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Resumen

RESUMEN

El desarrollo industrial y tecnoldgico origina la exposicion de los
seres vivos y del medio ambiente a un gran nimero de contaminantes a
través de los alimentos, aire, agua, suelo y productos de consumo.

Los plaguicidas son compuestos quimicos que se emplean antes y
después de la cosecha, para proteger los cultivos de la infestacion por plagas
y enfermedades vegetales.

Los nitratos se emplean en los cultivos como fertilizantes,
contribuyendo a un incremento significativo en la produccion de las
cosechas.

La agricultura en la Comunidad Valenciana es intensiva, lo que
conlleva un uso elevado de plaguicidas y nitratos en la produccion,
pudiendo ocasionar una acumulacién de estas sustancias en los productos
vegetales.

Otro grupo de contaminantes de interés en salud publica, debido a su
elevada persistencia ambiental y toxicidad, son las dioxinas, furanos y
policlorobifenilos similares a dioxinas (dI-PCBs). Estas se generan como
subproductos no intencionados en procesos de combustion de origen
industrial o natural. Al ser de naturaleza lipofilica, se acumulan
principalmente en alimentos de origen animal, constituyendo este grupo de
alimentos, junto con las grasas y aceites, la principal fuente de exposicion
humana a dioxinas, furanos y dI-PCBs.

La presencia de contaminantes quimicos como residuos de
plaguicidas, nitratos, dioxinas y compuestos relacionados es motivo de
preocupacion, suscitando la necesidad de conocer el grado de exposicion a

1



Resumen

estos contaminantes a través de la dieta, y el riesgo derivado de dicha
exposicion en la poblacién de la Comunidad Valenciana.

Para la evaluacion de la exposicién a contaminantes quimicos a
través de la dieta, son necesarios tanto los datos de consumo de alimentos
como el conocimiento de la concentracion de los mismos en dichos
alimentos.

Los datos de consumo se obtuvieron de la encuesta de nutricion de la
poblacién de la Comunidad Valenciana, llevada a cabo durante el periodo
2010-2011. Consistio en una encuesta recordatorio de 24 horas en la que se
recogieron los datos de consumo de alimentos y bebidas por el individuo, en
el dia anterior a la entrevista.

En cuanto a los datos de los niveles de los contaminantes quimicos
en alimentos, relativos a residuos de plaguicidas y nitratos se obtuvieron de
los programas de vigilancia, y los de dioxinas, furanos y dI-PCBs a partir de
un Estudio de Dieta Total (EDT).

Los niveles de plaguicidas se analizaron en el Laboratorio
Agroalimentario de Valencia, laboratorio de referencia en la Union Europea,
empleando cromatografia de gases (CG) o cromatografia liquida (CL);
mientras que, en el laboratorio de Salud Pablica de Valencia se han llevado
a cabo las determinaciones analiticas de nitratos empleando CL, y la de
dioxinas, furanos y dI-PCBs empleando el método de bioensayo DR
CALUX®,

La evaluacion de la exposicion a residuos de plaguicidas se realizo
empleando la metodologia determinista, mientras que la evaluacién de la

exposicion a nitratos, dioxinas y compuestos relacionados se llevé a cabo
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bajo un enfoque probabilistico empleando el software Creme Food®, que
permite conocer la distribucion de esta exposicion en la poblacién, asi
como, el porcentaje de la misma que podria estar en riesgo.

Para tratar los resultados inferiores al limite de cuantificacion
(LOQ), se asumieron dos escenarios: el escenario del limite inferior u
optimista (LB) y el escenario del limite superior o pesimista (UB), en los
que los resultados no cuantificados se sustituyeron por 0 o el valor de LOQ,
respectivamente.

La evaluacion de la exposicion a residuos de plaguicidas y nitratos
para la poblacion adulta e infantil, en los dos escenarios de exposicion,
revel6 ingestas diarias estimadas (IDEs) inferiores a los valores establecidos
de ingestas diarias admisibles (IDASs). Sin embargo; para los nitratos y en la
poblacién infantil, se obtuvieron valores de ingestas superiores a dicho valor
en el percentil 99 de exposicion, en ambos escenarios (4.2/4.4 mg kg™ p.c.
dial).

Respecto a las dioxinas, furanos y dI-PCBs en los dos escenarios de
exposicion, los resultados de ingestas estimadas para la poblacion adulta
fueron inferiores a la ingesta semanal tolerable (IST); sin embargo, valores
superiores se obtuvieron en las ingestas estimadas para la poblacion infantil,
2/2.8 pg EQT (equivalentes toxicos) kg p.c. dia y, para la poblacion
adulta en el percentil 90 de exposicion 2.2/3 pg EQT kg p.c. dia™.

Los resultados de la caracterizacién del riesgo debido a la exposicion
a nitratos en el escenario pesimista, ponen de manifiesto que hasta el 0.8%
de la poblaciéon de los adultos y el 1.4% de la poblacion de los nifios,

podrian estar en riesgo debido a dicha exposicién dietética. En este mismo
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escenario, se obtuvo una mayor probabilidad de riesgo a la exposicion a
dioxinas y compuestos relacionados; hasta el 22.4% de la poblacion de los
adultos y 58.5% de la poblacion de los nifios, podrian estar en riesgo debida
a la exposicion dietética.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que es aconsejable
proponer recomendaciones dietéticas a estos sectores de la poblacion para
prevenir la exposicion a dioxinas, furanos y dI-PCBs; asi como, la
responsabilidad de las autoridades de salud puablica, respecto a la necesidad
de realizar controles y evaluar los riesgos de exposicion a contaminantes
quimicos a través de los alimentos, con el fin de garantizar la salud de la

poblacién.
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1. INTRODUCCION
1.1. Predmbulo

El desarrollo industrial y tecnoldgico acontecido en el pasado siglo
ha contribuido a una fuerte reactivacion econémica y mejora en la calidad
de vida de la poblacién; pero al mismo tiempo, ha favorecido la exposicion
de los seres vivos y del medio ambiente en general, a un gran nimero de
contaminantes quimicos a través de los alimentos, aire, agua, suelo y
productos de consumo. Por citar un ejemplo, la produccion mundial de
productos quimicos antropogénicos aumentd de un millén de toneladas en el
afio 1930 a quinientos millones de toneladas anuales en el afio 2013 (Mufioz
E., 2013). En Europa, en el afio 2017 se fabricaron 219.7 y 68.6 millones de
toneladas de sustancias quimicas peligrosas para la salud humana y medio
ambiente, respectivamente (EUROSTAT, 2018). Estas sustancias
antropogénicas han demostrado tener efectos toxicos relevantes tanto en la
salud de las personas (trastornos endocrinos, reproductivos y neurotdxicos,
problemas cardiovasculares y respiratorios, efectos cancerigenos y
sindromes: fibromialgia, fatiga cronica, sensibilidad quimica mdaltiple, etc.)
(Silano et al., 2017; Gwenzi et al., 2018; Ma et al., 2019); como en el medio
ambiente (lluvia &cida, smog fotoquimico, eutrofizacion, etc.) (Saaristo et
al., 2018; Legradi et al., 2018; Cohen Hubal et al., 2014).

En Europa, las crisis alimentarias acaecidas a finales de los 90 del
siglo pasado, pusieron de manifiesto los fallos en la concepcion y aplicacion
de la normativa alimentaria en la Union Europea (UE) incitando a la
Comisién Europea (CE) a incluir la promocién de un alto nivel de seguridad

alimentaria entre sus prioridades politicas. La publicacion del Libro Blanco
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en enero del 2000 (Comision Europea, 2000) fue una consecuencia de esta
estrategia, estableciendo las prioridades de la CE en materia de legislacion
alimentaria. De su plan de accion sobre seguridad alimentaria, ha derivado
el Reglamento base que recoge los principios generales de la legislacion
alimentaria, el Reglamento (CE) N° 178/2002 del Parlamento Europeo y del
Consejo de 28 de enero de 2002, por el que se establecen los principios y los
requisitos generales de la legislacion alimentaria, se crea la Agencia
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) y se fijan los procedimientos

relativos a la seguridad alimentaria (Parlamento y Consejo UE, 2002).

Para elevar la proteccion de la salud humana y del medio ambiente
contra los riesgos derivados por este aumento en la fabricacion y uso de
sustancias quimicas, la UE en el afio 2006 adopt6 el Reglamento REACH
(Registro, Evaluacion, Autorizacion y Restriccion de las sustancias y
preparados quimicos) (Parlamento y Consejo UE, 2006), por el que se
regula la produccion, el uso y los potenciales efectos adversos de las
sustancias quimicas, y se fomenta el desarrollo de métodos alternativos para
la evaluacién de los riesgos que se puedan plantear. La Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) por su parte, ha contribuido a la mejora de la
evaluacion de riesgos a sustancias quimicas, desarrollando una herramienta
para la evaluacion de riesgos a peligros quimicos en la salud humana
(WHO, 2017); y recientemente, ha manifestado que las enfermedades
transmitidas por los alimentos constituyen una importante causa de
morbilidad y mortalidad, y un significativo impedimento al desarrollo

socioeconémico a nivel mundial (WHO, 2015).
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Las propiedades quimicas y toxicoldgicas de los contaminantes
quimicos varian ampliamente, y el riesgo para la salud humana depende
tanto de la toxicidad de cada contaminante, como del nivel de exposicion
por parte de la poblacion (Yusa V., 2011). Por consiguiente, conocer el
riesgo de exposicion a estos contaminantes en la poblacion general y en los
grupos méas vulnerables (ancianos, nifios, mujeres embarazadas, etc.), hace
de la evaluacion del riesgo una herramienta fundamental para la proteccion

de la salud publica.

La evaluacion del riesgo se puede realizar mediante el control
ambiental (MA), a través de la vigilancia y control de los contaminantes en
las diferentes matrices ambientales: aire, agua, suelo, alimentos, etc. (Roca,
M. y Yusa, V., 2013); permitiendo conocer la exposicién a éstos en los
distintos grupos de poblacion y el riesgo asociado a su presencia. La Figura
1 muestra las vias y rutas de exposicion a contaminantes ambientales de la

poblacién.

FUENTES DE viAs DE

EXPOSICION

EXPOSICION

Aire

Producto Inhalacion
de cuidado

personal

Agua Niveles de

CONTAMINACION

contaminantes en
humanos

[ENTAL Absorcion dérmica
Suelo

_@_______

Ingestion

Alimento

1
|
I
EVALUACION DE LA EXPOSICION EXTERNA > :
I

Figura 1. Fuentes y vias de exposicion humana a contaminantes ambientales
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De todas las vias de evaluacion de exposicion ambiental, los
alimentos constituyen la via méas relevante, tal y como sefiala la OMS: “la
alimentacion esta pasando a un primer plano como determinante importante
de enfermedades cronicas que puede ser modificado, y no cesa de crecer la
evidencia cientifica en apoyo al criterio que el tipo de dieta tiene una gran
influencia tanto positiva como negativa en la salud a lo largo de la vida”
(WHO/FAO, 2003).

En la Comunidad Valenciana, la vigilancia y control de
contaminantes en alimentos se lleva a cabo mediante los controles oficiales
del Plan de Control Oficial de la Cadena Alimentaria (PCOCA) realizados
por la Subdireccién General de Seguridad Alimentaria (SGSA). Asi, a
través de inspecciones y auditorias en los establecimientos alimentarios,
toma de muestras y analisis de alimentos producidos y/o consumidos en la
Comunidad Valenciana; se asegura un eficaz control y evaluacion de los
riesgos presentes en los alimentos, causados por los distintos tipos de
contaminacion (ambiental, agricola, de procesado, etc.), facilitando la
adopcion de medidas de gestion para su posible eliminacion o reduccion. Al
mismo tiempo, se garantiza el cumplimiento de la legislacion en las distintas
fases de la cadena alimentaria, desde la produccion primaria hasta los puntos
de venta a disposicion del consumidor final. Estos controles oficiales se
realizan de forma sistematica y con frecuencia apropiada de acuerdo a lo
establecido en el Reglamento (CE) N° 882/04, sobre los controles oficiales
para garantizar la verificacion del cumplimiento de la legislacion en materia

de piensos y alimentos (Parlamento y Consejo UE, 2004).

10
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1.2. Seguridad Alimentaria

La Seguridad Alimentaria es una de las grandes preocupaciones de la
sociedad actual debido a que las enfermedades transmitidas por los
alimentos constituyen una importante causa de morbilidad y mortalidad, y
un significativo impedimento al desarrollo socioecondmico en todo el
mundo. El suministro de alimentos inocuos fortalece las economias
nacionales, el comercio y el turismo, contribuye a la seguridad alimentaria y
nutricional, y sirve de fundamento para el desarrollo sostenible. Dado que la
globalizacion ha potenciado la demanda de una mayor variedad de
alimentos, la cadena alimentaria mundial es cada vez mas larga y compleja
(FAO, 2018).

Para la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y
la Agricultura (FAO), "Existe seguridad alimentaria cuando todas las
personas tienen en todo momento acceso fisico y econémico a suficientes
alimentos inocuos y nutritivos para satisfacer sus necesidades alimentarias y
sus preferencias en cuanto a los alimentos, a fin de llevar una vida activa y

sana”.

Existe seguridad si se dan cuatro condiciones:

una oferta y disponibilidad de alimentos adecuadas,

la estabilidad de la oferta, sin fluctuaciones ni escasez, en funcion de

la estacion o del afio,

el acceso a los alimentos o la capacidad para adquirirlos,

la buena calidad e inocuidad de los alimentos (FAO, 1996).

11



Introduccién

En el entorno de los paises de la UE la consecucion de las tres
primeras condiciones estd generalizada, por lo que se puede considerar que
existe seguridad alimentaria cuando los alimentos estdn en buenas

condiciones higiénicas y son inocuos para la salud.

El principio rector del Libro Blanco es que la politica de seguridad
alimentaria debe basarse en un planteamiento global e integrado; es decir, a
lo largo de la cadena alimentaria (desde la alimentacion de los animales y la
produccidn, hasta la venta al consumidor, pasando por la transformacion, el
almacenamiento, el transporte, la importacion y la exportacion). Este
planteamiento global e integrado indica que todos los alimentos que se
producen y venden en la UE, tanto para el consumo humano como para la
alimentacion animal, pueden rastrearse de la granja a la mesa, y que los
consumidores estan bien informados de su contenido. Sus objetivos
esenciales son facilitar el libre comercio de alimentos entre los paises de la
UE vy garantizar el mas alto nivel de proteccion al consumidor en todos

ellos.

La EFSA, por su parte, proporciona asesoramiento cientifico e
independiente sobre los riesgos alimentarios existentes y emergentes. Este
asesoramiento se aplica en la legislacion y en las politicas europeas, con el
objetivo de proteger a los consumidores; asi como, restablecer y mantener
su confianza en los productos alimenticios europeos a lo largo de toda la

cadena alimentaria.

1.3. Anélisis del Riesgo

Existe un amplio reconocimiento a nivel internacional del analisis

de riesgo (AR) como metodologia de base para gestionar la Seguridad
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Alimentaria. Varios organismos internacionales, como la OMS, la
Organizaciéon Mundial de Sanidad Animal (OIE), la FAO, la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA) y la EFSA (pionera en
el desarrollo de los principios del AR como herramienta méas adecuada para
basar las politicas de seguridad alimentaria y su posterior aceptacion
internacional) han incorporado el AR como metodologia til para reforzar
los sistemas de seguridad alimentaria y disminuir las enfermedades
relacionadas con el consumo de alimentos (Comision Europea, 2000;
Parlamento y Consejo UE, 2002; FAO/WHO, 2009).

El AR es una forma sistematica de evaluar riesgos asociados a la
presencia de peligros en los alimentos, para facilitar la adopcion de
decisiones en materia de gestion de riesgos y su comunicaciéon. EI AR ha
sido definido por el Codex Alimentarius como un proceso constituido por
tres componentes: evaluacion del riesgo, gestion del riesgo y comunicacion
del riesgo (Figura 2) (FAO/WHO, 2006).

Comunicacion del riesgo ™

| Evaluacion | b Gestion
delriesgo | \1 v | delriesgo

Figura 2. Etapas del Anélisis del Riesgo (FAO/WHO, 2006)
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1.4. Evaluacién de Riesgos en la Cadena Alimentaria

La evaluacién de riesgos en seguridad alimentaria para la salud
humana es el componente cientifico del analisis de riesgos y ha surgido
como consecuencia de la necesidad de tomar decisiones para proteger la
salud de la poblacion en un contexto de incertidumbre cientifica. La
evaluacion de riesgos puede describirse también como la determinacion de
los posibles efectos adversos para la salud, resultantes de la exposicion a

peligros durante un determinado periodo de tiempo.

La evaluacion del riesgo es un andlisis cientifico, que debe
distinguirse claramente de la gestion del riesgo, proceso normativo llevado a
cabo por los reguladores en el que se tiene en cuenta las consideraciones
socio-economicas o politicas, y se sopesan frente a las estimaciones del
riesgo. Aun cuando es conveniente separar ambas actividades para
garantizar la independencia del criterio cientifico; durante la formulacion
del problema, los gestores deben relacionarse e interactuar con quienes
determinan el riesgo, para conocer el alcance del analisis (FAO/WHO,
2009).

La evaluacion del riesgo es una de las actividades de mayor
relevancia en el campo de la salud puablica, que no sélo requiere la atencion
y dedicacién coordinada de muchos laboratorios y agencias nacionales e
internacionales de control, sino que supone un esfuerzo de investigacion
conjunto en distintos campos como la toxicologia, la quimica analitica o la
epidemiologia (Yusa, 2011). Para la proteccién de la salud publica, las
evaluaciones de riesgos habitualmente se realizan de un modo en que sea

probable sobreestimar el riesgo real (WHO, 2017).
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El Reglamento (CE) N° 178/2002 define riesgo como la ponderacién

de la probabilidad de un efecto perjudicial para la salud y de la gravedad de

ese efecto, como consecuencia de un factor peligro (Parlamento y Consejo

UE, 2002). Es decir, probabilidad de que se produzca un efecto adverso en

la salud de la poblacion expuesta, como consecuencia de un factor peligro

(ej: contaminante quimico) en un medio determinado (ej: alimento).

Las fases de la evaluacion de riesgos en Seguridad Alimentaria son

(FAO/WHO, 2009):

Identificacion del peligro: Proceso de determinacion de las
condiciones o agentes bioldgicos, quimicos y fisicos que pueden
estar presentes en un determinado alimento o grupo de alimentos, y

puedan causar efectos nocivos para la salud.

Caracterizacion del peligro: Evaluacion cualitativa y/o cuantitativa
de la naturaleza de los efectos nocivos para la salud relacionados con
agentes bioldgicos, quimicos y fisicos que pueden estar presentes en
los alimentos.

En el caso de los agentes quimicos, conviene realizar una evaluacion
de la relacion dosis-respuesta. En lo que respecta a los agentes
bioldgicos o fisicos, se puede realizar una evaluacion de la relacion
dosis-respuesta, solo si se dispone de los datos necesarios

(naturaleza, dosis infectiva, etc.).

Determinacion de la exposicion: Evaluacion cualitativa y/o
cuantitativa de la ingestion probable de agentes bioldgicos, quimicos
y fisicos a través de los alimentos; asi como, en caso necesario de las

exposiciones que derivan de otras fuentes.
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e Caracterizacion del riesgo: Estimacion cualitativa y/o cuantitativa,
incluidas las incertidumbres concomitantes, de la probabilidad de
que se produzca un efecto nocivo, conocido o potencial, y de su
gravedad para la salud de una determinada poblacion; basada en la
determinacion del peligro, su caracterizacion y la evaluacion de la

exposicion.
1.4.1. ldentificacion de peligros quimicos

El propdsito de la identificacion de peligros quimicos en alimentos
es determinar si hay suficiente evidencia para considerar a una sustancia
quimica como la causa de un efecto adverso para la salud, sobre la base de
la evaluacion de todos los datos disponibles sobre toxicidad, modo de
accion y alcance de la poblacion que puede estar en situacion de riesgo
(WHO, 2017). Esta disefiado para abordar principalmente dos preguntas:

e la naturaleza de cualquier peligro para la salud de los seres humanos

que un agente pueda plantear y
e las circunstancias en las que se puede expresar un peligro identificado.

La identificacion del peligro se basa en el anélisis de una variedad de
datos, desde observaciones en seres humanos o animales domésticos y
estudios en animales de laboratorio y estudios de laboratorio in vitro, hasta
el andlisis de las relaciones estructura-actividad. De la variedad de estudios
y observaciones disponibles, se identifica la naturaleza de cualquier
toxicidad o efectos adversos para la salud; asi como, los 6rganos o tejidos
diana afectados (FAO/WHO, 2009).
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1.4.2. Caracterizacion de peligros quimicos

Se define como la evaluacion cualitativa y, siempre que sea posible,
la descripcion cuantitativa de las propiedades inherentes de un agente o
situacion que tiene el potencial de causar efectos adversos. Esto deberia,
cuando sea posible, incluir una evaluacion de dosis-respuesta y sus
incertidumbres asociadas (FAO/WHO, 2004).

La caracterizacion del peligro describe la relacion entre la dosis
administrada o la exposiciébn a un producto quimico que puede estar
presente en un alimento, y la incidencia de un efecto adverso para la salud.
Esta determinacion de la relacion dosis-respuesta, se emplea para elaborar
recomendaciones en la determinacion del riesgo y deducir valores guia para

la exposicion basados en criterios de salud.

Entre los tipos de datos que se pueden utilizar para establecer las
relaciones dosis-respuesta se incluyen los estudios epidemiol6gicos y los
estudios toxicoldgicos. Estos Gltimos pueden dividirse ampliamente en
estudios in vitro; utilizando organismos o células en cultivo, muestras de
tejidos de animales de laboratorio 0 humanos y en estudios in vivo; en
animales de laboratorio o humanos (FAO/WHO, 2009).

Generalmente, la relacion dosis-respuesta deriva de pruebas
estandarizadas en animales de laboratorio llevadas a cabo en condiciones
controladas y en un nimero limitado de casos, de estudios epidemioldgicos
en humanos (Dorne y Fink-Gremmels, 2013). En los casos en los que no se
dispone de datos dosis-respuesta en humanos, se emplean datos en animales,
abarcando un intervalo de la relacion dosis-respuesta para poder

extrapolarlos a humanos con incertidumbres asociadas. Las relaciones dosis-
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respuesta observadas a partir de estudios en animales suelen estar a dosis
mucho mas altas en el caso de carcindgenos; con el fin de predecir la
relacion de los seres humanos, los resultados se deben extrapolar a dosis
mas bajas a las que estdn expuestos los seres humanos, lo que también

presenta incertidumbres en el analisis dosis-respuesta.

A partir de estos datos toxicologicos y/o epidemioldgicos, los
productos quimicos son clasificados de acuerdo a los riesgos para la salud
humana que plantean, como neuroldgicos, sobre el desarrollo,
reproductores, respiratorios, efectos cardiovasculares y cancerigenos, entre

otros.

Se han empleado diferentes métodos para la caracterizacion del
peligro de efectos toxicos para los que existe un umbral (por encima del cual
se observan los efectos adversos) y de efectos toxicos para los que ese
umbral no existe, como las sustancias genotoxicas y carcindgenas, que con

cualquier nivel de exposicion presentan algun grado de riesgo.

En la evaluacién del efecto toxico que rebasa el umbral de
exposicion, el primer paso es definir el nivel de exposicién mas alto sin
aumentos estadistica o biol6gicamente significativos en la frecuencia o
severidad del efecto adverso, entre la poblacién expuesta y su poblacién de
control apropiada (non observed adverse effect level, NOAEL) o una dosis
de referencia (DR), que es la que provoca una respuesta adversa moderada
pero medible.

En los casos en que un NOAEL no se ha demostrado

experimentalmente, se utiliza como punto de partida el término “nivel de
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efecto adverso observado mas bajo” (LOAEL), que es la dosis més baja
ensayada con efectos adversos observables (FAO/WHO, 2009).

Una alternativa que permite un avance metodoldgico importante es
utilizar una dosis de punto de referencia (Benchmark Dose, (BMD)) en
lugar de un NOAEL. Para obtener la BMD se utilizan métodos de
modelacién matemaética que pueden incorporar mas de una clase de efecto,
es decir, que pueden tomar en cuenta varios NOAEL o LOAEL. Por
ejemplo, se puede obtener un punto en el que 10% de la poblacion exhibe
una respuesta (Dosis Efectiva 10, DE10) (WHO, 2010).

Respecto al establecimiento de los valores guia para los limites de
exposicion basados en criterios de salud, en el caso de aditivos alimentarios
y residuos de plaguicidas o de medicamentos de uso veterinario en
alimentos, el Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos
Alimentarios (JECFA) y la Reunion Conjunta FAO/OMS sobre Residuos de
plaguicidas (JMPR) fijan como valor guia la Ingesta Diaria Admisible

(IDA) y el punto de partida para fijar este valor es el NOAEL.

En cuanto a los contaminantes en alimentos que en general son
inevitables, como las dioxinas, el JECFA ha empleado para los valores guia
el término “tolerable”, que indica que la ingestion de contaminantes
asociada con el consumo de alimentos, por lo demas conformes a las normas
de salubridad y nutritivas, es aceptable. Se puede utilizar como punto de
partida el NOAEL o la DR. Los valores guia se pueden expresar como
Ingesta Diaria Tolerable (IDT) o como Ingesta Maxima Diaria Tolerable
Provisional (IMDTP), el término “provisional” indica que la evaluacion es

provisional cuando no hay suficientes datos fiables sobre las consecuencias
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de la exposiciébn humana a niveles aproximados a los que el JECFA
considere preocupantes. La IMDTP se utiliza para contaminantes
alimentarios que no se acumulan en el organismo. En el caso de los
contaminantes que si se acumulan con el tiempo, el JECFA utiliza la Ingesta
Semanal Tolerable Provisional (ISTP) o Ingesta Mensual Tolerable
Provisional (IMTP) (FAO/WHO, 2009).

1.4.3. Evaluacion de la exposicion a peligros quimicos

En la determinacion de la exposicién alimentaria a sustancias
quimicas, los datos sobre consumo de alimentos se combinan con los datos
de concentracion de sustancias quimicas en alimentos (FAO/WHO, 2009),
de tal manera que la ecuacién béasica para el calculo de la Ingesta Diaria
Estimada (IDE) seria:

IDE individual (IDEi): Z[ci (concentracion de contaminante en el

alimento) x Ci (consumo de alimento)].

La clasificacion de la exposicién puede variar segin se consideren
los efectos agudos o cronicos sobre la salud, éste ultimo enfoque es el mas

utilizado para evaluar los peligros quimicos a través de los alimentos.

Las determinaciones de la exposicion alimentaria abarcan a la
poblacion general y también a grupos vulnerables o aquellos en los que se
prevee una exposicion significativamente diferente de la poblacién general
(por ejemplo, lactantes, nifios, mujeres embarazadas, ancianos, etc.)
(FAO/WHO, 2009).

La evaluacion de la exposicion puede resolverse a través de dos

enfoques: cualitativo y cuantitativo. La evaluacion cualitativa, realiza un
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tratamiento descriptivo de la informacion y puede ser un primer paso en la
evaluacion del riesgo, con el fin de determinar si es necesario realizar
posteriormente una evaluacion cuantitativa (Kroes et al., 2002). Para la
evaluacion cuantitativa de la exposicion, los datos de consumo de alimentos
y concentracion de contaminantes son combinados generalmente,
empleando métodos deterministas (Jensen et al., 2003) o probabilisticos
(Van der Voet et al., 2015).

Otro aspecto de gran importancia y desarrollo reciente, es la
determinacion del grado de exposicién a multiples sustancias quimicas, los
peligros asociados con tal exposicion combinada y la extension con la que
interactlan dichas sustancias. Predecir el riesgo de exposicion a mezclas de
sustancias quimicas es complejo, ya que éstas pueden interactuar tanto en
términos de toxicocinética como de toxicodinamica. Las interacciones
pueden dar como resultado efectos sinérgicos o antagonicos (FAO/WHO,
2009). La EFSA define la toxicidad combinada como “la respuesta de un
sistema biologico a varias sustancias quimicas, con exposiciones tanto
simultaneas como secuenciales” y puede adoptar tres posibles formas: dosis

acumulativa, respuesta acumulativa o interaccion (EFSA, 2013a).

La dosis acumulativa asume que todos los componentes de una
mezcla tienen el mismo mecanismo/modo de accion para los efectos
toxicoldgicos y difieren sélo en sus potencias. Para sustancias que tienen
umbral en su relacién dosis respuesta, la actividad total de la mezcla es la
suma de las exposiciones de cada componente multiplicado por su potencia

relativa; como en el caso de los residuos de plaguicidas y dioxinas.
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La respuesta acumulativa es posible cuando dos o mas sustancias

producen la misma respuesta o efecto por diferentes mecanismos.

Por ultimo, las interacciones ocurren cuando el efecto de una mezcla
difiere del efecto acumulativo basado en la dosis-respuesta de los

componentes individuales.
1.4.4. Caracterizacion del riesgo quimico

La caracterizacion del riesgo es la evaluacion cualitativa y siempre
que sea posible la determinacion cuantitativa, incluidas las incertidumbres
concomitantes, de la probabilidad de ocurrencia de los conocidos y posibles
efectos adversos de un agente en un determinado organismo, sistema o
subpoblacion, en condiciones de exposicion definidos (FAO/WHO, 2004).
Esta definicion de la etapa final de la evaluacion del riesgo esta restringida
solo a la poblacion de consumidores y es la aceptada y utilizada por el
Codex Alimentarius (FAO/WHO, 2008).

La caracterizacion del riesgo integra informacién de la
caracterizacion del peligro y de la determinacion de la exposicion, para

generar recomendaciones cientificas destinadas a los gestores del riesgo.

Respecto a las sustancias que producen efectos por encima de un
umbral, el JECFA y JMPR fijan valores guia para los limites de exposicion

basados en criterios de salud.

En esta caracterizacion del riesgo, los valores guia se comparan con
la exposicion estimada en humanos. Se debe tener en cuenta, que la IDA 'y
la IDT se aplica a exposiciones a largo plazo e incorpora factores de

incertidumbre a un nivel de exposicién superior al valor de referencia, y esto
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no necesariamente implica que puede conducir a efectos adversos
inmediatos en humanos, y la interpretacion tiene que ser hecha caso por

caso (Dorne y Fink-Gremmels, 2013).

Por otro lado, el JECFA propone que las recomendaciones sobre
compuestos genotoxicos y carcindgenos deben basarse en el calculo del
margen de seguridad, respecto a la dosis con la que se observa una
incidencia baja pero definida de cancer (habitualmente en bioensayos con
animales) y la exposicion humana estimada. Ademas subraya que en las
recomendaciones a los gestores de riesgos se deben describir los puntos
fuertes y las limitaciones propias de los datos empleados para calcular el
margen de seguridad, y proporcionar orientacion para la correcta
interpretacion de éstos (FAO/WHO, 2009).

1.5. Metodologias para la Evaluacion del Riesgo

La OMS recomienda un enfoque gradual para la evaluacién de la
ingesta dietética. En el primer nivel, se debe aplicar un método de cribado
para identificar aquellos niveles de residuos que no son preocupantes para la
seguridad, utilizando un enfoque simplificado. Los métodos de cribado,
generalmente sobreestiman la exposicion real, ya que se basan en supuestos
conservadores en términos de consumo de alimentos y niveles de residuos.
Si no se identifica ningun riesgo para el consumidor con el método de
cribado, no es necesario utilizar herramientas de céalculo mas sofisticadas.
Para los productos quimicos para los cuales no se puede excluir un riesgo
potencial en los célculos del primer nivel, se necesita mas informacion para
permitir estimaciones mas precisas en un calculo mas refinado de segundo
nivel (FAO/WHO, 2009).
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1.5.1. Metodologia determinista

El método determinista empleado en la evaluacion del riesgo es un
método simple, rapido y aceptado por organismos reguladores (Kroes et al.,
2002), que se basa en puntos de partida fijos, por ejemplo: medias,
percentiles (Keikothaile B., 2011). En este método, un valor fijo de
consumo de alimento (promedio o el valor més alto) se multiplica por un
valor fijo de concentracion de contaminante en el alimento (valor promedio
empirico o maximo valor tolerado o permitido por la legislacion) (Dorne et
al., 2009) obteniendo una Unica estimacion del riesgo. Inherente a este
modelo se encuentra la asuncion de que todos los individuos consumen la
misma cantidad de alimento especificado y que los contaminantes se
encuentran siempre presentes en los alimentos en cantidades especificadas
(Marin S., 2014). El riesgo de estar sujeto a efectos adversos para la salud
por los productos quimicos en los alimentos difiere entre los individuos de
una poblacién, debido a la variacion en la exposicion (consumo de
alimentos, concentraciones de las sustancias quimicas en los alimentos,
habitos culinarios) y en la sensibilidad individual hacia estas sustancias
quimicas (Bosgra et al., 2009). Ademéas de esta variabilidad entre
individuos, se debe tener en cuenta las incertidumbres en la estimacion de la
exposicion y los valores limite de salud. Por incertidumbre se entiende el
conocimiento limitado del evaluador de riesgos sobre los datos y modelos
utilizados, mientras que la variabilidad refleja la heterogeneidad bioldgica
inherente en la exposicion o la respuesta (FAO/WHO, 2008). En el enfoque
determinista, la variabilidad y la incertidumbre se tratan de la misma
manera: eligiendo estimaciones conservadoras para los parametros

intermedios en la evaluacion. Este enfoque determinista es satisfactorio
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como un enfoque de nivel inferior para indicar que no se esperan efectos
adversos, incluso bajo las suposiciones en el peor de los casos. Cuando tal
evaluacion indica que podria haber un riesgo y no esta claro si realmente se
produciran efectos adversos, seria necesario realizar una evaluacion mas
realista de los posibles efectos sobre la salud de la poblacion para
determinar si se esperan o no efectos adversos para la salud. Ademas, seria
atil para abordar problemas de gestion de riesgos mas complejos, como el
analisis del riesgo-beneficio o la ponderacion de efectos adversos para la
salud con respecto a otros factores (costo reduccion del riesgo, beneficios
econdémicos o de produccion de alimentos) (Bosgra et al., 2009).

1.5.2. Metodologia probabilistica

El método probabilistico es un meétodo méas avanzado en la
estimacion de la exposicion. Permite conocer la distribucién de ingestas
entre multiples individuos de una poblacion especifica, teniendo en
consideracidn la variabilidad en el consumo de alimentos entre y dentro de
los individuos y en la aparicion de residuos en los productos alimenticios
(EFSA, 2012a), asi como las incertidumbres asociadas a los datos y modelos
utilizados.

La principal ventaja que presenta este método frente a la
metodologia determinista, es la obtencion de datos mas realistas, al obtener
un rango de posibles valores correspondientes a los diferentes niveles de
exposicion de los individuos de una poblacion, en lugar de obtener un Gnico
dato como en el método determinista. Este enfoque requiere la previa
definicion de un modelo matematico para la exposicidn, que tenga en cuenta

las distribuciones de las dos variables, y el uso de softwares adecuados que
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realizan las iteraciones y los céalculos estadisticos necesarios, asi como un

alto nivel técnico (Kroes et al., 2002).

La Figura 3 muestra las distintas metodologias para la estimacién de

contaminates a través de la dieta.

) T Xn ) ST X, Valores fijos

X, P50, P95....

- Metodologia probabilistica

Variabilidad

| J\

Incertidumbre

Figura 3. Metodologias para la evaluacion de la exposicién a contaminantes quimicos en la

poblacién humana

1.5.3 Incertidumbres

El proceso de evaluacion de la exposicién a contaminantes quimicos
a través de la dieta, se ve afectado por numerosas fuentes de incertidumbre
en cada etapa, contribuyendo cada una de ellas a la incertidumbre global del

proceso de evaluacion.
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El criterio de incertidumbre definido por la EFSA, engloba todas
aquellas limitaciones del conocimiento cientifico, incluidos los factores que
determinan la exposicion y la disponibilidad de datos; por ejemplo: la
medicion, el muestreo, la extrapolacion, correlaciones o dependencias entre

entradas, diferencias entre la opinion de expertos, etc. (EFSA, 2006).

Es tarea de los evaluadores del riesgo, a partir de la documentacién
cientifica y documentada disponible, caracterizar la incertidumbre para que

los gestores del riesgo puedan tenerla en consideracion en la siguiente fase.

El analisis de la incertidumbre puede no ser necesario en las
evaluaciones de cribado, siempre que incluyan suposiciones conservadoras
y valores por defecto para tener en cuenta la incertidumbre. Mientras que, en
las refinadas, la evaluacion de la incertidumbre, se debe realizar con un
enfoque escalonado comenzando identificando las incertidumbres
cualitativamente (nivel 1), éste puede ser suficiente si es resultado es
suficientemente claro para los gestores del riesgo. De lo contrario, las
incertidumbres que parecen criticas para el resultado pueden analizarse
cuantitativamente; al principio, esto puede hacerse de manera determinista
(Nivel 2) y luego, si es necesario y factible, probabilisticamente (Nivel 3)
conduciendo a una mejor compresion y caracterizacion de la incertidumbre.
Las evaluaciones cuantitativas Yy probabilisticas, caracterizan la
incertidumbre utilizando rangos, intervalos de confianza (IC) vy
distribuciones; acompafiados de un texto explicativo y andlisis cualitativo de

las incertidumbres que siguen sin ser cuantificables (EFSA, 2006).
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1.6.  Contaminantes Quimicos y sus Residuos en Alimentos

Los alimentos constituyen la principal ruta de entrada en el cuerpo
humano de gran parte de contaminantes y otro tipo de sustancias indeseables
0 permitidas en cantidades superiores a los limites establecidos, que pueden

entrafiar graves riesgos para la salud de la poblacion.

El Reglamento (CE) N° 315/93 define contaminante como cualquier
sustancia que no haya sido agregada intencionadamente al alimento en
cuestion, pero que sin embargo se encuentra en el mismo como residuo de la
produccion (incluidos los tratamientos administrados a los cultivos y al
ganado y en la practica de la medicina veterinaria), de la fabricacion,
transformacion, preparacién, tratamiento, acondicionamiento, empaquetado,
transporte o almacenamiento de dicho alimento o como consecuencia de la

contaminacion medioambiental (Comision Europea, 1993).

Los contaminantes quimicos pueden tener diversos origenes, tanto
naturales como antropogénicos. Entre ellos podemos encontrar los residuos
de productos fitosanitarios que se administran a los cultivos para la
prevencion de plagas o los contaminantes ambientales; que pueden
generarse por actividades mineras o industriales y se distribuyen por tierra,
aire y agua incorporandose a la cadena alimentaria, como las dioxinas, o los
nitratos, cuya presencia deriva del uso de fertilizantes en produccion
primaria. Todos ellos son objeto de programas de vigilancia y de
regulaciones internacionales que tienen como fin ultimo preservar la calidad
del medio ambiente, de los alimentos y la salud de la poblacion. En Europa,
los contenidos maximos de nitratos y dioxinas en los productos alimenticios

quedan recogidos en el Reglamento (CE) N° 1881/2006 (Comision Europea,
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2006), y los limites méaximos a residuos de plaguicidas en alimentos en el
Reglamento (CE) N° 396/2005 (Parlamento y Consejo UE, 2005). En el
contexto de esta tesis doctoral, los contaminantes seleccionados para la
evaluacion de su riesgo de exposicion a través de la dieta han sido los
plaguicidas y los nitratos, por su empleo intensivo en la agricultura de la
Comunidad Valenciana y las dioxinas, debido a su peligrosidad (Tabla 1).

Tabla 1. Principales caracteristicas de los contaminantes estudiados

SUSTANCIA RESIDUOS DE
QUuiMICA PLAGUICIDAS NITRATOS DIOXINAS
CLASIFICACION Agricola Ambiental Ambiental
- Eliminacion de hojas
- Una buena . ..
- . verdes - Reduccion de las emisiones
T 7 LD en los procesos industriales
PREVENCIONY | consigue eliminar - Desechar asua de p
CONTROL DE LA [ coccion . - Vigilancia y Control a lo largo
EXPOSICION = - P
. de la cadena alimentaria
- Cumplimiento -
- Cumplimiento de los
LMR . A
contenidos maximos
- A dosis normales no - Elevada toxicidad
. Pueden ser hay toxicidad
t6xicos. en funcién - Nitrato o nitrito en - Clasificada como
TOXICIDAD " condiciones que den carcinogénica la dioxina
de la cantidad y : ., b
.., lugar a una nitrosacion | 2,3,7,8-TCDD (grupo 1)
modo de exposicion .
endogena, probable
cancerigeno (2A)?
- Verduras de hoja - Carne y productos carnicos,
. Frutas, verduras, forde, agua, came y higado, pescado y productos de
. alimentos infantiles la pesca, leche y productos
semillas, cereales, . .
B elaborados a base de lacteos, huevos, grasa y aceites
ALIMENTOS de ofi e;l animal cereales y alimentos de origen animal y vegetal
REGLAMENTADOS g - infantiles para (Reglamento (CE) N°
leche, huevos y miel .
lactantes y nifios de 1881/2006)
(Reglamento (CE)
N° 306/2005) corta edad
(Reglamento (CE) N°
1881/2006)

JARC 2010,°IARC 1997
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1.6.1 Plaguicidas

Los productos fitosanitarios o plaguicidas son mezclas quimicas que
contienen una o varias sustancias activas y otros ingredientes, cuyo objetivo
es proteger los vegetales y sus productos de organismos nocivos. También
se consideran productos fitosanitarios a las sustancias que destruyen las
plantas, regulan o inhiben la germinacion. Los productos fitosanitarios
contribuyen a aumentar los rendimientos en la agricultura y ayudan a
asegurar una buena calidad en los alimentos. Pero al mismo tiempo, su
utilizacion puede tener efectos desfavorables en la produccion vegetal y
también puede entrafar riesgos para los seres humanos, animales y el medio
ambiente, lo que representa un coste demasiado alto para la sociedad
(MITECO, 2018). Tales riesgos abarcan desde efectos de corta duracion
(irritacién de la piel y ojos, dolores de cabeza, mareos y nauseas) hasta
impactos crénicos (cancer, asma Yy diabetes, entre otros) (Berrada et al.,
2010). El riesgo a la exposicion de residuos de plaguicidas es dificil de
dilucidar debido a la participacion de muchos factores: periodo y nivel de
exposicion, tipo de plaguicida (toxicidad y persistencia) y caracteristicas
ambientales de las areas afectadas (Kim et al., 2017).

El uso de plaguicidas en Espafia es intensivo. Sélo en 2016, se
comercializaron 77.052 toneladas de productos fitosanitarios (MAPAMA,
2016). Ademas en el afio 2014, la Comunidad Valenciana fue la segunda
region en Espafia y una de las regiones con el uso mas alto de plaguicidas,
con 11.839 toneladas consumidas (AEPLA, 2015). Por otra parte, se debe

tener en consideracion que, hasta el afio 2015, la segunda causa de alerta en
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el Sistema de Alerta Répida para Alimentos y Piensos (RASFF) de la UE
fueron los plaguicidas.

En la UE la monitorizacién de los residuos de plaguicidas en
alimentos esta armonizada a través del Reglamento (CE) N° 396/2005
(Parlamento y Consejo UE, 2005). Las concentraciones de residuos
obtenidas en estos andlisis permiten; por un lado, ayudar a identificar en un
alimento la superacion de un valor umbral, limite maximo de residuo
(LMR), para poder asegurar que dichos residuos no presentan un riesgo
inaceptable para los consumidores; y por otro, dar una estimacion de la
exposicién a residuos de plaguicidas a través de la dieta. Al mismo tiempo,
la prediccion de esta exposicion es esencial para aprobar el uso de
plaguicidas y para obtener la aceptacion oficial de los niveles de residuos

mencionados anteriormente (Knezevic et al., 2012).

Los LMRs son limites legales que se calculan con el fin de
garantizar que la exposicién maxima esté muy por debajo del NOAEL, para
el efecto toxicoldgico critico en el que se basa la evaluacion de riesgos
(Boobis et al., 2008). Su célculo se basa en las buenas practicas agricolas y
no son limites toxicoldgicos, puesto que no representan la cantidad maxima
de sustancia activa que puede ser perjudicial para la salud de los
consumidores. Es decir, la superacion de un LMR no implica
necesariamente la existencia de un riesgo para la salud. Sin embargo, si se
pude afirmar que son toxicol6gicamente aceptables porque su cumplimiento
asegura que no producen efectos toxicos en los individuos, incluidos los

grupos vulnerables de la poblacion, ni a corto ni a largo plazo.
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La EFSA recoge en un informe de 2017 los resultados del programa
coordinado de control de la UE (EUCP) sobre residuos de plaguicidas en los
alimentos correspondientes al afio 2015 (EFSA, 2017a). Los resultados
confirman la tendencia de los dltimos afios, mostrando que una amplia
mayoria de los alimentos analizados, mas de un 97%, cumplian con los
LMRs fijados por la legislacion alimentaria europea y, por lo tanto, eran
seguros para el consumidor. Ademas, mas del 53% de las muestras no

contenian residuos en una cantidad cuantificable.

Dado que los alimentos deben estar libres de residuos de plaguicidas
nocivos, los plaguicidas solo se autorizaran para su uso una vez que una
evaluacion de riesgos independiente y la consiguiente accion de gestion del
riesgo, confirmen que el uso correcto del producto no generara problemas de

salud.

Aunque la exposicion a plaguicidas puede ocurrir a través de
diferentes vias: inhalatoria, dérmica e ingesta dietética (Figura 4); se estima
que la exposicion a través de la dieta en cinco veces mayor gue otras vias o

fuentes de exposicion, tales como aire y agua potable (Juraske et al., 2009).

Son muchos los autores de distintos paises los que han estudiado y
publicado articulos referentes a dicha exposicion (Boon et al., 2008; Caldas
et al., 2006; Claeys et al., 2011; Knezevic et al., 2012; Wong et al., 2014;
Gad Alla et al.,, 2015; Jensen et al., 2015; Lozowicka et al., 2016;
Nasreddine et al., 2016; Li et al., 2016; Sieke et al., 2018; Elgueta et al.,
2017; Larsson et al., 2018; Jardim et al., 2018 ;Li et al., 2017; Muller et al.,
2009).
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La mayoria de estudios han evaluado el riesgo derivado de la ingesta
de frutas y verduras, debido a que son dos grupos de alimentos de especial
importancia en la evaluacion de la exposicion a residuos de plaguicidas.
Esto es atribuible a muchos motivos; por un lado, las frutas y las verduras

estan mas expuestas a residuos de plaguicidas que otros grupos de alimentos

|§ E aor1a ! gesta
o !

A
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*Niflos de corta edad

Figura 4. Vias y fuentes de exposicién humana a plaguicidas

de origen vegetal y; ademas, la mayoria de ellas se ingieren crudas o
semiprocesadas y, por tanto, el plaguicida suele persistir en su forma de
aplicacién original. Por otro lado, hay que tener en cuenta el aumento en la
produccion mundial de frutas, como resultado de una creciente demanda del
consumo en los Gltimos afios (FAOSTAT, 2013), haciendo de las frutas y
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las verduras dos alimentos de especial importancia en la vigilancia y

evaluacion de la exposicion a residuos de plaguicidas.

Respecto a la relacion entre frutas y verduras tratadas con
plaguicidas y la enfermedad del cancer, un estudio llevado a cabo
recientemente en Canada (Valcke et al., 2017), evalu6 los riesgos y
beneficios para la salud humana asociados con el consumo a largo plazo de
frutas y verduras que contenian residuos de plaguicidas. Los resultados de la
evaluacion sugirieron que, por cada cancer inducido, se prevenian entre 87 y
113 casos de cancer. Por lo tanto, desde la perspectiva del cancer, el balance
riesgo/beneficio es completamente favorable a los beneficios asociados con
el consumo de frutas y verduras, a pesar de los residuos de plaguicidas que

concurren (Valcke et al., 2017).

Los distintos autores que han evaluado el riesgo cronico a la
exposicion de plaguicidas a través de la ingesta de frutas y verduras, en
general, apuestan por sefialar que la exposicion a largo plazo a
organofosforados (OPs), carbamatos (CBs) y piretrinas y piretroides (PPs)
no constituye una amenaza para la salud publica (Nasreddine et al., 2016;
Wong et al., 2014) y, de haber un riesgo, éste es relativamente bajo para la

salud de los consumidores (Nougadere et al., 2012).

En ocasiones se han publicado opiniones opuestas respecto a un
posible riesgo agudo derivado de la exposicion a residuos de plaguicidas,
superando la dosis de referencia aguda (DRA) en algunos casos (Gad Alla et
al., 2015), y otras con inapreciable riesgo tanto para adultos como nifios
(Claeys et al.,, 2011). La mayoria de los estudios que emplean una

metodologia determinista, plantean un posible riesgo evaluando la
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exposicién a OPs, en grupos vulnerables de poblacién, como los nifios;
(Dimetoato 108% DRA) (Lozowicka et al., 2016); y asociados a un elevado
consumo de frutas y verduras (Metidation 238% DRA) (Knezevic et al.,
2012). Los plaguicidas OPs son los mas empleados en agricultura y la
poblacion europea esta méas expuesta a residuos de OPs que otro tipo de
regiones, como por ejemplo América (Kavvalakis y Tsatsakis, 2012).

Estas evaluaciones del riesgo agudo o cronico a la exposicion de
residuos plaguicidas generalmente se han llevado a cabo de manera
individual; sin embargo, la poblacién esta expuesta diariamente a mas de un
plaguicida a través de la dieta, ya que los alimentos pueden contener mas de
un residuo, y al mismo tiempo, se consume una combinacién de alimentos
que contienen distintos residuos de plaguicidas. Si estos compuestos
presentan efectos aditivos o sinérgicos, una evaluacién de riesgos de manera
individual puede dar lugar a una infraestimacion del riesgo para la salud.
Para abordar por tanto, el riesgo de exposicion a estos compuestos, las
exposiciones individuales deben abordarse de manera simultanea (Boon et
al., 2008; Jensen et al., 2015; Li et al., 2016). Esta evaluacion acumulada,
permite alcanzar una mayor relevancia en la evaluacion del riesgo
(Gallagher et al., 2015), proporcionando a los responsables de la toma de
decisiones, informacién basada en escenarios de exposicién reales de una
comunidad, asegurando por tanto, una caracterizacion del riesgo mas

realista.

Distintos organismos y agencias internacionales han mostrado la
necesidad de una evaluacion del riesgo de manera acumulada. Por primera

vez en el afio 1986, la EPA publicoé directrices para una evaluacion de
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riesgos acumulada a mezclas quimicas (EPA, 1986) y mas tarde en el afio
2002 a plaguicidas (EPA, 2002). En Europa, el informe “Evaluacion de
riesgos de mezclas de plaguicidas y mezclas similares” (FSA, 2002)
publicado en el Reino Unido, recomendaba que se estableciera un marco
cientifico y sistemético para decidir cudndo es apropiado llevar a cabo una
evaluacion de riesgos combinada de exposiciones a mas de un plaguicida
y/o medicamento veterinario. Mas tarde el reglamento de la UE sobre LMR
en los alimentos estipuld que las decisiones sobre los LMR deben tener en
cuenta los efectos acumulativos de los plaguicidas, a medida que se
disponga de los métodos para evaluar dichos efectos (Parlamento y Consejo
UE, 2005). Ademas, el reglamento que regula la comercializacion de
plaguicidas estipula que éstos no deberian tener efectos nocivos, incluidos
los efectos acumulativos, en los seres humanos (Parlamento y Consejo UE,
2009).

La EFSA ha publicado diversas opiniones sobre las metodologias
para calcular el riesgo acumulado (EFSA, 2007; EFSA, 2008a, EFSA,
2013a). Por lo general, se recomienda el empleo de un enfoque escalonado
para realizar evaluaciones de exposiciones acumuladas. Si una evaluacion
de nivel inferior (que probablemente sobreestime la exposicién real del
consumidor, no ofrece seguridad adecuada; entonces el evaluador de riesgos
debe avanzar a un método de nivel superior, como la evaluacion
probabilistica de la exposicién basada en individuos (Muller et al., 2009;
Sieke et al., 2018). Estas determinaciones se realizardn en grupos de
plaguicidas cuyos efectos individuales podrian sumarse: grupos de accion
acumulada (GAC). En el afio 2013, la Comisién Técnica sobre Productos

Fitosanitarios y sus Residuos (PPR) de la EFSA publicé una metodologia
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general para clasificar los plaguicidas en GAC. La metodologia se basa en la
suposicion de que los plaguicidas que causan los mismos efectos toxicos en
los tejidos, drganos y sistemas fisiologicos, pueden producir toxicidad
conjunta y acumulativa, incluso si no tienen modos de accion similares
(EFSA, 2014).

La EFSA ha establecido GAC clasificandolos segun los efectos
neurotéxicos y sobre la tiroides que producen los plaguicidas (EFSA,
2013b), y actualmente esta trabajando en el establecimiento de GAC para
otros Organos, tejidos y sistemas. Por su parte, la EPA también ha
identificado a algunos plaguicidas OPs, CBs y PPs que causan un efecto
neurotdxico comun (EPA, 2006; EPA, 2007; EPA, 2011). En la evaluacion
de la exposicion acumulada a plaguicidas OPs y CBs, algunos autores
agrupan ambos grupos, puesto que ambos producen el mismo efecto toxico
final, la inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) (Jensen et al.,
2003; Caldas et al., 2006; Li et al., 2017). Otros sin embargo, consideran
que al no presentar los OPs y CBs el mismo mecanismo de accion (los OPs
inhiben la AChE de manera casi irreversible, mientras que los CBs lo hacen
de forma reversible), una evaluacién acumulada de manera conjunta podria
dar lugar a una sobreestimacién del riesgo, y evallan la exposicién a OPs y
CBs por separado (Boon et al., 2008; Jardim et al., 2018).

Son varios los métodos disponibles que se emplean para evaluar la
toxicidad acumulada. Todos estan interrelacionados, pero algunos son
matematicamente mas complejos que otros. Los métodos mas Utiles en
niveles crecientes de complejidad y refinamiento son: el indice de peligro

(HI), el factor de potencia relativa (FPR) y el factor de equivalencia toxica
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(FET), (Boobis et al., 2008; Reffstrup et al., 2010; EPA, 2000). También se
ha sugerido el indice de punto de partida (IPP), el margen de exposicion
(ME) y el indice de riesgo acumulado (IRC) (Reffstrup et al., 2010).

El indice de riesgo es la suma de los cocientes de riesgo (HQ), es
decir, la relacion entre la exposicion y el valor de referencia respectivo para
cada compuesto en el GAC. Estos indices pueden ser relativamente rapidos
y simples de calcular, aparte de ser un método transparente y comprensible

para evaluar el riesgo.

En el enfoque de factor de potencia relativa, la potencia toxicoldgica
de cada sustancia se expresa en relacion con la potencia de una de las
sustancias, el compuesto indice (CI). Estos factores FPR se utilizan para
normalizar la exposicion de cada sustancia a un rendimiento de exposicion
total en equivalentes del CI, que posteriormente se suman y la evaluacion de
riesgos se realiza con un s6lo compuesto quimico. En el enfoque del FPR,
los productos quimicos se comportan de forma aditiva a la dosis, es decir, la
dosis de cada producto quimico puede reemplazarse por una dosis
igualmente efectiva de otro. Los requisitos para la adicion de dosis son que
las sustancias tienen un modo de accion similar, que no interactian y que
sus curvas dosis-respuesta son paralelas (Larsen et al., 2002; Safe, 1998). El
término FPR se aplica en evaluaciones del riesgo acumuladas a residuos de
plaguicidas y en situaciones donde el modo de accién parece similar, pero el
mecanismo exacto es complejo y tal vez no se conoce en detalle (EPA,
2000).

La mayoria de los estudios actuales que realizan una evaluacién

acumulada del riesgo a residuos de plaguicidas se centran principalmente en
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el método HI (Elgueta et al., 2017; Larsson et al., 2018) y FPR (Zentai et al.,
2016; Jardim et al., 2018; Quijano et al., 2016). Segin el método empleado
para la evaluacién acumulada, los resultados de la caracterizacion del riesgo
se expresan en relacion al HI (Gad Alla et al., 2015; Li et al., 2016) o al
valor de referencia toxicoldgico, DRA (Li et al., 2017; Zentai et al., 2016)) o
IDA (Nasreddine et al., 2016; Quijano et al., 2016).

La Tabla 2 recoge distintos estudios publicados recientemente sobre
la evaluacion de la exposicion aguda, cronica y acumulada a residuos de
plaguicidas a través de la dieta. Los estudios que evallan la exposicion
aguda acumulada a residuos de plaguicidas en el escenario UB (escenario
del limite superior) y empleando una metodologia probabilistica, coinciden
en la no posibilidad de riesgo para la poblacion adulta en el nivel medio de
exposicion. Sin embargo, para la poblacion infantil, algunos de ellos
coinciden en la posibilidad de un minimo riesgo al superar la DRA en
niveles muy elevados de exposicién (percentil 99); el 0.05% de la poblacion
hingara de 3 a 9 afios (Zentai et al., 2016) y el 0.029% de la poblacién de
Shangai de 2 a 6 afos (Li et al., 2017).

Respecto a la evaluacion de la exposicion cronica acumulada, por lo
general, no se aprecia un posible riesgo de exposicion, tanto para adultos
como para nifios. Solamente se considera un posible riesgo empleando la
metodologia determinista, debido a la exposicion de determinados
plaguicidas OPs. Tal es el caso de Chile, Hlc: 135% cuando se incluye
metamidofos en la evaluacion de la exposicién (Elgueta et al., 2017); y
Polonia HQ.: 528% y 135% para adultos y nifios respectivamente, siendo
diazinén, dimetoato y clorpirifos los principales contribuyentes a dicha

exposicion (Lozowicka et al., 2016).
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Tabla 2. Estudios procedentes de diferentes paises sobre la evaluacion de la exposicién aguda, cronica y acumulada a residuos de

plaguicidas a través de la dieta

Caracterizacion
Aiio Pais Plaguicida Metodologia Alimento Datos de Poblacién Evaluacién d.el rlesgo .en el Referencia
CcOnsumo nivel medio de
exposicién
Evaluacion
2016 | Hunaria OPs Probabilistico | |5 8rupos de diferentes | pp o 3 g | Poblacion | del riesgo DRA% <100%? Zentai et
frutas y verduras general agudo al.,, 2016
acumulado
Evaluacion
2018 Brasil OPs,CBsy Probabilistico 30 grupos de diferentes REG de 2 dias Pobla{lon del riesgo DRA® <100%® Jardim et
PPs frutas y verduras =10 afios agudo al., 2018
acumulado
Evaluacion
China e Diferentes grupos de 9 Recordatorio de Poblacion del riesgo Lietal,
2017 OPsy CB Probabilist = = DRA?: <100%f ’
(Shanghai) Sy Lbs Tobabrishico vegetales v 7 frutas 24 horas general agudo ° 2017
acumulado
Evaluacion
2015 | Dinamarca OPs y CBs* Determinista 25 grupos de diferentes REG de 7 dias Adl.lltos v del riesgo Hi<1 Edultos y Jensen et
frutas, verduras y cereales nifios cronico nifios® al., 2015
acumulado
Semi- 4 de diferent GEMS/Food Poblacion Edv;ilu.acmn Lictal
2016 China PPs emt- grupos de duierentes Cluster Diet general y ©F T1ESE0 IDAY: <100% 1etal.
probabilistico frutas Al cronico 2016
2012 nifios
acumulado
. Evaluacion
. OPs, CBs y L Vegetales de hoja verde GEMSEO.Od Poblaciéon del riesgo Hi,: 135%debido a Elgueta et
2017 Chile Determinista (lechuga, acelgay Cluster Diet L .
PPs? . general cronico methamidophos al., 2017
espinaca) 2012
acumulado

Continia en pégina siguiente.
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Continuacion de 1a Tabla 2

Caracterizacion
N . L . . Datos de . L. del riesgo en el .
Aiio Pais Plaguicida Metodologia Alimento Poblacién Evaluacion X . Referencia
consumo nivel medio de
exposicion
. Evaluacion
47 grupos de diferentes .. .
2017 | Dinamarca OPs, CBs, Determinista frutas, verduras, bebidas REG de 7 dias Poblacion del'nf.:sgo IDAY: <100% Larsson et
PPs? general cronico al., 2018
y cereales
acumulado
21 grupos de diferentes CECA Evaluacion Nasreddin
2016 Libano OPs y CBs? Determinista alimentos de origen . . Adultos del riesgo IDA®: <100% eetal,
. semicuantitativo .
vegetal y bebidas cronico 2016
15 grupos de diferentes
China . frutas, verduras, cereales, . Evaluacion 5
2014 (Hong OPs CBsy Ser.n{- . bebidas, carne, productos Recordatorio de Adultos del riesgo IDA:<100% Wong et
PPs? probabilistico . . 24 horas . al., 2014
Kong) lacteos, huevos, aceites y cronico
snacks
. GEMS/Food Poblacion Evaluacion
2015 Egipto OPs, CBsy Determinista 6 grupos de diferentes Total Diet general y del riesgo IDA: <100% Gad Alla
PPs? verduras . L - etal., 2015
Studies 2006 nifios cronico
HQ_lactantes y
Evaluacion adulios=:
. GEMS/Food Adult 528.33%y 135% .
. OPs, CBs y - 11 grupos de diferentes oo p—— aguda, oy | Lozowicka
2016 Polonia PPs Determinista frutas Cluster Diet nifios y cromica v OPs ot 2l 2016
2012 lactantes acumula;a <24%y <5%PPs -
2.34%y 0.58%
CBs
Evaluacion
2017 | Al . OPs, CBs y Probabilisti ) 34 grupos dic frult’ast, REG de 3 dias y Poblacion aguda, DA <100%¢ Sieke et
emmama PPs? TODIDIISHCO | verduras, cerea’es, facteos CFCA general cronica y DRAE®: <100%¢ al., 2017
¥ canes acumulada

2para el célculo de la exposicién contemplan otros plaguicidas diferentes a los que son objeto de estudio, "Percentil 99 de exposicion, “LB: escenario del limite inferior, YUB: escenario del limite
superior, *MB: escenario limite intermedio, £ chlorpyrifos como compuesto indice,” consumidores y concentarciones mas altas IDA: ingesta diaria admisible, DRA: dosis de referencia aguda,
HQ: indice de riesgo. Hi_: indice de riesgo acumulado, CFCA: cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos, REG:cuestionario del registro de consumo de alimentos
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1.6.2 Nitratos

Los nitratos son compuestos idnicos que forman parte del ciclo del
nitrégeno, son esenciales para el ecosistema y pueden encontrarse de forma
natural en el suelo, la superficie, el agua subterranea y en la biomasa (EFSA,
2013c). Son empleados de manera intensiva en la agricultura de la
Comunidad Valenciana.

Debido a diversas actividades agricolas o industriales como el uso de
fertilizantes quimicos, que ha permitido un incremento significativo en la
produccion de alimentos (Mosier et al., 2005); el exceso de residuos por
explotaciones ganaderas intensivas y la alta concentracion en aguas
residuales urbanas; los nitratos producen un excedente de nitrogeno en el
suelo. Este exceso de nitrogeno se absorbe en forma de nitrato por las
plantas, o se acumula en el suelo, filtrdndose facilmente a los sistemas
acuiferos y finalmente al agua de bebida. Las plantas absorben mas nitratos
de los que necesitan, y como consecuencia, altos niveles de nitratos pueden
acumularse en las plantas y en los vegetales (EFSA, 2013c). Los nitratos
estan autorizados como aditivos en la industria alimentaria, identificados
por los cddigos europeos E-251 y E-252 (Parlamento y Consejo UE, 2011).
Se utilizan en productos de carne, pescado y queso para mejorar su sabor,
proporcionar el color rojo caracteristico de la carne e inhibir el crecimiento

de bacterias (Gassara et al., 2016).

La exposicion humana a nitratos es principalmente exogena a traves
del consumo de vegetales (Archer, 2002; WHO, 2007) y en menor medida a
través de agua y aditivos autorizados usados en la conservacion de

productos carnicos (Figura 5). Los niveles mas altos de nitratos tienden a
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encontrarse en las hojas, mientras que los niveles méas bajos en semillas y

tubérculos. Como consecuencia, los cultivos de hoja, como lechuga y

espinaca, generalmente presentan concentraciones mas altas de nitratos
(EFSA, 2008b; EFSA, 2013c).
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Figura 5. Fuentes de exposicién humana a nitratos

Los nitratos son relativamente poco toxicos por debajo de los limites

maximos, su toxicidad esta asociada a su conversidn a nitrito; por reduccion

bacteriana durante el procesado y almacenamiento de los alimentos, y

también en el propio organismo (saliva y tracto gastrointestinal) (EFSA,

2008b). Los nitritos pueden reaccionar con los aminoacidos de los alimentos

en el estomago, formando compuestos N-nitroso (Santamaria, 2006;
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Lundberg et al., 2008), conocidos por su carcinogenicidad. Por otro lado, al
pasar a la sangre oxidan la hemoglobina, impidiendo el transporte de
oxigeno a los tejidos y generando la enfermedad conocida como
metahemoglobinemia, enfermedad grave sobre todo para los bebés. Estos
efectos, hacen que el nitrato tenga importancia desde el punto de vista
regulador debido a sus implicaciones potencialmente adversas para la salud,

como metahemoglobinemia y carcinogénesis (EFSA, 2008b).

Es bien conocido, que los nifios lactantes (0 a 3 afios) son el grupo
mas sensible a la exposicion de nitratos (Fan A., 2011), probablemente al
consumo de las altas cantidades contenidas en los vegetales (principalmente
espinaca) y al almacenamiento inadecuado de los vegetales cocidos (EFSA,
2010a).

Recientemente se han llevado a cabo varios estudios en los que se
intenta demostrar la asociacién entre consumo de nitratos y nitritos con
distintos tipos de cancer, incluido cerebro, eso6fago, estbmago o cancer
colorrectal. Si bien la evidencia obtenida no es concluyente (Gumanova et
al.,, 2016; Milkowski et al., 2010; Bryan et al., 2012), la Agencia
Internacional para la Investigacion del Céncer (IARC/WHO, 2010)
concluyo que el nitrato o el nitrito ingeridos en condiciones que den lugar a
la nitrosacidon enddgena, son probables cancerigenos para los seres humanos
(grupo 2A).

Los resultados del estudio desarrollado por el Instituto Nacional de
Salud de los Estados Unidos en miembros de la Asociacion Americana de
Personas Retiradas (NIH-AARP) (Habermeyer et al., 2015), obtuvieron

riesgos elevados asociados con la ingesta de nitrato con varios tipos de
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cancer en humanos, incluidos los tumores de la glandula tiroides, el ovario,
el rifdn y la vejiga, concluyendo que el nitrato ingerido en condiciones que
den lugar a una nitrosacion enddgena, no se puede excluir que pueda
conducir a un mayor riesgo de cancer y probablemente sean cancerigenos

para los humanos.

Sobre la base de la evidencia disponible, los expertos de la EFSA en
el aflo 2017 determinaron que los niveles seguros existentes para nitratos y
nitritos afiadidos a la carne y otros alimentos son suficientemente
protectores para los consumidores, y no hay necesidad de modificar los
niveles de seguridad previamente establecidos para dichas sustancias. En
una evaluacién de la exposicion mas refinada, los expertos analizaron dos
estimaciones. Por un lado, observaron que la exposicion de los
consumidores Unicamente a partir de los aditivos alimentarios era inferior al
5% de la exposicion general al nitrato en los alimentos, y por lo tanto no
excedia los niveles de seguridad, excepto por una ligera superacion en los
nifios cuya dieta puede ser alta en alimentos que contienen estos aditivos.
Por otro lado, si se consideran todas las fuentes de nitrato en la dieta
(aditivos alimentarios, presencia natural en los alimentos, aguas y
contaminantes ambientales), el nivel de seguridad puede excederse para las
personas de todos los grupos de edad con una exposicion de media a alta
(EFSA, 2017b).

A pesar de estos efectos perjudiciales reconocidos, la ingesta de
nitratos se ha relacionado con distintos efectos beneficiosos para la salud
humana, debido al 6xido nitrico que se obtiene por su reduccién bacteriana
en la saliva y tracto gastrointestinal. El éxido nitrico es un potente
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vasodilatador y presenta un papel critico en la homeostasis vascular,
reduciendo la presion arterial en individuos sanos (Larsen et al., 2006), no
siendo tan evidente en pacientes con morbilidad (Bondonno et al., 2017),
generando una mayor tolerancia al ejercicio fisico (Habermeyer et al., 2015;
Clements et al., 2014) y obteniendo un menor riesgo de enfermedad
cardiovascular, infarto de miocardio y accidente cardiovascular (d'El-Rei et
al., 2016; Joshipura et al., 2001; Bondonno et al., 2016).

Con el fin de evitar posibles efectos adversos en la salud humana, la
Comision Europea ha establecido niveles maximos para nitratos en
determinados vegetales de hoja comestible (espinacas, lechugas y rucula),
en alimentos elaborados a base de cereales y alimentos infantiles destinados
a lactantes y nifios de corta edad (Comision Europea, 2006). Por su parte, la
Agencia Espafiola de Consumo, Seguridad Alimentaria y Nutricion
(AECOSAN) ha publicado recomendaciones en relacion al consumo de
acelgas y espinacas, para bebés y nifios de corta edad, con el objetivo de
disminuir su exposicion (AECOSAN, 2011).

Previamente, el Comité Cientifico sobre Alimentacion Humana
(SCF) en 1990 estableci6 una IDA para el nitrato a partir de un NOAEL de
370 mg de nitrato/ kg p.c./dia determinado en estudios a largo plazo en ratas
y de toxicidad subcrénica en perros. Aplicando un factor de incertidumbre
de 100, una IDA de 222 mg/dia (0-3.7 mg /kg p.c. /dia) fue establecida para
el nitrato (SCF, 1992). Esta fue confirmada en 1995 (SCF, 1997) y mas
tarde por el JECFA en 2002 (FAO/WHO, 2003).

Por su parte, el Panel de Contaminantes de la Cadena Alimentaria

(CONTAM) de la EFSA concluy6 que a falta de nuevas medidas
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toxicologicas y datos toxicocinéticos, no habia necesidad de reconsiderar
esta IDA (EFSA, 2008b). En su evaluacion a la ingesta de nitratos, este
mismo panel de la EFSA, observo que los habitos de consumo difieren
significativamente entre individuos, asi como la mediana de las
concentraciones de nitrato en diferentes vegetales (de 1 mg/kg en guisantes
y coles de Bruselas a 4800 mg/kg en rucula). Debido a estas variaciones en
la exposicion al nitrato, las estimaciones de la ingesta media de los estudios
de poblacion varian entre paises e incluso entre regiones, observandose una
mayor ingesta en los paises mediterraneos y una menor ingesta en el norte

de Europa (Mensinga et al., 2003).

En Europa, una persona que consume 400 gramos de diferentes
vegetales al dia, la ingesta media estimada de nitrato es de aproximadamente
157 mg /dia equivalente a 2,6 mg /kg de peso corporal/dia basado en un
peso corporal de 60 kg (EFSA, 2008b). Esta concentracién no supera la
IDA incluso teniendo en cuenta la exposicion al nitrato a través de otras
fuentes dietéticas. Considerando que para la mayoria de la poblacion la
fruta, que contiene bajos niveles de nitrato, del orden de 10mg /kg (EFSA,
2008b), comprende hasta la mitad de la ingesta diaria total recomendada de
400 gramos de vegetales y frutas; la ingesta real de nitrato se reduciria entre

81-106 mg/dia para la mayoria de la poblacion de la UE.

La exposicion a nitratos en personas que consumen grandes
cantidades de verduras ricas en nitratos como la lechuga, la espinaca, la
rucula y la remolacha pueden ser considerablemente mas altas que el valor

medio y por consiguiente puede exceder la IDA (Habermeyer et al., 2015).
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Una revision llevada a cabo por (Weitzberg y Lundberg, 2013) en
Suecia, estudid las implicaciones nutricionales del nitrato en la salud
humana, analizando dos variantes de la dieta “Enfoques Dietéticos para
Detener la Hipertension” (Dieta DASH), eligiendo alimentos pertenecientes
a la dieta DASH con alto y bajo contenido en nitratos. La dieta DASH alta
en nitratos, contenia un nivel de 1,222 mg de nitrato, mientras que la dieta
DASH baja en nitratos, 147 mg; demostrando que los patrones dietéticos
que cumplen con la ingesta recomendada de frutas y verduras pueden variar
tanto como un 700 % en contenido de nitrato (Weitzberg y Lundberg,
2013).

Este hecho, aparte de ser tomado en consideracion en relacion con
algunas de las recomendaciones dietéticas actuales emanadas por las
autoridades nacionales e internacionales; teniendo en cuenta que el 80% de
la ingesta de nitratos procede del consumo de vegetales y que su consumo
aumenta constantemente, especialmente en los paises desarrollados (Brkic et
al., 2017); asi como las controversias de seguridad humana en torno a los
nitratos en la dieta que todavia existen en la comunidad académica (Sindelar
y Milkowski, 2012), hace de los nitratos uno de los compuestos més

importantes en la evaluacién del riesgo a través de la dieta.

En la evaluacion de la exposicion a nitratos a través de la dieta, hay
que tener en cuenta que el nitrato, al formar parte del ciclo del nitrégeno, la
concentracion en los vegetales se ve afectada por factores como la especie
vegetal, las condiciones climaticas, las caracteristicas del suelo y los
fertilizantes aplicados (Czech y Rusinek, 2005). Las concentraciones en las
partes comestibles de los vegetales pueden variar. Es por esto, que el factor
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determinante para una alta exposicién a nitrato a través de la dieta no es el
consumo de vegetales, sino el tipo de vegetal y la concentracion de nitratos
relacionada con las condiciones de produccion. Asi, algunos vegetales
especialmente los de hoja comestible, como lechugas y espinacas, suelen
aportar altas concentraciones de nitratos. Y los vegetales cultivados en
condiciones con baja intensidad luminosa, como en el periodo de invierno o
en invernadero, presentan concentraciones mas elevadas de nitratos. De esta
manera, dos estudios llevados a cabo en Croacia (Brkic et al., 2017) e Iran
(Nowrouz et al., 2012) estudiaron la variacion del contenido de nitratos en
vegetales en relacion con los periodos estacionales; determinando
concentraciones de nitratos significativamente superiores en los vegetales

cultivados en otofio, respecto a los cultivados en primavera.

Son muchos los autores procedentes de distintos paises como
Francia (Menard et al., 2008), Espafia (Pardo-Marin et al., 2010), China
(Chen et al., 2011), Bélgica (Temme et al., 2011), Nueva Zelanda (Thomson
et al., 2007), Polonia (Anyzewska y Wawrzyniak, 2014; Mitek et al., 2013;
Raczuk et al., 2014) y Croacia (Brkic et al., 2017) los que han evaluado el
riesgo a la ingesta de nitratos a través de la dieta. Temme et al., 2011,
Menard et al., 2008 y Thomson et al., 2007 estimaron la ingesta de nitratos
en diferentes grupos de alimentos, y observaron que los vegetales eran los

principales contribuyentes a la ingesta dietética de nitratos.

El resto de autores evaluaron la ingesta de nitratos a través del
consumo de vegetales (Pardo-Marin et al., 2010; Anyzewska y Wawrzyniak,

2014; Raczuk et al., 2014) apreciaron que no existia un posible riesgo a
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través de la ingesta de vegetales para el consumidor medio, mientras que

(Chen et al., 2011) en China demostré lo contrario.

Por otra parte, algunos autores determinaron probabilidades de
riesgo en consumidores que ingieren elevadas cantidades de vegetales, como
los vegetarianos (Mitek et al., 2013), y especialmente de hoja (Brkic et al.,
2017).

La Tabla 3 muestra diferentes estudios publicados sobre la
evaluacion de la exposicion cronica a nitratos a traves de la dieta. Ni la
poblacion adulta ni la poblacion de los nifios, presentan un posible riesgo
debido a la exposicion a nitratos a través de la dieta. Solamente se ha
apreciado un posible riesgo de exposicion, cuando no se siguen buenas
practicas agricolas (bpa) 120% IDA (Chen et al., 2011); o se consumen
vegetales de hoja verde cultivados en otofio 135.9% IDA (Brkic et al., 2017)

1.6.3. Dioxinas

Las policlorodibenzodioxinas (PCDDs), policlorodibenzofuranos
(PCDFs) y policlorobifenilos (PCBs) son contaminantes organicos
persistentes (COP) de gran preocupacion debido a su persistencia,
bioacumulacion en el medio ambiente y tendencia a la biomagnificacion en
las redes alimentarias (EFSA, 2012b; Kulkarni et al., 2008), asi como su
elevada toxicidad. El término “dioxinas” se refiere en un principio a un
grupo de 75 PCDDs y 135 congéneres de PCDFs. De todos ellos, sélo los
sustituidos en cada una de las posiciones 2, 3, 7 y 8 de los dos anillos

aromaticos (7 PCDDs y 10 PCDFs), son relevantes por su asociacion con
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Tabla 3. Estudios procedentes de distintos paises sobre la evaluacion de la exposicion a nitratos a través de la dieta

Resultado de la

Afio Pais Alimento Poblacion Datos de Consumo caracterizacion del riesgo en Referencia
el nivel medio de exposicion
Nueva Diferentes Thomson et al
. 0 -
2007 Zelanda grupos de Adultos Recordatorio de 24 horas 14% IDA 2007
alimentos
Diferentes
2011 Bélgica grupos de Adultos Recordatorio de 24 horas 38 % IDA Temme et al., 2011
alimentos
Diferentes
. Adultos y ; . 40.5 % IDA adultos
2008 | Francia grupos de Hifios REG 7 dias consecutivos S1.4 % 54.1 % IDA nifios Menard et al., 2008
alimentos
~ Adultos y ; . 29% IDA adultos
2010 | Espana Vegetales Hifios REG 3 dias consecutivos 15.1% IDA nifios Pardo et al., 2010
2011 China Vegetales Adultos Recordatorio de 24 horas 120 %IDA Chenet al., 2011

Continda en la pigina siguiente
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Continuacion de la Tabla 3

Resultado de la

Ano Pais Alimento Poblacion Datos de Consumo caracterizacion del riesgo en Referencia
el nivel medio de exposicion
2013 | Polonia | Vegetales Adultos Consumidor medio: GUS 35.4 % IDA Mitek et al., 2013
Vegetarianos: REG

2014 | Polonia | Vegetales Adultos EPF 41 % IDA Anyzewska y

& ¢ Wawrzyniak, 2014

0 *

2014 | Polonia Vegetales Adultos Hipotético consumo de 100gr 96 % IDA Raczuk et al., 2014
2017 | Croacia | veESles de |y qittos EFSA, 2008 40.7 %-135.9 %I IDA Brikic et al, 2017

hoja

3LB: escenario del limite inferior.

PUB: escenario del limite superior, “col rizada, %espinaca en otofio

REG: cuestionario de registro del consumeo de alimentos,

GUS: oficina central de estadistica de Polonia,

EPF: encuesta de presupuesto familiar,
“por 100 gr de consumo de vegetales
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posibles efectos adversos para la salud humana y animal (EFSA, 2015).
Especialmente 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (2,3,7,8-TCDD) que fue
evaluada como carcinogénica para los seres humanos (carcindégeno de grupo
1) por la IARC en 1997 (IARC/WHO, 1997). La toxicidad esta
principalmente determinada por la unién al receptor de hidrocarburo de arilo
(Ah), induciendo la sintesis de proteinas.

Ademas, 12 congéneres de PCBs (PCB coplanar no-orto y mono-
orto) son también estructuralmente capaces de unirse al receptor Ah y
tienen propiedades toxicoldgicas similares a 2,3,7,8-TCDD, por lo que
reciben el nombre de PCB similares a dioxinas (dI-PCB) (EFSA, 2015).

Las PCDDs y PCDFs se generan como subproductos no
intencionados en numerosos procesos de combustion: incineracion de
residuos, incendios forestales, erupciones volcanicas, etc. Otros procesos
industriales, como el blanqueo de la pasta de papel y fabricacion de
plaguicidas clorados, son también una fuente importante de emision de
dioxinas al medio ambiente. Los PCBs, son compuestos quimicos sintéticos
que se han empleado en numerosas aplicaciones industriales, como fluidos
dieléctricos en trasformadores y fluidos de transferencia de calor, debido a
su no inflamabilidad y propiedades de aislamiento eléctrico. Aunque su
produccién y uso se prohibid en el afio 1985, actualmente se detectan PCBs
en diversos tejidos de animales y de humanos, asi como en la cadena
alimentaria (EFSA, 2010b).

Se ha encontrado que la exposicién crénica en humanos a dioxinas
causa serios efectos adversos para la salud, incluidos los reproductores y de

desarrollo, efectos neuroldgicos y de comportamiento, toxicidad dérmica,
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efectos inmunomoduladores y carcinogénicos (Van den Berg et al., 1998;
WHO, 1998; Birnbaum y Tuomisto, 2000; ATSDR, 2002; Bencko, 2003;
Hays y Aylward, 2003; Steenland et al., 2004)

Ademas, se ha observado un mayor riesgo de padecer diabetes tipo 2
debido a la exposicion a dioxinas (Fujiyoshi et al.,, 2006) y se han
relacionado con aterosclerosis, hipertension, y problemas endocrinos; y a
corto plazo, con la alteracion de la funcion hepatica y cloracné (Marinkovic
etal., 2010).

Para fines de evaluacion de riesgos, la OMS desarroll6 una
equivalencia de toxicidad (EQT) para describir la toxicidad acumulada de
las mezclas complejas de estos compuestos. Por definicidn, al congénere
mas toxico, 2,3,7,8-TCDD, se le asigna un FET de 1. Los FET para las otras
dioxinas toxicas y dI-PCB estan entre 0 y 1, lo que indica la magnitud de su
toxicidad en comparacion con la 2,3,7,8-TCDD. Aplicando el enfoque FET,
los efectos aditivos de los compuestos quimicos en una mezcla pueden
evaluarse sumando los productos de las concentraciones o dosis de cada
congénere individual multiplicados por su FET correspondiente, dando
como resultado, EQT de las mezclas existentes (Schwarz et al., 2014).

El método de FET es un caso especial de FPR, y se aplica a grupos
de sustancias con un alto grado de similitud y equivalencia toxicoldgica en
todos los puntos finales y en todas las condiciones de exposicion (EPA,
2000), como en el caso de las dioxinas.

La actual legislacion de la UE emplea los FET establecidos por la
OMS en 2005, de manera que los resultados son expresados como EQT

WHOos (EFSA, 2015).
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Debido a la considerable preocupacion publica, cientifica y
legislativa sobre los efectos negativos en la salud humana y en el medio
ambiente de la exposicion a largo plazo, incluso a las cantidades mas
pequefias, de dioxinas, diversos organismos internacionales, europeos y
nacionales han desarrollado distintas recomendaciones, estrategias y han
establecido limites maximos de exposicion. Asi, en el afio 2000 la OMS
establecié un rango de ingesta diaria tolerable (IDT) de 1-4 pg de EQT kg™
peso corporal (pc) para las dioxinas (WHO, 2000). En el mismo afio, el SCF
evalu6 los riesgos para la salud publica derivados de la presencia de
dioxinas en los alimentos, y en consecuencia se establecié una ingesta
semanal tolerable (IST) de 14 pg WHO-TEQ kg pc y se implement6 una
estrategia para reducir los niveles de ingesta humana por debajo de este
umbral, actuando en las fuentes de emision y disminuyendo la presencia de
los mismos en los alimentos (SCF, 2001). Asimismo, como parte de esta
estrategia y para prevenir el riesgo de exposicion a estos contaminantes, la
Comision introdujo un control regular por parte de los estados miembros en
alimentos y piensos, tanto para dioxinas y furanos como para PCBs; vy el
Reglamento N° 1881/2006 establecio niveles méximos para dioxinas y la
suma de dioxinas y dI-PCBs en alimentos de origen animal y aceites
vegetales (Comision Europea, 2006). Recientemente, el Panel de
Contaminantes de la EFSA ha establecido una nueva IST para dioxinas y dl-
PCBs de 2 pg kg? p.c., un valor siete veces menor que el establecido en
2001 (EFSA, 2018).

La principal fuente de exposiciébn humana a dioxinas son los

alimentos (Liem et al., 2000), especialmente los productos grasos de origen
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animal (Costopoulou et al., 2016) y los productos de la pesca (Fernandez-
Gonzalez et al., 2015; Domingo y Bocio, 2007; Malisch y Kotz, 2014)
debido a su caracter lipofilico. La Figura 6 muestra las vias de exposicion
humana a dioxinas. Se estima que mas del 90% de esta exposicion es debida
a la dieta; y en menor medida, a la exposicion dérmica o inhalatoria. Por
tanto, la evaluacion de la ingesta dietética es crucial en la evaluacion del

riesgo de exposicion a dioxinas (Arisawa et al., 2008).

il alimentos

Figura 6. Fuentes de exposicion humana a dioxinas

Los grupos de poblacion mas vulnerables a esta exposicion, integran
aquellos individuos que pueden estar expuestos a mayores concentraciones,

bien por sus dietas (grandes consumidores de alimentos grasos de origen
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animal o de productos de la pesca) o su trabajo (trabajadores de la industria
del papel, plantas de incineracion y vertederos de desechos peligrosos).

Se ha relacionado también la dieta de las mujeres embarazadas con
la concentracidn de dioxinas en sangre del corddn umbilical (Halldorsson et
al., 2008), puesto que durante el embarazo las dioxinas pueden trasferirse de
la madre, a la placenta y al feto (Tsukimori et al., 2013); y mas tarde, debido
a su caracter lipofilico a la leche materna (Halldorsson et al., 2008),

constituyendo una via considerable de exposicion al recién nacido.

Se ha estudiado por diferentes autores la exposicion a dioxinas en
mujeres en edad fertil (Ingelido et al., 2017) y en periodo de lactancia
(Ulaszewska et al., 2011); determinando que la edad, la ingesta de pescado,
y la residencia en areas industriales frente a areas urbanas, se asocia
significativamente con la concentracion de PCDDs, PCDFs y PCBs. En
cuanto a la evolucion temporal, se observa una disminucién en los Gltimos
afios en la concentracion de estos contaminantes, debido probablemente a
las reglamentaciones y restricciones sobre el uso y produccion de estas
sustancias. Esta tendencia a la disminucion en el tiempo de estos
contaminantes fue confirmada mas tarde por VVan den Berg et al., en 2017,
evaluando las tres ultimas encuestas mundiales realizadas por la OMS sobre
PCDDs, PCDFs y PCBs en muestras de leche humana de 2000 a 2010. Este
ha sido el primer estudio que ha permitido identificar las diferencias
cuantitativas globales y las tendencias temporales en muestras de leche
humana procedentes de 52 paises; pudiendo asi, proporcionarles a todos
ellos informacion de referencia. Los niveles mas elevados de PCDDs y
PCDFs se observaron en la India, Egipto, Bélgica y Paises Bajos, y de PCBs
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en la Republica Checa y Checoslovaquia. A pesar de estos niveles, la
evaluacion riesgo/ beneficio concluye, que los beneficios de la leche

materna supera las desventajas toxicologicas.

Dopico y Gomez, 2015 destacaron la evolucion temporal y
distribucion geografica de PCDDs y PCDFs durante los Gltimos afios a nivel
mundial, en la que se ha podido apreciar una disminucion en las emisiones
procedentes de areas industriales, mientras que las emisiones no industriales
se han mantenido constantes. Los paises con mayor actividad industrial y
econdmica como Norte América, Europa, Sur y Este de Asia presentan
concentraciones méas elevadas a dioxinas (los paises pertenecientes al G20
constituyen mas del 80% de la emision anual). Las mayores tasas de
emisién industriales proceden de las incineradoras de residuos y de los
fabricantes de metal. Mientras que los incendios accidentales, los motores
diésel y la incineracion ilegal de desechos domésticos lo son de las fuentes

no industriales.

En términos cuantitativos, de la tasa de emision anual total de
dioxinas a la atmosfera, el 9% se deposita en el aire, el 57% en areas
terrestres (encontrandose los niveles mas elevados en Europa), mientras que
el 40% es absorbido por las aguas oceanicas (el Océano Pacifico y el Mar
Mediterraneo presentan los niveles méas elevados en el agua). Los efectos
mas peligrosos de las dioxinas se relacionaron cuando éstas se depositan en
el tejido graso animal y pueden ser ingeridos més tarde por el ser humano

provocando los efectos adversos conocidos (Dopico y Gomez, 2015).

En cuanto a la caracterizacion del riesgo, son muchos los autores

procedentes de distintos paises los que han evaluado la exposicion a
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dioxinas a través de la dieta, (Tlustos et al., 2014; Schwarz et al., 2014;
Diletti et al., 2018; Zhang et al., 2015; Wong et al., 2014; Sirot et al., 2012.;
Bramwell et al., 2017; Rauscher-Gabernig et al., 2013; De Filippis et al.,
2014). En la mayoria de estos estudios se obtienen niveles de exposicion
inferiores a los valores de referencia toxicoldgicos, salvo Schwarz et al;
2014 que los supera ligeramente en el escenario pesimista para la poblacion
general y los grandes consumidores. Respecto al alimento que mas
contribuye a la exposicion de dioxinas, el pescado es el principal
contribuyente en Irlanda (Tlustos et al., 2014), Italia, (Diletti et al., 2018),
Hong Kong (Wong et al., 2013), Francia (Sirot et al., 2012) y Reino Unido
(Bramwell et al., 2017); mientras que en Austria (Rauscher-Gabernig et al.,
2013) y Alemania (Schwarz et al., 2014) son la leche y los productos
lacteos; y por ultimo, la carne constituye la mayor contribucién en China
(Zhang, etal 2015).

La Tabla 4 recoge distintos estudios sobre la evaluacion de la
exposicion a dioxinas a traves de la dieta, publicados en los ultimos afos.
Todos ellos coinciden en la no superacion de las dosis de referencia
toxicoldgicas establecidas diaria, semanal o mensualmente. Por lo tanto, se
puede excluir un posible riesgo de exposicion a largo plazo a dioxinas en la

poblacién infantil y adulta.
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Tabla 4. Estudios procedentes de distintos paises sobre la evaluacion de la exposicién a dioxinas a través de la dieta

Afo Pais Alimento Poblacion Datos de consumo Estimacion de la '?’gem dl.etetlca a P(_:P,D/F+ Referencia
dl PCB en el nivel medio de exposicion
. 8 grupos de alimentos de origen . 1 1 Zhang et al.,
2011 China imal v vegetal Adultos Recordatorio de 24 horas 20.1 pg TEQqho05 kg™ p.c.mes ' hombres adultos 2011
2014 Irlanda 6 grupos de alimentos de origen Adultos REG de 4 dias 0.3° pg TEQupops ke p.c.dia! Thistlos et al,
animal = = 2014
2013 Hong Kong 9 grupos d.e alimentos de origen Adultos Recordatorio de 24 horas 21.9°pg TEQkg! p.c.mes™ Wong etal,
= = animal y vegetal = = 2013
3 metodologias:
. . ) Entrevista historia dietética : Schwarz et al.,
5322 11 kel poe.dial ;
2014 Alemania 10 diferentes grupos de alimentos Adultos Recordatorio de 24 horas 1.532-2.11° pg TEQ00s kg' p.c.dia 2014
REG de 4 dias
. ) . ) : Bramwell et
2016 Reino Unido 20 diferentes grupos de alimentos Adultos REG de 4 dias 0.52° pg TEQ,p, o5 ket p.c.dia* al. 2016

Contimia en la pigina siguiente
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Continuacion de la Tabla 4

Estimacion de la ingesta dietética a PCDD/F+

Aiio Pais Alimento Poblacién Datos de consumo dl PCB en el nivel medio de exposicién Referencia
. : ! i1 )
2012 Francia 19 grupos de a]ﬂqentos més Adl..lltos v REG de 7 dias 0.57 pg TEQqno0s kg lp.c.d@ 1ad‘lil‘[cs Sirot et al.,
representativos nifios 0.89 pg TEQupo0s kg p.c.dia’ nifios 2012
20610 1 ial .
. 9 grupos de alimentos de origen Adultos y Adultos: recordatorio de 24 horas | 070:61 bpg TEQuns o5 ke L pc.dia 1h01.nbres adultos Rauslcher
2013 Austria = . = . . . 0.52-0.75" pg TEQupo.cskg ™ p.c.dia’ mujeres adultas Gabernig et al.,
animal nifios Nifios: REG de 3 dias =y = 1 R, =
0.52-0.77° pg TEQ p,0.08 kg! p.c.dialnifios 2013
) ) Nifios, 1.98pg TEQ 005 kg p.c.dial -
2018 Ttalia 7 dg:fgzsn ;ﬂqpo; deiﬁztos adolescente REG de 3 dias 1.16pg TEQuno s kg p.c.dia! Dﬂe;% le‘; o
< yveg s y adultos 0.90pg TEQ 005 kg! p.c.dial
Diferentes grupos de alimentos Lactantes, 0.67 pg TEQ, 045 k™! p.c.dia lactantes® Filippis et al
2014 Italia cotrespondientes a 6 grupos de nifios y Duplicado de dieta 0.63-0.92 pg TEQqp.05 kg p.c.dia!nifios? pgom -
hébitos alimentarios adultos 0.27-0.63 pg TEQquo.0skg! p.c.dial adultos®

p-c: peso corporal, REG: registro de alimentos ,*LB: escenario del limite inferior, PUB: escenario del limite superior, °MB: escenario del limite intermedio
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1.7. Datos de Consumo y Niveles de Contaminantes

1.7.1 Datos de consumo

Los datos de consumo de alimentos informan sobre los alimentos
solidos, bebidas y complementos alimenticios consumidos por los
individuos o sus grupos (EFSA, 2011). El consumo de alimentos se puede
estimar a partir de encuestas de consumo de alimentos (a nivel individual,
doméstico o poblacional) (FAO/WHO, 2008) y de datos obtenidos en los

programas de vigilancia.

Los datos de consumo de alimentos utilizados para evaluaciones de
la exposicion dietética, deberian incluir informacion sobre aquellos factores
que pueden influir en dicha exposicion o en los patrones de consumo. Estos
factores abarcan desde las caracteristicas demograficas (edad, sexo, etnia,
grupo socioecondmico) y peso corporal de la poblacion muestreada; hasta la
region geografica, temporada y dia de la semana en que se recopilan los

datos.

La calidad de los datos de encuestas de consumo dependen del
disefio, metodologia y herramientas utilizadas en la encuesta; motivacion y
memoria de los encuestados y del tratamiento estadistico y presentacion
(alimentos comprados versus alimentos consumidos) de los datos
(FAO/WHO, 2008).

a) Métodos basados en la poblacién

Estos métodos como las hojas de balance alimentario o de suministro

de alimentos, proporcionan estimaciones sobre la disponibilidad de
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alimentos a nivel nacional y pueden utilizarse para establecer
comparaciones entre paises (Kroes et al., 2002). Las principales limitaciones
de estos datos son: por un lado, reflejar la disponibilidad de alimentos en
lugar del consumo de los mismos, pudiendo dar una impresién
sobreestimada del potencial consumo medio de una poblacion; y por otro,
no incluir los datos sobre el consumo de agua. Las pérdidas de alimentos y
nutrientes antes del consumo; debido al procesamiento, deterioro, recorte y
desperdicio, pueden también no ser consideradas adecuadamente,
obteniendo valores aproximadamente un 15% mas altos que las

estimaciones de consumo derivadas de las encuestas del hogar.

Estos datos suelen emplearse para conocer las tendencias en el
suministro de alimentos y la disponibilidad de los mismos que contienen
fuentes potencialmente importantes de nutrientes o sustancias quimicas; asi
como, definir aquellos grupos de alimentos a los que se pretende controlar
(FAO/WHO, 2008).

b) Métodos basados en el hogar

Estos métodos (encuestas de presupuesto y encuestas de consumo)
incluyen datos sobre los alimentos comprados para el hogar, el seguimiento

de los alimentos consumidos o los cambios en las reservas de los mismos.

Dichos datos son utiles para comparar la disponibilidad de alimentos
entre diferentes comunidades, areas geograficas y grupos socioeconémicos,
y para conocer las variaciones en la dieta de la poblacion total y de los
diferentes subgrupos de poblacién. Sin embargo, no proporcionan

informacion sobre la distribucién del consumo de alimentos entre los
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miembros del hogar (FAO/WHO, 2008), ni del consumo de aquellos
alimentos consumidos fuera de éste (EFSA, 2011).

c) Métodos basados en el individuo

A diferencia de las encuestas nacionales y del hogar, estos métodos
proporcionan informacién sobre el consumo medio de alimentos, nutrientes
y su distribucion en los diferentes individuos y sus grupos, reflejando de una
manera mas realista el consumo (Kroes et al., 2002). Para la recoleccion de
estos datos, se pueden emplear varios meétodos: encuesta de registro de
alimentos, encuesta de recuerdo de 24 horas y cuestionario de frecuencia de

alimentos.

La encuesta de registro de alimentos recoge informacion sobre los
alimentos consumidos durante un periodo especifico de tiempo
(generalmente siete dias o menos), la fuente del alimento (comprado o
cocinado en casa), y la hora o el lugar donde se consumen.

La encuesta de recuerdo de 24 horas, consiste en una lista de
alimentos, bebidas e incluso suplementos dietéticos consumidos el dia
anterior o durante las 24 horas antes de la entrevista. Al igual que las
encuestas de registro de alimentos recopilan informacién sobre la hora y el
lugar donde se consumen los alimentos. La entrevista generalmente se
realiza en persona, pero puede realizarse también por teléfono o internet. En
algunas situaciones, el recuerdo es autoadministrado por el sujeto, pero este
enfoque puede estar sujeto a datos menos fiables.

El cuestionario de frecuencia de alimentos consiste en una lista
estructurada de alimentos individuales o grupos de alimentos, en la que se
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pregunta al encuestado que calcule la cantidad de veces que consume cada
alimento por dia, semana, mes o afio. En ocasiones incluyen también
preguntas sobre los métodos habituales de preparacién de alimentos, el
recorte de carnes y el uso de suplementos dietéticos; asi como, la
identificacion de la marca mas comun para ciertos alimentos consumidos
(FAO/WHO, 2008).

Los cuestionarios de frecuencia pueden emplearse para clasificar a
los individuos por ingesta de alimentos o nutrientes; o bien, por ingesta de
grupos de alimentos en aquellas categorias que permitan estudiar ingestas
altas y bajas (Kroes et al., 2002). Ademés, en ocasiones pueden ser mas
precisas que otros métodos para estimar la exposicion dietética de aquellas
sustancias quimicas que tiene una gran variabilidad diaria y que se
encuentran en pocos alimentos (FAO/WHO, 2008).

d) Encuesta de historia dietética

Consiste en una lista detallada de los diferentes alimentos y bebidas
consumidos por un individuo habitualmente cada dia durante un periodo de
tiempo definido, que a menudo es una "semana tipica". EI marco de tiempo
de referencia suele ser el Ultimo mes, los ultimos meses o puede reflejar
diferencias estacionales si el marco de tiempo de referencia es el afio pasado
(FAO/WHO, 2008).

e) Cuestionario de habitos alimentarios

El cuestionario sobre habitos alimentarios puede disefiarse para
recopilar informacién general o especifica como: percepciones y creencias

de los alimentos, gustos y aversiones, métodos de preparacion, uso de
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suplementos dietéticos y entornos sociales relacionados con las ocasiones
gastrondmicas. Estos tipos de informacion se incluyen frecuentemente junto
con los otros cuatro métodos, pero también se pueden usar como la Unica
base para la recopilacion de datos (FAO/WHO, 2008).

Conviene resaltar que no hay un método ideal para evaluar el
consumo de alimentos en una poblacién. La eleccion depende de los
objetivos del estudio, de la seleccion de alimentos y de las caracteristicas de
la poblacion (edad, sexo, motivacion, diversidad cultural) (Kroes et al.,
2002). Una posible opcion es la combinacion de métodos, tal y como
recomienda el proyecto del Método Europeo de Encuesta de Consumo de
Alimentos (EFCOSUM) con objetivo de armonizar los datos de consumo de
alimentos entre los diferentes paises. Consiste en realizar un recuerdo de 24
horas para cada individuo en dias no consecutivos, combinandolo con un
cuestionario sobre el consumo habitual de alimentos consumidos con poca
frecuencia para obtener informacion sobre la proporcion de no
consumidores (Brussaard et al., 2002; FAO/WHO, 2008).

1.7.2 Niveles de contaminantes en alimentos

En funcion del propdsito de la estimacion de la exposicion (pre-
regulacién o post-regulacion) (Marin S., 2014), los datos de niveles de
contaminantes en alimentos pueden proceder de ensayos supervisados
(solamente para residuos de plaguicidas y de medicamentos veterinarios),
programas de vigilancia, estudios de dieta total (EDT), etc.
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a) Ensayos supervisados

Tradicionalmente la fuente principal de datos de residuos de
plaguicidas y de medicamentos veterinarios en alimentos han sido los datos
de ensayos supervisados y presentados en el apoyo del registro de un
plaguicida o farmaco veterinario. Estdn disefiados para determinar los
residuos maximos que pueden estar presentes en alimentos de origen animal
0 vegetal en el punto méas préximo al que estos productos alimenticios

pudieran ingresar a la venta.

Simulan un escenario de uso en el peor de los casos (con respecto a
las tasas de aplicacion, el numero de aplicaciones, la precosecha o los
intervalos de extraccion...), sobreestimando con frecuencia los residuos que
probablemente se encontraran en los alimentos. Por lo tanto, estos datos no
deben ser la primera opcion al evaluar la exposicion dietética real; sin
embargo, para establecer limites de residuos legalmente exigibles son muy
atiles y para evaluar la seguridad de los consumidores a un producto que
contiene residuos inferior al LMR, son la primera opcién (FAO/WHO,
2008).

b) Programas de vigilancia

Hoy en dia, distintos organismos disponen de multitud de datos de
concentracion de contaminantes en alimentos procedentes de los Programas
de Vigilancia llevados a cabo para valorar la inocuidad de los alimentos
producidos y/o consumidos en su ambito geografico. La principal ventaja de
los programas de vigilancia es la obtencién de datos de contaminantes en

muestras de alimentos situadas mas proximas al consumidor (centros de
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distribucion, supermercados, etc.) que en el resto de la cadena comercial.
Consiguen obtener informacion muy util sobre la degradacion de residuos
durante el trénsito y almacenamiento, asi como de los residuos resultantes
de las aplicaciones a fungicidas y reguladores del crecimiento posteriores a

la cosecha, utilizados como conservantes durante la entrega de alimentos.

Son la primera eleccién en evaluaciones de la exposicion a largo
plazo, ya que representan mejor la cantidad de alimento y sustancia quimica
que se consume. Sin embargo, las estimaciones de ingestas obtenidas deben
tomarse con cierta cautela, ya que el objetivo de estos programas no es
valorar la exposicion de la poblacién a ciertos contaminantes a traves de la
dieta, sino evaluar el grado de inocuidad de los alimentos. No obstante,
estos datos pueden ser empleados cuando no hay otros disponibles, siempre
que se reconozca que el uso de los mismos focaliza la exposicién a los
alimentos que tienen contenidos maximos regulados. Ademas, desde el
punto de vista de gestion del riesgo, centrar el muestreo en determinados
alimentos, periodos o areas geograficas puede ser considerado correcto por
razones de limitacion de presupuestos y de coste/beneficio (FAO/WHO,
2008; Marin, 2014).

¢) Estudio de Dieta Total

Los estudios de dieta total (EDT) son estudios nacionales cuyo
objetivo es proporcionar datos representativos sobre la contaminacion de los
alimentos consumidos por una poblacion, y su exposicion a sustancias de

interés desde el punto de vista de la salud publica.
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A partir de encuestas dietéticas, los alimentos son recolectados en
diferentes ciudades o regiones de un pais, cocinados y preparados de
acuerdo con los habitos de la poblacion y agrupados para ser analizados
como “composites” (EFSA/WHO, 2011). Este método permite proporcionar
una media aproximada de la concentracion de sustancias quimicas presentes
en los alimentos mas consumidos, para el célculo de una exposicion
dietética cronica en la poblacién, considerando la variabilidad en la
concentracion de sustancias quimicas en los alimentos que se consumen.
Este es el método recomendado por la FAO/WHO para estimar la
exposicion de una poblacion a sustancias quimicas a través de la dieta
(FAO/WHO, 2008).

Los EDT se diferencian de otros estudios en los que también se
analizan niveles de contaminantes en los alimentos porque: 1) incluyen
muestras de alimentos representativos de la dieta total de la poblacién a
estudio, 2) analizan los alimentos después de su preparacion tal como se
consumen, teniendo en cuenta los cambios en los niveles de contaminantes
en el procesado y 3) evallUan la exposicion de la poblacién con propositos de
proteccion de la salud publica (EFSA/WHO, 2011).

El EDT puede tener distintas finalidades tales como: ser una
herramienta de cribado para identificar grupos de alimentos y de sustancias
quimicas que requieran una vigilancia especifica y obtener secuencias
temporales de la exposicion a peligros en los alimentos y permitir asi, a los
gestores del riesgo evaluar la efectividad de las politicas de seguridad

alimentaria.
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La Tabla 5 recoge diferentes disefios de muestreo para el andlisis de
contaminantes en alimentos empleando la metodologia de EDT, procedentes
de estudios de diversos paises. En la mayoria de ellos, los alimentos se
seleccionan en base a criterios de consumo o potencial de contribuir a la
exposicion del contaminante objeto de estudio. Asi mismo, muchos de ellos
recogen las muestras en diferentes periodos o estaciones, considerando asi,
la variabilidad en el consumo y en la concentracion de los contaminantes en

las diferentes estaciones.

1.7.3 Factores de procesamiento para refinar los datos de concentracion de

contaminantes en estimaciones de la exposicién dietética

Uno de los aspectos méas importantes a tener en cuenta en el proceso
de evaluacion de la exposicion dietética, es la variabilidad en la
concentracion de contaminantes quimicos contenidos en los alimentos a lo

largo de toda la cadena alimentaria.

Asi por ejemplo, respecto a los contaminantes agricolas como los
residuos de plaguicidas los factores mas relevantes que influyen en la
concentracion de los mismos son: condiciones climaticas, grado de madurez
en la recogida de la muestra, variedad de cultivo, transporte, procesado
(lavado, pelado, cocinado), distribucion, almacenamiento, etc.; mientras que
los contaminantes ambientales, como las dioxinas, se encuentran mas
afectados por el origen geografico o bien por las caracteristicas del animal
(edad, cantidad de grasa), etc. (Kroes et al., 2002). Todos estos factores,
pueden aumentar o disminuir las concentraciones de sustancias quimicas o

modificar la naturaleza de estas en los alimentos, por
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Tabla 5. Diferentes disefios de muestreo para el analisis de contaminantes empleando el EDT

Numero de
. Numero
Numero . I . ‘o muestras
= g Frecuencia Criterio de inclusion de de n :
Aiio Pais de . por cada Cocinado Referencia
: de muestreo alimentos muestras .
alimentos d alimentos
ABregalas | individual
Muestras Susceptible de contribuir a la Windal et
2004 Bélgica 329 recogidas en | exposicion del contaminante 43 nd nd
N X . al., 2010
otofio objeto de estudio
Mas consumidos por la
4 veces al .,
2010- Hon, afio poblacién Wong et al
2011 & 150 . Susceptible de contribuir a la 600 3 Si & ”
S Kong (intervalo de . X 2014
1°EDT P exposicion del contaminante
objeto de estudio
2007-
2009 Francia 194 En CE}(?,K Representativos de la dieta 1235 15 Si Gavelle et
2 EDT estacion al.,, 2016
4 veces al Consumo=>1gr/persona/dia
2010 Libano 63 ' afio Suscept%’tr)le de contnbl}]r ala 126 5 g Nasreddine
(intervalo de | exposicion del contaminante etal., 2016
tres meses) objeto de estudio
Susceptible de contribuir a la
2011 ) exposicion del contaminante ] Shi et al.,
sogpp | China 662 objeto de estudio 80 nd S 2017
Consumo >2gr/kg pc /dia
2010- Valencia En cada Suscept%‘t’)le de COHTI‘[blT]I ala Quijano et
2011 o 77 . exposicion del contaminante 770 100 No
(Espafia) estacion al ;2018

objeto de estudio

pc: peso corporal, Nd: dato no disponible
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lo que la incorporacion de los factores de procesamiento en los procesos de
evaluacion dietética de la exposicion, puede conseguir resultados que
reflejen mejor las exposiciones reales; siendo especificos para el alimento,

la sustancia activa o el proceso (EPA, 1996).

1.7.4 Consideraciones analiticas

Segun la finalidad de las muestras analizadas (por ejemplo:
proporcionar datos para la evaluacion de la exposicion alimentaria,
cumplimiento de LMR...) existen diferencias importantes en la metodologia

a aplicar.

a) Sensibilidad

En evaluaciones precisas de la exposicion, generalmente el limite de
deteccién (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ) debe ser tan bajo como
sea técnicamente posible para poder detectar y cuantificar respectivamente,
la mayor parte de contaminantes contenidos en los alimentos. Ademaés, dado
gue en numerosas ocasiones los alimentos no contienen cantidades de
residuos detectables, el valor asignado de LOD y LOQ en estas muestras,
afectard en mayor o menor medida a las exposiciones estimadas. Sin
embargo, en los programas de vigilancia de alimentos, se emplean métodos
menos sensibles para el LOD y LOQ, puesto que el objetivo principal es
confirmar que los contaminantes contenidos en ellos se encuentran dentro de

los limites legales, no el riesgo de exposicién a través de su ingesta.
b) Calidad de los datos

Conviene tener en cuenta, que las mejores estimaciones para la

evaluacion de la exposicion dietética, dependen fundamentalmente de la
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calidad de los datos de concentracion quimica. Estos deben obtenerse
utilizando métodos validados que sean adecuados para el proposito de la
evaluacion, y que cuenten con programas integrales de garantia de calidad y
control de calidad. Esto incluye pruebas de sesgo/ precision,
reproducibilidad y sensibilidad de los procedimientos, asi como personal
especializado con los objetivos especificos de las tareas realizadas
(FAO/WHO, 2008).

c¢) Tratamiento de los valores no detectados y no cuantificados

Un paso crucial en la evaluacion de la exposicion dietética es el
tratamiento de los niveles de contaminantes no detectables (ND) o no
cuantificables (NQ) en alimentos. La proporcion de estos valores variara
segun el grupo de sustancias analizadas. Asi, por ejemplo, los COP tales
como las dioxinas y PBDES, que se encuentran presentes practicamente en
todos los alimentos, aunque sea a bajas concentraciones, generalmente
presentan bajas proporciones de ND; mientras que, determinadas muestras
de ciertos residuos de plaguicidas en ocasiones presentan todos los valores

ND cuando el plaguicida objeto de estudio no se ha empleado en el cultivo.

El criterio para asignar valores de concentracion a los resultados ND
0 no NQ es crucial para la estimacion de la exposicion dietética y
corresponde al evaluador de riesgos decidir qué valor asignar a esas
muestras. Las concentraciones deben errar por el lado de la precaucion
nutricional o toxicoldgica, mientras se mantengan en valores cientificamente
defendibles (FAO/WHO, 2008).
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La OMS propone aplicar el método de sustitucion en funcién de los
valores ND o NQ y del tamafio de la muestra objeto a estudiar. Una opcion
es sustituir los valores ND por LOD/2; sin embargo, si se aplica a un
nimero elevado de valores ND, tal reemplazo distorsionaria la media

calculada y los valores de variabilidad quimica.

Otra alternativa es el célculo del limite inferior o superior. El limite
inferior se obtiene asignando un valor 0 a aquellas muestras en las que los
valores de la sustancia quimica sean ND o NQ; y el limite superior,
asignando el LOD a todas las muestras con resultados ND o el LOQ a todas
las muestras con menos del LOQ, pero mas que el LOD. En algunos casos,
el LOD puede ser igual al LOQ (FAO/WHO, 2008).

Esta eleccion es recomendable para aquellos contaminantes que
probablemente se encuentran en los alimentos como los contaminantes
naturales (dioxinas y PBDES), puesto que permite estimar la concentracion
media de cada sustancia quimica en los escenarios del limite inferior y
superior. Para aquellas sustancias quimicas que probablemente no se
presenten, a menos que se agregue especificamente (plaguicidas y residuos
de medicamentos veterinarios, aditivos), el célculo de una concentracion

media en el limite inferior es generalmente la norma.

El método de sustitucion es el mas ampliamente utilizado en la
evaluacion de la exposicion, ya que es facil de implementar, comprensible y
en ellos se puede asumir que el limite superior (ND=LOD/LOQ) conduce a
estimaciones conservadoras tales como la sobreestimacion de la media y una

infraestimacion de la variabilidad (Marin S., 2014).
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La EFSA por su parte, ha tratado hasta ahora los valores ND o NQ
aplicando este método extensamente utilizado y recomendado por
organizaciones internacionales. La idoneidad de este enfoque tiene una
limitacion natural en el calculo de los percentiles y en la aplicacion de
técnicas estadisticas; por ello, la EFSA recomienda el uso de enfoques
estadisticos alternativos mas avanzados como Paramétric maximum
likehood estimation (MLE), Log-probit regression y the Kaplan-Meier
method (KM). Debido a la complejidad de estos métodos, se recomienda
identificar para su empleo las posibles fuentes de heterogeneidad en un
conjunto de datos, como el pais de recoleccién/origen de la muestra, el
grupo de alimentos, el laboratorio y aplicarlos cuando se obtienen valores
ND con nimeros analiticos altos, asi como usuarios experimentados (EFSA,
2010c).
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis doctoral, es la evaluacion del riesgo
de exposicion a contaminantes a través de los alimentos, para ello se

plantean los siguientes objetivos parciales:

1. Estimar bajo un enfoque determinista, la evaluacion de la
exposicion a plaguicidas organofosforados, carbamatos y piretroides, a
través del consumo de frutas y verduras para la poblacion de la Comunidad
Valenciana, y caracterizar el riesgo derivado de dicha exposicion en adultos
y nifios.

2. Estimar bajo un enfoque probabilistico, la evaluacion de la
exposicion a nitratos a través del consumo de vegetales en la poblacion de la
Comunidad Valenciana, y caracterizar el riesgo derivado de dicha

exposicion en adultos y nifios.

3. Estimar bajo un enfoque probabilistico y con los datos
provenientes del Estudio de Dieta Total, la evaluacion de la exposicion a
dioxinas a través de la dieta, para la poblacion de la Comunidad Valenciana,
y caracterizar el riesgo derivado de dicha exposicién en adultos y nifios.

4. Determinar los principales grupos de alimentos que

contribuyen a la exposicion de plaguicidas, nitratos y dioxinas.
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Abstract

In the present study, the chronic cumulative exposure to
organophosphorus (OPs), carbamate (CBs) and pyrethroid and pyrethrin
(PPs) pesticides in the region of Valencia through fruit and vegetables
consumption is presented. A total of 752 samples and 84 pesticides were
studied of which, 52 were OPs, 23 CBs and 9 PPs. Residue data were
derived from the Valencia Region monitoring program 2007-2011 and food
consumption levels from a questionnaire-based dietary survey conducted in
2010 in the same area. The relative potency factor (RPFs) approach was
used to estimate chronic cumulative dietary exposure to OPs, CBs and PPs
using acephate, oxamyl and deltamethrin as index compounds, respectively.
The exposure was estimated using a deterministic approach and two
scenarios were assumed for left-censored results: the lower-bound (LB)
scenario, in which unquantified results (below the limit of quantification
(LOQ)) were set to zero and the upper-bound (UB) scenario, in which
unquantified results were set to the LOQ. Results demonstrate that the
chronic exposure of the young (<16 years) and adult (> 16 years) population
to pesticides through fruits and vegetables is under control (even at high or
frequent consumption of fruits and vegetables), for the three groups of

pesticides.

1. Introduction

Pesticides are used before and after harvest to protect crops from
infestation by pest and plant diseases. The use of pesticides in the European
Union (EU) is intensive. Only in 2010, pesticide-active ingredient

110



Resultados

consumption in the EU was about 208,000 tons (including insecticides,
fungicides and herbicides), of which 19% (about 39,000 tonnes) had their
origin in Spain (AEPLA, 2009). Valencia is the second most important
agricultural area in Spain and one of the regions with the highest pesticide
use, 12.1% of the national total in 2009 (ECPA, 2010). One possible
consequence of pesticide use is the presence of their residues in treated
commodities and eventually in the food chain. It is therefore necessary to
ensure that such residues in food do not present an unacceptable risk for
consumers, due to the fact that pesticides are biologically active compounds
with a component-specific inherent toxicity. Although pesticide exposure
can occur through different routes, such as inhalation, dermal exposure and
dietary and non-dietary intake, food has been recognized as the main
exposure route to pesticide residues for consumers not working with
pesticides (Juraske et al.,, 2009). According to the World Health
Organization (WHO), food consumption consists on average of 30% of
fruits and vegetables (WHO, 2003) and it is well known that fruits and
vegetables are more contaminated by pesticides than products of animal
origin (Claeys et al., 2011). In addition, fruits and vegetables are frequently
consumed raw or semi-processed and as a consequence it is expected that
they contain higher pesticide-residue levels than other food groups of plant

origin such as cereals.

To evaluate food safety, exposure needs to be assessed and
compared to health safety limits or toxicological endpoint values. For
guantitative exposure assessment, data on food consumption and chemical

occurrence are usually combined using either a deterministic (Jensen et al.,
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2003) or probabilistic approach (Nougadere et al. 2012). The Scientific
Panel on Plant Protection products and their Residues (PPR) recommended
(EFSA, 2010), for chronic exposure assessments, a tiered approach for
exposure estimations, starting with different deterministic methodologies
and ending with probabilistic approaches. If a lower tier assessment (such as
the deterministic assessment) does not give adequate reassurance of safety,
the risk assessor should progress to higher tier method (including
probabilistic methodologies). For this reason, a deterministic approach was
selected to carry out this chronic cumulative risk assessment. Dietary
assessment of the exposure to pesticide residues is traditionally performed
for single compounds. However, people are daily exposed to more than one
pesticide through diet, because a food may contain more than one residue or
people consume combinations of foods containing different pesticides. If
these compounds have the same toxicologically endpoint and the same
mechanism of action, the conventional way of assessing the dietary risk of
exposure to pesticides separately may lead to an underestimation of the
health risk (Boon et al., 2008). Therefore, to address the risk of exposure to
such compounds, the individual exposures should be addressed
simultaneously. In this respect, cumulative exposure can be defined as
simultaneous or subsequent exposures to various chemicals that contribute

to a cumulative effect.

To assess the pesticides as a mixture the first step is to identify the
substances with a common mechanism of toxicity (Gallagher et al., 2015).
Some organophosphorus (OPs), carbamate (CBs) and pyrethrin and

pyrethroid (PPs) pesticides causing a common neurotoxic effect
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(cholinesterase inhibition for OPs and carbamate and behavioural changes
for PPs) have been identified by United States Environmental Protection
Agency (USEPA) as members of the same cumulative assessment group
(USEPA, 2006; USEPA, 2007; USEPA, 2011). To assess the cumulative
dietary exposure, the relative potency factor (RPF) approach, based on dose
addition is believed to be appropriate to estimate the cumulative effects of
common mechanism chemicals (Jensen et al., 2013; Kennedy et al., 2015).
This approach assumes doses of component chemicals that act in a
toxicologically similar manner can be added together after scaling the doses
by their potencies, relative to a selected index chemical, to generate
exposure equivalents. By comparing the cumulative dietary exposure with a
toxicological reference dose (in the case of chronic exposure, acceptable
daily intake (ADI)) of the chosen index compound, the risk can be
evaluated.

The aim of this study is to calculate, under a deterministic approach,
the chronic cumulative chronic exposure to OPs, CBs and PPs pesticides
through fruits and vegetables consumed by local inhabitants of the region of
Valencia, and to characterize the associated risk. For the chronic cumulative
risk assessment, acephate, oxamyl and deltamethrin were selected as index

compounds for OPs, CBs and PPs, respectively.
2. Materials and methods

2.1. Food sampling and residue data

Residue data were obtained from the Valencia Region monitoring
program 2007-2011.
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A total of 752 individual samples of fruits and vegetables (see Table
1) were collected in different areas (covering rural and urban areas and
different geographic location) and seasons to take into account potential
variability. Sampling was carried out by inspectors from the Public Health
Department and it was performed according to Directive 2002/63/EC on
sampling for official control of pesticide residues (European Commission,
2002) at wholesalers. Although the sampling plan was set up to ensure
compliance with the maximum residue limits set in the legislation, the most
frequently consumed commodities in the Region of Valencia were
considered based on risk assessment.

Only pesticide-food pairs with at least one quantified residue above
the limit of reporting (LOR), corresponding to the LOQ value of 0.01
mg/kg, were included in the calculations. Analytical concentrations were
normalised to wet sample weights and results were corrected by the

recovery rate.

Left-censored results (data below the quantification limit) were
processed according EFSA recommendations (EFSA, 2012). Residues
below the LOR were treated as true zeros in the optimistic or lower-bound
(LB) scenario assessment and were set to LOR in the pessimistic or upper-

bound (UB) scenario assessment.
2.2 Analysis of pesticide residues

Analyses were conducted by the Laboratorio Agroalimentario de
Valencia (Burjassot), a European Union Reference Laboratory, accredited
following the ISO/IEC 17025 standard. Multiresidue methods based on
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either gas chromatography (GC) or high-performance liquid
chromatography (HPLC) coupled with mass spectrometry (MS) were used
to screen the 84 pesticides (52 OPs, 23 CBs and 9 PPs, see Table 1).

2.3. Consumption data

Intake estimates were based on consumption data obtained from a
questionnaire-based dietary survey that was conducted and validated in
2010-2011 by the Valencia Public Health Directorate. Dietary data were
collected through a 24-hour recall in which 1478 subjects (195 young
people from 6 to 15 years and mean 43.5 kg body weight and 1281 adults
from 16 to 95 years and 71.2 kg mean body weight) were asked in a face-to-
face interview to recall and describe the kinds and amounts of all foods and
beverages ingested during the previous 24-hour period. The initial sample of
individuals was divided in three waves or groups in order to take into
account variations in consumption patterns according to season; the first
wave was conducted between the months of June and July 2010, the second
between September and November, and the third between November and
February of 2011. Self-reported body weight was also collected in the face-

to-face interview and used in exposure calculations.

In dietary surveys, the consumption is given for food eaten, while the
residues of pesticides are wusually determined in raw agricultural
commodities (RACs). The approach used to convert “food as eaten” to
edible RACs was that of P. E. Boon et al. (2008) using the Dutch conversion
table.
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2.4. Chronic cumulative risk assessment and risk characterization

The first step for the calculation of the chronic cumulative exposure

was to obtain the individual pesticide intakes (or the intake for each single

compound), from the consumption data in our dietary survey and the

analytical data from the present study. A deterministic approach, based on

single point estimates that were used for each variable within the model

(such as an average value or the 95" percentile) was used. The individual

estimated daily intake (iEDI) in a pair pesticide-commodity was calculated

for young children (6-15 years) and for adults (16-95 years) according to the

following equation:

IEDI (mg/mean kg body weight/day) = Cix Fi

where

Ci: Residue level for food commodity

Fi: Food consumption of food commodity

Table 1: Pesticide levels found in the Valencia monitoring program (2007-2011)

F
No. of Ofrequency Min Max Mean Mean
Commodity  Active substance analysis detection  (mg/kg)  (ma/ka) (LB) (uB)
perfomed % 99 9'a (mg/kg) (mg/kg)
0
Apple Azinphos -methyl (OP) 114 0.9 0.02 0.02 0.00 0.01
Carbendazim (CB) 114 21.9 0.01 0.37 0.01 0.02
Chlorpropham (CB) 114 0.9 0.03 0.03 0.00 0.03
Chlorpyrifos (OP) 114 254 0.01 0.47 0.02 0.04
Cypermetrin (P) 114 6.1 0.01 0.08 0.00 0.03
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No. of (ijrequency Min Max Mean Mean
Commodity  Active substance analysis detection  (mgrkg)  (ma/kg) (LB) (uB)
perfomed % (mg/kg)  (mg/kg)
Dimethoate (OP) 114 0.9 0.12 0.12 0.00 0.01
Fenoxycarb (CB) 105 1.0 0.01 0.01 0.00 0.01
Fluvanilate (P) 105 1.0 0.02 0.02 0.00 0.01
Iprovalicarb (CB) 105 5.7 0.03 0.20 0.01 0.03
Lambda-Cyhalothrin (P) 114 5.3 0.01 0.04 0.00 0.02
Phosmet (OP) 105 4.8 0.02 0.28 0.00 0.01
Pirimicarb (CB) 105 1.9 0.04 0.05 0.00 0.04
Thiophanate-methyl (CB) 105 2.9 0.01 0.42 0.00 0.03
Trichlorphon (OP) 71 14 0.18 0.18 0.00 0.01
Banana Bifentrin (P) 45 6.7 0.07 0.09 0.01 0.04
Carbendazim (CB) 45 15.6 0.01 0.30 0.01 0.02
Chlorpyrifos (OP) 45 66.7 0.02 1.96 0.14 0.15
Cypermetrin (P) 45 2.2 0.07 0.07 0.00 0.03
Lambda-Cyhalothrin (P) 45 2.2 0.04 0.04 0.00 0.02
Phosmet (OP) 45 22 0.03 0.03 0.00 0.01
Trichlorphon (OP) 33 3.0 0.07 0.07 0.00 0.01
Beans Methiocarb (CB) 10 10.0 0.01 0.01 0.00 0.01
Oxamyl (CB) 10 10.0 0.03 0.03 0.00 0.01
Bifentrin (P) 10 10.0 0.02 0.02 0.00 0.01
Carrot Carbendazim (CB) 35 5.7 0.01 0.01 0.00 0.01
Chlorpyrifos (OP) 35 2.9 0.01 0.01 0.00 0.02
Iprovalicarb (CB) 24 4.2 0.03 0.03 0.00 0.03
Citrus fruits  Lambda-Cyhalothrin (P) 94 53 0.01 0.12 0.00 0.02
Carbaryl (CB) 94 11 0.03 0.03 0.00 0.01
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No. of (ijrequency Min Max Mean Mean
Commodity  Active substance analysis detection  (mgrkg)  (ma/kg) (LB) (uB)
perfomed % (mg/kg)  (mg/kg)
Carbendazim (CB) 94 11.7 0.01 0.07 0.00 0.01
Carbofuran (CB) 94 2.1 0.02 0.05 0.00 0.01
Chlorpyrifos (OP) 93 34.4 0.01 0.20 0.03 0.04
Chlorpyrifos- methyl (OP) 3 333 0.06 0.06 0.00 0.04
Malathion (OP) 95 4.2 0.05 0.10 0.00 0.03
Oxamyl (CB) 94 11 0.03 0.03 0.00 0.03
Phenthion (OP) 69 14 0.10 0.10 0.00 0.01
Phosmet (OP) 70 43 0.02 0.04 0.00 0.01
Thiophanate-methyl (CB) 69 14 0.04 0.04 0.00 0.03
Pyrimiphos-methyl (OP) 94 11 0.03 0.03 0.00 0.03
Citrus juice  Carbendazim (CB) 10 20.0 0.03 0.03 0.01 0.01
Phosmet (OP) 10 10.0 0.36 0.36 0.04 0.05
Cucumber Cadusafos (OP) 25 4.0 0.01 0.01 0.00 0.01
Chlorpyrifos (OP) 25 8.0 0.12 0.48 0.02 0.04
Pirimicarb (CB) 26 38 0.36 0.36 0.01 0.08
Grape Bifentrin (P) 9 111 0.08 0.08 0.01 0.05
Carbendazim (CB) 9 55.6 0.02 0.29 0.05 0.05
Chlorpyrifos (OP) 9 333 0.06 0.30 0.05 0.09
Lambda-Cyhalothrin (P) 9 111 0.07 0.07 0.01 0.03
Lettuce Bifentrin (P) 37 8.1 0.06 0.08 0.01 0.05
Carbendazim (CB) 37 16.2 0.01 0.01 0.00 0.02
Chlorpyrifos (OP) 37 2.7 0.02 0.02 0.00 0.02
Cypermetrin (P) 37 54 0.05 0.09 0.00 0.03
Dimethoate (OP) 37 2.7 0.03 0.03 0.00 0.01
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No. of (ijrequency Min Max Mean Mean
Commodity  Active substance analysis detection  (mgrkg)  (ma/kg) (LB) (uB)
perfomed % (mg/kg)  (mg/kg)
Lambda-Cyhalothrin (P) 37 2.7 0.07 0.07 0.00 0.02
Methomyl (CB) 37 5.4 0.01 0.01 0.00 0.01
Parathion-methyl (OP) 37 2.7 0.01 0.09 0.00 0.02
Pyrazophos (OP) 37 2.7 0.02 0.02 0.00 0.04
Thiophanate-methyl (CB) 21 48 0.07 0.07 0.00 0.05
Peach Azinphos -methyl (OP) 33 121 0.02 0.04 0.00 0.02
Chlorpyrifos (OP) 33 12.1 0.02 0.03 0.00 0.03
Chlorpyrifos- methyl (OP) 33 3.0 0.03 0.03 0.00 0.04
Malathion (OP) 33 30 0.40 0.40 0.01 0.05
Phenthion (OP) 25 4.0 0.06 0.06 0.00 0.01
Carbendazim (CB) 33 273 0.01 0.45 0.02 0.03
Cypermetrin (P) 33 3.0 0.03 0.03 0.02 0.03
Deltamertrin (P) 33 3.0 0.01 0.01 0.04 0.05
Fenoxycarb (CB) 25 4.0 0.02 0.02 0.00 0.01
Fluvanilate (P) 25 4.0 0.01 0.01 0.00 0.01
Lambda-Cyhalothrin (P) 33 21.2 0.01 0.05 0.01 0.02
Thiophanate-methyl (CB) 25 8.0 0.02 0.14 0.01 0.04
Pear Azinphos -methyl (OP) 68 15 0.04 0.04 0.00 0.01
Bifentrin (P) 68 29 0.01 0.03 0.04 0.04
Carbendazim (CB) 76 14.5 0.01 1.40 0.03 0.04
Chlorpyrifos (OP) 68 19.1 0.02 0.12 0.01 0.03
Chlorpyrifos- methyl (OP) 68 29 0.03 0.03 0.00 0.04
Ciflutrin (P) 60 17 0.02 0.02 0.00 0.02
Cypermetrin (P) 68 17.6 0.01 0.12 0.01 0.04
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No. of (ijrequency Min Max Mean Mean
Commodity  Active substance analysis detection  (mgrkg)  (ma/kg) (LB) (uB)
perfomed % (mg/kg)  (mg/kg)
Deltamertrin (P) 68 15 0.01 0.01 0.04 0.04
Dimethoate (OP) 68 15 0.01 0.01 0.00 0.01
Esfenvarelate (P) 60 1.7 0.03 0.03 0.00 0.02
Fenoxycarb (CB) 60 18.3 0.01 0.17 0.01 0.02
Iprovalicarb (CB) 60 6.7 0.01 0.42 0.01 0.03
Lambda-Cyhalothrin (P) 68 13.2 0.01 0.41 0.01 0.02
Malathion (OP) 68 15 0.10 0.10 0.00 0.03
Phosalon (OP) 68 15 0.20 0.20 0.00 0.07
Phosmet (OP) 60 13.3 0.02 0.60 0.03 0.03
Pyrazophos (OP) 49 2.0 0.02 0.02 0.00 0.05
Thiophanate-methyl (CB) 60 33 0.01 0.03 0.00 0.03
Peas Dimethoate (OP) 10 10.0 0.08 0.08 0.01 0.02
Fenoxycarb (CB) 11 9.1 0.10 0.10 0.01 0.02
Pepper Bifentrin (P) 27 3.7 0.19 0.19 0.01 0.06
Carbendazim (CB) 27 40.7 0.01 0.01 0.00 0.01
Ciflutrin (P) 26 3.8 0.02 0.02 0.00 0.02
Thiophanate-methyl (CB) 26 3.8 0.36 0.36 0.01 0.08
Potatoe Carbendazim (CB) 70 5.7 0.01 0.01 0.00 0.01
Chlorpropham (CB) 70 27.1 0.03 3.60 0.32 0.34
Chlorpyrifos (OP) 70 2.9 0.02 0.17 0.00 0.02
Fenoxycarb (CB) 49 4.1 0.02 0.05 0.00 0.01
Spinach Chlorpyrifos (OP) 24 8.3 0.05 0.08 0.01 0.02
Cypermetrin (P) 24 125 0.02 0.38 0.02 0.04
Deltamertrin (P) 24 12.5 0.05 0.23 0.02 0.04
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No. of (ijrequency Min Max Mean Mean
Commodity  Active substance analysis detection  (mgrkg)  (ma/kg) (LB) (uB)
perfomed % (mg/kg)  (mg/kg)
Dimethoate (OP) 24 4.2 0.01 0.01 0.00 0.01
Lambda-Cyhalothrin (P) 24 25.0 0.02 0.20 0.02 0.04
Methiocarb (CB) 24 8.3 0.31 0.79 0.05 0.05
Pirimicarb (CB) 24 4.2 0.19 0.19 0.01 0.01
Strawberry ~ Carbendazim (CB) 15 6.7 0.10 0.10 0.01 0.03
Fenoxycarb (CB) 15 6.7 0.15 0.15 0.01 0.03
Formethanate (CB) 12 25.0 0.09 0.47 0.07 0.09
Thiophanate-methyl (CB) 15 6.7 0.10 0.10 0.01 0.08
Tomato Bifentrin (P) 90 11 0.05 0.05 0.00 0.05
Carbendazim (CB) 90 13.3 0.01 0.40 0.01 0.02
Chlorpropham (CB) 90 11 0.08 0.08 0.00 0.04
Chlorpyrifos (OP) 90 12.2 0.05 0.45 0.02 0.04
Chlorpyrifos- methyl (OP) 90 2.2 0.08 0.13 0.00 0.04
Ciflutrin (P) 69 14 0.02 0.02 0.00 0.02
Cypermetrin (P) 90 6.7 0.02 0.08 0.00 0.04
Diethofencarb (CB) 69 14 0.04 0.04 0.00 0.02
Esfenvarelate (P) 69 2.9 0.04 0.04 0.00 0.02
Fenoxycarb (CB) 69 14 0.50 0.50 0.01 0.02
Lambda-Cyhalothrin (P) 90 4.4 0.01 0.04 0.00 0.02
Methomyl (CB) 90 22 0.01 0.01 0.00 0.01
Parathion-methyl (OP) 90 11 0.12 0.12 0.00 0.02
Pyrazophos (OP) 90 22 0.02 0.02 0.00 0.04
Pyrimiphos-methyl (OP) 90 11 0.06 0.06 0.00 0.04
Thiophanate-methyl (CB) 69 29 0.01 0.15 0.00 0.03
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Pesticides analysed in this study:

OPs: Acephate, Azinphos-methyl, Bromophos-ethyl, Cadusafos, Chlorfenvinphos ,Chlorpyrifos, Chlorpyrifos-
methyl, Chlortiophos, Demeton-S-methyl, Demeton-S-methylsulfone, Diazinon, Dichlorvos, Dicrotophos,
Dimethoate, Ethion, Ethoprophos, Etrimphos, Fenamiphos, Fenchlorphos, Fenitrothion, Phenthion-sulfoxide,
Fensulfothion, Fosthiazate, Isocarbophos ,Isofenphos-methyl, Malathion, Mecarbam ,Malaoxon, Metamidiphos,
Methacrifos, Methidathion, Mevinphos, Monocrotophos, Omethoate, Paraoxon-methyl, Parathion, Parathion-
methyl, Phention, Phenthoate, Phorate ,Phosalon, Phosmet, Pyrazophos, Pyridaphenthion, Pyrimiphos-methyl,
Prophenophos, Prothiophos, Quinalphos, Terbufos, Tolclophos-methyl, Triazophos, Trichlorphon.

CBs: Aldicarb, Benfuracarb, Carbaryl, Carbendazim, Carbetamide, Carbofuran, Carbosulfan ,Chlorpropham,
Diethonfencarb, Ethiofencarb, Fenobucarb Fenoxycarb, Formethanate, Iprovalicarb,lsoprocarb, Methiocarb,
Methomyl, Oxamyl, Pirimicarb, Promecarb, Propoxur, Thiodicarb, Thiophanate-methyl.

PPs: Bifentrin, Ciflutrin, Cypermetrin, Deltametrin, Esfenvalerate, Fenpropatrin, Fluvanilate, Lambda-
Cyhalothrin, Permetrin.

LB: lower-bound scenario.

UB: upper- bound scenario.

To minimize consumer risk, point-estimated daily intakes of
pesticides via fruits and vegetables were determined by multiplying the
mean pesticide concentration in a food commodity by the mean or the 95th
percentile (P95) of the food consumption. The mean-estimated residue
levels obtained in the LB and UB scenarios were used to estimate the

dietary exposure.

Secondly, for chronic cumulative risk assessment, the relative
potency factors (RPF) approach was used. RPFs reported by the US
Environmental Protection Agency (USEPA) were employed and acephate,
oxamyl and deltamethrin were selected as index compounds for OPs
(USEPA, 2006), CBs (USEPA, 2007) and PPs (USEPA, 2011),
respectively. These RPFs can be found in the supplementary data associated
to this article (see Appendix). As can be seen, the RPFs of 12 OPs, 7 CBs
and 7 PPs were found in the literature and therefore only these pesticides
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have been taken into account for the chronic cumulative exposure

calculation.

The chronic cumulative exposure was expressed as acephate, oxamyl
or deltamethrin equivalents by multiplying the iEDI of each pair pesticide-
commodity by its RPF and adding up the different equivalents to one
cumulative intake. Finally, the total chronic cumulative intake for each
group of pesticides (OPs, CBs, PPs) was calculated adding up the
cumulative intakes in each commodity. This methodology makes possible to
calculate the commodities that contributed the most to the chronic

cumulative exposure.

On the other hand, to assess which pesticides contributed the most to
the chronic exposure in the three groups of pesticides, EDI for the different
pesticides was calculated by adding up the corresponding iEDI in the
different commodities. Multiplying the individual exposure of each
pesticide by its RPF and comparing them with the total chronic cumulative
intake (calculated adding up the different equivalents), the contribution of

the different pesticides to the exposure can be obtained.

The P95 or high level of chronic cumulative exposure was estimated
by including the two commaodities contributing most to the mean exposure
at the P95 level of exposure (for adults, citrus and tomatoes for OPs and
CBs and pears and tomatoes for PPs; for children, citrus and banana for
OPs, citrus and potatoes for CBs and banana and tomatoes for PPs) and the

remaining foods at the mean level of exposure.
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To assess whether there was a risk of chronic cumulative exposure,
the mean and the P95 of the cumulative EDIs of OPs, CBs and PPs were

compared to the ADI of the corresponding index compound.
2.5. Uncertainty analysis

Unquantifiable uncertainties associated with exposure assessment

have been considered for the interpretation of the results.

3. Results and discussion
3.1. Food consumption and pesticide residues

Table 2 shows a summary of the food consumption data from the
regional survey for both young people and adults. Data are shown for both

young people and adults.

The average concentrations (mean) of the pesticides found in the
different commodities acquired in the Region of Valencia during 2007-2011
are shown in Table 1, corresponding to 13 OPs, 13 CBs and 7 PPs. Residue
levels were compared to the corresponding raw commodities maximum
residue limits (MRLs) derived from the European Commission Regulation
No 396/2005. Of the 752 samples analyzed, 336 samples (45%) had levels
above the limit of quantification for any of the pesticides analyzed. Of these,
only 13 (3%) exceeded the MRLs established by law, corresponding to 2
tomatoe (for chlorpropham and parathion-methyl, respectively), 2 peach (for
carbendazim and phosmet, respectively), 2 pear (for carbendazim and
phosmet, respectively), 2 cumumber (both for chlorpyrifos), 1 apple (for

carbendazim), 1 banana (for carbendazim), 1 spinach (for methyocarb) and
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1 green bean (for oxamyl) samples. Pears, tomatoes and apples were the
commodities in which more different pesticide residues from different
samples were quantified (18, 16 and 14 different residues, respectively)
whereas all leek samples had residue concentrations below LOQ. The
highest concentration of pesticide residue was 3.6 mg/kg of chlorpropham
found in potatoes.

Table 2: Average consumption data from the dietary survey conducted by the
Valencia Public Health Directorate

Mean (g/kg bw/day) P95 (g/kg bw/day)
Commodity
Adults  Young People Adults  Young People

Citrus fruits 0.69 0.84 5.27 8.38
Cabbages 0.04 0.05 0.00 0.00
Spinach 0.03 0.07 0.00 0.00
Strawberries 0.01 0.02 0.00 0.00
Peas 0.03 0.04 0.28 0.41
Beans 0.11 0.13 0.59 1.02
Lettuce 0.17 0.19 0.95 1.07
Apples 0.40 0.41 2.69 3.28
Peaches 0.31 0.24 251 1.96
Potatoes 0.16 0.49 1.01 2.72
Cucumbers 0.09 0.06 0.64 0.28
Pears 0.19 0.24 1.80 2.38
Peppers 0.13 0.07 0.80 0.82
Bananas 0.34 0.95 2.35 5.60
Leeks 0.02 0.03 0.00 0.00
Tomatoes 0.87 1.09 3.55 5.00
Grapes 0.06 0.06 0.00 0.00
Carrots 0.19 0.33 1.14 2.03
Citrus juice 0.28 0.42 0.00 2.40

Citrus fruits including oranges, mandarins and lemons. P95: 95th percentile, Bw: body weight.
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In a previous study carried out in the Valencia Region (Berrada et
al.,  2010), researchers reported chlorpyrifos,  chlorothalonil,
dithiocarbamates and phention in peach samples. Two of them (chlorpyrifos
and phention) had also been found in the present study; the average levels of
these pesticide residues were 0.09 mg/kg and 0.01 mg/kg in the Berrada
study, and 0.025 mg/kg and 0.012 mg/kg respectively, in the present study
(UB scenario). The EFSA report on the results of the EU Member States
monitoring of pesticide residues in food commodities (EFSA, 2014), also
reported levels of pesticides in beans, carrots, cucumbers, pears, potatoes
and spinach among others, with similar results to those in the present study.
In the European report, carbendazim and cypermethrin were the most
frequently detected pesticides in beans both with a percentage lower than
5% while in our study were oxamyl and methiocarb with a frequency
around 10%. Regarding carrots, the most frequently detected pesticide was
chlorpyrifos (5%) in the EFSA report, while in our study it was carbendazim
(6%). On the other hand, in cucumbers carbendazim and chlorpyrifos were
detected in Europe (5%) whereas only chlorpyrifos was found in Valencia
(8%). In pears and spinachs the most frequently detected pesticide was
chlorpyrifos in both studies, with similar frequencies of detection (15 and 8
% in the EU and 19 and 25% in the present study, for pears and spinach,
respectively). Finally, chlorpropham was the most frequently detected
pesticide reported in potatoes in both works, with similar frequencies of
detection (between 23% and 27%). In conclusion, the results of the
pesticides found in the current study for peaches suggest that pesticide use

has declined in the Region of Valencia in recent years in this type of crops
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due to the decrease in number of pesticides found as well as in levels.

Moreover, the results show that pesticides applied in Spain are often not the

same as those applied in Europe in beans, carrots, cucumbers, pears,

potatoes and spinach, although it seems that chlorpyrifos is used frequently

in, cucumbers, pears and spinach in both studies. However, it seems that

chlorpropham is the quintessential pesticide used on potatoes in Spain and

in Europe.

The frequency of detection of the ten most frequently-detected

pesticides found in all fruit and vegetable samples considered in this study is

shown in Figure 1.

Carbendazim (CB)
Chlorpyrifos (OP)
Lambda-Cyhalothrin (PP}
Cypermetrin (PP)
Fenoxycarb (CB) |
Bifentrin (PP) [N
Chlorpyrifos- methyl (OP) _
Phosmet (OP) -
Thiophanate-methyl (CB) -
Chlorpropham (CB) -

0,00%

5.00%

10,00% 15,00% 20.00% 25,00%

Frequency of detection (%)

30,00%

0P:

hosphorous, CB: cark PP: pyrethrins/pyrethroids

Figure 1. Ten most frequently detected pesticides in the fruits and vegetables analyzed.

Carbendazim was the most frequently detected pesticide (24% of the

overall samples). It was found in 13 commodities, mainly grapes and
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peppers. Chlorpyrifos was detected in 22% of the samples, especially in
bananas and citrus fruits and finally lambda-cyhalothrin was reported in 9%
of the samples analyzed, particularly in spinach and peaches. These results
are in accordance with the reports of the EU (EFSA, 2014) in which
chlorpyrifos was informed to be the most frequently detected OP pesticide.
On the other hand, chlorpropham and cypermetrin were the CBs and PP
respectively more frequently detected in the European report, while
carbendazim and lambda-cyhalotrin were the CB and PP more frequently
found in our study. Nevertheless, chlorpropham and cypermetrin appeared
also in the Figure 1 representing the ten most frequently detected pesticides.

3.2. Evaluation of cumulative dietary exposure and risk characterization

Table 3 presents the chronic cumulative EDI of OPs, CBs and PPs
pesticides in the LB and UB scenarios. Long-term exposure of the Valencia
consumers to pesticide residues through fruit and vegetable consumption
was low for OPs, CBs and PPs (less than 40% of the index compound ADI).
The highest exposure values were observed in OPs in the two
subpopulations studied: 0.33-0.79 for adults and 0.45-1.40 pg/kg bw/day for
young people, mean and P95 values, respectively under the UB scenario
Figure 2 shows the contribution of each commodity to chronic cumulative
exposure per group of pesticides. For OPs and PPs, tomato was the main
contributor for both populations, followed by citrus fruits and banana in the
case of OPs and by pear and peach in the case of PPs. For CBs, spinach was

the main contributor for adults, while potato was for young people.
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Table 3. Chronic cumulative exposure to OPs, CBs and PPs through fruits and vegetables by the population of the region of Valencia

Adults Young People
EDI* (ug/kg bw/day) % ADI EDI* (ug/kg bw/day) % ADI
Pesticides Mean P95 Mean P95 Mean P95 Mean pgs  ADP
LB UB LB UB LB UB LB UB LB UB LB uB LB UB LB UB
Organophosphorous  0.12 0.33 042 0.79 0 1 1 2 0.2 045 117  1.40 0 1 3 4 003
Carbamates 0.00 0.03 0.00 0.23 0 3 0 23 0.00 0.04 0.01 0.35 0 4 1 35 0.001
Pyrethrins/pyrethroids  0.02 0.25  0.04 0.68 0o 2 0 6 0.03 0.33 0.05 1.02 0 3 0 10 o0.01

ADI: Acceptable daily intake (mg/kg bw/day)

EDI: Estimated cumulative daily intake

LB: Lower-bound scenario

UB: Upper-bound scenario

P95: 95th percentile

Bw: body weight

aExposure relative to the ADI of the index compound

b Values reported in http://ec.europa.eu/sanco_pesticides/public/index.cfm2011
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(A), CBs (B) and PPs (C) pesticides, in adults and young people.

Figure 2. Mean contribution (UB) of the top five commodities that contributed most to the total cumulative intake of OPs

Young E Young
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. | banana
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H pear Adul Bbanana
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H apple ) o apple
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% of total cumulative exposure % of total cumulative exposure
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others
0% 20% 40% 80% 100%
% of total cumulative exposure
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The pesticides that most contributed to the mean chronic exposure in
the two exposure scenarios and for the two groups of population were:
chlorpyrifos for OPs; carbofuran for CBs and lambda-cyhalothrin for PPs

To assess whether there was a risk of exposure, the cumulative
chronic EDI of both exposure scenarios per each pesticide group, was
compared with its corresponding ADI. The results (expressed as % ADI) are
shown in Table 3. OPs, CBs and PPs chronic cumulative EDIs did not
exceed the ADI values of the corresponding index compounds. The highest
% ADI was estimated for CBs in the UB scenario: the P95 represented 23%
in adults and 35% in young people. According to the results of the long-
term exposure to the analyzed pesticides, long-term consumer health risk

could be excluded.

The results obtained in this study could be compared with other
study in which chronic cumulative exposures of pesticides have been
reported under a deterministic approach in Denmark. The two studies
present low values of chronic cumulative exposure. However, the Danish
study presents higher values than the Valencia study, 0.03%-7% ADI and
0.07%-17% ADI in methamidophos equivalents for adults and young

people, respectively.

In the present study we adressed OPs and CBs separately whereas
the Danish study includes OPs and CBs in a single assessment group, using
chlorpyrifos and methamidophos as index compounds and two possible
exposures, replacing the values below the LOQ by zero or the value of the
LOQ / 2 in the LB and medium bound (MB) scenarios, respectively. The

use of different methodologies can lead to differences in the estimated
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exposures and evidence the need to harmonize the methodologies used in
risk assessment. However, as stated Boon et al. (2008), there is also a very

valid reason to estimate the exposure to the OPs and CBs separately.
3.3. Uncertainty related to exposure assessment

Dietary exposure assessments are affected by scientific uncertainties
which need to be considered for the interpretation of results. Dietary
consumption surveys as the 24-hour recall used in this study can under- or
over-estimate the consumption and, as a consequence, the exposure (rarely
eaten foods may be under- or —over-represented in the consumption survey).
Surveys covering more than 2 days are recommended (EFSA, 2012) to
estimate long-term exposure and therefore, in the future a consumption
survey including more days will be employed. Several other parameters can
also affect the uncertainty of the calculated exposure. The use of a Dutch
conversion model to translate pesticide levels in raw foods to composite
foods containing these raw products as an ingredient can under- or over-
estimate the exposure, due to the use of different recipes and conversion
factors between Holland and Spain. On the other hand, only 52 OPs, 23 CBs
and 9 PPs were analysed in the laboratory and only some of them (see
Supplementary data) had a RPF. These factors can cause an under-
estimation of the real exposure. Processing factors (due to peeling,
juicing...) have not been included in the present study. So, if a processing
factor had been applied, the estimated exposure would have been lower. On
the other hand, the high proportion of left-censored data may have
introduced uncertainties to overall estimate. It has been reported that
pessimistic-model runs (that replace values below the LOR with the LOQ)
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use assumptions that are expected to lead to an over-estimation of the
exposure (Nougadere, 2012), whereas optimistic-model runs (that replace
values below the LOR with the zero) use assumptions that are expected to

lead to lower estimates of the exposure (EFSA, 2012).

It should also be stated that we present the results of a monitoring
study on the levels of pesticide residues from 2007 to 2011 in different fruits
and vegetables, and not the results derived from total diet studies that seem
to be more appropriate in risk assessment studies and that the purpose here
IS not to evaluate total diet exposure, but rather to study the intake of
pesticide residues through fruit and vegetables. A more complete

concentration database will lead to higher exposures.

Finally, the EFSA Scientific PPR considers that ideally, risk
assessments for chemicals, whether individually or in combination, should
consider all sources (e.g., plant protection products, veterinary drugs, human
medicines), pathways (e.g., food, drinking water, residential, occupational)
and routes (ingestion, dermal, inhalation) of exposure that could materially
contribute to a person’s total exposure (EFSA, 2010). Nevertheless, taking
into account that the estimated exposure is very low and that diet is the main

route of exposure for pesticides, this is not a priority.

As a conclusion, and considering that the estimated exposure is very
low, the uncertainties will not have a big influence in the estimated exposure

and therefore no long-term consumer risk is expected.
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4. Conclusions

From a total of 752 fruits and vegetables analysed between 2007 and
2011, pesticide residues were detected in 63% of samples. Of these, only
3% exceeded the MRLs established by law, corresponding to 2 tomatoe, 2
peach, 2 pear, 2 cumumber, 1 apple, 1 banana, 1 spinach and 1 green bean
samples. The most frequently detected pesticides were carbendazim,

chlorpyrifos, and lambda- cyhalothrin.

Chronic cumulative intake of analysed pesticide residues appear to
be relatively low compared to the ADI. Therefore, no long-term consumer
risk is expected. The safety of the Valencia consumers therefore seems to be
generally under control in terms of chronic cumulative pesticide intake
through fruit and vegetable consumption. Nevertheless, as health risks
regarding dietary exposure to pesticide residues deal mostly with acute

exposure, it will be investigated in the future.
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Appendix A. Supplementary material
Supplementary data associated with this article can be found, in the
online version, at http://dx.doi.org/10.1016/j.fct.2016.01.004
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Abstract

This study was carried out to determine current levels of nitrate in
vegetables marketed in the Region of Valencia (Spain) and to estimate the
toxicological risk associated with their intake. A total of 533 samples of
seven vegetable species were studied. Nitrate levels were derived from the
Valencia Region monitoring programme carried out from 2009 to 2013 and
food consumption levels were taken from the first Valencia Food
Consumption Survey, conducted in 2010. The exposure was estimated using
a probabilistic approach and two scenarios were assumed for left-censored
data: the lower-bound scenario, in which unquantified results (below the
limit of quantification) were set to zero and the upper-bound scenario, in
which unquantified results were set to the limit of quantification value. The
exposure of the Valencia consumers to nitrate through the consumption of
vegetable products appears to be relatively low. In the adult population (16
to 95 years) the P99.9 was 3.13 mg kg* body weight day™ and 3.15 mg kg
body weight day?® in the lower bound and upper bound scenario,
respectively. On the other hand, for young people (6 to 15 years) the P99.9
of the exposure was 4.20 mg kg* body weight day* and 4.40 mg kg* body
weight day™ in the lower bound and upper bound scenario, respectively. The
risk characterization indicates that, under the upper bound scenario, 0.79%
of adults and 1.39% of young people can exceed the Acceptable Daily
Intake of nitrate. This percentage could join the vegetable extreme
consumers (such as vegetarians) of vegetables. Overall, the estimated
exposures to nitrate from vegetables are unlikely to result in appreciable
health risks.
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1. Introduction

Nitrate is a common compound in nature that is part of the nitrogen
cycle. It can be found in soil, surface and underground water as well as in
biomass. In addition, nitrate is currently used as a fertilizer in agriculture,
which has allowed a significant increase in world food production (Mosier
et al., 2005). As a consequence, high levels of nitrate can be accumulated in
plants-vegetables (European Food Safety Authority (EFSA), 2013).
Furthermore, nitrates are also authorized as additives in the food industry
identified by the European codes E-251 and E-252 (European Commission,
2011a).

Human exposure to nitrate is mainly exogenous through the
consumption of vegetables, and to a lesser extent through water and
authorized additives used in the preservation of meat products. For nitrates,
the major part of the daily intake in foodstuffs is related to vegetable
consumption (EFSA, 2008) due to the elevated nitrate accumulation
capacity of these products. Higher levels of nitrate tend to be found in leaves
whereas lower levels occur in seeds or tubers. As a consequence, leafy crops
such as lettuce and spinach generally have higher nitrate concentrations
(EFSA, 2013).

Although nitrate is relatively non-toxic below maximum levels
(MLs), its metabolites such as nitrite, nitric oxide and N-nitroso compounds,
make nitrate of regulatory importance because of their potentially adverse
health implications such as methaemoglobinemia and carcinogenesis
(EFSA, 2008). It has been widely reported that young infants (0-3 months)

are the most sensitive group to methaemoglobinemia, probably due to the
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consumption of high amounts of nitrates from vegetables (mainly spinach)
and inappropriate storage of cooked vegetables (EFSA, 2010a).

Several studies have recently been carried out attempting to prove
the association between consumption of nitrate and nitrite with different
types of cancer, including brain, oesophagus, stomach or colorectal cancer.
While the evidence obtained so far is inconclusive (Bryan et al., 2012;
Milkowski et al., 2010; Gumanova et al., 2016), the International Agency
for Research on Cancer (IARC, 2010) maintains the classification of nitrate
within the group 2A, considering that "It is probably carcinogenic to
humans” and a recent recommendation by IARC, has classified the
consumption of red meat as probably carcinogenic to humans (group 2A)
and processed meat as carcinogenic to humans (group 1) (IARC/ WHO,
2015).

In order to prevent potential adverse effects on human health, the
European Commission has established maximum levels for nitrates in

certain leafy vegetables (European Commission, 2011b).

The Region of Valencia is a vulnerable area to high nitrate
concentrations as a consequence of an intensive agricultural activity.
Furthermore, as nitrate concentrations can vary greatly among regions
depending on factors such as farming practices, climate, soil quality, and
manufacturing processes (EFSA, 2013), the evaluation of nitrate exposure
through vegetables grown in this “local area” is therefore important in order

to assess their safety for the local inhabitants of the Region of Valencia.
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Regarding exposure assessment to contaminants through diet, the
application of probabilistic techniques has been gaining increasing interest
internationally. In contrast with the deterministic methodology, these
techniques allow the estimation of the distribution of intakes amongst
multiple individuals in a specified population, taking into consideration the
variability in food consumption between and within individuals and in

occurrence of residues in food commaodities (EFSA, 2012).

The aim of this study is to present the results of the monitoring of
nitrate in vegetables marketed in the region of Valencia during the years
2009-2013, to estimate exposure under a probabilistic approach and to
characterise the resultant risk by comparing with the Acceptable Daily
Intake (ADI) value established by the former Scientific Committee on Food
(SCF) and reconfirmed by the Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives (JECFA) in 2002 (FAO/ WHO, 2003).

2. Materials and methods
2.1. Food sampling and nitrate data

Nitrate data were obtained from monitoring programme of the
Region of Valencia, carried out from 2009 to 2013. A total of 533 samples
of seven vegetables species: Lettuce (Lactuca sativa), iceberg-type lettuce
(Lactuca sativa var. capitata), spinach (Spinacia oleracea), potato (Solanum
tuberosum), chard (Beta vulgaris var. cicla), artichoke (Cybara scolymus)
and carrot (Daucus carota) were collected in different geographical areas
and seasons to take into account potential variability. Furthermore, lettuces

were collected grown both undercover or in the open air. These seven
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vegetable species were selected either because the legislation establishes a
maximum limit (European Commission, 2011b) (as is the case for lettuce
and spinach) or because these vegetables are consumed in high proportion in
the Region of Valencia (as is the case for potato, chard, artichoke and

carrot).

Sampling was carried out randomly by inspectors from the Public
Health Department, according to the European Commission Regulation
(EC) N0.1882/2006 (European Commission, 2006) in local markets, large
supermarkets and grocery stores of the Region of Valencia. The vegetable
samples were labelled and chilled at 4°C in plastic bags after collection. Just
before analysis, inedible parts were removed and the rest were cut into small

pieces and homogenized in a blender.

For intake estimates, left-censored results (data below the limit of
guantification (LOQ), corresponding to 80mg kg*) were processed using
the substitution method, recommended by international organizations
(EFSA, 2010b; GEMS/Food- Euro, 1995). For each vegetable, considering a
censoring rate higher than 60%, two scenarios were assumed for left-
censored results: a lower-bound (LB) scenario, in which unquantified results
(below the LOQ) were set to zero and an upper-bound (UB) scenario, in
which unquantified results were set to the LOQ value. Regarding vegetables
for which more than 40% of results were quantified, the unquantified
results, lower and upper bounds were replaced by an estimated “middle
bound” assuming that undetected results are equal to half the detection limit.
Although it has been widely recognised that the substitution method has

some disadvantages (El-Shaarawi and Esterby, 1992; Helsel, 2005), it is still
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widely used, mainly with the justification that it is easy to implement, it is
widely understood and that the upper bound practice leads to conservative
estimates for exposure assessment calculations, i.e. over-estimation of the
mean and under-estimation of the variability (EFSA, 2010b). In addition,
considering that the number of left-censored data of nitrates in vegetables is
low and that it is described that the performance of the substitution-based
method improves as the censoring percentage decreases (Shoari et al.,
2015), the substitution method was considered appropriate for the intake
estimates in a first attempt. If the intake estimated by the UB scenario,
which could lead to an overestimation, indicates a possible health risk, the
risk assessor could progress to a different methodology to manage left-

censored data.
2.2. Analysis of nitrate

Analyses were conducted by the Public Health Laboratory of
Valencia, accredited following the ISO/IEC 17025 standard. The content of
nitrate was determined by high performance liquid chromatography (HPLC)
using a Photo Diode Array detector. Reagent and standard solutions, sample
treatment, instrumental, method validation and analytical quality assurance
can be found in the supplementary data associated to this article (see

Appendix).
2.3. Consumption data

Intake estimates were based on the consumption data obtained from
a questionnaire-based dietary survey that was conducted and validated in
2010-2011 by the Valencia Public Health Directorate. Dietary data were
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collected through a 24-hour recall in which 1476 subjects (195 young
people from 6 to 15 years of age and mean 43.5 kg body weight, and 1281
adults from 16 to 95 years of age and 71.2 kg mean body weight) were
asked in a face-to-face interview to recall and describe the kinds and
amounts of all foods and beverages ingested during the previous 24-hour

period.

The initial sample of individuals was divided in three waves or
groups in order to take into account variations in consumption patterns
according to season; the first wave was conducted between the months of
June and July 2010, the second between September and November, and the
third between November and February of 2011. Self- reported body weight
was also collected in the face-to-face interview and used in exposure

calculations.
2.4. Dietary exposure assessment

Dietary exposure was estimated based on the consumption data from
the dietary survey and the analytical data from the present study by a

probabilistic approach.

The Estimated Daily Intake (EDI) was calculated according the

following equation:
EDI (mg kg body weight day?) = ¥ (Cix Fi)

Where C; is the nitrate level in the vegetable species and F; is the

food consumption of the vegetable species.
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Individual values for consumption and nitrate levels were employed
for probabilistic analysis. Calculations were executed using the software
Creme Food® (Creme Software Ltd., 2013), a Monte Carlo computational
system for stochastic modeling of dietary exposure (McNamara et al.,
2003). The exposure of randomly-selected person from the consumption
database is the result of multiplying the consumption of each vegetable a
person has eaten in one day by a randomly-selected nitrate concentration in
the vegetable species from the concentration database. To model the intake
as accurately as possible this calculation was repeated 100.000 times. The
different possible outcomes generated iteratively were assembled to create a

probabilistic statement about the range of results obtained.
2.5. Risk characterisation

An Acceptable Daily Intake (ADI) for nitrate of 3.7 mg kg* body
weight day?, equivalent to 222 of mg nitrate per day for a 60 kg adult, was
established by the former Scientific Committee on Food (SCF) (FAO/
WHO, 2003). To assess the risk, the EDI was compared with the ADI for

the young people and adult populations.
2.6. Uncertainty analysis

All estimates of possible intakes were adjusted for the individual
body weights for each participant. The uncertainty due to sampling
uncertainty of the input data (concentration and consumption) was estimated
using the bootstrap approach (EFSA, 2012). This uncertainty was expressed

per exposure percentile as a 95% confidence interval. Unquantifiable
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uncertainties associated with exposure assessment have been considered for

the interpretation of the results.

Table 1. Average consumption data from the dietary survey conducted by the Valencia
Public Health Directorate

Mean (mg kg* bw day?)

Vegetables
Adults Young people

Chard 40 10

Artichokes 40 10

Spinach 30 70

Lettuce 170 190

Potatoes 160 490

Carrots 190 330

bw: body weight
3. Results and discussion
3.1. Food consumption and nitrate residues

The average consumption data from the regional survey are shown in

Table 1 for young people and adults.

The nitrate levels found in the various vegetable species acquired in
the Region of Valencia during 2009-2013 are shown in Table 2. In Figure 1,
a standard solution of nitrates (1 mg L) and a carrot sample with a

measured nitrate concentration of 82 mg kg are shown.

Chard had the highest nitrate level (median 1502 mg kg™), followed
by fresh spinach (median 1266.5 mg kg?) and lettuce, (median ranged
between 610 and 949 mg kg™) whereas carrot presented the lower nitrate
median value (40 mg kg?). In a previous study carried out in the Region of

Valencia (Pardo-Marin et al., 2010), researchers reported lettuce, iceberg-
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type lettuce, spinach, potato, carrot, chard and artichoke in different
vegetable samples. The nitrate contents in the present study were
significantly lower than those detected in the previous study (T-Student p=
0.05), this may mean a positive evolution regarding the application of good
agricultural practices (GAP). On the other hand, the EFSA Panel on
Contaminants in the Food Chain (CONTAM) reported nitrate
concentrations in lettuce, iceberg-type lettuce, spinach, potato, carrot, chard
and artichoke among others (EFSA, 2008). Some of these vegetables,
presented higher nitrate levels than those reported in our study: lettuce
(median value 915 mg kg™?), iceberg-type lettuce (median value 844 mg kg
1, carrot (median value 125 mg kg?) and chard (median value 1510 mg kg
1), These differences can be explained by the different climatic conditions
since a high sun intensity tends to reduce the nitrate content. A monitoring
study carried out in lItaly, (lammarino et al., 2014) reported nitrate
concentrations in spinach and lettuce. The results obtained in lettuce were
higher than those reported in our study: iceberg-type lettuce (mean value
928.1 mg kg™), other types of lettuce (mean concentrations ranged between
155.5 and 2149.6 mg kg 1); whereas, fresh spinach (mean value 949.6 mg
kg?) was lower. Despite similar cultivation conditions to our region, nitrate

concentrations were higher in Italy.

Nitrate contents in lettuce, iceberg-type lettuce and spinach, were
compared with the maximum limits set out in the European legislation
(European Commission, 2011b). Of the 533 samples analyzed, 9 samples
(1.69 %) exceeded these limits. In all cases the product was fresh spinach

harvested in summer. EFSA’s Contaminants Panel (CONTAM), considers
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Table 2. Nitrate concentrations in vegetable species analysed (mg kg™)

Number Number - .
Vegetable of of Minimum Maximum Median
samples samples  content content
<LOQ
Chard 67 3 <LOQ 3509 1502
Artichoke 16 10 <LOQ 193 80
Spinach (Spinacia oleracea) (n=104)
Fresh spinach 94 2 <LOQ 4762 1266.5
Preserved spinach 10 301 1564 573
Lettuce (Lactuca sativa) (n=279)
Different to iceberg lettuce 174 1 <LOQ 2096 840
Lettuce harvested april-sept. 125 1 <LOQ 2039 787
Lettuce grown in open air 106 1 <LOQ 1908 784
Lettuce grown undercover 19 0 344 2039 803
Lettuce harvested oct-march 49 0 225 2096 949
Lettuce grown in open air 47 0 225 2096 949
Lettuce grown undercover 2 0 233 989 611
Iceberg Lettuce (L. sativa var. capitata) 105 2 <LOQ 1556 646
Iceberg Lettuce in open air 81 2 <LOQ 1556 610
Iceberg Lettuce undercover 24 0 318 1323 763
Carrots 57 31 <LOQ 640 40
Potatoes 10 1 <LOQ 244 1735

n: number of simples, LOQ: Limit of quantification

that vegetables grown in summer, especially edible leaf, present lower

amounts of nitrates, due to increased light radiation, a greater vegetative

growth and higher temperatures (EFSA, 2008) but it must be taken into

account that maximum levels set by legislation for this period are more

restrictive than those established for winter crops. For preserved spinach,

the data obtained in this study matches those results obtained by other

authors and confirms that the bleaching process significantly reduces nitrate

levels (Kmiecik et al., 2004)
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Figure 1. Chromatograms comparison: (A) Standard solution of nitrates (1 mgL?); (B)
Carrot sample with a measured nitrate concentration of 82 mg kg*. Retention times:nitrite

1.95 min; nitrate 3.42 min.
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Table 3. Estimated daily intake for adult and young people in the LB and UB scenarios

Dietary Intake (mg kg *bw day?)

P75

P90

P95 P99

Population group ~ Scenario
Mean SD P50

LB 0.27 (0.24-0.31) 0.77 0 (0-0.03)*
Adults

UB 0.28 (0.25-0.32) 1.75 0.05 (0.03-0.07)

LB 0.36 (0.26-0.50) 1.05 0.03 (0-0.11)
Young People

UB 0.38 (0.27-0.51) 1.01 0.09 (0.04-0.15)

0.28 (0.25-0.32)
0.30 (0.27-0.33)
0.36 (0.27-0.46)
0.38 (0.29-0.49)

0.71 (0.65-0.78)
0.72 (0.66-0.80)
0.87 (0.68-1.13)
0.90 (0.70-1.17)

1.14 (1.02-1.28)
1.17 (1.05-1.30)
1.49 (1.04-2.18)

3.13(2.37-4.33)
3.15 (2.43-4.21)
4.20 (2.56-7.07)

1.53(1.09-2.18)  4.40 (2.49-7.90)

SD: standard deviation, P: percentile, LB: lower bound, UB: upper bound, ®In parentheses confidence interval 95%

A)

Lettuce

Chard

o

Spinach

# Potato

Carrot

= Artichokes

Lettuce

# Potato

Spinach

Chard

Carrot

= Artichokes

Figure 2: Mean contribution (UB) of the different vegetable species to the nitrate intake in adults (A) and young people (B)
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Nitrate levels in potato, carrot, and artichoke, products for which
there are no maximum limits established in the legislation, were low as can

be seen in Table 2.
3.2. Evaluation of dietary exposure

Table 3 shows the estimated daily intake of nitrates for an adult and
young people population, including the 95% uncertainty interval, evaluated
by a probabilistic approach. The exposure of the Valencia consumers to
nitrate through the consumption of vegetable products appears to be
relatively low. In the adult population the P99.9 was 3.13 mg kg? body
weight day* and 3.15 mg kg™ body weight day™ in the LB and UB scenario,
respectively. On the other hand, for young people, the P99.9 of the exposure
was 4.20 mg kg body weight day* and 4.40 mg kg™ body weight day* in
the LB and UB scenario, respectively.

To identify what kind of vegetable contributes the most to the total
exposure, the average contribution of each vegetable species to the overall
exposure was determined and represented in Figure 2, for the two
populations studied. Lettuce was the main contributor for both adults and
young people, followed by chard in adults and potato in young people.
Furthermore, the contribution of spinach, potato and carrot to the total
intake of nitrates was higher in young people than in adults, due to the high

consumption of these products by the young population.
3.3 Risk Characterisation

A probabilistic methodology allows obtaining a distribution of

exposure and therefore to calculate the percentage of population whose
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nitrate intake could exceed the ADI value, for the two subpopulations
studied considering the LB and UB scenarios.

The results are shown in table 4. Under the UB scenario, a total of
0.79% of adults and 1.39% of young people in the Region of Valencia
exceed de ADI due to nitrate intake through the vegetables under study.
That percentage could correspond to the group of extreme consumers (such
as vegetarians) of vegetables, particularly leafy vegetables with high levels
of nitrates. These results are in agreement with the EFSA previous
evaluations that indicate that nitrate is not a health concern for adults
(EFSA, 2008).

Table 4. Risk characteristisation derived from the nitrate intake for different groups of

population and scenarios

Population group Scenario % of population with intake>ADI
LB 0.78

Adults
UB 0.79
LB 131

Young People
UB 1.39

3.4 Uncertainty and variability in the exposure assessment

Studies about exposure assessment through diet are affected by
numerous sources of uncertainty. Each step in the exposure assessment is
affected by uncertainties or scientific knowledge limitations, including
factors related to the methodology used for calculating the exposure and the
availability of data contributing to risk assessment of global uncertainty.
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For uncertainty analyses, EFSA considers qualitative, deterministic
or probabilistic strategies. Following the recommendations of the Scientific
Committee of EFSA related to uncertainties in dietary exposure assessments
(EFSA, 2006), an evaluation of uncertainties from a qualitative point of

view was conducted.

Regarding the uncertainty associated with the consumption data, it
must be considered that extrapolation of consumption data to the general
population of the Region of Valencia can be a source of uncertainty. Dietary
consumption surveys as the 24-h recall used in this study can under- or
over-estimate the consumption and, as a consequence, the exposure (rarely
eaten foods may be under- or over- represented in the consumption survey).
Surveys covering more than 2 days are recommended (EFSA, 2012) to
estimate long-term exposure and therefore, in the future a consumption
survey including more days will be employed. Only spinach, lettuce,
iceberg-type lettuce, potato, chard, artichoke and carrot were included in
this study, a fact that can lead to an underestimation of the real exposure. In

the future more vegetables can be included.

On the other hand, some vegetables (such as lettuce, spinach...)
were taken for monitoring purposes, to assess compliance with legal limits
and not with the purpose of conducting an exposure assessment. Including
these vegetable species, for which it is well known that the level of nitrates
is high, can suppose an overestimation of exposure. It should be stated that
other sources of nitrates such as water or other food groups different from
vegetables were not included in this study, which may suppose an
underestimation of the intake. Nevertheless, it is well known that vegetables
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are the main contributors to the nitrate intake and, taking into account that
the resultant risk is very low, the inclusion of additional sources is not a

priority.

The effect of cooking or processing was not taken into account for
the calculation of the levels of nitrates in the different products studied.
These treatments can increase or decrease the levels of nitrates and nitrites
(EFSA, 2008). To correct the observed values with respect to the processing
effect further studies will be necessary to apply a correction that adjusts

levels to the observed effects.

As a conclusion, and considering that the estimated exposure is very
low, the uncertainties do not have a big influence in the estimated exposure

and therefore no long-term risk is expected.
3.5 Comparison with other studies

The results obtained in this study could be compared with other
studies in which exposure of nitrates have been reported. Estimated intake

data obtained in other studies are shown in Figure 3.

It is noted that data obtained in this study were below intake nitrate
values for adults obtained in other studies in Europe. In particular, these
data represented about one third of the values found for Italy (De Martin and
Restani, 2003). The results for adults and young people were also lower
than those reported by the authors in previous years (Pardo-Marin et al.,
2010; AESAN, 2006).
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Figure 3. Estimated mean nitrate daily intake from other studies; 21 EU countries:
Belgium, Cyprus, Czech Republic, Germany, Denmark, Estonia, Spain, Finland, France,
United Kingdom, Greece, Hungary, lreland, Lithuania, Latvia, Netherlands, Norway,
Romania, Sweden, Slovenia, Slovakia; Age of young people: France (3-14 years), Spain
2010 (7-12 years), 21 EU countries (1-18 years), Spain 2016 (6-15 years)

The high exposure in countries such as Ireland (FSAI (Food Safety
Authority of Ireland), 2011), France (Menard et al., 2008), New Zealand
(Thomson et al., 2007) or Estonia (Tamme et al., 2006) could be explained
by the larger variety of food included in their studies. The high exposure in
Poland (Anyzewska and Wawrzyniak, 2014) may be due to different
environmental conditions in this area, especially low light intensity and
temperature, which tend to increase nitrate levels. The lowest values
reported in young children in the EFSA Panel on Contaminants in the Food
Chain (CONTAM) may be because only spinach and lettuce samples were

considered for exposure calculations (EFSA, 2010a).
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Comparison with data from the study conducted by (Pardo-Marin et
al., 2010) was particularly interesting because the same geographical area
and the same products were considered. The difference observed in this
study could be related with the correct application of Good Agricultural

Practices in this region over the last years.

In the same way, it was found that intake levels determined in this
study were lower than the intake data reported by the European Food Safety
Agency (EFSA, 2008). Considering the LB scenario, the intake obtained
was four times higher than the data obtained in the present study. It may be
due to the fact that vegetables consumed in the Region of Valencia (usually
grown in this region), have low nitrate levels because they are mainly grown

in the open air with high light intensity conditions.

4. Conclusions

From a total of 533 vegetable samples analysed in this study, 9
(1.68%) exceeded the MLs established by law (European Commission,
2011b) corresponding to fresh spinach harvested in summer. Regarding the
intake and taking into account the vegetable samples analysed, only 0.79%
of adults and 1.39% of young people exceed the ADI value due to the nitrate
intake through the vegetable products under study. This percentage could
join the vegetable extreme consumers of vegetables (such as vegetarians),
mainly leafy, which have proven to be those who accumulate the highest
levels of nitrate in the edible parts. Therefore, in view of these data it can be
concluded that overall, the estimated exposures to nitrate from vegetables

are unlikely to result in appreciable health risks.
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As it is well known that the infant population is the most vulnerable
to the nitrate toxicological effect, especially in babies and children between
one and three years of age, our suggestion is future research should be

focused on addressing this population.
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Abstract

Dietary exposure of the Valencia Region population to
polychlorinated dibenzo-p-dioxins (PCDDs), polychlorinated dibenzofurans
(PCDFs) and polychlorinated biphenyls (PCBs) was assessed in the Region
of Valencia in 2010-2011. A total of 7700 food samples were collected.
Occurrence data were combined with consumption data to estimate dietary
exposure in adults (> 15 years of age) and young people (6-15 years of age).
The estimated intake was calculated by a probabilistic approach. Average
intake levels (upper-bound scenario) were 1.58 and 2.76 pg toxic equivalent
(TEQ) kgt body weight (bw) day?! for adults and young people,
respectively. These average intakes are within range of the Tolerable Daily
Intake (TDI) of 1-4 pg WHO-TEQ kg bw day?* recommended by WHO
(World Health Organization), and slightly above the Tolerable Weekly
Intake (TWI) of 14 pg TEQ kg™ bw week™ and the Provisional Tolerable
Monthly Intake (PTMI) of 70 pg TEQ kg! bw month? set by SCF
(Scientific Committee on Food) and JECFA (Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food), respectively. These results show that the
contamination levels in food and therefore the exposure of the general
population to PCDD/Fs and-PCBs have declined in this region and therefore
show the efficiency of the European risk management measures. In terms of
risk characterisation, the results showed that, under the upper-bound
scenario, 22% of the adult and 58% of the young people population could
exceed the TWI.
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1. Introduction

Polychlorinated  dibenzo-p-dioxins  (PCDDs), polychlorinated
dibenzofurans (PCDFs) and polychlorinated biphenyls (PCBs) are Persistent
Organic Pollutants (POPs) of great concern because of their toxicity and
tendency to bioacumulate through the food chain. It has been found that
chronic exposure of humans to PCDDs, PCDFs and dioxin-like PCBs (dl-
PCBs) causes serious adverse health effects including reproductive and
developmental effects, neurological and behavioural effects, dermal toxicity,
immonomodulatory and carcinogenic effects (Van den Berg et al., 1998;
WHO, 1998; Birnbaum and Tuomisto, 2000; ATSDR, 2002; Bencko, 2003;
Hays and Aylward, 2003 Steenland et al., 2004). Increased risk of diabetes

owing to dioxin exposure has also been reported (Fujiyoshi et al., 2006).

Among the PCDD/Fs, 17 congeners tend to accumulate through the
food chain, especially in animal fats and products. Regarding PCBs, 12
congeners are known as DL-PCBs because they share the same mechanism
of action with the 17 toxic PCDD/Fs (Sirot et al., 2012): binding with and
activating the aryl hydrocarbon cellular receptor (AhR) involved in the
cellular response (EFSA, 2005). The other PCBs are known as non-dioxin-
like PCBs (NDL-PCBs), as their toxicological mechanism is different from
the Ah receptor mediated pathway of DL-PCBs. A toxic equivalence factor
(TEF) has been assigned to these 17 PCDD/Fs and 12 DL-PCBs in order to
compare their toxicity with 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (2,3,7,8-
TCDD), classified as probably carcinogenic to humans (group 2A), allowing
the toxicity of a complex mixture to be expressed in the same unit, the toxic
equivalent (TEQ).
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Different methods are suitable to determine the levels of PCDD/Fs
and DL-PCBs in environmental as well as in food and feed matrices
(European Commission, 2017). A distinction is made between the
confirmatory methods and the screening methods. For screening, bioassays
can be used to determine a biological response towards PCDD/Fs and DL-
PCBs such as enzyme activity, the expression of reporter genes, the binding
between ligand and receptor or antigen and antibody. So far, only the cell-
based assay Chemical-Activated Luciferase gene expression (CALUX), a
widely used screening method, has been used successfully for feed and
food. Bioassays provide information about toxicological effects and are
potentially more efficient and economical in assessing environmental health
risks than chemical methods. It measures the binding of the mixture of
compounds present in the extracts from food samples to the AhR. These
compounds may include PCDD/Fs and DL-PCBs but also other halogenated
compounds that are present in the extract and have resisted the clean-up
procedure. Results obtained from bioassay methods do not yield results at
the congener level (BEQ) to acknowledge the fact that not all compounds
present in a sample extract that produce a response in the test may meet all

requirements of the TEQ principle.

Food represents the primary source of non-occupational exposure to
PCDD/Fs and PCBs (more than 90% of exposure) (EFSA, 2005; Sirot et al.,
2012). Therefore, dietary estimations are appropriate tools for the estimation
of the exposure to such compounds and the evaluation of the potential risk

in a population.
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In 2011, the results of a monitoring programme on PCDD/Fs and
DL-PCBs in foods carried out by the Department of Public Health of the
Valencia government, Spain, were presented (Marin et al, 2011). The
estimated dietary exposure of these pollutants was also reported. However, a
representative dataset on food consumption is more appropriate to derive the
dietary exposure. Consequently, a new study was carried out in the Region
of Valencia in which a representative dataset on food consumption was
combined with data on the concentration of the compounds of interest in

foods to derive the exposure.

The aim of this article is to present the results of the chronic dietary
exposures to PCDDs, PCDFs and DL-PCBs of the population in the Region
of Valencia in order to assess the health risks derived from them. In
addition, these results are very useful for temporal trend analysis in order to
evaluate the effectiveness of the Dioxin Strategy implemented by the EU.

2. Material and Methods
2.1. Consumption Data

Intake estimates were based on consumption data obtained from a
questionnaire-based dietary survey conducted and validated in 2010-2011
by the Valencia Public Health Directorate (Fullana et al, 2010). The survey
used reflects the consumption of citizens older than 6 years of age living in
Valencia, with an ordinary residency in a municipality of the region as
recorded in the population information system (see

http://www.san.qgva.es/web/dgoeicap/sistema-de-informacion-poblacional-

sip and Figure S1). Dietary data were collected through a 24-h recall in
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which 1476 subjects (195 young people between 6 and 15 years of age and
43.5 kg mean body weight; and 1281 adults between 16 and 95 years of age
and 71.2 kg mean body weight) were asked in a face-to-face interview to
recall and describe the kinds and amounts of all foods and beverages
ingested during the previous 24-h period. It was conducted from June 2010
to February 2011 in three consecutive periods or waves in order to take into
account of variations in consumption patterns according to season; the first
wave was conducted between the months of June and July 2010, the second
between September and November, and the third between November and
February of 2011. Self-reported body weight was also collected in the face-

to-face interview and used in exposure calculations.

The food consumption data (g kg™ bw day™) for the two population

groups considered are shown in Table S1 in the supplemental data online.
2.2 Sampling

The first step involved establishing the list of foods to be analysed.
Food items were selected on the basis of two criteria: the foods most
consumed in terms of quantity (which a consumer rate of at least >2g/kg bw
and day) and the main known or assumed contributors to the PCDD/Fs and
DL-PCBs exposure. A total of 77 different foods grouped in 11 categories,
were collected by food inspectors from the Public Health Department (see
Table S2 in the supplemental data online). To minimize the variability, each
food was composed of 100 samples, collected in different areas (covering
rural and urban areas and different geographic location) and seasons, so the
total number of samples purchased was 7700. In order to reduce the number

of analyses, a single sample analysis or composite was obtained from 10
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samples of the same food, so the total number of analysis samples was 770
(see Table S3 in the supplemental data online).

Two fundamental criteria were considered for the design of the
sampling plan during 2010: the type of establishment and its geographical
location. Design was established in two stages: (1) selection of a random
cluster sample corresponding to different geographical regions or core
regions of Valencia (the sample size assigned to each cluster was
proportional to the population that it represented); and (2) a new selection
using stratified random sampling based on the type of establishment. Two
types of establishments were considered: three food chains in which an
important part of the population of the Region of Valencia is supplied (30%
each) and local markets (10%). Finally, the samples were taken in 11 cities
of the Region of Valencia, with more than 25,000 inhabitants, in their
respective markets and supply chains. Collection of samples was according

to Commission Regulation 589/2014 (European Commission, 2014).

Although (Marin et al, 2011) showed that fish oil had the highest
TEQ level among their study, none of the subjects interviewed in the present
study reported the consumption of fish oil, and therefore it was not selected,

assuming that this product is not consumed in this region.

Only edible parts of each food were included in the composites. For
food handling own kitchen utensils were used. The homogenisation was
carried out using a food processor, brand Thermomix, model TM-21. These
composite samples were stored in high-density polyethylene bags and sent

to the laboratories for analysis.
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2.3 Analysis

Analyses were conducted by the Public Health Laboratory of
Valencia, accredited following the ISO/IEC 17025 standard. A total of 770
food samples were analysed by DR CALUX® bioassay. CALUX is a fast an
inexpensive tool for the determination of dioxin-like compounds in a large
number of samples and requires only small volumes (Croes et al, 2013), so
the use of this technique is a good alternative to GC-HRMs. This method,
based on the mechanism of uptake of cellular receptor AhR for dioxins and
dioxin-like compounds (such as dioxin-like PCBs), is a validated method for
screening for PCDD/Fs and DL-PCBs in feed as well as food according to
international standards established by Regulation (European Commission,
2012a, 2012b, 2017).

As the CALUX bioassay measures the response following ligand
binding to the intracellular AhR, many other compounds including both
natural and synthetic compounds can interfere with the assay.
Superinduction of the AhR caused by other AhR active substances such as
polybrominated compounds, or activation of protein Kinase C, resulted in
an inaccurate overestimation of dioxins (Baston and Denison 2011).
Moreover, natural AhR ligands from foods or supplements can yield
positive results in the CALUX bioassay (Amakura et al, 2011).
Furthermore, not only the presence of AhR agonists (Gizzi et al, 2005) but
also the existence of AhR antagonists (Windal et al, 2005) can, in theory,
affect the accuracy and precision of the CALUX bioassay. Whether such
effects are relevant depends on both the co-occurrence of such compounds
and their fate during the clean-up step (Chobtang et al, 2011).
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Vromman et al., (2012) evaluated the use of results of PCDD/Fs and
DL-PCBs in food matrices obtained using the screening CALUX. Factors
affecting the discrepancy between the GC-HRMS method and CALUX may
be the quantification limits, the difference between relative potency factors
(RPF) and TEF values, and the potential of the bioassay to measure all
compounds with AhR affinity. The authors mentioned that the use of the
upper bound values will probably reduce the discrepancy between CALUX
and GC-HRMS results. On the other hand, regarding RPF values,
Carbonelle et al., (2004) observed that mean and median levels in PCDD/Fs
are slightly higher than those obtained with WHO-TEF, whereas for DL-
PCBs, CALUX results are significantly lower than the GC-HRMS results,
which indicates an underestimation of the CALUX responses with respect to
the chemo-analysis results. In view of these possible discrepancies between
the results obtained by GC-HRMS and CALUX, the results obtained by
both methods were compared after the analysis of 55 samples including the
foods most consumed in terms of quantity of each food group in the present

study. The 55 selected samples are shown (in bold) in Table S2.
2.4 Analytical quality assurance

The laboratory works under the quality assurance system established
by ISO/IEC/EN 17025. Each set of samples was analysed under quality-
assurance protocols, including procedural blanks, fortified samples and
quality control test materials. The analytical performance of the method is

shown in Table S4
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2.5 Exposure Assessment

The estimated daily intake of PCDD/Fs and DL-PCBs from
consumption data and concentration in food was carried out using a
probabilistic approach. Intake calculations were performed using Créme
Food® software, a Monte Carlo computational system for stochastic
modelling of dietary exposure (McNamara et al, 2003).

The basic calculation that is iterated within the Monte Carlo system
including bootstrapping is a simple calculation: [Food amount] x
[Concentration]. The exposure of a randomly selected person from the
consumption database is the result of multiplying the consumption of each
relevant foodstuff the person has eaten in one day by a randomly selected
concentration per commodity from the concentrations database. To model
the intake as accurately as possible, this calculation was repeated 100,000
times. The different possible outcomes generated iteratively were assembled
to create a probabilistic statement of the range of results obtained. A
distribution of the daily intake is thus generated, including variability and

uncertainties.

Left-censored results (data below the limit of quantification (LOQ)
were processed according to EFSA recommendations (EFSA, 2010).
Results below the LOQ were treated as true zeros in the lower-bound (LB)
scenario assessment and were set to LOQ in the upper-bound (UB) scenario
assessment. The TDS did not cover all the foods consumed. Consequently,
two scenarios were used to assess exposure. In the first scenario, LB,
exposure was assessed considering only the foods sampled and analyzed in

the study. In the UB scenario, foods that were not sampled were considered
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to be contaminated at the mean level of the samples belonging to its food
group.
3. Results and discussion

3.1 Food consumption and levels of PCDD/Fs and dI-PCBs in food

Table 1. shows the mean, minimum and maximum values, pg BEQ
g! of the PCDD/Fs and DL-PCBs, in the different food groups analysed,
with their frequencies of detection. As can be seen, results are above the
LOQ in 100% of the samples (Table 1). The highest mean concentration of
PCDD/Fs and DL-PCBs were found in fish and seafood (0.81 pg BEQ g
wet weight (ww)), followed by oils and fats (0.37 pg BEQ g ww), and milk
and dairy products (0.34 pg BEQ g* ww). Comparing mean contamination
levels from one study to another should be done with care because food

groups do not necessarily contain the same food items.

Table 1. PCDD/Fs and DL-PCBs levels in food products analysed (pg BEQ g wet weight)

Food group Number of Frequency of Mean Minimum Maximum
samples detection (%6) content content

Vegetable oils 20 100 0.37 0.13 0.63
Alcoholic beverages 20 100 0.03 0.01 0.03
Non-alcoholic beverages 30 100 0.01 0.01 0.04
Meat and meat products 120 100 0.03 0.01 0.18
Cereal, pulses, tubersand nuts ~~ +10 100 0.18 0.02 267
Prepared dishes 40 100 0.21 0.06 0.81
Sweeteners and condiments 40 100 0.31 0.01 0.9
Vegetables and fruits 200 100 0.06 0.01 1.9
Eggs 10 100 008 004 0.14
Milk and dairy products 60 100 0.34 0.01 1.75
Fish and seafood 120 100 0.81 0.01 2.59
Total 770 100 0.2 0.01 2.67
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The levels of PCDD/Fs and DL-PCBs in the present study were
lower than those reported by the European Food Safety Authority (EFSA,
2012a) coming from samples collected during 1995-2010 from 24 European
Union Member States, Iceland and Norway. In a previous study carried out
in the Region of Valencia (Marin et al, 2011) PCDD/Fs and DL-PCBs levels
were higher than those detected in the present study. This may be due to a
positive evolution regarding the application of European risk-management
measures to reduce exposure in the European populations. For fish and
seafood, lower levels have been reported by Greece (Costopoulou et al,
2016) (0.49 WHO-TEQ pg g* wet weight) and France (Sirot et al., 2012)
(0.65 WHO-TEQ pg g* wet weight). Nevertheless, for milk products, higher
levels were found in Belgium (Windal et al, 2010) (1.74 pg TEQ g fat?) and
Kuwait (Husain et al, 2014) (2.10 pg BEQ g™ ww).

PCDD/Fs and DL-PCBs BEQ g! ww values observed ranged
between 0.01 and 2.67 pg BEQ g* ww. The maximum level reported
corresponded to the food-group cereals, legumes, nuts and tubers. In the
previous study carried out in our region (Marin et al, 2011), cereals values
for PCDD/Fs and DL-PCBs ranged between 0.04 and 0.10 pg WHO-TEQ ¢
L ww. This high value could be due to the wide variety of foods included in
the cereal group from our study (cereals with values from 0.01 to 0.15 pg
WHO-TEQ g ww, legumes with values from 0.01 to 0.28 pg WHO-TEQ g
Lww, nuts with values from 0.12 to 2.67 pg WHO-TEQ g ww and tubers
with values from 0.01 to 0.05 pg WHO-TEQ g ww), whereas in the

previous study only wheat and rice were included. It is also known that nuts
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have a lipophilic character, which permits concentration of PCDD/Fs and
DL-PCBs in those food groups.

In view of the possible discrepancies between the results obtained by
GC-HRMS and CALUX, described before, the results obtained by both
methods were compared after the analysis of 55 samples including all food
groups of the present study, showing a good agreement between both
methodologies (see Figure S2 in the supplemental data online). Only two
food items showed results away from the fitted line, corresponding to
chocolate and sugar. As these food items present low PCDD/Fs and DL-
PCBs levels, and consumption amounts, it was considered that they do not
over-or-underestimate the estimated BEQ value. Therefore, the results

obtained by CALUX were used for the exposure calculations.
3.2 Evaluation of dietary exposure and risk characterization

The estimated daily intake of PCDD/Fs and DL-PCBs for adult and
young people population, including the 95% uncertainty interval, evaluated

by a probabilistic approach is shown in Table 2.

In the adult population, the mean value was 1.13 and 1.58 pg TEQ
kgt bw day?, in the LB and UB scenario respectively. This mean value is
similar to the value of 1.12 pg WHO-TEQ kg bw day? estimated in
previous studies carried out in Spain (Castell et al, 2008) but lower than the
2.63 pg WHO-TEQ kg™ bw day* estimated by others (Bordajandi et al,
2004) and the 2.86 pg WHO-TEQ kg* bw day™ (UB scenario) estimated in
a previous study carried out in this region (Marin et al, 2011). It must be

said that these Spanish studies used quite different approaches. Although
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Table 2. Estimated daily intake of PCDD/Fs and DL-PCBs under a probabilistic approach for the two populations studied in the two

possible scenarios of exposure

Dietary Intake (pg TEQ kg bw day?)

Population group  Scenario
Mean P50 P75 P90 P95 P99
Adults LB 1.13(1.08-1.18)  1.08(1.02-1.10)  1.38(1.31-1.44) 2.18(2.04-2.34) 3.04 (2.76-3.36)  5.53 (4.88-6.08)
uB 158 (1.51-1.64) 1.22(1.67-1.26) 1.88(1.8-1.97) 2.99(2.8-3.18)  4.03(3.76-4.33)  6.75(6.14-7.31)
Young People LB 2.04 (1.85-2.27) 1.98(1.80-2.17) 2.55(2.28-2.82) 3.77 (3.31-4.34)  4.96 (4.13-6.36)  8.89 (6.23-10.16)
UB 2.76 (2.51-3) 2.26 (2.08-2.46)  3.43(3.09-3.78)  4.95(4.43-5.61)  6.43 (5.42-7.91)  10.31 (8.14-11.3)

In parentheses confidence interval 95%, SD: Standard Deviation; P: Percentile, bw: body weight

Table 3. Estimated daily intake of PCDD/Fs and DL-PCBs obtained from other studies (pg WHO-EQT kg bw day )

Country Sampling year Adults Young People Scenario Reference

China 2008 1.36 ND MB Zhang et al., 2008
France 2012 0.57 0.89 MB Sirot et al., 2012
Belgium 2010 0.61 ND MB Windal et al., 2010
Europe 2012 0.57-1.67 1.08-2.54 ND EFSA, 2012

Finland 2003 15 ND ND Kirivanta et al., 2003
Japan 2008 1.06 ND LB Arisawa et al., 2008
New Zealand 1998 0.33-0.15 ND MB-LB Buckland et al.,, 1998
Australia 2011 0.12-0.52 ND LB-UB FSANZ, 2011

Spain 2008 112 29 ND Castell et al., 2008
Present Study 2011 1.13-1.58 2.04-2.76 LB-UB Present Study

ND: no data available in the study

LB: Lower bound; MB: Medium bound; UB: Upper bound
European countries included in EFSA, 2012: Iceland, Norway, Hungary, Latvia, Slovakia, Italy, Spain, Cyprus, Belgium, Ireland, Lithuania, Luxembourg,
Romania, Bulgaria, Malta, Portugal, Germany, United Kingdom, Denmark, Italy, Norway, Estonia, Austria
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Figure 1. Dietary exposure contribution of PCDD/Fs and DL-PCBs by food groups in the
LB scenario (%)

all of them utilize a deterministic assessment, the consumption data are from
different sources. Besides, (Bordajandi et al., 2004) analysed individual
samples and used the UB approach for TEQ calculations based on TEFs
from 1998, whereas (Castell et al., 2008) measured the contaminants in
composite samples, using the middle bound approach and 2005 WHO-
TEFs. Furthermore, the food products collected within each food group are
not the same, and, in addition, in previous studies the samples were analysed
by GC-HRMS, while the samples from this study were analysed by
CALUX. For young people, the exposure was 2.04 pg TEQ kg* bw day*
and 2.76 pg TEQ kg bw day?, in the LB and UB scenario respectively.
This high intake in young people is partly due to the difference in food

intake, but mainly to their relative body weight. These mean value are lower
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than the value of 2.9 pg WHO-TEQ kg* bw day estimated by Castell et al.
(2008) in Spain or the 4.58 pg WHO-TEQ kg bw day? (UB scenario)
estimated in another study carried out in this region (Marin et al, 2011). In
summary, the results obtained in the present study show a slightly
decreasing trend in the estimated intake of these pollutants, demonstrating
the effectiveness of the Dioxin Strategy implemented by the EU. However,
it is important to remark that the set of consumption data in the study
conducted by Marin et al, 2011 included foodstuffs in the framework of an
official monitoring programme grouped into eight categories including
vegetables, cereals, oils and fat, eggs, milk and dairy products, fish, meat
and meat products, and fish oils, and therefore this fact could be one

possible source of different results.

On the other hand, it is a difficult task to compare intake estimations
between studies from other countries because of the differences in the
methodologies adopted, the food groups considered, the population groups
studied and the way to express the results, although the main factor affecting
variability is the dietary habit in the population. Table 3 shows the estimated
daily intake reported in different studies from other countries and also points
out some methodological differences between them. Regarding the adult
population, the highest estimated daily intake results were reported in China
(Zhang et al, 2008) and Finland (Kiviranta et al, 2003). In the study from
China, four food samples were found to exceed the EU standard limit, and
the PCDD/Fs and DL-PCBs estimated dietary weekly intake for local
population exceeded the temporary weekly intake recommended by the

Scientific Committee on Food (SCF, 2001). In Finland, only herring

184



Resultados

samples were analysed in the study, this fish species being the major
contributor in the Finnish dietary intake of PCDD/Fs and PCBs. The dietary
exposure estimate in the present study was higher than those from other
studies such as France (Sirot et al, 2012), Belgium (Windal et al, 2010),
Japan (Arisawa et al, 2008), New Zealand (Buckland et al, 1990) and
Australia (Food Standards Australia New Zealand (FSANZ), 2011) but
similar to the values reported by EFSA Panel on Contaminants in the Food
Chain (CONTAM) (EFSA, 2012a). Regarding young people, the estimated
intake in the present study is also similar to the values reported by
CONTAM (EFSA, 2012a) and slightly lower than the values obtained in a
previous study in Spain (Castell et al., 2008).

The contribution of the foods products in the mean estimated daily
intake of PCDD/Fs and DL-PCBs (LB scenario), for the two populations
studied, is shown in Figure 1. Fish and fishery products are the food that
most contribute to the PCDD/Fs and DL-PCBs intake for the adult
population, followed by dairy products and cereals, legumes, tubers and
nuts. This is in accordance with published studies suggesting that the most
important contribution to the dietary intake of PCDD/Fs and PCBs for the
European adult population is from fish and seafood (Domingo and Bocio et
al, 2007; Malisch and Kotz 2014). However, dairy products and cereals,
pulses, tubers and nuts are the foods that most contribute to the intake of
PCCC/Fs and DL-PCB:s in the case of young people, followed by fish and
fish products. This directly related to the high consumption of these food

groups by young people.
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The toxicity of PCDD/Fs and DL-PCBs is related to the amount
accumulated in the body during a lifetime, the so-called body burden.
Therefore, some toxicological reference intakes are established to ensure
that people are not exceeding a maximum body burden. A tolerable weekly
intake (TWI) of 14 pg WHO-TEQ kg bw has been established by the
Scientific Committee on Food (SCF, 2001). Likewise, the Joint FAO/WHO
Expert Committee on Food Additives (JECFA, 2002) set up a provisional
tolerable monthly intake (PTMI) of 70 pg WHO-TEQ kg* bw month™,
while WHO has stated a tolerable daily intake (TDI) of 1-4 pg WHO-TEQ
kgt bw day? (WHO, 1998). In the present study, the average daily intake
for adults (1.13-1.58 pg BEQ kg? bw day?) is within range of the TDI
recommended by the WHO. On the other hand, the average weekly intake
and the average monthly intake (7.91-11.06 pg BEQ kg bw day™ and 33.9-
47.4 pg BEQ kg? bw day?, respectively) were below the TWI and PTMI
adopted by SCF and JECFA respectively. Regarding young people, the
average daily intake (2.04-2.76 pg TEQ kg™ bw day™?) is within range of the
TDI recommended by the WHO, but the average weekly intake and the
average monthly intake (14.38-19.32 pg BEQ kg™ bw day™ and 61.2-82.8
pg BEQ kg* bw day, respectively) were slightly above the TWI and PTMI
adopted by SCF and JECFA respectively. This fact can be due to their
relative body weight.

To obtain a distribution of exposure and the percentage of population
for which PCDD/Fs and DL-PCBs intake could exceed the TWI value, the
estimated daily intakes for the two populations studied under the two

exposure scenarios were compared with the TWI value by a probabilistic
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approach. The results are shown in Table 4. Under the UB scenario, a total
of 22 % of adults and 58 % of young people in the Region of Valencia may
be at risk owing to PCDD/Fs and DL-PCBs through food consumption
studied. These results of estimate intakes above some toxicological
reference dose have to be interpreted cautiously when we are thinking in
terms of the risk for the population. First of all, it should be stated that the
UB scenario uses assumptions that are expected to lead to an over-
estimation of the exposure. On the other hand, the potential of the CALUX
assay to detect all compounds with AhR affinity in addition to the non-
additive effects of some molecules could introduce an overestimation of the
PCDD/Fs and DL-PCBs intake. And finally, there are the different safety
limits proposed by authorities (TDI, TWI and PTMI).

Table 4. Risk characterisation derived from PCDD/Fs and DL-PCBs intake from different
population groups and scenarios

Population group Scenario % of population with intake>TWI
Adults LB 12.4

UB 224

LB 37.7

Young People
UB 58.5

3.3 Uncertainty and variability in the exposure assessment

Every dietary exposure assessment is affected by scientific
uncertainties or scientific knowledge limitations, and it is important for
assessors to characterise the extent of uncertainty, so that it can be taken into

account by risk managers (EFSA, 2006). Unquantifiable uncertainties
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associated with exposure assessment have been considered for the
interpretation of the results. The Scientific Committee recommends a tiered
approach to analysis uncertainties. Each uncertainty in an assessment may
be analysed at one of three tiers: qualitative, deterministic or probabilistic.
Initially, all significant uncertainties may be analysed qualitatively, this may
be sufficient, but if the outcome is not clear enough for risk managers to
reach decision, those uncertainties that appear critical to the outcome may

be analysed deterministically or probabilistically (EFSA, 2006).

It is well known that the analysis of foods as consumed best
represents the real dietary exposure of population. Nevertheless, the effect
of cooking or processing was not taken into account for the calculation of
the PCDD/Fs and DL-PCB:s levels in the different products studied.

There are many uncertainties associated with the analytical methods,
including uncertainties associated with intake calculations, consumption
statistics, and sample representativeness (Zhou et al., 2012). All estimates of
possible intakes were adjusted for the individual body weights for each
participant. Regarding the uncertainty associated with the consumption
data, it must be considered that extrapolation of consumption data for the
population of the Region of Valencia in general can be a source of
uncertainty. Dietary consumption surveys as the 24-h-recall used in this
study can —under or over-estimate the consumption and, as a consequence,
the exposure (rarely eaten foods may be under- or over-represented in the
consumption survey). Surveys covering more than 2 days are recommended
(EFSA, 2012Db) to estimate long-term exposure, and therefore, in the future
consumption survey including more days will be employed. The uncertainty
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owing to sampling uncertainty of the input data (concentration and
consumption) was estimated using the bootstrap approach (EFSA, 2012b).
This uncertainty was expressed per exposure percentile as a 95% confidence
interval. On the other hand, as has been described before, the potential of the
CALUX assay to detect all compounds with AhR affinity in addition to the
non-additive effects of some molecules could introduce an overestimation of
the PCDD/Fs and DL-PCBs intake, and finally the left-censored data can
also introduce uncertainty to overall estimate. It has been reported that UB-
model runs use assumptions that are expected to lead to an over-estimation
of the exposure, whereas LB-model runs use assumptions that are expected

to lead to lower estimates of the exposure (EFSA, 2012).
3.4 Conclusions

The present study reports for the first time in this region the
estimated dietary exposure to PCDD/Fs and DL-PCBs of the population
from the Region of Valencia, Spain, by a TDS approach. The average daily
intake for adults (1.13-1.58 pg TEQ kg™ bw day™) is within range of the
TDI recommended by the WHO and below the TWI and PTMI adopted by
SCF and JECFA respectively, but, regarding young people, the average
daily intake (2.04-2.76 pg BEQ kg* bw day?), in spite of being within
range of the TDI recommended by WHO, is slightly above the TWI and
PTMI adopted by SCF and JECFA respectively. Although the exposure of
the general population to PCDD/Fs and PCBs has declined in this region,
and the levels of PCDD/Fs and DL-PCBs obtained were below the limits set
by Regulation, the results show that a percentage of the population could be
at risk, especially among young people. This highlights the difficulties
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inherent in establishing maximum levels in Europe, taking into account the
different dietary patterns in various countries, and the technological and
market aspects involved, but also the need to maintain efforts to reduce
dioxin emission and human exposure to protect the environment and human

health in this region.
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4. DISCUSION GENERAL

Acorde con los objetivos propuestos, en la presente tesis doctoral se
han determinado las concentraciones de tres grupos de contaminantes
quimicos: plaguicidas, nitratos y dioxinas en alimentos consumidos por los

habitantes de la Comunidad Valenciana.

Asimismo, se ha evaluado y caracterizado el riesgo de exposicién a
estos contaminantes a través de la dieta en dos subpoblaciones de la
Comunidad Valenciana: adultos y nifios; y se ha determinado cuéles son los

grupos de alimentos que contribuyen més a esta exposicion.

4.1. Plaguicidas
4.1.1 Niveles de residuos de plaguicidas

Los datos relativos a los niveles de residuos de plaguicidas en frutas
y verduras, se han obtenido de los programas de control oficial llevados a
cabo en el periodo 2007-2011, por el Area de Seguridad Alimentaria de la
Conselleria de Sanidad. Estos niveles de residuos de plaguicidas, se han
comparado con los LMR establecidos en el Reglamento (CE) N° 396/2005
(Parlamento Europeo y Consejo UE, 2005). De las 752 muestras de frutas y
verduras analizadas (citricos, incluyendo naranjas, mandarinas y limones;
coles y repollo, espinacas, fresas, guisantes, judias, lechugas, manzanas,
melocotones, patatas, pepinos, peras, pimientos, platanos, puerros, tomates,
uvas, zanahorias, zumo de citricos), solo 13 (el 1,72%) excedieron los LMR
establecidos reglamentariamente. Este porcentaje de muestras fue inferior al

3.72% obtenido en un anterior estudio llevado a cabo en la Comunidad
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Valenciana (Berrada et al., 2010), en el que se evalu6 durante veinte meses
los datos de vigilancia a residuos de plaguicidas en cinco grupos de frutas
entre los afos 2004 y 2005. Inferior también, al 3.52% de muestras
reportadas en el ultimo Programa Nacional de Control de Residuos de
Plaguicidas en Espafia correspondiente al afio 2016, (AECOSAN, 2018) y al
2.2% de muestras obtenidas en el afio anterior (AECOSAN, 2017).

El dltimo informe de la EFSA sobre residuos de plaguicidas en
alimentos (frutas y verduras en su mayoria) publicado en el mes de junio del
afio pasado, resume las actividades del Programa Coordinado de Control de
la UE (EUCP) y los resultados més relevantes sobre los Programas
Nacionales de Control de los estados miembros, Islandia y Noruega. La
combinacion de los resultados de ambos programas, sefialan que el 3.8% de
las muestras de alimentos analizadas excedian los LMR (EFSA, 2018a)
resultado superior al 2.8%, 2.9% y 2.6% obtenidos en los informes de los
afios 2017, 2016 y 2015 respectivamente (EFSA, 2015; EFSA, 2017; EFSA,
2016). Todos estos resultados reportados por la EFSA, son superiores al
porcentaje de muestras determinado en este trabajo; como lo es también, el
2.72% de muestras obtenidas en una revision publicada en Brasil, donde se
recogieron los datos de vigilancia a residuos de plaguicidas en frutas y
verduras, entre los afios 2001-2010 (Jardim y Caldas, 2012).

Por su parte, los Programas Coordinados de Control proporcionan
cada afio una vision actualizada sobre los residuos de plaguicidas en
productos alimenticios, disponibles para los consumidores de la UE. Los
diferentes estados miembros reportan datos sobre distintos grupos de
alimentos y plaguicidas seleccionados en dichos programas, obteniendo una

202



Discusion General

vision detallada de las actividades de control a nivel europeo. Los resultados
obtenidos en el dltimo programa, son del mismo orden que el obtenido en el
trabajo desarrollado, 1.7% de muestras (EFSA, 2018a), duplicando estos
resultados el valor del afio anterior, 0.8% (EFSA, 2017), en el que se
consiguid reducir el porcentaje de muestras a casi la mitad, respecto al
anterior programa 1.5% (EFSA, 2016).

En estos programas se determinaron tambien, aquellos alimentos en
los que mas residuos de plaguicidas se cuantificaron en las diferentes
muestras. Las fresas con 16 residuos diferentes, las uvas con 19 y los
pepinos y peras con 14, fueron los alimentos en los que se cuantificaron mas
residuos de plaguicidas en los EUCP correspondientes a los afios a, 2017 y
2016, respectivamente (EFSA, 2018a; EFSA, 2017; EFSA, 2016); mientras

que en el estudio llevado a cabo, fueron las peras con 18 residuos diferentes.

La concentracion mas elevada de residuo de plaguicida fue de 3.6
mg kg para el carbamato, clorprofam, en las patatas. Del mismo orden fue
la concentracion mas elevada de residuo de plaguicida reportada por
Berrada et al., 2010 para el cloronitrilo, clorotalonil, con 3.50 mg kg? en
melocotones. Mientras que, valores inferiores fueron observados para el
organofosforado clorpirifos en el brdcoli, con 1.514 mg kg y 1.51 mg kg
en Japon (Mojsak et al., 2018) y Polonia (Lozowicka et al., 2012)

respectivamente, como concentracion més elevada de residuo de plaguicida.

Respecto a la frecuencia de deteccion de los plaguicidas analizados,
carbendazim (CB) seguido de clorpirifos (OP) y lambda-cihalotrin (PP),
fueron los plaguicidas que presentaron la mayor frecuencia de deteccion en

el trabajo de investigacion, 24%, 22% y 9%, respectivamente. Es interesante
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comparar estos resultados con un estudio publicado el afio pasado (Jardim et
al., 2018), en el que se investiga la exposicion a los tres mismos grupos de
plaguicidas que en esta tesis, concluyendo que los OPs, clorpirifos metil,
acefato y metamidofos, son los plaguicidas que presentan mayor frecuencia
de deteccion. Li et al.,, 2017 también evalud el riesgo acumulado a
plaguicidas a través de la ingesta de frutas y verduras, e igualmente observo
que los plaguicidas OPs, clorpirifos, dimetoato y triazofos, eran los que
presentaban una mayor frecuencia de deteccion. Estos resultados
correspondientes a frecuencias de deteccion elevadas a plaguicidas OPs,
pueden deberse a que este es el grupo de plaguicidas es mas empleado en la

agricultura (Kavvalakis y Tsatsakis, 2012).
4.1.2 Evaluacion de la exposicion dietética a plaguicidas

La EFSA ha calculado afio tras afio, empleando una metodologia
determinista, la exposicion dietética cronica de los consumidores de la UE a
plaguicidas, en alimentos cubiertos por el ciclo de tres afios del programa
EUCP. En el afio 2016 por primera vez, se emplearon dos escenarios para el
calculo de dicha exposicion, el enfoque ajustado de limite superior y
enfoque de limite inferior. El primer enfoque se considera una evaluacion
conservadora, con probabilidad de sobreestimar la exposicion real. Por el
contrario, el escenario del limite inferior puede subestimar la exposicion, y
los calculos son dtiles para complementar las evaluaciones de exposicion de
limite superior, a fin de comprender mejor las incertidumbres resultantes,
que son principalmente el alto porcentaje de muestras con residuos en o
debajo del LOQ (EFSA, 2016).
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La misma metodologia empleada por la EFSA en los programas
EUCP, se ha aplicado en el trabajo de investigacion; para la evaluacién de la
exposicion cronica a OPs, CBs y PPs, a través del consumo de frutas y

verduras en las dos subpoblaciones, adultos y nifios.

Todos los plaguicidas OPs, CBs y PPs estudiados, presentaron
valores inferiores a sus respectivas IDAs en el nivel medio y percentil 95 de
exposicion, incluso en el escenario UB. Los valores mas elevados de IDE en
el escenario UB y en el nivel medio de exposicién para adultos y nifios
fueron de 0.161-0.281 ug kg? pc dia! para el OP clorpirifos, 0.1014- 0.222
ug kg pc dia? para el CB clorprofam, y 0.0856- 0.12 g kg™ pc dia™ para

el piretroide bifentrin, respectivamente.

Estos resultados son del mismo orden que los reportados por la
EFSA en los ultimos afios, con resultados de exposicion muy bajos y no
superiores a los valores de IDA (EFSA, 2016), excepto para algunos
plaguicidas que presentan diferencias significativas entre los dos escenarios
de exposicion, debido a la alta proporcion de muestras con valores por
debajo del limite de cuantificacion; tal es el caso de los OPs diclorvos y
dimetoato. La exposicion media estimada a largo plazo para diclorvos
expresada en el porcentaje de IDA por la EFSA fue de 143.28% UB - 4.99%
LB (EFSA, 2017) y 145% UB - 2.8% LB (EFSA, 2018a) en los dos ultimos
afios; mientras que la exposicion media estimada a largo plazo para
dimetoato en el informe emitido por la EFSA este afio fue de 101% UB -
6.1% LB (EFSA, 2018a).
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Otros estudios internacionales también han evaluado el riesgo de
exposicion a residuos de plaguicidas a través de la dieta en adultos y nifios.
En China, uno de los principales paises consumidores de plaguicidas a nivel
mundial (Ly et al., 2013), Li et al., 2018 evalu6 el riesgo de exposicion a
residuos de OPs, CBs y PPs entre otros plaguicidas a través de la ingesta de
melocotones por ser una de las frutas con mayor produccién de este pais. La
IDE media mas elevada para adultos y nifios fue reportada para el
carbendazim (CB), 0.026 pg kg? pc dia® y 0.086 pg kg' pc dia’,
respectivamente. Xu et al., 2018 por su parte, evalué el riesgo de exposicion
exclusivamente a este carbamato en vegetales, por su toxicidad y posible
carcinogenicidad. El valor de IDE més elevado en el escenario UB para los
grandes consumidores adultos fue de 0.08 pg kg™ pc en lechugas, siendo
ésta y las obtenida por (Li et al., 2018) superiores a la obtenida para el

carbamato en Valencia.

En Japdn, Kawahara et al., 2017 evalud el riesgo de exposicion a
OPs a traves de la dieta en nifios, y diazinon present6 la IDE mas elevada
(40 mg kgdia), no cuantificindose residuos para este plaguicida en la
poblacién de los nifios en Valencia. Como tampoco fueron cuantificados
carbofurano (CB) y monocrotofos (OP), que llegaron a superar la IDA en la

poblacidn infantil de Israel (Freeman et al., 2016)

En Korea, Park et al., 2016 evaluaron el riesgo a la ingesta de
vegetales de hoja en adultos y la IDE mas elevada fue 0.89 ug kg ™ pc para

dietofencarb (CB), superior también a la del trabajo.
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El estudio de Ifiigo-Nufiez et al., 2010 llevado a cabo en Madrid es
de especial interés, puesto que incluye en la evaluacion los tres grupos de
plaguicidas estudiados en Valencia. Los valores mas elevados de IDE en el
grupo de las nifias (6-10 afios) en el escenario UB fueron para fosalon (0.57
ug kg pc diat), carbendazim (0.43 pg kgt pc dia?) y cipermetrin (0.32 pg
kg pc dia). Superiores a las reportadas en Valencia, incluso incluyendo
este Ultimo un mayor nimero de frutas y verduras; asi como, ambos sexos,

para la evaluacion de la exposicion en la poblacion infantil valenciana.

Los resultados de la evaluacién del riesgo acumulado en alimentos
no se han podido presentar aun en los informes emitidos por la EFSA,
puesto que no se han establecido los grupos, ni adaptado las metodologias
de evaluacion acumulada a riesgos; disponibles para la implementacion
practica a nivel de la UE (EFSA, 2018a).

Respecto a la exposicion dietética cronica acumulada en las dos
subpoblaciones estudiadas, los valores estimados fueron bajos para los tres
grupos de plaguicidas. En el escenario UB, el valor mas elevado de
exposicion se observd para los plaguicidas OPs, 0.33-0.79 mg kg™ pc dia™
para adultos y 0.45-1.40 mg kg™ pc dia™ para nifios, en el nivel medio y
percentil 95 de exposicion, respectivamente. Lozowicka et al., 2016
evaluaron la exposicion cronica a plaguicidas a través de la ingesta de frutas
en Polonia, y los valores mas elevados se reportaron para los OPs, 0.00012
mg kg?! pc dia! y 0.0004 mg kg' pc dial para adultos y nifios,
respectivamente. Estos valores tan bajos, son debidos a que, en el trabajo de

Polonia, solo se evalua cuatro grupos de frutas; mientras que en el trabajo
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Ilevado a cabo en Valencia son 19 diferentes grupos de frutas y verduras las
que se estudian.

4.1.3 Caracterizacion del riesgo a la exposicion dietética a plaguicidas

Para evaluar el riesgo de exposicion, en primer lugar, se comparé la
IDE de cada plaguicida con su respectivo valor de IDA. Ninguno de los
plaguicidas estudiados presentd valores superiores a sus respectivas IDAS.
Los valores mas elevados en el escenario UB y nivel medio de exposicion
en cada grupo de plaguicida fueron para adultos y nifios 1.61%-2.81% para
clorpirifos (OP), 5.57%-6.79% carbofurano (CB) y 1.11%-1.49% lambda-
cihalotrin (PP), respectivamente. El estudio llevado a cabo en Madrid
(Ifigo-Nufez et al., 2010), evalu6 el riesgo de exposicion a estos tres
mismos grupos, aungue en un numero inferior de plaguicidas, 18 frente a los
84 evaluados en Valencia. Sus %IDA mas elevados en la poblacion de nifias
fueron obtenidos para deltametrin 2% y carbendazim 1%, ambos porcentajes

superiores a los obtenidos en Valencia.

Las IDEs acumuladas de OPs, CBs y PPs no excedieron los valores
de IDA de los compuestos indice correspondientes. El % IDA maés elevado
en el escenario UB y en el nivel medio de exposicion se observé para los
CBs: represento el 3% en adultos y el 4% en nifios. De acuerdo con los
resultados de la exposicion a largo plazo a los plaguicidas analizados,
incluso en el P95 de exposicion, podria excluirse el riesgo para la salud del
consumidor a largo plazo. Estos resultados se pueden comparar con otros
estudios que, empleando una metodologia determinista, han evaluado la
exposicion cronica acumulada a OPs, CBs y PPs entre otros plaguicidas, a

través del consumo de frutas y verduras. Chen et al., 2011 en China y
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Larsson et al., 2018 en Dinamarca, emplearon el método del HI basado en la
adiciéon de las dosis individuales de los compuestos de una mezcla. Los
resultados de la caracterizacion del riesgo fueron de 8.12% IDA para la
poblacién general en China y del 44% y 16% de IDA en las poblaciones de
adultos y nifios, respectivamente. Estos valores mas elevados pueden
deberse a la metodologia de HI empleada, considerada conservadora, sobre
todo si los compuestos individuales no comparten el mismo efecto toxico
final (Kotenkamp, et al., 2012; Reffstrup et al., 2010).

Respecto a los alimentos que mas contribuyeron a la exposicion
acumulada a plaguicidas en Valencia, el tomate fue el principal
contribuyente para los OPs en ambas poblaciones. Para el grupo de los CBs,
las patatas lo fueron para los nifios y las espinacas para los adultos. Estas
ultimas también fueron los principales contribuyentes para la poblacion
adulta e infantil de Holanda (Boon et al., 2008), mientras que las manzanas
lo fueron para los CBs en ambas poblaciones. En la poblacion general de
Brasil (Jardim et al., 2018), la naranja y el arroz fueron los principales
contribuyentes para OPs y CBs, respectivamente; y para el grupo de los PPs,
la pasta, mientras que el tomate lo fue para estos plaguicidas en Valencia.

4.2 Nitratos
4.2.1 Niveles de nitratos

Los datos relativos a niveles de nitratos en vegetales, se obtuvieron
de los programas de vigilancia llevados a cabo en la Comunidad Valenciana
por el Area de Seguridad Alimentaria de la Conselleria de Sanidad, entre los

afios 2009 y 2013. Estos niveles se compararon con los limites maximos
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(LMs) establecidos en el Reglamento (CE) N° 1881/2006 (Comision
Europea, 2006). De las 533 muestras de verduras analizadas: lechuga
(Lactuca sativa), lechuga tipo iceberg (Lactuca sativa var. Capitata),
espinaca (Spinacea oleracea), patata (Solanum tuberosum), acelga (Beta
vulgaris var. Cicla), alcachofa (Cybara scolymus) y zanahoria (Daucus
carota); 9 muestras (1.68%) de espinacas frescas cultivadas en verano
superaron los LMs establecidos. Este resultado es del mismo orden que las
13 muestras (1.13%) de espinacas frescas que superaron los LMs en un
anterior estudio llevado a cabo en la Comunidad Valenciana (Pardo-Marin
et al., 2010), en el que se evaluaron los niveles de nitratos en vegetales
comercializados durante el periodo 2000-2008. De estas muestras de
espinacas que superaron los LMs, 10 fueron cultivadas en verano y 3 en
invierno. En el Gltimo estudio de la EFSA sobre el contenido de nitratos en
vegetales (EFSA, 2013), 6 muestras (11%) de espinacas frescas también
superaron los LMs, 5 fueron cultivadas en verano y 1 en invierno.
Generalmente, la concentracién de nitratos en vegetales es inferior en los
meses de verano; ya que la radiacion solar favorece el metabolismo de la
planta, fijando el nitrdgeno en compuestos organicos nitrogenados
(aminoacidos, proteinas etc.), reduciendo asi el contenido de nitratos en las
hojas (EFSA, 2008; AECOSAN, 2011). Sin embargo, estos datos relativos a
muestras que superan los limites maximos en los meses de verano, pueden
ser debidos a otros factores que también influyen en las concentraciones de
nitratos en los vegetales; como el tipo de suelo y su fertilizacion con

nitrégeno, el tamafio y tipo de vegetal, el tiempo hasta su recolecta y la
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duracion de su almacenamiento, etc. (Tamme et al., 2006), ademas de que

los niveles en esta estacidn son mas restrictivos.

Al presentar los nitratos una mayor capacidad de almacenamiento en
las hojas que en otras partes de la planta, como tallos y raices; numerosos
estudios han evaluado los niveles de nitratos en vegetales de hoja, como la
lechuga y la espinaca. Los informes relacionados con los niveles de nitratos
en vegetales publicados por la EFSA en los afios 2008, 2010 y 2013,
presentaron una concentracion media en lechuga de 1324 mg kg, 1570 mg
kgl y 1862 mg kg, respectivamente (EFSA, 2008; EFSA, 2010; EFSA,
2013); superiores todas estas concentraciones a la obtenida en el trabajo
(785 mg kg?). En Irdn (Nowrouz et al., 2012), también obtuvo una
concentracion similar en lechugas (781 mg kg?), en Portugal (Correia et al.,
2010) ligeramente superior; mientras que en Estonia (Tamme et al., 2010) y
Bélgica (Temme et al., 2011) fueron muy superiores 2348 mg kg y 2351
mg kg, respectivamente. Estos elevados niveles de nitratos en vegetales,
pueden ser debidos a la tendencia que presentan las zonas del norte de
Europa a obtener niveles mas elevados que las zonas del sur, puesto que
estas regiones geograficas se caracterizan por una menor intensidad y horas
de luz diurna (EFSA, 2008).

Respecto a las espinacas, las concentraciones medias obtenidas en
los informes de la EFSA en el afio 2008 y 2010, fueron 1066 mg kg™
(EFSA, 2008) y 1092 mg kg, (EFSA, 2010) respectivamente; ligeramente
inferiores a la obtenida en Valencia (1346 mg kg?). Mientras que el nivel en
el tltimo informe fue superior, 1682 mg kg™ (EFSA, 2013).
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El nivel medio de nitratos en espinacas fue similar a la obtenida en
otros paises como Croacia 1359 mg kg™ (Brkic et al., 2017) y Japdn (lgbal
MA et al., 2007) 1460 mg kg™. Sin embargo, al compararlo con estudios
procedentes de paises con caracteristicas geograficas similares a las de la
Comunidad Valenciana, como Portugal (Correia et al., 2010) e Italia
(lammarino et al., 2014), éstos obtuvieron niveles inferiores 1112 mg kgt y

949 mg kg, respectivamente.

Es interesante comparar los resultados obtenidos en este trabajo con
los del estudio llevado a cabo anteriormente en la Comunidad Valenciana
(Pardo-Marin et al., 2010), en el que ademéas se evaluaban los mismos
vegetales que en el trabajo actual. Se aprecié una disminucion en las
concentraciones medias de todos los niveles de vegetales estudiados; esta
reduccion se podria relacionar con la éptima aplicacion de buenas practicas
agricolas en la Comunidad Valenciana durante los ultimos afios. La
disminucion en los niveles de nitratos, se aprecia especialmente en las
lechugas (de 1156 mg kgt a 76 mg kg™) y zanahorias (203 mg kg™ a 40 mg
kg™) (Pardo-Marin et al., 2010).

En relacion al vegetal que presentd la concentracion media mas
elevada de nitratos, fue la acelga con 1415 mg kg™*. En un estudio sobre el
contenido de nitratos en vegetales comercializados en la regién de Madrid
(Matallana et al., 2010), también se obtuvo el nivel mas elevado para este
vegetal, pero en una concentracion muy superior, 2630 mg kg; mientras
que la obtenida en el informe de la EFSA fue ligeramente superior 1690 mg
kgt (EFSA, 2008) a la de Valencia. La acelga, al igual que la alcachofa, son
vegetales que carecen de regulacion a escala comunitaria, debido a su escaso
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consumo en los paises europeos; sin embargo, en Espafia (AESAN, 2006) y
la Comunidad Valenciana (Fullana et al., 2010), estos vegetales presentan
un notable consumo. Debido a ésto, la AECOSAN ha establecido
recomendaciones en relacion al consumo de vegetales, con el objetivo de
disminuir la exposicion a nitratos en las poblaciones sensibles: bebés y
nifios de corta edad (AECOSAN, 2011).

Otros vegetales que también carecen de regulacion, por no presentar
una elevada capacidad para la acumulacion de nitratos, son la patata y la
zanahoria, a pesar de su significativo consumo. No obstante, estos vegetales
presentaron niveles medios de nitratos no muy elevados: 87 mg kg? las

alcachofas, 153 mg kg las patatas y 119 mg kg las zanahorias.
4.2.2 Evaluacion de la exposicion dietética a nitratos

La ingesta media estimada de nitratos para la poblacién de los
adultos y nifios en el escenario UB, fue de 0.28 mg kg p.c. dia y 0.38 mg
kg! p.c. dia, respectivamente. Estos valores de exposicion son muy
inferiores a la IDA establecida para los nitratos (3.7 mg kg p.c); por lo
tanto, la exposicion de los consumidores valencianos a nitratos a través del
consumo de vegetales parece ser relativamente baja. Incluso en el P99.9, la
poblacion adulta presentd 3.13 mg kg? p.c. dia y 3.15 mg kg™ p.c. dia de
exposicion en el escenario LB y UB, respectivamente. Sin embargo; para los
nifios, los valores fueron superiores a la IDA, 4.20 mg kg p.c. dia y 4.40
mg kg p.c. dia, escenario LB y UB, respectivamente. Ante estos resultados
elevados conviene tener en cuenta; por un lado, la menor masa corporal que
presentan los nifios generando una mayor exposicion a cualquier

contaminante, y por otro; la tendencia del escenario UB a sobreestimar la
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exposicion. Menard et al., 2008 en Francia en el escenario UB y nivel medio
de exposicion obtuvo valores de ingestas mas altas, 0.9 mg kg™ p.c. diay 1
mg kg p.c. dia para adultos y nifios, respectivamente; probablemente por la
evaluacion de un mayor nimero de vegetales que el estudio llevado a cabo
en Valencia. Thomson et al., 2007, en Nueva Zelanda, en el nivel medio de
exposicion presentd una ingesta de 0.7 mg kg p.c. dia para la poblacion
adulta. Este resultado es superior al obtenido en Valencia, conviene tener en
cuenta que, en Nueva Zelanda se incluy6 alimentos procesados a parte de

vegetales en la evaluacion de la ingesta dietética a nitratos.

Chen et al., 2011 en Hong Kong, obtuvo una ingesta de 4,4 mg kg
p.c. para los consumidores medios en la poblacion adulta; es decir, una IDE
muy elevada, que ademas supera el valor de 3.7 mg kg? de IDA. Es
pertinente recordar en este punto, el elevado nivel de nitratos que contienen
los vegetales de hoja en esta regién y el alto consumo de los mismos por
parte de la poblacion. Sometiendo después (Chen et al., 2011) éstos
vegetales a un proceso de cocinado, la IDE disminuy6 a 3.5 mg kg p.c. dia,
ya que el lavado y ebullicion disminuye el contenido de nitratos en
vegetales (EFSA, 2013).

La lechuga fue el principal contribuyente a la exposicion de nitratos
en ambas poblaciones, seguida de la acelga en los adultos y las patatas en
los nifios. Esta misma secuencia de vegetales que mas contribuyen a la
exposicion, coincide con la del anterior estudio llevado a cabo en la
Comunidad Valenciana (Pardo-Marin et al., 2010). Aun apreciandose una
disminucion general en los niveles de nitratos en vegetales, se pude apreciar
por un lado, que debido a la capacidad de acumular nitratos las hojas de
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acelgas y lechugas y por otro; el elevado consumo de ésta Gltima por parte
de los adultos y de las patatas en los nifios, se sigue poniendo de manifiesto
el papel destacado de estos vegetales en la ingesta dietética de la poblacion

de la Comunidad Valenciana.

Por otro lado, la contribucion de las espinacas, patatas y zanahorias a
la ingesta total de nitratos, fue mayor en los nifios que en los adultos, debido

al alto consumo de estos vegetales por la poblacidn infantil.
4.2.3 Caracterizacion del riesgo a la ingesta dietética a nitratos

El empleo de la metodologia probabilistica, permitié obtener una
distribucion de la exposicion y determinar el porcentaje de la poblacion
cuya ingesta de nitratos podria exceder el valor de la IDA en las dos

subpoblaciones estudiadas.

En el escenario UB, un total de 0.79% de adultos y 1.39% de nifios
de la Comunidad Valenciana, podrian superar la IDA debido a la ingesta de
nitratos a través de los vegetales. Este porcentaje corresponderia al grupo de
consumidores extremos, como los vegetarianos; especialmente de vegetales
de hoja (espinaca y lechuga), puesto que son los que mas nitratos acumulan
en sus hojas comestibles (EFSA, 2013). Por otra parte, estos resultados
guardan concordancia con previas evaluaciones de la EFSA (EFSA, 2008)
indicando que un consumo medio y variado de vegetales al dia, no supone

un riesgo para la poblacion adulta.

Otros estudios que han evaluado la exposicion dietética a nitratos
para el consumidor medio han obtenido valores superiores a la del trabajo.
En Polonia, (Anyzewska y Wawrzyniak, 2014) y (Mitek et al., 2013),
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evaluaron la ingesta dietética a nitratos en la poblacion adulta, y los valores
obtenidos fueron 41% y 35% de IDA, respectivamente. En Estonia (Tamme
et al., 2010), obtuvo un 11% de IDA al evaluar la ingesta dietética a
vegetales de hoja y hierbas comestibles. Estos porcentajes de IDA mas
elevados en regiones del norte y centro de Europa pueden ser debidos una
vez mas, a las diferencias medioambientales de estas regiones respecto a la
Comunidad Valenciana, como la luz y la temperatura que tienden a

disminuir la concentracion de nitratos en vegetales.

En Hong Kong (Chen et al., 2011), se evaluo la ingesta a nitratos en
vegetales crudos al igual que en el trabajo llevado a cabo. El valor de la IDA
fue de 120%, reduciéndose a 95% después del cocinado. Estos resultados
aun mas altos a los obtenidos en Europa, pueden justificarse por el alto
consumo de vegetales de hoja verde, en lugar de una variedad de los
mismos, por parte de la poblacion China; y la aplicacién de précticas

agricolas distintas a las de Europa.

4.3 Dioxinas
4.3.1. Niveles de dioxinas

Los datos relativos a niveles de PCDD/Fs y dI-PCBs en alimentos, se
obtuvieron de las muestras recogidas por el personal técnico de Ainia
(Instituto Tecnoldgico de la Industria Agroalimentaria) en cadenas de
supermercados y mercados locales de la Comunidad Valenciana. Un total de
77 alimentos agrupados en 11 categorias, se seleccionaron para su muestreo
en base a dos criterios: aquellos alimentos que presentaban una tasa de
consumo > 2 gr /kg p.c. dia por consumidor en el EDT de la Comunidad
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Valenciana, y principales alimentos contribuyentes, conocidos o potenciales,
a la exposicion dietética a PCDD/Fs y dI-PCBs.

Los niveles de PCDD/Fs y dI-PCBs en alimentos se detectaron
empleando el método bioensayo DR CALUX®. Esta es una herramienta
rapida, econdmica y que requiere pequefios volimenes de muestra para la
determinacion de PCDD/Fs y dI-PCBs (Croes et al., 2013), por lo que el uso
de esta técnica es una buena alternativa a la cromatografia de gases
espectrofotometria de masas de alta resolucion (GC-HRMS). Ademas, es un
método validado por la Comision Europea para la deteccion de PCDD/Fs y
dI-PCBs en alimentos y piensos (Comision Europea 2006; Comision
Europea, 2017). Este método de cribado no proporciona resultados por
niveles de congéneres, sino que simplemente da una indicacién del nivel de
EQT, expresado en equivalentes bioanaliticos (BEQ), de los PCDD/Fs y dI-
PCBs presentes en el extracto de una muestra. Dado que el ensayo bioldgico
de CALUX mide la respuesta después de la union del ligando al receptor de
hidrocarburo Arilo (AhR) intracelular, otros compuestos pueden interferir
en el ensayo, no solo la presencia de agonistas de AhR (Gizzi et al., 2005),
sino también la existencia de antagonistas de AhR (Windal et al., 2010)
pueden afectar a la precision y dar una sobreestimacion inexacta de los
niveles de PCDD/Fs y dI-PCBs; reflejandose también en los resultados de la

evaluacion del riesgo de exposicion.

Los valores obtenidos de PCDD/Fs y dI-PCBs en los 11 grupos de
alimentos estudiados, oscilaron entre 0.01 y 2.67 pg BEQ g* pf. El nivel
méaximo reportado correspondié al grupo de los cereales, leguminosas y
frutos secos. En un anterior estudio llevado a cabo en la Comunidad
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Valenciana (Marin et al., 2011), los valores de cereales para PCDD/Fs y dI-
PCBs variaron entre 0,04 y 0,10 pg WHO-TEQ g'* grasa. Este elevado valor
en el estudio actual podria deberse, por un lado, al caracter lipofilico de los
frutos secos, favoreciendo la acumulacion de PCDD/Fs y dI-PCBs en ellos;
y, por otro lado, a la gran variedad de alimentos incluidos en el grupo de los

cereales (34), mientras que en el anterior s6lo se incluyeron trigo y arroz.

La concentracion media mas elevada de PCDD/Fs y dI-PCBs en
alimentos se encontrd en pescados y mariscos (0,81 pg BEQ g* peso fresco
(pf), seguido de aceites y grasas (0,37 pg BEQ g grasa), leche y productos
lacteos (0,34 pg BEQ g grasa). La comparacion de los niveles medios de
contaminacion de un estudio con otro, debe ser efectuada con precaucion;
puesto que los grupos de alimentos no necesariamente contienen los mismos
alimentos, ni emplean el mismo método para la deteccion de PCDD/Fs y dlI-
PCBs.

El afio pasado la EFSA public6 un informe acerca de los riesgos para
la salud humana debidos a la presencia de dioxinas en los alimentos (EFSA,
2018b). Se recogieron muestras de 20 grupos de alimentos procedentes de
23 paises europeos, durante el periodo 2010-2016. Los niveles de PCDD/Fs
y dI-PCBs para los distintos alimentos analizados, fueron muy superiores a
los obtenidos en la Comunidad Valenciana. La concentracion media
(LB/UB) més elevada, también se obtuvo para pescados y mariscos (4.35 /
4.45 pg WHOos TEQ g pf) seguido de leche y productos lacteos (0.73 /
0.88 pg WHOs TEQ g grasa) y huevos (1.17 /1.30 pg WHOgs TEQ gt

grasa).
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En el anterior estudio llevado a cabo en la Comunidad Valenciana
(Marin et al., 2011), los niveles detectados de PCDD/Fs y dI-PCBs para
todos los alimentos, fueron mayores a los del estudio actual. Esto puede
deberse a una evolucién positiva de las medidas europeas de gestion de
riesgos, para reducir la exposicion a estos compuestos en las poblaciones
europeas (Comision Europea, 2001; Comision Europea, 2013). La
concentracion media mas elevada se obtuvo para los aceites de pescado
(6.55 pg WHOws-TEQ gl).

La elevada lipofilia y estabilidad quimica que presentan los
PCDD/Fs y dI-PCBs, favorece su acumulacion en el tejido graso del
pescado; por este motivo, en numerosas ocasiones su relacion
riesgo/beneficio ha sido planteada y distintos autores han llevado a cabo una
vigilancia y evaluacion de la exposicion a estas sustancias en el pescado
(Kiviranta et al., 2003; Paiano et al., 2013; Perell6 et al., 2015; Costopoulou
etal., 2016).

Comparando la concentracién media obtenida para el pescado en la
Comunidad Valenciana con las obtenidas en otros estudios internacionales,
se observa una concentracion media (UB) superior en Francia (Feinberg et
al., 2011) 2.5 pg WHOs-TEQ g p.f. y Reino Unido (Rose et al., 2015) 4.42
ng WHOgs-TEQ kg™ p.f. Este resultado tan elevado obtenido en Reino
Unido, podria deberse a que las muestras de pescados evaluadas fueron
capturadas a través de la pesca salvaje en los rios de agua dulce, situados
algunos de ellos, en zonas muy proximas a areas contaminadas. Mientras
que en Malasya (Leong et al., 2014) la concentracién fue inferior 0.557 pg

WHOgs- TEQ g p.f., probablemente por incluir Gnicamente pescado en la
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evaluacion, mientras que el estudio de la Comunidad Valenciana se incluy6

también mariscos.

Para los productos lacteos, se encontraron niveles méas altos en
Alemania (Schwarz et al., 2014) 1.17 pg WHOws-TEQ g*' y Francia
(Feinberg et al., 2011)1.4 pg WHO-TEQ g p.f., conviene recordar que el
grupo de los productos l&cteos es uno de los mas consumidos en Francia.

4.3.2. Evaluacion de la exposicion dietética a dioxinas

El Gltimo informe de la EFSA sobre los riesgos para la salud humana
relacionados con la presencia de PCDD/Fs y dI-PCBs en alimentos
publicado el pasado afio (EFSA, 2018b), concluyé que la exposicion
alimentaria a estas sustancias es un problema de salud para la poblacidn
europea; y por ello, estableciéo una nueva IST para estos compuestos en
alimentos: 2 pg TEQ kg' p.c. semanal. Este valor de referencia
toxicologico es 7 veces mas bajo que la IST establecida por el antiguo SCF
en 2001 (SCF, 2001), e intenta conseguir asi una mayor proteccién contra
los efectos observados en los distintos estudios realizados en humanos; tales
como, una menor proporcion sexual de hijos a hijas, niveles mas altos de
hormona estimulante del tiroides en recién nacidos y defectos del esmalte en
el desarrollo de los dientes (EFSA, 2018b).

Este informe publica también los datos de exposicion procedentes
de los 23 paises europeos incluidos en la evaluacion, indicando una
considerable superacion del nuevo nivel tolerable en todos los grupos de
edad. Los valores minimo y méaximo de ingesta media semanal en el

escenario UB para nifios, adolescentes y adultos fue de 4.8-18, 2.1-10.5 y
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2.9-9.1 pg WHOs-TEQ kg p.c. semana’?, respectivamente. Estos valores de
exposicion son superiores a los obtenidos en el estudio de la Comunidad
Valenciana en el escenario UB y empleando una metodologia probabilistica,
1.58- 2.76 pg TEQ kg'p.c. dia’ para adultos y nifios, respectivamente.
También fue superior la ingesta media estimada (UB) en el anterior estudio
Ilevado a cabo en nuestra region (Marin et al., 2011), 2.86 -4.58 pg WHOggs-

TEQ kg™ p.c. dia’* para adultos y nifios, respectivamente.

Cuando se realiza una comparaciéon de niveles de PCDD/Fs y dI-
PCBs procedentes de distintos paises, conviene tener en consideracién que
los distintos estudios de evaluacion de la exposicion pueden emplear
distintas metodologias, fuentes de datos de consumo, limites de deteccion o

EQT para expresar los resultados.

Para la poblacion adulta, en Malasya (Leong et al., 2014) se obtuvo
un valor medio de ingesta (UB) ligeramente inferior, 0.89 pg WHOes-TEQ
p.c. dial, probablemente por la evaluacion de sdlo 5 tipos de pecados en
lugar de 77 alimentos tomados en la Comunidad Valenciana. Inferiores
también fueron las IDE reportadas en Turquia (Kilic et al., 2011) y China
(Shen et al., 2017), 0.509 pg WHO-TEQus kg p.c. dia® y 0.73 pg WHOgs-
TEQ kg p.c. dia, respectivamente. En este Gltimo estudio en China, para
los consumidores de alimentos procedentes de regiones proximas a plantas
de reciclaje de productos electrénicos, el valor de IDE fue superior, 8 pg
WHOs-TEQ p.c. mes™?, se puede apreciar aqui el mayor riego potencial que
presenta un grupo de consumidores, como consecuencia de las emisiones de

estas sustancias al medio ambiente.
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En Japon (Tsutsumi et al.,, 2001), la ingesta media estimada
(LB/MB) fue superior a la obtenida en la Comunidad Valenciana 2.25/3.22
pg WHO-TEQ kg* p.c. dia' , probablemente por el alto consumo de
pescados y mariscos en esta region, siendo superior incluso a la de otros
grupos de alimentos (MHLW, 1997). Aunque sea inferior al valor de
referencia semanal establecido en Japon, 4 TEQ kg! p.c. diat
(Environmental Agency and MHW of Japan, 1999) es superior al nuevo

valor de referencia establecido por el panel de contaminantes de la EFSA.

Para la poblacion de los nifios, en el escenario UB, la ingesta media
estimada en el estudio de la Comunidad Valenciana, fue de 2.76 (2.5-3) pg
TEQ kg? p.c. dia. En Finlandia (Karjalainen et al., 2012), se alcanzaron
valores superiores para el mismo escenario en el nivel maximo de IDE (min-
max) 0.1-12.8 pg WHOs-TEQ kg? p.c. dia™l. Hay que tener en cuenta que
el rango de edad para la poblacion de los nifios en este estudio fue de 1 a 6
afios mientras que en el de la Comunidad Valenciana fue de 9 a 15 afios. En
ambos estudios un grupo de la poblacion de los nifios superaria el nuevo

valor de IST, un grado mayor en el caso de Finlandia.

Los principales contribuyentes a la exposicién de PCDD/Fs y dl-
PCBs a través de la dieta en la poblacion adulta de la Comunidad
Valenciana son el pescado y productos de la pesca. Al igual que en China
(Shen et al., 2017), Francia, (Feinberg et al., 2011), Japdn, (Tsutsumi et al.,
2001) y el informe de la EFSA del pasado afio (EFSA, 2018b).

Sin embargo, para la poblacion de los nifios, los principales
contribuyentes fueron la leche y los productos lacteos, este resultado puede

ser debido al elevado consumo que presenta este grupo de alimentos (9.94 g
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kg™p.c. diat) en la poblacion infantil, respecto a otros grupos de alimentos,
como por ejemplo el pescado (0.81 g kglp.c. dia™).

4.3.3 Caracterizacion del riesgo a la ingesta dietética a dioxinas

Los valores de IDE obtenidas para los dos subgrupos de poblacion
en el estudio de la Comunidad Valenciana, fueron comparadas con el
anterior valor de referencia semanal, empleando una metodologia
probabilistica. De tal manera que, se pudo conocer la distribucién de la
exposicion a PCDD/Fs y dI-PCBs en la poblacion y el porcentaje de la
misma, que podria estar en riesgo a la exposicién dietética a PCDD/Fs y dI-
PCBs.

En el escenario UB, un total de 22% de adultos y 58% de nifios de la
poblacién de la Comunidad Valenciana, podrian estar en riesgo a la
exposicion de PCDD/Fs y dI-PCBs a través de la dieta. No obstante, cuando
hablamos en términos de riesgo para estas dos subpoblaciones, estos
resultados conviene interpretarlos con cautela. Hay que recordar, por un
lado, que el escenario UB emplea supuestos que conducen a una
sobrestimacion de la exposicion; y por otro, el potencial del bioensayo DR
CALUX® para detectar todos los compuestos con afinidad AhR, ademas de
otras moléculas, conduciendo todo ello también a una sobrestimacion de la
exposicion. Por ultimo, como ya es sabido en la caracterizacion del riesgo a
dioxinas, segun el valor de referencia toxicolégico que se emplee, los
resultados del riesgo también pueden aumentar o disminuir para la

poblacién.
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La exposicion a dioxinas a través de la dieta en distintos grupos de
poblacion de la Comunidad Valenciana, al igual que en el resto de paises
europeos que participaron en el Gltimo estudio de la EFSA, sigue siendo un
problema de salud pablica hoy en dia. Es tarea de la Comision Europea y los
Estados miembros de la UE discutir las medidas de gestion de riesgos,
siguiendo el asesoramiento cientifico de la EFSA, para garantizar un alto
nivel de proteccion al consumidor (EFSA, 2018b).
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1. En la evaluacion de la exposicion en la poblacion de la
Comunidad Valenciana a residuos de plaguicidas organofosforados,
carbamatos y piretroides a través del consumo de frutas y verduras, se
obtuvieron valores de ingestas diarias estimadas (IDEs), en el escenario
pesimista, entre 0.03 - 0.45 pg kg? p.c. dia™; siendo el tomate el alimento
que mas contribuy6 a la exposicion a residuos de plaguicidas. Estos valores
son inferiores a las ingestas diarias admisibles (IDAs) para estos

compuestos, que se encuentran entre 1 - 30 pug kg™ p.c. dia™.

2. La evaluacion de la exposicion de los habitantes de la
Comunidad Valenciana a nitratos a traves del consumo de vegetales, reveld
valores de IDEs, en el escenario pesimista, entre 0.3 - 0.4 mg kg™ p.c. dia’;
siendo la lechuga el alimento que mas contribuyé a la exposicién a nitratos.
Estos valores son muy inferiores a la IDA establecida para nitratos que se

sitia en 3.7 mg kg p.c. dia™.

Hasta el 0.8% de adultos y 1.4% de nifios, podrian estar en riesgo a
la exposicién a nitratos a través de la ingesta de vegetales, en el escenario
pesimista segin el método probabilistico, en el que estarian incluidos los

consumidores extremos de productos vegetales.

3. En la evaluacion de la exposicion en la poblacion de la
Comunidad Valenciana a dioxinas, furanos y policlorobifenilos similares a
dioxinas (dI-PCBs) a través de la dieta, se obtuvieron valores de IDEs, en el
escenario pesimista, entre 1.6-2.8 pg EQT (equivalentes toxicos) kg? p.c.

dial. Los valores que superaron la Ingesta Semanal Tolerable (IST)
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establecida en 14 pg EQT kg* p.c. semana’, correspondieron al grupo de
poblacion de menor edad. La poblacién adulta, también superd este valor en

el mismo escenario y percentil 90 de exposicion, con 3 pg EQT kg pc dia™.

Los pescados y productos de la pesca fueron los alimentos que mas
contribuyeron a la exposicion a dioxinas, furanos y dI-PCBs en la poblacion
de los adultos; y la leche y los productos lacteos, en la poblacién de los
nifios.

Hasta el 22.4% de adultos y 58.5% de nifios, podrian estar en riesgo
a la exposicion a dioxinas, furanos y dI-PCBs a través de la dieta, en el

escenario pesimista segun el método probabilistico.

4. Se debe continuar con los programas de vigilancia a
contaminantes quimicos en alimentos, y proponer recomendaciones
dietéticas a las poblaciones que presentan un riesgo potencial de exposicion
a nitratos, dioxinas, furanos y dI-PCBs a través de la dieta.
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In the present study, the chronic cumalative exposure to organoghospharus (OFs), carbamates (Cls) and
pyrethiraid and pyrethrin (FRs) pesticides in the region of Valencia through fruic and vegetables oon-
sumption is presented. A total of 732 samples and 84 pesticides were studied of whicdh, 52 were OPs, 23
CHs andd 9 PP, Residue data were deived from the Valencia Begion monitoring program 200720011 and
food consumption bevels from 2 questionnaire-bas=d distary survey conducted in 5010 in the same 2rea.
The relative patency Faorar (RPFS) approach was used [ estimane chronic cumulative Gietany exposune 6
OPs, CBs amd PPs using acephate, axamyd and deltamethrin as index compounds, respectively. The
CXQOSUNE Was estimared using a dererministic appraach and rwo scenarios wens assumed for el
censongd results: the lower-bound (LE) scenaries in which unquantified resulis [below the Bmit of
guantification {LOQY) were s=t to zero and the upper-bound [UB) scenana, in which unguantified results

EPF approach were ST 1 the L0, Resalrs demanstrane thar the chrones expasure of the young [<16 years] and acult
Wigetables [=16 years) population to pesticdes through fruits and wegetables is under contral [even at high ar
Fros Frequent consumption of fruits and vegetables) for the three groups of pestcides,

& 2016 Elsevier Lt All rights reserved.
1. Introduction o ensure that such residues in food donot present an unaccepiable

Pesticides are used before and after harvest te protect orops
from infestation by pest and plant diseases, The use of pesticides in
the Ewrepean Union (EL] is intensive. Drly in 2000, pesticide-active
ingredient consumption in the EU was abowat 208000 tons
{including insecticides, fungicides and herbicides), of which 19%
{about 35000 tones] had their origin in Spain (AEPLA, 2009],
Valencia is the second most important agriculiural area in Spain
and ane of the regions with the highest pesticide use, 12,0% of the
mational tesal in 2009 (ECPA, 2010). One possible consequence of
pesticide wse is the presence of their residues in treated com-
maodities and eventually in the food chain, [t is therefore necessary
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risk for consumers, due to the fact that pesticides are hiologically
active compounds with a component-specific inherent toxicity.
Although pesticide exposure can occur through different routes,
such a5 inhalation, dermal exposure and dietary and non-dietary
intake, food has been recognized as the main exposure mute o
pesticide residues for consurners net working with pesticides
{Juraske et al., 2004), According to the World Health Organization
(TWHD, food consumption consists on average of 30% of fruits and
vegetables (WHO, 200%] and it is well known that fruits and veg-
efables are more contaminated by pesticides than products of an-
irnal origin (Clasys er al. 2011). In additson, fruits and vegetables
are frequently consumed raw or semi-processed and as 2 conse-
guence it is expected that they contain higher pestichde-residue
leweds than other food groups of plant origin such as cereals,

To evdluate food safety, exposure needs o be assessed and
compared to health safety limits or toxicological endpaing values,
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This study was carried out to determing current bevels of nitrate in vegetzbles marketed in the Region of
Walencia [Spain] amd taestimane the taicalogical risk assaciated with their intake, A rotal of 533 samples
of seven vegetable speces were studied, Mitrae levels were derived from che Valenda Region mani-
paring programme carried out from 2008 to 2013 and food consumption levels were taken from the first
Walencia Food Corsumprion Survey, oonducted in 2010, Th exposune was estimared using a probabilistic
approach and bwo scenarios were assumed far beft-censored data: the lower-bound scenaria, in which
unquanrified resules (Debow the [Bmin of quantifcation ) wene sel 1o 2ero and the upper-bound soenario, in
which unguantified results were set to the limit of quantification walue. The exposure of the Valencia
consumers to mitrate through the consumprion of vegetable products appears ta be relagively low. in the
adult popailation {16-95 years) the P99 was 313 me kg ' body weight day " and 315 mg kg body
weight day " in the lower bound and upper bound scenaria, respectively. On the other hand, for young
people (615 years) the PO9.S of the exposure was 420 mg kg | body weight day ' and 440 mg kg '
body weight iy inthe loswer boand and upper bound scenanio, respectively, The risk charactenisation
irdicates that, under the upper bound scenarsa, 0.79% of 2dulis and 1.3%% of young people can exceed the
Acceptabie Daily Incake of nitrare. This percentage could join the vepetable extreme consumers (such as
vegetanians) of vegetables. Overall, the estimanced exposunes o nimrane fram vegenabies ant unlikely o
result in apprecizble health risks.

2015 Elsevier Lud, All rights reserved

1. Introduction

wentified by the Ewropean codes E-251 and E-252 (European
Commission, 2011a).

Nitrate is a common compound in nature that is part of the
nitragen cycle. It can be found in seil, surface and underground
water as well as in biomass. In addition, nitrate is currently used a5
a fertilizer in agriculture, which has allowed a significant increase
in world food production (Mosier et al, 2005 As a conseguence,
high levels of nitrate can be accumulated in plants-wegetables
{European Food Safery Authority (EFSA) 2013} Furthermore, ni-
trates are also authorised as additives in the food industry
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Human expasure o mitrate is mainly exogenous through the
consumption of vegetables, and o a lesser extent through water
and authorised additives used inthe preservatbon of meat products.
For nitrates, the major part of the daily intake in foodstuffs is
related o vegerable consumption (EFSA, 2008) due to the elevated
mitrate accumallation capacity of these products, Higher levels of
nitrare tend o be found in leaves wheneas lower levels ooour in
seeds or tubers, As a consequence, beafy crops such as lettuoe and
spinach generally have higher nitrate concentrations (EFSA, 20131

Although nitrate is relatively non-toxic below maximom levels
[MLs), it= metabolites such &5 nitite, nitic oxide and N-nitroso
compounds, make nitrate of regulatory importance because of their
potentially  adverse health  implications  such  as
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ABSTRACT
Dietary exposure of the Valencia Region population to palychlorinated dibeazo-p-dicsding
[PCOD). polyehlorinated dibereofurans [PCOFs) and PCBs was assessed in the Region of
Valencia in 2070-2011. A total of 7700 food samples were collected. Qecurrence data were
combined with consumption data to estimate distary exposure in adults [=15 wears of agel
and young peagle 6-15 vears of agel. The estimated intake was caleulated by a probabilistic
apmraach, Average intake levels (upper-baund scenarinl were 158 and 276 pg toxic equivalent
[TEQ kg ' bady weight (ow) day ' for adults and young peesl, respectively, These average
intakee are within range of the tolerable daily intake of 1-4 pg WHOTEQ kg’ bw day’
recammended by WHO, and sightly abave the talerable woekly intake (TWI) of 14 pg TEQ kg ™"
bw werk ™" and the Pravisional talerable monthly intake of 70 pg TEQ kg™' bw manth™" st by
the Seientific Committee an Fond and the Jaint FADAWHD Expert Committee an Food, respes-
tively. These results shaw that the contamination levels in fond and therefare the expasure of the
general populatisn to PCOD/Fs and PCAs have declined in this megion and therefane show the
efficiency of the Eurcpean risk-management measures, In terms of risk characterisation, the
results showed that, under the upper-bound scenaris, 220 of the adult and 5% of the young
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peaple population could meceed the TWI.

Introduction

Polychlorinated dibenzo-p-dioxins (PCDDs), poly-
chlorinated dibenzofurans {PCDFs) and PCBs are
Persistent Organic Pollutants (POPs) of great con-
cern because of their toxicity and tendency to bioac-
cumulate through the food chain, [t has been found
that chronic exposure of humans to PCDDS, PCDFs
and dioxin-like PCBs (DL-PCBs) causes serious
adverse health effects including reproductive and
developmental effects, neurological and behavioural
effects, dermal toxicity, inmunomodulatory and car-
cinogenic effects (Van den Berg et al. 1998; WHO
1998; Birnbaum and Tuomisto 2000; ATSDR 2002;
Bencko 2003; Hays and Aylward 2003; Steenland
et al. 2004). Increased risk of diabetes owing to
dioxin exposure has also been reported (Fujivoshi
et al. 2006).

Among the PCDDVEs, 17 congeners tend to accu-
mulate through the food chain, especially in animal
fats and products. Regarding PCBs, 12 congeners are
known as DL-PCBs because they share the same
mechanism of action with the 17 toxic PCDDVEs
(Sirot et al. 2012): binding with and activating the
aryl hydrocarbon cellular receptor (AhR) involved in
the cellular response (EFSA 2003). The other PCBs are
known as non-dioxin-like PCBs (NDL-PCBs), as their
toxicological mechanism is different from the Ah
receptor-mediated  pathway of DL-PCBs. A toxic
equivalence factor (TEF) has been assigned to these
17 PCDIVFs and 12 DL-PCBs in order to compare
their toxicity with 2,3,7.8-tetrachlorodibenzo-p-
dioxin {2,3,7.8-TCDD), classified as probably carci-
nogenic to humans (group 2A), allowing the toxicity
of a complex mixture to be expressed in the same unit,
the toxic equivalent (TEQ).
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Relative potency factor (RPFs) used for the cumulative exposure
calculations

The RPFs used in this study are shown in Table 1.

Table 1. Relative potency factors (RPFs) for the pesticides studied

NOAEL BMD? Specie and

(mg/kg)  (mg/kg) type of AChE Source RPF
Organophosphorus
Azinphos-methyl 0.86 Rat/brain EPA 2006 1.15
Cadusafos

Chlorpyrifos 1.48 Rat/brain EPA 2006 0.67



NOAEL BMD? Specie and Source RPE

(mg/kg) (mg/kg) type of AChE
Chlorpyrifos-methyl 16.2 Rat/brain EPA 2006 0.06
Dimethoate 0.25 Rat/brain EPA 2006 3.96
Malathion 313.91 Rat/brain EPA 2006 0.00
Parathion-methyl 0.67 Rat/brain EPA 2006 1.48
Phenthion 0.24 Rat/brain EPA 2006 4.13
Phosalon 6.93 Rat/brain EPA 2006 0.14
Phosmet 3.56 Rat/brain EPA 2006 0.28
Pyrazophos 2.1 Rat/brain JMPR92° 1.19
Pyrimiphos-methyl 2.25 Rat/brain EPA 2006 0.44
Trichlorphon 31.74 Rat/brain EPA 2006 0.03
Carbamates
Carbaryl 1.58 Rat/brain EPA 2007 0.12
Carbendazim
Carbofuran 0.1 Rat/brain EPA 2007 1.19
Chlorpropham
Diethofencarb
Fenoxycarb
Formethanate 0.11 Rat/brain EPA 2007 1.64
Iprovalicarb
Methiocarb 131 Rat/brain EPA 2007 0.14
Methomyl 0.36 Rat/brain EPA 2007 0.38



NOAEL BMD? Specie and Source RPE
(mg/kg) (mg/kg) type of AChE
Oxamyl 0.18 Rat/brain EPA 2007 1
Pirimicarb 11.96 Rat/brain EPA 2007 0.02
Thiophanate-methyl
Pyrethrins/ pyrethroids
Bifentrin 14.3 Rat/brain EPA 2011 1.01
Ciflutrin 12.6 Rat/brain EPA 2011 1.15
Cipermetrin 76.3 Rat/brain EPA 2011 0.19
Deltametrin 14.5 Rat/brain EPA 2011 1
Esfenvalerate 40.5 Rat/brain EPA 2011 0.36
Fluvanilate 14.5 Rat/brain EPA 2011 1
Lambda-Cyhalothrin 8.9 Rat/brain EPA 2011 1.63

NOAEL: No-observed adverse effect levels for AChE inhibition based on the consideration

that more than 20% AChE inhibition is adverse.

BMD: benchmark dose.

aTo calculate the RPFs a benchmark dose at which acetylcholinesterase activity was
reduced by 10% has been used for OP and CBs; a benchmark dose at which

acetylcholinesterase activity was reduced by 20% for PPs.

®The JMPR references refer to the "Pesticide Residues in Food" reports of the respective

year available at www.fao.org/ag/agp/AGPP/Pesticid/a.htm
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Reagent and standard solutions

Nitrate calibration standard solutions were prepared from certified
commercial standard solutions (Merck, Darmstadt, Germany) by dilution in
water and stored in capped amber vials at 4 °C. Concentrations of the
calibration standards ranged between 0.5-100 pg mL™. Water was Milli-Q
water from a Millipore purification system (Millipore, Bedford, MA, USA).
Borax was supplied by Panreac (Barcelona, Spain). Carrez | and Il were
purchased from Scharlau (Barcelona, Spain). Methanol, monopotassium

phosphate and dipotassium phosphate were of high analytical grade (Merck,



Darmstadt, Germany). Nitrate reference test materials were provided by
CSL (Central Science Laboratory, York, UK)

Sample treatment

Before testing, any inedible parts were removed. The whole samples
were quartered, grinded and homogenized (Ultra-Turrax TR-50, Germany).
An analytical aliquot of approximately 5 g was weighed. The subsample
was transfer into a 200 mL volumetric flask and about 150 mL of water and
5 mL of borax solution were added. The whole content was shaken and after
15 minutes in warm water, 2 mL of Carrez | and 2 mL of Carrez Il were
added. The mixture was then brought to volume and filtered into a 250 mL
Erlenmeyer flask through a 0.45 um pleated filter.

An SPE column (C18/1g, Sep-Pak®, Waters Corporation, Milford,
Massachusetts, USA) was activated with 5 mL methanol and 5 mL Milli-Q
water. A total of 4 mL of the filtered sample was loaded onto the column to
saturate it and the eluate was discarded; another 4 mL of the sample were
then passed through. Final extract was collected and filtered through 0.45

wum prior to the LC analysis.

Instrumental

The liquid chromatograph was an isocratic system equipped with an
ultraviolet (UV) diode array detector. Chromatographic separations were
performed at 30 °C on a Waters IC-PAK HC anion exchanger column (150
mm X 4.6 mm i.d., particle size: 10 um) using a 4.6 x 50 guard column of

the same phase (Waters Corporation, Milford, Massachusetts, USA). Mobile



phase was a 5 mM phosphate buffer, pH 6.5 (prepared from monopotassium
phosphate monohydrate, 0.0482%, and dipotassium phosphate heptahydrate,
0.0404%, in water) at a flow rate of 1.2 mL min™. The injection volume was
20 uL and the total run time of the chromatograms was 20 min. The UV

detector operated at 214 nm and a 200 to 400 nm spectrum was registered.

Method validation and analytical quality assurance (AQA)

The analytical method was validated in accordance with the
Regulation 882/2004/EC. Matrices such as leafy vegetables (lettuce and
spinach), roots (carrot), stem (potato) and inflorescence vegetables
(artichoke) were study during the method validation. The presence of
nitrates in these matrices made difficult the study of blank samples,
therefore, specificity was assessed by spiking the samples at different levels
of concentrations and checking the peak symmetry parameter at the
retention time of the analyte. The calibration standard curves were
constructed with peak areas of five different levels versus the nitrate
concentration in a range of 80-4000 mg NOs.kg?!. Mandel’s test was
applied to check linearity. Accuracy (as recovery) and precision
(repeatability and within-laboratory reproducibility as RSD; and RSDkg,
respectively) were determined by spiking each matrix at 80 mg.kg™, 2000
mg.kg? and 4000 mg.kg* (two replicates daily in five different days). Limit
of quantification was established as the lowest spiked level that fulfilled the
quantitative performance acceptability criteria of the method. Results are
shown in Supplementary Table 1.

All test batches were analysed under quality-assurance protocols,

including duplicate samples, reagent blanks, spiked samples, and certified



reference materials from FAPAS (Central Science Laboratory, Sand Hutton,
York, United Kingdom). The results of analyses of certified reference
materials were in good agreement with the reference values. The laboratory
participates regularly in laboratory proficiency testing provided by the

Central Science Laboratory (York, UK), with satisfactory z-scores.

Supplementary Table 1

Validation parameters of the analytical method

Parameter Nitrate

Specifity lettuce: no interferences
spinach: no interferences
potato: no interferences
carrot: no interferences
artichoke: no interferences

Linearity (r) 0.999
Limit of quantification (mg kg™) 80 mg kg'*
CV% (n=10) (intermediate precision) Repeatibility:

80 mg kg''(LOQ) = 8.9
2000 mgkg!=1.3
4000 mg kg'=1.7
Reproducibility:
80 mg kg''(LOQ)=1.9
2000 mg kg = 0.4
4000 mg kg*=0.3
Mean recovery (%) 80 mg kg! (LOQ)=92.4
2000 mg kg =96
4000 mg kg*=96.8
Measurement uncertainty (%) 80 mgkg! (LOQ)=19.4
2000 mg kg' = 5.8
4000 mg kg*=7.8

n: number of samples


http://www.sciencedirect.com/science/MiamiMultiMediaURL/1-s2.0-S0278691516303283/1-s2.0-S0278691516303283-mmc1.xlsx/271257/html/S0278691516303283/fecb05a9b436b4a2113a2f4af5f4fe6b/mmc1.xlsx
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Table S1. Consumption (g kg bw day) per food groups in the Region of Valencia

Adults >15 Young people (6-15 years)
Food group Mean % P95 % Mean % P95 %
Vegetable oils 0.30 0.97 0.86 0.65 0.49 0.94 1.50 0.68
Alcoholic
beverages 1.28 4.22 849 647 0.01 0.01 0.01 0.00
Non-alcoholic
beverage 2.73 8.98 1521 1159 4.0 7.87 2542 11.42
Meat and meat
products 1.99 6.56 949 723 450 8.64 2245 10.09
Cereal, pulses,
tubers. and nuts 2.63 8.64 1156 881 599 1150 26.61 11.96
Prepared dishes 0.62 2.03 317 242 179 343 1065 4.79
Sweeteners and
condiments 0.34 1.11 091 069 0.87 1.68 485 218
Vegetables and
fruits 5,58 18.36 30.85 2351 6.96 13.37 39.26 17.65
Eggs 0.35 1.15 1.63 125 0.63 1.21 3.46 155
Milk and dairy
products 3.69 1214 18.73 14.28 9.72 18.67 4472 20.10
Fish and seafood 0.77 2.53 238 181 0.84 1.60 3.11  1.40
Total 30.38 100 131.21 100 52.07 100 222,50 100




Table S2. Foods included in the total diet study, by food group

Food group

Foodstuffs

Vegetable oils (Vo)

Alcoholic beverages
(Ab)

Non-alcoholic
beverages (nAb)
Meat and meat
products (Meat)
Cereals, pulses, tuber
and dried fruits
(Cereal)

Prepared dishes (Pd)

Sweeteners and
condiments (Sc)
Vegetables and fruits

(V)

Eggs (Eg)
Milk and dairy
products (Milk)
Fish and seafood
(Fish)

Olive oil and sunflower oil
Wine and beer.

Soda and soft drinks, orange juice, multi-fruits juice

Chicken, pork, beef, lamb, rabbit, minced meat, sausages,
cured ham, cooked ham, cured sausage, foie-grass and offal.
Rice, industrial bakery, cornflakes, cookies, beans, white
bread, sliced bread, wholemeal bread, pasta, potatoes, dried
fruits.

Pizzas, snacks, frozen prepared dishes and canned meals

Chocolate and cacao, sugar, salt and sauces and
mayonnaise

Spinaches and Swiss chard; lettuces; green beans; onions;
peppers; aubergine, zucchini and cucumber; carrots and
pumpkin; tomatoes; olives and pickles; cauliflower, cabbage
and broccoli; artichokes, celery and leek; mushrooms; coffee
and soluble coffee; oranges; apples and pears; sherry and
plum; melon and watermelon; banana; peach and apricot;
grapes.

Chicken eggs

Milk, cheese, yogurt, custards and smoothies, butter and
soybean products

Canned fish, tuna, squid and cuttlefish, sea bream and sea
bass, swordfish, shellfish, mussels, whitefish, salmon and
trout, sardine and anchovy, salting fish and smoked fish.

In black: Selected samples from CG-HRMS and CALUX comparison study



Table S3. Data sampling design

N° Food Ne° total N° total of composites

Food group items samples (or analysis)
Vegetable oils 2 200 20
Alcoholic beverages 2 200 20
Non-alcoholic beverages 3 300 30
Meat and meat products 12 1200 120
Cereals, pulses, tuber and nuts 11 1100 110
and dried fruits

Prepared dishes 4 400 40
Sweeteners and condiments 4 400 40
Vegetables and fruits 20 2000 200
Eggs 1 100 10
Milk and dairy products 6 600 60

Fish and seafood 12 1200 120
Total 77 7700 770

N° samples/food item =100
N° samples/composite =10

Table S4. Analytical performance of the method

Requirements

Internal validation

Procedural blank (<1pM)

Recovery certified reference material / fortified sample
IRM certified (1,52+0,24 pM DR CALUX® TEQ/well)
Apparent bioassay recovery (30-130%)

Supression signal test (>75%)

Reproducibility RSDR (<25%)

Repeatibility RSDr (<20%)

False compliant rate (<5%)

0,32 pM
91,45 % / 83,42 %
1,58 pM
95,91 %
118,81 %
12,6 %
10,33 %

0%




N TOWN N° SAMPLES
1 CASTELLON 7
2 VILLAREAL 4
B VALENCIA 16
4 LLIRIA 5
5 BURJASOT 14
6 XATIVA 13
7 REQUENA 4
8 ELDA 7
9 BENIDORM 8
10 ALICANTE 9
11 ELCHE 13
TOTAL 100

Figure S1 Geographic location and number of samples taken
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Figure S2 Comparison of the results of 55 samples including all food groups of
the present study obtained by CG-HRMS and






