nitratos regulado, es la rucula la
que tiene los niveles de nitratos mas altos (3144.2 mg/kg). Esto coincide con diferentes
estudios que han demostrado que este vegetal es uno de los que tienen mayor
concentracion de nitratos (Colla et al.,, 2018). Este vegetal es considerado como
hiperacumulador de nitratos por estudios de Cavaiuolo et al., 2014, por tanto es el
vegetal con los limites maximos mas altos establecidos (7000 mg/kg para rucula

cosechada en invierno y 6000 mg/kg cosechados en verano) (Reglamento 915/2023).

Por el contrario, hay que destacar que ninguna de las muestras de rucula analizadas en
este estudio supero estos limites legales. Los niveles encontrados en la rdcula cultivada
en Canarias son considerablemente mas bajas (incluso casi la mitad) que los reportados
en la mayoria de los estudios publicados (Guadagnin et al., 2005; Temme et al., 2010,
2011; Durazzo et al., 2013; Kmecl et al., 2019) y similares a los descritos para cultivos

experimentales orientados a reducir el contenido de nitrato (Vernieri et al., 2006).

La razon de estas concentraciones relativamente bajas podria estar relacionada con el
clima de las Islas Canarias, que suele ser seco y soleado. Se ha descrito que, en
condiciones de baja intensidad de luz (es decir, dias nublados o periodos de invierno),
disminuyen las tasas de fotosintesis y aumenta la acumulacion de nitrato (Cavaiolo et
al., 2014). Esto parece ser corroborado por los niveles encontrados en el resto de los
vegetales analizados en este estudio ya que la mayoria presentan niveles inferiores a
los publicados por otros autores con muestras recolectadas en regiones con climas mas

frios y estacionalidad mas marcada.
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Asi, las espinacas cultivadas en Canarias presentaron un valor mediano de NO; de
1044.2 mg/kg, aunque hubo algunas muestras con un contenido superior al limite
maximo permitido (n = 7), todas muestreados en invierno. Sin embargo, el estudio
realizado por Colla et al., 2018, muestra valores de concentracion en espinacas mayores
al obtenido en este estudio (2345 mg/kg) y tiene un alto porcentaje de muestras que
superan los limites legales.

Algo similar ocurre con las diferentes variedades de lechuga analizadas, todas ellas
cultivadas en Canarias. Una gran variedad de muestras de lechuga contenia niveles

inferiores al LOQ (n=18, 13%) y ninguna supero el limite legal.

Sin embargo, en general, el promedio de concentracion encontrada en las variedades
de lechuga incluidas en este estudio fue un tercio de la media reportada en los estudios
publicados hasta la fecha, 579 mg/kg (media de valores medianos de lechugas de este
estudio) frente a 1694 mg/kg (Colla et al., 2018). Solo los estudios mas antiguos
informan niveles inferiores o similares de nitratos en lechuga a los descritos en este
estudio (Maynard et al., 1976; Greenwood et al., 1986; Lyons et al., 1994; Fytianos et
al., 1999).

Para los vegetales de hoja consumidos en Canarias, sin regulacién del limite de nitrato,
las concentraciones de nitrato encontradas eran bajas, o al menos no mas altas que las

descritas en otros estudios.

Asi, las concentraciones de nitrato en los berros cultivados en el archipiélago eran de 2
a 6 veces inferiores a las descritas en otros estudios (Guadagnin et al., 2005; Thomson
etal., 2007; Meamarbashi et al., 2014). Estos autores indican que el berro es una vegetal
con una muy alta concentracién de nitratos (Thomson et al., 2007; Meamarbashi et al.,
2014). En una publicacion del afio 2017, se presenta una base de datos con el contenido
de nitrato en vegetales, los autores describen los berros con un contenido mediano
(IQR) de 1748 mg/kg (rango 1223-3806 mg/kg de 12 publicaciones) (Blekkenhorst et
al., 2017).

Sin embargo, en los datos publicados por el grupo de expertos de la EFSA en 2008
(EFSA, 2008 a, b), el berro fue el cultivo con los niveles mas bajos de nitratos de todos

los vegetales estudiados, con un valor medio de sélo 12 mg/kg (EFSA, 2008b).
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En esta investigacion, hasta el 23% de las muestras de berros tenia niveles
indetectables. En cambio, casi el 20% de las muestras tenian niveles >2500 mg/kg y

cinco muestras tenian niveles >4000 mg/kg.

En el caso de las acelgas, no se mantuvo la misma tendencia, y los niveles de nitrato
en las acelgas cultivadas en el archipiélago mostraron un nivel similar a la media de los
trabajos publicados (1788,4 mg/kg vs 2275mg/kg) (Blekkenhorst et al., 2017; Colla et
al., 2018).

Sin embargo, en el contenido de nitrato de la base de datos de vegetales mencionada
anteriormente, los autores describen las acelgas con un contenido muy variable de
(rango 23-3622 mg/kg) (Blekkenhorst et al., 2017).

Los resultados de acelgas en este estudio mostraron una distribucion mas homogénea,
aunque se destaca que hasta un 12% de las muestras tenian concentraciones >3500

mg/kg.
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Tabla 7. Concentraciones de NOs en los diferentes tipos de vegetales de hoja de alto consumo en Canarias (mg/kg peso fresco).

Vegetal media SD mediana P25-P75 Rango

Con contenido maximo en la UE

Lechuga Romana 819.7 669.2 740.3 279.0 — 1054.0 0.0 - 3188.2

Lechuga Iceberg 607.5 427.0 515.7 280.2-751.0 0.0 - 1822.1

Cogollos 681.2 826.7 465.0 137.6 — 895.5 0.0 - 3077.3

Espinacas 1494.0 1440.1 1044.2 481.8 —2453.0 0.0 -6074.3

Ensaladas 42 gama 720.0 677.3 595.0 274.4 —1003.1 0.0 — 2561.1

Rucula 3266.2 900.1 3144.2 2637.1 —4130.2 1824.1 —4677.2
Sin contenido maximo en la UE

Berros 791.7 880.5 450.5 124.9 — 1335.2 0.0 —4187.2

Acelgas 1750.2 1158.1 1788.4 879.0 — 25191 122.3 - 4362.2
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Figura 2. Porcentaje de muestras que superarian el contenido maximo de NO; (real
vs teodrico). Las lineas muestran las medianas, las cajas cubren los percentiles 25

a 75y los valores minimo y maximo se muestran al final de las barras.

En la Fig. 2, se representan los resultados graficamente, expresandolos como
porcentaje del nivel maximo de nitratos correspondiente a cada vegetal. Para comparar
ambos grupos de plantas (reguladas y no reguladas), se ha aplicado un nivel maximo
tedrico a las plantas que no estan legalmente regulados, que seria el mismo que el de
los vegetales regulados a concentraciones similares en este estudio. Asi, al berro, se la
ha aplicado un nivel maximo tedrico de 3000 mg/kg para el producto cosechado en
verano y 4000 mg/kg para los cosechados en invierno. Estos son los limites que se
establecen para la lechuga cultivada en exterior (Reglamento 915/2023), ya que

presenta unas concentraciones similares a los berros en este estudio.

Asimismo, en el caso de las acelgas, se ha aplicado un nivel teérico de 3500 mg/kg, que
es el establecido legalmente para las espinacas cuya concentracion de nitratos es
semejante al de la acelga, en este estudio.

Como puede verse, hasta un 17,4% de las acelgas y los berros habrian superado estos
limites tedricos, lo que contrasta con el bajo porcentaje de incumplimientos de los

niveles maximos en vegetales que si estan regulados (3.8% (P = 0,0002)).
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Esto indicaria que, al establecer niveles maximos obliga a la aplicacion de buenas

practicas agricolas (Vernieri et al., 2006).

Se ha establecido que es probable que los limites actuales de nitrato sean superados,
cuando el N total excede los 200 kg/ha, especialmente en ciertos cultivos como la rdcula
o la espinaca (Kyriacou et al., 2019).

Esto también puede suceder en acelgas y probablemente en berros, ya que estos
también se consideran altos acumuladores de nitratos. Por lo tanto, es posible que si
existieran limites maximos para el contenido de nitratos en acelgas y berros, se
establezcan cambios en las practicas agricolas para estos cultivos y disminuya la

concentracion de nitratos en los mismos.

Se ha descrito que los niveles de nitrato en vegetales de hoja varian segun la época del
afio en que se cultivan. En general, la literatura sefiala que los niveles de otofo-invierno
tienden ser mayor (Guadagnin et al., 2005; Temme et al., 2010; Brkic et al., 2017;
Kyriacou et al., 2019; Salehzadeh et al., 2020). Este efecto es particularmente notable
en el caso de la lechuga y la rdcula, y no tanto en otros cultivos. Tanto es asi, que incluso
la legislacion establece diferencias en los limites de nitratos permitidos en lechuga y

rdcula (Reglamento 915/2023), siendo la tolerancia mayor en invierno que en verano.

Incluso con las mejores practicas agricolas, a veces es complicado producir estas

hortalizas con bajos niveles de nitratos (Aires et al., 2013; EFSA, 2008 a).

Tabla 8. Comparacion de la concentracion de NO; en los diferentes tipos de

vegetales de hoja (mg/kg peso fresco) entre dos estaciones, verano vs invierno.

En esta tabla se puede ver que ninguno de los vegetales en este estudio presenta
diferencias significativas en su contenido de nitrato en funcion de la estacionalidad. Sin
embargo, cabe sefialar que todas las hortalizas analizadas en este estudio han sido
cultivadas en Canarias, y este archipiélago se caracteriza por tener un clima subtropical
estable, con una oscilacion térmica de 6 °C entre estaciones, y una temperatura media
anual que oscila entre 18 y 24 °C (Lembrechts et al., 2020). Ademas, parece que la
razén que las verduras acumulen mas nitratos en invierno tiene que ver con la baja
intensidad de la luz (Maynard et al., 1976).
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Tabla 8. Comparacion de la concentracion de NOs en diferentes tipos de vegetales de hoja (mg/kg peso fresco) entre dos estaciones,
verano vs. invierno.

Verano Invierno
Vegetal media SD mediana P25-P75 Rango media SD mediana P25-P75 Rango P
Con contenido
maximo en la UE

LEGTIEE AT 7702 609.7 799.0 4659-9189 0.0-31882 8712 7345 6589  252.7-15723 0.0-25513 ns.

LEETNEE B2 22T 557.3 4573 4824  2708-6335 0.0-18223 6632 3961  669.0  3685-807.1 983-15384 ns.

a
Sl A g 1756.1 14573 15782  392.0-2776.2 0.0-44242 17254 14023 11354  508.1—3048.2 84.6—46772 ns.

Sxpliziese 1205.3 11541 9374 531.4-1500.2 0.0 -4802.1 17942 16602 14903 0.0 — 2666.3 0.0-60741 ns.

Sin contenido maximo

en la UE
Berros 9835 12273 3645 740-16372 00-41871 7837  564.1 676.0  293.2-12911 90.0-2051.1 n.s.
Acelgas 15252 14031 10920  189.0-2365.1 0.0-4260.0 18741 10050 19611 14581 —2539.2 0.0-43621 ns.
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Tabla 9. Comparacion de la concentracion de NO; en los diferentes tipos de
vegetales de hoja (mg/kg peso fresco) entre dos tipos de produccion,

convencional vs organica.

En cuanto al modo de produccién, solo fue posible comparar cuatro tipos de vegetales
ya que eran los que estaban disponibles en el mercado en el momento del muestreo.
Numerosos estudios han realizado comparativas entre cultivos organicos vy
convencionales sobre la acumulacién de nitratos. Los resultados no son consistentes y
dependen mucho del tipo de planta, la region geografica, y, sobre todo, las practicas
agricolas utilizadas en uno u otro modo de produccion (Lima et al.,, 2012). Asi,
numerosos estudios indican que las verduras organicas tienen niveles de nitrato
significativamente mas bajos que convencionales (Merino et al., 2006; Koh et al., 2012;
Nunez et al., 2015). Sin embargo, otros estudios no encuentran diferencias, o bien la
relacion es inversa (De Martin et al., 2003). Este ultimo es lo que sucede en este estudio,
ya que como se puede observar en la Tabla 9, los niveles de nitratos en tres de los

cuatro vegetales estudiados son significativamente mas altos en cultivo organico.

Esto es particularmente llamativo en el caso de las espinacas, cuyas concentraciones

fueron 2.5 veces superiores, y en menor medida, en berros y acelgas.

Aunque la mayoria de los estudios indican que la agricultura organica produce verduras
con concentraciones mas bajas de nitrato, esto depende en gran medida del tipo de
fertilizante utilizado en ambos modos de produccion (Li et al., 2017). Los fertilizantes
organicos generalmente aumentan el rendimiento y la calidad de las plantas, pero su
aplicacion excesiva o inadecuada puede causar graves perjuicios ambientales y riesgos

como la contaminacién por nitratos (Li et al., 2017).

Independientemente de lo anteriormente descrito, cabe sefialar que los niveles de NO3
encontrados en los cultivos ecolégicos de este estudio son aun mas bajos que los

reportados en la mayoria de los estudios.
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5.1. Resultados y Discusion: Articulo 1.

Tabla 9. Comparacion de la concentracion de NOs en diferentes tipos de vegetales de hoja (mg/kg peso fresco) entre dos tipos de produccion,
convencional vs. organica.

Produccién Convencional Produccion Organica B
Vegetal media SD mediana P25-P75 Rango media SD mediana P25-P75 Rango
Con contenido maximo en la UE

Lechuga
Iceberg 875.5 508.9 804.7 4251 -1397.2 354.2 — 1538.1 519.0 2221 608.9 266.1 — 682.0 2543 -721.3 n.s.
Espinacas .

1449.0 1455.2 1028.2 432.4 - 2119.2 0.0 -6074.3 2510.2 2575.1 2510.2 2453.1 — 2567.2 2453.1 — 2567.2 0.0200

Sin contenido maximo en la UE

BRres 7465 8938  409.0 118.9 - 1263.0 0.0-4187.2 11341 7383 13741*  199.8 — 1880.1 112.9 - 19533 0.0412
Acelgas 1568.0 1158.3 1605.2 540.7 — 2461.0 0.0 —4260.3 2520.1 835.3 2268.1 * 2015.1 — 2763.1 1620.1 —4362.2 0.0365

54



V" N S
e

Tabla 10. Exposicion diaria a NO; a través del consumo de cada uno de los
vegetales de hoja, segun patron de consumo en Canarias. Se consideran las
personas que consumen Unicamente este vegetal y los resultados se expresan en

mg/kg de peso corporal/dia.

En la Tabla 10 se resume la exposicion a nitratos a través de consumo de cada tipo de
vegetal de hoja para consumidores de percentil 50 y 97.5, para dos grupos de poblacién

(adultos y nifios), tal y como recomienda la EFSA (EFSA, 2010 a).

Los resultados por debajo de la LOD (Limite de deteccién) fueron sustituidos por 0, y los
resultados por debajo del LOQ (Limite de cuantificacion) pero por encima del LOD
fueron sustituidos por el LOD. Los calculos que se presentan podrian ser
sobreestimados, especialmente con respecto a la ingesta dietética de nitratos por el
consumo de acelgas y espinacas, debido a que no se tiene en cuenta el posterior

cocinado.

Para todas las estimaciones, se calcula el porcentaje de la IDA establecida para nitratos
(3.7 mg/kg pc/dia) (EFSA, 2008a) que representa la ingesta diaria a través del consumo

de cada verdura.

Como se muestra en la Tabla 10, para los consumidores de percentil 50, la EDI de
nitratos no supera el valor de la IDA de ninguno de los vegetales. Sin embargo, se

confirma que todos ellos contribuyen significativamente a la exposicion a este mineral.

Entre los vegetales estudiados, el que aporta mas a la dieta de los adultos es la rucula.
Sin embargo, este resultado debe ser considerado con cautela, porque no hay datos
disponibles sobre el consumo de esta hortaliza en esta region, y se han utilizado datos

sobre lechuga para hacer la estimacion.

En el caso de los nifos, la estimacion para las acelgas es llamativa, ya que aporta casi
el 61% de la IDA de nitratos en aquellos niflos que consumen este vegetal (percentil
50).

Ademas de la rucula, también contribuye de manera relevante a la exposiciéon a los
nitratos, las acelgas, cuyo contenido maximo de nitratos no esta limitado en la UE y es
el principal contribuyente a la exposicidn a nitratos en este grupo de edad de la poblacion

canaria.
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Tabla 10. Exposicion diaria de NO3 a través del consumo de cada vegetal de hoja, segun patron de consumo en Canarias. Se considera las
personas que consumen Unicamente estos vegetales y los resultados se expresan en mg/kg de peso corporal/dia.

Adultos percentil 50 Adultos percentil 97.5
Vegetal de hoja consumido
SN EDI %ADI (media) CETENTD EDI %ADI (media)
(g/dia) (g/dia)
Con contenido maximo en
la UE
Lechuga Romana 337 0.42 12.44 170 212 62.77
Lechuga lceberg 0.49 15.87 3.02 95.77
Cogollos 0.26 10.34 1.32 52.17
a
Ensaladas 4° gama 0.33 10.93 1.69 55.13
Espinacas 41.79 0.73 28.12 200 3.48 134.57
Rucula 3372 1.83 49 .46 1702 9.25 250.00a
Sin contenido maximo en
la UE
Berros 41.39 0.31 14.72 204 1.51 71.32
Acelgas 41.26 1.23 32.52 112 3.28 86.70
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5.1. Resultados y Discusion: Articulo 1.

L . Ninos percentil 97.5
Nifios percentil 50

Vegetal de hoja consumido
Consumo Consumo

o, A o q
(g/dia) EDI %ADI (media) (g/dia) EDI %ADI (media)
Con contenido maximo en
la UE
Lo Remehs 13.8 0.78 2333 68 3.93 117.72
Loditee leaba 0.93 29.76 5.64 179.58
Cogollos 0.49 19.39 2.47 97.81
Ensaladas 4° gama 063 2049 3.16 103.37
Bz 22.98 1.36 52.72 110 6.53 252.31
Rucula 6.74 a 1.72 46.48 34a 8.67 234457
Sin contenido maximo en
la UE
Berros 2276 0.53 27.62 112 2.82 133.72
Acelgas 18.15 2.31 60.97 48.4 6.15 162.55

@  No se dispone de datos de consumo de rucula, por lo que se consideré un consumo similar, el de lechugas en adultos y el 50% del consumo de lechugas en nifios, por lo

que puede estar sobreestimado especialmente en el percentil 97.5.
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Nitrate Intake
(mg/kg bw/day)

Nitrate Intake
(mgl/kg bw/day)

5.1. Resultados y Discusion: Articulo 1.
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Figura 3. Graficos de caja y bigotes de la distribucidn probabilistica de la exposicién a
nitratos a través del consumo de los diferentes vegetales regulados y no regulados en
adultos (paneles de la izquierda) y nifios (paneles de la derecha). Los escenarios de
exposicion se muestran para consumidores medios (paneles superiores) y altos
(percentil 97.5, paneles inferiores). Las lineas muestran las medianas, las cajas cubren

los percentiles 25 a 75 y los valores minimo y maximo se muestran al final de las barras.

La Figura 3 muestra la distribucion de la exposicion a nitratos, consumiendo cada
vegetal y considerando los valores individuales en el analisis probabilistico. Los calculos
se realizaron con el sistema Monte Carlo para el modelado estocastico de la exposicion
dietética McNamara et al., 2003, utilizando el programa Excel (Microsoft 365, Redmond,
EE. UU.). De acuerdo con este algoritmo, se calculan exposiciones multiples, al azar,
seleccionando datos de consumo de la base de datos (personas al azar) y
multiplicandolo por una concentracién de nitrato seleccionada al azar en las especies

vegetales de la base de datos de concentracion. El nimero de calculos posibles fue
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diferente para cada vegetal ya que los tamafios muestrales eran diferentes para cada
uno de ellos. Asi, las iteraciones de calculo dependian del numero de resultados de
nitrato disponibles para cada vegetal y el numero de encuestados en las encuestas
nutricionales que varié de 4732 (consumo de rucula en nifios) a 30720 (consumo de
berros en adultos). Los diferentes resultados posibles generados de forma iterativa se
representaron en un grafico de cajas y bigotes, que representan el rango de resultados
obtenidos para cada hortaliza, en cada escenario de consumo (consumidores medios y

altos), y tanto para adultos como para nifios (Figura 3).

En adultos de percentil 97.5 no se supera el nivel maximo recomendado, excepto en el
caso de la racula y, en menor medida, las espinacas. Sin embargo, esto es importante
en los nifios, ya que, en los grandes consumidores de hortalizas de hoja verde, la IDA
de nitratos se superaria con el consumo de practicamente todos los vegetales de hoja

estudiados (Tabla 10 y Figura 3).

Estos resultados son consistentes con los evaluados por el grupo de expertos de la
EFSA, que no descarta el riesgo en situaciones extremas, como aquellos en los que se
combina un alto consumo de espinacas con la presencia de altos niveles de nitratos en
espinacas (EFSA, 2010 b). Este grupo de expertos descartdé que la lechuga represente
un riesgo real para los nifios muy pequenos, ya que apenas forma parte de su dieta. Sin
embargo, en el caso de nifios mayores, un consumo excesivo puede causar importantes

efectos adversos para la salud.

Los resultados de este estudio indican que, aunque el consumo moderado de vegetales
de hoja es muy recomendable, en los nifios, se debe tener cuidado cuando se consumen
grandes cantidades, incluyendo acelgas y berros, principalmente en la region geografica

de Canarias.

Finalmente, al tratarse de un estudio realizado en Canarias, es importante resaltar el
papel de los berros en cuanto a su contribucion al aporte de nitratos a la dieta. El
consumo de este vegetal en Europa es practicamente marginal ya que es una especie
muy desconocida y poco cultivada. La mayoria de los consumidores también lo ingieren
como ensaladas de 42 gama. Sin embargo, en Canarias es el principal ingrediente de
una de sus elaboraciones gastrondmicas tradicionales mas apreciadas: “potaje de

berros”.
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Ademas, el berro se consume en el archipiélago en muchas otras recetas, crudas o
cocidas. Por lo tanto, en este territorio, es el vegetal de hoja verde de mayor consumo
diario y con un mayor porcentaje de consumidores entre la poblacién general (Serra et
al., 2000). Como se describié anteriormente, su aporte de nitratos a la dieta canaria
podria incluso superar la IDA en nifios en el percentil alto de consumo, representando

cerca de 15-28% de la IDA para consumidores promedio (adultos y nifios).

Estos resultados son muy relevantes y las autoridades reguladoras de la Uniéon Europea

deben tenerlos en cuenta por dos importantes razones:

En primer lugar, aunque los niveles de nitratos indicados en este estudio no son
excesivamente altos (Tablas 7,8,9), debe tenerse en cuenta que el berro es considerado
un vegetal hiperacumulador de nitratos, las condiciones climéticas de este territorio
favorecen una baja acumulacion de este mineral. Sin embargo, en los picos de consumo
(principalmente en los meses mas frios del invierno) los berros cultivados fuera del
archipiélago (importados), teniendo en cuenta las concentraciones reportadas en otros
estudios (Guadagnin et al., 2005; Meamarbashi et al., 2014; Blekkenhorst et al., 2017),

la exposicion de los consumidores en Canarias podria ser hasta 10 veces mayor.

Por otra parte, cabe sefialar que el berro ha obtenido la puntuaciéon mas alta en la escala
de densidad de nutrientes, y ha sido clasificado como alimento de alta potencia (Di Noia
et al., 2014). Esto podria provocar un aumento exponencial de su consumo en otras
regiones distintas de Canarias, similar a lo que ha sucedi6 con la col rizada, la col china,

la remolacha verde o la achicoria.

Por estos motivos, es necesario establecer limites maximos de nitratos tanto para los
berros como para las acelgas, similares a los fijados para las espinacas. Es importante
realizar estudios de estimacion para las diferentes regiones ya que la IDA de 3,7 pg/kg
pc /dia estimada por la OMS puede no ser alcanzado o ser ampliamente superado,
dependiendo del consumo y habitos alimenticios de un area determinada (Gorenjak et
al., 2012). Asi, la ingestion de nitratos puede duplicar la IDA con la dieta tradicional en
China (Zhong et al., 2002), cuadruplicarlo con la dieta tradicional en Japon (Sobko et al.,
2010), o incluso ser seis veces mayor con el enfoque dietético para el tratamiento de la

hipertension en los Estados Unidos (Gorenjak et al., 2012).

El patron de consumo del consumidor medio en Canarias daria una exposicion a los

nitratos similar a lo reportado para otros paises europeos si solo se considera vegetales
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regulados en la UE (alrededor del 20-48% de la IDA en consumidores medios, y
alrededor del 80-120% de la IDA en consumidores intensivos) (Brkic et al., 2017; De
Martin et al., 2003; Quijano et al., 2017; Temme et al., 2010, 2011). Sin embargo, cuando
se incluyen berros y acelgas en la ecuacion, el patron de exposicion en Canarias es
claramente diferenciada de la de otras regiones europeas. Por ejemplo, el berro
contribuiria solo con el 5,1% de la IDA en otras regiones de Europa (Gorenjak et al.,
2012) mientras que en Canarias vegetal por si solo podria dar lugar a una superacion

de la IDA.
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Figura 4. Comparacion en el contenido de nitratos (izquierda) y exposicion por consumo
(derecha) entre dos vegetales de usos culinarios similares, una regulada en cuanto al

contenido maximo de nitratos en la UE, la espinaca, y otra no regulada, la acelga.

En la Figura 4, tanto las concentraciones de nitrato como la ingesta dietética en nifios
canarios son significativamente mayor en el caso de una verdura sin limite maximo
regulado (acelga) que en uno regulado con un consumo similar (espinacas). En el
percentil alto de consumo (P97.5), que podria incluir, por ejemplo, ciertos vegetarianos
estrictos (veganos), la exposicion a nitratos a través del consumo de hortalizas de hoja

aumenta considerablemente.
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Human Exposure to Toxic Metals (Cd, Pb, Hg) and Nitrates (NO3) from Seaweed

Consumption

“Exposicion humana a metales téxicos (Cd, Pb, Hg) y nitratos (NOs) por el consumo de

algas”

El Cd destaca por sus altas concentraciones en algas asiaticas, especialmente en el
alga Hijiki (1.196 mg/kg) y Nori (1.005 mg/kg) (Tabla 11). Segun la EFSA (2009), los
niveles de Cd en algunos mariscos son notables, principalmente en las ostras (0.2350
mg/kg), moluscos bivalvos (0.163 mg/kg) y lapas (0.180 mg/kg). Sin embargo, las
concentraciones de Cd registradas en algunas muestras de algas marinas son mas altas

gue los niveles medios de Cd en algunos pescados y mariscos informados por la EFSA.

En cuanto al Pb, las mayores concentraciones obtenidas también corresponden a algas

de Paises asiaticos, en este caso, alga Wakame (0.119 mg/kg) (Tabla 12).

El caso del Hg no es igual ya que el contenido promedio mas alto se encontré en algas
europeas, Arame (0.055 mg/kg) (Tabla 13).
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Tabla 11. Concentraciones de Cadmio (Cd) ingestas estimadas (EDI) y contribuciéon porcentual a los valores guia de las algas analizadas.

5.2. Resultados y Discusion: Articulo 2.

Origen Especie Concentracion * SD (mg/kg) EDI (ug/dia) Contribucion al TWI (%)
Hijiki 1.196 £ 0.234 4.78 19.6
Nori 1.005 £+ 0.897 4.02 16.4
Asia
Kombu 0.417 £+ 0.484 1.67 6.82
Wakame 0.753 + 0.463 3.01 12.3
Sea spaghetti 0.020 + 0.032 0.08 0.33
Kombu 0.085+0.096 0.34 1.39
Sea lettuce <LOQ
Starry moss <LOQ
Europa
Nori 0.011+0.00 0.044 0.18
Wakame 0.070+0.096 0.28 1.14
Arame 0.082+0.125 0.328 1.34
Mixed salad 0.198+0.137 0.792 3.24

TWI: Ingesta tolerable semanal
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Tabla 12. Concentraciones de Plomo (Pb), ingestas estimadas (EDI) y contribuciéon porcentual a los valores guia de las algas analizadas.

Contribucién al BMDL (%)

5.2. Resultados y Discusion: Articulo 2.

Origen Especie Concentracion * SD (mg/kg) EDI (pg/dia)
Pb (Np.) Pb (Card.)
Hijiki 0.004+0.001 0.016 0.04 0.02
Nori 0.018+0.019 0.072 0.17 0.07
Asia
Kombu 0.071+0.070 0.284 0.66 0.28
Wakame 0.119+0.071 0.476 1.10 0.46
Sea spaghetti 0.020+0.032 0.08 0.19 0.08
Kombu 0.041+0.077 0.164 0.38 0.16
Sea lettuce <LOQ
Starry moss <LOQ
Europa
Nori 0.011+0.00 0.044 0.10 0.04
Wakame 0.007+0.007 0.028 0.06 0.03
Arame 0.047+0.008 0.188 0.44 0.18
Mixed salad 0.016+0.013 0.064 0.15 0.06

BMDL: nivel de dosis de referencia.

Np: nefrotoxicidad; Card: cardiotoxicidad.
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Tabla 13. Concentraciones de Mercurio (Hg), ingestas estimadas (EDI) y contribucién porcentual a los valores guia de las algas analizadas.

5.2. Resultados y Discusion: Articulo 2.

Contribucién al TWI (%)

Origen Especie Concentracion * SD (mg/kg) EDI (pg/dia)
Hg (Org.) Hg (Inorg.)
Hijiki 0.017+0.004 0.068 0.54 0.17
Nori 0.010+0.004 0.04 0.31 0.10
Asia
Kombu 0.054+0.017 0.216 1.70 0.55
Wakame 0.021+0.01 0.084 0.66 0.21
Sea spaghetti 0.007+0.003 0.028 0.22 0.07
Kombu 0.017+0.011 0.068 0.54 0.17
Sea lettuce <LOQ
Starry moss 0.003+0.00 0.012 0.09 0.03
Europa
Nori 0.003+0.00 0.012 0.09 0.03
Wakame 0.008+0.008 0.032 0.25 0.08
Arame 0.055+0.003 0.22 1.73 0.56
Mixed salad 0.004+0.005 0.016 0.13 0.04

TWI: ingesta tolerable semanal

Org.: mercurio organico; Inorg.: mercurio inorganico
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La Figura 5 muestra la comparacion del contenido de los tres metales analizados entre
Europa y Asia. Puede verse claramente que, en todos los casos, las concentraciones
de los tres los metales tdxicos son mas altos en Asia que en Europa (sin diferenciar
entre especies). Ademas, el estudio estadistico reveld la existencia de diferencias

significativas (p < 0.05) en el contenido de estos metales entre ambos origenes.

Las diferencias antes mencionadas en el contenido de metales tdxicos entre los distintos
origenes son debido a que, segun diversos estudios, los altos niveles de contaminacion
en metales toxicos existentes en las costas asiaticas influyen en la cantidad de estos
metales en el ambiente donde crecen las algas. Niveles notablemente mas altos de Cd,
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Pb y Hg que los registrados en el presente estudio, han sido reportados en muchas

areas de la costa china (Chen et al., 2021).

La importacién de algas comestibles de paises asiaticos puede suponer un riesgo para
la salud de consumidores en términos de contenido de metales toxicos. El impacto
ambiental de las industrias que emiten vertidos toxicos en zonas de cultivo de algas
como la costa de Palk Bay en India (Rajaram et al., 2020) o el Golfo de Kutch en India,
(Chakraborty et al., 2014) es motivo de preocupacion debido al aumento de los niveles
de metales pesados en las algas. En muchos casos se ha cuantificado un aumento de
los niveles de Cd y Pb en algas cultivadas en las costas de Palk Bay, presentando
niveles de 4 mg Cd/kg peso humedo (especies Caulerpa racemosa) o hasta 15 mg Pb/kg

5.2. Resultados y Discusion: Articulo 2.

peso humedo (especies Caulerpa racemosa).
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La Figura 6 muestra las concentraciones medias de metales toxicos (Cd, Pb, Hg) en las
diferentes especies de algas analizadas. Las diferencias encontradas en el contenido
de metales se debe a las caracteristicas intrinsecas de cada especie, siendo algunas
mas propensas a acumular algunos metales que otros. Asimismo, el estudio estadistico
confirmo la existencia de diferencias significativas (p < 0.05) en el contenido de Cd
(Arame vs. Nori; Sea spaghetti versus Hijiki, Kombu, Nori, Mixed salads y Wakame; Hijiki
vs Kombu, Mixed salads, y Wakame; Kombu contra Nori y Wakame; Nori vs Mixed
salads y Wakame), en el contenido de Pb (Arame vs. Nori y Mixed salads; Sea spaghetti
vs. Wakame; Hijiki vs. Wakame; Kombu contra Wakame; Nori vs. Wakame), y en el
contenido de Hg (Arame vs. Sea spaghetti, Kombu, Nori, Mixed salads y Wakame; Sea
spaghetti frente a Kombu, Hijiki y Wakame; Hijiki vs Nori y Mixed salads; Kombu vs Nori

y Mixed salads; Nori vs Mixed salads y Wakame).

Un estudio realizado por Paz et al., 2019 informo un contenido de Cd en algas Wakame
asiaticas de 1.11 mg/kg, similar al contenido de Cd encontrado en el presente estudio
en algas Hijiki. En contraposicion, las concentraciones de Pb registradas por Paz et al.,
2019, fueron mas altas que las encontradas en este estudio. Sin embargo, el contenido
de Hg registrado en el presente trabajo es superior a los datos publicados por Paz et al.,
2019.

El consumo recomendado de 4 g/dia, segun el fabricante, de algas Hijiki y Nori
representan una contribucion porcentual a la TWI de Cd (2.5 ug/kg pc/semana) de
19.6% y 16.4%, respectivamente (Tabla 11). Aunque este porcentaje no supera el TWI,
hay que tener en cuenta que es casi una cuarta parte de este valor maximo y que la

dieta global puede tener una alta ingesta total de Cd.

El MoE, valor calculado por el NOAEL (0.01 mg/kg pc/dia) (US EPA, 1998) es 2.1 (alga
Hijiki) y 2.5 (alga Nori). Teniendo en cuenta este consumo y los valores de MoE, no hay

riesgo para la salud.

El consumo de alga Wakame (4 g/dia) es del 1.10% del BMDL de Pb fijado en 0.63
pg/kg pc/dia (efectos nefrotoxicos) (Tabla 12) (EFSA, 2010). Este porcentaje no
representa una contribucion significativa a la ingesta dietética de Pb, y por lo tanto, los

consumidores adultos no estan en riesgo.

El valor MoE calculado considerando un BMDLgs de 0.0015 mg/kg pc/dia (EFSA, 2010)

es 3.15 (consumo de algas Wakame). Este valor MoE indica bajo riesgo.
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La contribucion porcentual a la ingesta de Hg del consumo de 4 g/dia es del 1.73% de
la TWI de Hg organico (1.3 ug/kg pc/semana para metilmercurio) (Tabla 13) (EFSA,
2012). Por lo tanto, esto no representa un riesgo para la salud en los adultos. Segun el
NOAEL de 0.04 mg/kg pc/dia de metilmercurio (EFSA, 2012), el MoE para el consumo
de algas Arame es 182.

Tabla 14. Concentraciones de nitratos (mg/kg), desviacion estandar (SD), ingestas

diarias estimada (EDI) y contribucion porcentual a la ADI en las algas analizadas.

Tal y como puede verse en la Tabla 14, la especie Nori tiene la mayor concentracion de
nitratos, con un valor medio de 3183 mg/kg y en muestras que dieron altas

concentraciones el valor superaba los 8000 mg/kg.

Por otro lado, el alga Kombu tiene una concentracion media de 3084 mg/kg con un valor

maximo de 6400 mg/kg.

Cabe sefalar que no existe una legislacion que regule el contenido de nitratos en algas
marinas. No obstante, el Reglamento (CE) n® 915/2023 en lo que respecta al contenido
maximo de nitratos en los productos alimenticios, fijo un limite de entre 6000 y 7000

mg/kg para la rucula.

Considerando el limite aplicable a la rucula, cuyas concentraciones permitidas de
nitratos son los mas altos de todos los alimentos, algunas muestras de Kombu
excederian este limite, y por lo tanto no seria apta para el consumo humano. No
obstante, teniendo en cuenta el consumo recomendado por el fabricante de 4 g de alga
Nori por dia, la concentracion media de 3183 mg/kg representaria un porcentaje
contribucioén a la IDA de nitratos (3,7 mg/kg pc/dia) del 5.02%.

Aunque esto no suponga un riesgo para la salud de los adultos, debe tenerse en cuenta
que el almacenamiento y la coccion de algas puede conducir a la transformacion de

nitratos en nitritos, lo que plantea un riesgo para la salud de los consumidores.
Aunque las algas analizadas no suponen una ingesta elevada, es importante considerar

otras fuentes de nitrato como el agua y otros alimentos vegetales. Un estudio realizado

por Qasemi et al., 2018 informaron niveles de nitrato en agua de pozos y manantiales
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de Azadshahr (noreste de Iran) de 1 a 51 mg/L. Quijano et al., 2017, estudié el contenido
de nitratos en hortalizas comercializadas en Valencia (Espafia), encontrando
concentraciones de 40 mg/kg (zanahorias), 173.5 mg/kg (papas) y 1266.5 mg/kg

(espinacas frescas).

Por todo lo anteriormente expuesto, es aconsejable moderar el consumo de las especies
de algas que registraron mayores concentraciones de nitrato, especialmente en
veganos o vegetarianos, y por personas que viven en areas de altas concentraciones

de nitrato en el suministro de agua.
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5.2. Resultados y Discusion: Articulo 2.

Tabla 14. Concentraciones de nitratos (mg/kg), desviacion estandar (SD), ingestas estimadas (EDI) y contribucion porcentual a la ADI e las

algas analizadas.

Especie [NOs7] £ SD (mglkg) Max. valor Min. valor EDI (mg/dia) Contribucion al ADI (%)
Arame <500 - - - -
Sea spaghetti <500 - - - -
Hijiki <500 - - - -
Kombu 3084+2698 6400 <500 12.34 4.87
Sea lettuce 965+135 3.86 1.52
Mixed salad 10964203 1239 952 4.38 1.73
Starry moss <500 - - - -
Nori 318312279 >8000 <500 12.73 5.02
Wakame <500 - - - -

ADI: Ingesta diaria aceptable
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Evaluation of Essential, Toxic and Potentially Toxic Elements in Leafy

Vegetables Grown in the Canary Islands

“Evaluacion de elementos esenciales, toxicos y potencialmente toxicos en vegetales

de hoja cultivadas en Canarias”

Estudio de elementos esenciales

En la Tabla 15 se muestra la concentracidon (ng/g) de elementos esenciales en los
vegetales de hoja muestreados. En esta tabla se indica que hay diferencias significativas

para todos ellos (p < 0,0001).

El orden de vegetales de mayor concentracién por elemento a menor concentracion

seria la siguiente:

Fe: Espinacas > Rucula > Acelgas > Cogollos > Candnigos > Berros > Lechuga Romana

> Lechuga Iceberg.

Zn: Espinacas > Berros > Rucula > Candnigos > Acelgas > Cogollos > Lechuga Romana

> Lechuga Iceberg.

Cu: Canonigos > Espinacas > Acelgas > Rucula > Berros > Cogollos > Lechuga Romana
> Lechuga Iceberg.

Se: Cogollos > Espinacas > Rucula > Acelgas > Lechuga Romana > Candnigos > Berros

> Lechuga Iceberg.

Mn: Acelgas > Espinacas > Canonigos > Berros > Rucula > Cogollos > Lechuga

Romana > Lechuga Iceberg.

Mo: Canodnigos > Rucula > Berros > Espinacas > Acelgas > Lechuga Romana >

Cogollos >Lechuga Iceberg.

Co: Espinacas > Rucula > Candnigos > Acelgas > Cogollos > Berros > Lechuga Romana

> Lechuga Iceberg.
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Las espinacas, las acelgas, la racula, los canénigos y los berros son las hortalizas de

hoja con mayor concentracion de elementos esenciales.

Cabe destacar la alta concentracion de Fe y Zn en espinacas y rucula, asi como los

altos niveles de Mn en acelgas.

Las espinacas, la rucula, los canonigos y las acelgas fueron las que presentaron mayor

concentracion de Cu

La lechuga Iceberg presenta la concentracion mas baja de elementos esenciales,

destacando las bajas concentraciones de Se, Mo y Co.

La lechuga iceberg y la romana son las hortalizas de hoja con las concentraciones mas
bajas de Fe, Zny Cu.

Los niveles de Mo son notables en candénigos, rucula y berros.
El Co esta mas presente en la rdcula y las espinacas.

Estos resultados son similares a los del estudio de Al Jassir et al., 2005 en el que
también se encontré que Cu y Zn alcanzan niveles relevantes en vegetales de hojas

verdes.
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5.3. Resultados y Discusion: Articulo 3.

Tabla 15. Concentracion (ng/g como mediana y rango intercuartil (P25-P75) de elementos esenciales en distintos tipos de vegetales de hoja.

Lechuga Cogollos de . . -
Elementos Romana Lechuga Iceberg Lechuga Rucula Espinacas Canodnigos Berros Acelgas
Fe 7456 2830 13052 30037 38743 12578 12777 18312
(4105 — 21063) (2229 — 3448) (9957 — 25637) (7466 — 38580) (13124 — 76100) (10354 — 15465) 6849 — 24522) (10421 — 30064)
Zn 1890 1725 2454 3014 3748 2906 3733 2704
(1234 — 2386) (1025 — 2041) (1964 — 3092) (1637 — 5607) (2535 — 9546) (1953 — 4421) (1969 — 5125) (2250 — 3268)
Cu 287.0 183.5 287.6 641.3 698.1 710.1 490.5 668.6
(196.9 — 523.6) (128.9 — 308.5) (211.0 — 399.0) (175.4 — 1066) (577.9 — 1328) (417.3 — 908.0) (204.5 — 739.0) (557.3 — 887.8)
Se 9.3 5.0 18.5 1.4 17.0 8.0 5.3 11.0
(6.2-15.2) (3.3-14.2) (14.7 — 23.3) (6.2—-18.8) (10.9 — 43.1) (3.8-11.0) (2.1-12.4) (6.7 —16.7)
Mn 1688.3 1348.0 2486.1 2793.8 5313.0 4044.0 3491.7 8971.1
(981.3 — 3658.1) (1025.1 — 1774.3) (1949.8 - 3181.7) (1401.9 — 3166.3) (2607.4 — 8068.2) (2723.8 — 5055.2) (2542.1 - 5615.8) (3741.3 — 12918.1)
Mo 17.2 9.8 14.2 318.9 110.6 758.0 118.6 61.6
(6.8 —56.8) (3.1-21.9) (5.8-18.2) (24.5-697.7) (81.5-160.7) (275.8 — 1137.2) (65.7 — 343.6) (38.5-89.1)
Co
6.2 4.8 15.0 28.8 29.5 18.9 13.8 17.9
(3.8-10.6) (1.6 —13.6) (11.5-19.4) (8.1-48.1) (16.4 — 57.9) (12.8 — 24.3) (7.3-27.2) (11.3 = 26.5)
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En la Tabla 16 se muestra las exposiciones dietéticas a estos metales esenciales de los
vegetales estudiados. Entre todos ellos, los berros y las espinacas son las principales

fuentes dietéticas de elementos esenciales para adultos y nifios canarios.

En consumidores adultos percentil 50 (Consumidores Medios, AC) el elemento que mas
se aporta, con el consumo de vegetales de hoja es el Fe, seguido del Mn y Zn (en
igualdad de condiciones) y Cu. En contraposicion, en este perfil de consumidores, el

elemento que menos aporta a la dieta es el Se, Co y Mo.

En este escenario, el canénigo aporta hasta el 39% del DRV (Valor dietético de

referencia) de Mo.

En adultos grandes consumidores, el elemento que mas aporta, con el consumo de
estos vegetales es el Fe, seguido del Mn y Zn en igualdad de condiciones (al igual que
los de perfil medio). Hay que destacar el alto aporte de Mo a la dieta (en este escenario
de consumidores) por parte de los canénigos (197% del DRV), también hay un alto

consumo de Mo por la ingesta de rucula (83% del DRV)

La espinaca y la rucula pueden aportar hasta un 70% y un 46% del DRV del Fe,
respectivamente. El aporte de Co de la espinaca es del 72% del DRV y de la rucula este
es del 59% del DRV.

En los nifos destaca la contribucion del Mo a los valores de ingesta de referencia por el
consumo de canodnigos (40% en AC; 201,9% en HC) y berros (21% en AC; 104% en
HC). Ademas, en el caso de los nifios en un escenario de alto consumo, el aporte de Fe
por la ingesta de espinacas alcanza el 77% de la DRV, y por el consumo de berros, se
aporta el 26% de la DRV. Esta situacion observada para el Fe se observa también para
el resto de los elementos esenciales, salvo el caso del Se en los berros. La espinaca
también se identifica como una fuente importante de Co (78 % del DRV) y Mn (77 % del
DRYV) en nifios que son grandes consumidores de vegetales de hoja.

Ellen et al., 1990 informaron resultados similares en espinacas. Estos autores sefialaron
que este vegetal es una fuente dietética relevante de Cu, Mn y Zn ya que su consumo

aporta mas del 10% del DRV de estos tres metales esenciales.
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Tabla 16. Ingesta diaria estimada (EDI) (ug/kg pc/dia) calculada a partir de la mediana de concentraciones de elementos esenciales en

vegetales de hoja consumidos por adultos y nifios canarios, en dos escenarios de consumo (consumidor medio y alto).

Adultos (> 17 aios) — 68.48 kg pc — ambos géneros
EDI (ug/kg pc/dia) 2

Elementos ?::f:%?é:ﬁ I&icnr::g: I]z::;:?ga ctgz:z;;‘e Rucula Espinacas Canonigos Berros Acelgas
(DRV)
AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC
Fe 160.63 ° 3.652 18420 1.386 6.993 6.393 32250 14.710 74220 23.530 112.600 6.161 31.080 7.761 37.890 10.980 29.810
Zn 175.23 ° 0926 4670 0.845 4263 1.202 6.064 1476 7.447 2276 10890 1423 7.180 2267 11.070 1.622  4.402
Cu 18.98 © 0.141 0709 0.090 0453 0.141 0.711 0.314 1585  0.424 2.029 0.348 1.755 0.298 1.454  0.401 1.088
Se 1.02°¢ 0.005 0.023 0.002 0.012 0.009 0.046 0.006 0.028 0.010 0.050 0.004 0.020 0.003 0.016 0.007 0.018
Mn 43.81° 0.827 4171 0660 3.331 1.218 6.142 1369 6.904 3.227 15440 1.981 9991 2121 10.360 5.380 14.600
Mo 0.95° 0.008 0.042 0.005 0.024 0.007 0035 0.156 0.788  0.067 0.322 0.371 1.873 0.072 0.352 0.037  0.100
Co 0.12°¢ 0.003 0.015 0.002 0.012 0.007 0.037 0.014 0.071 0.018 0.086 0.009 0.047 0.008 0.041 0.011 0.029
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Nifios (7-12 afios) — 34.48 kg pc — ambos géneros

EDI (pg/kg pc/dia)
Valor
Elementos dletetlco. dﬁ Lechuga L Cogollos de Rucula Espinacas Canénigos Berros Acelgas
referencia Romana Iceberg Lechuga
(DRV)
AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC

Fe 160.63 © 2.915 14.700 1.106 5.581 5.103 25.740 5.872 29.620 25.820 123.600 2.459 12.400 8.434 41.500 9.639 25.710
Zn 108.06 © 0.739 3.727 0.674 3.402 0.960 4.840 0.589 2.972 2.498 11.960 0.568 2.866 2.464 12.130 1.424 3.796
Cu 14.60 ¢ 0.112 0.566 0.072 0.362 0.112 0.567 0.125 0.632 0.465 2.227 0.139 0.700 0.324 1.593 0.352 0.939
Se 0.51°¢ 0.004 0.018 0.002 0.010 0.007 0.037 0.002 0.011 0.011 0.054 0.002 0.008 0.003 0.017 0.006 0.015
Mn 21.90°¢ 0.660 3.329 0.527 2.658 0.972 4.902 0.546 2.755 3.541 16.950 0.790 3.987 2.305 11.340 4.722 12.590
Mo 0.37¢ 0.007 0.034 0.004 0.019 0.006 0.028 0.062 0.314 0.074 0.353 0.148 0.747 0.078 0.385 0.032 0.086
Co

0.12¢ 0.002 0.012 0.002 0.010 0.006 0.030 0.006 0.028 0.020 0.094 0.004 0.019 0.009 0.045 0.009 0.025

@ Ha sido calculado considerando el consumo (g/dia) de cada vegetal para poblacion de nifios y adultos canarios reportado por la Encuesta Nutricional de las Islas
Canarias. (Serra et al., 2000).

b A efectos comparativos, los DRVs se han expresado en ug/kg de peso corporal/dia. Cuando se da un rango de valores diferentes para hombres y mujeres, se
consider6 el valor promedio.

¢ Valor dietético de Referencia (DRV) EFSA 2016, 2021.
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Figura 7. Grafico de barras que muestra el porcentaje de los valores dietéticos de
referencia (DRV) de elementos esenciales proporcionados por el consumo de vegetales

de hoja verde en consumidores medios y altos. (A) Adultos, (B) Nifios.

Las lineas punteadas rojas y grises indican el 100% y el 50% del DRV de cada elemento,

respectivamente.

La figura 7 muestra la exposicion a cada elemento del consumo diario de vegetales de
hojas verdes en adultos y nifios, para los dos escenarios de consumo considerados (AC
y HC) y evalua la contribucidon porcentual de la ingesta diaria de vegetales verdes al
DRYV (la linea discontinua linea representa el 100% del DVR). Fe, Mn, Mo y Co son los
elementos que mas contribuyen al DRV en altos consumidores (HC), tanto en nifios
como en adultos, superando el DRV en todos los casos. Para el resto de los elementos
como Se, Cu y Zn, las contribuciones del consumo de vegetales de hoja a los DRV son
considerables. En el caso de la poblacion con un consumo medio de hortalizas de hoja
(AC), el Mo que mas aporta a la dieta, superando el DRV en el caso de los nifios (AC).

Estos resultados confirman la importancia de monitorear la ingesta dietética de Mo de
esta y otras fuentes dietéticas para evaluar los riesgos derivados (Lovegrove et al.,
2017).
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Estudio de elementos téxicos

En la Tabla 17 se muestra la concentracion de elementos toxicos (As, Cd, Hg y Pb)
(ng/g) como mediana de elementos esenciales en los vegetales de hoja muestreados.

En esta tabla se indica el rango intercuartilico (P25-P75).

El Cd es el elemento que aparece con mayor concentracion, seguido del As y Pb. El Hg

es el elemento toxico con concentraciones mas bajas en los vegetales.

Las espinacas son los vegetales de hoja mas contaminados con estos elementos

téxicos, encontrando en el estudio diferencias significativas (P<0.0001).

Los problemas ambientales derivados de la contaminacion por metales y plaguicidas y
sus interacciones sinérgicas y antagoénicas, asi como sus efectos toxicos ya han sido

informados por Alengebawy et al., 2021.

Mientras que los niveles mas altos de Cd se detectaron en espinacas, lechuga romana

y acelgas, los niveles mas bajos de Cd se encontraron en candnigos.

Estos resultados son similares a los publicados previamente por Al Jasir et al., 2005 y
AESAN, 2021, en los que la contaminacion por Cd en estos vegetales alcanza niveles
entre 10-100 ug/kg. En el estudio de Rubio et al., 2006 se encontré una concentracion
de Cd en vegetales de 13.62 ug/kg. Sin embargo, las concentraciones encontradas por
Ali et al., 2012 son superiores (4.13 pg/g de Cd en espinacas) a las obtenidas en este

estudio.

La concentracién de Hg y As en estos vegetales es una concentracion baja, siendo las
mas altas en Hg las lechugas romanas y cogollos (2.7 ng/g). El As en candnigos esta
en una concentracion de 18.9 ng/g y en espinacas 8.0 ng/g. Esta situacién es similar a
la reportada por Marti-Cid et al., 2009 y la EFSA, 2012, donde la mayor concentracion
de Hg se observo en pescados y mariscos. En el estudio de Rubio et al., 2008, los

niveles de Hg no fueron detectables en vegetales consumidos en Canarias.

La rdcula y las espinacas son los vegetales mas contaminados con Pb. Las
concentraciones obtenidas en este estudio son inferiores a los obtenidos en los estudios

de EFSA, 2010 y Fernando et al., 2011, el cual reporta altos niveles de Pb en vegetales.
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En contraposicion a esto, los resultados de este estudio son superiores a los
encontrados en el estudio de Rubio et al., 2005, donde detectaron niveles de 0.14 pg/kg

en vegetales.
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Tabla 17. Concentraciones (ng/g) como mediana y rango intercuartil (P25-P75) de elementos téxicos en varios tipos de

vegetales de hoja.

Lechuga Lechuga Cogollos de

Elementos Romana Iceberg Lechuga Ruacula Espinacas Canoénigos Berros Acelgas P
1.6 0.5 3.9 7.2 8.0 18.9 6.7 4.9
As < 0.0001
(0.8-6.8) (0.4-2.8) (22-5.1) (1.8-8.9) (29-18.2) (8.1-26.2) (2.7 -16.5) (2.6-7.4)
11.9 4.0 9.2 9.3 21.5 1.1 1.9 10.5
Cd < 0.0001
(5.3-22.6) (1.7-8.6) (2.5-36.6) (4.3-16.7) (11.9-39.7) (0.9-2.9) (1.1-5.1) (4.7-17.9)
2.7 2.3 2.7 23 1.7 2.2 1.0 1.4
Hg < 0.0001
(2.0 - 3.6) (0.7 - 2.9) (1.5-4.3) (1.9-5.4) (1.0 - 2.8) (1.4 - 3.0) (0.5 -2.9) (1.0 - 3.9)
4.9 2.0 6.9 131 12.8 6.4 7.5 9.3
Pb < 0.0001
(1.9-10.6) (1.2-12.2) (3.4-9.5) (10.0 — 18.9) (6.0-31.7) (46-8.2) (3.3-14.7) (5.8-16.4)
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En la Tabla 18 se plantea la valoracién de la exposicion (para adultos y nifios) a
elementos téxicos debido al consumo de vegetales de hoja producidas y consumidas en
Canarias, utilizando valores de la mediana de concentraciones de cada elemento y el
consumo diario de cada vegetal, para algunos consumidores (percentil 97.5) y

consumidores medios (percentil 50).

Las ingestas de Pb, Cd, Hg y As procedentes del consumo de vegetales de hoja no

muestran valores significativos.

Tanto para adultos como para nifios, de consumo medio de vegetales de hoja no genera
valores que contribuya de forma significativa a lo establecido como TRVs (Valores
téxicos de referencia). Sin embargo, los consumidores de perfil alto, el consumo de

estos vegetales si puede dar valores relevantes.

El consumo de espinacas por adultos HC es el que mas contribuye a la ingesta de
elementos toxicos. Aporta un 8% del TRV de iAs. La lechuga romana contribuye en un
7% del TRV de MeHg y 3 % del TRV de Cd. Los berros aportan el 7% del TRV de iAs.

En los nifios, en un escenario de alto consumo, se observa la misma tendencia que en
los adultos. Las espinacas son las que mas contribuyen a la exposicion dietética de
estos elementos téxicos (8.3 % TRV de iAs), seguida de la lechuga romana (5% del TRV
de MeHg y 2.4 % del TRV de Cd) y los berros (7.3 % del TRV iAs).

Resultados similares fueron informados por Zhu Huan et al., 2014, en el que la ingesta
de AS, Cd, Hg y Pb a partir de vegetales suponia un riesgo bajo para la salud, aunque
sugiere que el Cd debe tenerse en cuenta como un contaminante relevante en los
vegetales. Esta misma consideracion fue respaldada por la evaluacion de riesgos de la
exposicion al Cd realizada por la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricién
(AESAN, 2021).
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Tabla 18. Ingesta diaria estimada (EDI) (ug/kg pc/dia) calculada a partir de la mediana de concentraciones de elementos toxicos

procedentes del consumo de vegetales de hoja en adultos y nifios canarios, en dos escenarios de consumo (consumidor medio y alto).

Adultos (> 17 afios) — 68.48 kg pc — ambos géneros

EDI (ug/kg pc/dia) @

Valores Lechuga Lechuga Cogollos de
Elementos Toéxicos de 9 9 9 Rucula Espinacas Canénigos Berros Acelgas

b Romana Iceberg Lechuga

Referencia
AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC
iAs ¢ 0.30 0.001 0.004 0.000 0.001 0.002 0.010 0.004 0.018 0.005 0.023 0.009 0.044 0.004 0.020 0.003 0.011
Cd 1.00 0.006 0.029 0.002 0.010 0.004 0.023 0.005 0.023 0.013 0.062 0.001 0.003 0.001 0.006 0.006 0.021
d

MeHg 0.10 0.001 0.007 0.001 0.006 0.001 0.007 0.001 0.006 0.001 0.005 0.001 0.005 0.001 0.003 0.001 0.004
Pb 6.00 0.002 0.012 0.001 0.005 0.003 0.017 0.006 0.032 0.008 0.037 0.003 0.016 0.005 0.022 0.006 0.022
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Nifnos (7-12 afos) — 34.48 kg pc — ambos géneros

EDI (ug/kg pc/dia) 2

Valores Lechuga Lechuga Cogollos de
Elementos Toxicos de g 9 9 Rucula Espinacas Canoénigos Berros Acelgas

P Romana Iceberg Lechuga

Referencia
AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC
As © 0.30 0.001 0.003 0.000 0.001 0.002 0.008 0.001 0.007 0.005 0.025 0.004 0.018 0.004 0.022 0.003 0.009
C¢d 1.00 0.005 0.024 0.002 0.008 0.004 0.018 0.002 0.009 0.014 0.068 0.000 0.001 0.001 0.006 0.006 0.019
d

MeHg 0.10 0.001 0.005 0.001 0.004 0.001 0.005 0.000 0.002 0.001 0.005 0.000 0.002 0.001 0.003 0.001 0.003
Pb 6.00 0.002 0.010 0.001 0.004 0.003 0.014 0.003 0.013 0.009 0.041 0.001 0.006 0.005 0.024 0.005 0.017

@ Ha sido calculado considerando el consumo (g/dia) de cada vegetal para poblacién de nifios y adultos canarios reportado por la Encuesta Nutricional de las Islas

Canarias (Serra et al., 2000).

b A efectos comparativos, los TRVs se han expresado en ug/kg de peso corporal/dia. Cuando se da un rango de valores diferentes para hombres y mujeres, se
consideré el valor promedio (EFSA, 2010; 2012).
¢Como referencia para calcular la exposicion al arsénico inorganico, se ha considerado el dictamen cientifico de la EFSA sobre el arsénico en los alimentos. Segun
esta opinion, la proporcién de arsénico inorganico en los vegetales es de hasta el 65% (EFSA, 2021).
4 Se ha establecido que el porcentaje de la forma metilo en los vegetales normalmente parece variar entre el 5% y el 30% (EFSA, 2012). Con el objetivo de un enfoque
conservador, el EDI de MeHg se calcul6 considerando que el 20% del mercurio total en los vegetales de hoja esta en forma de metilmercurio.
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Figura 8. Grafico de barras que muestra el porcentaje de los valores de ingesta diaria
tolerable (IDT) o valores provisionales de ingesta semanal tolerable (PTWI) de
elementos tdéxicos proporcionados por el consumo de verduras de hoja verde en
consumidores medios y altos. (A) Adultos, (B) Nifios. Las lineas punteadas rojas y grises
indican el 100% y el 50% del Valor de Referencia Téxico de cada elemento,

respectivamente

En la Figura 8, se muestra la exposicion a elementos téxicos por el consumo de
vegetales de hoja, por parte de la poblacion canaria es inferior a los TRV fijados para
elementos téxicos. Para ambos grupos de poblacion, cabe destacar las ingestas
dietéticas de iAs y Cd. El resto de los elementos no aparecen en concentraciones

destacadas.
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Estudio de elementos potencialmente téxicos

En la Tabla 19 se muestra las concentraciones de elementos potencialmente toxicos en
los diferentes vegetales analizados, incluyendo la suma de Tierras Raras (Sum REE) y

la suma de elementos minoritarios (Sum ME).

Las espinacas, acelgas y la rucula son los vegetales con mayor concentracion de estos

elementos, seguido de los berros.

Los elementos mas abundantes de mayor a menor concentracion son el Al en

espinacas, Sr en acelgas y berros y el Ba en acelgas y rucula.

Estos resultados estan en la linea de los publicados previamente por Jiang et al.,2012,
ya que estos autores encontraron que los niveles de Tl en vegetales como la lechuga,
acelga y pak choy excedian el nivel maximo permitido (0.5 mg/kg TI) por los estandares

de calidad para alimentos en Alemania.

En cuanto a los datos sobre el Al, los resultados estan en la linea de los informados
previamente por la EFSA (2011) en los que las acelgas, las espinacas y las lechugas se

identifican como vegetales de alto contenido en Al.
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Tabla 19. Concentraciones (ng/g como mediana y rango intercuartil (P25-P75)) de elementos potencialmente toxicos en varios tipos de

vegetales de hoja.

Elementos Iﬁicmh:g: ﬁi:g:gga ctgguz;:e Rucula Espinacas Canoénigos Berros Acelgas P
0.24 0.17 0.16 0.37 0.94 0.28 0.17 0.63
A (0.16 — 0.32) (0.12 - 0.37) (0.12-0.33) (0.24 — 0.58) (0.48 —2.2) (0.22 - 0.34) (0.10 - 0.38) (0.42 - 1.5) < 0.0001
8831.2 1580.9 13671.2 32145.2 41946.8 14185.0 11810.9 17866.4
Al (44139 - (1113.3 - (7967.4 — (10361.8 — 11517.1 - 6374.3 — (5583.1 — (9726.5 -
26221.8) 5807.3) 20439.7) 45383.9) 83360.8) 23873.0) 29424.7) 31310.9) < 0.0001
1.6 1.9 2.1 1.5 0.4 1.4 0.4 0.4
Au (0.9-2.7) (0.8-2.3) (0.3-3.4) (0.5-3.2) (0.3-0.5) (0.8-1.9) (0.2-1.1) (0.2-0.9) <0.0001
253.9 299.0 431.8 687.5 511.2 490.0 198.3 1246.1
B (130.5-364.6)  (181.9-423.2) (182.9-1098.3) (293.0-1109.4) (219.1-935.5) (399.6—628.4)  (71.9-336.1) (334.3-2947.1)  <0.0001
0.40 0.0 0.0 0.23 2.85 1.24 0.91 1.42
Be (0.0-1.17) (0.0 - 0.56) (0.0-0.93) (0.0 - 1.03) (0.92 — 4.92) (0.91 — 1.56) (0.41-1.81) (0.69 — 2.69) < 0.0001
214 8.9 22.8 52.3 72.4 38.0 31.8 53.7
o (10.7 - 37.1) (7.2 -20.3) (16.4 — 45.5) (13.6 — 176.9) (29.5-133.2) (28.9 - 82.3) (14.8 - 61.6) (29.1 - 66.4) < 0.0001
. 39.4 60.4 49.1 59.3 85.7 40.4 33.3 56.5
NI (19.9 - 58.1) (13.9 — 189.4) (31.3-124.1) (25.9 — 134.6) (22.7 — 242.1) (35.2-46.2) (18.1-65.9) (29.8 — 94.0) 0.0154
0.47 0.68 0.78 0.91 0.86 1.02 1.06 0.86
S (0.26 — 0.88) (0.23 - 1.46) (0.51 — 16.08) (0.42 - 1.38) (0.68 — 2.72) (0.88 - 1.22) (0.69 — 1.89) (0.54 — 1.47) 0.0015
4.4 1.1 3.3 27.9 131 1.7 2.7 3.4
S (1.4-11.1) (0.7-6.8) (1.6-9.7) (18.0 - 37.2) (2.6 —13.1) (1.4-2.4) (0.8-8.2) (2.2-9.5) <0.0001
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Elementos Iﬁicmh:g: Iii:ﬂ:?ga ctgzuz;:e Rucula Espinacas Canonigos Berros Acelgas P
1635.1 1917.1 1540.9 4355.1 4535 3964.5 5324.3 6510.7
Sr (1214.9 - (1068.7 — (1127.4 - (1343.9 - (2935.8 — (3166.7 — (3262.8 - (2833.9 -
2763.2) 3345.3) 10787.2) 8047.4) 8392.6) 5525.5) 14408.2) 9437.4) <0.0001
0.6 0.1 23 34 6.4 22 1.8 2.6
™ (0.3-4.6) (0.0-0.3) (1.2-3.2) (0.6 -6.4) (1.9-14.1) (1.0-3.7) (0.6 -3.9) (1.4-4.6) < 0.0001
1.8 22 21 2.8 1.9 22 0.9 0.8
™ (1.3-2.8) (1.0-2.7) (0.8-3.1) (1.7 -5.4) (1.2-2.8) (1.6 —2.6) (0.6-1.9) (0.6 -1.3) < 0.0001
0.3 0.1 0.9 1.8 21 7.9 1.1 1.6
v 0.1-1.1) (0.0-1.1) (0.6 -1.3) (0.4 -2.3) (1.4-3.7) (2.1-12.6) (0.6-2.7) (0.7-2.8) < 0.0001
10.8 22 25.8 54.7 85.9 53.1 30.6 51.8
v (5.2-41.7) (1.6 -9.7) (19.9 - 50.0) (12.4 -70.7) (24.5 - 154.0) (19.9-91.9) (15.6-61.2) (24.1-82.1) < 0.0001
Sum REE 20.6 4.0 81.2 132.5 259.5 62.9 53.4 110.8
: (9.1-122.6) (3.1-16.1) (49.4 — 134.8) (34.4 - 153.4) (53.1-580.2) (24.8-85.7) (25.8-113.9) (54.6 —171.1) < 0.0001
5.9 1.7 17.3 411 62.6 23.7 174 27.0
Sum ME P
(3.7-35.3) (1.3-3.5) (11.4 - 24.0) (10.7 — 50.4) (17.9-112.2) 85.3 -36.9) (7.8-31.5) (12.8 -43.9) <0.0001

2Es la suma de concentraciones individuales de: Ce, Dy, Er, Eu, Ga, Gd, Ho, In, La, Lu, Nb, Nd, Pr, Sm, Ta, Tb, Tm, Y, Yb.

®Es la suma de concentraciones individuales de: Au, Bi, Ga, In, Nb, Pt, Ta, Th, V.
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La Tabla 20 representa la exposicion dietética estimada (EDI) de elementos
potencialmente toxicos, incluyendo la suma de Tierras Raras (Sum REE) y suma de
elementos minoritarios (Sum ME) del consumo de diferentes vegetales de hoja

producidas y comercializadas en Canarias.

Los elementos a partir de los cuales el consumo de vegetales de hoja representa un
mayor aporte a los TRV tanto para adultos como para nifos son TI, Al, Sr, Cry Ba. Es

importante destacar la contribucion de SUM REE.

Cabe destacar, en adultos de perfil HC, el alto aporte a los TRV proporcionados por el
consumo de rucula (10 % del TRV de TI; 7.9 % del TRV de Al), lechuga iceberg (8.6 %
de TRV de TI), canénigos (3% de la TRV de Cr), berros (3% de la TRV de Cr; 2.6% de
la TRV de Sr) acelgas (3% de la TR de Cr; 1% del TRV de Ba).

La ingesta generada por el SUM REE procedente del consumo diario de rucula alcanza

el 0.5% del valor toxico de referencia.

En el caso de los nifios, la contribuciéon del consumo diario de espinacas destaca tanto
en los perfiles AC (12% de la TRV de Al; 8.6% de la TRV de TI; 7.1% de la TRV de Cr)
como en los perfiles HC (13 % TRV de Al; 8.6% TRV de TI; 7.7% TRV de Cr). Este
porcentaje alcanza el 4% de la TRV de Al en nifios en el escenario HC de berros. La
exposicion dietética a Ba tras el consumo de acelgas contribuye en mayor medida a la
TRV (0.9%) en los nifios que siguen una dieta de alto consumo de vegetales de hoja. El

aporte de Sr del berro (3% de la TRV) es mayor en los nifios con perfil HC.

Los resultados de una investigacion en el afio 2017, en China, reportaron altas
concentraciones de REE en vegetales de. Sin embargo, se estimo que el riesgo para la
salud humana de su consumo es significativamente menor que la ingesta diaria

aceptable de elementos de este grupo (70 ug kg™ d') (Zhuang et al., 2017).

En el estudio antes mencionado, se encontré que la espinaca genera la mayor ingesta
de la SUM REE, pero solo representa el 1.2% y el 1.4% del valor de 70 ug kg d' en

los escenarios AC y HC, respectivamente.

La EFSA en el afio 2020 informé de la escasa investigacion sobre la toxicidad potencial
de los REE y concluy6 que es necesario el control de estos elementos en los alimentos

de origen vegetal. Se ha demostrado que la exposicidon cronica a algunos de estos

89



5.3. Resultados y Discusion: Articulo 3.

elementos, incluso en dosis bajas, podria dar lugar a una amplia gama de efectos
adversos para la salud, incluso en etapas tempranas de la vida, toxicidad del
neurodesarrollo y alteraciones hepaticas. Algunos estudios sugieren que estos
elementos podrian afectar negativamente al aprendizaje de los nifios y de forma

indirecta a la capacidad de memoria.
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Tabla 20. Ingesta diaria estimada (EDI) (ug/kg pc/dia) calculada a partir de los valores de la mediana de concentraciones de elementos

potencialmente téxicos procedentes del consumo de vegetales de hoja en adultos y nifios canarios, en dos escenarios de consumo (consumidor

medio y alto).

Adultos (> 17 aiios) — 68.48 kg pc — ambos géneros

EDI (ug/kg pc/dia) *
Valor Téxico
Elementos de LR Lechuga dpgmlenet Rucula Espinacas Canonigos Berros Acelgas
b Romana Iceberg Lechuga
Referencia
AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC

Ag 5 <LOD 0.001 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 0.001 0.001 0.001 <LOD 0.001 <LOD 0.001 <LOD 0.001
Al 1000 4.325 21.820 0.774 3.906 6.696 33.780 15.750 79.430 25.480 27.960 6.948 35.050 7.174 35.020 10.710 29.080
Ba 200 0.124  0.627 0.146 0.739  0.212 1.067 0.337 1.699 0.311 0.341 0.240 1.211 0.121 0.588 0.747 2.029
Be 2 <LOD 0.001 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 0.001 0.002 0.002 0.001 0.003 0.001 0.003 0.001 0.002
o 3 0.010  0.053 0.004 0.022 0.011 0.056 0.026 0.130 0.044 0.048 0.019 0.094 0.019 0.094 0.032 0.087
Ni 20 0.019 0.097 0.030 0.149 0.024 0.121 0.029 0.146 0.052 0.057 0.020 0.100 0.020 0.099 0.034 0.092
sb 0.4 <LOD 0.001 <LOD 0.002 <LOD 0.002 <LOD 0.002 0.001 0.001 <LOD 0.003 0.001 0.003 0.001 0.001
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Sn

600 0.002 0.011 0.001  0.003  0.002 0.008 0.014 0.069 0.004 0.004 0.001 0.004 0.002 0.008 0.002 0.006

St 600 0.801 4.040 0939 4736  0.755 3.808 2.133  10.760 2.754 3.022 1.942 9.797 3.234 15790 3.904 10.600

m 0.07 0.001 0.004 0.001 0.006 0.001 0.005 0.001 0.007 0.001 0.001 0.001 0.005 0.001 0.003 <LOD 0.001

v 3 <LoD 0.001 <LOoD <LoD <LOD 0.002 0.001 0.004 0.001 0.001 0.004 0.019 0.001 0.003 0.001 0.003
Sum REE ¢ 61 0.010 0.051 0.002 0.010 0.040 0.201 0.065 0.327 0.158 0.173 0.031 0.155 0.032 0.159 0.066 0.180
Sum ME ¢ NA 0.003 0.015 0.001  0.004 0.008 0.043 0.020 0.101 0.020 0.042 0.012 0.059 0.011 0.052 0.016 0.044
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Nifios (7-12 aiios) — 34.48 kg pc — ambos géneros

_ EDI (pg/kg pc/dia) *
Elementos Valordzox.lco ;i‘:::ﬁ: I;i:::fga ctiz:z;:e Rucula Espinacas Candnigos Berros Acelgas
Referencia®
AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC
Ag 5 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 0,003 0,003 <LOD <LOD <LOD 0,001 <LOD 0,001
Al 1000 3.452 17.420 0.618 3.117 5.345 26.960 6.284 31.700 121.900 133.800 2.773 13.990 7.796  38.370 9.404 25.080
Ba 200 0.099 0501 0.117 0.590 0.169  0.852 0.134 0.678 1.486 1.631 0.096 0483 0.131 0.644 0.656 1.749
Be 2 <LOD  0.001 <LOD <LOD  <LOD <LOD <LOD <LOD 0.008 0.009 <LOD 0.001  0.001 0.003 0.001 0.002
e 3 0.008 0.042 0.004 0.018 0.009 0.045 0.010 0.052 0.210 0.231 0.007 0.037 0.021 0.103 0.028 0.075
Ni 20 0.015 0.078 0.024 0.119 0.019 0.097 0.012 0.058 0.249 0.273 0.008 0.040 0.022 0.108 0.030 0.079
sb 0.4 <LOD  0.001 <LOD 0.001 <LOD 0.002 <LOD 0.001 0.002 0.003 <LOD 0.001  0.001 0.003 <LOD 0.001
sn 600 0.002 0.009 <LOD 0.002 0.001 0.006 0.005 0.028 0.018 0.020 <LOD 0.002 0.002 0.009 0.002 0.005
sr 600 0.639 3.225 0.749 3.780 0.603 3.039 0.851 4.294 13.180 14.470 0.775 3.910 3.515 17.300 3.427 9.138
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Tl

0.07 0.001 0.003 0.001 0.004  0.001 0.004 0.001 0.003 0.006 0.006 <LOD 0.002 0.001 0.003 <LOD 0.001

v 3 <LOD 0.001 <LOD <LOD <LOD 0.002 <LOD 0.002 0.006 0.007 0.002 0.008 0.001 0.004 0.001 0.002
Sum REE ¢ 61 0.008 0.041 0.002 0.008  0.032 0.160 0.026 0.131 0.754 0.828 0.012 0.062 0.035 0.174 0.058 0.156
Sum ME ¢ NA 0.002 0.012 0.001 0.003  0.007 0.034 0.008 0.040 0.008 0.200 0.005 0.023 0.011 0.057 0.014 0.038

2 Ha sido calculado considerando el consumo (g/dia) de cada vegetal para poblacién de nifios y adultos canarios reportado por la Encuesta Nutricional de las Islas Canarias. (Serra et al.,
2000).
b A efectos comparativos, los TRVs se han expresado en pg/kg de peso corporal/dia establecido por EFSA 2020. Para Sum REE, los TRV son los establecidos por la EPA, 2021.

¢ Es la suma de concentraciones individuales de: Ce, Dy, Er, Eu, Ga, Gd, Ho, In, La, Lu, Nb, Nd, Pr, Sm, Ta, Tb, Tm, Y, Yb.
d Es la suma de concentraciones individuales de: Au, Bi, Ga, In, Nb, Pt, Ta, Th, V.
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Figura 9. Grafico de barras que muestra el porcentaje de los valores de ingesta diaria
tolerable (IDT) o los valores provisionales de ingesta semanal tolerable (PTWI) de
elementos potencialmente toxicos, elementos de tierras raras y elementos minoritarios
proporcionados por el consumo de vegetales de hoja verde en consumidores medios y
altos. (A) Adultos, (B) Nifios.

Las lineas punteadas rojas y grises indican el 100% y el 50% del valor de referencia de

cada elemento, respectivamente

En la Figura 9 se puede observar que el consumo de hortalizas de hoja puede implicar
una exposicion preocupante de Al, Cr, y especialmente Tl, en grandes consumidores,

tanto en niflos como en adultos.
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6.1. Articulo 1: objetivos 1, 2.

Evaluation of nitrate contens in regulated and non-regulated
leafy vegetables of high consumption in the Canary Islands,

Spain: Risk assessment.

“Evaluacion del contenido de nitrato (regulado y no regulado) en
vegetales de hoja de alto consumo en las Islas Canarias, Espania:

Evaluacion del Riesgo”.
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ARTICLE INFO BSTRACT

Keywords: The nitrate content of the most eonsumed green leafy vegetables in the Furopean Region of the Canary Islands
Watercress was determined. The sampling included chard and watcreress, which are not regulated but highly consumed in
Chard this region. The levels of nitrates in organic vegetables were significantly higher than those of conventional
2";:_}:_;5"]""“("' cultivation. However, no seasonal differences were observed, and overall nitrate levels were lower than those
Ricl:e[ reported in other studies. Median nitrate levels in the analyzed vegetables were: lettuce (3 varieties) = 573.7 mg/
Arugula kg; ready-to-eat salad mixes = 595.0 mg/kg; spinach = 1044.2 mg/kg; arugula = 3144.2 mg/kg; watercress =

450.5 mg/kg; and chard = 1788.4 mg/kg. In general, the nitrate levels of watereress and chard were significantly
higher than those of regulated vegetables with similar culinary uses. The average per capita daily intake of
nitrates through regulated vegetables was 17.5-32.5% of acceptable daily intake (ADI). On the contrary, the
consumption of unregnlated vegetables in this archipelago represents a similar, or even higher, percentage of ADI
(23.6-44.3%). We, therefore, consider that the establishment of maximum limits of nitrate by the EU regulatory

authorities would be appropriate for chard and watercress and similar to those set for spinach.

1. Introduction

Despite the presence of nitrate sources in water or in animal products
in which additives E250 and E251 are used, it is estimated that around
80% of the nitrate in people’s diets derives from vegetable consumption
(Habermeyer et al., 2015; Hord et al., 2009; Karwowska and Koneniuk,
2020) as plants require bioavailable nitrogen to carry out photosynthesis
that determines plant growth and development. (Habermeyer et al.,
2015; Tegeder and Masclaux-Daubresse, 2018). Plants take this element
from the soil where it is naturally found, in the form of nitrates which are
part of mineral deposits, or nitrites formed by soil microorganisms from
the degradation of organic matter (Hakeem et al., 2017; Tegeder and
Masclaux-Daubresse, 2018). Under certain circumstances, vegetables
tend to accumulate nitrates, when the uptake of the nitrate ion exceeds
its reduction and subsequent assimilation (Hakeem et al., 2017). How-
ever, this accumulation depends on numerous factors such as the

composition of the soil where the plant grows (Beule et al, 2019;
Hakeem et al., 2017), the type of erop production (Meng et al., 2017;
Tegeder and Masclaux-Daubresse, 2018), the type of fertilization used
(Ahmed et al,, 2017; Li and Zhang, 2020), or the season of the year and
the environmental conditions in which the crop grows (Anglade et al.,
2018). Nitrate content can differ in plant species and varieties (Tang
et al,, 2018; Tegeder and Masclaux-Daubresse, 2018), Therefore, the
consumer is exposed to nitrates differently depending on the consump-
tion of the different vegetables (Salehzadeh et al., 2020). In this sense,
the leafy vegetables stand out. On the one hand, because they are plant
species that in many cases are good nitrate accumulators due to their
rapid growth, and on the other, because nitrates tend to accumulate
mainly in the leaves and this is the edible part of these vegetables
(lammarino et al., 2014; Kmecl et al., 2019; Quijano et al., 2017; Sale-
hzadeh et al., 2020).

Exposure to dietary nitrate is not inherently harmful as there is a
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certain risk-benefit ratio that must be considered (Cunningham, 2013;
Habermeyer et al., 2015; Karwowska and Konomiuk, 2020). For
example, numerous studies have identified dietary nitrates as good nitric
oxide (NO) donors (Kobayashi et al., 2015), which has been related to a
beneficial effect on the cardiovascular system (Bondonno et al,, 2016;
Jackson et al., 2017; Lovegrove et al., 2017), effective in lowering blood
pressure (Hobbs et al., 2013), platelet aggregation (Apostoli et al.,
2014), atherosclerosis (Ramms and Gordts, 2016), stroke incidence
(Habermeyer et al., 2015; Liu et al., 2019), or protecting the vascular
endothelium against ischemia-reperfusion damage (Yang et al,, 2017).
Benefits have also been observed at a metabolic level, which are also
probably in relation to the increase in the formation and bioavailability
of NO. Thus, dietary nitrates promote increased insulin and glucose
tolerance (KKhalifi et al., 2015), prevent insulin resistance and vascular
endothelial dysfunction (I{obayashi et al., 2015), influence lipid profiles
with an efficient decrease in triglycerides (Zand et al., 2011), or are
related to increased muscle power (Jones et al., 2018), among others,
However, despite all these benefits, excessive nitrate exposure can also
have adverse effects, as it can serve as a reactant with amines and/or
amides in the formation of N-nitroso compounds, which are proven
carcinogens (IARC, 1978). For this reason, the International Agency for
Research on Cancer (IARC) classifies nitrates and nitrites as “probably
carcinogenic to humans” (Group 2A) under certain conditions (IARC,
2010). Thus, numerous studies relate excessive exposure to nitrates with
an increase incidence of various types of cancer (gastric, colorectal,
esophageal, thyroid, renal, mammary) (Bondonno et al., 2016; Kar
wowska and Kononiuk, 2020; Kobayashi et al., 2015; Song et al., 2015;
Xie et al., 2016). However, it should be noted that the formation of
N-nitroso compounds may be inhibited by protective components pre-
sent at high levels in most vegetables (vitamin C and polyphenols), and it
is hypothesized that the consumption nitrate-rich vegetables would not
result in endogenous nitrosation. In any case, regardless of cancer,
exposure to high levels of nitrates is also related to other pathologies,
such as hypothyroidism or methemoglobinemia, especially in children
(Cunningham, 2013; Karwowska and Kononiuk, 2020; Kobayashi et al.,
2015).

Due to these proven or potential mechanisms of toxicity, interna-
tional food safety organizations have attempted to establish a cut-off
point for the toxic effects of nitrates. On this basis, both the World
Health Organization (WHO) and the European Food Safety Authority
(EFSA) have set an acceptable daily intake (ADI) of 3.7 mg/kg bw/day
(JECFA, 1998). Maximum limits have also been established for the ni-
trate content of certain foods, as these are considered particularly
problematic because they tend to contain high concentrations of ni-
trates, along with high consumption, or directly affect a particularly
vulnerable population. These specific foods are spinach, lettuce,
arugula, and cereals and cereal-based foods for infants and toddlers (EC,
2006).

Regulations would force farmers to implement protective measures
in agricultural practices so that products do not exceed legal limits and
can be marketed. However, there are certain vegetables which are not
explicitly regulated and whose nitrate content can be very high, and
their consumption considerable in certain regions. It should be noted
that the leafy vegetables most consumed at the European level are
mainly lettuce and spinach, so the EFSA statement was based only on
these (EC, 2006). On the contrary, in Spain there is a significant con-
sumption of chard, which within the EU is almost exclusive to our
country (AESAN, 2011). Furthermore, within Spain there are regions
where, due to culinary tradition, other highly nitrate-rich vegetables are
also consumed, as is the case of watercress (Nasturtium officinale) in the
Canary Islands. In this archipelago, the consumption of chard and
watercress is as high as that of spinach and lettuce (AECOSAN, 2011,
2014a, b; Serra Majem et al.,, 2000). Currently, there is no maximum
limit of nitrates established in either chard or watercress at the European
level.

This study was designed to determine the level of nitrates in green
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leafy vegetables grown in the Canary Islands, including those widely
consumed by the population of this European region. Thus, sampling
included both vegetables for which there are permitted maximum levels
and those for which these values are not defined. The samples were
acquired, taking into account the seasonal pattern and also the pro-
duction mode. The final objective of this study was to estimate the
contribution of each type of vegetable to the intake of nitrates by the
Canarian population, as well as to carry out an assessment of the risk
associated with the consumption of vegetables whose maximum nitrate
content is regulated compared to that associated with those unregulated
vegetables.

2, Material and methods
2.1. Chemicals and reagents

All chemicals used were of analytical grade or equivalent. Sodium
nitrate (purity 99%), disodium tetraborate decahydrate, and dibasic
sodium phosphate were purchased from Merck (Darmstadt, Germany).
LC-MS grade methanol and potassium dihydrogen phosphate were
purchased from Panreac Quimica (Barcelona, Spain). Solid-phase
extraction C18 cartridges (6 ml, 500 mg) were obtained from Waters
(Massachusetts, USA). Solutions were prepared with purified water from
a Milli-Q Plus System (Millipore, Bedford, MA, USA).

2.2. Sampling

In this research, we studied a total of 297 samples of leafy vegetables,
according to the consumption pattern in the Canary Islands (AECOSAN,
2011, 2014a, b; Serra Majem et al., 2000). Sampling was divided equally
between the two recommended periods for the sampling of leafy vege-
tables, that is, the winter period (produce harvested from October 1 to
March 31) and the summer period (produce harvested from April 1 to
September 30), and whenever available, organically produced vegeta-
bles were also purchased. In this way, we acquired 60 samples of
watercress (24 ecological and 36 conventional); 45 samples of chard (17
organic and 28 conventional); 53 samples of romaine lettuce (all con-
ventional production); 38 samples of iceberg lettuce (12 organic and 26
conventional); 15 samples of baby lettuce (6 organic and 9 conven-
tional); 22 samples of salad mixes (also named “ready-to-eat salads” or
“4th range salads”, all from conventional production); 14 arugula
samples (all from conventional production); and 50 samples of spinach
(17 organic and 33 conventional). The sampling of all the vegetables
was carried out among the large supermarkets, which supply most of the
Canarian population. In the case of organic agricultural samples, they
were purchased from establishments specialized in organic products.
The sampling was planned according to the criteria established in
Commission Regulation (EC) No. 1882/2006, establishing the sampling
and analysis methods for the official control of nitrate content in certain
food products. Upon arrival at the laboratory, the samples were exam-
ined and cleaned of possible dirt with a damp paper towel, and the
inedible or damaged external leaves were removed. After cleaning, the
samples were frozen. The maximum storage period before analysis never
exceeded 6 weeks.

2.3. Nitrate extraction

All analytical procedure for the determination of nitrates in leafy
vegetables followed the Official Method EN 12014-4:2005 and were
performed at Las Palmas Public Health Laboratory, which is accredited
following the ISO/IEC 17025 standard.

A 100 g portion of the sample (edible part of vegetable) was ho-
mogenized using a laboratory grinder (Knifetc 1095, Foss, Hillerad,
Denmark). 2.5 + 0.2 g of homogenized sample was mixed with 25 ml
ultrapure water at 70 °C and 1.25 ml of a saturated solution of disodium
tetraborate, After mixing, the samples were boiled for 15 min in a
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thermostated bath (Precisterm 6000141, Selecta, Madrid, Spain). After
cooling, ultrapure water was added to the mixture up to a weight of 61.5
¢ and centrifuged at 4500 rpm for 15 min (Macrotronic BL centrifuge,
Selecta, Madrid, Spain). The supernatant was subjected to a clean-up
step using C18 cartridges that were pre-conditioned with 5 ml meth-
anol. The purified extracts were diluted 1:1 with ultrapure water prior to
chromatographic analysis. For plants for which, based on previous
laboratory experience, a high concentration of nitrates was expected
(=625 mg/kg) a 1:20 dilution with ultrapure water was applied to
match the measurement range. All dilutions were registered in the
“sample set” table of the computer software. Before placing the samples
in the chromatographic vials, the extracts were filtered through 0.2 pm
% 47 mm syringe filters (VWR, Pennsylvania, USA). The chromato-
graphic analyses were performed on the day of the extraction.

2.4. Instrumental quantification of nitrates

The extracts were subjected to chromatographic analyses for the
quantitative determination of nitrates using a Waters 2695 system
(Waters corporation, Massachusetts, USA) consisting of a binary pump, a
photodiode Array (PDA) detector and a Rheodyne injection valve with a
25 pl injection loop. The system was interfaced to a personal computer
for instrumentation control, data acquisition, and processing, equipped
with the chromatographic software (Empower'™, Waters). An IC-Pak
anion column (50 mm x 4.6 mm inner diameter, particle size 10 pm)
was used for all chromatographic separations. The volume of the in-
jection was 10 pl. The mobile phases consisted of 0.05 M phosphate
buffer (A), and ultrapure water (B) and were set in an isocratic mode
(1:1) at a flow rate of 1.0 ml/min at a constant temperature of 25 °C. The
PDA detector was programmed at a fixed wavelength of 210 nm. The
total run time was 20 min. Nitrate retention time was 11.51 min. The
limit of quantification was 5 mg/kg. The relative uncertainty of the
measurement within the entire validated range was <14%. Nitrate re-
coveries in leafy vegetables were between 96.7 and 105.4%. The method
was accredited by the Spanish National Accreditation Body (ENAC), and
the laboratory has successfully participated in the intercomparison ex-
ercises among accredited laboratories.

2.5. Dietary intake estimates and health risk assessment

To estimate the intake of nitrate, the consumption of each type of
leafy vegetable by the Canarian population (kg/day) (Serra Majem et al_,
2000) was multiplied by the median value of nitrate (mg/kg fresh
weight) in that type of vegetable, and the results were expressed in
mg/kg body weight/day. Both average consumers and high consumers
(those in the 97.5th percentile (P97.5)) were considered, and the esti-
mations were done for two age groups: adults (>17 years) and children
(7-12 years). For the estimation of the risk-benefit ratio, the values of
estimated daily intake (EDI) of nitrates for each scenario (average and
high consumers) and age group were compared with the acceptable
daily intake (ADI) of 3.7 mg/kg bw/day (EC, 2006), which is equivalent
to 251.6 mg for a 68 kg adult, and 81.4 mg for a 22 kg child.

2.6. Statistical analyses

Statistical analyses have been carried out with the GraphPad Prism
6.0 software (GraphPad Software, CA, USA). The distribution of the
nitrate concentration series for each type of plant was evaluated using
the Kolmogorov-Smirnov test, and the result indicated that they did not
adjust to a normal distribution, therefore the results, apart from mean +
deviation standard, have been expressed in terms of the median and the
interquartile range. The comparison of the nitrate content in the crops
produced under different agricultural systems (organic and conven-
tional) or grown in different seasons of the year was made using the
Mann-Whitney U test. A probability value (P) less than 0.05 has been
considered statistically significant.
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3. Results and DISCUSSION
3.1. Nitrate content in the leafy vegetables

In Table 1, we show the descriptive study of the concentration of
nitrates found in regulated and non-regulated leafy vegetables of high
consumption in the Canary Islands (Spain), considering the complete
series.

As for the plants with the maximum content of nitrates regulated,
arugula stands out as the one with the highest levels (median = 3144.2
mg/kg). This seems logical since different studies have shown that this
vegetable is one of those with the highest concentrations of nitrates
(Colla et al., 2018). Arugula is considered a hyper-accumulator of ni-
trates (Cavaiuolo and Ferrante, 2014), and is, therefore, the vegetable
with the highest maximum limits set (7000 mg/kg for arugula harvested
in winter, and 6000 mg/kg harvested in summer). On the contrary, we
must emphasize that none of the samples analyzed in this study excee-
ded these legal limits. The levels found in arugula grown in the Canary
Islands are considerably lower (even almost half) than those reported in
most published studies (Durazzo et al., 2013; Guadagnin et al., 2005;
Kmecl et al., 2019; Temme et al., 2010; Temme et al., 2011) and similar
to those described for crops grown under experimental conditions to
reduce nitrate content (Vernieri et al., 2006). The reason for these
relatively low concentrations could be related to the climate of these
islands, which is usually dry and sunny. It has been described that, at
low light intensity conditions (i.e., cloudy days or winter periods),
photosynthesis rates decrease, and nitrate accumulation increases
(Cavaiuolo and Ferrante, 2014). This seems to be corroborated by the
levels found in the rest of the vegetables analyzed in this study since
most of them present lower levels than those published by other authors
with samples collected in regions with colder climates and more marked
seasonality. Thus, spinach grown in the Canary Islands presented a
median value of NOs of 1044.2 mg/kg, although there were some
samples with a content higher than the maximum permitted limit (n =7,
all sampled in winter). However, the average of the many studies that
reported nitrate values in spinach is more than double (2345 mg/kg),
and, in general, the percentage of samples that exceed the legal limit is
also higher (Colla et al., 2018). Something similar occurs with the
different varieties of lettuce analyzed, all grown in the Canary Islands
(like the rest of the vegetables in this study). A great variability was
observed between samples and varieties of lettuce. Also, a significant
number of samples had undetectable nitrate levels (<LOQ, n = 18;
13%), and none exceeded the legal limit. However, overall, the average
concentration found in the varieties of lettuce included in this study was
one-third of the average reported in the studies published to date (579
mg/kg vs 1694 mg/kg) (Colla et al., 2018). Only older studies report
lower or similar levels of nitrates in lettuce to those described in this
study (Fytianos and Zarogiannis, 1999; Greenwood et al., 1986; Lyons
et al, 1994; Maynard et al., 1976). For leafy vegetables that are
consumed in the Canary Islands, but which do not have the regulated
nitrate limit, the nitrate levels were also lower, or at least not higher,
than those described in other studies. Thus, the nitrate levels of water-
cress grown in the archipelago were 2-6 times lower than those
described in the independent studies that have been studied to date
(Guadagnin et al, 2005; Meamarbashi and Alipour, 2014; Thomson
etal., 2007). These authors indicate that watercress is a vegetable with a
high to a very high concentration of nitrates (Meamarbashi and Alipour,
2014; Thomson et al., 2007), and in a recent publication in which a
nitrate content of vegetables database is presented, the authors describe
watercress as having a median (IQR) content of 1748 mg/kg (range
1223-3806 mg/kg from 12 publications) (Blelkenhorst et al., 2017).
However, surprisingly, in the data published by the EFSA expert group
in 2008, watercress was the crop with the lowest nitrate levels of all the
vegetables studied, with a median value of only 12 mg/kg (EFSA,
2008b). As mentioned above, there are not too many studies on water-
cress, but this crop appears to have highly variable nitrate
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Table 1
Concentrations of NOj in the different types of leafy vegetables of high consumption in the Canary Islands (mg/kg fresh weight).
Vegetable mean SD median D25-P75 Range
With maximum content set in the EU
Romaine letince 819.7 669.2 710.3 279.0-1051.0 0.0-3188.2
Iccherg lettuce 607.5 427.0 515.7 280.2-751.0 0.0-1822.1
Baby lettuce 681.2 826.7 465.0 137.6-895.5 0.0-3077.3
Spinsch 1191.0 1110.1 1011.2 181.8-2153.0 0.0-6071.3
Salad mixes (fourth range salad) 720.0 677.3 595.0 274.4-1003.1 0.0-2561.1
Arugula (rocket) 3266.2 900.1 31414.2 2637.1-1130.2 1824.1-1677.2
No Maxinmum Content set in the EU
‘Walercress 791.7 880.5 450.5 124.9-1335.2 0.0-1187.2
Chard 1750.2 1158.1 17884 879.0-2519.1 122.3-1362.2

concentrations. In our research, for example, up to 23% of the samples
had virtually undetectable levels. However, in contrast, almost 20% of
the samples had levels >2500 mg/kg and five samples had levels >4000
mg/kg. In the case of chard, the same trend was not maintained, and
nitrate levels in chard grown in the archipelago showed a nitrate level
similar to the average of the published works (1788.4 mg/kg vs 2275
mg/kg) (Blekkenhorst et al., 2017; Colla et al., 2018). However, in the
nitrate content of vegetables database mentioned above, the authors
describe Swiss chard as having a highly variable contents of nitrate
(range 23-3622 mg/kg from 13 publications) (Blekkenhorst et al,
2017). In the case of this vegetable, our results showed a more homo-
geneous distribution, although we highlight that up to 12% of the
samples had concentrations 3500 mg/kg.

In Fig. 1, we have represented the results graphically, expressing
them as a percentage of the maximum level of nitrates corresponding to
each vegetable. To compare both groups of plants (regulated and un-
regulated), we have applied a theoretical maximum level to plants that
are not legally regulated, which would be the same as the regulated
plants that in our series had similar concentrations of nitrates. Thus, for
watercress, we have applied a theoretical maximum level of 3000 mg/kg
for the product harvested in summer and 4000 mg/kg for those har-
vested in winter. These are the limits for open-grown lettuce (EC, 2006),
which is the regulated crop with the most similar concentrations to
watercress in our study. Similarly, in the case of chard, we have applied
a theoretical maximum level of 3500 mg/kg, which is that of spinach,

which is also the regulated product that most resembles chard in terms
of nitrate concentration. As can be seern, up to 17.4% of the chard and
watercress would have exceeded these theoretical limits, which con-
trasts with the low percentage of violations of the maximum levels in the
effectively regulated vegetables, which only amounts to 3.8% (P =
0.0002). This would indicate that, when setting maximum levels, let-
tuce, spinach, or arugula producers would apply good agricultural
practices so that their products do not exceed them (Vernieri et al.,
2006). It has been established that current nitrate limits are likely to be
violated when total N exceeds 200 kg/ha, especially in certain crops,
such as arugula or spinach (Kyriacou et al., 2019). This is also possible in
chard and probably in watercress, as these are also considered high
accumulators of nitrates. Therefore, it is possible that if maximum limits
for nitrate content in chard and watercress were established, changes in
agricultural practices for these crops would be introduced and concen-
trations would decrease.

The levels of many leafy vegetables have been described as varying,
according to the season of the year in which they are grown. In general,
the literature is consistent in indicating that autumn-winter levels tend
to be higher (Brkic et al., 2017; Guadagnin et al., 2005; Kyriacou et al.,
2019; Salehzadeh et al., 2020; Temme et al., 2010). This effect is
particularly noticeable in the case of lettuce and arugula, and not so
marked for other crops. So much so, that even the legislation establishes
differences in the limits of nitrates allowed in lettuce and arugula (EC,
2006), the tolerance being higher in winter than in summer. This is

ML

p =0.0002
*kk

% MAXIMUM LEVEL

1/2 ML

1

% ML real

% ML theoretical

Fig. 1. Percentage of samples that would exceed the maximum content of NOg (real vs. theoretical). The lines show the medians, the boxes cover the 25th to 75th
percentiles, and the minimal and maximal values are shown by the ends of the bars.

99



s

—/

V. Martin Leon and O.P. Luzardo

because, even with the best agricultural practices, it is sometimes
complicated to produce these vegetables with low nitrate levels (Aires
et al., 2013; EFSA, 2008a). However, as shown in Table 2, none of the
vegetables in this study presented significant differences in their nitrate
concentration as a function of seasonality. However, it should be noted
that all the vegetables analyzed in this study have been grown in the
Canary Islands, and this archipelago is characterized by having a very
stable subtropical climate, with a thermal oscillation of 6 °C between
seasons, and an annual average temperature ranging between 18 and
24 °C (Lembrechts et al., 2020). Furthermore, it seems that the reason
for vegetables accumulate more nitrates in winter has to do with low
light intensity (Maynard et al., 1976). However, the Canary Islands is the
region in Europe with the highest number of annual sunshine hours
(>>4600), and the average mumber of sunshine hours per day in the
winter months (October—March, 5.8 h/day) is not too far from the
average number of hours of sunshine in summer days (April-September,
8.1 h/day). These differences in light activity may not be sufficiently
marked to influence significant differences in the seasonal accumulation
of nitrates in vegetables grown in the archipelago.

As regards the mode of production, we were only able to compare
four types of vegetables because they were the ones available on the
market at the time of sampling (Table 3). Numerous studies have carried
out comparative research between organic and conventional crops
regarding nitrate accumulation. The results are not consistent and
depend a lot on the type of plant, the geographical region of the vege-
tables, and above all, the agricultural practices used in one or another
mode of production (Lima et al., 2012). Thus, numerous studies indicate
that organic vegetables have significantly lower nitrate levels than
conventional ones (oh et al, 2012; Merino et al., 2006; Nunez de
Gonzalez et al., 2015). However, other studies do not find differences, or
find the relation to be inverse (De Martin and Restani, 2003). The latter
is our case since, as can be seen in Table 3, nitrate levels in three of the
four vegetables studied were significantly higher in organic cultivation.
This is particularly surprising in the case of spinach, whose concentra-
tions were 2.5 times higher, and to a lesser extent, in watercress and
chard. Although most studies indicate that organic agriculture produces
vegetables with lower nitrate concentrations, this largely depends on the
type of fertilizer used in both modes of production (Li and Zhang, 2020).
Organic fertilizers generally increase yield and quality of plants, but
their excessive or inadequate application can cause serious environ-
mental risks such as nitrate pollution (Li and Zhang, 2020). However, it
should be noted that the NOj levels found in the organic crops included
in this study are still lower than those reported in most of the available
studies.

3.2. Estimated daily intake of nitrates through the consumption of leafy
vegetables and risk assessment

In Table 4 we have summarised the exposure to nitrates through
consumption of each type of leafy vegetable for average and 95th
percentile consumers, and for two population groups (adults and chil-
dren), as recommended by the EFSA (EFSA, 2010a). As the number of
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data below the LOQ in our series was very low, we did not consider
providing the range with a lower bound (where all results below the
LOQ were substituted by 0), and an upper bound (where all results
below the LOQ were substituted by that LOQ) (EFSA, 2010a). For
simplicity, we only employed the middle-bound approach (namely
estimated daily intake (EDI) in Table 4), where the results below the
LOD were substituted by 0, and the results below the LOQ but above the
LOD were substituted by the LOD). It should be borne in mind that some
of these vegetables (spinach and chard) are partly consumed in cooked
form, and that it has been estimated that cooking can reduce the nitrate
content of the vegetable by up to 50%. However, as we have made the
determinations on fresh uncooked vegetables, and since most of them
are consumed fresh, we have ignored the effect of cooking. In other
words, the calculations that we present could be somewhat over-
estimated, especially regarding the dietary intake of nitrates from the
consumption of chard and spinach. For all estimates, we calculated the
percentage of the ADI set for nitrates (3.7 mg/kg bw/day) (EFSA, 2008a)
which represents the daily intake through consumption of each vege-
table (Table 4). We also calculated the distribution of nitrate exposure
by consuming each plant, considering the individual values in the
probabilistic analysis. Calculations were made using the Monte Carlo
system for stochastic modeling of dietary exposure (McNamara et al.,
2003), using the Excel program (Microsoft 365, Redmond, USA). Ac-
cording to this algorithm, multiple exposures are calculated, randomly
selecting consumption data from the database (random people) and
multiplying it by a randomly selected nitrate concentration in the
vegetable species from the concentration database. The number of
possible calculations was different for each vegetable since the sample
sizes were different for each of them. Thus, the calculation iterations
depended on the number of nitrate results available for each vegetable
and the number of respondents to the nutritional surveys and ranged
from 4732 (consumption of arugula in children) to 30720 (consumption
of watercress in adults) calculations. The different possible results
generated in an iterative way were represented graphically in box and
whiskers graphs representing the range of results obtained for each
vegetable, in each consumption scenario (average and high consumers),
and both for adults and children (Fig. 2).

As shown in Table 4, for average consumers, the EDI of nitrates does
not exceed the ADI value of any of the vegetables. However, it is
confirmed that all of them contribute significantly to the exposure to this
mineral. Among the vegetables studied, the one that contributes the
most to the diet of adults is arugula. However, this result should be
considered with caution, because no data are available on consumption
of this vegetable in this region, and data on lettuce have been used to
make the estimate. In the case of children, the estimate for chard is
striking, as it contributes almost 61% of the ADI and of the nitrates in
those children that consume this vegetable (50" percentile). Although
the arugula is also a relevant contributor to nitrate exposure, chard -
whose maximum content of nitrates is not limited in the EU - is the major
contributor to nitrate exposure in this age group of the Canary popula-
tion (Table 4). When we examine the probabilistic distribution of the
exposure (Fig. 2), no relevant risk is observed either. However, it should

Table 2
Comparison of the concentration of NOj in the different types of leafy vegetables (mg/kg fresh weight) between two seasons, summer vs. winter.
Summer Winter P
Vegelal mean SD median  P25-P75 Range nean SD median P25-F75 Range
With maximum content set in the EU
Romaine lettuce 770.2 609.7 799.0 465.9-918.9 0.0-3188.2 871.2 734.5 658.9 252.7-1572.3 0.0-2551.3 n.s.
Iceberg lettuce 557.3 457.3 482.4 270.8-633.5 0.0-1822.3 663.2 396.1 669.0 368.5-807.1 98.3-1538.1 n.s.
Salad mix (fourth range salad) 1756.1 1157.3 1578.2 392.0-2776.2 0.0-1124.2 1725.1 1102.3 11354 508.1-3018.2 81.6-1677.2 .8
Spinach 12053 11541 937.4 531.4-1500.2  0.0-4802.1 17942 1660.2  1490.3 0.0-2666.3 0.0-6074.1 n.s.
No Maximum Content set in the EU
Watercress 983.5 1227.3 364.5 74.0-1637.2 0.0-4187.1 783.7 564.1 676.0 293.2-1291.1 90.0-2051.1 n.s.
Chard 1525.2 1403.1 1092.0 189.0-2365.1 0.0-4260.0  1874.1 1005.0  1961.1 1458.1-2539.2  0.0-4362.1 n.s.
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Table 3
Comparison of the concentration of NOj in the different types of leafy vegetables (mg/kg fresh weight) between two types of production, conventional vs. organic.
Conventional Organic P
Vegetable mean sD median P25-P75 Range mean s median P25-P75 Range
With maximum content set in the EU
Iecberg lettuce 875.5 508.9 804.7 425.1-1397.2 354.2-1538.1 519.0 2221 608.9 266.1-682.0 254.3-721.3 n.s.
Spinach 1449.0 14552 10282  4324-2119.2  0.0-6074.3 25102 2575.1  2510.2%  2453.1-2567.2  2453.1-2567.2  0.0200
No Maximum Content set in the EU
Walercress 746.5 893.8 109.0 118.9-1263.0  0.0-1187.2 11311 738.3 1374.1 % 199.8-1880.1 112.9-1953.3 0.0112
Chard 1568.0  1158.3 16052  540.7-2461.0  0.0-4260.3 2520.1  835.3 22681 % 2015.1-2763.1  1620.1-1362.2  0.0365
Table 4

Daily exposure to NO3 through the consumption of each of the leafy vegetables, according to the eonsumption pattern in the Canary Islands. Only people who consume
this vegetable are considered and the results are expressed in mg/kg body weight/day.

Adults - eonsumers percentile 50

Adulis - consumers percentile 97.5

Lealy vegetable consumed Consumplion (g/day) EDI % ADI (mean) Consumption (g/day) EDI % ADI (mean)
With maxinmun content set in the EU
Romaine lettuce 33.7 0.42 12.44 170 212 62.77
Iceberg lettuce 0.49 15.87 3.02 95.77
Baby letiuce 0.26 10.31 1.32 5217
Salad mix (fourth range salad) 0.33 10.93 1.69 55.13
Spinach 41.79 0.73 28.12 200 3.48 134.57
Arugula (rocket) 33.7° 1.83 19.46 1707 9.25 250.00°
No Maximum Content set in the EU
Walercress 41.39 0.31 14.72 204 1.51 71.32
Chard 41.26 1.23 32.52 112 3.28 86.70

Children - consumers percentile 50

Children - consumers percentile 97.5

Leafy vegetable consumed Consumption (g/day) EDI % ADI (mean) Consumption (g/day) EDI % ADI (mean)
With maximum content set in the EU
Romaine lettuce 13.48 078 68 3.93 117.72
Ieeberg lettuce 0.93 29.76 5.64 179.58
Baby lettuce 0.49 19.39 247 97.81
Salad mix (fourth range salad) 0.63 2019 316 103.37
Spinach 22.98 1.36 52.72 110 6.53
Arugula (rocker) 6.74" 1.72 46.48 34" 8.67 234.45%
No Maximum Content set in the EU
Watereress 22.76 0.53 27.62 112 2.82 133.72
Chard 18.15 231 60.97 48.4 6.15 162.55

# Since no data regarding arugula intake arc available, it was considered similar to that of lettuce intake in adults, and 50% of lettuce consumption in children,
although this eonsumption is probably overestimated, cspeeially in percentile 97.5.

be noted that a percentage of the possible iterations indicate that the ADI
has been exceeded in the case of consumption of spinach in adults
(1.67%, 432 iterations) and in the case of spinach (8.32%, 1004 itera-
tions) and chard (17.54%, 1821 iterations). The latter is striking, since,
as can be seen in Fig. 3, both nitrate concentrations and dietary intake in
Canarian children is significantly higher in the case of a vegetable with
no regulated maximum limit (chard) than in one regulated for similar
consumption (spinach).

At the high percentile of consumption (P97.5), which could include,
for example, certain strict vegetarians (vegans), exposure to nitrates
through the consumption of leafy vegetables increases considerably.
Even so, in adults, the maximum recommended level is not exceeded,
except in the case of arugula and, to a lesser extent, spinach. However,
this is of particular concern in children, since in large consumers of
green leafy vegetables, the ADI of nitrates would be exceeded with the
consumption of virtually all the leafy vegetables studied (Table 4 and
Fig. 2). These results are consistent with those evaluated by the EFSA
expert group, which does not rule out the risk in extreme situations, such
as those where a high consumption of spinach is combined with the
presence of high levels of nitrates in spinach (EFSA, 2010b). The expert
group ruled out that lettuce poses a real risk for very young children

since it is hardly part of their diet. However, in the case of older children,
excessive consumption can cause important adverse health effects. Our
results indicate that, although moderate consumption of leafy vegeta-
bles is highly recommended for children, care must be taken when large
amounts are provided, including chard and watercress in the case of
Canarian children.

Finally, as this is a study carried out in the Canary Islands, we
consider important to highlight the role of watercress in terms of its
contribution to the supply of nitrates to the diet. The consumption of this
vegetable in Europe is practically marginal since it is a very unknown
and little cultivated vegetable. Most consumers also eat it inadvertently
mixed with other vegetables in pre-prepared convenience salads (ready-
to-eat or 4th range salads). However, in the Canary Islands, it is the main
ingredient of one of its most appreciated traditional gastronomic elab-
orations: watercress stew. In addition, watereress is consumed in the
archipelago in many other recipes, raw or cooked. Therefore, in this
territory, it is the green leafy vegetable with the highest daily con-
sumption and with a higher percentage of consumers among the general
population (Serra Majem et al., 2000). As we have described above, their
contribution of nitrates to the Canarian diet could even exceed the ADI
in children in the high percentile of consumption, representing about
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Fig. 2. Box and whiskers graphs showing the probabilistic distribution of the exposure to nitrates through the consumption of the different regulated and unreg-
ulated vegetables in adults (left panels) and children (right panels). The exposure scenarios are shown for average (upper panels) and high consumers (97.5
percentile, lower panels). The lines show the medians, the boxes cover the 25th to 75th percentiles, and the minimal and maximal values are shown by the ends of

the bars.
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Fig. 3. Comparison in the nitrate content (left) and exposure through consumption (right) between two vegetables of similar culinary uses, one regulated regarding
the maximum content of nitrates in the EU, spinach, and other that is unregulated, the chard.
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15-28% of the ADI for average consumers (adults and children). We
consider that these results are very relevant and that the European
regulatory authorities should take them into account for two important
reasons. Firstly, although the nitrate levels indicated in this study are not
excessively high (Tables 1-3), it should be noted that watercress is
considered a hyper-accumulating of nitrates vegetable. The watercress
analyzed in this study were grown in the Canary Islands. As already
discussed, the weather conditions of this territory favour a low accu-
mulation of this mineral. However, at the peaks of consumption (mainly
in the coldest months of winter), watercress grown out of the archipel-
ago is imported. In this case, taking into account the concentrations
reported in other studies (Blekkenhorst et al., 2017; Guadagnin et al,,
2005; Meamarbashi and Alipour, 2014), the exposure of consumers in
the Canary Islands could be up to 10 times higher, and risk situations
could occur as the ADI would be largely exceeded. On the other hand, it
should be noted that watercress has obtained the highest score on the
nutrient density scale, and it has been classified as high potency food (Di
Noia, 2014). This could cause an exponential increase of its consumption
in other regions other than the Canary Islands, similar to what has
happened with kale, Chinese cabbage, beet green, or chicory. For all
these reasons, we consider it appropriate to set maximum nitrate limits
for both watercress and chard, similar to those set for spinach.

Itis important to carry out estimation studies for the different regions
since the ADI of 3.7 pg/kg/day estimated by the WHO may either not be
reached or be widely exceeded, depending on the food consumption
habits of a certain area (Gorenjal and Cencic, 2012). Thus, the ingestion
of nitrates can double the ADI with the traditional diet in China (Zhong
et al., 2002), quadruple it with the traditional diet in Japan (Sobko et al.,
2010), or even be six-fold higher with the dietary approach for the
treatment of hypertension in the United States (Gorenjak and Cencic,
2012). In our case, the consumption pattern of the average consumer in
the Canary Islands would give us an exposure to nitrates similar to that
reported for other European countries if we only considered vegetables
regulated in the EU (around 20-48% of the ADI in average consumers,
and around 80-120% of the ADI in intensive consumers) (Brkic et al.,
2017; De Martin and Restani, 2003; Quijano et al., 2017; Temme et al,,
2010; Temme et al., 2011). However, when we include watercress and
chard in the equation, the exposure pattern in the Canary Islands is
already clearly distinguished from that of other European regions, since
for example, watercress would contribute only 5.1% of the ADI in Eu-
ropean regions (Gorenjak and Cencic, 2012), while as we have previ-
ously presented, in the Canary Islands this vegetable alone could lead to
the ADI being widely exceeded.

4. Conclusions

Our results indicate that leafy vegetables grown in the Canary Islands
have moderate nitrate levels, considerably lower than those reported in
most of the studies. There were also no seasonal differences in the nitrate
content of these vegetables. Both the relatively low concentrations and
the lack of differentiation between summer and winter could be due to
the stable climate and high sun exposure in this region. Several of the
organic vegetables grown in the Canary Islands, contrary to what is
usually reported, had higher levels than those of the conventional crop.
This might be related to the inadequate use of organic fertilizers by
farmers in the archipelago. The levels found in two vegetables with no
maximum limit of nitrates, watercress, and chard should be highlighted.
These vegetables are widely consumed in the Canary Islands, and ac-
cording to our results, they can contribute significantly to global expo-
sure, even more than other vegetables that are regulated. For this
reason, we believe that it would be appropriate for EU regulatory au-
thorities to consider setting maximum nitrate limits for chard and
watercress, which could be similar to those set for spinach.

Food and Chemical Toxicology 146 (2020) 111812

CRediT authorship contribution statement

Veronica Martin Leon: Literature research, Laboratory work,
Formal analysis, Statistical analysis. Octavio P. Luzardo: Guarantor of
integrity of the entire study, Literature research.
Declaration of competing interest

The authors declare that they have no known competing financial

interests or personal relationships that could have appeared to influence
the work reported in this paper.

References

Agt

n, 2011. ENIDE: national survey of dietary intake (2009-2010). Results on
consumption data. In: Agencia Fspafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricién.
Gobierno de Espaiia,

Accosan, 2014a. ENALIA 2 survey. National Food Survey in the adult, clderly and
pregnant population (2012-2014). Results on consumption dara. In: i
Espaiiola de Seguridad Alimentaria y Nutricién, Gobierno de Espaiia,

Aecosan, 2014b. ENALIA survey. National food survey of children and adolescents
(2012-2014). In: Resulls on conswmplion data. Agencia Espaiiola de Seguridad
Alimentaria y Nutricion. Gobierno de Espaiia.

Aesan, 2011. Report of the Scientific Commirtee of the Spanish Agency for Food Safery
and Nutrition (AESAN) in relation to the risk assessment of infants and young
children’s exposure fo nitrates resulting from the consumption of chard in Spain.
Revista del Comnité Cientifico AESAN 1-24,

Ahmed, M., Rauf, M., Mukhtar, Z., Saced, N.A., 2017, Excessive use of nitrogenous
fertilizers: an unawareness causing serious threats to environment and human

alth. Environ. Sci. Pollut. Res. Int. 24, 26983-26987.

arvalho, R., Rosa, E.A., Saavedra, M.J., 2013. Effects of agricultur
syslems on nitrate and nitrite accumulation on baby-leaf salads. Food S
3-7.

Anglade, J., Medina, M.R., Billen, G., G 2018, Organic market gardening
around the Paris agglomeration: agro environmental performance and mpam) to
meer urban requirements. Environ. Sei. Pollut. Res. Int. 2!

Apostoli, G.I., Solomon, A., S ., Winyard, P.G., Ei 2[)\4 Tole of
inorganic nitrate and nitrite in driving mlm oxide ¢cGMP mediated mJubmuu of
platelet aggregation in vitro and in vivo. J. Thromb. Ilacmostasis 12, 1880-1889.

Beule, L., Corre, M.D., Schmidt, M., Gobel, L., Veldkamp, E., Karlovsky, P., 2019.

C on of monoculture cropland and open grassland to agroforestry alters the
abundance of soil bacteria, ﬂmg\ and soil-N-cyeling genes. Plo$ One 14, e0218779,

.C. J.R., Devine, A,

Shinde, S 2017. Development of a
reference database for assessing dnmn nitrate in vegetables. Mol. Nutr. Food Res.
61, 16009

Bondaenno,

production
Nutr. 1,

! .., Hodgson, J.M., 2016. Dietary nitrate, nitric oxide, and

(lln\(l\ulhullu\llh Cril. Rev. Food Sci. Nutr. 56, 2036-2052.

Brkic, D., Bosnir, J., Bevardi, M., Boskovic, A.G., Milos, S., Lasic, D., Krivohlavek, A.,
Racz, A., Cuic, AM., Trstenjak, N.U., 2017. Nitrate in leafy green vegetables and
estimated intake. Afr. J. Tradit., Complementary Altern. Med. 14, 31-41.

Cavaiuolo, M., Ferrante, A., 2014. Nitrates and glucosinolates as strong determinants of
the: ntritional quality n rockel lealy salads. Nulrients 6, 1519-1538.

Colla, G., Kim, I1. J., Kyriacou, M.C., Rouphacl, ¥., 2018. Nitrate in fruits and vegetables.
Sci. Horlie, 237, 221-238,

Cunningham, L., 2013, Dictary nitrates and nitrites harmful? Ilelpful? Or paradox?

J. Acad. Nutr. Diet. 113, 1268.

De Marlin, 8., Restan, P., 2003. Delenmination of nitrales by a novel ion
chromatographic method: oceurrence in lealy vegetables (organic and conventional)
and exposure assessment for Italian consumers, Food Addit. Contam. 20, 787-792,

Di Noia, J., 2014. Defining powerhouse fruits and vegetables: a nutrient density
approach. Prev. Chronie Dis. 11, F95.

Durazzo, A., Azzini, E., Lazzé, M.C., Raguzzini, A., Pizzala, R. ani, G., 2013, Tt
wild Rocket [Diplotaxis Tenuifolia (..) DC.1. Wfluence of agricultural practices on
antioxidant molecules and on cylotoxicity and antiproliferative effects. Agriculture
3, 285-298.

e, 2006. Commission regulation (KII) No 1258/2011 of 2 december 2011 amending
regulation (EC), In: No 1881/2006 as Regards Maximmun Levels for Nilrates in
Foodstuffs. Off J Eur Union. 1.320/315.

FFSA, 2008a. Nilrate in vegelables - scientific opinion of the panel on contaminants in
the food chain. The EFSA Journal 689, 1-79.

. 2008h. Polycyclic aromaric hydrocarbons in food. Scienrific opinion of the panel
on contaminants in the food chain, The EESA Joumnal 724, 1-11

EEFSA, 2010a. Management of lefi-censored data in dietary exposure assessment of
chemical substances, EFSA journal 8, 1-96.

EFSA, 2010b. Statement on possible public health risks for infants and young children
from the presence of nitrates in leafy vegetables, The EFSA Journal 8, 1935,

Fylianos, K., Zarogiannis, P., 1999, Nitrale and nitrile accumulation in fresh vegetables

Bull. Environ. Contam. Toxicol. 62, 187-192.

wcic, A., 2012, Nitrale in vegetables and (heir ipact on humsn

Acta Alimen. 42.

lian

It

from Greec
Gorenjak, A.H., C
health. A review.

103



"5 ARTICULO 1. overno

V. Martin Leon and O.P, Luzardo

Greenwood, D.J., Neeteson, J.J., Drayeott, A., 1986, Quantitative relationships for the
dependence of growth rare of arable crops on their nitrogen content, dry weight and
aerial environment. Plant Soil 91, 281-301.

dagr 3., Rath, 5., Reyes, F.G.,

vegetables produced through different agricultural systems. Food Addit. Contam. 22,

12031208,

Habermeyer, M., Roth, A., Guth, 8., Diel, B., Engel, K.H., Epe, B., Furst, P., Heinz, V.,
Humpl, H.U., Joost, H.G., Knom, D., de Kok, T., Kulling, S., Lampen, A., Marko, D.,
Rechkemmer, G., Rietjens, L, Stadler, R.H., Vieths, S., Vogel, R., Steinberg, P.,
Eisenbrand, G., 2015, Nilrate and nitrite in the diet; how Lo assess their benelit and
risk for human health. Mol. Nutr. Food Res, 59, 106-128.

Hakeem, K.R., Sabir, M., Ozrurk, M., Akhtar, M.S., Ibrahim, F.H., 2017. Nitrate and
nitrogen oxides: sources, health effects and their remediation. Rev. Environ. Contam.
Toxicol. 212, 183-217.

Hobbs, D.A., George, T.W., Lovegrove, J.A., 2013, The effects of dielary nitrate on blood
pressure and endothelial function: a review of human intervention studies. Nutr. Res.
Rev. 26, 210-222.

Hord, N.G., Tang, Y., Bryan, N.5., 2009. Food sources of nilrates and nitrites: the
physiologic context for potential health benefits, Am. J. Clin. Nutr. 90, 1-10.

Tammarine, M., Di Taraulo, A., Cristino, M., 2014, Monitoriug of nitriles and nilrales
levels in leafy vegetables (spinach and lettuce): a contribution to risk assessment.
J. Sei. Food Agrie. 94, 773-778.

IARC, 1978. IARC Monographs on the Evaluation of the Carcinogenic Risk of Chemieals
to Humans. Some N-Nitroso C ds. Waorld Health Organization, Lyon,
pp. 1-350. Available at: hiip:/, shs.dare.fr/ENG/Monographs/vol1-42/mon
a17.pdf.

IARC, 2010. Ingested nitrate and nitrite, and cyanobacterial pepride roxins. IARC (Int.
Agency Res. Cancer) Monogr. Eval. Carcinog, Risks Hum. 94, 1-464.

Jackson, J., Patterson, A.J., MacDonald-Wicks, I, Mckvoy, M., 2017. ‘The role of
inorganic 1 e and mitrite in CVD, Nulr. Res, Rev. 3 17-261,

JECFA, 1998. Joint FAO/WHO expert committee on food additives. Safety evaluation of
certain food additives and contaminants. In: WHO Food Additives Series 40. World
Iealth Organization.

Jones, A.M., Thompson, C., Wylie, L., Vanhatalo, A., 2018. Dietary nitrate and physical
performance. Anmu. Rev. Nuir. 38, 303-328,

Karwowska, M., Kononiuk, A., 2020, Nitrates/nitrites in food risk for nitrosative stress
and benefits. Antioxidants 9.

Khalifi, S., Rahimipour, A., Jeddi, S., Ghanbari, M., Kazerouni, F., Ghasemi, A., 2015.
Dietary nitrate improves glucose tolerance and lipid profile in an animal model of

Nitric Oxide 44, 24-30.

, D., Franic, M., Ban, S.
vegetables in the Slovenian market. Food Addit. Contam. Part B Surveil
216-223.

Kobayashi, J., Ohtake, K., Uchida, H., 2015. NO-rich diet for lifestyle related diseases.
Nutrients 7, 4911-1937,

Koh, E., Charoenprasert, S., Mitchell, A.E., 2012, Effect of organic and conventional
cropping systems on ascorbic acid, vitamin C, flavonoids, nitrate, and oxalate in 27
varieties of spinach (Spinacia aleracea L.). J. Agric. Food Chem. 60, 3144-3150.

Kyriacou, M.C., Soteriou, G.A., Colla, G., Rouphael, Y., 2019. The occurrence of nitrate
and nitrite in Mediterranean fresh salad vegetables and its modulation by preharvest
practices and postharvest conditions. Food Chem. 285, 468-477.

Lembrechts, J.J., Aalto, ., Asheroft, M.B., De Frenne, P., Kopecky, M., Lenoir, I.,
Luoto, M., Maclean, LM.D., Roupsard, O., Fuentes Lillo, E., Garcia, R.A.,

Pellissicr, L., Pitteloud, C., Alatalo, J.M., Smith, $.W., Bjork, R.G., Muffler, L.,
Cesarz, S., Gottschall, F., Backes, A.R., Okello, J., Urban, ., Plichta, R., Svatek, M.,
Phartyal, 5.5., Wipl, S., Eisenhauer, N., Puscas, M., Dan Turtureanu, P., Varlagin, A.,
Dimareo, R.D., Jump, A.S., Randall, K., Dorrepaal, E., Larson, K., Walz, L., Vitale, L,
Svoboda, M., Finger Higgens, R., Halbritter, A.H., Curasi, 8.R., Klupar, I., Koontz, A.,
Dearse, W.D., Simpson, L., Stemkovski, M., Graac, B.J., Vedel Sorensen, M., Lloye, T.
T., Fernandez Calzado, M.R., Lorite, “arhognani, M., Tomaselli, M., Forte, W,
Petraglia, A., Haesen, S., Somers, B., Van Meerbeek, K., Bjorkman, M.P.,
Hylander, K., Merinero, S., Gharun, M., Buchmanm, N., Dolezal, J., Matula, R.,
Thomas, A.D., Bailey, J.J., Ghosn, D., Kazakis, G., de Pablo, M.A., Kemppinen, J.,
Niittynen, P., Rew, L., Scipel, T., Larson, C., Speed, J.D.M., Ardo, J., Cannone, N.,
Guglielmin, M., Malfasi, ¥., Bader, M.Y., Canessa, R., Stanisci, A., Kreyling, .,
Sclineddes, J., Teuber, L., Aschera, V., Ciliak, M., Malis, F., De Smedi, P.,
Govaert, 8., Meeussen, C., Vangansheke, P., Gigauri, K., Lamprecht, A., Pauli, H.,
Steinbaner, K., Winkler, M., Ueyama, M., Nunez, M.A., Ursu, T.M., Haider, S.,
‘Wedegartner, R.L.M., Smiljanic, M., Trouillicr, M., Wilmking, M., Altman, J.,
Bruna, J., Hederova, 1., Macek, M., Man, M., Wild, J., Vittoz, P, Partel, M.,
Barancok, P., Kanka, R., Kollar, )., Palaj, A., Barros, A., Mazzolari, A.C., Bauters, M.,
Boeckx, P., Benito Alonso, LI, Zong, S., Di Cecco, V., Sitkova, Z., Tielborger, K., van
den Brink, L., Weigel, R., Homeier, J., Dahlberg, C.J., Medinets, S., Medinets, V., De
Bocek, HL.J., Portillo Estrada, M., Verryckt, L.T., Milbau, A., Daskalova, G.N.,
‘Thomas, H.L1., Myers-Smith, LH., Blonder, B., Stephan, J.G., Descombes, P.,
Zellweger, I, Frei, ILR., Ilcinesch, B., Andrews, C., Dick, J., Sicbicke, L., Racha, A.,
Senior, R.A., Rixen, C., Jimenez, 1.1, Boike, J., Pauchard, A., Scholten, T.
Scheflers, B., Klinges, D., Basham, E.-W., Zhang, J., Zhang, Z., Geron, C., Fazlioglu, F.,
Candan, 0., Sallo Brave, J., Hibacek, T., Laska, K., Cremonese, E., Haase, P.,
Moyano, F.E., Rossi, C., Nijs, ., 2020. SoilTemp: a global database of near-surface
temperature. Global Change Biol. https://doi.org/10.1111,/gcb, 15123,

Evaluation of the nitrate content in leal

, 2019, Nitrate and nitrite contamination of
12,

Food and Chemical Toxicology 146 (2020) 111812

Li, IL, Zhang, Y., 2020. Abnormal ratio of nitratc to ammonium nitrogen fertilizers in
China. . Agrie. Food Chem. 68, 701-702.

Lima, G.P., Teixeira da Silva, J.A., Bernhard, A.B., Pirozz, D.C., Fleuri, L.F., Vianello, F.,
2012. Organic and conventional fertilisation procedures on the nitrate, antioxidants
and pesticide content in parts of vegetables, Food Addit. Contam. Part B Surveill 5,
188-193.

, A-H., Bondonno, C.P., Russell, J., Flood, V.M., Lewis, J.R., Croft, K.D., Woodman, R.
J., Lim, W.H., Killey, A., Wong, G., Mitchell, P., Hodgson, J.M., Blekkenhorst, L.
2019. Relationship of dietary nitrate intake from vegetables with cardiovascular
disease mortality: & prospeclive study in a cohort of older Australians, Eur. J. Nutr.
58, 2741-2753.

Lovegrove, J.A., Stainer, A., Hobbs, 1L.A., 2017. Role of flavonoids and nitrates in

cardiovascular health. Proe. Nulr. Soe. 1-13,

Tyons, DuL., Rayment, G.E., Nobbs, P.E., MeCallum, 1.E., 1994. Nitrate and nitrite in fresh
vegelables from queensland, J. Sci, Food Agric. 64, 279-281.

Maynard, D.N., Barker, A.V., Minotti, L., Peck, N.IL, 1976. Nitrate accumulation in
vegerables. Adv. Agron. 28, 71-118.

MeNama Naddy, B., Rohan, 1., Sexion, J., 2003, Design, development and
validation of software for modelling dietary exposure to foad chemicals and
nulrients. Food Addil. Contam, 20 (Suppl. 1), $8-526.

Mecamarbashi, A., Alipour, M., 2014. Modcrate dosc of watercress and red radish does
not reduece oxygen consumprion during graded exhaustive exercise. Avicenna J
Phytomed 4, 267-272.

Meng, K., Qiao, Y., Wn, W., Smith, P., Scott, 8., 2017. Environmental impacts and
production performances of organic agriculture in China: a monetary valuation.

J. Environ. Manag. 188, 49-57.

Merino, L., Darnerud, P.0., idberg, U., Aman, P., Castillo, M.1D., 2006. Levels of nitrate in
Swedish lettuce and spinach over the past 10 years. Food Addit. Contam. 23,
1283-1289.

Nmez de Gonzalez, M.T., Osburn, W.N., Hardin, M.D., Lenguecker, M., Garg, HK.,
Bryan, N.S., Keeton, J.T., 2015. A survey of nitrate and nitrite concentrations in
conventional and organic labeled raw vegetables at retail. J. Food Sci. 80,
CH42-C949,

Quijano, L., Yusa, V., Font, G., McAllister, C., Torres, C., Pardo, 0., 2017. Risk assessment
and monitoring programme of nitrates through vegetables in the Region of Valencia
(Spain). Food Chem. Toxicol, 100, 42-49,

Ramms, B., Gordrs, P.L., 2016. Dietary nitrate struggles in atherosclerosis.
Atherosclerosis 245, 71-73.

Salehzadeh, H., Maleki, A., Rezace, R., Shahmoradi, B., Ponner, K., 2020. The nitrate
content of frash and cooked vegetables and their health-related risks. PloS One 15,
0227551,

Serra Majem, L., Armas Navarro, A., Ribas Barba, L., 2000. [Food consumption and food
sources of energy and nutrients in Canary Islands (1997 98)]1. Arch. Latinoam. Nutr.
50, 23-33.

Sobko, . M., Kamiya, S., 2010. Dietary nitrate in Japanese
traditional foods lowers diastolic blood pressure in healthy volunteers, Nitric Oxide
22, 136-140.

Song, P., Wu, L., Guan, W., 2015. Dietary nitrates, nitrites, and nitrosamines intake and
the risk of gastric cancer: a meta analysis. Nutrients 7, 9872-9895.

Tang, I, 110, W.J., He, ZI.,, Gurajala, H.K., Hamid, Y., Khan, K.Y., Yang, X.F., 2018
Variations in eadmium and nitrate co-accumulation among water spinach genotypes

ations for screening safe genotypes for lnman conswmption. J. Zhejiang
Univ. - Sci. B 19, 147-158,

Tegeder, M., Masclaux Daubresse, C., 2018, Source and sink mechanisms of nitragen
transport and use. New Phytol. 217, 35-53.

Tenune, E., Huybrechts, 1., Vandevijvere, S., De Henauw, S., Leveque, A., Kornilzer, M.,
De Backer, G., Van Oyen, H., 2010. Energy and macronutrient intakes in Belgiur
results from the first national food consumption survey, Br. J. Nutr. 103, 1823-1829,

Temme, L.IL, Vandevijvere, S., Vinkx, C., lluybrechts, 1., Goeyens, L., Van Oyen, 1L,
2011. Average daily nitrate and nitrite intake in the Belgian population older than
15 years. Food Addit. Contam. Parl A Chem Anal Control Expo Risk Assess 28,
1193-1204.

Thowmson, B.M., Nokes, C.J., Cressey, P.J., 2007, Intake and risk assessient of nitrate and
nitrite from New Zealand foods and drinking water. Food Addit. Contam. 24,
113-121.

Vernieri, P., Borghesi, E., Tognoni, F., Serra, G., Ferrante, A., Piaggesi, A., 2006, Use of
biostinlants for reducing nutrient solution concentration in floating system. Acta
Hortic. 718, 477-484,

Xie, L., Mo, M., Jia, ILX., Liang, F., Yuan, J., Zhu, J., 2016. Association between dictary
nitrate and nitrite intake and sitespecific cancer risk: evidenee from observational
studies. Oncotarget 7, 5691556932,

Yang, T., Zhang, X.M., Tarnawski, 1., Peleli, M., Zhuge, #., Terrando, N., Harris, R.A.,
Olofsson, P.S., Larsson, E., Persson, A.E.G., Lindberg, J.0., Weilzberg, E.,
Carlstrom, M., 2017. Dictary nitrate attenuates renal ischemia reperfusion injuries
by modulation of immune responses and reducrion of oxidative stress. Redox Biol 13,
320-330.

Jand, ., Lanza, E., Garg, ILK., Bryan, N.S., 2011. All-natural nitrite and nitrate
conlaining dietary supplement promotes nitric oxide production and reduces
triglycerides in humans. Nutr. Res. 31, 262260,

Yhong, W., Hu, €., Wang, M., 2002. Nitrate and nitrite in vegetables from north China:
content and intake. Food Addit. Contam. 19, 1125-1129.

104



S0

——— .

6.2. Articulo 2: objetivos 3, 4.

Human Exposure to Toxic Metals (Cd, Pb, Hg) and Nitrates

(NO3 -) from Seaweed Consumption

“Exposicion humana a metales téxicos (Cd, Pb, Hg) y nitratos (NO3)

por el consumo de algas”



) ARTICULO 2. opers«

applied -
sciences m\

Article

Human Exposure to Toxic Metals (Cd, Pb, Hg) and Nitrates
(NO37) from Seaweed Consumption

Verdnica Martin-Ledn 1, Soraya Paz 2*0, Prospero A. D'Eufemia >3, Juan J. Plasencia 2, Gianni Sagratini *,
Gianmarco Marcantoni >4, Mercedes Navarro-Romero !, Angel J. Gutiérrez >, Arturo Hardisson 2
and Carmen Rubio-Armendiriz

Public Health Laboratory of Las Palmas (Laboratorio de Salud Publica), Canary Health Service
(Servicio Canario de Salud), 35004 Las Palmas de Gran Canaria, Spain;
cmarleov@gobiernodecanarias.org (V.M.-L.); mnavrom@gobiernodecanarias.org (M.N.-R.)
Department of Toxicology, Universidad de La Laguna, 38200 La Laguna, Spain;
prosperoantonello.deufemia@studenti.unibas.it (P.A.D.); alu0100888843@ull.edu.es (1.].I%);
gilanmarco.marcantoni@studenti.unicam.it (G.M.); ajguti@ull.edu.es (A.].G.); atorre@ull.edu.es (A.H.);
crubio@ull.edu.es (C.R.-A))

Dipartimento di Scienze (DiSU), University of Basilicata, 85100 Potenza, Italy

Scuola di Scienze del Farmaco e dei Prodotti della Salute, Universita di Camerino, 62032 Camerino, Italy;
glanni.sagratini@unicam.it

* Carrespnndence; 5pﬂzmcnt@ul]£du.es,‘ Tel.: +34-634-541-612
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Algae stand out for their vitamin B>, omega-3 fatty acids, selenium, iodine, and fiber
content [4]. However, in addition to high-value nutrients, they are capable of transferring
toxic metals such as cadmium (Cd), lead (P’b), or mercury (Hg) to the consumer. These
elements of toxicological relevance are present in marine waters as pollutants, which are
distributed under the terms and  characterized by their bioaccumulation in the trophic chain, or nitrates (NO3 ™) from both
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because of its divalent nature, it can compete with essential elements such as Zn [8,9]. The
consumption of marine products such as algae, fish, or shellfish is an important source of
exposure to Cd [10,11]. The European Food Safety Authority (EFSA) has set a tolerable
weekly intake (TWI) for Cd of 2.5 ng/kg person/week [10].

Pb is one of the most toxic metals known; it is considered carcinogenic (Group 2B)
for humans [12]. In adults, it causes cardiovascular, central nervous system, kidney, and
fertility problems [13]. It is found in high concentrations in fruits, vegetables, and cereals
as a result of the deposition of atmospheric Pb [14,15]. EFSA has established a benchmark
dose (BMDL) value referring to the organospecific toxicity of Pb of 0.63 ug/kg body weight
(bw)/day (nephrotoxic effects) and 1.5 pg/kg bw/day (cardiovascular effects) [16].

Hg can be found in the form of different chemical compounds of toxicological rele-
vance [17]. Methylmercury compounds can cause brain damage, psychological disorders,
deafness, loss of vision and motor skills, etc. Inorganic mercury compounds can damage
the kidneys, liver, and brain [18]. EFSA has set TWI values of 4 ng/kg bw/week (inorganic
Hg) and 1.3 ug/kg bw/week (methylmercury) [18].

Nitrates (NO3 ™ are found naturally in the environment. However, the concentration
of these anions has increased as a result of human activity (use of fertilizers, intensive
livestock farming, household waste, etc.). Nitrates, once in the body, can be reduced to
nitrites by bacterial action and can then promote the formation of N-nitroso compounds,
classified as carcinogens by the International Agency for Research on Cancer (IARC) [19].
Nitrates and nitrites are classified by IARC as “probable human carcinogens” (Group 2A)
under certain conditions [20].

Scientific evidence associates a high exposure to nitrates with an increase in the
incidence of gastric, colorectal, esophageal, thyroid, and kidney cancer, among others [6,21].
Likewise, especially in the case of children, a high intake of these anions is related to blue
baby syndrome or methemoglobinemia [6,22].

Algae are autotrophic organisms that perform photosynthesis; that is, by their very
nature, they use nitrogen and its derivatives for their biological cycles. Therefore, these
organisms concentrate higher concentrations of nitrates. Despite this, algae are a food that,
to date, has not been assigned legal nitrate limits, and this poses a risk for consumers.

The World Health Organization (WHQO) and EFSA set an acceptable daily intake
(ADI) of 3.7 mg/kg bw/day for nitrates [23], which remains in force today, despite recent
re-evaluations by EFSA [24,25].

Bearing in mind the above, there is a clear need to determine the content of toxic
metals (Cd, Pb, Hg) and nitrates in the different species of edible algae marketed in Europe
in order to evaluate the contribution of their consumption to permitted intakes and thereby
determine the safety of these products.

2. Material and Methods

All chemicals and materials used were of analytical quality or equivalent and were
the following: hydrogen peroxide (H,0O;) (Sigma Aldrich, Darmstadt, Germany), nitric
acid (HNOs) of 65% purity (Sigma Aldrich, Germany), sodium nitrate (NaNQO3) (99%)
purity (Panreac, Spain), disodium tetraborate (NayB4O7-10H;0) (Sigma Aldrich, Darm-
stadt, Germany), dibasic phosphate (Na,HPQOj) (Merck, Darmstadt, Germany), LC-MS
grade methanol (CH30H) (Panreac, Barcelona, Spain), potassium dihydrogen phosphate
(H2KO4P) (Panreac, Spain), and C18 solid-phase extraction cartridges (6 mL, 500 mg) (Wa-
ters, Milford, MA, USA). The solutions were prepared with purified water from a Milli-Q
Plus system (Millipore, Burlington, MA, USA).

2.1. Samples

A total of 72 samples of edible algae (green, brown, and red) marketed in Tenerife
(Canary Islands) and acquired in different commercial areas between the months of January
and December 2020 were analyzed (Table 1).
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The samples were stored at room temperature and in their original containers un-
til treatment. The analyzed algae belong to the species Eisenia bicyclis (Arame), Lami-
naria ochroleuca (Kombu), Undaria pinnatifida (Wakame), Gracilaria (Agar agar), Sargassum
fusiforme (Hijiki), Porphyra (Nori), Himanthalia elongata (Sea spaghetti), Ulva Lactuca (Sea
lettuce), Mastocarpus stellatus (Starry moss), and mixed salad.

In the case of the determination of nitrates, the sampling was planned according to
the criteria established in Regulation (EC) No. 1882/2006 of the Commission, which sets
out the sampling requirements and analytical methods for the official control of the content
of nitrates in certain food products [26].

Table 1. Characteristics of the analyzed algae samples.

Species C;‘:‘;‘:H Type No. Samples Origin
Gracilaria Agar agar Red 3 Unknown
5 Galicia (Spain, EU)
Undaria pinnatifida Wakame Brown 4 Japan (Non-EU)
3 Unknown
13 Galicia (Spain, EU)
Laminaria ochroleuca Kombu Brown 3 Japan (Non-EU)
3 Unknown
Sargassum fusiforme Hijiki Brown 3 Japan (Non-EU)
5 Korea (Non-EU)
Porphyra Nori Red 3 Japan (Non-EU)
4 Galicia (Spain, EU)
Eisenia bicyclis Arame Brown 4 Japan (Non-EU)
Himanthalia elongata  Sea spaghetti Brown 7 Galicia (Spain, EU)
Ulva Lactuca Sea lettuce Green 4 Galicia (Spain, EU)
Mastocarpus stellatus  Starry moss Red 4 Galicia (Spain, EU)
- Mixed salad  Brown and red 4 Galicia (Spain, EU)

2.2. Treatment and Determination of Toxic Metals

One gram of each previously homogenized sample was introduced into Teflon di-
gestion vessels (GO for Smart Vent, Anton Parr, Austria) and made up to 65% with 2 mL
of hydrogen peroxide (H,O,) (Sigma Aldrich, Darmstadt, Germany) and 4 mL of nitric
acid (HNOj3) (Sigma Aldrich, Darmstadt, Germany). The Teflon digestion vessels were
closed, and the digestion was started in a microwave oven (Multiwave GO Plus, Anton
Parr, Austria), applying the digestion program shown in Table 2. Three replicates were
made for each analyzed sample.

Table 2. Instrumental conditions of the microwave digestion process.

No. Ramp (min) Temperature (°C) Time (min)
1 15"00" 50 500"
2 500" 60 200"
3 500" 70 300"
4 300" 90 2'00"
5 20'00” 180 1000”

Temperature limit: 200 °C. Cooling limit: 50 “C.
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After digestion, the samples were transferred to a 10 mL volumetric flask and filled
up to the mark with Milli-Q quality distilled water. The samples were then deposited in
airtight jars with labeled lids for measurement.

The analytical method was atomic absorption spectrophotometry (AAS) [27]. AAS
is an analytical method approved in Commission Regulation 333 /2007 (EC) of 28 March
2007, which sets out the sampling and analysis methods for the official control of the
levels of lead, cadmium, mercury, inorganic tin, 3-MCPDF, and benzo (a)pyrene in food
products [28], which was later modified by Regulation 836/2011 [29].

The determination of Cd and Pb was performed with an atomic absorption spectropho-
tometer (AS-800, PerkinElmer, Waltham, MA, USA) with a graphite chamber (HGA-800,
Perkin Elmer, USA) (GF-AAS). The Hg determination was carried out with a cold vapor
atomic absorption spectrophotometer (AS-800, PerkinElmer, Waltham, MA, USA) (CV-
AAS) with a flow injection system (FIMS-400, PerkinElmer, Waltham, MA, USA). The
instrumental wavelengths (nm) were Cd (228.8), Pb (283.3), and Hg (253.7). The instrumen-
tal limits of quantification (LOQ) of the method were Cd (0.020 mg/kg), Pb (0.040 mg/kg),
and Hg (0.10 mg/kg). Table 3 shows the instrumental conditions for the determinations of
Cd, Pb, and Hg.

Table 3. Instrumental conditions of the graphite chamber for the determination of Cd and Pb and of
the cold vapor for the determination of Hg.

Ramp time Hold time Internal
o
Step Temp. (°C) (min) (min) Flow Gas type
1 110 10 20 250
cd 2 130 15 30 250
3 700 10 20 250 Normal
4 1500 0 5 0]
5 2450 1 3 250
Ramp time Hold time Internal
o
Step Temp. (°C) (min) (min) Flow Gas type
1 110 1 30 250
Pb 2 130 15 30 250
3 700 10 20 250 Normal
4 1500 0 5 0]
5 2450 1 3 250
Read step: 4; Injection temp. (°C): 20
Volume: 20 uL Diluent volume: 0 uL. Diluent location: 131
Time (s) Pump 1 speed Pump 2 speed Valve position
15 100 120 i
Hg 1 100 120 Fil
15 0 120 Inject

The quality control of the method to ensure the precision and accuracy of the analyt-
ical procedure was based on the recovery study with certified reference material under
reproducible conditions. The reference material used was as follows: Cd and Pb (BCR-279
Sea Lettuce, British Certified Reference) and Hg (NIST SRM 1577 BL, National Institute of
Standards and Technology; BCR-278 R MT). In all cases, recovery percentages greater than
95% were obtained.

2.3. Treatment and Determination of Nitrates

The entire analytical procedure for the determination of nitrates in algae was per-
formed according to the official method EN 12014-4: 2005 and was carried out at the
Public Health Laboratory of Las Palmas de Gran Canaria, which is accredited with the
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ISO/IEC 17,025 standard. The method is accredited by the Spanish National Accreditation
Entity (ENAC).

A 100 g portion of the sample (edible part) was homogenized using a laboratory
grinder (Knifete 1095, Foss, Hillerod, Denmark), after which 2.5 + 0.2 g of homogenized
sample were mixed with 25 mL of ultrapure water at 70 °C and 1.25 mL of a saturated
solution of disodium tetraborate. After mixing, the samples were boiled for 15 min in a
thermostatted bath (Precisterm 6000141, Selecta, Madrid, Spain). After cooling, ultrapure
water was added to the mixture to a weight of 61.5 g and then centrifuged at 4500 rpm for
15 min (Macrotronic BL centrifuge, Selecta, Madrid, Spain). The supernatant was cleaned
using C18 cartridges that were preconditioned with 5 mL of methanol.

The purified extracts were diluted 1:1 with ultrapure water before chromatographic
analysis. Based on previous laboratory experience, the samples that were expected to have
a high nitrate concentration (>625 mg/kg) were diluted at 1:20 with ultrapure water to
match the measurement range.

Before placing the samples in the chromatography vials, the extracts were filtered
through 0.2 pum x 47 mm syringe filters (VWR, Radnor, PA, USA). Chromatographic
analysis was performed on the day of extraction [7].

The extracts were subjected to chromatographic analysis for quantitative determi-
nation using a Waters 2695 system (Waters Corporation, Milford, MA, USA), consisting
of a binary pump, a photodiode array detector (PDA), and a Rheodyne injection valve
with an injection loop of 25 uL.. The system was interconnected to a personal computer
for instrumentation control, data acquisition, and processing and equipped with chro-
matographic software (Empower ™, Waters). The chromatographic column was an anion
IC-Pak (50 mm x 4.6 mm ID, 10 um particle size). The injection volume was 10 uL. The
mobile phases consisted of 0.05 M phosphate buffer (A) and ultrapure water (B) and were
performed in an isocratic mode, 1.0 mL/min at a constant temperature (25 °C).

The PDA detector was programmed to a fixed wavelength of 210 nm. The nitrate
retention time was 11.51 min, and the limit of quantification was 500 mg/kg. The relative
measurement uncertainty within the entire validated range was 14%. The nitrate recovery
percentage was 96.7-105.4% (low range: 500 mg/kg, 96.7%; mid-range I: 2000 mg/kg,
105.4%; mid-range II: 5000 mg/ kg, 105.3%; high range: 8000 mg/kg, 103.2%).

2.4. Statistical Analysis

The computer software GraphPad 8.4.3 (GraphPad, San Diego, CA, USA) was used to
perform the statistical analysis of the results.

A set of tests were applied to verify the normality of the analyzed data (Anderson—
Darling, D’Agostino and Pearson, Shapiro-Wilk, and Kolmogorov-Smirnov). Once the
aforementioned tests were applied, the data obtained were checked to see whether they
followed a normal distribution; if they did not, non-parametric tests were applied, in this
case, the Mann-Whitney test (two-tailed). Significant differences are considered when the
value of p <0.05.

2.5. Calculation of Dietary Intake

The evaluation of dietary intake is based on the previous calculation of the estimated
daily intake (EDI) (Equation (1)). Its percentage contribution is then obtained taking the
reference values of tolerable daily /weekly intake [30-32].

Nitrate or Metal concentration (mg/kg)
Mean consumption (kg/day)

EDI = o)

The mean average consumption of dehydrated seaweed, as stated by the manufactur-
ers, is set at 4 g/day [33]. The mean average weight of a Spanish adult is 68.48 kg [34].
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o ()

Contribution(%) = -
Reference value EF%

x 100 @)

2.6. Calculation of the MoE

The Margin of Exposure (MoE) was calculated (Equation (3)) to determine the margin
of exposure for non-carcinogenic effects. “E” is the exposure level, given by the amount
of toxic metal or nitrate ingested (mg/day). NOAEL is the No Observed Adverse Effect
Level. The BMDL is the Benchmark Dose Level.

NOAEL or BMDL
Mok = NOAEL or BMDL @)
E
3. Results and Discussion
3.1. Concentration and Dietary Intake of Toxic Metals (Cd, Pb, Hg)

Tables 4-6 show the mean concentrations (mg/kg dry weight/dw), standard devi-
ations (SD), and the dietary intake assessment of the toxic metals (Cd, Pb, Hg) in the
analyzed algae.

Table 4. Cadmium concentrations, estimated intake (EDI), and percentage contribution to the
guideline value of the analyzed algae.

Origin Species Concentration + SD (mg/kg) EDI (ug/day) Contribution to

TWI (%)
Hijiki 1.196 + 0.234 4.78 19.6
Asi Nori 1.005 + 0.897 4.02 16.4
s1a Kombu 0.417 + 0.484 1.67 6.82
Wakame 0.753 + 0.463 3.01 123
Sea spaghetti 0.020 + 0.032 0.08 0.33
Kombu 0.085 = 0.096 0.34 1.39
Sea lettuce <LOQ -
Starry moss <LOQ
Europe Nori 0.011 + 0.00 0.044 0.18
Wakarme 0.070 + 0.096 0.28 1.14
Arame 0.082 + 0.125 0.328 1.34
Mixed salad 0.198 + 0.137 0.792 3.24

TWI, tolerable weekly intake.

Table 5. Lead concentrations, estimated intake (EDI), and percentage contribution to the guideline
value of the analyzed algae.

Concentration + Contribution to BMDL (%)
Origin Species EDI (ug/day)
& P SD (mg/kg) MYy L Np)  Pb (Card)
Hijiki 0.004 =+ 0.001 0.016 0.04 0.02
Asi Nori 0.018 + 0.019 0.072 0.17 0.07
s1a Kombu 0.071 + 0.070 0.284 0.66 0.28
Wakame 0.119 + 0,071 0.476 1.10 0.46
Sea spaghetti 0.020 + 0.032 0.08 0.19 0.08
Kombu 0.041 £ 0.077 0.164 0.38 0.16
Sea lettuce <LOQ .
Starry moss <LOQ
Europe Nori 0.011 + 0.00 0.044 0.10 0.04
Wakame 0.007 + 0.007 0.028 0.06 0.03
Arame 0.047 + 0.008 0.188 0.44 0.18
Mixed salad 0.016 + 0.013 0.064 0.15 0.06

Np., nsphroh)xicity; Card., Candiotnxicity; BMDL, benchmark dose level.

110



Appl. Sci. 2021, 11, 6934

) ARTICULO 2. ane

7of12

Table 6. Mercury concentrations, estimated intake (EDI), and percentage contribution to the guideline
value of the analyzed algae.

. . Concentration + Contribution to TWI (%)
Origin Species SD (mg/kg) EDI (ug/day) Hg (Org) Hg (Inorg)
Hijiki 0.017 £ 0.004 0.068 0.54 0.17
. Nori 0.010 £ 0.004 0.04 031 0.10
Asia Kombu 0.054 + 0.017 0.216 170 0.55
Wakame 0.021 + 0.1 0.084 0.66 0.21
Sea spaghetti 0.007 £ 0.003 0.028 0.22 0.07
Kombu 0,017 £0.011 0.068 0.54 0.17
Sea lettice <LOQ
Europe Starry moss 0.003 + 0.00 0.012 0.09 0.03
Nori 0.003 + 0.00 0.012 0.09 0.03
Wakame 0.008 + 0.008 0.032 0.25 0.08
Arame 0.055 + 0.003 0.22 1.73 0.56
Mixed salad 0.004 £ 0.005 0.016 0.13 0.04

Org., organic mercury; Inorg., inorganic mercury; TWI, tolerable weekly intake.

Cd is noteworthy for its high concentrations, and its content in Asian algae is worth
mentioning, especially in hijiki (1.196 mg/kg) and nori (1.005 mg/kg) (Table 4). According
to the EFSA, the Cd levels in some seafoods are remarkable. The levels of Cd in oysters
(0.2350 mg/kg), bivalve mollusks (0.163 mg/kg), and limpets (0.180 mg/kg) stand out [10].
However, the Cd concentrations recorded in some seaweed samples are higher than the
average Cd levels in some seafoods reported by EFSA.

Regarding Pb, the highest concentrations obtained also correspond to algae from
Asian countries, in this case, wakame algae (0.119 mg/kg) (Table 5). The case of Hg is not
the same since the highest mean average content was found in European algae, arame
algae (0.055 mg/kg) (Table 6).

Figure 1 shows the comparison of the content of the three analyzed metals between
Europe and Asia. It can clearly be seen that, in all cases, the concentrations of the three
toxic metals are higher in Asia than in Europe (without differentiating between species). In
addition, the statistical study revealed the existence of significant differences (p < 0.05) in
the content of these metals between both origins.

4 0.4
_3 _ 03
o o
£ £
g2 2oz
o F-3
o o

1 01

0 0.0

Europe Asia Europe Asia
0.10
0.08

o
= 0.06
o
E
o 0.04
£
0.02
0.00

Europe Asia

Figure 1. Comparison of the toxic metal content (Cd, Pb, Hg) between origins (Europe vs. Asia).
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The above-mentioned differences in the content of toxic metals between origins are
due to the fact that, according to various studies, the high levels of contamination in
toxic metals existing in the Asian coasts influence the quantity of these toxic metals in the
environment where the algae grow. Notably higher levels of Cd, Pb, and Hg than those
recorded in the present study have been reported in many areas of the Chinese coast [35].

The import of edible algae from Asian countries may pose a risk to the health of
consumers in terms of toxic metal content. The environmental impact of toxic industrial
discharges in algae cultivation areas such as the coast of Palk Bay in India [36] or the Gulf
of Kutch in India [37] is of concern due to the increase in levels of heavy metals in algae. In
many cases, an increase in Cd and Pb levels has been quantified in algae cultivated on the
shores of Palk Bay, presenting levels of 4 mg Cd/kg dw (Caulerpa racemosa species) or up to
15 mg Pb/kg dw (Caulerpa racemosa species).

Figure 2 shows the mean concentrations of toxic metals (Cd, Pb, Hg) in the different
species of analyzed algae. The differences found in the metal content between species
are due to the intrinsic features of each species, with some species being more prone
to accumulating some metals than others. Similarly, the statistical study confirmed the
existence of significant differences (p < 0.05) in the content of Cd (arame vs. nori; sea
spaghetti vs. hijiki, kombu, nori, mixed salad, and wakame; hijiki vs. kombu, mixed salad,
and wakame; kombu vs. nori and wakame; nori vs. mixed salad and wakame), in the Pb
content (arame vs. nori and mixed salad; sea spaghetti vs. wakame; hijiki vs. wakame;
kombu vs. wakame; nori vs. wakame), and in the Hg content (arame vs. sea spaghetti,
kombu, nori, mixed salad, and wakame; sea spaghetti vs. kombu, hijiki, and wakame;
hijiki vs. nori and mixed salad; kombu vs. nori and mixed salad; nori vs. mixed salad and
wakame).

0970 0.08+

0.06- oo

Hg (mg/kg)

oore

0.10

Pb (mglkg)

0047 o020

Figure 2. Comparison of the toxic metal content (Cd, Pb, Hg) in the different species of analyzed algae.
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A study conducted by Paz et al. [27] reported a Cd content in Asian wakame algae
of 1.11 mg/kg, similar to the Cd content found in the present study in hijiki algae. In
contrast, the Pb concentrations recorded by Paz et al. [27] were higher than those found in
the study here. However, the Hg content recorded in the present work is higher than the
data published by Paz et al. [27].

The recommended consumption of 4 g/day, according to the manufacturer on the
packaging, of hijiki and nori algae accounts for a percentage contribution to the TWI of Cd
(2.5 ug/kg bw/week) of 19.6% and 16.4%, respectively (Table 4). Although this percentage
does not exceed the TWI, it should be borne in mind that it is nearly a quarter of this
maximum value and that the global diet may have a high total intake of Cd. The MoE
value calculated by the NOAEL (0.01 mg/kg bw /day) [38] is 2.1 (hijiki algae) and 2.5 (nori
algae). Considering this consumption and the MoE values, there is no risk.

The consumption of wakame algae (4 g/day) is 1.10% of the BMDL of Pb set at
0.63 ug/kg bw/day (nephrotoxic effects) (Table 5) [16]. This percentage does not represent
a significant contribution to the dietary intake of Pb, and therefore, adult consumers are
not at risk. The MoE value calculated considering a BMDLg; of 0.0015 mg/kg bw/day [16]
is 3.15 (wakame algae consumption). This MoE value indicates low risk.

The percentage contribution to Hg intake from the consumption of 4 g/day is 1.73% of
the TWI of organic Hg (1.3 ng/kg bw/week for methylmercury) (Table 6) [18]. Therefore,
this does not pose a risk to the health of adults. According to the NOAEL of 0.04 mg/kg
bw/day of methylmercury [18], the MoE for the consumption of arame algae is 182.

3.2. Nitrate Concentrations (NO3~ ) and Dietary Intake

Table 7 shows the mean nitrate concentrations in the analyzed algae as well as the
estimated daily intake values and their percentage contribution to the ADI value set by
EFSA in 2017 [24,25].

Table 7. Concentration of nitrates (mg/kg), standard deviations (SD), estimated daily intake, and
contribution to the ADI of the analyzed algae.

Species [NO;~ 1+ SD Max. Min. EDI Contribution
(mg/kg) Value Value (mg/day) to ADI (%)
Arame <500 - - - -
Sea spaghetti <500 - - - -
Hijiki <500 - - - -
Kombu 3084 + 2698 6400 <500 12.34 4.87
Sea lettuce 965 + 135 3.86 1.52
Mixed salad 1096 + 203 1239 952 4.38 1.73
Starry moss <500 - - - -
Nori 3183 + 2279 >8000 <500 12.73 5.02
Wakame <500 - - - -

ADI, acceptable daily intake.

The nori species has the highest concentration of nitrates, with a mean value of
3183 mg/kg and with larger samples >8000 mg/kg. On the other hand, kombu seaweed
has a mean concentration of 3084 mg/kg with a maximum value of 6400 mg/kg.

It should be noted that there is no legislation regulating the content of nitrates in
seaweed. However, Commission Regulation (EU) No. 1258/2011 of 2 December 2011,
which modified Regulation (EC) No. 1881/2006 with regard to the maximum content
of nitrates in food products, set a limit of between 6000 and 7000 mg/kg for rocket or
arugula [39]. Considering the limit applicable to arugula, whose permitted concentrations
of nitrates are the highest of all foods, some kombu samples would exceed this limit, and
therefore would not be suitable for human consumption.

However, taking into account the manufacturer’s recommended consumption of 4 g
of nori algae per day, the mean concentration of 3183 mg/kg would represent a percentage
contribution to the ADI of nitrates (3.7 mg/kg bw/day) of 5.02%. Although this would
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not pose a risk to adult health, it should be borne in mind that the storage and the cooking
process of algae, etc. can lead to the transformation of nitrates into nitrites, thus posing a
risk to the consumers” health.

Although the algae analyzed do not suppose a high intake, the importance of taking
into account other nitrate sources such as water and other vegetable foods should be noted.
A study carried out by Qasemi et al. [40] reported nitrate levels in water from wells and
springs of Azadshahr (northeastern Iran) of 1 up to 51 mg/L. Quijano et al. [41] determined
the nitrate content in vegetables marketed in Valencia (Spain), finding concentrations
of 40 mg/kg (carrots), 173.5 mg/kg (potatoes), and 1266.5 mg/ kg (fresh spinach). Tt is
advisable to moderate the consumption of the algae species that recorded the highest
nitrate concentrations, especially in vegans or vegetarians, and by people living in areas of
high concentrations of nitrate in the water supply.

4. Conclusions

Seaweed is becoming an increasingly important food in the diet of Western countries
due to its nutritional profile. However, these organisms absorb and accumulate toxic metals
such as Cd, Pb, and Hg or anions that, ingested in high concentrations, can trigger adverse
effects, such as in the case of nitrates.

Asian algae have higher concentrations of Cd, Pb, and Hg than European algae.
The Asian hijiki and nori algae are noteworthy for their Cd content. Some samples of
nori algae presented NO; ™ concentrations above 8000 mg/kg. However, considering the
consumption recommended by the manufacturers (4 mg/day), the maximum allowable
intake values are not exceeded, nor are those set for toxic metals and nitrates. However,
in the case of Cd, Pb, Hg, and NOs 7, legislation should be put in place to regulate their
contents in edible algae, especially considering that the origin of the algae can affect their
toxic metal and nitrate content. Monitoring studies should be conducted periodically to
detect species or origins which could pose a risk from a toxicological point of view and to
recommend avoiding their consumption. Similarly, the relevant authorities are urged to
legislate for maximum levels of contaminants in these products to ensure their quality and
food safety.
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Abstract: Forty-seven elements in leafy green vegetables were studied to estimate the daily intakes
from this food category in different scenarios (average and high consumers) and age groups of the
Canary Islands population. The contribution of the consumption of each type of vegetable to the
reference intakes of essential, toxic and potentially toxic elements was assessed and the risk-benefit
ratio was evaluated. The leafy vegetables that provide the highest levels of elements are spinach,
arugula, watercress and chard. While spinach, chard, arugula, lettuce sprouts and watercress were the
leafy vegetables with the highest concentrations of essential elements (38,743 ng/g of Fe in spinach,
3733 ng/g of Zn in watercress), the high levels of Mn in chard, spinach and watercress are noteworthy.
Among the toxic elements, Cd is the element with the highest concentration, followed by As and Pb.
The vegetable with the highest concentration of potentially toxic elements (Al, Ag, Be, Cr, Ni, Srand
V) is spinach. In average adult consumers, while the greatest contribution of essential elements comes
from arugula, spinach and watercress, insignificant dietary intakes of potentially toxic metals are
observed. Toxic metal intakes from the consumption of leafy vegetables in the Canary Islands do not
show significant values, so the consumption of these foods does not pose a health risk. In conclusion,
the consumption of leafy vegetables provides significant levels of some essential elements (Fe, Mn,
Mo, Co and Se), but also of some potentially toxic elements (Al, Crand TI). A high consumer of leafy
vegetables would see their daily nutritional needs regarding Fe, Mn, Mo, and Co covered, although
they are also exposed to moderately worrying levels of T1. To monitor the safety of dietary exposure
to these metals, total diet studies on those elements with dietary exposures above the reference values
derived from the consumption of this food category, mainly Tl, are recommended.

Keywords: essential elements; potentially toxic elements (PTE); rare-earth elements (REE); minor
elements (ME); heavy metals; lead; cadmium; mercury; arsenic; dietary exposure; toxicological risk

1. Introduction

Green leafy vegetables are common components of the human diet, as they are sources
of fiber, vitamins and essential elements [1]. The latter (iron (Fe), zinc (Zn), copper (Cu),
selenium (Se), manganese (Mn), molybdenum (Mo), and cobalt (Co)) are considered essen-
tial elements for life because an insufficient intake causes functional deficiencies, which
are reversible if the element returns to adequate concentrations, and their effect cannot be
replaced by any other element. Although these elements account for only 0.02% of the total
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body weight, they play an important role as they are essential for the maintenance of good
health and the prevention of disease [2—-4].

Nevertheless, the safety of leafy green vegetables is a concern, since these vegetables
have been shown to accumulate toxic metals (cadmium (Cd), lead (Pb), arsenic (As) and
mercury (Hg)) to a greater extent than other vegetables [5]. Thus, the consumption of leafy
vegetables has been identified as a relevant source of human Cd [6-10], Pb [7,8,10-13],
As [11], and Hg [10,12,14,15]. Previous dietary exposure studies [16,17] in the Canary
Islands showed that total adult Cd and Pb dietary intakes were 0.16 ug/kg/day and
72.8 ug/day, respectively, below the reference intake limits set by EFSA and not posing a
health risk for consumers.

In addition, leafy green vegetables may generate health risks due to their occurrence of
other potentially toxic elements (PTE) such as Ag (silver), Al (aluminum), Ba (barium), Be
(beryllium), Cr (chrome), Ni (nickel), Sb (antimony), Sn (tin), Sr (strontium), T1 (thallium), U
(uranium), rare-earth elements (REEs) such as Ce (cerium), Dy (dysprosio), Er (erbium), Eu
(europium), Ga (gallium), Gd (gadolinium), Ho (holmiumy), In (indium), La (lanthanum), Lu
(lutetium), Nb (niobium), Pr (praseodymium), Sm (samarium), Ta (tantalum), Tb (terbium),
Tm (thulium), Y (yttrium), Yb (yttervium) and minor elements (MEs) such as Au (gold), Bi
(bismuth), Pt (platinum), Th (thorium), V (banadium). These PTE, REEs and MEs are of
increasing concern as emerging environmental contaminants [18,19]. A study conducted
by Gonzalez-Weller et al. [20] estimated the total intake of Al by the Canary population
(10 mg/day for a person weighing 70 kg), evaluating this exposure as lower than the
tolerable weekly intake (1 mg/kg/week) established by the EFSA [21]. A recent study
detected the presence of REEs in vegetables in China and leafy vegetables showed the
highest concentrations. Nevertheless, the risk to human health from their consumption
was estimated to be significantly lower than the reference intake values [22-25].

Multiple factors can increase the accumulation of toxic and potentially toxic elements
in the environment and crops, stich as the intensive use of agrochemicals, application of
sewage sludge to croplands, atmospheric deposition [26,27], and electronic products dis-
carded as part of the electronic waste (e-waste), among others. Between 60 and 64 elements
from the periodic table are used in the manufacture of a cell phone, while a computer
contains more than thirty elements. In general, almost 60% of the weight of an electronic
device is due to the presence of metals [18]. Because of this, a list of 50 “essential elements”
for the technology industry has recently been compiled, including the previously men-
tioned classical heavy metals and trace elements, as well as REEs, precious metals and
other elements, some of which are extremely scarce in the earth’s crust [18]. Many of these
elements are included in the list of priority pollutants prepared by the Agency for Toxic
Substances and Disease Registry (ATSDR) [28].

These new “essential elements” for industry are now being studied in terms of their
toxicity, as it has been observed that their presence in living beings has been increasing in
recent years [19,23-25,29-33]. Their toxic actions include cell damage, interference with
enzymes, proteins and macromolecules, damage to cell organelles, and even carcinogenesis,
according to available epidemiological and experimental studies [34]. For the REEs group,
different adverse health effects have been reported [35], such as anassociation with cell
proliferation [36], alterations in estrogenic differentiation [37], the promotion of lipid
peroxidation [38], formation of reactive oxygen species [39] and decrease in hemoglobin
content [19].

In Spain, in addition to lettuce and spinach, which are the most consumed leafy green
vegetables at the European level, there is a significant consumption of chard, which, within
the EU, is almost exclusive to Spain [40]. Furthermore, within Spain, there are regions
in which, due to culinary traditions, other green leafy vegetables are also consumed in
extremely high quantities. This is the case for the Canary Islands, where large quantities
of watercress (Nasturtium officinale) are consumed according to the ENCA, the nutritional
survey for the Canary Islands [41]. In the Canary Islands, the consumption of chard and
watercress is as high as that of spinach and lettuce [41-43].
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The Canary Islands are one of the so-called outermost territories of the EU due to their
remoteness from continental Europe. For this reason, highly perishable products such as
green leafy vegetables are mostly produced in the region, and only a small amount of the
total consumed quantity is imported from continental Spain [40].

As mentioned, multiple factors can increase this accumulation of essential, toxic and
potentially toxic elements in leafy vegetables [26,27]. In the Canary Islands, there are
several of these circumstances. On the one hand, this region has one of the highest uses of
pesticides in Europe. According to calculations, in 2001, the Canary Islands used 12 times
more pesticides per hectare than the rest of Spain [44], and the situation has not improved
20 years later [45]. Some previous studies [46] have already highlighted the interactions and
correlations between heavy metals and pesticides in this food category. In addition to the
application of agrochemicals or other practices that could increase the number of elements
in the croplands, Saharan dust intrusion (called “calima”) occurs frequently throughout
the year in this archipelago. Although few studies are available, it has been reported
that Saharan dust, and general particulate matter (P10, P25), can carry large amounts of
some elements [47,48], including REEs [19,45,49]. Therefore, a plausible hypothesis is that
frequent “calima” arrivals to the Canary Islands could influence the content of all these
elements in locally grown vegetables.

This novel study was designed to a) determine the levels of essential, toxic and
potentially toxic elements in one food category (leafy green vegetables) grown in the
Canary Islands, b) assess the dietary exposure to these elements from this food group, and
) estimate, for the Canary Islands population, the contribution and risk-benefit ratio of
the consumption of each type of leafy vegetable according to the reference intakes of these
essential, toxic and potentially toxic elements.

2. Materials and Methods
2.1. Sampling

A total of 244 samples of leafy vegetables were studied. The samples were acquired
from large supermarkets located on the island of Gran Canaria but representative of the
whole archipelago market, since these points of sale are also located on the other seven
islands (Figure 1). Sampling took place in two periods: from April 2016 to September 2016
(winter season) and from October 2016 to March 2017 (summer season).

Sampling considered the consumption patterns of the Canary Island population [41,43],
and included 56 samples of watercress (Nasturtium officinale); 42 samples of chard (Beta
vulgaris); 36 samples of romaine lettuce (Latuca sativa. longitolia); 22 samples of iceberg
lettuce (Latuca sativa); 18 samples of baby lettuce; 16 samples of arugula (Eruca vesicaria);
30 samples of spinach (Spinacia oleracen); and 24 samples of lamb’s lettuce. Upon arrival at
the laboratory, the samples were examined and cleaned of dirt with a damp paper towel,
and inedible or damaged outer leaves were removed. After cleaning, the samples were
frozen. The maximum storage period before analysis never exceeded six weeks.

2.2. Elements Analyzed and Analytical Procedure

Essential elements, toxic elements and a set of other elements, Agency for Toxic Sub-
stances and Disease Registry (US-ATSDR) priority list elements, REEs and other minority
elements (ME) were studied. In total, 47 elements (Fe, Zn, Cu, Se, Mn, Mo, Co, Cd, Pb, As,
iAs, Hg, MeHg, Ag, Al, Ba, Be, Cr, Ni, Sb, Sn, Sr, Tl, U, Ce, Dy, Er, Eu, Ga, Gd, Ho, In, La, Lu,
Nb, Pr, Sm, Ta, Tb, Tm, Y, Yb, Au, Bi, Pt, Th, V) were investigated in leafy green vegetables.
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Canary Islands map

Gran Canaria

Sampling points
Figure 1. Canary Islands location and sampling points.

All samples (ready-to-eat leafy vegetables) were ground and homogenized manually
using a metal-free Teflon mortar until a homogeneous mass was formed. Three digests
(extractions) were performed in parallel. Acid digestion of the homogenized samples was
performed using a microwave digester (Ethos Up, Milestone SRL, Sorisole, Italy). For this
purpose, 500 mg of vegetable homogenate was weighed (wet weight) into the digestion
vessels and 50 pL of the internal standard solution (Sc, Ge, Rh and Ir were added at a
stock concentration of 20 mg/mL each) (CPA Chem, Stara Zagora, Bulgaria), 2.5 mL of
concentrated HNOj3 (65%) (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) and 7.5 mL of Mili-Q
water (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) were added to each sample. The digester was
programmed in three stages at 1800 W of power: a first stage of 5 min at 100 °C, followed
by a 5 min stage at 150 °C, followed by a third stage of 15 min at 200 °C. After cooling,
the complete digests (extractions) were transferred to conical-bottom polypropylene tubes
and diluted to 15 mL with Mili-Q water (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). Finally, an
aliquot of each sample was taken for analysis. Reagent blanks were prepared similarly to
the samples, and every 10 samples were included in the analytical batch.

For instrumental analyses, an Agilent 7900 ICP-MS (Agilent Technologies, Tokyo,
Japan) equipped with standard nickel cones and a crossflow nebulizer with a make-up
gas port (x400 nebulizer, Savillex Corporation, MN, USA) was used for all measurements.
All data were acquired and processed with Agilent MassHunter data analysis software
(version 4.2). ICP-MS was optimized daily using a tuning solution consisting of a mixture
of Cs, Co, Li, Mg, Tl and Y (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA).

The entire procedure was validated prior to its use. Pure standards of all elements
were acquired in acid solution (5% HNO3, 100 mg/L, CPA Chem, Stara Zagora, Bulgaria).
Calibration curves were performed in the range from 0.005 ng/mL to 20 ng/mL for REEs
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and Mes, in the range from 0.01 ng/mL to 100 ng/mL for the toxic elements in the ATSDR
listing, and from 2 ng/mL to 70 ug/mL for the essential elements. The recoveries obtained
ranged from 84 to 117%. Linear calibration curves were found for all elements (regression
coefficients > 0.995). Instrumental LODs and LOQs were calculated as the concentration of
the element that produced a signal three and ten times higher, respectively, than that of the
averaged blanks. Sample LOQs were calculated by multiplying the instrumental LOQ by
the dilution factor applied to the sample during the digestion procedure (1:10 v:0).

2.3. Dietary Exposure Assessment

In order to assess the dietary intakes of every element from these leafy vegetables, the
total consumption of each of the green leafy vegetables by the population of the Canary
Islands [41,43] was considered and multiplied by the median values of each element (ng/g
fresh weight) in each type of vegetable, and divided by the average body weight of the
Canarian population (Equation (1)). Estimates were made for two age groups: adults
(>17 years and body weight 68.48 kg) and children (7 to 12 years and body weight 34.48
kg) and two consumption scenarios: high consumers (HC, 97.5th percentile) and average
consumers (AC, 50th percentile). The individual intakes obtained for each type of leafy
green vegetable were added to assess the overall intake of each element from this food
category.

Median Leafy vegetable consumption for the Canary Isalnd population (g) + Element medinn in that very same leafy vegetable (%)

LI Body Weight (kg)
EDI = Estimated Daily Intake
Body weight for Canary Islands adults: 68.48 kg [31]
Body weight for Canary Islands children: 34.48 kg [31]

The estimated daily intake (EDI) values of each element for each scenario and age
group were evaluated according to the reference values and the risk-benefit ratio
was charcaterized.

As dietary reference values (DRYV, in the case of essential elements), the population
reference intake values (PRI) reported by the European Food Safety Authority (EFSA)
were used [50,51]. According to the European standard, the PRI is the equivalent of the
Recommended Dietary Allowances (RDA) in the United States, i.e., the level of daily
dietary intake of a nutrient that is considered sufficient to meet the needs of 97.5% of
healthy individuals in each life stage and sex group. In those elements where no PRI was
set by EFSA, the Adequate Intake (Al) value was used as the reference value. The Al is the
amount established to be somewhat less than adequate for all members of the population
group. For those essential elements where the EDI exceeded the PRI or Al the Tolerable
Upper Daily Intake Level (UL) was also considered. The UL is the maximum total chronic
intake level of a nutrient from all sources that is considered unlikely to pose a risk of
adverse health effects in humans [50-52].

As Toxic Reference Values (TRVs), the Tolerable Daily Intake (TDI) values were used for
As, Pb, Cd and Hg [53-56]. Although, in this work, arsenic speciation was not performed,
the EFSA scientific opinion of arsenic in foods was taken as a reference to assess the
inorganic arsenic intake from leafy vegetables. According to EFSA, the proportion of
inorganic arsenic in vegetables is up to 65% of the total As [56]. It was not possible to
perform mercury speciation, but as it has been reported that the percentage of the methyl
form in vegetables normally seems to vary between 5% and 30%, a conservative approach
was considered for the mercury exposure assessment and 20% of the total mercury in the
leafy vegetables was considered to be in the form of methylmercury [55].

In the case of REEs (Ce, Dy, Er, Eu, Ga, Gd, Ho, In, La, Lu, Nb, Nd, Pr, Sm, Ta, Tb, Tm,
Y, Yb) and ME (Au, Bi, Ga, In, Nb, IPt, Ta, Th, and V), official TRVs have not been established
to date. However, some authors have proposed an allowable daily intake of 61 ug/kg body
weight (bw) for rare-earth oxides [22,57]. This proposal was based on human health studies
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in REE in mining areas and on animal experimental results. The aforementioned value was
considered as the TRV in the exposure assessment of these REEs and MEs.

2.4. Statistical Analysis

All statistical analyses were performed with GraphPad Prism v9.2 software (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). The distribution of the variables included in the study
was evaluated using the Kolmogorov-Smirnov test. The concentration of most of the
contaminants detected did not follow a normal distribution, so the results are expressed in
terms of median and range. For this same reason, nonparametric tests were used to check
for statistical differences between groups, as these evaluate the median rather than the
mean, which is appropriate given the relatively high number of undetected values in some
groups. Homogeneity of variance (homoscedasticity) was previously tested using Levene’s
test. The Kruskal-Wallis and Mann-Whitney U tests were used as nonparametric tests for
overall and pairwise comparisons, respectively. However, as an additional check, pairwise
comparisons were also performed using Student’s t-test after logarithmic transformation of
the data. A P-value of less than 0.05 (two-tailed) was considered statistically significant.
Data below the LOQ but above the LOD were assigned a random value between these
two limits. Data below the LOD were considered undetected. Probability levels of <0.05
(two-tailed) were considered statistically significant.

3. Results and Discussion
3.1. Essential Elements

Table 1 shows the concentration of essential elements in the sampled leafy vegetable.
There are significant differences for all of them (p < 0.0001).

Spinach, chard, arugula, lettuce sprouts and watercress are the leafy vegetables with
the highest concentration of essential elements. It is worth noting the high concentration of
Fe and Zn in spinach and arugula, as well as the high levels of Mn in chard. Romaine lettuce
has the lowest concentration of essential elements, highlighting the low concentrations
of Se, Mo and Co. Iceberg and romaine lettuce are the leafy vegetables with the lowest
concentrations of Fe, Zn and Cu. Spinach, arugula, lamb’s lettuce and chard were those
with the highest concentration of Cu. Se was found in higher concentrations in lettuce and
spinach sprouts and lower concentrations in watercress and iceberg lettuce. In the case of
Mn, it is worth highlighting the high concentrations found in chard, spinach and watercress
and the low concentrations found in romaine lettuce and iceberg lettuce. Mo levels are
noteworthy in lamb’s lettuce, arugula and watercress. Co is more present in arugula and
spinach. These results are similar to those in the study by Al Jassir et al. [9], in which Cu
and Zn were also found to reach relevant levels in green leafy vegetables.

The dietary exposures to these essential metals from these vegetables are shown in
Table 2. Among all the studied leafy vegetables, watercress and spinach are the main
dietary sources of essential elements for Canary Islands adults and children.

In adult 50th percentile consumers (average consumers (AC)) the greatest contribution
of essential elements comes from arugula, spinach, watercress, chard, and lamb’s lettuce.
In this scenario, lamb’s lettuce contributes up to 39% of the DRV of Mo.

In adult high consumers, spinach contributes the most to the essential elements
reference values, followed by arugula and watercress. Regarding Fe, spinach and arugula
can contribute up to 70% and 46% of the DRV, respectively. There is also a high intake of
Mo from arugula (83% of the DRV) and lamb’s lettuce (197% of the DRV). The contribution
of Co from spinach is 72% of the DRV, and from arugula this is 59% of the DRV.
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Table 1. Concentrations (ng/g as median and interquartile range (P25-P75) of essential elements in several types of leafy vegetables.
Element Romaine Lettuce Iceberg Lettuce Baby Lettuce Arugula (Rocket) Spinach Lamb’s Lettuce Watercress Swiss Chard
F 7456 2830 13,052 30,037 38,743 12,578 12,777 18,312
¢ (4105-21,063) (2229-3448) (9957-25,637) (7466-38 580) (13,124-76,100) (10,354-15,465) 6849-24,522) (10,421-30,064)
7 1890 1725 2454 3014 3748 2906 3733 2704
n (1234-2386) (1025-2041) (1964-3092) (1637-5607) (2535-9546) (1953-4421) (1969-5125) (2250-3268)
Cu 287.0 183.5 287.6 6413 698.1 710.1 4905 668.6
(196.9-523.6) (128.9-308.5) (211.0-399.0) (175.4-1066) (577.9-1328) (417.3-908.0) (204.5-739.0) (557.3-887.8)
Se 9.3 5.0 18.5 11.4 17.0 8.0 5.3 11.0
(6.2-15.2) (3.3-14.2) (14.7-23.3) (6.2-18.8) (10.9-43.1) (3.8-11.0) (21-12.4) (6.7-16.7)
Mn 1688.3 1348.0 2486.1 2793.8 5313.0 4044.0 3491.7 8971.1
(981.3-3658.1) (1025.1-1774.3) (1949.8-3181.7) (1401.9-3166.3) (2607.4-8068.2) (2723.8-5055.2) (2542.1-5615.8) (3741.3-12,918.1)
M 17.2 9.8 14.2 3189 110.6 758.0 1186 61.6
° (6.8-56.8) (3.1-21.9) (5.8-18.2) (24.5-697.7) (81.5-160.7) (275.8-1137.2) (65.7-343.6) (38.5-89.1)
Co 6.2 48 15.0 28.8 295 18.9 13.8 17.9
(3.8-10.6) (1.6-13.6) (11.5-19.4) (8.1-48.1) (16.4-57.9) (12.8-24.3) (7.3-27.2) (11.3-26.5)
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adults and children and two consumption scenarios (average and high consumers).

Table 2. Estimated daily intake (EDI) (ng/kg bw /day calculated from the median values) of essential elements from the consumption of leafy vegetables in Canarian

Adults (>17 y.0.)—68.48 kg bw—Both Genders

EDI (ug/kg bw/Day) *

Element Diela‘r;;llieef:rence Romaine Lettuce Iceberg Lettuce Baby Lettuce Arugula (Rocket) Spinach Lamb’s Lettuce Watercress Swiss Chard

AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC
Fe 160.63 ¢ 3.652 18420  1.386  6.993 6393 32250 14.710 74220 23530 112600 6161  31.080 7761 37890 10980  29.810
Zn 175.23¢ 0.926 4.670 0.845 4263 1.202 6.064 1.476 7.447 2276 10.890 1423 7.180 2267 11.070 1.622 4.402
Cu 18.98¢ 0.141 0.709 0.090 0453 0.141 0.711 0.314 1.585 0.424 2.029 0.348 1.755 0.298 1.454 0.401 1.088
Se 1.02¢ 0.005 0.023 0.002  0.012 0.009 0.046 0.006 0.028 0.010 0.050 0.004 0.020 0.003 0.016 0.007 0.018
Mn 43.81°¢ 0.827 4171 0.660  3.331 1.218 6.142 1.369 6.904 3227 15440 1981 9.991 2121 10360 5380  14.600
Mo 0.95¢ 0.008 0.042 0.005 0.024 0.007 0.035 0.156 0.788 0.067 0.322 0.371 1873 0.072 0.352 0.037 0.100
Co 0.12¢ 0.003 0.015 0.002 0.012 0.007 0.037 0.014 0.071 0.018 0.086 0.009 0.047 0.008 0.041 0.011 0.029

Children (7-12 y.0.)—34.48 kg bw—Both Genders
EDI (ug/kg bw/Day) *

Element Diela‘rzl 1‘:[ eefgrence Romaine Lettuce  Iceberg Lettuce Baby Lettuce Arugula (Rocket) Spinach Lamb’s Lettuce Watercress Swiss Chard

AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC
Fe 160.63 © 2915 14700 1106  5.581 5103  25.740 5.872 29.620 25820 123600 2459 12400 8434 41500  9.639 25710
Zn 108.06 < 0.739 3.727 0.674 3402 0.960 4.840 0.589 2.972 2498 11960  0.568 2.866 2464 12130 1424 3.796
Cu 14.60¢ 0.112 0.566 0.072  0.362 0.112 0.567 0.125 0.632 0.465 2227 0.139 0.700 0.324 1.593 0.352 0.939
Se 0.51¢ 0.004 0.018 0.002  0.010 0.007 0.037 0.002 0.011 0.011 0.054 0.002 0.008 0.003 0.017 0.006 0.015
Mn 21.90¢ 0.660 3.329 0527  2.658 0.972 4.902 0.546 2.755 3.541 16950  0.790 3.987 2,305 11.340 4722 12.590
Mo 0.37¢ 0.007 0.034 0.004 0.019 0.006 0.028 0.062 0.314 0.074 0.353 0.148 0.747 0.078 0.385 0.032 0.086
Co 0.12¢ 0.002 0.012 0.002 0.010 0.006 0.030 0.006 0.028 0.020 0.094 0.004 0.019 0.009 0.045 0.009 0.025

# This was calculated considering the consumption (in g/day) of each of the vegetables for the P50 of the children and adult Canary population reported by the Nutritional Survey of the
Canary Islands [41]. ® For comparative purposes, the DRV are expressed in pg/kg bw/day. When a range of different values for males and females is given, the average value was
considered. © Dietary Reference Value (DRV) EFSA [50,51].
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In children, the contribution of Mo to the reference intake values is noteworthy because
of the consumption of lamb’s lettuce (40% in AC; 201.9% in HC) and watercress (21% in
AC; 104% in HC). These results confirm the importance of monitoring the dietary intake of
Mo from this and other dietary sources to assess the derived risks [58]. Furthermore, in
the case of children who are high consumers of leafy vegetables, while the contribution
of Fe from the consumption of spinach reaches 77% of the DRYV, the contribution of the
consumption of watercress contributes 26% of the DRV. This situation, observed for Fe, is
also observed for the rest of the essential elements, except for the case of Se in watercress.
Spinach is also identified as an important source of Co (78% of the DRV) and Mn (77%
of the DRV) in children who are high consumers of leafy vegetables. Similar results for
spinach have previously been reported by Ellen et al. [59]. These authors pointed to this
vegetable being a relevant dietary source of Cu, Mn and Zn, since its consumption provides
more than 10% of the DRV of these three essential metals.

Figure 2 shows the exposure to each element from the daily consumption of leafy green
vegetables in adults and children and for the two consumption scenarios considered (AC
and HC) and evaluates the percentage contribution of the daily intake of green vegetables to
the DRV (the dashed line represents 100% of the DVR). Fe, Mn, Mo and Co are the elements
from which the consumption of leafy vegetables contributes the most to the DRV in high
consumers (HC), in both children and adults, exceeding the DRV in all cases. For the rest of
the elements, such as Se, Cu and Zn, the contributions of leafy vegetable consumption to
the DRVs are considerable. In the case of the population with an average consumption of
leafy vegetables (AC), Mo contributes the most to the diet, exceeding the DRV in the case

of children (AC).
ADULTS CHILDREN
600 600
M Average consumers A W Average consumers B
B High Consumers = High Consumers

&
E
B
8
3

Percentage of Dietary Reference Value
N
8
8

Percentage of Dietary Reference Value

RS S S L ¢ v ® & ¢ ¢
Essential element Essential element
Figure 2. Bar plot showing the percentage of the dictary reference values (DRV) of essential el-
ements provided by the consumption of leafy green vegetables in average and high consumers.
(A) Adults. (B) Children. Red and gray dotted lines indicate 100% and 50% of the DRV of each
element, respectively.

3.2. Toxic Elements

Table 3 shows the concentration of the detected toxic elements (As, Cd, Hg and Pb)
in the different vegetables. Cd is the element that appears in the highest concentration,
followed by As and Pb. As suspected, Hg is the toxic metal with the lowest concentrations
in vegetables. Spinach is the most contaminated leafy vegetable with these toxic metals
and significant differences (p < 0.0001) were detected. Environmental problems from metal
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and pesticide contamination, their synergistic and antagonistic interactions, as well as their
combined toxic effects, have been reported by Alengebawy et al. [46].

Table 3. Concentrations (ng/g) as median and interquartile range (P25-P75) of toxic elements in
several types of leafy vegetables.

Romaine Iceberg Baby Arugula . Lamb’s Swiss
Element Lettuce Lettuce Lettuce (Rocket) Spinach Lettuce Watercress Chard P
1.6 0.5 3.9 7.2 8.0 18.9 6.7 4.9
As - <0.0001
(0868 (0428  (22-51) (1.889) (29-182) (8.1-262) (27-165)  (26-7.4)
215
11.9 4.0 9.2 9.3 11 1.9 10.5
cd (5.3-22.6) (1.7-8.6) (2.5-36.6) (4.3-16.7) (,_}91 3)_ 0.9-2.9) (11-5.1) (4.7-17.9) <0.0001
2.7 23 2.7 23 1.7 22 1.0 1.4
Hg (2.0-3.6) (0.7-2.9) (1.5-4.3) (1.9-5.4) (1.0-2.8) (1.4-3.0) (0.5-2.9) (1.0-3.9) <0.0001
13.1
49 20 6.9 128 6.4 7.5 93
2] l—
b (19-10.6) (12-122)  (34-95) (fg '90) (60-317)  (46-82) (33-147) (58164 <0000

While the highest levels of Cd were detected in spinach, romaine lettuce and chard,
the lowest levels of Cd were found in lamb’s lettuce. These results are like those previously
published by Al Jasir et al. [9] and AESAN [60], in which Cd contamination in these leafy
vegetables reaches levels between 10 and 100 pg/kg and the results of the study by Rubio
et al. 2006 [16], where Cd was found at levels of 13.62 pg/kg in vegetables. However,
the results here are lower than those reported by Mohamed et al. [27], who observed a
concentration of 4.13 pg/g of Cd in spinach.

The concentration of Hg and As is low in all the analyzed vegetables, with the highest
being Hg in romaine lettuce and sprouts (2.7 ng/g) and As in lamb’s lettuce (18.9 ng/g)
and spinach (8.0 ng/g). This situation is similar to that reported by EFSA [55], where the
highest Hg concentration was observed in fish and shellfish, and to the study conducted by
Marti-Cid et al [61]. In the study by Rubio et al [62], Hg levels in vegetables consumed in
the Canary Islands were not detectable.

Arugula and spinach are the most contaminated with Pb. These results are lower than
those obtained in the studies conducted by Guerra et al. [13], who reported high levels of
Pb in vegetables, and those carried out by EFSA [53]. In contrast to the above, the results of
the present study are higher than those found in the study by Rubio et al., 2005 [17], where
Pb was detected at a level of 0.14 pg/kg in vegetables.

Table 4 shows the exposure assessment (for adults and children) of potentially toxic
elements (PTE) from the consumption of different leafy vegetables produced and consumed
in the Canary Islands using the median values of each element and the daily consumption
of each vegetable, for high consumers (HC) (percentile 97.5th) and average consumers (AC)
(percentile 50th). Lead, cadmium, mercury and arsenic intakes from the consumption of
leafy vegetables in the Canary Islands do not show significant values, so the consumption
of these vegetables does not pose a health risk. It can be concluded that, in the scenario
of average consumption of leafy vegetables, Canary adults have insignificant intakes of
toxic metals.
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Table 4. Estimated daily intake (EDI) (ug/kg bw/day calculated from the median values) of toxic elements from the consumption of leafy vegetables in Canarian

adults and children and two consumption scenarios (average and high consumers).

Adults (>17 y.0.)—68.48 kg bw—Both Genders
EDI (ug/kg bw/Day) ?

Toxic Reference

Element Value Romaine Lettuce  Iceberg Lettuce Baby Lettuce Arugula (Rocket) Spinach Lamb’s Lettuce Watercress Swiss Chard
AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC

iAsc 0.30 0.001 0.004 0.000  0.001 0.002 0.010 0.004 0.018 0.005  0.023  0.009 0.044 0.004 0.020 0003 0.011
Cd 1.00 0.006 0.029 0.002 0010 0.004 0.023 0.005 0.023 0.013 0062  0.001 0.003  0.001 0.006 0.006 0.021
MeHg ¢ 0.10 0.001 0.007 0.001 0.006 0.001 0.007 0.001 0.006 0.001  0.005  0.001 0.005  0.001 0003 0001 0.004
Pb 6.00 0.002 0.012 0.001 0.005 0.003 0.017 0.006 0.032 0.008  0.037  0.003 0.016  0.005 0.022 0006 0.022

Children (7-12 y.0.)—34.48 kg bw—Both Genders
EDI (ug/kg bw/Day) 2

Element Toxi;z[l{leuf;;ence Romaine Lettuce  Iceberg Lettuce Baby Lettuce Arugula (Rocket) Spinach Lamb’s Lettuce Watercress Swiss Chard
AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC

iAs € 0.30 0.001 0.003 0.000  0.001 0.002 0.008 0.001 0.007 0.005 0025  0.004 0.018  0.004 0022 0003 0.009
Cd 1.00 0.005 0.024 0.002  0.008 0.004 0.018 0.002 0.009 0.014 0.068  0.000 0.001 0.001 0.006 0006 0.019
MeHg ¢ 0.10 0.001 0.005 0.001 0.004 0.001 0.005 0.000 0.002 0.001  0.005  0.000 0.002  0.001 0003 0001 0.003
Pb 6.00 0.002 0.010 0.001 0.004 0.003 0.014 0.003 0.013 0.009 0.041 0.001 0.006 0.005 0.024 0.005 0.017

@ The EDI was calculated considering the consumption (in g/day) of each of the vegetables for the P50 of the Canary population in both adults and children according to the data in
the Nutritional Survey of the Canary Islands [41]. ® For comparative purposes, the TRVs are expressed in ug/kg bw/day. When a range of different values for males and females is
given, the EFSA average value was considered [53,54]. © As a reference to calculate the inorganic arsenic exposure, the EFSA scientific opinion of arsenic in foods [59] was considered.
According to this opinion, the proportion of inorganic arsenic in vegetables ranges up to 65% [56]. 4 [t has been established that the percentage of the methyl form in vegetables normally
seems to vary between 5% and 30% [55]. With the aim of a conservative approach, the EDI of MeHg was calculated considering that 20% of the total mercury in the leafy vegetables is in
the form of methylmercury.
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For both adults and children, the average consumption of green leafy vegetables does
not generate EDI values that could be considered significant contributions to the established
TRVs. However, the high consumption of these leafy vegetables generates relevant EDIs.
In the case of HC adults, spinach consumption contributed the highest reference values
of toxic elements (7.7% of the TRV of iAs), followed by romaine lettuce (7% of the TRV of
MeHg and 2.9% of the TRV of Cd) and watercress (6.7% of the TRV of iAs). In children
exposed to a scenario of high consumption of leafy vegetables, the same trend is observed
as in adults. Spinach contributes the most to the toxic elements’ dietary exposure (8.3% of
the TRV of iAs), followed by romaine lettuce (5% of the TRV of MeHg and 2.4% of the TRV
of Cd) and watercress (7.3% of the TRV of iAs).

These results are similar to those reported by Zhu Huan et al. [10], in which the intake
of As, Cd, Hg and Pb from vegetables poses a low risk to health but suggests that Cd should
be taken into account as a relevant contaminant in vegetables. This same consideration was
supported by the risk assessment of Cd exposure conducted by the Spanish Agency for
Food Safety and Nutrition (AESAN) [60].

As can be seen in Figure 3, the exposure to toxic metals from the consumption of
leafy vegetables by the Canary population is much lower than the TRVs set for these toxic
elements. For both population groups, the dietary intakes of iAs and Cd are worth noting.
The rest of the elements do not appear in prominent concentrations.
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Figure 3. Bar plot showing the percentage of the tolerable daily intake values (TDI) or provisional
tolerable weekly intake values (PTWI) of highly toxic elements provided by the consumption of leafy
green vegetables in average and high consumers. (A) Adults. (B) Children. Red and gray dotted lines
indicate 100% and 50% of the Toxic Reference Value of each element, respectively.

3.3. Potentially Toxic Elements (PTE)

Table 5 shows the concentrations of potentially toxic elements (PTE) in the different
analyzed vegetables including the sum of Rare Earth Elements (Sum REE) and the sum
of minority elements (Sum ME). Spinach and arugula are the vegetables with the highest
concentrations of these elements, followed by watercress and chard. The most abundant
elements from highest to lowest concentrations are Al in spinach, Srin chard and watercress,
and Ba in arugula.
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Table 5. Concentrations (ng/g as median and interquartile range (P25-P75)) of potentially toxic elements in several types of leafy vegetables.

Element Romaine Lettuce  Iceberg Lettuce Baby Lettuce Arugula (Rocket) Spinach Lamb’s Lettuce Watercress Swiss Chard r
A 0.24 0.17 0.16 0.37 094 0.28 0.17 0.63 <0.0001
& (0.16-0.32) (0.12-0.37) (0.12-0.33) (0.24-0.58) (0.48-22) (0.22-0.34) (0.10-0.38) (0.42-1.5) ’
Al 8831.2 1580.9 13,671.2 32,145.2 41,946.8 14,185.0 11,8109 17,866.4 0.0001
(4413.9-26,221.8) (1113.3-5807.3) (7967.4-20,439.7)  (10,361.8-45,383.9)  11,517.1-83,360.8) 6374.3-23873.0)  (5583.1-29.4247)  (9726.5-31,310.9) <t
16 1.9 2.1 1.5 0.4 14 0.4 04
Au (0.9-2.7) (0.8-2.3) (03-3.4) (05-3.2) (0.3-0.5) (0.8-1.9) (0.2-1.1) (0.2-0.9) <0.0001
Ba 2539 299.0 431.8 687.5 511.2 490.0 198.3 1246.1 <0.0001
(130.5-364.6) (181.9-423.2) (182.9-1098.3) (293.0-1109.4) (219.1-935.5) (399.6-628.4) (71.9-336.1) (334.3-2947.1) :
Be 0.40 0.0 0.0 023 285 1.24 091 1.42 <0.0001
0.0-1.17) (0.0-0.56) (0.0-093) (0.0-1.03) (0.92-4.92) (0.91-1.56) (0.41-1.81) (0.69-2.69) ’
C 214 8.9 228 52.3 724 38.0 318 53.7 <0.0001
T (10.7-37.1) (7.2-20.3) (16.4-455) (13.6-176.9) (29.5-133.2) (28.9-82.3) (14.8-61.6) (29.1-66.4) :

Ni 394 60.4 49.1 59.3 85.7 404 333 56.5 0.0154
! (19.9-58.1) (13.9-189.4) (31.3-124.1) (25.9-134.6) (22.7-242.1) (35.2-46.2) (18.1-65.9) (29.8-94.0) S
Sb 047 0.68 0.78 091 0.86 1.02 1.06 0.86 0.0015

(0.26-0.88) (0.23-1.46) (0.51-16.08) (0.42-1.38) (0.68-2.72) (0.88-1.22) (0.69-1.89) (0.54-1.47) A

S 44 1.1 33 27.9 13.1 1.7 2.7 34 <0.0001
n (1.4-11.1) (0.7-6.8) (1.6-9.7) (18.0-37.2) (2.6-13.1) (1.4-2.4) (0.8-8.2) (2.2-9.5) :

5 1635.1 1917.1 1540.9 4355.1 4535 3964.5 5324.3 6510.7 <0.0001
(1214.9-2763.2) (1068.7-3345.3)  (1127.4-10,787.2) (1343.9-8047.4) (2935.8-8392.6) (3166.7-5525.5)  (3262.8-14,4082)  (2833.9-9437.4) ’

Th 0.6 0.1 23 3.4 6.4 22 1.8 26 0.0001
(0.3-4.6) (0.0-0.3) (1.2-3.2) (0.6-6.4) (1.9-14.1) (1.0-3.7) (0.6-3.9) (1.4-4.6) :

m 18 22 21 28 19 22 0.9 0.8 <0.0001
(1.3-2.8) (1.0-2.7) 0.8-3.1) (1.7-5.4) (1.2-2.8) (1.6-2.6) (0.6-1.9) (0.6-1.3) ’

U 0.3 0.1 0.9 1.8 21 7.9 1.1 1.6 <0.0001
(0.1-1.1) 0.0-1.1) 0.6-1.3) (0.4-2.3) (1.4-3.7) (2.1-12.6) (0.6-2.7) (0.7-2.8) ’
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Table 5. Cont.

Element Romaine Lettuce  Iceberg Lettuce Baby Lettuce Arugula (Rocket) Spinach Lamb’s Lettuce Watercress Swiss Chard P
v 108 22 258 547 859 53.1 306 518 .
(5.2-41.7) (16-9.7) (19.9-50.0) (12.4-70.7) (24.5-154.0) (19.9-91.9) (15.6-61.2) (24.1-82.1) :
206 40 812 1325 2595 629 53.4 1108
a
Sum REE (9.1-122.6) (3.1-16.1) (49.4-134.8) (34.4-153.4) (53.1-580.2) (24.8-85.7) (25.8-113.9) (546-171.1) <0.0001
59 17 173 411 626 237 174 27.0
b
Sum ME (3.7-35.3) (13-35) (11.4-24.0) (10.7-50.4) (17.9-112.2) 85.3-36.9) (7.8-31.5) (12.5-43.9) <0.0001

2 This is the sum of the individual concentrations of Ce, Dy, Er, Eu, Ga, Gd, Ho, In, La, Lu, Nb, Nd, r, Sm, Ta, Tb, Tm, Y and Yb. ® This is the sum of the individual concentrations of Au,
Bi, Ga, In, Nb, Pt, Ta, Th,and V.
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These results are in line with those previously published by Ding Guo Jiang et al. [29].
However, they are different from those reported by Liu et al. [23], since these authors
found that the Tl levels in vegetables such as lettuce, chard and pak choy exceeded the
maximum permitted level (0.5 mg Tl/kg) of the environmental quality standards for food
in Germany. Regarding the data on Al, the results are in line with those previously reported
by EFSA [21], in which chard, spinach and lettuce are identified as vegetables with a high
Al content.

Table 6 shows the estimated dietary exposure (EDI) of potentially toxic elements,
including the sum of Rare Earth Elementss (Sum REE) and the sum of minority elements
(Sum ME) from the consumption of different leafy vegetables produced and marketed in
the Canary Islands.

The elements from which the consumption of leafy vegetables represents a greater
contribution to the TRV for both adults and children are T1, Al, Sr, Cr and Ba. It is important
to highlight the contribution of SUM REE. The high consumption of leafy vegetables (HC
scenario) in adults is worth mentioning for the contributions to the TRVs provided by
arugula consumption (10% of the TRV of Tl; 7.9% of the TRV of Al), iceberg lettuce intake
(8.6% of the TRV of Tl), lamb’s lettuce ingestion (3% of the TRV of Cr), consumption of
watercress (3% of the TRV of Cr; 2.6% of the TRV of Sr) and daily chard intake (3% of the
TRV of Cr; 1% of the TRV of Ba). The intake generated by the SUM REE from the daily
consumption of arugula reaches 0.5% of the toxic reference value.

In the case of children, the contribution from the daily consumption of spinach stands
out in both AC profiles (12% of the TRV of Al; 8.6% of the TRV of T1; 7.1% of the TRV of Cr)
and HC profiles (13% TRV of Al; 8.6% TRV of Tl; 7.7% TRV of Cr). This percentage reaches
4% of the TRV of Alin children in the HC scenario of watercress. The dietary exposure to Ba
after the consumption of chard makes a greater contribution to the TRV (0.9%) in children
following a diet with an HC of leafy vegetables. The Sr contribution from watercress (3%
of the TRV) is greater in children with an HC profile.

A recent work investigated the presence of REEs in vegetables in China and leafy
vegetables and reported high concentrations. Nevertheless, the risk to human health from
their consumption was estimated to be significantly lower than the acceptable daily intake
for elements in this group (70 pg kg~ d=1) [22]. In the aforementioned study, spinach was
found to generate the highest intake of the SUM REE, but only accounts for 1.2% and 1.4%
of the value of 70 ug kg~ d~! in the AC and HC scenarios, respectively.

EFSA 2020 [63] reported the scarce research on the potential toxicity of REEs and
concluded that the control of these elements in foods of plant origin is necessary. It has
been demonstrated that chronic exposure to some of these elements, even at low doses,
could lead to a wide range of adverse health effects, even in the early stages of life, such
as neurotoxicity, neurodevelopmental toxicity and hepatic alterations. There have been
studies suggesting that some of these elements might negatively affect children’s spatial
learning and indirectly affect memory.

As can be seen in Figure 4, the consumption of leafy vegetables may involve a worrying
exposure to Al, Cr, and especially T, in high consumers, in both children or adults.
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Table 6. Estimated daily intake (EDI) (ug/kg bw/day calculated from the median values) of potentially toxic elements from the consumption of the several types of
leafy vegetables in Canarian adults and children and two consumption scenarios (average and high consumers).

Adults (>17 y.0.)—68.48 kg bw—Both Genders

EDI (ug/kg bw/day) *
Element TDXi:/;f:;Eﬂce Romaine Lettuce  Iceberg Lettuce Baby Lettuce Arugula (Rocket) Spinach Lamb’s Lettuce Watercress Swiss Chard
AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC

Ag 5 <LOD 0.001 <LOD <LOD <LOD <LOD <L.OD 0.001 0.001 0.001 <LOD 0.001 <LOD  0.001 <LOD 0.001
Al 1000 4.325 21.820 0.774 3.906 6.696 33.780 15.750 79430 25480 27960 @ 6.948 35.050 7.174 35020 10.710  29.080
Ba 200 0.124 0.627 0.146 0.739 0.212 1.067 0.337 1.699 0311 0341 0.240 1.211 0.121 0.588 0.747 2.029
Be 2 <LOD 0.001 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 0.001 0.002  0.002 0.001 0.003 0.001 0.003 0.001 0.002
Cr 3 0.010 0.053 0.004 0.022 0.011 0.056 0.026 0.130 0.044  0.048 0.019 0.094 0.019 0.094 0.032 0.087
Ni 20 0.019 0.097 0.030 0.149 0.024 0.121 0.029 0.146 0.052 0057 0.020 0.100 0.020 0.099 0.034 0.092
Sb 0.4 <LOD 0.001 <LOD  0.002 <LOD 0.002 <LOD 0.002 0.001 0001 <LOD 0.003 0.001 0.003 0.001 0.001
Sn 600 0.002 0.011 0.001 0.003 0.002 0.008 0.014 0.069 0.004  0.004 0.001 0.004 0.002 0.008 0.002 0.006
Sr 600 0.801 4.040 0.939 4.736 0.755 3.808 2.133 10.760 2754 3.022 1.942 9.797 3234 15.790 3.904 10.600
Tl 0.07 0.001 0.004 0.001 0.006 0.001 0.005 0.001 0.007 0.001  0.001 0.001 0.005 0.001 0.003 <LOD 0.001
U 3 <LOD 0.001 <LOD <LOD <LOD 0.002 0.001 0.004 0.001  0.001 0.004 0.019 0.001 0.003 0.001 0.003

Sum REE ¢ 61 0.010 0.051 0.002 0.010 0.040 0.201 0.065 0.327 0.158 0173 0.031 0.155 0.032 0.159 0.066 0.180

Sum ME 4 NA 0.003 0.015 0.001 0.004 0.008 0.043 0.020 0.101 0.020  0.042 0.012 0.059 0.011 0.052 0.016 0.044
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Table 6, Cont.

Children (7-12 y.0.)—34.48 kg bw—Both Genders

EDI (ug/kg bw/Day) *
Element Toxi:}flif:zence Romaine Lettuce  Iceberg Lettuce Baby Lettuce Arugula (Rocket) Spinach Lamb’s Lettuce ‘Watercress Swiss Chard

AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC AC HC

Ag 5 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 0003 0003 <LOD <LOD <LOD 0.001 <LOD  0.001
Al 1000 3.452 17.420 0.618 3.117 5.345 26.960 6.284 31.700 121.900 133.800 2.773 13.990 7.796 38.370 9.404 25.080

Ba 200 0.099 0.501 0117 0.590 0.169 0.852 0.134 0.678 1486  1.631 0.09 0.483 0.131 0.644 0.656 1.749

Be 2 <LOD 0.001 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 0008 0009 <LOD  0.001 0.001 0.003 0.001 0.002

Cr 3 0.008 0.042 0.004 0.018 0.009 0.045 0.010 0.052 0.210 0.231 0.007 0.037 0.021 0.103 0.028 0.075

Ni 20 0.015 0.078 0.024 0.119 0.019 0.097 0.012 0.058 0249 0273  0.008 0.040 0.022 0.108 0.030 0.079

Sh 04 <LOD 0.001 <LOD  0.001 <LOD 0.002 <LOD 0.001 0.002 0.003 <LOD 0.001 0.001 0.003 <LOD 0.001

Sn 600 0.002 0.009 <LOD  0.002 0.001 0.006 0.005 0.028 0.018 0.020 <LOD 0.002 0.002 0.009 0.002 0.005

Sr 600 0.639 3.225 0.749 3.780 0.603 3.039 0.851 4.294 13180 14470 0.775 3.910 3515 17.300 3427 9.138

Tl 0.07 0.001 0.003 0.001 0.004 0.001 0.004 0.001 0.003 0.006 0.006 <LOD 0.002 0.001 0.003 <LOD 0.001

U 3 <LOD 0.001 <LOD <LOD <LOD 0.002 <LOD 0.002 0.006 0.007 0.002 0.008 0.001 0.004 0.001 0.002
Sum REE ¢ 61 0.008 0.041 0.002 0.008 0.032 0.160 0.026 0131 0.754 0.828 0.012 0.062 0.035 0.174 0.058 0.156
Sum ME 4 NA 0.002 0.012 0.001 0.003 0.007 0.034 0.008 0.040 0.008 0200 0.005 0.023 0.011 0.057 0.014 0.038

@ The EDI was calculated considering the consumption (in g/day) of each of the vegetables for the P50 of the Canary population in both adults and children according to the data in the
Nutritional Survey of the Canary Islands [41]. ® For comparative purposes, the TRV are expressed in ug/kg bw /day, established by EFSA [63]. For Sum REE, the TRV are those set
by EPA [57]. © This is the sum of the individual concentrations of Ce, Dy, Er, Eu, Ga, Gd, Ho, In, La, Lu, Nb, Nd, Pr, Sm, Ta, Tb, Tm, Y and Yb. 9 This is the sum of the individual
concentrations of Au, Bi, Ga, In, Nb, Pt, Ta, Th, and V.
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Figure 4. Bar plot showing the percentage of the tolerable daily intake values (TDI) or provisional
tolerable weekly intake values (PTWI) of potentially toxic elements, rare-earth elements and minority
elements from the consumption of leafy green vegetables in average and high consumers. (A) Adults.
(B) Children. Red and gray dotted lines indicate 100% and 50% of the reference value of each

element, respectively.

4. Conclusions

The consumption of leafy vegetables provides significant levels of some essential
elements (Fe, Mn, Mo, Co and Se), but also of some potentially toxic elements (Al, Cr
and T1), although the levels of toxic elements are insignificant (As, Cd, Pb and Hg). Leafy
vegetables with the highest levels of elements are spinach, rucola, watercress and chard.
According to the dietary model of the Canary Islands, high consumers of leafy vegetables in
this archipelago would meet their daily nutritional requirements of Fe, Mn, Mo and Co, but
this population would be exposed to a very moderate risk derived from their exposure to T1,
Aland Cr. Total diet studies on those elements with dietary exposures above the reference
values derived from the consumption of this food category, mainly T1, are recommended.
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7. Conclusiones
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1

Segun los resultados obtenidos en este estudio, los vegetales de hoja cultivados en
Canarias tienen niveles moderados de nitratos. Estos niveles son considerablemente

mas bajos que los reportados en la mayoria de los estudios.
Respecto al patrén estacional, no hubo diferencias en el contenido de nitrato.

Las concentraciones relativamente bajas y la falta de diferenciacion de concentracion
entre verano e invierno podria deberse a las condiciones climaticas del Archipiélago

Canario, caracterizado por un clima estable y una alta exposicién a la luz solar.

Algunos de los vegetales de agricultura ecoldgica cultivados en Canarias, al contrario
de lo que generalmente reportan otros estudios, tenian niveles mas altos de nitratos
comparados con los del cultivo convencional. Esto podria estar relacionado con el uso

inadecuado de fertilizantes organicos.

2

Es de destacar los niveles encontrados en dos vegetales sin regulacién legal, los berros
y acelgas. Estos vegetales son muy consumidos en Canarias, y segun los resultados de
este estudio, pueden contribuir significativamente a la exposicién global, incluso mas
que otras verduras que estan reguladas. Por esta razén se considera apropiado una
regulacién por las autoridades de la Union Europea para establecer unos limites
maximos de residuos de nitratos en acelgas y berros, que podria ser similar a los fijados

para las espinacas.

3

Las algas se estan convirtiendo en un alimento cada vez méas importante en la dieta de
los paises occidentales por su perfil nutricional. Sin embargo, los datos de este estudio

confirman que estos organismos absorben y acumulan metales téxicos como Cd, Pb y
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Hg o nitratos que, al ser ingeridos en altas concentraciones, pueden desencadenar

reacciones adversas, como es el caso de los nitratos.

Las algas asiaticas tienen concentraciones més altas de Cd, Pb y Hg que las algas
europeas. Las especies asiaticas Hijiki y Nori destacan por su contenido en Cd y algunas
muestras de algas Nori analizadas presentaron concentraciones de nitratos superiores
a 8000 mg/kg.

4

Considerando el consumo recomendado por los fabricantes (4 mg/dia), el nivel maximo
encontrado de metales y nitratos no superan los valores de ingesta. Sin embargo, debe
establecerse una legislacion que regule su contenido en algas comestibles,
especialmente considerando el origen, ya que puede afectar a su contenido de metales

téxicos y nitratos.

Se deberian realizar estudios de seguimiento periddico para detectar especies u
origenes que puedan suponer un riesgo desde el punto de vista toxicolégico y permita

hacer recomendaciones de consumo.

De igual forma, se insta a las autoridades correspondientes a legislar niveles maximos

de contaminantes en estos productos para garantizar su calidad y seguridad alimentaria.

En el estudio de los vegetales de hoja se puede ver que los niveles méas altos de
elementos analizados estan presentes en las espinacas, la rdcula, los berros y las

acelgas.

6

El consumo de los vegetales de hoja estudiados aporta niveles significativos de algunos

elementos esenciales (Fe, Mn, Mo, Co y Se) y elementos potencialmente toxicos (Al, Cr
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y TI), aunque los niveles de elementos toxicos son insignificantes (As, Cd, Pb y Hg).
Segun el modelo alimentario de Canarias, los grandes consumidores de hortalizas de
hoja en este archipiélago tendrian cubiertos sus requerimientos nutricionales diarios de
Fe, Mn, Moy Co, pero al mismo tiempo esta poblacidén estaria expuesta a un riesgo muy

moderado derivado de su exposicion a Tl, Aly Cr.

Por ello se recomienda estudios de dieta total sobre aquellos elementos con
exposiciones dietéticas superiores a los valores de referencia derivados del consumo

de esta categoria de alimentos, principalmente el TI.

2

Los resultados de esta Tesis doctoral aportan datos relevantes de elementos toxicos y
potencialmente tdxicos existentes en vegetales de hoja y algas. Mientras que para
muchas de estas sustancias quimicas hay limites claramente establecidos y estudios de
toxicidad, para ciertos elementos y vegetales no hay estudios al respecto. Es por ello
que se considera adecuado realizar estudios mas amplios en cuanto a la exposicién a
estos elementos potencialmente téxicos y regular los limites maximos permitidos (de
aguellos elementos considerados toxicos y nitratos) pero sin regulacion en ciertos

vegetales de hoja.
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