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RESUMO
Florações de cianobactérias representam um risco para a saúde pública devido à produção de cianotoxinas, 
como as saxitoxinas que são neurotóxicas. Métodos de controle dependem de padrões destas toxinas, que tem 
um custo elevado e devem ser importados. Além disso, os métodos tradicionais de purificação de saxitoxina 
baseiam-se na extração de toxinas bioacumuladas em tecidos de mariscos. Neste contexto, este trabalho 
apresenta um novo método cromatográfico, relativamente simples e eficiente, para a produção de padrão de 
saxitoxina, utilizando como matéria prima cepas de cianobactérias.  Foi utilizada uma coluna empacotada com 
C18 e a fase móvel contém acetonitrila e ácido clorídrico, obtendo-se um padrão de pureza superior a 95%.
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ABSTRACT
Cyanobacteria blooms pose a risk to public health due to the production of cyanotoxins as saxitoxins, which are neurotoxins. 
Control methods rely on toxin standards, which are expensive and must be imported. Furthermore, traditional methods 
of saxitoxin purification are based on the extraction of toxins bioaccumulated in the shellfish tissue. In this context, this 
paper presents a new chromatographic method, relatively simple and efficient for production of saxitoxin standards, using 
as raw material, strains from cyanobacteria. A column packed with C18, the mobile phase used contains acetonitrile, and 
hydrochloric acid was used, yielding a pattern of purity above 95%.
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INTRODUÇÃO

As cianobactérias pertencem ao filo Procarionte, foram os primeiros organismos autotróficos que 
surgiram na terra há pelo menos 2,7 bilhões de anos, e originaram os plastídeos de todos os outros 
autotróficos por eventos de endosimbiose (Graham et al., 2009). Em ambientes límnicos, as florações 
de cianobactérias estão relacionadas com eventos de eutrofização e alteração no equilíbrio entre os 
nutrientes da água (Carvalho, et al., 2013).  

As florações de cianobactérias são vistas com cautela pelas autoridades sanitárias, devido à 
capacidade de produção e liberação de toxinas (cianotoxinas) para o ambiente.  Dentre as toxinas 
produzidas estão as saxitoxinas, também denominadas PSTs (Paralytic Shellfish Toxins), que são 
alcalóides hidrossolúveis e termoestáveis. A origem do nome decorre de que a produção desta 
toxina foi primeiramente detectada em alguns dinoflagelados marinhos, como Alexandrium spp. 
(Gonyaulax spp.), e quando filtrados pelos moluscos bivalves acumulam e transferem as toxinas 
através da cadeia trófica (Shimizu, 1987; White E Maranda, 1978). Os gêneros de cianobactérias 
potencialmente produtores de saxitoxinas são: Dolichospermum, Anabaena, Aphanizomenon, Lyngbya, 
Cylindrospermopsis, Planktothrix (Carvalho, et al., 2013), e Raphidiopsis (Yunes, et al., 2007).

O efeito tóxico das PSTs ocorre pelo bloqueio dos canais de sódio eletro-dependentes, interrompendo 
a formação do potencial de ação nas membranas dos axônios e, consequentemente, a atividade 
neuronal. Dependendo da dose e do organismo, podem causar a morte por parada respiratória após 
poucos minutos de exposição (Durbin et al., 2002; Kwong et al., 2006). 

A frequência com que as florações de cianobactérias ocorrem nos mananciais de abastecimento 
público, levaram autoridades a inserir o monitoramento de suas toxinas nas legislações de potabilidade 
de água em inúmeros países, o que também ocorreu no Brasil. A Portaria 2.914/2011 do Ministério da 
Saúde, estabelece os limites para as diferentes cianotoxinas, sendo 3,0 µg/L a concentração máxima 
permitida para as saxitoxinas. Os métodos analíticos utilizados para determinar sua concentração são 
a cromatografia líquida com detecção por fluorescência (CLAE-FD), espectrometria de massas (CL-
EM e CL-EM/EM) e os ensaios imunoenzimáticos, sendo que todos requerem padrões da toxina. Os 
padrões comerciais disponíveis para a análise das saxitoxinas além de serem importados, portanto 
de aquisição lenta e onerosa, são purificados a partir de toxinas produzidas por dinoflagelados e não 
contemplam as mais de 57 variantes já determinadas (Wiese, et al., 2011). Tendo em vista que as 
saxitoxinas encontradas nos mananciais são produzidas por cianobactérias, seria mais coerente a 
utilização de padrões de mesma origem evitando assim a possibilidade de análogos destas toxinas 
não serem detectadas pelos métodos analíticos, devido a inexistência de padrões. A falta de padrões 
de calibração coerentes com a realidade, tem dificultado a implementação destas técnicas em 
monitoramento de rotina das saxitoxinas (Watanabe, et al., 2011), bem como em experimentos 
científicos, como avaliação dos seus efeitos no ambiente, remoção das toxinas, entre outros.

Além da indisponibilidade comercial de todas variantes de saxitoxinas, outro agravante é que 
são poucas as publicações científicas que descrevem metodologias para produção de padrões de 
cianotoxinas, sendo ainda mais raras as publicações sobre produção de padrão de saxitoxinas. No 
trabalho de Laycock e colaboradores (Laycock, et al., 1994) foi feito um detalhamento da metodologia 
e uma discusão sobre a importância da escolha do organismo produtor da toxina a ser purificada, no 
qual os autores consideraram ser mais adequada a obtenção de padrões de saxitoxinas a partir de 
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cianobactérias ao invés de mariscos. Entretanto, devido à bioacumulação que ocorre nos mexilhões 
estes podem conter até 50mg de toxina em 100g de hepatopancreas (Hsu, et al., 1979), enquanto 
uma cepa da cianobactéria Aphanizomenom flos-aquae, por exemplo, tem apenas 3mg de toxina em 
100g da cultura liofilizada. Então, mesmo cientes da diferente natureza da matriz e seus interferentes, 
por razão quantitativa os autores utilizaram o marisco para desenvolver uma metodologia complexa e 
demorada. No trabalho de Rubio e colaboradores (Rubio et al., 2015) tambem foi utilizado como fonte 
de satoxina o mexilão Mytilus chilensis, em função da disponibilidade local e pela alta concentração 
de toxina, que foi de 35mg de toxina em 100g de mexilhão, no desenvolvimento de uma metodologia 
que requer inúmeras etapas, na qual inicialmente são removidos os interferentes da matrix e 
posteriormente é feita a purificação efetiva da toxina.   

Neste contexto, o presente trabalho inova ao desenvolver uma nova metodologia de purificação de 
saxitoxinas a partir de cepas de cianobactérias provenientes de mananciais do Rio Grande do Sul. 

PARTE EXPERIMENTAL

CULTIVO DAS CÉLULAS PRODUTORAS DAS TOXINAS
O cultivo da cianobactéria Cylindrospermopsis sp utilizado neste trabalho foi obtido de um manancial 
de Farroupilha, no Rio Grande do Sul, e mantido na coleção de cultivos da Unidade de Pequisa em 
Cianobactérias (UPC) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG). A cepa foi cultivada em meio 
ASM-1 (Gorham, et al., 1964), em frascos de 20 L, previamente autoclavados, fotoperíodo de 12:12, 
temperatura de 25°C (±2) e intensidade luminosa de 35 μmol.m-2.s-1, fornecida por 4 lâmpadas 
fluorescentes brancas, frias, do tipo luz do dia e de 20 Watts de potência (Metting, et al., 1994). 
Os cultivos foram retirados para extração e purificação das toxinas durante a fase exponencial de 
crescimento, previamente determinada mediante contagens das células e confecção da curva de 
crescimento nas mesmas condições. 

PREPARAÇÃO DO CULTIVO E EXTRAÇÃO DAS TOXINAS
Os cultivos foram concentrados por centrifugação, durante 30 minutos a 104 x g e, posteriormente, 
filtrados. O material concentrado foi então submetido a três ciclos de congelamento e descongelamento 
para rompimento das células e liberação das toxinas. O extrato foi novamente centrifugado por 20 
minutos a 104 x g, sendo o precipitado descartado e o sobrenadante armazenado a temperatura de 
-20ºC. 

DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE SAXITOXINAS (PSTS) POR HPLC-RF
Todos os reagentes usados foram da marca Merck Brasil, de grau analítico ou cromatográfico. A água 
utilizada foi ultrapura, obtida a partir de osmose reversa (Milli-RO, Millipore®) seguida por troca 
iônica (Milli-Q, Millipore®). O método de determinação das saxitoxinas foi à análise cromatográfica 
com detecção por fluorescência e derivatização pós-coluna (Oshima, 1995).  Utilizou-se cromatógrafo 
Shimadzu LC-20A, composto por uma controladora CBM-20A, detector de fluorescência RF-10Axl, 
detector SPD-M20A UV-VIS, PDA (Photo Diode Array), bombas LC-20AD e forno de coluna CTO-20A, 
controlados através do software LabSolution 5.41.240. A coluna utilizada na análise foi a C8 (150 
x 4,6 mm, D.I. 5 μm de partícula). O cálculo da concentração de toxinas na amostra foi feito por 
comparação entre as áreas dos picos das amostras e de padrões comerciais, analisados em triplicatas. 
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ANÁLISE CROMATOGRÁFICA COM DETECÇÃO POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS
A metodologia usada para análise de massa foi adaptada de Diener e colaboradores (Diener, et al., 
2007), com uma coluna zic-HILIC: 150 x 1mm, partículas com 3,5 μm (Sequant Merck), com vazão 
de 40 μL.min-1. A fase móvel A constituiu-se de formiato de amônio (5 mmol.L-1) + Ácido Fórmico 
(0,05 %);  e a fase móvel B, por acetonitrila/água (70/30). O cromatógrafo foi conectado a uma 
fonte ESI (Electrospray ionization) do EM (Esquire HCT, Bruker Daltonics - iontrap), com gás (N2) de 
nebulização a 30 psi e a 250°C, e o gás de secagem com vazão de 5 L.min-1. A corrida cromatográfica 
dividiu-se em dois segmentos: o primeiro, de 0 a 14,5 min, no modo negativo a 3000V; e o segundo, 
de 14,5 min em diante, no modo positivo a 3500V.

DETERMINAÇÃO DOS PARÂMETROS CROMATOGRÁFICAS PARA PURIFICAÇÕES 
Para determinação dos parâmetros de purificação foi utilizado o mesmo cromatógrafo das análises de 
determinação da concentração de saxitoxinas. A coluna usada para purificação, com as dimensões 
de 150 x 10 mm, foi recheada com C18 (Bulk Sepra C18 – E 50 μm, 65 Å) no próprio laboratório, a 
temperatura do forno de coluna foi de 20°C e alça de amostragem (loop) de 1 mL.

O monitoramento dos compostos que eluiram durante a purificação foi feito por detecção de UV, com 
varredura de 190 a 800 nm. Este monitoramento teve por objetivos observar o perfil de absorção das 
STXs no UV, sendo que elas têm sua maior absorbância em 200 nm (Thibault, et al., 1991), e também 
verificar a presença de outros compostos contaminantes, que absorvem entre 190 a 800 nm. Após 
a passagem pelo detector de UV foram coletadas frações de 1 mL (de 30 em 30 segundos). Para as 
purificações, foram testadas três combinações de fases móveis:

- Fase móvel n°1 (adaptada de Soto, et al., 2010).

Eluente A: ácido octano-sulfônico (7,0 mmol L-1), heptanosulfonato de sódio (7,0 mmol L-1), fosfato 
de amônio (48,0 mmol.L-1) e tetra hidro furano 1,0% (v/v). O pH foi ajustado a 7,0 com ácido 
fosfórico (20,0% v/v). 

Eluente B: acetonitrila. 

- Fase móvel n°2 (adaptada de Oshima, 1995)

Eluente A: heptanosulfonato de sódio (2,0 mmol L-1), fosfato de amônio (30,0 mmol L-1). O pH foi 
ajustado a 7,1 com hidróxido de amônio. 

Eluente B: acetonitrila. 

- Fase móvel n°3:

Eluente A: ácido clorídrico (0,05 mol.L-1)

Eluente B: acetonitrila. 

O fluxo no cromatógrafo foi ajustado a 2,0 mL.min-1. As soluções foram preparadas com água ultra 
pura e testadas as 3 fases móveis. O aparelho foi estabilizado por 20 minutos, sendo então injetados 
1,0 mL do extrato previamente preparado.
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Para as corridas de purificação, foram testados diferentes gradientes entre os eluentes de cada fase 
móvel, conforme observado na Tabela 1.

Fase Móvel n°1 Fase Móvel n°2 Fase Móvel n°3
Tempo
(min.)

% A % B % A % B % A % B

0 100 0 100 0 100 0
10 90 10 97 3 90 10
30 85 15 90 10 50 50
40 50 50 50 50 50 50
50 0 100 0 100 0 100
60 100 0 100 0 100 0
80 100 0 100 0 100 0

Tabela 1. Gradientes entre os eluentes A e B que melhor separaram as toxinas para as diferentes fases móveis

As frações foram coletadas a cada 30s de corrida cromatográfica. As frações cujos tempos de retenção, 
vizualizados no cromatograma de UV, correspondiam a picos no comprimento de 200 nm foram 
posteriormente analisadas por HPLC-RF, para certificação de que continham saxitoxinas, bem como 
avaliação da concentração e grau de pureza.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os extratos concentrados do cultivo de Cylindrospermopsis sp apresentaram concentrações 
relativamente altas, 1mg.L-1 de saxitoxina (STX) com o tempo de retenção de 16,13 min e, 
aproximadamente, 3mg.L-1 de neosaxitoxina (Neo-STX) com o tempo de retenção de 10,78 min, 
possibilitando a purificação destas duas variantes, apesar da presença de uma série de interferentes 
nos extratos, como mostra a Figura 1.

Figura 1. Cromatograma pelo método de pós-derivatização, método de Oshima (1995) do extrato bruto, pós-concentração
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O monitoramento da análise em UV é uma ferramenta simples e não destrutiva, que permite selecionar, 
de forma rápida, as frações que devem ser analisadas em fluorescência. As frações analisadas são as 
que contêm os picos ou frações dos picos com absorbância em 200 nm (Figura 2).

Figura 2. Espectro de UV em 3D das toxinas durante a purificação com a fase móvel 3, a partir do extrato bruto

Correlacionando-se estes cromatogramas foi possível determinar o perfil da absortividade e o tempo 
de retenção que continha as frações com PSTs. As toxinas foram encontradas entre a oitava e a 
vigésima fração coletada, que é o pico entre o tempo de retenção de quatro a dez minutos. 

Dentre as fases móveis utilizadas, a n°3 foi a mais adequada à produção de padrões de saxitoxinas 
por apresentar a maior pureza, sendo superior a 95%, além de ser uma fase móvel constituída 
apenas por HCl (0,5 mol.L-1) e acetonitrila (4 a 8%). Em condições normais de temperatura e pressão, 
a acetonitrila volatiliza facilmente e o padrão fica dissolvido apenas em HCl  (0,5 mol.L-1). Esta solução 
mantém as toxinas estáveis, sendo a mesma solução na qual os padrões comerciais vêm diluídos, 
evitando a utilização de tratamentos ou reações adicionais, que poderiam representar perdas e 
degradações das toxinas. As demais fases móveis testadas não apresentaram resultados satisfatórios, 
com frações de pureza das PSTs entre 80 e 90%, além de terem o inconveniente de conterem os sais 
de suas respectivas fases móveis dissolvidos, cuja remoção resultaria em perdas das toxinas.  

Após a purificação, com os eluentes da fase móvel 3, utilizando-se do gradiente descrito na Tabela 1, 
as frações recolhidas foram analisadas. As frações que continham os maiores teores de toxina (>95% 
pureza) e que já estavam em HCl (0,05 mol.L-1), foram separadas e consideradas padrões. Os padrões 
obtidos continham somente uma variante de PST (Figura 3 e 5), ou as duas (Figura 4), desta forma 
foram obtidos três tipos de padrões: o primeiro contendo apenas Neo-STX, o segundo com as duas 
variantes Neo-STX e STX e o último contendo apenas STX. 
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Figura 3. Cromatograma da fração que continha o maior teor de Neo-STX

Figura 4. Cromatograma da fração que continham Neo-STX e STX

Figura 5. Cromatograma da fração que continha o maior teor de STX
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O padrão de Neo-STX foi analisado por espectro de massa, e o resultado foi comparado aos padrões 
comerciais (Figura 6 e 7).

Figura 6. Cromatograma dos padrões comerciais de Saxtoxinas, analisados por cromatografia líquida com detecção por 
espectrometria de massas 

Figura 7. Cromatograma do padrão de Neo-STX produzido pela metodologia desenvolvida neste trabalho analisado por 
Espectrometria de Massas 
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Os padrões teve concentração de 1 mg.L-1 e pureza satisfatória, maior que 95% (baseada na varredura 
de 190 a 800 nm e por HPLC-FL), ideais para uso. As frações que não apresentaram pureza satisfatória 
foram armazenadas, e posteriormente reprocessadas. A cepa usada neste estudo produzia apenas 
os análogos de STX e Neo-STX, e o cultivo mostrou grande plasticidade na produção das variantes, 
em função da temperatura que foi cultivada. Com a temperatura de cultivo a 25°C a cepa produziu 
predominantemente Neo-STX e ao reduzir a temperatura para 16°C, esta cepa passou a produzir 
predominantemente STX (Medeiros, 2011), podendo assim ser uma ferramenta seletiva no processo 
de produção. 

Os trabalhos existentes na literatura sobre a metodologia de purificação de PSTs, como o de Watanabe 
e colaboradores, detalham mais as interconverções químicas das variantes do que a metodologia de 
purificação em si, no qual estes autores apenas citam o uso de colunas de troca catiônica, com 40 
cm de comprimento. O mesmo tipo de coluna é usado por Laycock e colaboradores, conforme o 
detalhamento da sua metodologia que tem como matéria prima hepatopâncreas de mariscos, a qual 
é extremamente demorada e complexa em função desta matéria prima utilizada. 

A escolha da matéria prima é um dos fatores mais importantes para a preparação de padrões de 
calibração em grande quantidade. Os mariscos, uma das fontes naturais de PSTs mais importantes, são 
amplamente utilizados na produção dos padrões pois possuem um elevado teor de toxina, porém, são 
dependentes da ocorrência de eventos naturais de floração produtoras de PSTs para bioacumularem as 
toxinas (Oshima, et al., 1982; Goto, et al.,1998). Além disto, ocorrem reações químicas e enzimáticas 
nos mariscos que alteram a estrutura química dos análogos das toxinas (Oshima, et al., 1995 b; 
Watanabe, et al., 2011). Em função das alterações causadas na molécula, depois da purificação, 
deve-se realizar a conversão química das toxinas para que fiquem quimicamente iguais aos análogos 
encontrados no ambiente. 

Outra fonte possível de ser utilizada são os cultivos de dinoflagelados potencialmente produtores 
de PSTs, como Alexandrium excavatum (Laycock, et al., 1994) e A. Tamarense (Thomas, et al., 
2004), que podem representar matérias-primas apropriadas, em termos de fonte estável de toxinas. 
Algumas cianobactérias produtoras de toxinas, como Anabaena circinalis e Aphanizomenon flos-
aquae, também são boas opções de matrizes (Watanabe, et al., 2011). A utilização de metodologias 
para produção de padrões de PSTs usando como matéria prima as cianobactérias, é de extrema 
importância para estudos de monitoramento dos mananciais. Pois, no final do processo são obtidos 
padrões de variantes produzidas pelas cepas utilizadas, e que são os mesmos encontrados nos 
ambientes de estudo, podendo inclusive obterem-se variantes não disponíveis no mercado.

Neste contexto, o presente trabalho apresenta uma metodologia nova e relativamente simples e 
eficiente para a produção de padrões de saxitoxinas. As matérias primas utilizadas foram basicamente 
o cultivo de Cylindrospermopsis sp e uma coluna de 10 x 150 mm, preenchida com C18. Salienta-se 
também que a fase móvel utilizada contém apenas ácido clorídrico (0,5 mol.L-1) e acetonitrila, reagentes 
comuns em laboratórios e de fácil aquisição. A presente metodologia, além de ser muito mais simples 
do que as citadas e que utilizam mexilhões como fonte de toxinas, possibilitou a purificação das PSTs 
(Neo-STX e STX) com rendimento e pureza semelhantes aos verificados em outros trabalhos.  
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CONCLUSÃO

A utilização de cianobactérias como matéria prima para purificação de Saxitoxinas, proporcionou o 
desenvolvimento de uma nova, e simples, metodologia cromatográfica, pela qual obteve-se toxina 
com pureza elevada e quantidade adequada para serem utilizadas em experimentos e calibrações 
de equipamentos. A partir da metodologia apresentada e das cepas isoladas foi possível purificar as 
PSTs, Neo-STX e STX, igualmente a outros trabalhos, os quais têm uma metodologia mais complexa.  

O presente trabalho proporcionará um avanço nos estudos de Saxitoxinas devido a simplicidade 
da sua metodologia. Diversos laboratórios podem utilizá-la obtendo uma variante com a estrutura 
química igual às produzidas pela cianobactéria em estudo, não se limitando a experimentos com 
moléculas comerciais que não apresentam todas as variantes. 
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