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RESUMO 

 

A interação de moléculas unitárias com nanoporos individuais é relevante em diversos 

processos biológicos, químicos e físicos, uma vez que pode proporcionar o 

desenvolvimento de dispositivos analíticos, dentre os quais, podemos destacar: 

sensores, biossensores, espectrômetros de massa e sequenciadores moleculares. Nesse 

contexto, o nanoporo formado pela α-hemolisina (α-HL) de Staphylococcus aureus é de 

especial interesse no desenvolvimento de dispositivos sensores devido às suas 

características estruturais e funcionais. Várias estratégias são utilizadas para melhorar a 

sua capacidade de detecção pelo uso de adaptadores moleculares ou pela modificação 

química do nanoporo. O diferencial deste trabalho deve-se a modificação das condições 

físicos-químicas da solução banhante do elemento de reconhecimento molecular ou 

seja, o nanoporo unitário. Os íons em meio aquoso podem causar efeitos específicos 

conhecidos como efeitos de Hofmeister. De acordo com a sua atuação na estrutura da 

água, os íons podem ser classificados como cosmotrópicos ou caotrópicos. A mudança 

da estrutura da água por sua vez é capaz de influenciar na solubilidade e estrutura dos 

co-solutos. Igualmente a composição iônica da solução pode alterar a interação das 

moléculas solubilizadas. Deste modo neste estudo investigamos os efeitos específicos 

induzidos pelos cátions e ânions da Série de Hofmeister na interação de moléculas 

unitárias orgânicas com nanoporos proteicos individuais. A confecção da bicamada 

lipídica plana e a inserção do nanoporo unitário na membrana, bem como os registros de 

correntes iônicas através dos poros foram obtidos em condições de fixação de voltagem. 

Na solução banhante do nanoporo utilizou-se os ânions da família VIIA, formando sais 

com o K
+
, ou, os cátions da família IA e o íon amônio, formando sais com o Cl

-
, todos 

na concentração de 4M. A interação da molécula unitária (analito) com o nanoporo 

causa um bloqueio característico na corrente iônica que passa através dele. A análise 

desses eventos permite determinar as constantes cinéticas da interação analito-nanoporo. 

Avaliando a influência do íon amônio e dos íons da família IA e VIIA na interação do 

analito (polietilenoglicol 1294; PEG 1294) com o nanoporo observamos que esta é 

muito dependente do tipo do sal. Todos os íons utilizados nesse trabalho induziram 

efeitos específicos em sistema confinado. Com relação à influência na constante de 

associação, todos os ânions seguiram a típica série de Hofmeister: F
-
 > Cl

-
 > Br

-
 > I

-
. Já 

para a constante de dissociação e a solubilidade do PEG, encontramos uma sequência de 

Hofmeister inversa: F
-
 < Cl

-
 < Br

-
 < I

-
. Ao contrário do observado com os ânions, a 

influência dos cátions sobre as constantes de interação não seguiu a série de Hofmeister. 

Para a constante de associação, obtivemos a seguinte sequência: Cs
+
 > K

+
 ≥ Rb

+
 > Na

+
 

> NH4
+
 > Li

+
. Para a constante de dissociação obtivemos: K

+
 < Rb

+
 < Cs

+
 < Na

+
 < NH4

+
 

< Li
+
. Uma forte correlação entre as mudanças das constantes cinéticas e a solubilidade 

do PEG também foi estabelecida. Demonstramos que o efeito salting-out é o 

responsável por mudanças estabelecidas na interação do analito com o nanoporo. 

Adicionalmente as constantes de interação PEG/nanoporo são dependentes do potencial 

transmembrana indicando que o polímero não iônico (PEG) atua como uma molécula 

com carga elétrica em meio aquoso iônico. Estabelecemos também que a sensibilidade 

do sensor ao PEG depende fortemente do tipo de íon presente na solução banhante do 

nanoporo. 

 

 

 

Palavras-chaves: Nanoporo; Sensores estocásticos; Efeitos de Hofmeister; Salting-out. 



ABSTRACT 

 

The interaction of single molecules with single nanopores is important in several 

biological, chemical and physical processes because it can provide the development of 

analytical devices, such as sensors, biosensors, mass spectrometers and molecular 

sequencers. In this context, the nanopore formed by α-hemolysin (α-HL) of 

Staphylococcus aureus is very studied for the development of sensor devices due to 

their structural and functional characteristics. Several strategies are adopted to improve 

its detection ability, such as the use of molecular adapters and chemical modification of 

the nanopore. In this work, our approach is different, we modify the ionic composition 

of the bath solution of the nanopore protein. Ions in aqueous environment can cause 

specific effects known as Hofmeister effects. According to their influence on the 

structure of water, the ions can be classified as kosmotropic and chaotropic. The change 

in the structure of water in turn can influence the structure and solubility of the co- 

solutes. Then the ionic composition of the solution may change the interaction of 

solubilized molecules. The goal of this study was to investigate the specific effects 

induced by cations and anions from Hofmeister series on the interaction of single 

molecules with nanopores. The preparation of planar lipid bilayer, and single nanopore 

insertion into membrane, and records of ionic currents were conducted in conditions of 

voltage clamp. In the bath solution, we use the anions from group VIIA, forming salts 

with K
+
, and cations from group IA plus ammonium ion, forming salts with Cl

-
 at 4M 

concentration. The interaction of the analyte with the nanopore causes a blocking 

characteristic in ionic current through the pore protein. The analysis of these molecular 

events permit to determine the kinetic constants of the analyte-nanopore interaction. The 

influence of the anions and cations here investigated in interaction of the analyte 

(polyethylene glycol 1294, PEG 1294 ) with the nanopore is very dependent on the type 

of salt. All ions used in this study induced specific effects in confined spaces. With 

regard to the influence on the on-rate constant, all anions followed the typical 

Hofmeister series: F
-
 > Cl

-
 > Br

-
 > I

-
. For the off-rate constant and solubility of PEG, we 

found an inverse Hofmeister sequence: F
-
 < Cl

-
 < Br

-
 < I

-
. However, the influence of the 

cations on the rate constants didn’t follow the Hofmeister series. For the on-rate 

constant, we obtained the following sequence: Cs
+
 > K

+
 ≥ Rb

+
 > Na

+
 > NH4

+
 > Li

+
. For 

the off-rate constant, we obtained : K
+
 < Rb

+
 < Cs

+
 < Na

+
 < NH4

+
 < Li

+
. Strong 

correlation between the changes of the rate constants and the PEG solubility was 

established. We suggest that the salting-out effect is responsible for the changes on the 

interaction analyte/ nanopore. Additionally, we found that the rate constants are 

dependent on voltage transmembrane indicating that the non-ionic polymer (PEG) acts 

as a molecule with electric charge in an aqueous environment. We also established that 

the sensitivity of the nanopore it was strongly dependent on the type of ion present in 

the bath solution. So, the choice of the optimal electrolyte is an important step to 

stochastic sensors based on a single nanopore. 

 

 

 

 

 

 

Keywords: Single nanopore; Hofmeister series; Specific ions effects; Salting-out. 
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FIGURE 2: Effect of trans-side addition of PEG1294 to membrane-bathing solutions on 

nanopore conductance. PEG concentrations and type of salt are shown in figure. The result 

of at least three independent experiments (mean  SE) is presented in each case…………... 
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FIGURE 3: Typical traces of the ion current through single αHL channels in the presence 

of PEG1294 in the bath solution at a time resolution of 0.1 ms. (Arrows) Voltage shift from 

zero to 40 mV. Alkali- or ammonium chloride concentration was 4 M. Type of the 

electrolyte is shown in figure. The concentration of PEG was 400 μM. It can be seen that 

only in panel (a) the timescale changes in relation to the panels (b)–(f). The respective 
all-point histograms are shown at the right of each record and were used to give the mean 

value of blockage amplitudes…………………..…………………………………………. 
 

 

 

 

 

 

 
67 

FIGURE 4: Voltage dependence and specific ionic effect of alkali- and ammonium 

chlorides on the PEG/αHL pore interaction. The average on-rate (a), off-rate (b), and 

PEG/HL pore complex formation constant (c) are shown as a function of transmembrane 

voltage at different alkali- and ammonium chloride. The minimal values of koff are at 40  

10 mV. The data presented in (a) and (b) were used to build the dependence presented in 

(c). Transition rate and PEG concentration (d), the slope of the transition rate/PEG 

increases linearly and depends strongly on the salt type. Sensitiveness of αHL nanopore is 

dependent significantly on the cation type, the slope values are: 0.02  0.01 (LiCl); 0.21  

0.01 (NH4Cl); 0.52  0.01 (NaCl); 1.12  0.04 (RbCl); 1.62  0.02 (KCl); 2.02  0.02 

(CsCl). (Inset in d) Detection limit of PEG with αHL nanopore is dependent significantly 

on the cation type. The arrows indicate the lowest (CsCl: 0.52  0.12 mM) and the highest 

(110.2  5.2 mM) background equivalent PEG concentration at an event frequency of 1 

Hz. The highest sensitivity was established for CsCl solution and the lowest for LiCl. First-

order regression fitted well for the data with a slope of 1.01  0.08 and the correlation 

coefficient is 0.99  0.01. Li
+
 (black square), Na

+
 (pink circles), K

+ 
(blue triangles), Rb

+
 

(gray squares), Cs
+
 (green triangles) and NH4

+
 (red circles) chloride…………………… 
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FIGURE 5: Solubility of PEG at 1:1 (M/M) XCl/KCl ratio, where X represents Li
+
, Na

+
, 

NH4
+
, Cs

+
 or Rb

+
 (a) dependence of the on-rate (b) and off-rate (c) constants of PEG/αHL 

nanopore interaction on solubility of PEG. The rate constant values were obtained at 40 

mV of transmembrane potential. Total salt concentration was 4 M. (Data points) Means of 

6–11 separate experiments ± SD. Correlation coefficient is shown in figure………...... 
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FIGURE 6: Dependence of associated (a) and dissociated (b) rate constants at the 

difference between the absolute heats of hydration anion and cation (ECl – EMe). Values of 

the absolute energy of hydration were obtained from literature……………………...… 
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Capítulo 3: Cloud point measurements and molecular dynamics simulations: influence 

of the halogen ions on the poly(ethyleneglycol) solubility 

 Pág. 
FIGURE 1: Photography of the cloud point technique. The cloud point formation of PEG 

1500 in 4 M KCl solution. In tube 1, the solution is translucent (there is not cloud point). In 

tube 2, it is occurring cloud point. We can observe turbidity in the solution, which it is 

indicated of droplets of polymer emulsions…………………………………………………. 
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FIGURE 2: PEG solubility at 1:1 (M/M) KX/KCl ratio, where X represents F

-
, Br

-
 or I

-
 4 

M halide solutions. Total salt concentration was 4 M. Means of 5-8 separate experiments ± 

SD. Lines were drawn to guide the eye.…………………………………………………… 
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FIGURE 3: (A) Dependence of PEG solubility on the ionic radius. (B) Dependence of 

PEG solubility on the lyotropic number. Values of the ionic radius and lyotropic number 

were taken from Marcus (1997) and Kunz et al. (2004), respectively……………………… 
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FIGURE 4: (A) Radial distribution function g(r) of the water molecules in the shells 

solvation centered on oxygen of the hydroxyl terminal of the PEG (atom O1) in presence 

of iodide (red profile) and fluoride (black profile). (B) Frame of the PEG oxygen terminal 

(O1) and water molecules. Simulations were performed in triplicate……………………… 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 Os biossensores são dispositivos analíticos, que possuem como elemento sensor 

um componente biológico em contato direto com o elemento de transdução, que 

detectam rapidamente analitos químicos e/ou biológicos qualitativa e quantitativamente 

(SHELLER et al., 2001). Possuem grande importância devido a sua capacidade de 

resolver um número potencialmente grande de problemas analíticos e desafios em áreas 

diversas como defesa, agricultura e segurança alimentar, monitoramento ambiental, 

medicina, farmacologia, indústria, entre outros (KIRSCH et al., 2013). Assim sendo, o 

desenvolvimento de novos sensores e biossensores desperta interesse na comunidade 

científica. 

 O biossensor baseado no nanoporo proteico unitário, formado pela alfa-

hemolisina (α-HL) de Staphylococcus aureus, vem desenvolvendo-se nos últimos anos 

como versátil detector de molécula unitária. O princípio do sensoriamento é baseado no 

transporte das moléculas individuais através do nanoporo gerando decréscimos 

(bloqueios) detectáveis da corrente iônica do poro permitindo a sua identificação e 

quantificação. O nanoporo sensor é talvez a mais recente técnica de detecção de 

molécula unitária desenvolvida até o momento, oferece uma plataforma de deteção 

altamente sensível, rápida e multifuncional. Em menos de duas décadas, pesquisas nesta 

área permitiram uma gama de estudos sobre biomoléculas pequenas, ácidos nucléicos e 

proteínas (WANUNU, 2012). O melhoramento da capacidade de detecção, ou seja, o 

aumento da sensibilidade do nanoporo é essencial. 

 Muitos grupos investigam métodos para melhorias na capacidade de detecção 

por meio do uso de adaptadores moleculares ou pela modificação química do nanoporo. 

Neste trabalho, a nossa abordagem é diferente, uma vez que não modificaremos o 

nanoporo e sim a composição iônica da solução que banha o sistema nanoporo-sensor. 

Estudos anteriores (RODRIGUES et al., 2008; GURNEV et al., 2009) mostraram que a 

composição iônica da solução banhante do sensor nanoscópico pode alterar a energia de 

interação do complexo analito-nanoporo, e desse modo, modifica-se a sensibilidade do 

nanoporo. 

 Os íons promovem efeitos específicos em diversos sistemas devido à capacidade 

que possuem de ordenar menos ou mais moléculas de água ao seu redor. Assim, pode-se 

classificar o íon em caotrópico (fracamente hidratado) ou cosmotrópico (fortemente 

hidratado) dependendo da quantidade de moléculas de água que se ordenam ao redor do 
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íon. Os efeitos específicos induzidos por íons em diversas condições são conhecidos 

como os efeitos de Hofmeister. Apesar dos inúmeros estudos desde o seu primeiro 

relato (HOFMEISTER, 1888), não é elucidado como esse fenômeno apresenta-se em 

sistemas confinados. Portanto, neste trabalho investigamos os efeitos específicos 

induzidos pelos cátions e ânions da Série de Hofmeister na interação de moléculas 

unitárias orgânicas com nanoporos individuais protéicos visando o entendimento dos 

mecanismos moleculares do processo, bem como estabelecer as condições ótimas para 

utilização dos nanoporos como sensores estocásticos para diversas moléculas orgânicas. 

 Este trabalho está dividido em três seções (revisão da literatura, objetivos e 

conclusões) e três capítulos (artigos e manuscrito). A seção revisão da literatura tem o 

intuito de introduzir conceitos básicos, porém, contextualizados sistematicamente para a 

fundamentação e entendimento da temática abordada nesse trabalho. Na seção objetivos, 

são apresentadas as proposições dos objetivos atingidos com o desenvolvimento da tese. 

Em seguida, são apresentados dois artigos e um manuscrito, nos capítulos 1, 2 e 3, 

respectivamente. O Capítulo 1 trata do estudo da influência dos ânions halogênios, 

formando sais com o íon potássio, na formação do complexo polietilenoglicol-nanoporo 

visando o entendimento dos efeitos específicos desses íons em sistemas confinados. No 

Capítulo 2, investigamos os efeitos específicos induzidos pelos cátions da família 1A e 

o íon amônio, formando sais com o íon cloreto, nos parâmetros cinéticos, constantes de 

interação do complexo polietilenoglicol-nanoporo e na sensibilidade do sensor. No 

Capítulo 3, investigamos a influência dos íons halogênios na solubilidade do 

polietilenoglicol (PEG) experimental e teoricamente. Por fim, na seção conclusões 

expomos as deduções e considerações finais. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Água 

 A água tem importância vital para os seres vivos, está presente em 70% ou mais 

da massa dos organismos vivos, sendo essencial para a estrutura, estabilidade, dinâmica 

e função das mais diversas macromoléculas biológicas (LEVY & ONUCHIC, 2006; 

LEHNINGER, 2011). 

 A molécula da água tem uma estrutura química simples, composta por dois 

átomos de hidrogênio ligados covalentemente a um átomo de oxigênio. Cada átomo de 

hidrogênio compartilha um par de elétrons com o átomo de oxigênio (LEHNINGER, 

2011). Este compartilhamento é desigual o que resulta em uma distribuição assimétrica 

dos elétrons sobre a estrutura da água dotando esta molécula de um forte caráter dipolar. 

 Por meio de análises de absorção no infravermelho, foram estimadas que as 

ligações interatômicas na molécula de água formam um ângulo de 

104.5°(NORDLUND, 2011), assim a molécula da água assume uma conformação 

semelhante a um tetraedro com os dois átomos de hidrogênios e os elétrons não 

compartilhados ocupando os cantos do tetraedro (HARPER, 2003). 

 Apesar da simplicidade estrutural, a água possui algumas propriedades 

incomuns, resultante da sua capacidade em formar ligações de hidrogênio entre as suas 

moléculas. Uma dessas propriedades peculiares é a sua densidade máxima a 4 °C 

(POOLE et al., 1994). A ligação de hidrogênio é reconhecida como a principal força 

intermolecular determinante dos padrões espaciais e dinâmicos da água, contudo a 

natureza da água pode depender também da competição entre forças de van der Waals e 

ligações de hidrogênio (LIN et al., 2009). Estudos indicam que forças de van der Waals 

podem estar envolvidas na densidade da água, modulando fortemente a flexibilidade da 

rede de ligações de hidrogênio dando origem à máxima densidade na água líquida e 

fazendo com que o gelo seja menos denso do que a água no estado líquido (WANG et 

al., 2011). 

 Por ser um forte dipolo e possuir alta constante dielétrica (78.5 a 25 °C), a água 

é um excelente solvente para íons (HARPER, 2003). De fato, quanto maior a constante 

dielétrica de um solvente maior será seu poder de solvatação. A alta constante dielétrica 

da água blinda o potencial coulômbico dos íons evitando a agregação e cristalização de 

íons de cargas opostas. Da mesma maneira, a água é um eficiente solvente para 
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polieletrólitos, como proteínas e ácidos nucléicos, também pela blindagem das cargas 

presentes nas estruturas de tais biomoléculas (BALL, 2008). 

 

2.2 Íons 

 Íons são ubíquos na natureza e possuem papel importante em diversos sistemas e 

processos (por exemplo: químico, bioquímico, fisiológico, tecnológico, entre outros). 

Em condições normais, íons isolados não são encontrados como entidades livres, eles 

tendem a agregar-se formando sais iônicos eletroneutros (ou, em casos especiais, 

líquidos iônicos) devido à natureza e à grande magnitude das interações eletrostáticas. 

Entretanto, a situação é diferente em solventes polares, principalmente a água, que são 

capazes de dissolver os íons, isto é, de estabilizá-los como entidades dissociadas, pelo 

menos até certa concentração correspondente à saturação. Esta estabilização tem a sua 

origem nas interações eletrostáticas entre os íons isolados e os dipolos da água, ou seja, 

nas forças de solvatação específicas (HÜNENBERGER & REIF, 2011). 

 Caso o solvente seja a água, o processo de solvatação é denominado de 

hidratação e refere-se a uma camada de moléculas de água ligadas fortemente que 

circunda cada molécula ou íon dissolvido. Esta camada de hidratação é o resultado das 

forças intermoleculares entre o soluto e o solvente (REICHARDT & WELTON, 2011). 

No caso dos íons, para os ânions, as moléculas de água se ordenam com o pólo positivo 

voltado para o íon, fazendo com que as moléculas de água permaneçam mais fortemente 

ligadas ao redor do ânion. No caso dos cátions, a parte voltada para o íon é o pólo 

negativo, o que faz com que as moléculas de água se agrupem de forma mais fraca ao 

redor do íon (Figura 1) (BALL, 2008). 

 Os ânions são mais hidratados do que os cátions para o mesmo raio iônico. Os 

átomos de hidrogênio da água se aproximam do ânion de modo mais eficiente do que os 

átomos de oxigênio, hidratando assim melhor o ânion. Segundo Collins (1997), há pelo 

menos duas razões para a maior hidratação dos ânions: 1. cálculos de mecânica quântica 

indicam que os ânions, por interagirem com o átomo de hidrogênio da água, formam 

uma camada interna de ligação de hidrogênio com as moléculas de água de solvatação, 

enquanto que, os cátions que interagem com o oxigênio da água não formam essa 

camada; 2. a transferência de carga para o solvente caracteriza forte hidratação, como o 

átomo de oxigênio da água é muito eletronegativo, é mais fácil aceitar carga negativa 

dos ânions do que carga positiva dos cátions. 
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Figura 1: Modelo de hidratação de íons. (a) 

Modelo convencional de hidratação de 

ânions e cátions. (b) Orientações da 

molécula de água reveladas pela técnica de 

difração de nêutrons. Na camada de 

hidratação, o ânion cloreto coordena-se com 

a água através do átomo de hidrogênio de 

modo que a ligação H-O∙∙∙Cl
-
 é quase linear 

(linha tracejada), enquanto que para o cátion 

níquel a molécula de água orienta-se com o 

cátion por  meio do átomo de oxigênio 

voltado para o íon (linha tracejada). 

Adaptada de BALL, 2008. 

 

 

2.3 Série de Hofmeister 

 Há mais de um século, Franz Hofmeister, Professor de Farmacologia da 

Universidade de Praga, juntamente com outros pesquisadores, iniciou um estudo 

sistemático sobre os efeitos específicos dos íons. Ele observou uma habilidade 

particular de certos sais em precipitar proteínas em solução aquosa e concluiu que a 

eficácia dos sais em precipitá-las aumenta com a sua capacidade em “ordenar” a água ao 

seu redor. Seus achados permitiram classificar os sais em dois grupos: um primeiro 

grupo de sais conforme sua eficiência em precipitar proteínas (salting-out) e um 

segundo grupo de sais de acordo com sua eficácia em solubilizar proteínas (salting-in) 

originando a Série de Hofmeister ou série liotrópica (HOFMEISTER, 1888; KUNZ et 

al., 2004; TADEO et al., 2007). 

 Efeito salting é a mudança na solubilidade de um não-eletrólito em meio aquoso 

resultante da adição de um eletrólito. Pode ocorrer uma diminuição (salting-out) ou 

aumento (salting-in) na solubilidade de um não-eletrólito com a adição de 

concentrações crescentes do sal. Matematicamente, a influência de um eletrólito sobre a 

solubilidade, em meio aquoso, de um não-eletrólito pode ser expressa pela equação de 

Setschenow, definida a seguir: 

 

log (s0/s) =kcs     Eq. (1) 
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onde, s0 e s são as solubilidades de um não-eletrólito em água pura e em solução 

eletrolítica, respectivamente, cs é a concentração de sal, e k é a constante salting. Valor 

positivo de k indica salting-out e valor negativo indica salting-in. O valor de k é a soma 

das constantes salting catiônica (k
+
) e aniônica (k

-
) (LO NOSTRO & NINHAM, 2012). 

 Como os cátions e ânions possuem constantes salting diferentes, as diversas 

combinações que eles podem realizar formando sais são diferidas pela sua tendência em 

promover salting-out. Isso tem sido atribuído às diferenças de: estrutura, tamanho, 

densidade de carga, hidratação, e polarizabilidade do íon, bem como, à polarizabilidade 

do solvente. O efeito da adição de sais em soluções de não-eletrólitos é muito complexo 

devido aos diferentes tipos de interações intermoleculares envolvendo os íons, o 

solvente e as moléculas do soluto (LO NOSTRO & NINHAM, 2012). 

 Os íons induzem efeitos na estrutura da água alterando a formação natural das 

ligações de hidrogênio, consequentemente, as moléculas de água se ordenam de forma 

diferente ao redor de cada íon. Assim, pode-se classificar o íon em fracamente hidratado 

ou fortemente hidratado dependendo da quantidade de moléculas de água que se 

ordenam ao redor dele (Figura 2). De acordo com a sua atuação na estrutura da água, os 

íons da Série de Hofmeister podem ser classificados como: 

 Cosmotrópicos: sulfato (SO4
2-

), fluoreto (F
-
), cálcio (Ca

+2
), magnésio 

(Mg
+2

), entre outros. 

 Caotrópicos: tiocianato (SCN
-
), perclorato (ClO4

-
), iodeto (I

-
), amônio 

(NH4
+
), entre outros. 

 

 

FIGURA 2: Sequência de alguns íons da Série de Hofmeister. Os íons podem ser classificados 

de acordo com sua capacidade de hidratação em cosmotrópico (fortemente hidratado) ou 

caotrópico (fracamente hidratado). Adaptado de YANG, 2009. 
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 De modo geral, os cosmotrópicos possuem a capacidade de estruturar as 

moléculas de água e estabilizar proteínas, enquanto que, os caotrópicos desestruturaram 

as moléculas de água e desestabilizam proteínas (ZHANG & CREMER, 2006). Os íons 

cosmotrópicos possuem interação mais forte com moléculas de água do que às 

moléculas de água entre si (Figura 3), já os caotrópicos no contrário, interagem com a 

água mais fracamente do que às moléculas de água entre si (LO NOSTRO et al., 2006). 

 

 

FIGURA 3: Íon e camada de hidratação. 

Representação esquemática da estruturação 

das moléculas de água ao redor de um 

ânion cosmotrópico. A circunferência 

tracejada indica a organização da segunda 

camada de hidratação. Adaptado de 

ZHANG & CREMER, 2006. 

 

 A sequência dos íons de Hofmeister apresentada na Figura 2 representa a 

influência dos íons na água. Porém, esta sequência não é fixa e depende do sistema em 

estudo, alguns íons podem mudar a sua posição na série ou até mesmo invertê-la, ou 

seja, um dado íon pode interagir com apenas moléculas de água ou com uma 

macromolécula podendo apresentar um comportamento caotrópico ou cosmotrópico a 

depender do sistema (LYKLEMA, 2009; KUNZ, 2010). 

 Em geral, e somente para íons inorgânicos, os efeitos específicos dos cátions são 

menos pronunciados do que os efeitos específicos dos ânions, pois as interações dos 

ânions com a água são mais fortes do que com os cátions para o mesmo tamanho e 

densidade de carga absoluta. Contudo, isto é apenas válido quando as interações íon-

água são dominantes para os efeitos específicos do íon. Quando as interações diretas 

íon/íon ou íon/co-soluto são predominantes, os efeitos específicos dos cátions podem 

ser da mesma ordem de intensidade como nos efeitos específicos dos ânions (KUNZ, 

2010). 

 O parâmetro físico-químico mais utilizado para descrever a série de Hofmeister 

de maneira quantitativa é o coeficiente B de viscosidade de Jones-Dole. Os íons podem 

ser sistematicamente classificados como caotrópicos ou cosmotrópicos a partir do sinal 

desse coeficiente. O coeficiente B de viscosidade de Jones-Dole correlaciona-se com a 

densidade de carga dos íons e oferece informações relativas à hidratação dos íons 
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(JENKINS & MARCUS, 1995; COLLINS, 1997). Para uma ampla faixa de 

concentrações, entre 5 x 10
-3

 a 1 M, a viscosidade específica é definido pela seguinte 

equação: 

 

η / η0 = 1 + Ac
1/2

 + Bc     (Eq. 2) 

 

onde, c é a concentração do sal; η é a viscosidade da solução eletrolítica aquosa; η0 é a 

viscosidade da água pura à mesma temperatura; A é um termo eletrostático, que em 

concentrações moderadas do sal é igual a 1; e B é uma medida direta da força das 

interações íon-água normalizada com a força das interações água-água no seio da 

solução (bulk solution). 

 O coeficiente B permite-nos dividir os íons em dois grupos: coeficientes B com 

sinal negativo para íons fracamente hidratados (íons caotrópicos, η < η0) e coeficientes 

B com sinal positivo para íons fortemente hidratados (íons cosmotrópicos, η > η0) (LO 

NOSTRO & NINHAM, 2012). Os valores dos coeficientes de viscosidade B de Jones-

Dole para uma série de íons são apresentados na Tabela 1. O ponto no qual esse 

parâmetro muda de sinal representa o comportamento ideal definido pela força de 

interação água-água no seio da solução (COLLINS, 2004). Nessa mesma tabela, são 

também apresentados os valores de números de hidratação dinâmica aparente (ADHN, 

apparent dynamic hydration numbers) que indicam o número de moléculas de água 

fortemente ligadas ao íon (KIRIUKHIN& COLLINS, 2002). 
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TABELA 1: Valores dos coeficientes B de viscosidade Jones-Dole (B) e dos ADHN (números 

de hidratação dinâmica aparente) para diversos cátions e ânions. Fonte: tabela adaptada de 

COLLINS, 2006. 

 

Cátions B ADHN Ânions B ADHN 

Mg
+2

 0.385 5.8 PO4
-3 0.590 5.1 

Ca
+2 0.285 2.1 HPO4

-2  4.0 

   H2PO4
-2  1.9 

   CH3CO2
- 0.250  

Ba
+2 0.22 0.35 SO4

-2 0.208 1.8 

H
+  1.93    

Li
+ 0.150 0.6 F

- 0.1 5.0 

   HO
-  2.8 

Na
+ 0.086 0.22 HCO2

- 0.052 2.0 

      

K
+ -0.007 0 Cl

- -0.007 0 

NH4
+ -0.007 0 Br

- -0.032 0 

Rb
+ -0.030 0 NO3

-
 -0.046 0 

Cs
+ -0.045 0 ClO4

-
 -0.061 0 

   I
-
 -0.068 0 

   SCN
-
 -0.103 0 

 

2.4 Efeitos específicos dos íons 

 Efeitos específicos induzidos por íons em diversas condições são conhecidos 

como os efeitos de Hofmeister (Figura 4). Os efeitos dos íons dessa série são 

observados em várias situações como na estabilidade de proteínas (TADEO et al., 

2009), interações proteína-proteína, cristalização de proteínas (COLLINS, 2006), 

atividade enzimática (NISHIMURA et al., 1999), estruturação e desnaturação de 

macromoléculas biológicas (ZHANG & CREMER, 2006), crescimento bacteriano, 

estruturas anfifílicas (LO NOSTRO et al., 2006). Além disso, a Série de Hofmeister é 

observada em muitos fenômenos físico-químicos como tensão superficial (PEGRAM & 

RECORD, 2007), concentração micelar crítica (WANG & SATOH, 2009) e 

estabilidade coloidal (LÓPEZ-LÉON et al., 2005). 
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FIGURA 4: Efeitos específicos dos íons. Sequência dos ânions da Série de Hofmeister e 

exemplos de alguns efeitos específicos promovidos por cosmotrópicos e caotrópicos. Adaptado 

de ZHANG & CREMER, 2006. 

 

 Os efeitos específicos dos íons são dependentes da concentração do sal. 

Geralmente, em baixas concentrações de sal (<0,1 M) quase não se observa 

especificidade iônica, pois as interações eletrostáticas são dominantes. Contudo, em 

concentrações intermediárias (0,1 até 2 M), os efeitos específicos são mais 

pronunciados e observados, pois nessa situação as interações eletrostáticas são 

blindadas significativamente (KUNZ, 2010). 

 Diversas teorias foram propostas na tentativa de explicar os efeitos dos íons nos 

diferentes sistemas. As primeiras tentativas para explicar a especificidade iônica 

referem-se à habilidade do íon em quebrar ou realizar ligações de hidrogênio 

considerando, apenas, as forças eletrostáticas e de hidratação. Uma das teorias clássicas, 

a teoria Derjaguin–Landau–Verwey–Overbeek (DLVO) de interações entre partículas 

coloidais, faz um balanço entre as forças atrativas de van der Waals (força atrativa de 

curto alcance) e as forças repulsivas da dupla camada elétrica. Uma das principais 

aproximações na teoria DLVO é o uso da equação de Poisson-Boltzman para descrever 

as interações eletrostáticas. Esse método trata os íons como cargas pontuais e somente 

pode ser adotado em situações de baixa concentração de sal (até ~0,01 M) onde as 

forças eletrostáticas são dominantes, consequentemente, para descrever os efeitos dos 

íons essa teoria não é a ideal. Para solucionar essa simplificação, Ninham e cols 

(BOSTRÖM et al., 2001) propuseram a incorporação do termo referente ao potencial de 

dispersão na teoria DLVO, a partir desse modelo modificado foi possível analisar os 



27 

 

efeitos específicos dos íons na interação com partículas carregadas e em concentrações 

acima de 0,01 M (ZHANG & CREMER, 2006). 

 Contudo, os efeitos específicos dos íons não conseguem ser bem explicados 

apenas pelas teorias clássicas baseadas nas forças eletrostáticas. O tamanho dos íons e a 

estrutura da água devem ser considerados também, pois os íons afetam a estrutura e a 

dinâmica da água, principalmente, nas suas camadas de hidratação (XIE et al., 2014). 

Com uma abordagem relativamente simples, Collins (2004) propôs uma teoria 

denominada Lei de Coincidência de Afinidades pela Água (em inglês: “Law of 

Matching Water Affinities”) para explicar os efeitos de Hofmeister. Essa teoria permite 

interpretar os efeitos específicos dos íons qualitativamente e baseia-se, principalmente, 

na concepção de que íons de cargas opostas em solução formam esferas internas de 

pares iônicos espontaneamente somente quando estes íons possuem energias livres de 

hidratação absolutas similares (afinidades iguais pela água). A energia livre de 

hidratação absoluta de um íon é uma função monotônica da sua densidade de carga de 

superfície, a partir disso, segundo essa lei, há uma tendência de íons com cargas iguais 

se ordenarem de acordo com o tamanho: ânions grandes formam esferas internas de 

pares iônicos com cátions grandes, enquanto que, ânions pequenos formam esferas 

internas de pares iônicos com cátions pequenos (Figura 5) (COLLINS, 2006). 

 

FIGURA 5: Representação esquemática da teoria da Lei de Coincidência de Afinidades 

pela Água. O tamanho do íon controla a tendência de íons de cargas opostas formarem esferas 

internas de pares iônicos. (A) Íons pequenos de sinais opostos formam esferas internas de pares 

iônicos em meio aquoso espontaneamente; (B) Íons grandes de sinais opostos formam esferas 

internas de pares iônicos em meio aquoso espontaneamente; (C) íons de tamanhos diferentes e 

com sinais opostos não formam espontaneamente esferas internas de pares iônicos em meio 

aquoso. Adaptado de COLLINS, 2004. 
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 Basicamente, nessa teoria, íons simples são considerados como uma esfera com 

uma carga pontual no centro. Quando os íons são pequenos, as moléculas de água 

circundantes estão firmemente ligadas (íons cosmotrópicos), enquanto que, quando os 

íons são grandes a camada de hidratação fica ligada fracamente ao íon (íon caotrópico) 

(KUNZ & NEUEDER, 2010). Partindo da premissa da lei de Collins, sais com 

combinação de cátion-ânion cosmotrópico-cosmotrópico ou caotrópico-caotrópico (ou 

seja, associação de íons que possuem valores próximos de energias livres de hidratação) 

possuem uma tendência de formar par iônico mais forte do que combinações cátion-

ânion cosmotrópico-caotrópico ou caotrópico-cosmotrópico (XIE et al., 2014). Vários 

grupos vêm tentando validar a teoria de Collins utilizando métodos de simulação 

computacional (VLACHY et al., 2009; XIE & GAO, 2013; XIE et al., 2014). Fennel e 

cols. (2009) investigaram a interação íon-íon em meio aquoso por meio de simulações 

por dinâmica molecular, permitindo uma interpretação microscópica das observações 

empíricas da lei de Collins, e demonstraram que as simulações foram consistentes com 

as proposições da lei. 

 Termodinamicamente, quando um sal é composto por dois íons que possuem 

energias livres de hidratação similares (sais cosmotrópico-cosmotrópico ou caotrópico-

caotrópico) sua solubilização em meio aquoso é um processo endotérmico (ΔHsol > 0), 

ou seja, ocorre a produção de uma solução fria sugerindo que não estão ocorrendo 

interações fortes do íon com a água (COLLINS, 2004). A absorção de calor corresponde 

à formação de pares iônicos e é considerada um processo energeticamente favorável. No 

caso do par cosmotrópico-cosmotrópico, a tendência favorável na formação do par 

iônico é atribuída à grande interação eletrostática entre os dois íons pequenos que 

supera a forte ligação da água aos íons. Já no caso do par caotrópico-caotrópico, a 

reação de absorção de calor ocorre porque os íons caotrópicos são comprimidos pela 

água, deste modo, a água pode realizar ligações, mais favoráveis energeticamente, com 

outras moléculas de água no seio da solução em vez de realizar as fracas ligações íon 

caotrópico-água (LO NOSTRO & NINHAM, 2012). Porém, quando o sal possui íons 

constituintes com energias livres de hidratação diferentes (sais cosmotrópico-caotrópico 

ou caotrópico-cosmotrópico) a sua solubilização em meio aquoso é um processo 

exotérmico (ΔHsol < 0), há a formação de soluções quentes, sugerindo que há uma forte 

interação do íon pequeno (cosmotrópico) com a água e que os íons de cargas opostas do 

sal dissolvido tendem a ficar separados (LO NOSTRO & NINHAM, 2012). 

 A Figura 6 relaciona a entalpia da solução com a diferença entre as energias 

livres de hidratação dos íons constituintes do sal. Podemos observar que os sais que 
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estão acima da linha sólida horizontal (em zero) produzem soluções frias na dissolução; 

enquanto que, os sais que estão abaixo da linha produzem soluções quentes na 

dissolução em meio aquoso. Como todos os sais apresentados nessa figura são 

monovalentes, os campos elétricos de longo alcance gerados por cada sal devem ser 

muito similares, desse modo, os diferentes comportamentos observados devem ocorrer, 

provavelmente, por diferenças na força de interação química de curto alcance com a 

água (COLLINS et al., 2007). 

 

 

FIGURA 6: A energia de hidratação dos sais de Hofmeister. (A) Relação da entalpia da solução 

de sais (em diluição infinita) com a diferença entre as energias de hidratação absoluta dos 

ânions e cátions constituintes de cada sal. (B) Identificação dos íons como caotrópicos ou 

cosmotrópicos. Figura adaptada de COLLINS et al., 2007. 

 

 

2.4.1 Influência dos sais em sistemas confinados 

 

 Os canais iônicos representam um ambiente onde ciclos de hidratação e 

desidratação dos íons permeantes ocorrem sistematicamente. Os efeitos de Hofmeister 

devem ser perceptíveis nos casos em que as dimensões do canal correspondem ao 

diâmetro do íon a ser transportado, como os canais de K
+
 dependentes de voltagem 

(COLLINS, 1995). 

 Um dos primeiros estudos avaliando a influência dos íons nas características 

físicas dos canais iônicos foi realizado por Grigorjev e Bezrukov em 1994. Eles 

avaliaram a influência dos íons halogênios (F
-
, Cl

-
, Br

-
, I

-
), formando sais com o K

+
, nas 

propriedades biofísicas (condutância e seletividade) do canal iônico formado pelo 
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antibiótico roflamycoin. Tanto a condutância quanto a seletividade iônica foram 

dependentes do tipo de eletrólito. A condutância do canal iônico unitário aumentou ao 

longo da série F
- 
< Cl

- 
< Br

- 
< I

-
. Com relação à seletividade, observou-se uma redução 

gradual da seletividade aniônica do canal iônico ao longo da sequência F
- 
> Cl

- 
>Br

- 
> I

-
. 

Houve uma inversão na seletividade, partindo de uma seletividade aniônica com KF 

para uma seletividade catiônica com KI. Estabeleceu-se que quanto maior for a natureza 

caotrópica do ânion, mais forte é a ligação dos ânions na estrutura protéica do canal e 

este desenvolve uma seletividade catiônica devido a redução da barreira eletrostática 

para os cátions. 

 O estudo dos efeitos dos íons em sistemas confinados, como os sensores 

estocásticos baseados no nanoporo protéico unitário, também vem se intensificando nos 

últimos anos, tendo em vista a grande importância biotecnológica deste sensor 

(GURNEV et al., 2009; BHATTACHARYA et al., 2011). Particularmente, Rodrigues e 

cols. (2008) mostraram que o simples aumento da concentração do KCl (de 1M para 

4M) melhora qualitativamente as características do sensor formado pela α-hemolisina 

de Staphylococcus aureus em bicamada lipídica plana. Nesse estudo, foi estabelecida 

uma forte relação entre o aumento da concentração do sal com o nível de resolução do 

sensor para moléculas unitárias do PEG e com a solubilidade do polímero indicando a 

importância do efeito salting-out do KCl. 

 Diante desse cenário surgiu a motivação para esse trabalho, a de investigar a 

influência dos ânions e cátions da série de Hofmeister na sensibilidade e no sistema de 

detecção do biossensor baseado no nanoporo protéico unitário formado pela α-HL de 

Staphylococcus aureus. 

 

2.5 Biossensor 

 Biossensor é um dispositivo analítico que integra um elemento de 

reconhecimento biológico ou derivado biológico a um transdutor. O elemento de 

reconhecimento interage seletivamente com um analito, de forma direta ou indireta, 

produzindo um sinal biológico que é captado pelo transdutor que o converte para um 

sinal elétrico mensurável e correlacionado com a concentração ou atividade do analito 

presente na amostra (OTLES & YALCIN, 2012). 

 O biossensor pode ser representado, em um diagrama de blocos, por três partes 

(Figura 7). A primeira parte é composta pelo elemento sensor (camada de 

biorreconhecimento) que é um elemento biológico (por exemplo: enzima, ácido 
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nucleico, anticorpo, proteína, entre outros) que possui a propriedade de reconhecer 

seletivamente e interagir com o analito. A interação resulta na alteração de uma ou mais 

propriedades físico-químicas (modificação de pH, transferência de elétrons, variação de 

massa, transferência de calor, liberação de gases ou íons) que são captadas e medidas 

pelo transdutor. A segunda parte é composta pelo transdutor o qual funciona como um 

estágio que capta os eventos biológicos, ocorridos na etapa de detecção, e os 

transformam em sinais eletrônicos proporcionais em magnitude e/ou frequência à 

concentração de um determinado analito ou grupo de analitos que interagem com o 

elemento sensor. A terceira parte (processamento) diz respeito à saída de dados na 

forma de sinais eletrônicos do transdutor para torná-los legíveis em uma interface 

humana qualquer como um medidor, um display ou tela de computador (FURTADO et 

al., 2008, KOYUN et al., 2012). 

 

 

FIGURA 7: Esquema geral dos componentes de um biossensor. Adaptado de VELUSAMY et 

al., 2010. 

 

 Os biossensores podem ser classificados levando em consideração aspectos do 

mecanismo de detecção, de transdução e o modo de interação entre o analito e o 

elemento de reconhecimento. Com relação à natureza do elemento de reconhecimento, 

os biossensores podem ser classificados como: biossensores baseados em células, 

biossensores baseados em enzimas, biossensores baseados em anticorpos 

(imunossensores), biossensores baseados em receptores de membrana (THÉVENOT et 

al., 2001). De acordo com o transdutor utilizado, o biossensor pode ser classificado 

como: eletroquímico (potenciométrico, amperométrico, condutimétrico e 

impedimétrico), óptico (medida de luminescência, fluorescência, elipsometria, entre 

outros), detector de massa ou piezoelétrico (relaciona a variação da frequência dos 

cristais piezoelétricos com a massa), termométrico (SETHI, 1994). O biossensor ainda 

pode ser classificado, de acordo com o tipo de interação que ocorre entre o analito e o 
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elemento sensor, em catalítico (detecta as reações que produzem ou consomem o 

analito) ou de afinidade (detecção direta da concentração do analito) (THÉVENOT et 

al., 2001; RICCARDI et al., 2002; VELUSAMY et al., 2010). 

 O sensor utilizado neste trabalho é baseado no nanoporo aquoso unitário 

formado pela α-HL de Staphylococcus aureus inserido em uma bicamada lipídica plana. 

Este dispositivo representa a classe dos sensores estocásticos que permitem a detecção 

de analitos a nível de molécula unitária oferecendo, potencialmente, uma plataforma de 

sensoriamento altamente sensível, rápida e multifuncional (LIU et al., 2010). O termo 

sensoriamento estocástico advém da interação molecular entre o elemento sensor e o 

analito a qual é um processo estocástico, ou seja, o número de moléculas do analito que 

interagem com o sensor em um dado intervalo de tempo é uma variável aleatória (DAS 

et al., 2009; SHAMAIAH, 2012). 

 A seguir abordaremos as características, funcionamento e aplicações desse 

nanobiossensor. 

 

2.6 Nanoporo da alfa-hemolisina como elemento sensor 

Um poro protéico “robusto” é pré-requisito para o desenvolvimento de um 

elemento sensor estocástico. Estudos nas áreas da proteômica e biologia estrutural 

revelam que proteínas de membrana com configuração β-barril cumprem essa exigência 

(CHEN et al, 2008). A maioria das proteínas β-barril dobra-se formando poros 

aproximadamente cilíndricos com as cadeias laterais hidrofílicas voltadas para o lúmen 

do poro e os resíduos hidrofóbicos interagindo com a bicamada lipídica. A estrutura 

dessas proteínas é estabilizada por uma disposição espacial das ligações de hidrogênio 

entre as fitas β adjacentes que confere à proteína estabilidade termodinâmica 

(MOVILEANU, 2009). 

 Um modelo de elemento de reconhecimento para biossensor estocástico muito 

utilizado é o nanoporo formado pela α-HL a qual é uma das várias toxinas secretadas 

pela bactéria Staphylococcus aureus. A α-HL é uma citolisina dotada da capacidade de 

formar poros aquosos tanto em membranas biológicas (BHAKDI et al., 1991) quanto 

em bicamadas lipídicas artificiais (KRASILNIKOV et al, 2000). A proteína possui peso 

molecular em torno de 33 kDa e é liberada na forma de monômeros de polipeptídeos de 

293 aminoácidos (GRAY & KEHOE, 1984) solúveis em água, os quais se inserem em 

membranas e então se oligomerizam para formar o poro heptamérico transmembrana 

(Figura 8), permitindo a passagem de água e de diversas moléculas pelo seu interior 
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(ZHAO et al.,2009). O nanoporo formado possui comprimento de ~10 nm e o diâmetro 

interno de ~2 nm. O conhecimento da estrutura tridimensional em alta resolução do 

poro formado pela α-HL (SONG et al., 1996), sua elevada condutância (~ 4 nS em 4 M 

KCl) (RODRIGUES et al., 2008) e sua estabilidade em soluções aquosas com pH > 7.0 

(KRASILNIKOV et al., 1988) torna o registro e análise dos eventos moleculares com 

esse sensor relativamente simples e, consequentemente, atraente. 

 

 

FIGURA 8: Modelo do nanoporo formado pela α-HL inserido em bicamada lipídica e suas 

dimensões. Adaptado de GU & SHIM, 2010. 

 Para otimizar a identificação do analito, a α-HL pode ser usada na forma nativa, 

genética ou quimicamente modificada para a detecção de íons metálicos (BRAHA et al., 

2000), DNA (VENKATESAN & BASHIR, 2011), proteínas (ROTEM et al., 2012), 

pequenas moléculas orgânicas (RODRIGUES et al., 2011), segundo mensageiro 

(CHELEY et al., 2002), enantiômeros de fármacos (KANG et al., 2006), toxinas (LIU et 

al., 2010), organofosforados (WANG et al., 2009), entre outros. 

 Nanoporos protéicos formados pela -HL podem ser engenheirados
1
 utilizando a 

técnica de mutagênese sítio-dirigida onde apenas um, ou um grupo de aminoácidos, que 

compõe a estrutura protéica do nanoporo pode ser substituído por outros aminoácidos 

gerando uma variedade de cadeias laterais de diferentes tamanhos, formas, polaridade e 

reatividade. Nanoporos também podem ser modificados quimicamente. Na modificação 

química um aminoácido da cadeia lateral, geralmente cisteína, é seletivamente 

modificado com um reagente químico permitindo uma diversidade de funcionalidades 

que podem ser incorporadas ao poro (BAYLEY et al., 2004). Além disso, há estudos 

para modular a seletividade do poro, com o uso de adaptadores moleculares 

(modificação não-covalente) introduzidos no lúmen do poro formado pela α-HL 

                                                 
1
 Termo utilizado para nanoestruturas projetadas/produzidas em laboratório. 
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tornando ainda mais estreita a sua constrição, e desse modo, favorecendo uma 

seletividade específica com intuito de facilitar a identificação e a quantificação do 

analito (KANG et al, 2006). 

 Nanoporos de α-HL engenheirados têm sido estudados com a finalidade de 

tornar mais específica a detecção do analito pelo biossensor. A detecção de 

polipeptídeos no interior do nanoporo tem suas limitações, como as proteínas são muito 

grandes para transitarem através do nanoporo, várias abordagens foram estudadas para 

superar essa limitação (MOVILEANU, 2009; OUKHALED et al., 2012; ROTEM et al., 

2012). 

 Uma delas é a adição covalente da extremidade de uma cadeia polimérica, como 

por exemplo, o polietilenoglicol (PEG), no interior do nanoporo. Na outra extremidade 

do polímero é adicionado um ligante covalentemente. Esse ligante fica livre na parte 

externa do nanoporo, a interação do analito com esse ligante gera um sinal que é 

transmitido para o interior do nanoporo a fim de que a corrente iônica seja alterada e o 

analito detectado (BAYLEY& JAYASINGHE, 2004; ROTEM et al., 2012) (Figura 9). 

Os nanoporos protéicos engenheirados são utilizados na detecção estocástica de uma 

ampla variedade de moléculas em solução aquosa e como uma plataforma ultrarrápida e 

de baixo custo para o sequenciamento de RNA ou DNA (MAITRA et al., 2012; 

ROTEM et al, 2012). 

 

2.7 Sensor estocástico 

 O conceito de utilizar pequenos poros para analisar partículas biológicas foi 

inspirado no princípio de funcionamento do contador Coulter (COULTER, 1953) e os 

sensores estocásticos baseados em nanoporos são descendentes miniaturizados desse 

 

FIGURA 9: Exemplos de nanoporos de α-HL de Staphylococcus aureus engenheirados: (A) 

poro geneticamente engenheirado, com um anel de 14 resíduos de arginina localizado próximo à 

região mais estreita do lúmen do poro; (B) poro contendo uma cadeia polimérica (PEG) fixada 

covalentemente no interior do nanoporo; (C) poro contendo um adaptador molecular 

(ciclodextrina) dentro do lúmen. Retirado de BAYLEY & JAYASINGHE, 2004. 
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contador (KASIANOWICZ et al. 2008). Resumidamente, no contador Coulter, 

partículas microscópicas e células passam através de um poro (microcanal) e causam 

uma modulação detectável na corrente iônica que flui através dele. A frequência dessas 

modulações pode ser usada para determinar o número de partículas, enquanto que a 

magnitude das modulações é proporcional ao tamanho da partícula/célula. A relação 

entre o tamanho molecular e a magnitude do bloqueio é importante porque indica que 

moléculas unitárias podem ser detectadas quando o diâmetro do poro possui dimensões 

nanométricas semelhantes. Com base nisso, pode-se inferir que os sensores baseados 

nos nanoporos são representantes do contador Coulter em nanoescala (HOWORKA & 

SIWY, 2009). Um típico contador Coulter está esquematizado na Figura 10. 

 

 Sensores baseados em nanoporos protéicos podem identificar e quantificar 

analitos baseados na análise da mudança na corrente iônica que flui através do poro 

(MOVILEANU, 2009). São ideais para serem usados como sensores por diversas 

razões: o analito ao interagir com o nanoporo cria um sinal pelo bloqueio estérico do 

poro ou pela mudança no potencial eletrostático na vizinhança ou dentro do poro; o 

analito não precisa, necessariamente, ser marcado (por exemplo, sonda fluorescente) 

 

FIGURA 10: Esquema ilustrando o princípio do contador Coulter. (A) Setup experimental do 

contador que é composto por duas câmaras preenchidas com soluções eletrolíticas que estão 

conectadas por meio de um microcanal, dois eletrodos e um potenciostato são usados para 

estabelecer um potencial. (B) O potencial aplicado que gera uma corrente iônica que flui através 

do orifício equivalente a uma resistência constante da solução. (C) Quando partículas 

micrométricas ou células são adicionadas em um das câmaras, a passagem dessas pelo orifício 

causa um bloqueio do microcanal e causa alterações na resistência da solução. O contador 

detecta essas mudanças na resistência elétrica. Adaptado de HOWORKA & SIWY, 2009. 
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para ser detectado como uma entidade unitária; a técnica permite a detecção de mais de 

um analito presente na solução simultaneamente (KANG et al., 2006) e também 

apresenta alta sensibilidade e rapidez na análise (KASIANOWICZ et al., 2007). 

 O princípio do sensor estocástico, baseado no nanoporo protéico unitário 

formado pela α-HL, está na detecção das moléculas unitárias feita pelo nanoporo para 

identificar e quantificar diversas moléculas em solução aquosa (CHELEY et al, 2002). 

O resultado de cada interação se reflete na mudança transitória da corrente iônica que 

passa através do nanoporo. O poro unitário incorpora-se em uma bicamada lipídica 

plana a qual separa dois compartimentos com solução salina (Figura 11). 

 

 

FIGURA 11: Esquema do diagrama experimental. (A) Câmara experimental que consiste de duas 

hemicâmaras, cis e trans, separadas por uma película de Teflon
®
 que possui um orifício para a 

formação da bicamada lipídica plana. (B) Ilustração da bicamada e da inserção do nanoporo 

protéico de α-HL. Uma voltagem é aplicada através dos eletrodos via um circuito externo, e a 

corrente iônica que flui pelo nanoporo é monitorada. A aplicação do potencial transmembrana é 

controlada pelo amplificador de fixação de voltagem. (C) Esquema do circuito elétrico equivalente 

para a parte iônica do sistema. Rs , Rp e C representam a resistência da solução, a resistência do poro 

e a capacitância da bicamada lipídica onde o nanoporo está inserido, respectivamente. Os eventos, 

em escala molecular, que ocorrem no poro correspondem a mudanças temporárias no valor de Rp. 

Adaptado de LEMAY, 2009 e MOHAMMAD & MOVILEANU, 2012. 

 

 Quando um potencial elétrico é aplicado, os íons fluem através do poro gerando 

uma corrente iônica máxima. Toda vez que o analito ocupa o lúmen, induz uma 

modulação discreta (evento ou bloqueio), diminuindo a corrente iônica máxima. Na 
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situação mais simples, o elemento sensor tem dois estados - ocupado (pelo analito) e 

não-ocupado - e uma saída característica associada a cada um dos respectivos estados. A 

frequência da ocorrência dos eventos está relacionada com a concentração do analito, 

enquanto que a “assinatura digital de corrente”, ou seja, os tempos médios de duração e 

profundidade de bloqueio permitem a identificação do analito (Figura 12). O processo 

de ocupação da molécula do analito no lúmen do nanoporo é um evento dinâmico que 

ocorre em função da difusão e concentração do analito, portanto, a distribuição dos 

eventos na escala de tempo é randômica, permitindo a aplicação da terminologia, 

detecção estocástica ou sensor estocástico (BAYLEY & CREMER, 2001; RHEE & 

BURNS, 2007; DAS et al., 2009). 

 

FIGURA 12: Esquema da interação da molécula do analito com o nanoporo protéico inserido 

em uma bicamada lipídica plana. (A) Ligação reversível de diferentes analitos (representados 

por bolas verdes e vermelhas) a um receptor engenheirado no nanoporo protéico. (B) Série 

temporal dos bloqueios da corrente gerados pela entrada da molécula unitária no lúmen do 

nanoporo. A análise das amplitudes e durações (tempo de residência) dos bloqueios permite a 

identificação dos analitos e a análise da frequência dos bloqueios permite quantificá-los. 

Adaptado de GU & SHIM, 2010. 

 

 Devido à natureza estocástica, as durações dos bloqueios individuais diferem 

entre si, porém, estatisticamente, seguem uma distribuição exponencial. A constante de 

ajuste da distribuição exponencial é definida como o tempo médio do bloqueio, τoff. A 

mudança na amplitude da condutância (Δg) juntamente com o valor da τoff representam 

a assinatura de identificação do analito. Com τoff, podemos calcular a constante de 

dissociação, koff, do complexo analito-nanoporo: koff = 1/τoff. Adicionalmente, ao contar a 

frequência de eventos de ligação (bloqueios de corrente), pode-se quantificar o analito 

medindo o intervalo entre dois bloqueios adjacentes. Semelhante ao tempo de bloqueio, 
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os intervalos entre os bloqueios também seguem uma distribuição exponencial e a 

constante τon é o intervalo médio. O valor invertido da τon é a frequência de ocorrência 

dos eventos (f = 1/τon) que é proporcional à concentração do analito ([T]), usando o 

coeficiente como a constante de associação analito-nanoporo (kon), por exemplo: f = 

kon[T] (GU & SHIM, 2010). 

 Como visto acima, a cinética das flutuações da corrente iônica fornece 

informações adicionais que permitem quantificar e determinar a identidade do analito 

(KASIANOWICZ et al., 2008). No tópico a seguir, veremos algumas das aplicações do 

nanoporo unitário no sensoriamento de moléculas em meio aquoso. 

 

2.7.1 Aplicações 

 O sensoriamento estocástico é uma técnica que se baseia na detecção de 

moléculas individuais de analitos das mais diversas classes, dessa maneira, apresenta 

uma grande versatilidade analítica. Braha e cols. (2000), utilizando um nanoporo de α-

HL engenheirado (substituição dos aminoácidos das posições 123, 125, 133 e 135 por 

histidina), conseguiram detectar simultaneamente íons divalentes (Zn
+2

, Co
+2

 e Cd
+2

) 

em meio aquoso (Figura 13). 

 

FIGURA 13: Detecção estocástica simultânea de íons metálicos divalentes. (A) O nanoporo 

mutante (engenheirado) possui um sítio de ligação que é ocupado de maneira mutuamente 

exclusiva pelos íons divalentes adicionados no lado trans da bicamada. (B) Registros de 

bloqueios da corrente iônica induzidos pelos íons Zn
+2

, Co
+2

, Cd
+2

 (voltagem aplicada: +40 

mV). (C) Registros de corrente na presença de Zn
+2

 e Co
+2

 simultaneamente (em + 40 mV), a 

concentração de Co
+2

 é de aproximadamente 4.6 µM enquanto que a de Zn
+2

 varia de 0 a 231 

nM. Adaptado de BRAHA et al., 2000. 



39 

 

 Em 2006, Kang e cols., utilizando um nanoporo mutante associado a um 

adaptador molecular (β-ciclodextrina), demonstraram que o sensor é capaz de distinguir 

simultaneamente os enantiômeros do fármaco ibuprofeno (Figura 14). Como cada 

enantiômero induz uma modulação distinta na corrente iônica, pode-se utilizar o sensor 

com uma abordagem farmacêutica, como por exemplo, no monitoramento da 

racemização. 

 

FIGURA 14: Detecção estocástica de enantiômeros do fármaco ibuprofeno. Registros dos 

bloqueios da corrente iônica característicos (A) do enantiômero (S)-ibuprofeno; (B) do 

enantiômero (R)-ibuprofeno; e (C) registro de ambas as moléculas simultaneamente, com seus 

respectivos histogramas de amplitude de corrente ao lado. Voltagem aplicada: -80 mV. 

Adaptado de KANG et al., 2006. 

 

 A detecção de neurotransmissores diversos em tempo real seria um recurso 

eficaz para o campo da neuroquímica. Sabendo que muitos neurotransmissores ligam-se 

reversivelmente a íons metálicos, especialmente o cobre, um grupo de pesquisadores, 

liderado por Hagan Bayley, aprimorou o sistema nanoporo-sensor permitindo detectar 

uma variedade de neurotransmissores em tempo real (BOERSMA et al., 2012) baseado 

na ligação reversível das moléculas dos analitos a um complexo de cobre inserido no 

interior do nanoporo protéico (Figura 15). Recentemente (ROSEN et al., 2014), o grupo 

de Bayley relatou a detecção, com o uso do nanoporo, dos padrões de fosforilação de 

uma proteína, a tioredoxina, que foi fosforilada em dois sítios adjacentes para esse 
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estudo. A análise da amplitude da corrente iônica e do ruído, a partir dos registros de 

bloqueios de corrente gerados pela passagem da proteína pelo nanoporo, permitiu a 

distinção entre os estados desfosforilada, monofosforilada e difosforilada da proteína. 

Esses achados impulsionam a tecnologia do nanoporo em direção a uma nova área de 

análise: a proteômica. 

 

 

FIGURA 15: Aplicação do nanoporo na neuroquímica: detecção de seis neurotransmissores 

utilizando um nanoporo de α-HL modificado (inserção de um íon cobre (II) no lúmen do poro). 

(A) Registros dos bloqueios característicos da corrente para cada neurotransmissor. 1: 

glutamato; 2: dopamina; 3: norepinefrina; 4: epinefrina; 5: ATP; 6: ADP. Voltagem aplicada: -

50 mV. Adaptado de BOERSMA et al., 2012. 

 

 Nosso grupo de pesquisa, do Laboratório de Biofísica das Membranas e Células-

Tronco Dr. Oleg Krasilnikov, em colaboração com pesquisadores do National Institute 

of Standards and Technology (EUA), demonstrou uma técnica de discriminação de 

massa de polímeros polidispersos utilizando o nanoporo protéico unitário, ou seja, o uso 

do sensor como um espectrômetro de massas (ROBERTSON et al. 2007). Os achados 

desse estudo permitiram a geração e o depósito de uma patente (STANFORD et al., 

2010). Esse método baseia-se na interação entre o nanoporo unitário e as moléculas 

poliméricas de tamanhos variados, que resulta em bloqueios da corrente iônica com 

profundidades de bloqueio e tempos de residência distintos e dependentes dos 

comprimentos das cadeias poliméricas ou massa molecular, resultando em uma espécie 

de espectrometria de massa em solução (Figura 16). 
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FIGURA 16: O nanoporo de α-HL como espectrômetro de massas. A distribuição de massa 

obtida com nanoporo unitário formado pela α-HL (figura superior) comparada com o 

convencional espectro de massas MALDI-TOF (parte inferior da figura) para o PEG 

polidisperso (Mr=1.500 g/mol). Maiores valores de I/Iopen correspondem a massas inferiores de 

PEG. Adaptado de ROBERTSON et al. 2007. 

 

 Outra importante e interessante aplicação do nanoporo de α-HL é seu uso como 

um sequenciador molecular. Vários grupos vêm estudando o aprimoramento do sistema 

nanoporo-sensor para a detecção e caracterização de fitas simples de RNA e DNA 

(KASIANOWICZ et al., 1996; KASIANOWICZ et al., 2008; VENKATESAN & 

BASHIR, 2011; SCHNEIDER & DEKKER, 2012; CRACKNELL et al., 2013). O 

nanoporo proporciona um espaço interno altamente confinado no qual os ácidos 

nucléicos podem ser identificados sem a necessidade de amplificação ou marcação 

química. 

 É uma técnica que possui baixo custo e rapidez de análise da sequência das 

bases nucleotídicas do DNA. O sequenciamento ocorre da seguinte maneira: a fita 

simples de DNA (ssDNA) transloca-se, eletroforeticamente, através do nanoporo 

unitário; as quatro bases nitrogenadas de ssDNA (adenina, guanina, citosina e timina) 

interagem individualmente e de forma específica com o nanoporo produzindo 

modulações características na corrente iônica; deste modo, a sequência das modulações 

na corrente reflete a sequência das bases nitrogenadas do ácido nucléico (Figura 17). 
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Para que haja o sequenciamento correto de ssDNA, o sistema precisa ser previamente 

calibrado, realizando-se a caracterização molecular de cada uma das bases nucleotídicas 

individualmente com o nanoporo de α-HL. Após isso, o sistema nanoporo-sensor estará 

apto para realizar o sequenciamento da ssDNA. 

 

 

FIGURA 17: Representação esquemática do sequenciamento do DNA com nanoporo. (A) 

Translocação da fita simples de DNA através do nanoporo protéico. (B) Registro da corrente 

iônica residual referente à passagem do DNA pelo nanoporo. A redução da corrente provocada 

pela passagem dos nucleotídeos individuais através do nanoporo é dependente do tipo de base 

nitrogenada do nucleotídeo. Imagens adaptadas de VENKATESAN & BASHIR, 2011 e 

BASHIR, 2013. 
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3. OBJETIVOS 

 
3.1 Objetivo geral 

 
Estudar os efeitos específicos dos íons da Série de Hofmeister na interação do polímero 

monodisperso polietilenoglicol de peso molecular 1294 (PEG 1294) com nanoporos 

protéicos unitários da alfa-hemolisina visando o entendimento dos mecanismos 

moleculares do processo. 

 

3.1 Objetivos específicos 

 
1. Investigar a influência dos ânions da família VIIA (F

-
, Cl

-
, Br

-
, I

-
), formando sais 

com o K
+
, na interação do PEG com o nanoporo protéico unitário; 

2. Investigar a influência dos ânions da família VIIA (F
-
, Cl

-
, Br

-
, I

-
) na 

identificação do PEG e sensibilidade do sensor estocástico baseado no nanoporo 

unitário; 

3. Obter os parâmetros cinéticos de interação do complexo PEG-nanoporo quando 

banhado por um dos ânions da série de Hofmeister; 

4. Determinar a solubilidade do PEG na presença de ânions da série de Hofmeister 

em meio aquoso; 

5. Investigar a influência dos cátions da família IA (Li
+
, Na

+
, K

+
, Rb

+
, Cs

+
) e do 

NH4
+
, formando sais com o Cl

-
, na interação do PEG com o nanoporo protéico 

unitário; 

6. Investigar a influência dos cátions da família IA (Li
+
, Na

+
, K

+
, Rb

+
, Cs

+
) e do 

NH4
+
 na identificação do PEG e sensibilidade do sensor estocástico baseado no 

nanoporo unitário; 

7. Obter os parâmetros cinéticos de interação do complexo PEG-nanoporo quando 

banhado por um dos cátions da série de Hofmeister; 

8.  Determinar a solubilidade do PEG na presença de cátions da série de 

Hofmeister em meio aquoso; 

9. Avaliar o grau de organização da água na interação dos ânions de Hofmeister 

com o PEG usando simulação de dinâmica molecular. 
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Abstract 

The study of the interactions of salts and osmolytes with polymers in aqueous solution 

is great relevance, once these solutes are known to display recurring behavior for 

myriad biological, chemical and technological processes. Such behavior depends both 

of the nature and concentration of the species in solution. Despite the generality of these 

effects, the knowledge at molecular-level details of ion specificity effects (Hofmeister 

effects) is still quite limited. Here, we combined cloud point methods with molecular 

dynamics (MD) simulations to elucidate the mechanism by which halogen ions 

influence the solubility of poly(ethylene glycol) (PEG) in aqueous systems. The PEG 

solubility was strongly influenced by type of halogen ions. The PEG solubility 

increased by two orders of magnitude in proportion to the ionic radius and lyotropic 

number. The surface accessibility of the PEG to water and its energy of interaction 

absolute increased proportionally with the size of the anion. The density of the 

structured water (shell solvation) around the PEG decrease with the density of charge 

and size of the anion. Finally, our preliminary results indicate that the mechanism of 

influence of the halogen ion in PEG solubility is dominated by coulombic force 

inducing change in the structure and quantity of the water around solute. 
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Salting-out; Salting-in; Hofmeister series; molecular dynamic 
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Introduction 

The biphasic systems are usually formed by mixing of two incompatible polymers in 

water solution or an aqueous solution of one polymer in concentrated salt solution. One 

of the major polymers used in biphasic systems is the poly(ethylene glycol) (PEG) 

(Hatti-Kaul, 2001; Mohsen-Nia et al, 2006; Jimenez et al., 2011). The PEG is a polymer 

nontoxic, soluble in water and most organic solvents. It possesses a variety of important 

biomedical and biotechnological applications (Harris, 1992; Merzlyak  et al., 1999; 

Hoffman, 2012). The PEG has the property to possess a lower critical solution 

temperature of approximately 100
 
°C in water, above this temperature, it will result in 

insolubility and formation of two phases (Harris, 1992). The cloud point is the 

temperature at which phase-separation begins. At this temperature, the solution becomes 

turbid due to the formation of droplets of polymer emulsion (Johansson et al., 1999). 

There are several methods to measure the cloud point: light scattering (J rgensen et al., 

1   ); neutron scattering (Chinchalikar et al.,   1 ); viscometry (Nozary et al.,     ); 

visual observation (Sahandzhieva et al.,     ;  eppert-Rybczy ska et al., 2012), 

refractometry (Mohsen-Nia et al, 2006), turbidimetry (Jimenez et al., 2011). Cloud-

point measurements have been used to investigate the phase behavior of aqueous PEG 

solutions. It has been reported, that the addition of salt and other additives affects the 

thermodynamic properties of aqueous PEG solutions (Nozary et al., 2003; Freire et al., 

2012; Pereira et al., 2013). Both presence and type of the salt can alter the solubility and 

behavior of other molecules in solution (Grossfield et al., 2003). 

The specific effects induced by ions are known as the Hofmeister effects. More than a 

century ago, Franz Hofmeister discovered that neutral salts could influence on the 

solubility of proteins in aqueous solutions (Hofmeister, 1888). Thus, one group of salts 

was ranked according to its efficiency at precipitating proteins (salting-out) and a 

second group of salts was ranked according to its efficiency at solubilizing proteins 

(salting-in) (Collins, 2006). The changes in behavior of the cloud point are a sensitive 

indicator for salting-in and salting-out effects. The cloud point is raised by salting-in 

and lowered by salting-out salts (Schott et al., 1984). Here, we intended to assess the 

influence of the halogen ions on the PEG solubility in aqueous environment. 

Additionally, we performed molecular dynamics (MD) simulations to explain the 

interaction between the ions from Hofmeister series and PEG molecules. 

The goal this study was: 
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1. To investigate by cloud point, the salts of Hofmeister series involved in the 

increase solubility (salting-in) and in the decrease solubility (salting-out) of the 

PEG; 

2. To correlate the solubility of the PEG with the ionic radius and lyotropic 

numbers parameters of ions of the Hofmeister series; 

3. To establish by molecular dynamic simulations the mechanisms involved in the 

ion-PEG interaction. 

 

Materials and methods 

All chemicals and solvents were of analytical-grade and used as received, without 

further purification. High quality (>99.99%) halides (KCl, KF, KBr, and KI) were 

purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA). Polydisperse poly(ethylene glycol) (MW 

~ 1500, PEG 1500) was purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA). The salts 

solutions were prepared in 4 M concentration and high-purity water was obtained after a 

Milli-Q plus (Billerica, USA) treatment. The limit of PEG solubility was estimated by 

the modified cloud-point method (Sahandzhieva et al., 2006). Briefly, small amounts of 

PEG 1500 (usually between 2 and 40 mg) were added to 10 mL glass vials. Then, small 

volumes (300–5   μL) of 4 M solutions of KF, KCl, KBr or KI were added stepwise at 

room temperature (25 ± 1 °C). After each addition, vials were closed using screw caps 

with Teflon seals, carefully shaken to achieve full PEG solubility, and placed in a 

boiling water bath (~100 °C) for 10 to 30 min. Cloud formation was determined 

visually. Polymer molarities were calculated on a mass percent basis. The mean value of 

the PEG concentration between two neighboring solutions (one of which still showed - 

and the other of which no longer showed - a phase split) in each experiment, represented 

the PEG solubility under those conditions. The difference in concentration between 

those neighboring solutions determined the inaccuracy of the experimental results. To 

determine the cloud point more accurately, the experiment was repeated several times 

with a mixture already close to the phase boundary. Smaller increments of halogens 

solution were then added to narrow the inaccuracy to < 1%. 

To perform molecular dynamics (MD) simulations, initially, elongated PEG structure 

containing 456 Da (ten -CH2-O-CH2- repeating units, plus two terminal CH2-OH 

groups) was obtained with Avogadro (Hanwell et al. 2012), being subsequently 

described under OPLS force field parameters. Such system was solvated in a 

dodecahedron box using periodic boundary conditions and TIP4P water model 

(Jorgensen et al. 1983), employing a 1.5 nm distance from the outside of each structure 
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and the box edge. Based on this structure, four systems were constructed by adding 

different ions to the simulation box, that is, varying the anion (F
-
 and I

-
), but using the 

same cation (K
+
), always employing an ionic concentration of 4M. The Lincs method 

(Hess et al. 1997) was applied to constrain covalent bond lengths, allowing an 

integration step of 2 fs after an initial energy minimization using Steepest Descents 

algorithm. A 1.2 nm cutoff was used for the short-range electrostatics and van der 

Waals interactions, while long-range electrostatic interactions were treated by the 

reaction field method (Tironi et al. 1995) with  = 66. The temperature was maintained 

at 298 K with Nosé-Hoover thermostats (Nosé, 1984; Hoover, 1985) and a relaxation 

time of 0.1 ps. Pressure was kept at 1 bar using a Parrinello-Rahman barostat (Parrinello 

and Rahman, 1981; Nosé and Klein, 1983) through isotropic coordinate scaling, a 

coupling constant of 1.0 ps and a compressibility of 4.5 x 10
-5

 bar
-1

. A 1 ns MD 

simulation was performed as an equilibration period, with position restraints on PEG 

structure, which was not taken into account to calculate the average ensemble 

properties. After this equilibration, triplicate 50 ns MD simulations were performed 

using GROMACS simulation suite, version 4.5.4 (Hess et al. 2009), and OPLS-AA 

force field (Jorgensen et al. 1996; Kaminski et al 2001). Finally, all interaction energy, 

solvent accessible surface area (SASA) and radial distribution function (RDF) analyses 

were performed with GROMACS g_energy, g_sas and g_rdf tools, respectively. 

 

Results and Discussion 

Recently, we demonstrated the influence of halogen anions on the rate constants (on-

rate, off-rate and formation constant) of the PEG interaction with the nanopore protein 

unitary formed by Staphylococcus aureus α-hemolysin (Rodrigues et al., 2011). In 

addition, we also saw a strong influence of the type of anion on PEG solubility. By 

measurements of cloud point (Figure 1), we found that PEG solubility in 4 M KF (19 ± 

  μM) was smaller than in 4 M KCl (3840 ± 390 μM). 

 

 

Figure 1. Photography of the cloud point 

technique. The cloud point formation of PEG 1500 

in 4 M KCl solution. In tube 1, the solution is 

translucent (there is not cloud point). In tube 2, it 

is occurring cloud point. We can observe turbidity 

in the solution, which it is indicated of droplets of 

polymer emulsions. 
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The PEG solubility in 4 M solutions of KBr and KI was so large and difficult to achieve 

experimentally. To include these salts (KBr and KI) in the analysis, the study of PEG 

solubility was carried out with 1:1 mixed solutions (KF/KCl, KBr/KCl and KI/KCl), 

keeping the total concentration at 4M. We established that the sequence of halogen 

anions, in order of effectiveness in the decrease the PEG solubility (salting-out) was: F
-
 

> Cl
-
 > Br

-
 > I

-
. This sequence follows the typical Hofmeister series (Broering & 

Bommarius, 2005) (Figure 2). 

 

 

Figure 2. PEG solubility at 1:1 (M/M) 

KX/KCl ratio, where X represents F
-
, Br

-
 

or I
-
 4 M halide solutions. Total salt 

concentration was 4 M. Means of 5-8 

separate experiments ± SD. Lines were 

drawn to guide the eye.  

 

The presence of ions in the solution influences the macromolecule-solvent interactions 

and consequently the solubility (cloud-point) behavior. The ions induce effects on water 

structure through alteration on the hydrogen-bonding. Thus, the water molecules are 

ordered differently around each ion. Kosmotropic (small ions of high charge density) 

ions bind water molecules strongly, whereas chaotropic (low charge density) ions bind 

water molecules weakly relative to the strength of water-water in bulk solution (Collins, 

1997). The ability of the fluoride to perform salting-out more efficiently than other 

anions is justified by its water affinity (Collins, 2006). The fluoride is a kosmotropic 

ion, and it competes strongly with PEG for water. This competition is favorable to 

fluoride, which it keeps the water molecules tightly bound around itself, causing the 

dehydration of PEG and consequently its solubility is decreased (salting-out). At the 

other extreme, the PEG solubility was greatly increased in the presence of the iodide. 

The iodide is a chaotropic ion, it doesn’t compete with PE  for water, and so, the PE  

molecules remain more hydrated, increasing their solubility (salting-in). 

The salting-out of polymers in water solution is an important behavior in chemistry. The 

salting-out strength of the salt is related to its ability to lower the cloud point (solubility) 

of the PEG in solution and can be evaluated by its lyotropic number and ionic radius 

(Willauer et al., 2002; Naskar et al., 2010). Lyotropic number is an empirical 

quantitative parameter introduced by Voet (1937) that it permits to evaluate the effects 
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of different salts in salting-out experiments (Lo nostro et al., 2002). In Figure 3, we 

attempted the correlation between PEG solubility and ionic radius (Figure 3A) and 

lyotropic number parameters (Figure 3 B). 

 

 

 

Figure 3. (A) Dependence of PEG solubility on the ionic radius. (B) Dependence of PEG solubility on 

the lyotropic number. Values of the ionic radius and lyotropic number were taken from Marcus (1997) 

and Kunz et al. (2004), respectively. 

 

We observed that both lyotropic number and ionic radius parameters have a good 

positive correlation with the PEG solubility. Pastoor and Rice (2012) investigated the 

halogen anions effects on solubility of the poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAAm) 

hydrogels and they also found a correlation between ionic radius and salting-out 

phenomenon. The salting-out effect decrease with increase of ionic radius of the anions. 

Several studies have also established good correlation with lyotropic number and 

salting-out phenomenon (Ananthapadmanabhan & Goddard, 1987; Rogers et al., 1996; 

Naskar et al., 2010; Ulloa et al., 2012). A change in the lyotropic number of the anions 

has a larger effect on the solubility of the polymers (Ananthapadmanabhan & Goddard, 

1987; Naskar et al., 2010; Garrec & Norton, 2012). Small anions with low lyotropic 

number, as the fluoride, are strongly hydrated (kosmotropic) and they are more effective 

in salting-out neutral molecules. On the other hand, large anions (chaotropic) have high 

lyotropic number, as in the case of iodide, and they are more effective in salting-in 

(Schick, 1962). Thus, lyotropic number can be used as a predictive tool for solubility 

(Ananthapadmanabhan & Goddard, 1987). 

As seen above, the relative abilities of the anions in PEG solubility are dependents of 

their ionic radius and lyotropic characteristics. This appears to occur by specific 

interactions between the salt and PEG molecules. To understand better the mechanisms 

involved in the anion-PEG interaction, we performed molecular dynamic simulations. 
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Figure 4. (A) Radial distribution function g(r) of the water molecules in the shells solvation centered on 

oxygen of the hydroxyl terminal of the PEG (atom O1) in presence of iodide (red profile) and fluoride 

(black profile). (B) Frame of the PEG oxygen terminal (O1) and water molecules. Simulations were 

performed in triplicate. 

 

Initially, we analyzed the PEG solvation in presence of 4M KF or KI through of the 

radial distribution function calculation between the terminal oxygen of the PEG and 

water molecules. The Figure 4A exhibits the typical profile of radial distribution 

function of the shell solvation centered on atom O1 (oxygen of the hydroxyl terminal of 

the PEG which it is represented in Figure 4B). We can observe for both, KF (black) and 

KI (red), the presence of three peaks well defined. From left to right, each peak 

corresponds to first, second and third hydration shells of the oxygen terminal of the 

PEG, respectively. Although the number of hydration shells is the same, comparing the 

ions (fluoride and iodide), the distribution of water in the oxygen terminal of the PEG is 

greater in the presence of iodide. This result indicates that PEG is less and more 

hydrated in presence of the fluoride and iodide respectively. The trends are consistent 

with the lytropic behavior of the ion. 

Additionally, the parameters energy of interaction water-PEG; surface area solvent 

accessible of PEG; and radius of gyration of PEG were evaluated (Table 1). As seen in 

Table 1, absolute values of energy of interaction water-PEG indicate that the PEG 

interacts more with water molecules in the presence of KI than KF. These results imply 

that there is a larger surface accessibility to water of the PEG in KI solution. Moreover, 

analyzing the radius of gyration of PEG in presence of KF (0.444 nm) and KI (0.465 

nm), it was observed that the anion fluoride induces a compaction of PEG. This 

B 
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indicates that the polymer PEG can be salted-out more efficiently in presence of anion 

fluoride in water solution and corroborates the experimental solubility data. 

 

PARAMETERS KI KF 

Energy of interaction WATER-PEG (Kcal/mol) -307 ± 2 -263 ± 11 

Surface area solvent accessible (Ǻ
2
) 1127.006 1028.299  

Radius of gyration (nm) 0.465 ± 0.002 0.444 ± 0.008 

Table 1. Parameters: Energy of interaction WATER-PEG, surface area solvent accessible and radius of 

gyrations of PEG. The surface area solvent accessible was calculated with the popular molecular graphics 

program PyMOL, using the most stable conformations of PEG after 50ns simulation for each system. 

Simulations were performed in triplicate. 

 

Conclusions 

Preliminarily, we suggest that the mechanism involved in the influence of halogen ions 

on the solubility of polyethylene glycol is dominated by coulombic forces induced by 

ions, providing changes in the amount and structure of water around the polymeric 

solute. 
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4. CONCLUSÕES 

Neste trabalho, investigamos a influência dos ânions (da família VIIA), dos 

cátions (da família IA) e do íon amônio na interação do polímero monodisperso 

polietilenoglicol de peso molecular 1294 (PEG 1294) com o nanoporo protéico unitário 

formado pela alfa-hemolisina e concluímos que: 

1. Íons das famílias IA, VIIA e amônio induzem efeitos de Hofmeister em 

sistema nanoconfinado; 

2. Ânions da Família VIIA influenciam as constantes de interação – constante 

de associação, constante de dissociação e constante de formação – do 

complexo PEG-nanoporo; 

3. A sensibilidade do nanoporo-sensor depende do tipo de sal, aumentando 

proporcionalmente com o tamanho do ânion halogênio. 

4.  A influência dos ânions da família VIIA na constante de associação do 

complexo PEG-nanoporo segue a ordem direta da série de Hofmeister; 

5. A influência dos ânions da família VIIA na constante de dissociação do 

complexo PEG-nanoporo e também na solubilidade do PEG em sistema 

aquoso segue a ordem inversa da série de Hofmeister. 

6.  Cátions da Família IA e amônio influenciam na sensibilidade do nanoporo e 

nas constantes cinéticas de interação do PEG-nanoporo. 

7. A influência dos cátions da família IA e amônio nas constantes de 

interaçãodo PEG-nanoporo não segue a série de Hofmeister. 

8.  As moléculas do PEG comportam-se como partículas com carga elétrica 

residual em soluções aquosas de íons das Famílias IA e VIIA, excetuando-se 

o lítio. 

9.  Os efeitos específicos induzidos por íons das Famílias IA e VIIA na 

detecção e interação do PEG com o nanoporo devem-se ao fenômeno 

salting-out. 

10. As forças eletrostáticas são dominantes na influência de ânions da Família 

VIIA sobre a solubilidade do PEG em água. 
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ANEXOS 

Anexo A: metodologia empregada nos experimentos com nanoporo unitário. 

1.  METODOLOGIA 

1.1 Bicamada Lipídica Plana 

 Para a formação da bicamada lipídica plana, foi empregada a técnica de Montal 

& Mueller (1972). A técnica consiste na formação da bicamada pela aposição de duas 

monocamadas lipídicas em um orifício contido em uma película de Teflon


 

(politetrafluoretileno), denominada “partição”. A partição (25 μm de espessura) possui 

um orifício central (~100 m de diâmetro) e divide a câmara experimental, também de 

Teflon, em duas hemicâmaras (cis/trans) que são mantidas unidas através de um suporte 

metálico. 

 Com a câmara montada, acrescentou-se 5   μL de solução eletrolítica nos dois 

lados (ficando o nível da solução abaixo do orifício) e em seguida adicionou-se, também 

nas duas hemicâmaras, 10 µL da solução de lipídeo (5 mg/ml em hexano). Foi 

empregado o lipídeo sintético diftanoilglicerofosfocolina (DPhPC). Em seguida, o 

orifício foi tratado com 1% (v/v) de solução de hexadecano em hexano. Após 10 

minutos, tempo necessário para a evaporação do hexano, foi adicionado mais 5   μL de 

solução banhante no compartimento trans para o menisco da solução subir e ficar acima 

do orifício, formando, assim, a primeira monocamada lipídica, para em seguida elevar o 

menisco da solução do lado oposto (cis) e completar a formação da bicamada no orifício 

(Figura 1). A formação da membrana foi monitorada com ajuda de uma lupa monocular 

e pelo aumento da corrente capacitiva basal observada no osciloscópio. 
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FIGURA 1: Técnica de Montal & Mueller. (A) Câmara experimental dividida em duas 

hemicâmaras (cis/trans) por uma película Teflon
®
 (partição). A partição possui um orifício 

(círculo vermelho) onde será formada a bicamada lipídica plana. Etapas de formação da 

bicamada: (B-C) Com o auxílio de pipetas, adiciona-se solução banhante nos lados cis e trans. 

(D) Adição do lipídeo nos dois lados da câmara experimental. (E) Para formar a primeira 

monocamada lipídica, adiciona-se mais solução banhante no lado cis até o menisco ficar acima 

do orifício. A adição de mais solução no lado trans forma a segunda monocamada. (F) O 

encontro das duas monocamadas forma a bicamada lipídica plana. Adaptado de ROSSI et al., 

2012. 

 

 Com a bicamada lipídica formada, adicionou-se no lado cis uma concentração 

pré-estabelecida da alfa-hemolisina (α-HL, CalbioChem, USA) para a incorporação do 

nanoporo protéico unitário na membrana. Utilizou-se solução banhante composta por 

um dos ânions halogênios (Cl
-
, I

-
, F

-
 e Br

-
) com o contra-íon K

+
 ou composta por um 

dos cátions da família 1A (Li
+
, Na

+
, K

+
, Rb

+
, Cs

+
) ou o NH4

+
 tendo o Cl

-
 como contra-

íon. Todas as soluções eletrolíticas foram preparadas a uma concentração de 4 M do sal, 

5 mM Tris e pH 7.5 ajustado com ácido cítrico. 

 Após a inserção do poro unitário na bicamada, adicionou-se no compartimento 

trans o polímero monodisperso polietilenoglicol de peso molecular 1294 (PEG 1294) a 

ser identificado e analisado pelo biossensor. Tanto a inserção do nanoporo como os 

registros dos eventos moleculares oriundos da interação PEG-nanoporo foram 

realizados em modo de fixação de voltagem. Os processos foram visualizados no 

osciloscópio e registrados na memória do microcomputador. Todos os experimentos 

foram executados à temperatura de 25 ± 1 ºC. Com a finalidade de minimizar a 

interferência de perturbações mecânicas e eletromagnéticas, toda a montagem do 
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sistema experimental foi realizada sobre uma mesa de amortecimento de alta 

performance (TMC 63-500) e blindada por uma gaiola de Faraday. 

 

1.2 Sistema de aquisição e registro 

 Em todos os experimentos o sistema utilizado para estimulação, monitoração e 

aquisição dos registros foi constituído por um gerador de onda triangular, um 

amplificador de patch clamp Axopatch 200B (Axon Instruments, Foster City, CA), uma 

placa conversora analógico-digital (PCI 6024E da National Instruments Corporation ou 

DIGIDATA 1440 da Molecular Devices) acoplada a um microcomputador IBM PC 

compatível. Os registros da corrente iônica foram filtrados a 15 kHz por um filtro passa-

baixa Bessel (Model 902, Frequency Devices, Haverhill, MA) e gravados em uma 

amostragem de 100-250 kHz. A conexão dos compartimentos da câmara experimental 

ao sistema de aquisição e registrofoi feita através de pontes salinas do tipo Ágar-KCl 

(3% em peso de Ágar em KCl 3 M) e eletrodos de prata-cloreto de prata (Ag/AgCl). O 

potencial entre os eletrodos foi mantido abaixo de 1 mV. 

 

1.3 Análise dos eventos moleculares 

 Primeiramente, foram construídos histogramas de condutância com a finalidade 

de determinar o valor médio da condutância do nanoporo de α-HL quando banhado por 

cada uma das soluções eletrolíticas. Foram utilizados os nanoporos unitários com valor 

médio de condutância ± 1 desvio padrão. 

 A condutância de um único nanoporo, determinada em voltagens aplicadas de -

200 à +200 mV, foi utilizada para construção do gráfico G-V (condutância-voltagem) 

nas condições controle e experimental, ou seja, na ausência e presença do PEG 1294, 

respectivamente. Utilizando os programas Sview4_09 e TauHist (desenvolvido por 

Dr. M.A. Pustovoit; Petersburg, Nuclear Physics Institute, Gatchina, Rússia), foi 

realizada a análise cinética dos registros temporais de corrente provenientes dos eventos 

de interação do PEG-nanoporo, determinando os tempos característicos de permanência 

do nanoporo nos estados desocupado e ocupado pelas moléculas poliméricas: τon e τoff, 

respectivamente. Como descrito por Colquhoun & Sigworth (1995), com os tempos 

característicos pode-se obter as constantes de associação (kon), dissociação (koff) e de 

formação (Kformação) do complexo PEG-nanoporo: 

Constante de associação: kon = 1/(τon x C), onde C representa a concentração do PEG. 

Constante de dissociação koff  = 1 / τoff 

Constantes de formação Kformação = kon / koff 
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Os parâmetros foram obtidos através da análise da distribuição de aproximadamente 10
6
 

dos eventos de bloqueio. 

 

1.4 Solubilidade 

 A solubilidade do PEG foi estimada por adaptação do método de ponto de névoa 

(cloud point) (SAHANDZHIEVA et al., 2006). O valor do ponto de névoa corresponde 

à concentração do sólido que não consegue se dissolver por completo em um solvente, 

revelando-se como uma segunda fase que dá ao líquido uma aparência turva. 

 Para as medidas, primeiramente, adicionou-se pequenas quantidades (2–40 mg) 

de polietilenoglicol de peso molecular 1500 (PEG 1500) em um tubo de vidro de 10 ml. 

Em seguida, pequenos volumes (300–5   μL) de solução eletrolítica foram adicionados 

ao tubo à temperatura ambiente (25°C).A solução era composta por um dos ânions 

halogênios - Cl
-
, I

-
, F

-
 e Br

-
 - formando sais com o K

+
 ou composta por um dos cátions 

da família 1A - Li
+
, Na

+
, K

+
, Rb

+
, Cs

+
 - mais o NH4

+ 
formando sais com o Cl

-
. Todas as 

soluções foram preparadas a uma concentração de 4M do sal. 

 A cada adição de uma alíquota do solvente, o tubo era fechado com tampa de 

Teflon, agitado e finalmente levado a um banho Maria a 100°C durante 10 - 30 minutos. 

Pequenas alíquotas do solvente foram adicionadas ao tubo até surgir o ponto de névoa. 

A formação do ponto de névoa da solução foi determinada visualmente. A concentração 

da solubilidade do polímero foi determinada como a concentração média entre duas 

soluções, uma em que não visualizasse a névoa, e a outra de concentração próxima, que 

gera a névoa, ou seja, ocorra a mudança de fase. Para aumentar a precisão, cada uma das 

medidas experimentais foi repetida com a mistura na concentração já bem próxima da 

mudança de fase e em seguida foram adicionados volumes menores de solução 

eletrolítica até a formação da névoa. 
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Anexo B: depósito de patente sobre a utilização do nanoporo protéico na detecção, 

identificação e quantificação em tempo real de microcistinas em meio aquoso. 
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Anexo C: resumos apresentados em congressos nacionais. 

 

1. Resumo apresentado na XXVI Reunião Anual da FESBE (2011). 
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2. Resumos apresentados na XXVIII Reunião Anual da FESBE (2013). 
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