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Introduccién

Los seres humanos estan expuestos al arsénico (As)
presente en el medio ambiente, como es bien sabido
principalmente a través de la ingesta de alimentos y
agua (Chung et al, 2014; Panel de la EFSA sobre
contaminantes en la cadena alimentaria (CONTAM),
2009). Debido a la diferente toxicidad de las especies de
arsénico, la especiaciéon del As en los productos
alimenticios es de suma importancia. El arsénico
inorganico (iAs, arsenito y arseniato) se considera la
forma mas peligrosa debido a su disponibilidad
biolégica, asi como a sus efectos fisiolégicos y
toxicolégicos (iAs se clasifica como un carcinégeno
humano sin umbral, clase 1) (Perfil toxicolégico de la
ATSDR para el arsénico, 2007). Mas recientemente, la
Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer
(IARC) también ha clasificado el acido metilarsénico
(MA) y el acido dimetilarsinico (DMA) como
posiblemente cancerigenos para los seres humanos
(Grupo 2B), y a la arsenobetaina (AB) y otros
compuestos organicos de arsénico, como no clasificables
en cuanto a su carcinogenicidad para los seres humanos
(Grupo 3) (IARC, 2012). Entre otros compuestos
organicos de arsénico, los arsenoazicares, que
generalmente se encuentran en las algas comestibles
como especies mayoritarias, son potencialmente téxicos
(Feldmann y Krupp, 2011; Herath et al., 2018). Por lo
tanto, para establecer los posibles niveles maximos
tolerados en las directivas alimentarias es
imprescindible tener en cuenta las diferencias de
toxicidad de las diferentes especies.

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA)
evalua periédicamente la exposicion alimentaria aiAs en
la poblacién de la Unién Europea (EFSA 2009; EFSA,
2014; Arcella, 2021), principalmente sobre la base de la
presencia de As en el agua potable, productos lacteos y
cereales, siendo el arroz, una de las fuentes mas
importantes de exposicién. Ademas, en Estados Unidos,
los informes de evaluaciéon del riesgo de arsénico
involucraron Unicamente especies de arsénico
presentes en el arroz y productos de arroz como iAs, y
formas metiladas, monometilarsénico (MMA) y DMA
(USFDA, 2016). Las recomendaciones finales de estos
informes incidian en la necesidad de metodologia
analitica robusta, sobre todo en matrices complejas
como hongos y algas. Estos informes también destacan
que los datos disponibles en la actualidad y los
resultados de las investigaciones publicadas no estan lo
suficientemente desarrollados para ser utiles en la

evaluacién cuantitativa del riesgo. Con el objetivo de
mejorar la evaluacidn de riesgos es necesario producir
datos de especiacion para diferentes productos
alimenticios y, con este propdsito, se debe poder
disponer de métodos analiticos robustos validados y
materiales de referencia certificados (MRC) adecuados
para la especiacidn de arsénico. La falta de informacién
fiable ha imposibilitado el establecimiento de
regulaciones especificas para las especies de As
relevantes en los alimentos, excepto la relativa al
arsénico inorganico en el arroz (Reglamento de la
Comision UE 2015/1006, de 25 de junio de 2015).

Con respecto a otros productos alimenticios, el consumo
de algas ha aumentado en los tltimos afios debido a sus
beneficios funcionales y nutricionales (Wells et al., 2017;
EFSA, 2019). La acuicultura esta creciendo mas rapido
que otros sectores importantes de produccion de
alimentos, siendo la actividad principal la recoleccién de
algas marinas con un volumen de produccién total de
algo mas de 30 millones de toneladas en 2016 (informe
de la FAQ, 2018). También es bien sabido que las algas
se utilizan como indicadores ambientales debido a su
capacidad para acumular multitud de oligoelementos.
Son capaces de acumular y metabolizar arsénico y se
usan en estrategias de eliminacién de arsénico en aguas
(Al Mamun, 2019; Hussain et al., 2021) pero también se
estdn convirtiendo en wuna fuente de alimento
contribuyendo a la exposicién al arsénico debida a la
dieta. Por ejemplo, hidratar o cocinar macroalgas
disminuye su contenido total de As e iAs en mas del 50%
debido al proceso de lixiviacidn en el agua que se puede
consumir en una comida como sopa (Ownsworth, 2019).
En consecuencia, existe un gran interés en la evaluacion
de sus posibles efectos adversos en relaciéon con la
seguridad de los consumidores. En las algas predominan
los derivados de la ribosa cuya estructura se presenta en
la Figura 1 y que son comunmente conocidos como
arsenoazucares (Sahuquillo et al., 2017).
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Figura 1. Estructura de los arsenoazicares:
PO+sug, R= OPO3CH:CH(OH)CH:0H
S03-sug, R=S0sH
S$04-sug, R=0S0sH
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Si bien parece que los arsenoazicares no son
agudamente toxicos, existe la posibilidad de presentar
una leve toxicidad crénica y, debido al alto consumo de
algas marinas, es necesaria la valoracién de Ila
exposicion a los arsenoazicares (Andrewes, 2004) vy,
hasta ahora, la informacién fiable sobre su potencial
toxicidad es escasa y controvertida (Ardini et al., 2020).
El andlisis de estos compuestos se ve dificultado por sus
similares propiedades fisico-quimicas y por la dificultad
de obtencidn de patrones de calibracién que permitan su
correcta identificacién y cuantificaciéon (Luvonga et al.,
2020).

Tanto la obtencién de datos fiables de especiacién para
evaluar la exposicién alimentaria como el aumento de la
comprension de la bioquimica del arsénico en las algas
se ven obstaculizados por la escasa disponibilidad de
estandares adecuados que deben obtenerse para cada
estudio a pequefia escala (Glabonjat et al., 2018). Se han
publicado sintesis quimicas de algunos arsenoazucares,
pero son complejas y tediosas. Como ejemplo, las rutas
sintéticas descritas para el azticar As-sulfonato (SOs-
sug) y el azicar As-sulfato (SO4-sug) proporcionaron un
rendimiento general del 5% e involucraron 10 pasos
(Traar, 2006). También se han descrito algunos intentos
de preparar soluciones de una inica especie de arsénico
mediante la extraccion de diferentes algas, seguidas de
pasos de purificacién y limpieza que permiten obtener
soluciones cromatograficamente puras (Niegel y
Matysik, 2010). En la actualidad, no existen estandares
de calibracién de arsenoazucares disponibles
comercialmente. Ademas, la disponibilidad de
materiales de referencia certificados con fines de
validacion de métodos es escasa y los datos publicados
solo se pueden encontrar con respecto a algunos
contenidos de arsenoazicares As-fosfato (POs-sug) y
SOs-sug en un suplemento dietético de algas marinas
(Thallus laminariae) (SRM 3232) de NIST (Yu et al,
2017, 2018) y, recientemente se han publicado
resultados preliminares sobre un nuevo candidato a
material de referencia (algas marinas Hijiki) para
arsenoazucares (Narukawa et al, 2020). Ademas,
algunas revisiones recientes destacan que la
disponibilidad de estdndares y materiales de referencia
para compuestos de arsénico organico es crucial para
llenar la brecha de datos necesaria para abordar el
riesgo para la salud humana de la exposicion al arsénico
organico (Taylor, 2017; Luvonga et al., 2020; Ardini et
al, 2020; Clough et al.,, 2021).

En esta comunicacién se abordan dos aproximaciones
para conseguir el aislamiento de los arsenoazicares, la
primera basada en la utilizacién de la cromatografia
preparativa de alta resoluciéon (Yu et al, 2020) y la
segunda basada en la extraccion en fase sélida (Morales-
Rodriguez et al., 2022).

Las muestras de algas utilizadas en estos estudios se
compraron en tiendas locales especializadas en
Barcelona (Espafia). Las muestras se venden como
suplementos alimenticios. Todas las muestras son de la

especie Fucus vesiculosus que se presentan en dos
formas diferentes: granulados o porciones secadas a
baja temperatura. Los granulos se pulverizaron
finamente en un mortero de vidrio. Las porciones secas
son muy duras y requirieron el uso de un molino de
anillos de carburo de tungsteno. Los polvos finos
resultantes se homogeneizaron manualmente y se
almacenaron en recipientes de polietileno a
temperatura ambiente hasta su analisis.

Cromatografia preparativa

Los experimentos se centraron en probar la capacidad
de la cromatografia preparativa para aislar
arsenoazucares mediante fraccionamiento. Estudios
preliminares realizados por el grupo de investigacion
mostraron que se podria lograr una buena separacion
utilizando una disolucién de bicarbonato aménico como
fase movil. Se escogi6 el hidrogeno carbonato de amonio
para la cromatografia preparativa con el objetivo de que
las fracciones aisladas fueran mas compatibles con
detectores de espectrometria de masas molecular con
fines de caracterizacion.

El fraccionamiento de los extractos acuosos de una
muestra seleccionada y de una disolucién estandar que
contenia las especies de arsénico disponibles se llevd a
cabo con una columna de intercambio anidnico
preparativa (Hamilton PRP-X100, 250 mm de longitud,
21.5 mm de didametro interno y tamafio de particula del
relleno de 12-20 pm), se recogieron sesenta fracciones
durante una hora de elucién (una fracciéon de 5 mL cada
minuto) y se analizaron para determinar su contenido
de arsénico total. Los resultados de dos experimentos
replicados se muestran en la Figura 2.
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Figura 2. Contenido de arsénico en las fracciones recolectadas
con cromatografia preparativa de alta resolucion.

Se puede ver que el arsénico presente en el extracto de
alga eluyé en cinco picos principales: Pico I
correspondiente a la fraccion recolectada a los 12 min
(0.34 mg-kg1), Pico II correspondiente a fracciones
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recolectadas del minuto 15 al minuto 17 (3.79 mg-kg1),
Pico IIl correspondiente a fracciones de 20 a 23 min
(2.72 mg-kg1), Pico IV correspondiente a fracciones
recolectadas de 28 a 33 min (43.0 mg-kg1), y Pico V
correspondiente a fracciones de 45 a 50 min (13,6
mg-kg1). Ambos experimentos arrojaron resultados
altamente reproducibles y, en todos los casos, la
recuperacién de la columna preparativa fue superior al
85% con respecto al contenido total de arsénico en el
extracto acuoso.

Cada pico fue analizado por HPLC-ICP-MS (Hamilton
PRP-X100; 250 x 4.1 mm, 10 um) para determinar las
posibles especies de arsénico presentes. La Figura 3
muestra los resultados de especiaciéon obtenidos,
comparados con el cromatograma de una mezcla de
solucién estdndar de especies anidnicas, y con el
cromatograma de un extracto de Fucus serratus que se
empled para la identificacion de los arsenoazucares.
Puede verse que el Pico I contenia especies cationicas y
arsénico inorganico, el Pico II contenia As(III), cationes
y DMA, y no habia arsenoazicares en los picos
correspondientes a tiempos de eluciéon mas altos. El pico
III contenfa principalmente el aztcar (POs-sug) con
pequeiias cantidades de MMA y, por lo tanto, no se logré
el aislamiento de POs-sug en las condiciones de trabajo
adoptadas. En contraste, los picos IV y V presentaron
una Unica especie de arsénico correspondiente a SO3-sug
y SO4-sug, respectivamente
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Figura 3. Andlisis de especiacién de las fracciones recolectadas
con la cromatografia preparativa.

Parala caracterizacion de los arsenoaztcares aislados se
empled la espectrometria de masas de alta resoluciéon
ESI-TOF-MS (por infusién directa) que permite el calculo
de la masa exacta a partir de los datos obtenidos para el
ion molecular. Para el Pico IV se propone que los iones
correspondientes a m/z 393,0197 en modo positivo y
m/z 391,0079 en negativo sean iones [M+H]*y [M-H]-de
SO3-sug. Los datos de masa experimental para estos
picos de iones son consistentes con sus valores tedricos,
ya que la formula quimica del compuesto Ci0H22As09S
obtenido coincide con el SOs-sug. Los datos del patrén
isotopico experimental del [M+H]* coincidieron

exactamente con el patrén isotopico tedrico que
presenta un error de masa de -0,51 ppm. En ESI+ se
observan iones de m/z de 184,0641y m/z130,0502, que
pueden asignarse a fragmentos procedentes de SO3-sug.
Estos dos iones se producen a una intensidad relativa
inferior que la del ion molecular. Se propone que el ion
de m/z 130,0502 es el resultado de la escision del anillo
de ribosa y que mantiene el &tomo de As. El espectro de
masas con ESI- muestra menos fragmentacién que en
ESI+. Los espectros de masas que se registraron para el
Pico V permiten observar el ién de m/z 409,0145 en
modo positivo y el i6n de m/z 407,0013 en modo
negativo que corresponden a los iones [M+H]* y [M-H]
de SO4-sug, respectivamente. Ademas, la comparacion
de la masa obtenida con la masa tedrica arroja un error
de -0,17 ppm considerando que la composicién
elemental es Ci0H22As010S, y los datos del patrén
isotopico experimental del ion [M+H]* coinciden
exactamente con el tedrico. En ESI+ se observan
diferentes fragmentos entre los que destacan el ion de
m/z 184,0641 que corresponde al pico base y los iones
producto a m/z 329,0578 y 206,0459 mientras que en
ESI- se observan iones de m/z 182,0495 (pico base) y los
iones a m/z 255,2339 y 309,9961 que son consistentes
con la fragmentacion de la estructura propuesta. Estos
andlisis permitieron la identificacion de SOs-sug y
S04- sug como las unicas especies presentes en las
fracciones recolectadas que contienen arsénico.

Extraccion en fase solida

Los materiales empleados en SPE comprenden desde la
silice ligada quimicamente (con grupos organicos C8 o
C18, entre otros) y los materiales de carbono o de
intercambio iénico hasta los poliméricos a base de
estireno-divinilbenceno. La SPE basada en resinas
poliméricas permite obtener buenos resultados para
extraer compuestos polares de muestras acuosas,
siendo la principal desventaja de usar adsorbentes
altamente reticulados su hidrofobicidad, la cual, en la
extraccién de los compuestos mas polares, conduce a
una pobre retencién. Este podria ser el caso de los
arsenoazucares como se puede deducir de los valores de
log Pow recogidos en la Tabla 1. Ademas, los
arsenoazucares son aniones en la mayoria de los valores
de pH como se deduce de los valores de pKa también
recogidos en la misma tabla.

Tabla 1. Propiedades de interés de los arsenoaziicares de
cardcter aniénico

Arsenoazicar log Po/w pKa1

P0O4-sug -2,95 1,2+04
SO3-sug -3,00 1,1+0,4
S04-Sug -1,82 -3,3+0,4

Por todo ello, se seleccionaron cartuchos de intercambio
anidénico (DSC-SAX y DSC-NH2) como la mejor opcién
considerando que los compuestos de interés estaran
presentes como aniones con una alta hidrofilia.
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Para estudiar la interaccion con los cartuchos
seleccionados se utilizaron las fracciones que contenian
S0s-sug, SOs3-sug debido a la muy baja concentracién de
POs-sug en las fracciones correspondientes del alga
empleada. En primer lugar, se estudid la retencién de
ambos arsenoazucares mediante diferentes cartuchos
de SPE a base de silice (DSC-SAX y DSC-NH2) con
diferentes capacidades (0,5 y 1 g). Se observé que los
cartuchos con 1 g de sorbente retenian de 4 a 6 veces
mas que los de 0,5 g de sorbente. Ademas, se estudio el
efecto del pH entre valores de 6 a 10, obteniéndose que
la retencion de arsenoazucares fue mas eficiente a pH 8.
De los resultados se concluyd que los cartuchos DSC-SAX
son mas efectivos para los arsenoazicares estudiados.
Seguidamente se ensayaron diversas disoluciones para
su elucién: 2 mL de NH4Cl 2% seguido de 2 mL de NH4Cl
5%; 4 mL de NH4Cl 5% y 4 mL de NH4+HCOO 5%.
Empleando una disolucion que contiene ambos
arsenoazucares, no se observaron diferencias notables
en el comportamiento de los dos compuestos con el
cartucho DSC-SAX con NH4HCOO 5% para su elucién. Sin
embargo, la alta concentraciéon de sal en el eluyente
(NH4HCOO 5%) genera algunos problemas cuando se
analizan las especies presentes mediante IC-ICP-MS. En
consecuencia, también se ensayaron diferentes
concentraciones de NH4HCOO (5, 1 y 0,5%) en el
solvente de elucién.

Para observar el comportamiento de los
arsenoazucares, la elucién se realizé en dos etapas,
utilizando 2 mL de NH4HCOO en cada una de ellas. Al
variar la concentracion de NH4HCOO no existe una
diferencia significativa entre los porcentajes de arsénico
eluido considerando ambas etapas de elucion juntas. Sin
embargo, cuando se utiliza NH4HCOO 5%, los
arsenoazucares eluyen casi exclusivamente con el
primer volumen de elucidn, mientras que con NHsHCOO
1%, los arsenoazucares eluidos se distribuyen entre las
dos etapas de elucién (38% y 47% para la primera y
segunda elucién, respectivamente). Por el contrario,
cuando se utiliza NH4HCOO al 0,5 % como eluyente, la
mayoria de los arsenoazuicares eluyen en el segundo
paso de elucién. También se ensay6 la adicién de
metanol con la finalidad de obtener disoluciones que se
pudieran preconcentrar por evaporacién a baja
temperatura. Los resultados de recuperacion de los
diferentes procedimientos ensayados no mostraron
diferencias  significativas  obteniéndose  buenas
recuperaciones para SOs-sug y SO4-sug, siendo del 77-91
% y del 84-94 %, respectivamente. Para POs-sug las
recuperaciones oscilaron alrededor del 45% en todos
los casos.

Teniendo en cuenta que todas las condiciones de SPE
ensayadas tienen comportamientos similares, era
importante comprobar la pureza de las fracciones
teniendo en cuenta la obtencién de una solucién limpia
que contuviera los tres arsenoazucares aislados de otras
especies de arsénico. Una inspeccidon cuidadosa de los
cromatogramas obtenidos muestra que las soluciones

mas limpias se obtienen cuando se utiliza como eluyente
NH4HCOO 0,5% en Hz20.
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Figura 4. Andlisis de especiacién de las fracciones obtenidas
mediante extraccién en fase sélida. (a) cromatograma del
extracto no tratado con SPE; (b) fraccion SPE obtenida
utilizando 2 mL de eluyente; (c) fraccion SPE obtenida utilizando
4 mL de eluyente; (d) fraccion SPE obtenida usando 6 mL de
eluyente. Orden de elucion: 1. Arsenito + Cationes; 2. DMA; 4.
PO4-sug; 5. Arseniato; 6. SO3-sug; 7. SOs-sug.

La Figura 4 muestra los cromatogramas obtenidos en
tales condiciones recolectando diferentes voliimenes de
eluciéon (2, 4 y 6 mL) para mostrar la limpieza lograda.
Con fines comparativos, también se incluye un
cromatograma de la muestra extraida directamente (sin
limpieza SPE). Cabe sefialar que el extracto acuoso del
cromatograma de muestra (a) estaba mas diluido (1/10)
que las soluciones obtenidas de SPE (3/10). Por tanto, la
comparacién directa entre el cromatograma (a) y los
demas cromatogramas (b, ¢, d) con fines cuantitativos no
es posible. El inserto muestra una ampliaciéon de los
cromatogramas del extracto directo (a) y de la
disolucidn eluida con 2 mL (b). Como se puede observar
la primera parte del cromatograma (hasta 7 minutos)
esta libre de otras especies de arsénico como arsenito,
arseniato, formas metiladas o cationes. Este también es
el caso cuando se eluye con 4 ml, pero cuando se usan 6
ml se pueden detectar pequefias cantidades de formas
dimetiladas.

Conclusion

Los resultados obtenidos en estos trabajos muestran
que es posible aislar los arsenoazicares de caracter
anidnico mediante técnicas preparativa y representan
los primeros pasos para avanzar en la obtencién de los
estandares analiticos de arsenoazicares que se
reclaman en la bibliografia desde diferentes ambitos de
investigaciéon, como son la toxicologia, el medio
ambiente o las ciencias de la alimentacion.
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