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RESUMEN

Las setas se consideran alimentos saludables, ya que la energia que aportan es relativamente baja y
proporcionan proteinas de alto valor nutricional, minerales, vitaminas y una diversidad de compuestos
funcionales. Algunas especies de setas, sin embargo, pueden acumular elementos traza toxicos,
especialmente cadmio (Cd), mercurio (Hg), plomo (Pb) y arsénico (As). Los datos sobre estos
elementos se han obtenido en muestras frescas, tal y como se adquieren en el mercado o se recolectan.
Sin embargo, se carecen de datos sobre setas deshidratadas, cuyo consumo se ha incrementado en la
ultima década. Ademas las setas se consumen normalmente tras un cocinado, que altera la composicion
de la muestra; sin embargo se desconoce como afecta a los contenidos de elementos toxicos. Por otro
lado, hay que tener en cuenta que los carbohidratos son los componentes mayoritarios de este alimento
y que en la pared celular la mayor parte son carbohidratos no digeribles, resistentes a los enzimas
presentes en el tracto gastrointestinal humano. Este hecho plantea la cuestion de si realmente los
elementos traza toxicos existentes en esta matriz son extraidos durante el proceso de digestion y estan
disponibles para su absorcion intestinal, es decir, si estan bioaccesibles.

El objetivo del presente estudio es determinar los contenidos de Hg, Cd, Pb y As en setas
deshidratadas comercializadas en Espafia, determinar el efecto del cocinado y evaluar la
bioaccesibilidad de estos elementos en el producto listo para consumo. El analisis de todos estos
parametros permitira realizar una evaluacion de riesgo mas realista, al incluir en esta estimacion todos
aquellos factores que pueden influir en la cantidad del toxico que llega finalmente a la circulacion
sistémica y ejerce su efecto toxico.

Los resultados obtenidos muestran que los contenidos de Hg en Amanita ponderosa, Boletus edulis,
Marasmus oreades y Tricholoma georgii, asi como los contenidos de Cd en Amanita caesarea y
Tricholoma georgii superan los limites legislados. Este hecho indica que para algunas especies de setas
deshidratadas existen problemas de seguridad en lo que a estos metales pesados se refiere. El cocinado
solo reduce de forma relevante los contenidos de As en las muestras analizadas. Los contenidos de Hg,
Cd y Pb presentan reducciones inferiores al 20%. Sin embargo, para estos tres elementos la cantidad
bioaccesible es inferior al 40%.

Los datos in vitro muestran que tanto el cocinado (para el As) como la digestion gastrointestinal
(para el Hg, Cd y Pb) reducen las cantidades que cabria esperar que llegaran a la circulacion sistémica
tras la ingesta, si se considerase solo los contenidos del alimento crudo. La influencia de estos factores
deberia confirmarse in vivo, para asi demostrar que, aunque algunas de estas setas presentan valores
por encima de los limites legislados, tras su procesado y digestion, la cantidad del toxico que alcanza
la circulacion sistémica puede no ser relevante.

Palabras clave: setas, arsénico, cadmio, mercurio, plomo, cocinado, bioaccesibilidad
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ABSTRACT

Mushrooms are considered healthy foods, since the energy they provide is relatively low and they
contain proteins of high nutritional value, minerals, vitamins and a variety of functional compounds.
Some species of mushrooms, however, can accumulate toxic trace elements, especially cadmium (Cd),
mercury (Hg), lead (Pb) and arsenic (As). The data on these elements have been obtained in fresh
samples, as they are acquired in the market or collected. However, there is a lack of data on dehydrated
mushrooms, whose consumption has increased in the last decade. In addition, mushrooms are
consumed normally after cooking, which alters the composition of the sample; however, it is not well
known how it affects the contents of toxic elements. On the other hand, it must be taken into account
that carbohydrates are the main components of this food product and that in the cell wall most of them
are non-digestible carbohydrates, resistant to the enzymes present in the human gastrointestinal tract.
This fact raises the question of whether the trace elements in this matrix are actually extracted during
the digestion process and are available for intestinal absorption, that is, if they are bioaccessible.

The objective of this study is to determine the contents of Hg, Cd, Pb and in dehydrated mushrooms
marketed in Spain, determine the effect of cooking and evaluate the bioaccessibility of these
metals/metalloids in the product ready for consumption. The analysis of all these parameters will
permit a more realistic risk assessment, by including in this estimation all those factors that can
influence the amount of the toxic element that finally reaches the systemic circulation and exerts its
toxic effect.

The results show that the contents of Hg in Amanita ponderosa, Boletus edulis, Marasmus oreades
and Tricholoma georgii, as well as the contents of Cd in Amanita caesarea and Tricholoma georgii
exceed the legislated limits. This fact indicates that for some species of dehydrated mushrooms there
are safety problems as far as these heavy metals are concerned. The cooking process only reduces
significantly the contents of As in the samples analyzed. The contents of Hg, Cd and Pb have
reductions lower than 20%. However, for these three elements the bioaccessible fraction is less than
40%.

The in vitro data show that both cooking (for As) and gastrointestinal digestion (for Hg, Cd and
Pb) reduce the quantities that would be expected to reach the systemic circulation after ingestion, if
only the contents of raw food were considered. The influence of these factors should be confirmed in
vivo, in order to demonstrate that, although some of these mushrooms have values above the legislated
limits, after processing and digestion, the amount of toxic element that reaches the systemic circulation
may not be relevant.

Keywords: mushrooms, arsenic, cadmium, mercury, lead, cooking, bioaccessibility
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1. INTRODUCCION

Los habitos alimentarios saludables estan cada dia mas extendidos en la poblacion; hecho que ha
aumentado considerablemente el consumo de determinados productos. Las setas constituyen uno de
estos alimentos. El Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente (MAGRAMA) indica
en su informe del consumo de alimentacion en Espaifia del afio 2014, que los hogares espafioles han
aumentado progresivamente el consumo de setas y champifiones frescos; un 23% en 2012 y un 6.7%
en el primer trimestre del 2013 (MAGRAMA, 2014). El consumo en Espaifia esta proximo al de otros
paises europeos; por ejemplo, en Polonia se estima una ingesta media de 6.4 g/dia (Falandysz et al.,
2003). Aunque no existen datos de consumo de setas deshidratadas, diferentes documentos muestran
una tendencia similar a la de las setas frescas. Segliin informa el Centro para la Promocion de las
Importaciones desde paises en vias de desarrollo (CBI), el consumo europeo aparente de setas
deshidratadas aument6é de €158 millones en 2010 a €177 millones en 2014, siendo los paises mas
consumidores Francia, Italia y Alemania (CBI, 2016).

Las setas se consideran alimentos saludables, ya que la energia que aportan es relativamente baja,
alrededor de 360-419 kcal/kg, y sin embargo proporcionan proteinas de un valor nutricional mayor
que el resto de plantas y ademas son importantes fuentes de minerales (Kalac¢, 2013) y compuestos de
alto valor biolégico como acidos grasos poliinsaturados, compuestos fenolicos, tocoferoles, acido
ascorbico y carotenoides (Reis et al., 2012). Adicionalmente hay que mencionar que se trata de
alimentos considerados importantes fuentes de fibra dietaria. Esa fibra esta constituida principalmente
por fibra insoluble (quitina y f-glucanos), siendo la cantidad de fibra soluble normalmente inferior al
10% de la materia seca. Son, por tanto, alimentos que presentan numerosos compuestos bioactivos,
algunos de los cuales son antibacterianos, activadores del sistema inmune y reductores del colesterol,
entre otras propiedades (Valverde et al., 2015). Segun indican estudios previos, el secado que se aplica
a las setas para la obtencion del alimento deshidratado no supone pérdidas importantes del valor
nutricional del alimento. Reid et al. (2016) muestran como este proceso concentra significativamente
las cantidades de compuestos fenolicos, carbohidratos y proteinas, debido a la pérdida de humedad.

Algunas especies de setas, sin embargo, pueden acumular altas concentraciones de ciertos metales
(mercurio, cadmio, plomo) y metaloides (arsénico). Atendiendo a los datos reportados en la
bibliografia, en numerosas ocasiones las concentraciones de estos elementos exceden los limites
establecidos, aunque las setas procedan de zonas no contaminadas (Falandysz y Borovicka, 2013). El
mercurio y el cadmio han sido posiblemente los elementos traza toxicos mas ampliamente
investigados, debido a que en general son los que presentan unas concentraciones mayores. Los
estudios realizados han permitido conocer que las setas actian como bioacumuladores de estos
elementos toxicos desde el suelo, con factores de bioconcentracion [seta/suclo] que llegan a alcanzar
valores de 210 para el mercurio (Falandysz et al., 2014) y 1400 para el cadmio (Melgar et al., 2016)
respectivamente.

Los contenidos de cadmio y mercurio son principalmente dependientes de la especie de seta y del
tipo de cultivo. Los contenidos de ambos metales son considerablemente mas bajos en los hongos
cultivados que en las mismas especies silvestres. Este hecho no se debe sélo a la diferente composicion
del sustrato y su nivel de contaminacion, sino también a la edad del micelio, que puede existir durante
varios afios en la naturaleza, mientras que solo existe durante varios meses en una planta de cultivo.
Estos elementos se acumulan en el sombrero, que presenta normalmente contenidos superiores a los
encontrados en el pie de la seta (Falandysz, 2014). Entre las setas comestibles recolectadas en areas
no contaminadas, los géneros Boletus, Macrolepiota, Agaricus y Lepista son los que presentan
mayores concentraciones de mercurio. Habitualmente superan 1 mg/kg peso seco (ps) y se han descrito
valores que alcanzan 20 mg/kg peso fresco (pf) (Kala¢ y Svoboda, 2000). Los escasos estudios de
especiacion han puesto de manifiesto que la forma inorganica de mercurio es la predominate en este
tipo de alimento (Ruiz de Cenzano et al., 2016). El género Agaricus es también el que presenta las
concentraciones mas elevadas de cadmio. Svoboda et al. (2000) analizan 25 especies de setas,
encontrado para la mayoria de estas muestras valores entre 0.5-5 mg/kg ps, excepto para las del género
Agaricus, cuyas concentraciones oscilan entre 5-50 mg/kg ps. Las concentraciones de mercurio y
cadmio se elevan en zonas contaminadas. Collin-Hanssen et al. (2002) reportan en muestras de Boletus



edulis procedentes de las inmediaciones de una fundicion de zinc contenidos de cadmio de hasta 126
mg/kg ps. Las muestras de setas de la especie Suillus grevillei cultivadas en un area contaminada por
la emision de la mineria y el procesamiento de minerales presentan contenidos de 53 mg de
mercurio/kg ps (Arvay et al., 2014).

La evaluacion de los contenidos de arsénico en setas no ha sido tan extensa. El valor mas alto (224
mg/kg ps) ha sido hallado en Laccaria vinaceoavellanea recolectada en China (Zhang et al., 2015).
Asumiendo una humedad del 90% en setas (Falandysz et al., 2014), este valor equivaldria a 22.4 mg/kg
producto, un contenido muy superior a los hallados frecuentemente en otros organismos terrestres y
acuaticos, incluso de origen marino. Estos niveles son habituales en el género Laccaria, como muestran
los datos obtenidos para Laccaria amethystina de distintas procedencias (77-206 mg/kg ps) (Larsen et
al., 1998; Slekovec e Irgolic, 1996; Vetter, 2004; Zhang et al., 2015). Se ha sugerido que factores como
el tamafio y longevidad de los ejemplares recolectados, parte de la seta analizada (sombrero o pie),
niveles de arsénico en el suelo y propiedades del mismo (Slekovec e Irgolic, 1996) son determinantes
en el contenido de arsénico en la seta. Los factores de bioconcentracion no son tan elevados como los
evidenciados para mercurio y cadmio, incluso en muchos casos son inferiores a la unidad (Slekovek e
Irgolic, 1996). Los datos de la especiacion han revelado que en este tipo de producto vegetal pueden
existir una amplia variedad de formas arsenicales organicas e inorganicas (Nearing et al., 2014). La
forma inorganica, la mas toxica de las presentes en alimentos, puede llegar a constituir la especie
mayoritaria (Llorente-Mirandes et al., 2014; Nearing et al., 2014).

El plomo se ha considerado el tercer metal pesado en orden de abundancia en las setas después del
mercurio y el cadmio. Los parametros que rigen la acumulacion de este metal en las setas son los
mismos que los descritos para el resto de elementos traza tdxicos. Los estudios de hace una o dos
décadas demostraron claramente la relacion entre las concentraciones de plomo en setas y la
contaminacion del suelo debida al trafico, existiendo una relacion directa entre estos parametros
(Jorhem y Sundstrom, 1995). Los datos obtenidos en los tltimos estudios sobre contenidos de plomo
en setas muestran valores mas bajos, normalmente inferiores a 4 mg/kg ps (Seyfferth et al., 2016; Keles
et al., 2017). Kala¢ y Svoboda (2000) identifica las especies Lycoperdon perlatum, Macrolepiota
rhacodes y Lepista nuda como grandes acumuladoras de este metal.

Todos los datos expuestos con anterioridad hacen referencia a setas frescas, no existiendo datos
sobre los contenidos de estos elementos traza en muestras de setas deshidratadas. Los analisis de
componentes mayoritarios no indican importantes pérdidas durante el secado, sino mas bien de una
concentracion de los nutrientes. Por tanto, el deshidratado podria conllevar la concentracion de los
metales y metaloides acumulados por la planta. Es por tanto necesario realizar una evaluacion detallada
de los contenidos de los elementos traza toxicos mas reportados en el producto fresco para determinar
el riesgo derivado del consumo de setas deshidratadas.

Por otro lado, la evaluacion del riesgo asociado a la ingesta de estas setas se ha llevado a cabo en
base a los contenidos de estos elementos en el alimento tal y como se comercializa. Sin embargo, se
ha evidenciado que, tras el cocinado, estos contenidos pueden disminuir considerablemente (Cibulka
et al., 1999; Svoboda et al., 2002). Los escasos estudios al respecto indican una disminucion del
mercurio, plomo y cadmio en muestras hervidas o con tratamientos a temperaturas similares a las de
la fritura. Por ello, es necesario evaluar los contenidos de las setas deshidratadas también tras ser
sometidas al proceso habitual de coccion con el fin de realizar una evaluacion mas realista del riesgo.

Finalmente, hay que tener en cuenta que los carbohidratos constituyen los nutrientes mayoritarios
en setas (35-70% ps) y que en la pared celular la mayor parte son carbohidratos no digeribles,
resistentes a los enzimas digestivos humanos (Cheung, 2013). Este hecho plantea la cuestion de si
realmente los elementos traza toxicos existentes en esta matriz son extraidos durante el proceso de
digestion y estan disponibles para su absorcion intestinal, es decir si estan bioaccesibles. Los estudios
de bioaccesibilidad de metales/metaloides en setas se limitan a un trabajo realizado por Sun et al.
(2012), en el que se pone de manifiesto que sdlo un 50% del Cd presente en la seta cocinada esta
disponible para la absorcidon. Ademas de la resistencia a los enzimas, la baja bioaccesibilidad en setas
puede deberse a otros componentes que se liberan de la matriz durante la digestion y que pueden
reducir la solubilidad del metal/metaloide por la formacion de complejos insolubles. El efecto de los



componentes de la dieta sobre la bioaccesibilidad de elementos traza toxicos se ha puesto de manifiesto
previamente en algunos productos alimentarios (Jadan-Piedra et al., 2016). Es necesario, por tanto,
llevar a cabo estudios al respecto para incrementar el conocimiento existente y determinar si realmente
es necesario incluir estos aspectos (transito del alimento por el lumen y componentes de la dieta) en
las evaluaciones del riesgo asociado a la ingesta de este producto alimentario.

2. OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo es evaluar el riesgo asociado a la ingesta de mercurio, cadmio, plomo
y arsénico a través de setas deshidratadas comercializadas en Espafa. Para alcanzar este objetivo
general se plantean los siguientes objetivos especificos:

1. Evaluacion de los contenidos de mercurio, cadmio, plomo y arsénico en setas deshidratadas y
comparacion con las legislaciones existentes.

2. Evaluacion de los contenidos de mercurio, cadmio, plomo y arsénico en setas deshidratadas tras el
cocinado para determinar el efecto del mismo sobre el riesgo asociado y evaluar las ingestas derivadas
del consumo.

3. Evaluacion la cantidad de mercurio, cadmio, plomo y arsénico disponible para la absorcion tras la
digestion (bioaccesibilidad) de las setas deshidratadas para determinar el papel de este proceso en el
riesgo del producto alimentario y evaluar los factores que pueden influir en su bioaccesibilidad.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Muestras de setas

Se analizaron muestras de setas deshidratadas (n=37) de 11 especies diferentes adquiridas en
establecimientos de Espafia (Tabla 1). Las especies que presentaron los contenidos mas elevados de
los elementos traza toxicos de interés se seleccionaron para determinar el efecto del cocinado y evaluar
la bioaccesibilidad.

Nombre cientifico

Nombre comun

Amanita caesarea

Huevo de rey

Amanita ponderosa

Gurumelo

Boletus edulis

Hongo seco o Boleto

Canthaerellus lutescens

Angula de monte amarilla

Canthaerellus tubaeformis

Angula de monte marrén

Hydnum repandum

Pie de mouton

Lactarius deliciosus Niscalo
Lentinula edodes Shiitake
Lepiota procera Parasol

Marasmius oreades Senderuela

Tricholoma georgii Perretxico

Tabla 1. Muestras de setas analizadas.




Las muestras de setas deshidratadas se dividieron en dos porciones. La porcion destinada al analisis
del producto crudo se homogenizo y se almacend a 4 °C hasta el momento de su analisis. En la porcion
destinada a ser cocinada se aplicé el tratamiento culinario indicado por el fabricante (introduccion del
producto en agua caliente durante 8-10 minutos) sin la adicion de ingredientes. Tras su
homogenizacion se almacend a -20 °C hasta el momento del analisis.

3.2. Método estatico de digestion gastrointestinal in vitro para la estimacion de la
bioaccesibilidad

El método in vitro empleado es un modelo estatico descrito previamente por Jadan-Piedra et al. (2016)
que simula las etapas gastrica ¢ intestinal del proceso de digestion gastrointestinal humana (Figura 1).

Etapa gdstrica. Las muestras se pesaron en erlenmeyers (1 g de muestra de seta deshidratada cruda o
2 g de muestra cocinada) y se adicionaron 90 mL de agua desionizada. La mezcla se homogeneizo
mediante agitacion mecanica. Se ajusto el pH a 2 con HCI (Merck) y se llevo el peso de la mezcla
hasta 100 g con agua desionizada. Posteriormente se adiciond pepsina porcina (Sigma, actividad
enzimatica 944 U/mg de proteina). Para ello, se prepard una disolucion de pepsina al 10% (m/v) en
HCI1 0.1 mol/L y se adiciono al erlenmeyer el volumen necesario para proporcionar 2 mg pepsina/100
g de disolucion. Finalmente, los erlenmeyers se cubrieron con parafilm y se llevaron a 37 °C durante
2 h con una agitacion de 120 rpm.

Etapa intestinal. Una vez finalizada la etapa gastrica, se ajusto el pH a 6.5 mediante la adicion de NH3
(Scharlau). Se adicion6é pancreatina porcina (Sigma, actividad equivalente a 4X especificaciones de
Farmacopea de EEUU/mg de pancreatina) y extracto biliar porcino (Sigma, glicina y taurina
conjugadas con acido desoxicolico y otras sales biliares). Se prepard una disolucion de pancreatina
porcina al 0.4% (m/v) y extracto biliar porcino al 2.5% (m/v) en NH4COs 0.1 mol/L y se adiciono la
cantidad necesaria para proporcionar 0.25 mg de pancreatina y 1.5 mg de extracto biliar por 100 g de
disolucion. La mezcla se incub6 nuevamente en agitacion (120 rpm, 2 h, 37 °C). Una vez finalizada la
etapa intestinal, se transfirio el volumen del matraz a frascos de centrifuga con capacidad de 250 mL
y se separ6 el sobrenadante por centrifugacion (10000 rpm, 20 min, 4 °C).

Muestra

l

Etapa gastrica | —— | Etapaintestinal | Centrifugacién
10000 rpm/4 °C/30 min
l A 4
pH 2 pH 6.5 — > Residuo
Pepsina Pancreatina/extracto biliar
T Fraccion Soluble
o, o Agitacion (37 °C/2 h —
Agitacion (37 °C/2 h) g ( ) OACCENTELE

Figura 1. Esquema del protocolo de digestion gastrointestinal simulada aplicado.



En la fraccion soluble obtenida tras la etapa intestinal se cuantific6 mercurio, cadmio, arsénico y
plomo aplicando las metodologias descritas en los apartados 3.3 a 3.5. La bioaccesibilidad, porcentaje
del elemento solubilizado respecto al existente en la muestra, se calculo utilizando la siguiente
expresion:

Bioaccesibilidad (%) = [S/C] x 100

donde S es el contenido del elemento solubilizado durante la digestion; C es el contenido del elemento
en la muestra.

Debido a la baja bioaccesibilidad encontrada para el mercurio, cadmio y plomo se evaluaron
diferentes parametros para determinar la posible causa de estos resultados.

A) Parametros de la digestion gastrointestinal. Se evalud el efecto que cambios en parametros de
la digestion tiene sobre la bioaccesibilidad. A nivel géstrico, se evalu6 la influencia del pH gastrico (2,
3 y 4) y la concentracion de pepsina (0, 0.001, 0.002, 0.004, 0.008 y 0.013 g/g de muestra). De los
parametros de la digestion intestinal, se analizo el efecto del pH (4.5, 6 y 7.5) y la concentracion de
sales biliares (3, 10, 300 mg/g de muestra).

B) Componentes de la matriz. Se ensayo el efecto de las fibras insolubles mayoritarias en setas; la
quitina (Santa Cruz Biotechnology) y el B-glucano (Sigma). Estos compuestos, a una concentracion
de 100 mg/L, se afiadieron a disoluciones estandar de mercurio y cadmio (1 mg/L, volumen final 20
mL) y el conjunto se sometid a la digestion gastrointestinal simulada siguiendo el protocolo descrito
anteriormente.

3.3. Determinacion de mercurio

Para la determinacion de mercurio se aplicd una digestion asistida por horno microondas (modelo
MARS, CEM) y una posterior cuantificacion por generacion de vapor frio acoplada a espectrometria
de fluorescencia atomica (CV-AFS, modelo 10.025 Millenium Merlin, PS Analytical).

La muestra de seta cruda o cocinada (0.25 gy 0.5 g respectivamente) o la fraccion bioaccesible (4
mL) se colocaron en un reactor de teflon. Posteriormente se adicionaron 4 mL de HNO; 14 mol/L
(Merck) y 1 mL de H,O; (30% v/v, Prolabo). Los reactores fueron irradiados en el horno microondas
a 800 W de potencia (180 °C/15 min). Tras el proceso de digestion, los digeridos se dejaron reposar
12 h con el fin de eliminar los vapores nitrosos. Posteriormente la disolucion se llevé a un volumen
final de 10 mL con agua desionizada. En la tabla 2 se detallan las condiciones instrumentales utilizadas
para la cuantificacion de mercurio mediante CV-AFS.

Muestra Flujo 9 mL/min

Disolucion reductora SnCl, 2% (m/v) en HCI1 1.8 mol/L. Flujo 4.5 mL/min
Disolucién acida HCI 0.6 mol/L. Flujo 9 mL/min

Gas transportador Argén. Flujo 100 L/min

Gas de secado Aire. Flujo 0.3 L/min

Tiempo de espera 15s

Tiempo de medida 40 s

Tiempo de retorno 60 s

Rango de amplificacion 100

Filtro 32

Tabla 2. Condiciones instrumentales de la cuantificacion de mercurio mediante CV-AFS.



La cuantificacién de mercurio se llevo a cabo frente a una curva de calibrado de mercurio en el
rango de concentracion de 0.05-2 ng/mL. Para el control de calidad de la cuantificacion se utilizé una
muestra liquida certificada para su contenido en mercurio (40.8 + 1.2 pug/L; RTC QCI1014 distribuida
por LGC Standards).

3.4. Determinacion de cadmio y plomo

Las muestras de setas se digirieron por horno microondas en las condiciones descritas anteriormente
para el analisis de mercurio (apartado 3.3). La cuantificacion posterior se realizd empleando un
espectrometro de absorcion atomica con horno de grafito (GF-AAS, modelo AAnalyst 600, Perkin-
Elmer) equipado con un automuestreador (modelo AS-800), correccion de fondo por efecto Zeeman
longitudinal, tubos piroliticos con calentamiento transversal y plataforma L’vov integrada. Se
utilizaron lamparas de descarga sin electrodos y longitudes de onda de 228.8 nm para el cadmio y
283.3 nm para el plomo. Como modificador de matriz se utilizé una disolucion de 0.067 mg H.PO4sNH4
(Merck) y 0.003 mg Mg(NOs), (Merck) en 10 pL HNOs 1% (v/v) para ambos elementos. El programa
de temperaturas utilizado en el horno de grafito se muestra en la tabla 3.

La cuantificacion se llevo a cabo frente a una curva de calibrado en el rango de concentracion de
0.5-2 ng/mL para el cadmio y de 1-10 ng/mL para el plomo. El control de calidad de la cuantificacion
se realizd a través del andlisis de la muestra liquida EnvironMAT (EP-H-2) certificada para su
contenido en cadmio (0.079 mg/L) y plomo (0.26 mg/L).

ETAPA Temperatura Rampa Tiempo 'de Flujo Arg(’)n
(°C) (s) Permanencia (s) (mL/min)
Secado 110 1 30 250
Secado 130 15 30 250
Mineralizacion 70 10 30 250
Atomizacion 1500 0 5 0
Limpieza 2450 1 3 050

Tabla 3. Programa de temperatura del horno de grafito para la determinacién de cadmio y plomo por
GF-AAS.

3.5. Determinacion de arsénico

El analisis de arsénico se realizo mediante mineralizacion de las muestras por via seca y posterior
cuantificacidn por espectrofotometria de fluorescencia atémica con generacion de hidruros (HG-AFS,
modelo 10.044 Excalibur; PSA).

Para la mineralizacion, se adicionaron a la muestra (1 g de setas crudas, 2 g de setas cocinadas o
10 mL de fraccion bioaccesible), 1 mL de agente de mineralizacion [Mg(NOs), 20% m/v (Panreac) +
MgO 2% m/v (Merck)] y 5 mL de HNO;3 7 mol/L (Merck). La mezcla se evapor6 a sequedad en un
bafio de arena (Raypa) y posteriormente se mineralizé en un horno mufla (Heraus), aplicando un ciclo
temperatura-tiempo en el que tras una subida paulatina de la temperatura (50 °C/h), las muestras se
mantuvieron 12 h a 450 °C. Las cenizas blancas obtenidas tras la mineralizacion se disolvieron en HCI1
6 mol/L. (Merck) y en una disolucion reductora [5% m/v KI (Panreac) y 5% m/v acido ascorbico
(Merck)]. La proporcion de reductor con respecto al volumen final de disolucién fue de 1:5.
Posteriormente, la disolucion se filtro a través de papel Whatman No. 1 y se llevo a volumen final con



HCI 6 mol/L. Las condiciones instrumentales para la cuantificacion de arsénico mediante HG-AFS se
describen en la tabla 4.

La cuantificacion se llevo a cabo frente a una curva de calibrado en el rango de concentracion de
0.1-2 ng/mL. El control de calidad de la cuantificacion de arsénico se realizo a través del analisis de
la muestra liquida EnvironMAT (EP-H-2) con un contenido certificado de 0.159 mg/L.

Muestra 9 mL/min

Disolucion reductora  NaBHy 1.2% (m/v) en NaOH 0.1 mol/L (m/v). Flujo 4 mL/min
Disolucién acida HC1 4.5 mol/L. Flujo 9 mL/min

Gas transportador Argon. Flujo 300 mL/min

Gas de secado Aire. Flujo 2.5 L/min

Corriente primaria 27.5 mA

Corriente de estimulo  35.0 mA
Tiempo de demora 10s

Tiempo de medida 20 s

Tiempo de retorno 40s

Tabla 4. Condiciones instrumentales de la cuantificacion de arsénico mediante HG-AFS.

3.6. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizo aplicando la prueba t-student o el analisis de la varianza de un factor
o de dos factores (ANOVA) con comparaciones miltiples post hoc mediante la prueba de Fisher HSD
(SigmaPlot, version 13). Las diferencias se consideraron significativas para p<0.05.

4. RESULTADOS

4.1. Contenidos en muestras de setas deshidratadas crudas

La tabla 5 muestra los contenidos de mercurio, cadmio, arsénico y plomo de las setas deshidratadas
crudas. En general, los elementos traza toxicos con mayores contenidos son el mercurio (0.003-10.3
mg/kg; mediana: 0.53 mg/kg) y el cadmio (0.13-4.5 mg/kg; mediana: 0.47 mg/kg). Los contenidos de
mercurio mas elevados se han hallado en Amanita ponderosa (7.2-10.3 mg/kg), seguidos de
Tricholoma georgii (3.4-4.3 mg/kg) y Boletus edulis (0.9-1.8 mg/kg). Estas dos ultimas especies de
setas son también las que presentan los contenidos mas elevados de Cd [Tricholoma georgii (0.9-2.8
mg/kg), Boletus edulis (0.7-1.3 mg/kg)], junto con Amanita caesarea (0.9-4.5 mg/kg). Algunos de
estos contenidos superan los limites propuestos por las legislaciones vigentes en algunos paises (ver
discusion).

Los contenidos de arsénico oscilan entre 0.02-1.0 mg/kg (mediana: 0.25 mg/kg), y los de plomo
entre 0.034-1.9 mg/kg (mediana: 0.18 mg/kg), siendo para ambos elementos las concentraciones de
todas las muestras analizadas inferiores a los limites legislados. Hay que destacar, sin embargo, los
valores hallados en algunas muestras que pueden considerarse elevados para tratarse de elementos
toxicos. Asi, 7 de las 32 muestras evaluadas superan 0.5 mg As/kg y 2 de ellas presentan valores



superiores a 1 mg Pb/kg, que podrian suponer algin tipo de riesgo para consumidores extremos, aun
presentando valores dentro de los limites legislados.

Seta Hg Cd As Pb
327 + 40 850 + 99 478 + 74 185+6
Amanita 164 +27 4528 + 62 706 + 74 1298 + 221
caesarea
924 +22 3704+ 0.2 275+ 16 307 +22
10252 + 856 256+ 10 40 + 4 64 +0.4
Amanita 8194 + 583 283 +23 204+ 11 83+4
ponderosa
7195 + 646 476 + 17 411 +3 44+3
953 + 14 1313+ 52 94 +8 94 + 1
Boletus 1838 + 27 756 + 29 219+3 114+ 16
edulis
1417 + 140 1182 + 305 141+9 1942 + 49
2142 240+ 9 89 +8 383 +32
C“l”th"e”e””s 36+3 605 + 22 176 + 13 354 428
utescens
3402 622+ 17 214 +4 645 + 35
170 +2 194+9 134+ 17 604 + 88
Cantharellus 164 + 12 499 + 14 70+ 1 269 + 15
tubaeformis
160 + 8 554+ 16 2542 219429
1164 + 101 182+ 15 542 + 58 149 + 17
Hydnum 523 +42 243 +8 1009 + 19 176 + 8
repandum
522+ 14 13145 32049 194 +20
Lactarius 27346 132+7 509 + 35 139+ 8
deliciosus 95 +43 463 +7 488 + 12 7745
1942 392 + 30 260+ 21 82+17
Lentinula 8+ 1 326 + 4 78 + 6 34+7
edodes
11+4 419+ 1 117+11 67+ 18
100+ 11 49+ 1 333 +37 62+ 10
Lepiota 575+5 485 + 41 303 +3 169 + 30
procera
544+ 19 1394 + 54 201+ 19 290 + 30
775+ 77 296+ 16 602 + 25 237+ 17
Marasmius 1708 + 125 343 + 30 153+ 12 51747
oreades
1658 + 25 286 + 8 563 +4 52044
4264 + 145 1645 + 82 245+ 14 106 + 10
Tricholoma 3447 + 102 855+ 11 233+ 16 65+3
georgii
3513 + 203 2815 + 290 55743 556+ 6

Tabla 5. Contenidos de mercurio, cadmio, arsénico y plomo en setas deshidratadas crudas. Valores
expresados como pg/kg peso producto (media + SD, n=3).




4.2. Contenidos en muestras cocinadas. Efecto del cocinado

Para evaluar el efecto del cocinado en los contenidos de estos metales/metaloides se seleccionaron las
especies que presentaban unos mayores contenidos de los elementos, especialmente de mercurio y
cadmio: 4. caesarea, A. ponderosa, B. edulis, M. oreades, T. georgii. La comparacion se ha realziado
en peso seco (figuras 2-5). Los datos muestran que el efecto del tratamiento culinario, consistente en
un remojo con agua hirviendo durante 10 minutos, varia segin el elemento considerado. Se observa
una reduccion del contenido en arsénico para todas las muestras (rango: 26-72%; mediana: 52%); para
un 60% de las muestras hay una disminucion del plomo (rango: 23-34%; mediana: 25%) y cadmio
(rango: 31-54%; mediana: 48%), y solo en un 20% de las muestras se evidencia una reduccion del
mercurio (rango: 10-35%; mediana: 21%).

La reduccion de los contenidos de los elementos toxicos es consecuencia en parte de su
solubilizacion en el liquido de coccion durante el cocinado. Los contenidos de estos toxicos en el
liquido de coccion son muy variables, con los siguientes porcentajes respecto al contenido de la
muestra: Hg 0.1-5%, Pb 4-12%, Cd 11-38%, As 28-52%. Estos datos indican que el cocinado de setas,
tal y como se realiza en el presente estudio, reduce las cantidades de los elementos traza estudiados en
el producto listo para el consumo. Esto supone una disminucion del riesgo asociado a la ingesta de
estos alimentos, especialmente en lo que al arsénico se refiere.
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Figura 2. Contenidos de mercurio en setas crudas y cocinadas. Valores expresados como ng de mercurio/g
muestra en peso seco (ps) (media £ desviacion estandar, n=3). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas de los contenidos en muestras cocinadas respecto a las crudas (p<0.05).
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Figura 3. Contenidos de cadmio en setas crudas y cocinadas. Valores expresados como ng de cadmio/g
muestra en peso seco (ps) (media £ desviacion estandar, n=3). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas de los contenidos en muestras cocinadas respecto a las crudas (p<0.05).
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Figura 4. Contenidos de arsénico en setas crudas y cocinadas. Valores expresados como ng de arsénico/g
muestra en peso seco (ps) (media * desviacion estdndar, n=3). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas de los contenidos en muestras cocinadas respecto a las crudas (p<0.05).
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Figura 5. Contenidos de plomo en setas crudas y cocinadas. Valores expresados como ng de plomo/g muestra
en peso seco (ps) (media = desviacion estandar, n=3). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas de los contenidos en muestras cocinadas respecto a las crudas (p<0.05).

Para determinar las ingestas de cada uno de los elementos traza se considerd el contenido del
producto cocinado, el cual se multiplicé por el peso de una racion habitual de setas deshidratadas (15
g en crudo, correspondiente a 47-63 g de producto cocinado). En la tabla 6 se muestran las ingestas
calculadas para cada toxico, las cuales siguen la gradacion Hg > Cd > Pb = As.

El mercurio y arsénico se pueden encontrar en los alimentos en diferentes formas quimicas, con
distintos grados de toxicidad y, por tanto, con diferentes recomendaciones de ingesta. En esos
elementos, para evaluar el riesgo asociado a su ingesta es necesario realizar estudios de especiacion o
bien considerar los trabajos previos al respecto. En el presente estudio se ha considerado que la
totalidad del mercurio estd en forma inorganica, tal y como indican trabajos previos de especiacion en
setas (Ruiz de Cenzano et al., 2016). En el caso del arsénico se ha considerado un porcentaje medio
de arsénico inorganico del 84%, atendiendo a los resultados reportados por Llorente-Mirandes et al.
(2014). Los datos de ingesta se han comparado con la ingesta semanal tolerable (IST) u otros
parametros toxicologicos relacionados con la ingesta, como el Benchmark dose lower confidence limit
(BMDL), propuestos para cada elemento o para una de sus formas quimicas por organismos
internacionales [As inorganico: 0.3 pg/kg peso corporal/semana (JECFA, 2011); Cd: 2.5 pg/kg peso
corporal/semana (EFSA, 2009a); Hg inorganico: 4 ng/kg peso corporal/semana (JECFA, 2011); Pb:
0.63-1.5 nug/kg peso corporal/dia (EFSA, 2010)]. Con la ingesta de una racion de las setas analizadas
no se supera el valor de referencia para ninguno de los elementos (tabla 6).
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Elemento Seta Ingesta %r(:(;l:ear:(c)irade
A. caesarea 15.13+1.24 6+1
A. ponderosa 2.65+£0.67 1+£03
Hg B. edulis 12.72 £2.93 5+£1
M. oreades 39.94 £ 6.49 9+1
T. georgii 39.94 £ 6.49 17+
A. caesarea 27.95+2.35 19+
A. ponderosa 7.33+1.19 5+1
Cd B. edulis 298+£2.73 2+2
M. oreades 2.01+0.10 1£0.1
T. georgii 9.38£1.30 6+1
A. caesarea 2.71+0.17 15+1
A. ponderosa 6.53 £ 1.55 36+9
As B. edulis 1.90+£0.73 11+4
M. oreades 3.00+£0.13 171
T. georgii 392+ 1.68 22+ 10
A. caesarea 6.25+1.02 17+3
A. ponderosa 3.11 £0.13 8§+0.3
Pb B. edulis 1.36 £ 0.23 4+1
M. oreades 6.21 £3.01 16 £
T. georgii 1.32+£0.26 1+£0.2

Tabla 6. Ingestas de mercurio, cadmio, arsénico y plomo vehiculadas por las setas cocinadas. Valores de
ingesta expresados en ug (media + desviacion estandar, n=3) y porcentajes que estas ingestas suponen respecto
al valor de referencia.

4.3. Bioaccesibilidad de mercurio, arsénico, cadmio y plomo en muestras crudas y
cocinadas

4.3.1. Contenidos bioaccesibles. Efecto del cocinado sobre la bioaccesibilidad

La tabla 7 muestra los contenidos bioaccesibles y la bioaccesibilidad de las setas crudas y cocinadas.
Los datos de plomo no se presentan ya que los contenidos hallados son inferiores al limite de deteccion
de la metodologia. Los datos de bioaccesibilidad son relativamente bajos para el mercurio y el cadmio,
con valores que no superan el 40% del contenido inicial de la muestra. Estos datos indican que la
digestion gastrointestinal conlleva una reduccion del riesgo asociado a la ingesta en lo que a estos tres
metales se refiere. Por el contrario, la bioaccesibilidad del arsénico es elevada (54-86%), por tanto,
para este metaloide la reduccion del riesgo es mucho menor. Esta bioaccesibilidad no esta afectada por
el procesado del alimento ya que las diferencias de este parametro entre setas crudas y cocinadas no
son elevadas ni estadisticamente significativas.

12



Elemento Seta Fraccion bioaccesible Fraccién bioaccesible
cruda cocinado
A caesarea 2283+ 1.7 116.0+16.7
(15%) (40%)
A. ponderosa 76.3£19.7 14.0+£3.7
(31%) (25%)
. 331.9+13.6 1427+ 6.0
Hg B. edulis (20%) A
M. oreades 427.6 +29.8 932+ 12.9
(31%) (28%)
T. georgii 5203+ 14.2 136.1 +8.3
(12%) (21%)
A. caesarea 504.8+10.9 97.0+11.8
(15%) (18%)
A. ponderosa 62.4+4.3 18.5+253
(12%) (12%)
. 141.8+6.1 247+ 8.6
Cd B. edulis 59%) o
58.8+5.8 81+208
M. oreades (23%) 5%
T. georgii 113.7+09.1 289+90
(16%) (12%)
A caesarea 316.2+57.9 39.1+5.9
(69%) (63%)
A. ponderosa 282.6 £37.0 56.5+10.1
(54%) (66%)
. 253.6 +27.0 26.5+33
As B. edulis 86%) o
611.9+71.7 67.0+ 6.0
M. oreades (84%) (81%)
T. georgii 350.9+33.8 528447
(73%) (69%)

Tabla 7. Bioaccesibilidad de mercurio, cadmio y arsénico en setas crudas y cocinadas. Valores expresados
en ng/g seta (media + desviacion estandar, n=3) y porcentajes respecto al contenido total de la seta (entre
paréntesis).

4.3.2. Influencia de los diferentes parametros de la digestion y la muestra sobre la
bioaccesibilidad

La baja bioaccesibilidad observada para mercurio, cadmio y plomo en setas puede ser consecuencia
de: a) una digestion incompleta de la matriz que no favorece la liberacion de estos metales y/o b) la
presencia de compuestos en la misma matriz que formen complejos insolubles con los metales. Para
evaluar estos dos posibles factores se han realizado las aproximaciones que se exponen a continuacion.
En estos ensayos se han evaluado inicamente las bioaccesibilidades de mercurio y cadmio, ya que los
contenidos de plomo en las fracciones bioaccesibles no son detectables.

A) Modificacion de las condiciones de digestion.

Se han modificado los parametros de la digestion que pudieran afectar la bioaccesibilidad de estos
metales, siempre dentro de los intervalos habituales en una digestion, con el fin de determinar si existe
alguna condicion que favorezca mas la solubilizacion de los metales desde el alimento, al permitir una
mayor digestion de la matriz.

De todos los parametros analizados, solo el pH géstrico (Figura 6A) e intestinal (Figura 6B) afectan
significativamente la solubilizacidon del mercurio y cadmio durante la digestiéon de las setas. El
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aumento del pH gastrico supone la reduccion de la bioaccesibilidad del mercurio (porcentaje de
reduccion: 36-80%) y en menor medida del cadmio (porcentaje de reduccion: 15-21%) en las dos
especies de setas ensayadas. El pH intestinal afecta de forma diferente a la bioaccesibilidad de cada
elemento. Un aumento de este pH reduce la bioaccesibilidad de cadmio (20-40%) y aumenta la de
mercurio (45-107%).

1,4 -

sV

1,2 1 Bl pH?2
[ pH3
[ pH4
1,0

Mo
o

0,8

0,6 - b b
h

0,4 1

Concentracion (mg/kg)

H o
o

0,2 - b

i

Cd Hg Cd Hg

0,0

Tricholoma georgii Boletus edulis

1,4

B B pH45
1 pH 6.0
C—1pH70

1,2 4

= =N

1,0 4

=—c

0,8 1

0,6

Concentration (mg/kg)
o

o

04 a

b
0.2 ﬂ

0,0
Cd Hg Cd Hg

b a

Tricholoma georgii Boletus edulis

Figura 6. Influencia del pH gastrico (6A) e intestinal (6B) en la bioaccesibilidad de cadmio y mercurio en
setas. Contenidos de cadmio y mercurio en la fraccion bioaccesible expresados en mg/kg de muestra (media +
SD, n=4). Las letras diferentes muestran diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre los contenidos
bioaccesibles a distintos pH para una misma muestra.
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El efecto del pH podria ser consecuencia de cambios en los estados de ionizacion de los metales o
de compuestos que puedan unir a estos metales, favoreciendo la formacion de complejos de menor
solubilidad. El hecho de que el aumento de las concentraciones de enzimas y sales no influya en la
cantidad de metal bioaccesible es un indicativo de la baja digestibilidad de este alimento con las
actividades enzimaticas habituales en el tracto gastrointestinal.

B) Influencia de los componentes de los alimentos sobre la bioaccesibilidad

La adicion de las fibras insolubles a la digestion se ha llevado a cabo teniendo en cuanto la
concentracion de estos compuestos en las setas. Sari et al. (2017) evaluan una amplia variedad de setas,
mostrando contenidos de B-glucano que oscilan entre 10-40 g por cada 100 g de alimento (ps). Los
contenidos de quitina reportados son ligeramente inferiores (0.4-10 g/100 g de seta ps) (Nitschke et

al., 2011).

La figura 7 muestra los contenidos de las fracciones bioaccesibles obtenidas en ausencia y presencia
de quitina o B-glucano para las disoluciones acuosas de mercurio y cadmio (1 mg/L). Para ambos
elementos, la presencia de estas fibras supone una reduccion de la bioaccesibilidad (Cd: 46-51%; Hg:
21-25%). Este hecho indica que la quitina y el f-glucano influyen en la cantidad de estos metales que
queda disponible para la absorcion tras la ingesta.
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Figura 7. Influencia de las fibras insolubles en la bioaccesibilidad de cadmio y mercurio en setas.
Contenidos de cadmio y mercurio en la fraccion bioaccesible expresados en pug (media £ SD, n=4). Los asteriscos
muestran diferencias estadisticamente significativas (p<<0.05) de los contenidos bioaccesibles en las disoluciones
patron digeridas en presencia de quitina y B-glucano con respecto a las digeridas sin estas fibras
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5. DISCUSION

Los elementos traza evaluados en el presente estudio producen efectos adversos en exposiciones
continuadas, en muchos casos con el desarrollo de procesos cancerigenos. La Agencia Internacional
de Investigacion sobre el Cancer (IARC) ha clasificado al cadmio como sustancia cancerigena para el
hombre (Grupo 1A; IARC, 1993). Esta clasificacion se basa en estudios donde existe una exposicion
via inhalatoria y se debe a un aumento de la incidencia de cancer de pulmon. Sin embargo, no hay
evidencias convincentes que vinculen la exposicion oral a cadmio con la aparicion de procesos
cancerigenos, si bien existen algunos estudios que apuntan a una mayor incidencia de canceres de
prostata, mama y pancreas (ATSDR, 2012). La IARC también ha clasificado al arsénico inorganico
como carcindgeno para los humanos (Grupo 1A; IARC, 2004). La mayoria de los estudios
epidemiologicos muestran una mayor prevalencia de canceres de piel, vejiga, rifion y pulmones en
poblaciones expuestas cronicamente (Smith et al., 1999). También existe una asociacion entre la
exposicion cronica a este metaloide y otras patologias no cancerigenas (diabetes tipo II, enfermedades
cardio y cerebrovasculares, hiperqueratosis, y déficits neuroconductuales en la poblacion infantil)
(EFSA, 2009D).

Los compuestos inorganicos de plomo se clasifican como probables carcinogénicos para los seres
humanos (grupo 2A; IARC, 2006). El acetato de plomo administrado por via oral o intraperitoneal
causa canceres de rifion, cerebro (gliomas) y pulmon en roedores, y actia de forma sinérgica con otros
carcinogenos (Steenland y Boffetta, 2000). Finalmente, el mercurio inorganico ha sido incluido dentro
del grupo 3, no clasificable como cancerigeno para el hombre (IARC, 1993). Esta forma quimica de
mercurio, sin embargo, produce importantes patologias renales. Los estudios a largo plazo (2 afios,
dosificaciones 5 dias/semana, concentraciones entre 0.3-5 mg/kg peso corporal/dia) en ratas muestran
una alta incidencia de nefropatias que cursan con regeneracion tubular, engrosamiento de la membrana
basal del tubulo y tubulos dilatados con cilindros hialinos (NTP, 1993).

Debido al caracter toxico de estos elementos, su presencia en agua y alimentos no es deseable y
existen diferentes reglamentos que limitan sus contenidos en numerosas matrices alimentarias, aunque
a veces el alcance de estas legislaciones es menor que el que cabria esperar atendiendo a los datos
toxicoldgicos existentes. La legislacion europea Unicamente limita el contenido maximo de plomo y
cadmio en tres especies de setas: Agaricus bisporus (champifion), Pleurotus ostreatus (seta de ostra)
y Lentinula edodes (seta shiitake). Los contenidos maximos permitidos se fijan en 0.3 mg/kg para el
plomo (Reglamento UE 2015/1005) y 0.2 mg /kg para el cadmio (Reglamento UE 488/2014). Estas
legislaciones hace referencia a setas frescas; su aplicacion a setas deshidratadas requiere utilizar un
factor de transformacion de 10 para considerar los cambio de concentracion del contaminante
provocados por la pérdida de agua durante el proceso de secado. De las especies contempladas en los
reglamentos, Ginicamente la seta shiitake ha sido analizada en este trabajo y sus contenidos de plomo
y cadmio no superan el limite permitido por la Uniéon Europea.

Con el fin de poder evaluar la seguridad alimentaria de todas las especies de setas analizadas en
este trabajo se han considerado los limites maximos establecidos por la legislacion de China (GB 2762-
2012), pais muy restrictivo en contaminacion quimica de alimentos. Fija para todas las especies de
setas que se comercialicen los siguientes contenidos maximos: plomo 1 mg/kg (10 mg/kg para
deshidratadas); mercurio 0.1 mg/kg (1 mg/kg para deshidratadas); arsénico 0.5 mg/kg (5 mg/kg para
setas deshidratadas). En el caso del cadmio, establece un contenido maximo de 0.2 mg/kg (2 mg/kg
para deshidratadas) que se eleva a 0.5 mg/kg para la seta shiitake. Alguna de las muestras analizadas
incumple la legislacion china para cadmio y mercurio, evidenciando que existen problemas de
seguridad. El limite de cadmio es superado en una muestra de 7richoloma georgii y una muestra de
Amanita caesarea. Los incumplientos para el mercurio se detectan en muestras de Amanita ponderosa
(7.2-10 mg/kg), Boletus edulis (0.95-1.8 mg/kg), Marasmus oreades (0.8-1.7) y Tricholoma georgii
(3.5-4.3 mg/kg).

Estudios previos han evidenciado que para determinadas combinaciones alimento/metal pesado o
metaloide se produce una modificacion del riesgo asociado a la ingesta como consecuencia del
procesado previo al consumo. La solubilizacién del elemento téxico al liquido de coccion o enlatado
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o0 su concentracion por la pérdida de agua y otros compuestos solubles durante el cocinado son algunas
de las causas de la modificacion de los contenidos del toxico en el producto cocinado o procesado
(Devesa et al., 2008; Hajeb et al., 2014). En el presente estudio se evidencia, al comparar los contenidos
en base seca (Figuras 2-5), que en todas las muestras existen pérdidas relevantes del arsénico tras el
cocinado (28-52%). El resto de elementos no experimentan reducciones importantes de sus contenidos
tras la coccion, a excepcion de una muestra de Amanita caesarea con una reduccion del 38% para
cadmio. El distinto comportamiento del arsénico durante el cocinado respecto al resto de elementos
traza puede ser debido a que su union a matriz sea diferente; no hay que olvidar que el cadmio, plomo
y mercurio son cationes metalicos, mientras que el arsénico es un oxoanion.

Estudios previos evidencian mayores pérdidas de los elementos traza toxicos durante el cocinado
de setas, si bien en ningun caso se trata de muestras deshidratadas. Falandysz y Drewnowska (2017)
muestran una reduccion de hasta un 56% del contenido de mercurio tras el hervido de setas de la
especie Amanita fluva; en este caso se trata de muestras crudas previamente blanqueadas. Cibulka et
al. (1999) también observan una pérdida de mercurio de aproximadamente un tercio durante el
tratamiento térmico de setas frescas a altas temperaturas, simulando un proceso de fritura. Las
diferencias en este ultimo estudio también pueden ser consecuencia del empleo de tratamientos
térmicos mas drasticos que una coccion en agua.

La mayor parte de la reduccion del contenido de estos elementos se debe a su paso al liquido de
coccion. En estos casos puntuales se podria hablar de una reduccion del riesgo, siempre y cuando se
descarte el liquido de coccién para el consumo. En el informe del CBI (2016) se reporta que uno de
los principales usos de estas setas deshidratadas es la elaboracion de sopas; en este caso, no se podria
hablar de una disminucién del riesgo asociado. El calculo de las ingestas (tabla 6) ha mostrado que en
ninguno de los casos se superan las ingestas recomendadas (IST o BMDL, seccion 4.3.1 del presente
trabajo), esto es debido en parte a que se trata de alimentos que se ingieren en pequefias cantidades.
Habria que realizar este tipo de evaluacion de riesgo teniendo disponibles datos sobre consumidores
extremos o poblaciones donde el consumo de setas es mas habitual. Por otro lado, tal y como se ha
comentado anteriormente, si se consume el liquido de coccién, se eleva en algunos casos
considerablemente la ingesta vehiculada por estas setas.

La evaluacion del riesgo considerando el alimento cocinado siempre es una aproximacion mas
realista que si se considera el alimento tal y como se adquiere. Por otro lado, tras la ingesta, el alimento
sufre una serie de procesos que podrian también influir en el riesgo asociado a la ingesta del alimento.
La liberacion del toxico de la matriz alimentaria durante la digestion y su posterior absorcion intestinal
son condiciones imprescindibles para que llegue a la circulacidn sistémica y ejerza su efecto. Los
estudios de bioaccesibilidad in vitro se emplean para valorar la cantidad de toxico que queda disponible
tras la digestion para su absorcion y se ha visto que en muchos casos reflejan con bastante precision
los datos obtenidos en animales e incluso en humanos (Versantvoort et al., 2004). Los ensayos de
bioaccesibilidad realizados en el presente estudio evidencian que la cantidad de plomo, mercurio y
cadmio que se libera de la matriz tras la digestion es muy baja. Estos datos sugieren que estos metales
no se absorberian y serian eliminados posiblemente por via fecal, por tanto no se acumularian en los
organos diana y no conllevarian efectos adversos. Por el contrario, la bioaccesibilidad del arsénico es
elevada, con valores que son cercanos al 100% en varias muestras. Al igual que ocurria en el cocinado,
el comportamiento de este metaloide es distinto al de los tres metales. Posiblemente la causa sea la
misma que la comentada para el efecto del cocinado; la interaccion del arsénico a la matriz es diferente
y posiblemente mas facil de romper durante la digestion.

La baja bioaccesibilidad de los metales observada en las setas podria deberse a varias causas, tal y
como se ha indicado previamente: a) que exista una baja digestibilidad de la muestra; b) que los
elementos se liberen de la matriz en forma de complejos de baja solubilidad; ¢) que tras su liberacion
de la matriz se unen a otros elementos o compuestos también liberados de la matriz y formen complejos
de baja solubilidad. Algunos estudios indican que las setas constituyen una matriz de dificil digestion
debido a su composicidon. Los enzimas digestivos secretados por el pancreas y el borde en cepillo de
los enterocitos no pueden hidrolizar el enlace glucosidico de los B-glucanos (Aida et al., 2009). De
hecho, el aumento de las concentraciones de los enzimas y las sales biliares empleados en la digestion
simulada no han supuesto cambios en la bioaccesibilidad de los metales, indicativo de que estos
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enzimas no juegan un papel relevante en la digestion. A esta falta de digestibilidad de la matriz, se une
el hecho de que, tal y como se ha evidenciado en este trabajo (figura 8), las fibras mayoritarias de las
setas pueden unir estos cationes metalicos formando complejos que no quedan solubles tras la
digestion.

La captacion de metales pesados por la quitina ha sido previamente documentada, especialmente
en plomo y cadmio. Xiong et al. (2010) muestran una captacion de cadmio en disolucioén acuosa con
un maximo a pH 5.4. Los autores ponen de manifiesto mediante analisis en infrarrojos que el cadmio
se une a los grupos hidroxilo y acetilamino de la quitina. La captacion de mercurio es todavia mas
eficiente, con porcentajes cercanos al 90%, con un pH 6ptimo en torno a 7 (Barriada et al., 2008). Este
estudio muestra que una vez formado el complejo quitina-mercurio es dificil la desorcion del metal.
En nuestro estudio observamos una mayor captacion de cadmio por parte de la quitina, posiblemente
debido a que el rango de pHs empleados durante la digestion es inferior al pH optimo de unién del
mercurio. Por otro lado, el complejo quitina-metal resiste las condiciones de digestion gastrointestinal,
hecho que confirma la fuerte union de la quitina a estos metales.

Los datos in vitro muestran que tanto el cocinado (para el arsénico) como la digestion
gastrointestinal (para el mercurio, cadmio y plomo) reducen las cantidades que cabria esperar que
llegaran a la circulacion sistémica tras la ingesta, respecto a las halladas cuando se consideran solo los
contenidos del alimento crudo. La influencia de estos factores deberia confirmarse in vivo, para asi
demostrar que, aunque algunas de estas setas presentan valores de mercurio y cadmio por encima de
los limites legislados, tras su procesado y digestion, la cantidad del toxico que alcanza la circulacion
sistémica puede no ser relevante.

6. CONCLUSIONES

Los datos obtenidos en el presente estudio permiten obtener las siguientes conclusiones,

1. Los contenidos de mercurio en Amanita ponderosa, Boletus edulis, Marasmus oreades y Tricholoma
georgii, asi como los contenidos de cadmio en Amanita caesarea y Tricholoma georgii superan los
limites legislados. Este hecho indica que para algunas especies de setas existen problemas de seguridad
en lo que a estos metales pesados se refiere.

2. El cocinado sélo reduce de forma relevante los contenidos de arsénico en las muestras analizadas,
siendo las reducciones inferiores al 20% para el resto de elementos. El cocinado de las setas solo
reduce el riesgo asociado a la ingesta de estos alimentos en lo que al arsénico se refiere.

3. La bioaccesibilidad es baja para el mercurio, cadmio y plomo en todas las muestras. Esto supone
que aunque en algunos casos las setas superan los limites legislados, finalmente la cantidad de estos
elementos toxicos que llega a la circulacion sistémica no parece tan relevante desde el punto de vista
toxicoldgico.

4. La baja bioaccesibilidad de los metales observada en las setas se debe posiblemente a la reducida
digestibilidad de este alimento y a la capacidad de las fibras mayoritarias para formar complejos
insolubles con los elementos traza toxicos.

5. Estos datos deben confirmarse in vivo, empleando animales de laboratorio. De confirmarse esta baja
bioaccesibilidad, seria interesante plantearse el empleo de este parametro a la hora de evaluar el riesgo
asociado a la ingesta de setas.
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