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RESUMO 
A interação do nanoporo protéico (canal iônico) formado pela α-hemolisina (α-HL) em 
suporte lipídico plano (membrana) com polímeros do etilenoglicol foi investigada sob dois 
aspectos: i) entender as bases físico-químicas do processo de transporte destas moléculas 
orgânicas via poros nanoscópicos e, ii) examinar a viabilidade do emprego do poro 
nanoscópico como elemento sensor, para detecção estocástica e monitoramento em tempo real 
de compostos orgânicos em sistemas aquosos. A escolha de duas formas de um mesmo 
polímero deve-se ao fato de que apesar deles serem quimicamente semelhantes e estáveis, 
geram estruturas com massa e configurações moleculares diferentes: circular, o éter de coroa 
(1,4,7,10,13,16-hexaciclooctano, 264 Da), e linear, polietilenoglicóis (PEGs, 200 a 3000 Da). 
A repulsão entrópica é o principal fator determinante da interação entre o nanoporo e estas 
moléculas em concentrações de KCl menores que 1 M. O aumento na concentração de KCl 
até 4 M, aumenta fortemente a força de interação entre o nanoporo e o polímero, tornando-a 
maior que a repulsão entrópica. O potencial transmembrana, a estrutura e a massa molecular 
do polímero também influem fortemente nesta interação. A presença destas moléculas 
orgânicas no lume aquoso do canal manifesta-se por decréscimo na condutância iônica média 
do nanoporo, e aumento no ruído de corrente iônica. Para o éter de coroa (264 Da) e PEGs 
com massas moleculares (200-400 Da) semelhantes, o ruído “branco” até 1 kHz, indica um 
rápido intercâmbio destas moléculas entre o canal e a solução banhante da membrana. 
Todavia contrariamente aos PEGs (200-400 Da), a redução de condutância (indicativo do 
particionamento do éter de coroa no canal), e a intensificação do ruído de corrente (relativo à 
dinâmica do polímero no nanoporo) dependem fortemente e de forma não monotônica do 
potencial transmembrana, demonstrando que o éter de coroa atua formando complexo com 
K+, enquanto que os PEGs menores, são neutros. Considerando o fenômeno de ocupação do 
canal pelo éter de coroa, descrito por um modelo Markoviano de dois estados, determinamos 
que o seu tempo de permanência no interior do canal, é máximo (~3 µs), na mesma voltagem 
(100 mV) em que ocorre a maior redução da condutância iônica. Por outro lado, PEGs de 
massa molecular maior (600, 1000, 1500, 2000 e 3000 Da) em concentrações salinas elevadas 
(>1 M KCl), interagem com o nanoporo, dependentemente do potencial transmembrana, 
indicando a presença de carga elétrica nas moléculas destes polímeros, nessas condições. 
Estas interações são muito mais fortes que àquelas observadas para o éter de coroa e PEGs de 
menor massa; conseqüentemente manifestam-se não só por aumento do ruído de corrente 
iônica, mas, principalmente, pela geração de “assinaturas moleculares” específicas, que 
correspondem a profundidade de bloqueio e o tempo de permanência de cada molécula do 
PEG, no lume aquoso do nanoporo. Os decréscimos nas condutâncias do canal (bloqueios) 
induzidos por PEGs foram praticamente proporcionais as variações na condutividade da 
solução salina banhante da membrana, indicando que a água no lume do poro nanoscópico e 
na solução banhante da membrana, se comporta de maneira similar, e que a presença do 
polímero reduz a condutividade em ambos os meios por um mesmo mecanismo. A interação 
entre os PEGs e o nanoporo depende da massa molecular do polímero. Em 4 M de KCl, o 
tempo de ocupação do poro aumentou de ~0.04 ms, na presença do PEG 600 Da, para ~270 
ms, no caso do PEG 3000 Da (uma diferença de ~6000 vezes), enquanto que o coeficiente de 
partição aumentou em ~250 vezes. A energia de interação entre o nanoporo e os PEGs (≥1000 
Da) foi estimada em ~0.13 kT por monômero do polímero. Deste modo altas concentrações de 
cloreto de potássio na solução banhante da membrana, aumenta a energia da interação das 
moléculas poliméricas com o nanoporo, criando as condições favoráveis para detecção 
estocástica de PEGs (600 a 3000 Da). Outrossim, a viabilização do sistema nanoporo-
membrana como elemento sensor para o desenvolvimento de biossensores estocásticos é 
possível, porém, estudos adicionais referentes à sua estabilização físico-química, aquisição e 
automação da análise de assinaturas digitais de corrente, são necessários. 
 
Palavras-chave: nanoporo; sensor estocástico, α-hemolisina, membrana, nanotubo. 
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ABSTRACT 
The interaction of protein nanopore formed by Staphylococcus aureus α-hemolysin (α-HL) in 
planar lipid bilayers with polymers of ethylene glycol was investigated in order to: i) 
understand the physico-chemical basis of the transport of the organic molecules through 
nanoscopic pores; ii) exam the viability to use this nanoscopic pore as a principal element for 
stochastic sensing and real-time monitoring of aqueous systems. The rationale on which the 
polymers of ethylene glycol were utilized is that they are chemically similar, stable and 
available with different mass and molecular structure: in circular (crown ether; 
1,4,7,10,13,16-hexaoxacyclooctane, 264 Da) and linear (polyethylene glycols; PEGs, from 
200 to 3000 Da) forms. The entropic repulsion was found to be the principal factor 
determined the interaction between nanopore and these molecules at KCl concentrations 
smaller than 1M.  The rise in KCl concentration strongly increases the interaction force and at 
the extreme, 4M KCl, becomes the principal factor, which suppresses and overcomes the 
entropic repulsion. The transmembrane potential, molecular mass and structure have 
influenced considerably on the polymers-pore interaction also. The transport of the crown 
ether (264 Da) and PEGs with molecular mass (200-400 Da) via α-HL-pore leads to decrease 
in conductance and increase in noise of ionic current. The noise is “white” up to 1 kHz at least 
indicated fast exchange of these molecules between the pore and membrane-bathing solution. 
However, in contrast to linear flexible PEGs, the cyclic rigid molecule of crown ether made 
both the conductance reduction (reflecting the partitioning) and the noise (reporting the 
dynamics of the molecule interaction) depends strongly and not monotonically on the 
transmembrane potential. Such results indicates that the crown interacts with the pore in the 
form of charged K+-crown complex, while the small PEGs are electrically neutral. 
Considering the phenomenon of α-HL pore occupation in Markovian of two-state model 
framework, lifetime of the crown could be estimated at microsecond scale. It reaches 
maximum (~3 microseconds) at about ~100 mV where the crown-evoked reduction of the 
channel conductance is most pronounced. The strong non monotonous voltage dependence of 
the crown effect is result of the presence of effective steric barrier inside of the α-HL pore 
which could be overcome with voltage. PEGs with larger molecular mass (600, 1000, 1500, 
2000 and 3000 Da) at elevated KCl concentration (>1 M) interact somehow similarly to the 
crown: their effects are voltage dependent, reporting the presence of the electrical charge at 
the conditions. However, the interaction of these PEGs with the pore is much stronger and 
manifests itself with “molecule signature”, which integrates the deepness and the life-time of 
blockage evoked by a single molecule. The mean reduction of α-HL pore conductance 
provoked by a single molecule of PEGs increased monotonically with molecule mass (600-
3000 Da) and is proportional to the change in conductivity of the bulk solution. It points out 
that: i) water in nanopore and in the bulk behaves similarly, and ii) the presence of polymers 
inside the nanopore and in bulk solution act by the same mechanism – decrease their 
conductance. The mean life time of PEG inside of α-HL pore and the partition coefficient was 
also dependent of the molecule mass. So, in 4M of KCl, the life-time augments more than 
6000 times, from the ~0.04 ms (for PEG 600) to ~270 ms (PEG 3000), while PEG molecule 
mass is increased in 5 times only. At the same conditions, the partition coefficient rise in 
about ~250 times. The interaction energy (for PEGs ≥ 1000 Da) was estimated to be of ~0.13 
kT per monomer. Such, the high KCl concentrations increase the attractive interactions and 
improve stochastic detecting of organic molecules in aqueous systems. The study shows that 
the nanopore is a promissory element for a sensor operated on the stochastic principle, 
however additional efforts have to be done to stabilize lipid bilayer/nanopore system and to 
optimize the collection of molecular signatures permitting automatization of the analysis. 

 
Key-words: nanopore; stochastic sensor, α-hemolysin, membrane. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Considerações gerais sobre biossensores 

 

A prospecção de elementos de reconhecimento (elemento sensor) baseados em 

biomoléculas, microorganismos, órgãos e até células isoladas para o desenvolvimento de 

biossensores, é de grande interesse e bastante promissora, considerando que estes sistemas 

apesar de executarem eficientemente suas funções, encontram-se em constante 

aperfeiçoamento, portanto ainda não foram suficientemente otimizados durante a evolução 

das espécies. Por outro lado a complexidade das diferentes condições, as quais, esses sistemas 

foram submetidos, dotou-os de altíssimo nível de sofisticação, permitindo na maioria das 

vezes, a execução de várias tarefas simultaneamente, tais como, detecção de mais de um 

analito, processamento em tempo real e elevada capacidade de resolução, dentre outras.Todas 

estas características não são encontradas conjuntamente nos biossensores até então 

desenvolvidos, que normalmente se baseiam numa única propriedade física ou química para 

reconhecimento do analito. 

Um biossensor pode ser definido como um dispositivo analítico composto por um 

material biológico ou derivado de um material biológico (biomimético), intimamente 

associado com, ou integrado num transdutor físico-químico, o qual pode ser óptico, 

eletroquímico, termoelétrico, piezoelétrico ou magnético (FISHMAN et al. 1998, SCHELLER 

et al, 2001, CASTILLO, et al, 2004, WILSON & GIFFORD, 2005). Assim sendo o 

biossensor pode ser representado esquematicamente por três partes básicas (figura1): 

- Camada de bioreconhecimento onde se encontra o elemento sensor ou elemento 

de reconhecimento que tem a função de interagir diretamente com o analito. Esta 

parte pode ser composta por: organismos inteiros, tecidos, organelas, células, 

microorganismo, receptor, enzima, anticorpo, ácido nucléico, entre outras; 
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- O transdutor que funciona convertendo o resultado da interação elemento sensor-

analito, principalmente num sinal elétrico na forma digital, passível de 

quantificação; 

- Unidade de processamento/amplificação, responsável pelo processamento do 

sinal gerado no transdutor, permitindo sua saída numa forma específica passível 

de interpretação. 

 

 

FIGURA 1 – Esquema geral dos componentes de um biossensor, adaptado de Wang 

(WANG, 2002). 

 

Deste modo podemos classificar os biossensores em relação à natureza do elemento 

sensor em (FISHMAN et al, 1998): 

1. Biossensores baseados em sistemas vivos, cuja resposta se deve ao 

funcionamento de um órgão ou organismo inteiro. Dentre eles podemos citar 

órgãos olfatórios como antênulas de crustáceos e de baratas, e até o nariz 

humano; 

2. Biossensores baseados em células íntegras, cuja operação se deve ao 

funcionamento do conjunto de células ou a uma única célula dissociada. Como 

exemplo temos o microfisiômetro; 
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3. Biossensores baseados em enzimas, que funcionam em resposta a ação de uma 

enzima sobre seu substrato, o exemplo clássico é o acoplamento de uma enzima 

ao eletrodo de oxigênio de Clarke; 

4. Biossensores baseados em anticorpos, cujo funcionamento resulta da reação entre 

moléculas do sistema imune e antígenos. Podemos citar os ensaios 

imunoenzimáticos e o radioimunoensaio; 

5. Biossensores baseados em lectinas, cujo funcionamento resulta da interação 

destas moléculas com marcadores superficiais específicos de tecido tumoral 

(BELTRÃO et al, 2003); 

6. Biossensores baseados em receptores de membrana, funcionando em resposta a 

interação de um único receptor ou grupo de receptores com seus ligantes. 

Citamos principalmente os ensaios usando a técnica de “patch clamp”, em 

sistemas comerciais recentemente lançados no mercado (MOORE, 2005) – Patch 

Express da AXON INSTRUMENTS CORPORATION (WWW.AXON.COM, 

2005) e Nanion automated PC da NANION CORPORATION 

(WWW.NANION.DE, 2005), dentre outros. 

Esta última classe é particularmente interessante para este trabalho, mais 

especificamente, a proposição de uma nova abordagem em relação à magnitude, tipo de 

resposta e funcionalidade da molécula constituinte da membrana, empregada como elemento 

sensor. 

 

1.2. Constituintes da membrana celular como elementos sensores 

 

A membrana plasmática das células é extremamente diversificada em sua composição 

lipídica e protéica, estando as proporções destes principais constituintes, diretamente 

relacionadas às funções biológicas. A bicamada lipídica, além do papel estrutural, representa 
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uma grande barreira energética e por isto apresenta baixa permeação à substâncias 

hidrossolúveis; entretanto, oferece as condições bioquímicas adequadas para que as proteínas 

executem esta permeação de diversas maneiras. A passagem de substâncias hidrofílicas 

através das proteínas pode alterar a osmolaridade e distribuição de cargas elétricas em ambos 

os meios, conseqüentemente a regulação do volume e condições eletrofisiológicas da célula 

(ALBERTS et al, 2002; GENNIS, 1989; SCHULTZ et al, 1996; BALDWIN, 2000). 

As proteínas desempenham as mais diversas funções. Em relação aos mecanismos de 

transporte, as proteínas podem funcionar como enzimas (bombas eletrogênicas), carregadores 

(trocadores) e canais iônicos (poros seletivos). As bombas geralmente executam sua função: i) 

ligando-se à substâncias hidrossolúveis através de sítios específicos em um dos lados da 

membrana, ii) sofrerem mudanças conformacionais às custas de energia do metabolismo 

celular, liberando o ligante do outro lado intensificando seu gradiente de concentração, 

processo conhecido como transporte ativo. Os carregadores também executam o transporte de 

substâncias de maneira similar às bombas, diferindo principalmente por não consumir energia 

metabólica. Por outro lado, as proteínas formadoras de canais iônicos sob determinados 

estímulos, sofrem mudanças conformacionais sem consumo de energia metabólica, criando 

uma via geralmente hidrofílica de baixa energia através da matriz lipídica, permitindo a 

passagem seletiva de íons no sentido de dissipação do seu gradiente eletroquímico (HILLE, 

1992; ALBERTS et al, 2002; GENNIS, 1989; TIEN & LEITMANNOVA, 2000). 

A maioria dos processos de reconhecimento celular envolvem receptores superficiais 

de constituição geralmente glicoprotéica, que participam nos mecanismos de interação entre 

células de diversos sistemas, tais como, imunológico, nervoso, dentre outros (ALBERTS et al, 

2002; ABBAS & LICHTMAN, 2005). As proteínas também servem de receptores para 

hormônios, transduzindo para o interior da célula, a mensagem para ativação da maquinaria 

enzimática, resultando na síntese de compostos indispensáveis à resposta celular (WEISS, 

1996; VOET & VOET, 1997). Assim sendo, podemos considerar os constituintes protéicos da 
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membrana celular, principalmente os receptores e canais iônicos, como elementos sensores 

naturais. 

Os receptores de membrana empregados em biossensores são lábeis e devem ser 

estabilizados de alguma maneira, podendo ser isolados e incorporados em lipossomas, 

sinaptossomas e bicamadas lipídicas planas; ou utilizados diretamente em membranas nativas, 

tais como em “patch clamp” nas configurações de célula inteira, “inside-out” e “outside-out” 

(HAMILL et al, 1981; NEHER & SAKMANN, 1992). 

Todos os receptores externos de membrana interagem com ligantes difusíveis no meio 

extracelular (VOET & VOET, 1995; ZIGMOND et al, 1999; KANDEL et al, 2000). Nos 

receptores metabotrópicos o evento de ligação induz a ativação de enzimas de membrana 

desencadeando uma cascata de reações resultando na produção de mensageiros intracelulares 

(KANDEL et al, 2000). Por outro lado, nos receptores ionotrópicos o evento de ligação do 

agonista induz alterações conformacionais resultando na abertura de canais iônicos, e no fluxo 

iônico através da membrana (NICHOLLS, 1995; KOCH, 1999). Assim sendo o fluxo de 

corrente iônica é a informação obtida de forma indireta da presença do ligante (analito). Em 

função da facilidade de monitoramento da corrente iônica através de canais iônicos, os 

receptores ionotrópicos são preferencialmente escolhidos para o desenvolvimento de 

biossensores. Apesar da grande diversidade de canais iônicos presentes na membrana celular; 

somente os dependentes de ligantes foram utilizados inicialmente como elementos sensores. 

Adotando como critério a seletividade, podemos classificar os canais iônicos em dois grandes 

grupos: canais seletivos a cátions e canais seletivos a ânions (HILLE, 1992). 

Os canais de cátions são muito importantes por participarem na manutenção do 

potencial de repouso e no potencial de ação em células excitáveis; todavia, por serem 

extremamente seletivos, apresentam uma geometria desfavorável (região muito estreita) a 

passagem de moléculas grandes (HILLE, 1992). 
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Por outro lado, a maioria dos canais aniônicos apresenta geometria favorável, 

permitindo a passagem de moléculas orgânicas grandes, como por exemplo, ácido 

desoxirribonucléico e até peptídeos (SZABO et al, 1998; SUTHERLAND, et al, 2004). 

Os primeiros relatos da proposta de utilização de canais iônicos independentes de 

ligantes, porém dependentes de voltagem, como elementos de reconhecimento em 

biossensores surgiram em meados da década de 90 (CORNELL et al, 1997; SACKMANN, 

1996; KASIANOWICZ et al, 1994; TURNER, 1997). Surgiram também os primeiros 

problemas técnicos para a fabricação de um dispositivo comercial. Dentre estes empecilhos 

podemos citar basicamente: i) confecção de uma membrana lipídica estável; ii) incorporação 

controlada da proteína formadora do canal na membrana, e iii) acoplamento do conjunto 

proteína-membrana ao transdutor. As iniciativas de superação destes obstáculos começou com 

a confecção da membrana lipídica ligada diretamente a um suporte sólido, ou separada dele 

por uma finíssima camada de solução aquosa, ou um colchão polimérico altamente hidratado, 

levando ao surgimento da denominação de membranas suportadas (SACKMANN, 1996). 

Posteriormente acoplou-se a uma superfície de ouro, uma bicamada lipídica com vários canais 

de gramicidina incorporados. Uma fina camada de solução aquosa separava da “folha” de 

ouro, o folheto inferior da membrana. O canal de gramicidina formava-se pelo encontro de 

suas duas partes complementares: uma imóvel presente no folheto inferior, fixada a folha de 

ouro através de uma longa molécula polimérica; e a outra móvel, presente no folheto superior. 

Esta última por sua vez era acoplada a uma molécula de anticorpo específico para o analito 

em estudo. Assim sendo um aumento na concentração do analito (antígeno), permitia a 

formação de grandes agregados moleculares, de menor difusibilidade e diminuía a quantidade 

de canais formados, induzindo alterações na condutância da membrana, que eram detectadas 

pela folha de ouro, que funcionava como eletrodo para medida da admitância elétrica do 

sistema (CORNELL et al, 1997; TURNER, 1997). Obviamente muitos canais estavam 

incorporados na membrana, portanto, monitorava-se a resposta integral dos eventos de ligação 
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do anticorpo com o analito, usando-se indiretamente as alterações da passagem de corrente 

iônica pelos canais. Por outro lado nanoporos projetados por mutagênese sítio dirigida, 

produziu canais iônicos mutantes formados pela alfa-toxina, que apresentavam correlação 

entre a redução de condutância com a concentração de diferentes íons (zinco, cobalto cobre e 

níquel). A diminuição de condutância e aumento do ruído de corrente induzido pela presença 

do íon estudado era realizada unicamente pela análise espectral dos registros temporais de 

corrente, uma vez que não se observaram bloqueios característicos, dificultando a 

identificação dos íons investigados (KASIANOWICZ et al, 1994; 1999). Em todos esses 

estudos não se observou ou correlacionou bloqueios individuais induzidos por uma única 

molécula da substância potencialmente bloqueante, todavia não foi empregada a abordagem 

de detecção estocástica, ou seja, de eventos unitários. 

Desde então despertou na comunidade científica, a perspectiva de encontrar um canal 

que apresentasse as características ideais para funcionar como elemento sensor estocástico: i) 

geometria favorável (diâmetro da ordem de nanômetros); ii) estabilidade; iii) condutância 

elevada; iv) estrutura molecular elucidada e, v) facilidade de manipulação genética e química. 

 

1.3. O nanoporo protéico formado pela α-toxina como biossensor estocástico 

 

A α-toxina é uma exotoxina protéica de 33 kDa produzida pelo Staphylococcus 

aureus e sua atividade formadora de canais em bicamadas lipídicas planas foi relatada pela 

primeira vez em 1981 (KRASILNIKOV et al, 1981). 

A estrutura cristalina tridimensional deste canal já foi elucidada (SONG et al, 1996). 

Os dados cristalográficos denotam a existência de sete monômeros delimitando o nanoporo 

aquoso, estequiometria recentemente corroborada em estudos eletrofisiológicos de 

reconstituição de canais iônicos unitários em bicamadas lipídicas planas (KRASILNIKOV et 

al, 2000). A geometria do poro aquoso e seu posicionamento assimétrico em relação ao plano 
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da membrana, também já foi elucidada em condições dinâmicas empregando não-eletrólitos 

(KRASILNIKOV et al, 1988; MERZLYAK et al, 1999). Existem duas regiões do canal bem 

definidas, o lado cis com diâmetro de 4,6 nm que fica praticamente fora da membrana, e o 

lado trans que fica inserido na membrana e tem diâmetro de 2 nm, sendo composto por 14 

folhas β-barril. Estes dois domínios estão separados por uma constrição de 1,4 nm de 

diâmetro, o que torna esse canal, uma ferramenta altamente promissora para aplicações 

biotecnológicas (figura 2) (BAYLEY, 1995; KASIANOWICZ et al, 1996. BRAHA et al, 

1997; GU et al, 1999). O nanoporo formado pela α-toxina apresenta alta estabilidade, 

facilidade de incorporação em membranas artificiais e condutância iônica elevada, fatores que 

a tornaram o “protótipo” de nanoporo protéico natural para o estudo do particionamento 

dinâmico de polietilenoglicol (PEG) (MOVILEANU et al, 2003), peptídeos (MOVILEANU 

et al, 2005), éteres de coroa (BEZRUKOV et al, 2004) e ácidos nucléicos (KASIANOWICZ 

et al, 2002) em regime de confinamento. 

 

 

 

FIGURA 2 – Modelo do nanoporo formado pela α-toxina com dimensões e entradas 

em relação a membrana. Adaptado de SONG et al, 1996. 

 

Por outro lado, a realização dos estudos de particionamento de polímeros em 

nanoporos, direcionou a aplicabilidade destas estruturas para o desenvolvimento de 
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nanobiossensores estocásticos, ou seja, capazes de realizar a detecção ao nível de uma única 

molécula (BAYLEY & CREMER, 2001). 

O primeiro relato de um experimento baseado numa única molécula, permitindo sua 

identificação funcional foi realizado 35 anos atrás, e consistiu na observação da corrente 

iônica através de um único poro formado pelo antibiótico peptídico gramicidina incorporado 

numa bicamada lipídica (HLADKY & HAYDON, 1970). Posteriormente, demonstrou-se que 

as correntes iônicas nestes canais unitários eram moduladas por compostos conhecidos como 

bloqueadores de canais, que se ligam reversivelmente dentro do lume aquoso do poro. Esta 

descoberta é o princípio para o sensor estocástico fundamentado em nanoporos protéicos 

projetados (BAYLEY et al, 2000). 

Para facilitar o entendimento do funcionamento do biossensor estocástico baseado no 

nanoporo formado pela α-toxina, devemos observar a representação esquemática da figura 3. 

Um único poro é colocado numa bicamada lipídica que separa dois compartimentos com 

solução salina. Quando um potencial é aplicado, uma corrente iônica máxima flui através do 

poro carreada pelos íons da solução salina banhante de ambos os lados da bicamada. O 

nanoporo contém um sítio de ligação para o analito, e toda vez que o analito ocupa o lume, 

induz uma modulação, diminuindo a corrente máxima (bloqueio parcial). Na 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. Portanto, além de permitir a 

determinação da concentração do analito, o sensor estocástico é capaz de “sentir” a estrutura 

molecular e gerar informações específicas do analito, as quais já podem ser suficientes para 

sua identificação. Deste modo, está técnica monitora os eventos individuais de ligação, como 

um contador molecular de Coulter (COULTER, 1953). A freqüência de ocorrência dos 

eventos revela a concentração do analito, enquanto que a assinatura de corrente (“assinatura 

digital”), ou seja, os tempos médios de duração e profundidade de bloqueio revelam sua 

identidade. A partir destas informações é possível calcular a constante de associação e a 
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constante de dissociação do analito-nanoporo. No caso de um equilíbrio simples, τoff = 1/koff, 

onde τoff é o tempo médio de permanência do analito e koff é a constante de dissociação; e τon 

= 1/(kon [A]), onde τon é o tempo médio entre os eventos de ligação, e kon é a constante de 

associação, e [A] é a concentração do analito. Consequentemente o sensor estocástico permite 

obter informações sobre dados cinéticos que são extremamente úteis, e difíceis de obtenção 

por outras técnicas. Em outros casos, a cinética de ligação pode ser mais complexa, mas isto 

pode ser útil na interpretação de “assinaturas digitais” discretas. 

Os biossensores estocásticos apresentam vantagens óbvias em relação aos sensores 

baseados em outros princípios de detecção, dentre elas podemos destacar: detecção 

simultânea de mais de um analito (multianalito), elevada sensibilidade e rapidez de análise. A 

capacidade de detecção de mais de um analito é explicada pela ligação mutuamente exclusiva 

do analito, graças a restrição de confinamento ao lume aquoso do nanoporo. Deste modo 

mesmo que dois analitos se liguem ao mesmo sítio no lume aquoso, apenas um deles terá 

acesso por vez, e serão identificados por gerarem “assinaturas digitais de correntes” 

específicas. 

A α-toxina é o nanoporo adequado para este tipo de elemento sensor, pois, oferece 

condições de alterações em sua estrutura molecular, possibilitando o seu remodelamento para 

produzir nanoporos adaptados a detecção de analitos com características físico-químicas bem 

diferentes. 
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FIGURA 3. Um único poro projetado é colocado numa bicamada lipídica. Quando 

um potencial é aplicado, uma corrente iônica flui através do poro carreada pelos íons da 

solução salina banhante da bicamada. O poro contém um sítio de ligação para o analito, 

representado pela esfera verde. Cada vez que o analito se liga ao poro a corrente é modulada 

como ilustrado no traçado. Deste modo, monitoram-se os eventos individuais de ligação. A 

freqüência de ocorrência dos eventos revela a concentração do analito, enquanto que a 

assinatura de corrente (assinatura digital) revela sua identidade (Adaptado de BAYLEY & 

CREMER, 2001). 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

A abordagem metodológica consiste primordialmente em: 

1- Utilização de uma montagem experimental que permite a incorporação de um 

único nanoporo protéico de estrutura elucidada em uma bicamada lipídica plana de 

parâmetros conhecidos e controláveis; 

2- Sistema de monitoração e aquisição em tempo real dos registros temporais de 

corrente iônica através do nanoporo aquoso, permitindo a resolução dos eventos de bloqueio a 

nível molecular; 

3- Emprego de métodos teóricos estabelecidos, convencionais e modernos de análise 

de ruído e cinética de canais iônicos, possibilitando o cálculo dos parâmetros de interesse e 

sua correlação com os analitos investigados; 

4- Escolha de analitos poliméricos quimicamente semelhantes e estáveis, porém de 

massa e configuração molecular variável, gerando estruturas moleculares de tamanho e 

formas diferentes, mas, elucidadas. 

Obviamente não abordarei o nanoporo formado pela α-toxina nas próximas seções, 

uma vez que já o fiz anteriormente. Assim sendo descreverei sobre a membrana, sistema de 

aquisição, emprego dos métodos teóricos e as propriedades físico-químicas dos analitos 

escolhidos, finalizando com uma descrição geral dos procedimentos experimentais. 

2.1. A membrana lipídica plana 

 

Todas as bicamadas lipídicas planas utilizadas neste trabalho foram confeccionadas 

de acordo com a técnica de MONTAL & MUELLER, 1972. Esta técnica consiste 

basicamente na formação de uma bicamada lipídica, por aposição de dois filmes 

monomoleculares de lipídeo, em um orifício de uma partição de Teflon® 
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(Politetrafluoretileno) que separa dois compartimentos de uma câmara, também de Teflon®, 

contendo soluções aquosas (Figura 4 A). Os filmes monomoleculares de lipídio foram obtidos 

a partir da deposição de 10 µl de uma solução de diftanoil fosfatidilcolina (Avanti Polar 

Lipids) 1% (p/v) em hexano (Merck) sobre as soluções aquosas. Depois de 10 minutos, com a 

evaporação do hexano, há a formação espontânea dos filmes lipídicos na superfície da solução 

aquosa de cada compartimento. A etapa de formação da membrana propriamente dita, tem 

inicio com a injeção de mais solução sob o filme lipídico, elevando-se o nível do líquido no 

compartimento do lado de trás ou “trans”, até que o menisco atinja o orifício, depositando o 

primeiro filme. Posteriormente aplica-se o mesmo procedimento para o compartimento frontal 

ou lado “cis”, até ocorrer a deposição do segundo filme (Figura 4 B e C). Com a finalidade de 

aumentar a adesão e estabilidade dos filmes lipídicos, as partições foram previamente 

banhadas em hexadecano 1% (p/v) em hexano (Merck). 

Todos os experimentos foram executados sob as seguintes condições: temperatura 

ambiente de 23±2 oC; todas as partições de Teflon® utilizadas apresentavam espessura de 15 

µm e orifício de aproximadamente 50-70 µm de diâmetro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

14 

A 

 

 

 

FIGURA 4. Foto da câmara de Teflon® e esquema representativo do processo de 

construção e da monitoração da bicamada lipídica plana. A) Câmara de Teflon® com 

indicação dos lados cis e trans, e eletrodos de conexão da solução aquosa (verde e amarelo) ao 

sistema eletrônico de monitoramento e aquisição. B) Etapas da formação: (1) filmes lipídicos 

sobre as superfícies das soluções, (2) deposição do segundo filme lipídico e (3) bicamada 

lipídica plana completamente formada. As setas indicam o sentido da elevação do nível da 

solução; C) Etapas da monitoração: (1) onda triangular aplicada ao sistema e (2) resposta de 

corrente capacitiva do sistema. 
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2.2. O sistema de monitoração e aquisição de registros de corrente iônica 

 

Em todos os experimentos o sistema utilizado para aplicação do potencial, 

monitoração e aquisição dos registros era constituído por um gerador de funções (Hewlett 

Packard, modelo 3310B), um filtro Butterworth (Frequency devices, modelo 902), um 

amplificador de patch clamp (Axonpatch 200A ou B) e uma placa conversora analógico-

digital (PCI 6221 E, National Instruments Corporation) acoplado a um microcomputador IBM 

PC, executando o Programa Acquirer gentilmente cedido pelo Doutor Sergey Berzrukov, 

conectados conforme o esquema da figura 5. Com a finalidade de minimizar a interferência de 

perturbações mecânicas e eletromagnéticas, a câmara experimental encontrava-se sobre uma 

mesa de amortecimento de alta performance (TMC 63-500) e blindada por uma gaiola de 

Faraday. 

A conexão dos compartimentos da câmara ao sistema de medidas elétricas era 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) (figura 4 A). Ao lado cis (compartimento frontal) da câmara, 

conectávamos o aterramento do amplificador e, ao lado trans (compartimento de trás), 

basicamente o amplificador de “patch clamp”. 

 

 

FIGURA 5. Esquema básico do sistema de monitoramento e aquisição de registros de 

corrente iônica através do nanoporo formado pela α-toxina. O filtro está incorporado no 

painel de entrada e saída. 
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2.3. A análise de assinaturas digitais e dados cinéticos 

 

A abordagem geral aplicada na análise de assinaturas digitais e cálculo de parâmetros 

cinéticos consistem basicamente em (BEZRUKOV, 2000; 2002): 

1- Calcular a redução relativa (profundidade ou amplitude do bloqueio) de 

condutância do nanoporo na presença do analito, indicando o grau de 

preenchimento do lume do canal pelo analito; 

2- Analisar as flutuações na corrente iônica através do canal, indicativo da cinética 

de particionamento do polímero entre a solução banhante e o lume aquoso do 

poro; 

3- Analisar o espectro do ruído de corrente induzido pela presença do analito no 

lume aquoso do poro, indicativo da dinâmica do analito no interior do canal. 

 

2.3.1. O princípio do contador molecular 

 

A idéia fundamental da técnica de pulso resistivo empregado nos contadores Coulter 

(COULTER, 1953), desde a década de 50, pode ser enunciada da seguinte forma: a presença 

de uma partícula não condutora livre num meio condutor fluindo no interior de um pequeno 

tubo capilar de vidro, induz um aumento da resistência do capilar em relação àquela quando o 

meio é preenchido unicamente de partículas condutoras (Figura 6). A magnitude do aumento 

da resistência está relacionada com o tamanho da partícula. 

As mudanças na resistência quando a partícula não condutora se movimenta ao longo 

do capilar de vidro geram pulsos de corrente, os quais podem ser amplificados e contados. 

Está técnica foi inicialmente empregada nos equipamentos para contagem de partículas 

relativamente grandes, como células sangüíneas e bactérias (KUBITSCHEK, 1958). 
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O decréscimo da condutância (∆g) de um capilar de raio R e comprimento L, 

preenchido com meio condutor, após a entrada de uma partícula de raio r < R pode ser 

expressa por (GREGG & STEIDLEY, 1965): 

 

⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
=∆ 2

32
L
rg σπ

  (1) 

 

Onde, σ é a condutividade da solução. Obviamente a amplitude do pulso é proporcional a 

terceira potência do raio da partícula, ou seja, ao seu volume, portanto partículas de tamanho 

próximo ao raio do capilar, induzem maior profundidade de bloqueio e eventos (pulsos) 

completamente discerníveis no tempo. Por outro lado, partículas muito menores que o capilar, 

os “pulsos gerados”, também diminuem a condutância, mas não são discretizados, pelos atuais 

amplificadores de “patch clamp”. Neste caso podemos usar a abordagem três, análise 

espectral do ruído, para obtermos os parâmetros da “assinatura digital”. 

 

 

FIGURA 6 – O contador de Coulter. O fluxo de liquido mantido por diferença de 

pressão externa movimenta partículas microscópicas através do orifício numa divisória de 

vidro. A entrada de cada partícula no orifício produz um pulso na condutância. O número de 

pulsos por segundo relata a concentração e o tamanho da partícula pode ser inferido pela 

amplitude do pulso (BERZRUKOV, 2000). 
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2.3.2. Flutuações de condutância 

 

A análise dos eventos discretizados de bloqueio pode ser realizada, inicialmente, 

adotando-se um modelo de dois estados, onde em um, o nanoporo está ocupado pelo analito 

(estado bloqueado, Ba), e no outro não-bloqueado (Bn), conseqüentemente podemos 

representá-los esquematicamente por: 

 

n

k

k
a BB ⇔

−

1

1
   (2) 

 

Onde, k1 e k-1 correspondem as constantes de transição entre esses estados. Considerando que 

os fenômenos de bloqueio e desbloqueio do nanoporo são independentes, uma maneira prática 

de calcular a média do tempo de permanência no estado bloqueado ou no estado não-

bloqueado, é estabelecer a função densidade de probabilidade (F(t)) regente destes tempos em 

cada um dos estados. Assim sendo, um histograma de freqüência dos tempos de permanência 

em cada estado, e admitindo uma função densidade de probabilidade do tipo exponencial 

(COLQUHOUN & SIGWORTH, 1995; COLQUHOUN & HAWKES, 1995), 

 

τ
t

aetF −=)(
   (3) 

 

Onde τ corresponde a constante de decaimento da curva exponencial, e a=τ-1. Deste modo 1/τ 

representa a média do tempo de permanência no estado bloqueado ou no estado não-

bloqueado, ou seja, é igual a k1 ou k-1, respectivamente (COLQUHOUN & HAWKES, 1982). 
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Considerando que o analito interage com o nanoporo numa reação bimolecular, 

pode-se calcular a constante de associação e a constante de dissociação do analito-nanoporo. 

No caso de um equilíbrio simples τ1=1/k1, onde τ1 é a média do tempo de bloqueio pelo 

analito e k1 é a constante de dissociação; e τ-1 = 1/(k-1 [A]), onde τ-1 é a média do tempo de 

não-bloqueio, k-1 é a constante de associação e [A] é a concentração do analito 

(MOVILEANU et al, 2005). Deste modo a constante de equilíbrio K pode ser calculada, 

podemos admitir que o coeficiente de partição (Π) é proporcional a concentração do analito 

no lume aquoso, representado por: 

 

[ ]lAK=Π    (4) 

 

Onde, [Al] é a concentração do analito no interior do nanoporo aquoso. 

 

2.3.3. Análise espectral do ruído de corrente 

 

As duas condições de análise descritas anteriormente são válidas quando é possível discretizar 

os eventos de bloqueio, ou seja, temporalmente “resolvê-los”. Quando o analito apresenta um 

tamanho muito menor que o diâmetro do nanoporo, ou a força de interação entre o poro e o 

analito é pequena, isto não é possível diretamente, mas os parâmetros cinéticos que também 

permitem a identificação do analito podem ser calculados de maneira indireta, empregando 

análise espectral do ruído de corrente. 

Considerando que a média das flutuações de condutância do nanoporo, pode ser 

obtida por ∆g vezes 〈N〉, onde, ∆g é o decréscimo de condutância induzido pela presença do 

analito e 〈N〉, o número de moléculas do analito no nanoporo, pode-se demonstrar que o 
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coeficiente de difusão (D) do analito no interior do lume aquoso é expresso por (BEZRUKOV 

& VODYANOY; 1994): 

 

)0(3/22
Ia SVLggD ∆∆=    (5) 

 

Onde 〈∆ga〉, é o decréscimo médio de condutância do nanoporo induzido pela presença de 

uma única molécula do analito; V é a voltagem transmembrana, L é o comprimento do 

nanoporo e SI(0), é a densidade espectral de potência do ruído de corrente de baixa freqüência 

induzido pela partícula. 

O fenômeno de bloqueio e não-bloqueio do nanoporo pode ser descrito por um 

processo Markoviano de dois estados, e as constantes de interação entre o analito e o 

nanoporo podem ser calculadas da análise espectral de potência do ruído de corrente (SI(f)) 

através da expressão (MACHLUP, 1954), 
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onde i∆  é a redução da corrente via nanoporo na presença de uma única molécula do analito; 

f é a freqüência; τ1 é a média do tempo de bloqueio; τ-1 é a média do tempo de não-bloqueio e 

τ, o tempo de relaxação definido como (τ=τ1τ-1/(τ1+τ-1)). A probabilidade de encontrar o poro 

ocupado com a substância é, 
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Na condição onde ( )πτ2/1<<f , a equação (6) pode ser reescrita de forma simplificada 

como, 

 

( ) ( )221 4
)0(

1
1

i
S

pp
I

∆−
=τ

   (8) 

 

onde )0(IS é a densidade espectral na região de baixa freqüência. Deste modo, o ruído médio 

de corrente I∆ , depende da probabilidade de bloqueio ipI ∆=∆ , expressa por: 

 

iIp ∆∆= /     (9) 

 

Conseqüentemente a média do tempo de permanência do analito no poro é dada por: 

 

( )21
/1

1
4

)0(
iIiI

SI

∆∆−∆∆
=τ

   (6) 

 

Onde um único parâmetro permanece desconhecido, i∆ , a redução da corrente iônica do 

nanoporo, que pode ser determinado experimentalmente. Conhecendo-se τ1 e τ-1 é possível 

determinar o coeficiente de partição como já descrito no tópico 1.4.2., mesmo na ausência de 

bloqueios característicos, ou seja, discretizados. 

A principal dificuldade da implementação destas abordagens, no sentido de viabilizar 

o desenvolvimento de um biossensor estocástico baseado na α-toxina, é uma ferramenta 

computacional, ou seja, um programa que além de integralizar as três formas de análise, tenha 
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a capacidade de baseado no registro de corrente, reconhecer preliminarmente quais devem ser 

escolhidas para uma melhor identificação e quantificação da concentração do(s) analito(s). 

 

2.4. A escolha de analitos poliméricos 

 

A escolha de analitos poliméricos do etilenoglicol em suas formas, circular, o éter de 

coroa, e linear, o polietilenoglicol, deve-se basicamente a sua semelhança e estabilidade 

química, possibilitando a geração de estruturas moleculares de tamanho e formas diferentes, 

mas, elucidadas em diversas condições. Adicionalmente esta classe de moléculas têm 

recebido especial interesse por parte da comunidade científica nos últimos anos, uma vez que 

diversos estudos nas ciências básicas e aplicações biotecnológicas foram descritos (HARRIS, 

1992; SOLOMONS & FRYHLE, 2001). Os éteres de coroa são chamados de x-coroa-y, onde 

x é o número total de átomos no anel e y é o número de átomos de oxigênio. O 18-coroa-6 

consiste de seis unidades de óxido de etileno unidas covalentemente em um anel 

macrocíclico, portanto diferem do polietilenoglicol (linear), unicamente pela ausência de 

grupos terminais (BEZRUKOV et al, 2004; WHEI & BRITO NETO, 1998). O 18-coroa-6 

interage com cátions, principalmente potássio, aprisionando-o em seu anel macrocíclico, 

através de campos elétricos gerados por ligações do tipo íon-dipolo (IZATT & 

CHRISTENSEN, 1981). Este tipo de relacionamento é denominado hospedeiro-hóspede, 

permitindo o emprego destes compostos cíclicos em diversas aplicações como sondas 

moleculares (DAVID & BRODBELT, 2003), componentes de sensores (REESE & ASHER, 

2003) e até como droga (BORREL et al, 1995). 

Por outro lado, os polietilenoglicóis são estruturas lineares e normalmente maiores 

que os éteres de coroa, apresentando-se em soluções aquosas na forma enovelada, podendo 

formar complexos com diversos íons, incluindo o potássio. De maneira similar aos éteres de 

coroa, os polietilenoglicóis não apresentam grupos ionizáveis, portanto, são classificados 
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como não eletrólitos, possibilitando sua aplicação em diversas áreas. Na pesquisa básica os 

polietilenoglicóis foram utilizados como sondas moleculares para determinação, em 

condições dinâmicas, da geometria de canais iônicos (KRASILNIKOV et al, 1992; 

MERZLYAK et al, 1999). Na área farmacêutica são empregados principalmente como meio 

dispersor de medicamentos (HARRIS, 1992). 

Deste modo em função das propriedades físico-químicas descritas e das 

investigações relativas a interação de éter de coroa e polietilenoglicóis com poros protéicos já 

realizados; juntamente com a importância do monitoramento e quantificação destas moléculas 

em meios aquosos, permite-nos deduzir que este polímeros atendem a abordagem 

metodológica deste trabalho. 

 

2.5. Procedimentos experimentais gerais 

 

O protocolo experimental consistia basicamente em após a confecção da bicamada 

lipídica plana, aplicavam-se pulsos de voltagem de ±80 mV para verificar a integridade 

elétrica da membrana, através da medida de sua condutância basal. Após constatação da 

integridade elétrica da membrana, adicionava-se ao compartimento cis da câmara, a α-toxina 

nas concentrações especificadas no artigo e manuscrito (ver resultados). Após a incorporação 

de um canal, aplicavam-se pulsos de voltagem de ± 20 a ± 200 mV (faixa de variação de 20 

mV), para determinação da condutância do canal em cada uma das voltagens. Posteriormente 

adicionava-se o analito (éter de coroa ou polietilenoglicol) ao compartimento trans da câmara 

e repetia-se a seqüência de voltagens. Este procedimento era repetido para concentrações 

crescentes de cada um dos analitos (ver resultados). 

Antes do inicio de cada experimento testava-se sempre a assimetria nos potenciais de 

junção dos eletrodos. Em caso de assimetria dos potenciais de junção acima de 1 mV, o par de 

eletrodos era substituído por outro. A medida dos potenciais dos eletrodos também era feita 
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logo após o término de cada experimento e nos casos de assimetria acima de 1 mV, 

descartava-se os registros obtidos. 
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3. JUSTIFICATIVA 

 

A identificação e quantificação de analitos em diferentes amostras são de 

importância fundamental em diversas áreas, das ciências básicas até aplicações tecnológicas 

na medicina diagnóstica, indústria farmacêutica, controle de poluentes, indústria química e 

biotecnologia, dentre outras. 

Assim sendo, o desenvolvimento de novos sensores e biossensores desperta interesse 

na comunidade científica, e o aporte financeiro tem sido considerável nos últimos anos. 

Estimativas do National Institute of Standards and Technology indicam que foram investidos 

nos Estados Unidos, nos anos de 1999 a 2003 aproximadamente 145.000.000,00 (cento e 

quarenta e cinco milhões) de dólares para o desenvolvimento de novos dispositivos sensores 

baseados somente na tecnologia de análise de ácido desoxirribonucléico (DNA) 

(BIOTECHNOLOGY INFORMATION CENTER-NATIONAL AGRICULTURAL 

LIBRARY/USDA). Nos países em desenvolvimento o investimento tem sido menor, mas, 

existe unanimidade na comunidade científica e órgãos governamentais financiadores de 

ciência e tecnologia, como o Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e 

Tecnológico (CNPq), que a área de biotecnologia seja priorizada com apoio financeiro 

(www.cnpq.br). 

Com os recentes avanços da nanotecnologia ocorreu naturalmente uma busca pela 

miniaturização dos dispositivos sensores já existentes, como também o desenvolvimento de 

sensores baseados em elementos sensores de dimensões nanoscópicas, tais como nanotubos 

de carbono, nanotubos de ouro, dentre outros (SUN et al, 2000; LI et al, 2003; ITO et al, 

2004; SUTHERLAND, et al, 2004). 

Os diversos princípios envolvidos nos mecanismos de detecção presentes nos 

sensores para analitos, comercializados, limita-os ao monitoramento e geração de uma 

resposta integral, ou seja, que vários eventos ocorram até a expressão de uma resposta 
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informativa do fenômeno analisado (BAKKER & TELTING-DIAZ, 2002; MARZIALI & 

AKESON, 2001). Esta limitação não se restringe unicamente à quantificação do analito, mas, 

impede que o elemento sensor reconheça mais de um analito simultaneamente. 

Por outro lado, algumas estruturas biológicas, principalmente, as biomoléculas 

formadoras de canais iônicos aquosos apresentam propriedades intrínsecas evolutivamente 

selecionadas, tornando-as elementos sensores naturais, capazes de “sentir” eficientemente 

eventos imperceptíveis a outros dispositivos. 

O princípio do sensoriamento estocástico, ou seja, a capacidade de detecção de 

eventos unitários quantizados, é constantemente aplicada pelos sistemas vivos, além da 

detecção simultânea de mais de um analito, portanto, os nanoporos unitários são as 

ferramentas preferenciais para o desenvolvimento de biossensores. Nesta perspectiva 

nanoporos aquosos como poros nucleares (BUSTAMANTE et al, 2000; MAZZANTI et al, 

2001 ) e particularmente os poros formados por α-toxina (KRASILNIKOV & BEZRUKOV, 

2004; MOVILEANU et al, 2003) têm servido como modelo, no estudo do mecanismo de 

permeação e particionamento de polímeros naturais e também sintéticos solúveis em água. 

Assim sendo, a adaptação destas estruturas nanoscópicas como elemento sensores é 

um obstáculo a ser vencido, mas, com perspectivas promissoras para a tecnologia de 

biossensores. 
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4. OBJETIVOS 

 

4.1. Geral 

 

Examinar a viabilidade de utilização do nanoporo protéico formado pela α-toxina, 

como elemento sensor baseado no princípio estocástico. 

 

4.2. Específicos 

 

1. Estudar o mecanismo de transporte de éteres de coroa e polietilenoglicóis através 

de nanoporos unitários formados pela α-toxina em bicamadas lipídicas planas; 

2. Estudar a dinâmica do particionamento de éteres de coroa e polietilenoglicol no 

lume aquoso do nanoporo formado pela α-toxina. 
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6. RESULTADOS 

CAPÍTULO I 
 

Field-Dependent Effect of Crown Ether (18-Crown-6) on Ionic Conductance of 

α-Hemolysin Channels. 

Autoria: Bezrukov SM, Krasilnikov OV, Yuldasheva N, Berezhkovskii AM, 

Rodrigues CG. Biophys. J (2004) 8:3162–3171. 
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CAPÍTULO 2 
 

Partitioning of single poly-(ethylene glycol) molecules into a protein nanopore 

in the limit of strong attraction. 

 

Autoria: Krasilnikov OV, Bezrukov SM, AM, Rodrigues CG. 

Este manuscrito em colaboração com o grupo do Doutor Sergey M Berzrukov do 

Laboratory of Physical and Structural Biology, National Institute of Child Health and Human 

Development, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland 20892 USA, encontra-se em 

fase de conclusão e será submetido brevemente ao Physical Review Letters. 

 

 

Impact fator: 7.218 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 

 

Partitioning of single poly-(ethylene glycol) molecules into a 
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ABSTRACT 

 

High salt concentrations dramatically increase attractive interactions between the 

alpha-Hemolysin channel and poly-(ethylene glycol) (PEG) and, thereby, change polymer 

partitioning qualitatively, enhancing it by orders of magnitude.  At 4 M KCl the capture of a 

single PEG molecule by the channel can be observed as a well-defined step in the small-ion 

current through the channel. As expected, the amplitude of these steps and their duration 

increase monotonically with PEG molecular weight.  However, the on-rate of polymer capture 

is a surprisingly weak function of polymer molecular weight. 
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INTRODUCTION 
 

The progress in physics of polymer partitioning into the confines of nanopores is 

crucial for many areas of fundamental science and technology. Recent experimental [1-3] and 

theoretical [4-7] work suggests that not only quantitative but qualitative picture of polymer 

interactions with a nanoscopic pore needs a thorough refinement. Another important aspect 

concerns the mechanisms of ion conduction in nano-structures [8,9]. Effects of water ordering 

by the surface, electrostatic and hydrodynamic interactions of ions with the channel walls, 

ion-ion interactions at the nanoscale, etc., are among the questions of interest. 

In the present study we examine the time-resolved blockages of ion current through 

the alpha-Hemolysin channel that are induced by single poly-(ethylene glycol) (PEG) 

molecules. We use the extreme of potassium chloride concentration of 4 M to take advantage 

of the polymer/pore attraction promoted by salt [10]. These strong interactions change 

polymer partitioning qualitatively. They slow down the polymer exchange between the 

channel and the bulk to a degree that makes polymer capturing and release by the channel 

time-resolvable. They also dominate the forces of entropic repulsion.  For PEG 600 to PEG 

3000, the free energy component which is due to polymer confinement by the pore is nearly 

completely suppressed by the attraction thus increasing polymer partition coefficient by 

orders of magnitude (Figure 1) and making the on-rate of polymer capture by the pore only a 

weak function of polymer molecular weight. 

The blockage of small-ion current through the channel by a single polymer molecule 

is incomplete. Larger molecules reduce its ionic conductance more efficiently. They also stay 

in the channel longer, allowing us to estimate the attractive interaction as 0.13 kT per 

monomer. 
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Figure 1. The partitioning of 

PEG 2000 molecules into the 

alpha-Hemolysin channel with 

the KCl concentration. 

Conditions: 20% (w/v) PEG 2000 

both sides; 20 g PEG + 80 ml 

KCl solution; 5 mM Tris pH=7.5; 

40 mV - trans; ST - cis. 
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RESULTS AND DISCUSSION 
 

We quantify polymer partitioning by measuring ion current through a single 

nanopore of the alpha-Hemolysin channel in the presence of dilute solutions of PEG of 

different molecular weights.  Upon entering the channel a polymer molecule partially blocks 

its ionic conductance. Three parameters of this process are analyzed as functions of polymer 

molecular weight: the average rate of the blockage events, their average duration, and their 

average amplitude. 

Examples of the records of ion currents through single alpha-Hemolysin channels in 

the presence of PEG of different molecular weights in the membrane-bathing solution are 

shown in Figure 2. It is seen that partitioning of polymer molecules induces stepwise current 

fluctuations whose amplitude and duration depend on the polymer molecular weight. 

Only one polymer molecule is involved in the blockage. Figure 3 demonstrates that 

the blockage rate (the average number of the stepwise fluctuations per second) is strictly 

proportional to PEG concentration, thus suggesting that the blockage is a first order reaction. 

The blockage of ion current is never complete, but the degree of blockage grows 

with the size of a polymer molecule. Figure 4 summarizes the results of statistical analysis of 

the blockage amplitudes. PEG 600 reduces current by about 45%, PEG 3000 by 95%.  The 

solid line compares the effect on channel conductance with the prediction for PEG-induced 

decrease of the bulk solution conductivity [11]: 

 

( )
0

1 exp 2.7
1

σ φφ
σ φ

⎛ ⎞
≅ − −⎜ ⎟−⎝ ⎠    (1) 

 

where σ/σ0 is the ratio of bulk solution conductivity in the presence and absence of 

PEG and φ is polymer volume fraction. 

To perform this comparison we assume that the polymer volume fraction in Eq. (1) 

is proportional to PEG molecular weight. Specifically, we calculate the polymer volume 

fraction approximately as the weight of a single PEG molecule divided by the adjustable 

parameter, the weight of 7.5 nm3 of water (see ref. [11] for a more accurate procedure). This 

volume is very close to the volume of the stem part of the channel – the part which 

contributes most to the total channel resistance. It is seen that the solid line fits the data 

reasonably well (Figure 4). 
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Figure 2.  In the presence of PEG ionic current through the alpha-Hemolysin channel exhibits 
step-wise transitions between completely open and partially blocked states.  Both the duration 
and amplitude of blockage increase with the polymer molecular weight.  Conditions for these 
and other experiments of the present study (if not specified otherwise): bilayer lipid 
membranes were formed by the monolayer opposition technique from diphytanoyl 
phosphatidylcholine (Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL) at room temperature of 23 ± 2°C as 
previously described [3]; membrane-bathing aqueous solution contained 4 M KCl at pH 7.5 
buffered by 5 mM Tris with 40 µM of PEG (polyethylene glycol standard, Fluka, GmbH, 
Germany) added from the trans-side of the membrane; alpha-Hemolysin was added from the 
cis-side of the membrane, the final concentration of the protein in the membrane-bathing 
solution was about 100 pM; applied voltage was 40 mV, negative from the side of protein 
addition. Averaging = 0.02 ms. High conductance (o) and particularly blocked (b) states are 
shown with arrows. 
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Larger polymers stay in the pore longer. Figure 5 shows the dependence of polymer 

residence time τoff as a function of polymer molecular weight W. The dependence is quite 

sharp and for larger PEG is close to exponential. Using a simple reasoning that involves 

escape from a potential well whose depth ∆F(N) is proportional to the number of monomers N 

we can write 

 

⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛ ∆∝

kT
NF

off
)(expτ ,  NNF χ=∆ )(    (2) 

 

Defining the number of monomers within a PEG molecule as W/44, from the linear 

part of the curve we infer the energy of attraction per monomer as χ≈0.13 kT. 
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Figure 3.  The on-rate of ion current 
blockage by polymers is proportional to 
their concentration.  For a larger polymer 
(PEG 3000) the same on-rate is achieved 
at larger weight/volume concentration 
than for any of smaller one.  However, 
the slope of the curves is the same in all 
cases.  The proportionality between the 
on-rate and polymer concentration means 
that only one polymer molecule is 
responsible for the blockage. 
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Figure 4.  The relative conductance of 
the channel in the PEG-blocked state 
(symbols) shows that the blocking 
efficiency increases with the polymer 
molecular weight.  The larger is the 
polymer, the smaller is the remaining 
conductance.  The solid line is a fit by 
Eq. (1) to the data.  The volume fraction 
φ is set to be proportional to the polymer 
molecular weight with an adjustable 
parameter described in the text. 
Data are mean of 3-4 experiments. 
Other conditions are equal to Figure 1. 
Data were fitted with an equation 1 
(solid line) and with a monoexponential 
function (dashed line). 
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The proportionality between the average rate of blockage events ν  and polymer 

concentration [C] demonstrated in Figure 3 allows us to quantify the on-rate constant of 

polymer capture by the channel, κon(W), as a function of polymer molecular weight using 

ν=κon(W)[C]. Figure 6 presents these data for 40 µM polymer concentration. Surprisingly, the 

dependence on polymer molecular weight is weak. The moderate drop in the on-rate can be 

attributed almost completely to the decrease in the diffusion coefficient D(W) calculated as 

 

5
3

)()(
−

∝∝ WWDWkon     (3) 

 

(solid line in Figure 5).  Thus, the entropic part of interaction which is a leading 

interaction term at small salt concentrations [1, 10, 12, 13] and which allows pore sizing by 

polymer partitioning [14] is practically negligible at this high salt concentration.  Importantly, 

experiments reported in the present study were performed using dilute polymer solutions 

where non-ideality effects [3, 7] are virtually non-existent.  The largest weight/volume 

concentration was used for 4 mM PEG 3000. It was 1.2% which is well below the c* 

concentration for this PEG, which is about 13% [3]. 

This anomalous behavior most probably is a consequence of the strong polymer/pore 

attraction induced by high salt concentrations that compensates for the free energy of polymer 

confinement. This argument is in qualitative agreement with the energy of 0.13 kT per 

monomer, deduced from Figure 5 data.  From the partitioning measured at small salt 

concentrations [e.g., 1, 10, 12] where the attraction is weak, the free energy of confinement 

for e.g. PEG 2000 is of the order of one kT (~0.02 kT/monomer).  Therefore, the energy of 

interaction between several monomers (of 45 monomers comprising PEG 2000) and the pore 

is enough to offset the entropy loss.  Indeed, the actual mechanism of polymer capture by the 

pore is necessarily much more complicated [4]; however, our simple estimate shows the 

importance of the attraction between the pore and the polymer. 
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Figure 5. The dwell time of a captured polymer sharply increases with the polymer 
molecular weight.  The data for the larger PEG 1000, PEG 1500, PEG 2000 and PEG 3000 
allows us to estimate the free energy of attraction per monomer (see text). 
Two versions: in semiLog and linear scales. 
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A 0.033 0.002 
B 0.132 0.001 
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B is the energy (kT) for monomer 

 

 

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

1

2

3

PEG, Da

k on
 (x

10
-6
), 

M
-1
s-1

 

kon (x10-6) =2.2*PEG(kDa)-3/5

 

Figure 6. The on-rate of polymer 
capture by the channel is a 
surprisingly weak function of the 
polymer molecular weight.  The solid 
line is drawn according to Eq. (3) 
with an adjustable multiplier to fit the 
data for the smallest PEG.  It shows 
the on-rate decrease expected from 
the size-dependent decrease in the 
diffusion coefficient of the polymer in 
the bulk. 
The solid line is drawn according to 
Eq. (3) with an adjustable multiplier 
to fit the data for the smallest PEG. 
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CONCLUSIONS 
 

Partitioning of water-soluble polymers into ion channel pores has long been used for 

sizing of ion channel pores [14, 15]. In the case of alpha-Hemolysin, it was shown that there 

are attractive interactions between PEG and the channel, which grow with the salt 

concentration in the membrane-bathing solution. Under otherwise identical experimental 

conditions, PEG partition coefficient was found to be higher in 1 M KCl than in 0.1 M KCl 

solutions [10]. In the present study we went to the extreme, 4 M potassium chloride 

concentration, which is very close to the limit of this salt solubility at the room temperature of 

230 C. This high salt concentration changed polymer partitioning qualitatively and allowed us 

to observe time-resolved events of single PEG molecule exchange between the channels and 

the bulk. The main findings are: 

(i) Comparison of blockage amplitudes with the bulk effect (Figure 4) suggests that 

both the conductance of the channel with a trapped PEG molecule and the conductivity of 

PEG-containing bulk solutions scale similarly with the polymer monomeric concentration.  

Based on the results obtained we conclude that the nanoscopic volume of water in the alpha-

Hemolysin pore behaves quite macroscopically in what concerns conduction of ions. 

Reduction of the aqueous phase conductivity by PEG seems to have identical mechanisms 

both in the channel and in the bulk. 

(ii) The sharp increase of polymer residence time in the pore with PEG molecular 

weight (Figure 5) supports the idea of strong salt-induced interaction.  For the free energy of 

polymer/pore attraction it gives an estimate of 0.13 kT per monomer. 

(iii) The anomalously weak dependence of the capture on-rate on polymer molecular 

weight (Figure 6) suggests that entropic repulsion is suppressed by the strong polymer/pore 

attraction. 

Thus, partitioning of PEG molecules into the alpha-Hemolysin channel in the limit 

of strong attraction studied here is qualitatively different from this polymer partitioning at 

small salt concentrations [10, 12-15] including the recent single-molecule study [1] where the 

entropic term was found to lead in polymer/pore interaction. 
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7. CONCLUSÕES GERAIS 
 

Os resultados dos trabalhos desenvolvidos nesta tese permitem concluir: 

1- A força de interação entre o nanoporo formado pela α-toxina incorporado numa 

bicamada lipídica plana, e polímeros do etilenoglicol nas formas circular (éter de coroa) e 

linear (polietilenoglicóis), aumenta com a concentração de cloreto de potássio presente na 

solução aquosa banhante da membrana; 

2- A repulsão entrópica é o principal responsável pelo particionamento do éter de 

coroa (C2H4O)6 e polietilenoglicóis de massa molecular (<400 Da) no lume aquoso do 

nanoporo, quando a membrana é banhada por solução aquosa de KCl menor que 1 M; sendo 

superada por interações atrativas, em concentrações de KCl, maiores; 

3- A presença de éter de coroa e polietilenoglicóis de massa molecular <400 Da, 

reduzem a condutância iônica do nanoporo, enquanto aumentam o ruído de corrente; 

4- O tempo de ocupação máximo (∼ 3 µS) do nanoporo pelo éter de coroa (C2H4O)6, 

e a redução máxima de condutância iônica acontecem no potencial transmembrana de 100 

mV, enquanto que, para polietilenoglicóis de massa molecular (<400 Da) estes parâmetros, 

praticamente não dependem do campo elétrico transmembrana; 

5- A força de interação entre o nanoporo e polietilenoglicóis de massa molecular 

(600, 1000, 1500, 2000 e 3000 Da) é maior que àquela observada para o éter de coroa 

(C2H4O)6 e polietilenoglicóis de menor massa molecular, manifestando-se, não só por 

aumento do ruído de corrente iônica, mas, principalmente por bloqueios de amplitudes e 

tempos característicos e dependentes da massa molecular do polímero, denominados 

“assinaturas moleculares”; 

6- A redução média da condutância iônica do nanoporo da α-toxina induzida por 

uma única molécula de PEG aumenta monotonicamente com a massa molecular (600-3000 

Da), e é proporcional a mudança de condutividade da solução banhante da membrana, 
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indicando que água no interior do poro e na solução externa são semelhantes, portanto, o PEG 

atua da mesma forma nos dois compartimentos. 

7- A interação entre o nanoporo e polietilenoglicóis depende fortemente da massa 

molecular do polímero, de tal maneira que em 4 M KCl, o tempo de ocupação do poro 

aumentou em mais do que 6000 vezes de ~0.04 ms á ~ 270 ms, enquanto a massa molecular 

do PEG aumentou somente em 5 vezes de 600 á 3000 Da; 

8- A energia de interação entre o nanoporo e os polietilenoglicóis de massa 

molecular  (≥ 1000 Da) é da ordem de ~0.13 kT por monômero do polímero, na presença de 4 

M de KCl; 

9- O nanoporo formado pela alfa-toxina incorporado em bicamada lipídica plana 

funciona como elemento sensor, detectando estocasticamente polietilenoglicóis de massa 

molecular maior que 600 Da em meios aquosos; 

10- A capacidade de detecção estocástica do nanoporo formado pela alfa-toxina 

incorporado em bicamada lipídica plana é favorecida em elevadas concentrações salinas de 

KCl na solução banhante da membrana, uma vez que, a interação nanoporo-polímero é 

intensificada nestas condições. 
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8. PERSPECTIVAS 
 

- Descobrir condições que favoreçam a estabilidade mecânica e físico-química do 

sistema nanoporo-membrana; 

- Criar bancos de dados de assinaturas moleculares; 

- Desenvolver programas capazes de automatizar a análise de assinaturas digitais de 

corrente; 

- Miniaturizar a montagem experimental permitindo sua portabilidade. 
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9. ANEXOS 
 

Comunicações em congressos a partir desta tese: 

 

- KRASILNIKOV, Oleg Vladimirovich; MERZLYAK, Petr G; YULDASHEVA, 

Liliya N; RODRIGUES, Cláudio Gabriel; BEZRUKOV, Sergey M. INTERACTION OF 

18CROWN6 WITH AQUEOUS PORE OF STAPHYLOCOCCAL ALPHA-HEMOLYSIN. 

In: 48TH ANNUAL MEETING BIOPHYSICAL SOCIETY, 2004, Baltimore, USA. 

Biophysical Journal. 2004. v. 86, p. 338a-338a. 

- KRASILNIKOV, Oleg Vladimirovich; BEZRUKOV, Sergey M; MERZLYAK, 

Petr G; YULDASHEVA, Liliya N; RODRIGUES, Cláudio Gabriel. CURRENT 

FLUCTUATION ANALYSIS OF AN ORGANIC MOLECULE TRANSPORT THROUGH 

A SINGLE NANOSCOPIC PORE. In: V CONGRESSO IBERO-AMERICANO DE 

BIOFISICA, 2003, Rio de Janeiro. Anais do V congresso Ibero-Americano de Biofísica. Rio 

de Janeiro: 2003. p. 162-162. 

 


