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RESUMO 

 

As micotoxinas (MTXs) podem acometer grãos e cereais durante as fases de pré e 

pós colheita. Essas substâncias são consideradas como metabólitos secundários 

produzidos por grupos de fungos filamentosos e o acometimento das commodities 

citadas acima podem desencadear processos tóxicos, quando consumidos por 

humanos e animais. Órgãos de controle estabelecem diretrizes para a vigilância dos 

níveis das MTXs mais tóxicas, listando os principais gêneros alimentícios que devem 

receber essa atenção. O padrão-ouro para determinação e rastreio das MTXs em 

alimentos se concentram na utilização da cromatografia líquida, acoplada ao 

detector de fluorescência ou a espectrometria de massas. No entanto, o uso de 

matrizes complexas e o alto custo operacional que envolvem estas técnicas 

dificultam o emprego nas rotinas de monitoramento analítico. Devido a necessidade 

de ampliar as possibilidades de novos dispositivos analíticos para as MTXs, 

propomos utilizar o nanoporo da alfatoxina no desenvolvimento de um sensor para 

detecção e quantificação das principais MTXs de interesse agrícola visando uma 

metodologia alternativa, menos onerosa e mais rápida que as técnicas 

convencionais. As bicamadas lipídicas planas livres de solvente foram 

confeccionadas de acordo com a técnica adaptada de Montal & Mueller, utilizando o 

lipídeo diftanoil fosfatidilcolina. Todos os experimentos foram realizados em 

condições de fixação de voltagem (±20 a ±200 mV, incrementos de 20 mV), com 

solução banhante composta por KCl 1 M ou 4 M, Tris 5 mM, pH 7,5 e temperatura 

de 25 °C. A adição de ocratoxina A, aflatoxina B1 ou fumonisina B1 à solução de KCl 

no lado TRANS do nanoporo unitário da alfatoxina, resultou em eventos de bloqueio 

da corrente iônica reversíveis e característicos. Com a análise de parâmetros 

extraídos da série temporal de cada MTX foi possível calcular a corrente residual 

(I/I0), os tempos médios de permanência (τoff) e “interbloqueio” (τon). Essas 

análises evidenciaram os três perfis das MTXs com valores de I/I0: 0.15 ± 0.001; 

0.326 ± 0.025; 0.443 ± 0.025 (n=3) e τoff: 0.0311 ± 0.006 ms, 0.059 ± 0.007 ms e 

0.0996 ± 0.011 ms (n=3), para ocratoxina, aflatoxina B1 e fumonisina B1, 

respectivamente. A determinação da corrente residual associada com o τoff 

permitem, desta forma, identificar e discriminar as MTXs em solução aquosa, 

conforme estudos prévios. Em análises com as três MTXs adicionadas 

simultaneamente em solução no lado TRANS, os valores de corrente residual e dos 



tempos de τoff permaneceram inalterados, identificando na mistura cada MTX e 

corroborando com a capacidade multianalítica da técnica trabalhada neste estudo. 

Também evidenciamos que o fato de aumentar a concentração de KCl de 1 M para 

4 M, ampliou a sensibilidade do biossensor em até 5 vezes, corroborando com 

estudos anteriores. Por fim, a técnica apresentou a capacidade de detectar as MTXs 

na ordem de nanomolar. Portanto, o nanoporo da alfatoxina mostrou ser capaz de 

detectar as MTXs, podendo se tornar um método analítico alternativo na 

quantificação e discriminação de MTXs em meio aquoso. 

 

Palavras-chave: micotoxinas; alfatoxina; biossensoriamento estocático; nanoporo. 

  



ABSTRACT 

 

Mycotoxins (MTX) can affect grains and cereals in the pre- and postharvest stages. 

These substances are considered secondary metabolites produced by groups of 

filamentous fungi, and the involvement of the above commodities can trigger toxic 

processes when consumed by humans and animals. The control agencies establish 

guidelines for monitoring the content of the most toxic MTX, which list the main foods 

to which this attention should be paid. The gold standard for the determination and 

screening of MTX in foods is liquid chromatography coupled with a fluorescence 

detector or mass spectrometry. However, the use of complex matrices and the high 

operating costs of these techniques make their use in analytical monitoring routines 

difficult. Due to the need to expand the capabilities of new analytical tools for MTX. 

We propose to use the alphatoxin nanopore in the development of a sensor for the 

detection and quantification of the major MTX of agricultural interest to develop an 

alternative methodology that is less costly and faster than conventional techniques.  

Solvent-free flat lipid bilayers were prepared according to the technique adapted from 

Montal & Mueller using the lipid diphthanoylphosphatidylcholine. The bath solution 

consisted of 1 M or 4 M KCl, 5 mM Tris, pH 7.5, and temperature 25 °C. Addition of 

ochratoxin A, aflatoxin B1, or fumonisin B1 to KCl solution on the TRANS side of the 

alphatoxin nanopore resulted in characteristic reversible ionic current blockage 

events. With the analysis of the parameters extracted during the evaluation of the 

time series of each MTX, it was possible to calculate the residual current (I/I0), the 

event dwell times (τoff), and the interevent interval (τon). These analyzes showed the 

three MTX profiles with I/I0 values: 0.15 ± 0.001; 0.326 ± 0.025; 0.443 ± 0.025 (n=3) 

and τoff: 0.0311 ± 0.006 ms, 0.059 ± 0.007 ms and 0.0996 ± 0.011 ms (n=3), 

respectively, for ochratoxin, aflatoxin B1 and fumonisin B1. Determination of the 

residual current associated with the τoff allowed identification and discrimination of 

the MTX in aqueous solution, as noted in previous studies. In analyzes in which the 

three MTXs were added simultaneously in solution at TRANS side, the values of 

residual current and τoff remained unchanged, allowing identification of each MTX in 

the mixture and confirming the multianalytical capability of the technique used in this 

study. We also showed that increasing the KCl concentration from 1 M to 4 M 

increased the sensitivity of the biosensor by up to fivefold, confirming previous 

studies. Finally, the technique demonstrated the ability to detect MTX at nanomolar 



levels. Therefore, the alphatoxin nanopore proved capable of detecting MTX, which 

could become an alternative analytical method for the quantification and 

discrimination of MTX in aqueous solution. 

 

Keywords: mycotoxins; alphatoxin; stochastic biosensing; nanopore. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 No processo de cultivo, armazenamento e distribuição de grãos e cereais, 

diversos protocolos de segurança são seguidos a fim de evitar a presença de 

substâncias tóxicas nos alimentos que podem oferecer riscos a saúde humana e de 

animais quando consumidos. Destacam-se as micotoxinas (MTXs) que são definidas 

como metabólitos secundários produzidos por categorias de fungos filamentosos 

(NESIC; HABSCHIED; MASTANJEVIC, 2021; WU; GROOPMAN; PESTKA, 2014). 

Essa classe de toxinas é considerada um importante problema de segurança 

alimentar por causar as micotoxicoses e apresentam a capacidade de contaminar 

alimentos tanto na fase do plantio e crescimento das mudas na agricultura, quanto 

no processamento e estocagem dos alimentos. Entre os diversos fungos que atuam 

na produção dessas toxinas, podem ser apontados os gêneros Aspergillus, 

Fusarium e Penicillium (NESIC; HABSCHIED; MASTANJEVIC, 2021; ROBENS; 

RICHARD, 1992). 

Apesar do grande número de MTXs que já foram catalogadas, apenas um 

número restrito atua em processos de contaminação dos alimentos e rações, 

tornando-se de importância médica, agrícola e econômica o seu controle. Cabe 

enfatizar que alguns grupos de fungos apresentam-se mais relevantes devido a 

frequência de acometimento nos alimentos, contribuindo em maior proporção para a 

presença de MTXs. Nesse aspecto, temos o Aspergillus flavus e A. parasiticus, 

produzindo as Aflatoxinas e seus subtipos (B1, B2, G1, G2, M1 e M2), Aspergillus 

ochraceus e Penicillium verrucosum, com a produção da Ocratoxina A, e por fim 

Fusarium verticillioides e Fusarium proliferatum, para a Fumonisina B1 ou B2 

(GROOPMAN; KENSLER; WILD, 2008). 

As síndromes toxicológicas podem ser enquadradas em agudas e crônicas, 

sendo as micotoxicoses agudas mais evidentes devido ao alto número de óbitos, 

apesar da menor frequência desses eventos. No entanto, a exposição em pequenas 

doses ao longo do tempo aumentam a propensão para o desenvolvimento de 

cânceres e alterações renais (KAMLE et al., 2019; MARCHESE et al., 2018). Dado a 

dificuldade do rastreamento das evidências associando as MTXs como causadores 

dessas doenças, estimar o número de óbitos causados por processos crônicos 

torna-se complexo. A susceptibilidade para o desenvolvimento das respostas 

agudas ou crônicas depende de fatores como idade, estado nutricional, a dose, 
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duração e via de exposição. Fatores que são condicionantes para maior exposição a 

essa classe de toxinas são pessoas enquadradas em maior vulnerabilidade 

econômica e animais criados de forma inadequada com a administração de ração 

sem controle de qualidade (BENNETT; MOORE, 2019; BENNET; KLICH, 2003). 

Os riscos de exposição a essas classes de toxinas devem-se ao difícil 

controle, dada a característica peculiar de contaminação, onde mesmo com a 

simples testagem da amostra indicando a ausência de fungo, não permite a 

confirmação de que o alimento não apresenta a MTX. Também é importante 

ressaltar, a naturalidade do crescimento dos fungos sob determinadas condições de 

umidade e temperatura, configurando a contaminação direta, que pode acometer 

desde a fase pré-colheita até as fases de transporte e armazenamento (pós-colheita) 

dos alimentos, fato este, que dificulta a eliminação das MTXs devido sua 

estabilidade a tratamentos químicos, térmicos e físicos (SIPOS et al., 2021; 

TAGHIZADEH et al., 2020).  

A via de contaminação indireta também representa um risco, já que as rações 

contaminadas podem ser metabolizadas pelos animais e produzir metabólitos mais 

tóxicos que vão parar em produtos de origem animal, como ovos, carnes e leites 

(SILVA et al., 2023, YANG; SONG; LIM, 2020). As dificuldades no controle das MTX 

em alimentos tornam essa problemática de relevante preocupação mundial, dado o 

modo imprevisível e inevitável de ação dos fungos, que até o momento ainda 

apresentam estratégias para o controle da ocorrência, mas não para eliminação por 

completo das micotoxinas nos mais variados produtos alimentares (BENNETT; 

MOORE, 2019). 

O reflexo da problemática que envolve o controle das MTXs é observado nas 

perdas econômicas. É fato que a ameaça que as MTXs representam para a saúde 

humana e animal criam embargos econômicos dificultando o comércio internacional. 

Alguns dados estimam que cerca de 25% dos grãos colhidos ao longo do ano estão 

contaminados, promovendo o desperdício e perdas bilionárias para a indústria 

agrícola (ESKOLA et al., 2020). Diversos órgãos de controle como a Food and Drug 

Administration (FDA) dos EUA, a Organização Mundial da Saúde (OMS), a 

Organização para a Agricultura Alimentar e a Autoridade Europeia para a Segurança 

dos Alimentos, estabelecem diretrizes regulatórias rigorosas para as principais MTXs 

em alimentos e rações para animais, que atualmente são aplicados por cerca de 100 

países (ALSHANNAQ; YU, 2017). 
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No Brasil, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), publicou uma 

resolução, a RDC 07/2011, que estabeleceu os limites máximos tolerados (LMT) 

para as micotoxinas em 14 categorias de alimentos. O cronograma de 

implementação e adaptação à legislação vigorou até o ano de 2019, após esse 

período o descumprimento dessa RDC é considerado uma infração sanitária. Apesar 

dos avanços na determinação e padronização dos limites máximos permitidos em 

alimentos, os procedimentos que são utilizados para estes fins ainda necessitam de 

aprimoramentos. 

O processo de identificação e detecção das MTXs em alimentos e rações é 

iniciado com obtenção da amostragem, extração, limpeza e finalmente detecção e 

quantificação dessas toxinas. As rotinas laboratoriais aplicam os principais métodos 

de detecção e quantificação atualmente validados para este processo, que incluem a 

cromatografia líquida de alta eficiência com detecção fluorimétrica (CLAE-DFL) 

(ANSARI et al., 2018), ou acoplada à espectrometria de massas (CLAE-MS) (YANG 

et al., 2022), espectrometria de massa por ionização/dessorção a laser assistida por 

matriz (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time of Flight Mass Spectrometry 

- MALDI-TOF) (JEROME JEYAKUMAR; ZHANG; THIRUVENGADAM, 2018) e o 

ensaio imunoenzimático (Enzyme-linked immunosorbent assay - ELISA) 

(ALSHANNAQ; YU, 2017). 

Apesar dos avanços, as técnicas citadas acima apresentam alguns problemas 

que proporcionam desvantagens para uso em rotina. Entre esses desafios a serem 

superados estão a dificuldade na implementação de técnicas portáteis e sensíveis 

para detecção das MTXs, grande diversidade de estruturas químicas, ocorrência 

simultânea necessitando de procedimentos com matrizes complexas, problemas 

com reações cruzadas nos ensaios imunoenzimáticos e o alto custo que envolve a 

aplicação dessas técnicas nas análises laboratoriais. Devido às limitações 

supracitadas, estudos estão buscando novas metodologias para transpor essas 

deficiências apresentadas (JETTANAJIT; NHUJAK, 2016). 

Poros proteicos deram os primeiros passos como importante papel na 

formação da vida, por permitir o acesso a nutrientes no meio circundante das 

células. A evolução de todo sistema celular tem mostrado o quanto as mesmas 

dependem de canais para transportar nutrientes, íons e estabelecer vias de 

sinalização, metabolismo e comunicação celular (DAMER; DEAMER, 2020). Com o 

avanço da nanobiotecnologia visando o desenvolvimento de procedimentos e 
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dispositivos com o objetivo de detectar, identificar e quantificar moléculas, estão 

sendo utilizadas nanoestruturas biológicas dotadas da capacidade de 

reconhecimento molecular, permitindo o seu direcionamento para criação de uma 

classe inovadora de sensores. A utilização de nanoporos proteicos apresentam tais 

características e mais especificamente o formado pela alfatoxina de Staphylococcus 

aureus, que, por apresentar uma versatilidade funcional, além da reprodutibilidade e 

sensibilidade, atualmente é considerado um bom modelo de nanoporo proteico para 

detecção de moléculas em meio aquoso (BAYLEY; CREMER, 2001). 

O biossensoriamento estocástico é a abordagem que envolve o princípio de 

detecção ao utilizar o nanoporo da alfatoxina, onde eventos individuais de ligação 

são observados entre uma molécula do analito alvo e um único nanoporo, sendo o 

encontro entre eles por meio da difusão, ou seja, de forma aleatória. Neste encontro, 

a molécula ocupa reversivelmente o lúmen do nanoporo da alfatoxina causando um 

decréscimo transitório (bloqueio) da corrente iônica (AGUIAR et al., 2015). A 

definição de um estado ocupado e outro não ocupado, a partir do bloqueio reversível 

da corrente iônica, permite a caracterização da molécula através da análise do 

conjunto de flutuações entre um estado e outro, no determinado período de tempo 

analisado (série temporal) (BAYLEY; CREMER, 2001). 

Desta forma, as vantagens que estão atreladas ao dispositivo sensor baseado 

na alfatoxina proporcionou sua utilização em diversas áreas, destacam-se: a 

detecção e discriminação de enantiômeros e polímeros (ROBERTSON et al., 2007), 

sequenciamento e estudo da translocação do DNA (WANG et al., 2020; WANUNU et 

al., 2010), detecção de armas químicas (TNT) (GUAN et al., 2005), drogas ilícitas 

(cocaína) (KAWANO et al., 2011), microcistinas (SILVA JÚNIOR et al., 2019) e 

recentemente na detecção da ocratoxina A (LI et al., 2022). 

Sabendo que o biossensoriamento estocástico baseado em nanoporo é 

promissor no desenvolvimento de dispositivos analíticos e que o Brasil é um dos 

principais exportadores mundiais de produtos agropecuários passíveis de 

contaminação por MTX (TANIWAKI et al., 2019), propomos utilizar o nanoporo da 

alfatoxina no desenvolvimento de um biossensor para detecção e quantificação das 

MTXs (aflatoxina B1, ocratoxina A, fumonisina B1) visando uma metodologia 

alternativa, menos onerosa e mais rápida que às técnicas convencionais utilizadas 

atualmente. 

  



17 

 

2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

 

 A incidência de fungos que causam algum tipo de enfermidade aos 

vertebrados é muito menor quando comparado às bactérias “como parâmetro”, 

contudo, apresentam grande importância médica. As principais doenças com 

potencial de serem causadas a partir do crescimento dessa classe de microrganismo 

no hospedeiro, sendo em sua grande maioria de maneira oportunista, são as 

micoses. Caracterizadas por serem a principal doença infecciosa ocasionada por 

fungos, as micoses podem variar de uma irritação simples, como as famosas frieiras, 

até processos mais graves e potencialmente fatais, a exemplo da aspergilose 

pulmonar (LUPI; TYRING; MCGINNIS, 2005). 

Em paralelo às micoses, as micotoxicoses são consideradas como processos 

tóxicos causados por substâncias produzidas pelos fungos. Basicamente, essas 

substâncias são denominadas de micotoxinas e são caracterizadas como 

metabólitos secundários que podem causar patologias, variando em intensidade e 

duração dos sintomas, dependendo do tipo de micotoxina que o indivíduo ou animal 

é exposto (BENNET; KLICH, 2003). A maneira mais frequente de exposição às 

MTXs é pela via dietética, já que é comum a presença dessas substâncias em 

alimentos que são cultivados e/ou armazenados de maneira incorreta (CARBALLO 

et al., 2019). Por se tratar de um envenenamento, podemos estabelecer um 

contraste entre as micoses e as micotoxicoses, onde a primeira é caracterizada por 

ser um processo infeccioso e principal causa de doenças oportunistas no mundo, 

enquanto que as micotoxicoses são processos tóxicos a partir da ingestão de 

alimentos contaminados, afetando países em vulnerabilidade econômica e 

subdesenvolvidos, onde o controle de qualidade dos alimentos é deficiente ( 

BENNET; KLICH, 2003; BENNETT; MOORE, 2019). 

Com essas definições bem estabelecidas, vamos nos restringir em abordar 

apenas as MTXs. A importância que é dada a essa classe de moléculas é devido à 

preocupação mundial quanto a sua presença em alimentos (LEE et al., 2015). A 

demanda em conter a presença das MTXs se baseia nos processos tóxicos que 

podem ser gerados, caracterizados por processos variáveis, onde órgãos diversos 

são acometidos tanto de forma aguda quanto crônica (GERMANO; OLIVEIRA, 
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1997).  Essas variações nas sintomatologias refletem na necessidade de 

estudos mais acurados, que foram praticados ao longo do tempo desde sua 

descoberta, permitindo assim, obter as mais diversas informações acerca das MTXs. 

Isto posto, vamos expor nessa primeira etapa do trabalho alguns aspectos dessas 

substâncias, fornecendo informações acerca da história, toxicidade e técnicas que 

são aceitas atualmente para discriminação e detecção das MTXs em alimentos. 

 

2.2 MICOTOXINAS (MTXs) 

 

2.2.1 Conceito e histórico 

 

 Todo microrganismo apresenta um vasto metabolismo onde diversos 

processos bioquímicos estão associados à produção de componentes essenciais e 

não essenciais que contribuem para o desenvolvimento dos mesmos. Nesse 

processo, fatores como pH, temperatura entre outros, são cruciais para o sucesso 

dessa etapa, entretanto, paralelo às vias metabólicas principais, moléculas podem 

ser geradas através de vias secundárias e podem apresentar propriedades tóxicas 

ou antibióticas. Nesse contexto, grupos de fungos filamentosos apresentam a 

capacidade de produzir, a partir de seu metabolismo secundário, as MTXs. A priori, 

consideram-se como produtos naturais, no entanto, por conta do potencial tóxico 

que representam, recebem essa denominação (BENNETT, 1987; BENNETT; KLICH, 

2003). 

Podemos considerar que a terminologia micotoxina não é universal para essa 

classe de moléculas, já que o termo toxicidade depende do aspecto que é abordado 

na busca de elementos científicos que levam as substâncias a receberem a 

classificação de tóxica ou não tóxica. Um exemplo é que outras substâncias 

químicas tóxicas, também produzidas por fungos filamentosos, podem apresentar 

ação específica antimicrobiana, com efeitos positivos para saúde humana e de 

animais, denominados de antibióticos em vez de MTXs (ROBENS; RICHARD, 1992). 

Contudo, sua presença em alimentos e grãos levantou a hipótese de enquadrá-las 

como toxinas, em razão destes constituírem nossa dieta de consumo, bem como 

dos animais, e atuando diretamente no desenvolvimento de processos tóxicos 

(ROBENS; RICHARD, 1992). 
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O entendimento do processo de surgimento da terminologia e o seu emprego 

na definição dessas moléculas, iniciou-se no ano de 1962, onde uma crise 

veterinária atípica na Inglaterra provocou a morte de uma população de cerca de 

100 mil perus. Esse evento ficou conhecido como “turkey X Disease” (BRADBURN; 

COKER; BLUNDEN, 1994) e posteriormente sua causa foi associado à presença da 

aflatoxina, um metabólito secundário oriundo do crescimento do Aspergillus flavus, 

em farinha de amendoim, que na época era um dos componentes da ração 

administrada para esses animais. 

Esse fato foi importante para impulsionar os estudos na área, contudo, é 

importante salientar que fatos anteriores já apresentavam conhecimento da 

correlação dos problemas de saúde com a presença de substâncias possivelmente 

tóxicas em alimentos, com descrições acerca das toxicoses e os respectivos fungos 

causadores, mas eram raras as toxinas que tinham suas estruturas químicas 

identificadas. Desta forma, com o advento da doença que afetou os perus na 

Inglaterra, o período entre 1960 e 1975 ficou marcado pelo crescimento no interesse 

sobre as micotoxinas, que consequentemente permitiu um incremento considerável 

no número de pesquisas e publicações nesta área (BENNETT; KLICH, 2003; PITT; 

MILLER, 2017). 

O evento de envenenamento ocorrido na Inglaterra foi proveniente da farinha 

de amendoim, chamado farelo “Rossetti”, importado do Brasil. Apesar das suspeitas 

de contaminação, nenhuma pesquisa foi aplicada para avaliar a relação do farelo 

brasileiro com as mortes dos animais (PITT; MILLER, 2017). Com o avanço das 

pesquisas nos anos seguintes, farelos semelhantes provenientes de Uganda e que 

estavam envolvidos em surtos semelhantes, foram aplicados em estudos que 

permitiu isolar o fungo causador e dessas culturas isoladas, uma substância que 

quando administrada em testes com patos foram observados os mesmos eventos 

tóxicos associados aos casos de “turkey X Disease”. Também foi possível analisar, 

por meio de técnicas de cromatografia, a separação dos componentes dessa 

substância bem como a identificação química dos mesmos (BENNETT; KLICH, 

2003; OANCEA; STOIA, 2008). 

Logo, as primeiras descrições desses estudos levaram à identificação dos 

componentes isolados produzidos pelos fungos, mais especificamente do Arpergillus 

flavus e o A. parasiticus, sendo denominadas de aflatoxinas e seus subtipos 

(baseados em pequenas diferenças químicas estruturais) em aflatoxina B1, B2, G1 e 
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G2. Em seguida, a segunda micotoxina de importância tóxica para os humanos e 

animais identificada foi a Ocratoxina A, proveniente de culturas de Aspergillus 

ochraceus. Estudos também evidenciaram que derivados de leite, proveniente de 

animais que ingeriam alimentos contaminados com aflatoxinas, apresentava uma 

substância diferente da ingerida, contudo, com as mesmas característica do grupo. 

Para essa classe de compostos, uma denominação específica foi dada, as 

aflatoxinas M, e as mesmas foram caracterizadas por ser fruto da metabolização das 

aflatoxinas, principalmente a B1 e a B2, e identificadas consequentemente como 

aflatoxina M1 e M2 (FRISVAD et al., 2019; OANCEA; STOIA, 2008). 

Estimativas recentes indicam que cerca de 400 compostos produzidos por 

fungos são classificados como micotoxinas. No entanto, são poucas as que podem 

ser consideradas como uma ameaça à saúde humana e animal, reduzindo esse 

grupo aos compostos provenientes de fungos dos gêneros Aspergillus, Penicillium, 

Alternaria e Fusarium (ULGER et al., 2020). Também é importante citar que ainda 

estão em estudo pesquisas com novas espécies para identificação dos seus 

metabólitos e que podem futuramente entrar para esse grupo. Dada à baixa 

porcentagem de espécies fúngicas que são conhecidas, a tendência é que possam 

existir milhares de novos compostos ou espécies produtoras para serem estudados 

(ALSHANNAQ; YU, 2017; FRISVAD et al., 2019). 

 

2.2.2 Classificação, estrutura e propriedades físico-químicas das MTXs 

 

 Classificar as MTXs é um processo bastante peculiar devido à complexidade 

dos compostos. Inserir várias delas em um determinado grupo e usar isso como 

parâmetro absoluto é bastante complicado. Essa problemática parte das MTXs 

apresentarem fatores como a variabilidade de estruturas, origem biossintética, 

efeitos biológicos variados e podem ser produzidos por diferentes espécies de 

fungos. Esses fatores permitem que a categorização das MTXs seja feita de acordo 

com as linhas de pesquisas aplicadas e a área de estudo (BENNETT; KLICH, 2003; 

NESIC; HABSCHIED; MASTANJEVIC, 2021). 

Estudos na área médica conferem aos compostos a classificação baseados 

nos órgãos que as MTXs afetam em predominância, daí temos as hepatotoxinas, 

nefrotoxinas, neurotoxinas e assim por diante. Na área da biologia celular temos as 

MTXs teratogênicas, mutagênicas e carcinogênicas. Do ponto de vista de estrutura 
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química, lactonas, cumarinas e cadeias de hidrocarboneto hidroxilados compõem a 

estrutura base da maioria das MTXs (BENNETT; KLICH, 2003). 

A partir da origem bioquímica, podemos apontar grupos que são produzidos 

através de metabolismo secundário (policetídeo) ou derivados de aminoácidos e, por 

fim, através da identificação do fungo responsável pela produção da MTX, podemos 

enquadrá-las em toxina do Arpergillus, de Penicillum, entre outras espécies. 

Importante salientar que nenhuma dessas classificações são satisfatórias quando 

utilizadas de maneira única, como exemplo, as aflatoxinas podem ser enquadradas 

como toxina do Arpergillus, nefrotóxicas e mutagênicas, apresentando as cumarinas 

como estrutura química principal e são compostos derivados de policetídeos 

(BENNETT; KLICH, 2003). 

Quanto às características de estruturas químicas das MTXs que podemos 

destacar, temos as aflatoxinas, onde apresentam o núcleo cumarínico ligado a 

estrutura bi-furanóide, como base dos compostos (estrutura difurocumarínico). 

Importante frisar que entre as variações de aflatoxinas, a presença do anel 

ciclopentano na aflatoxina B1 e B2 ligado à estrutura principal permite a diferenciação 

com os subtipos G1 e G2, que apresentam a delta-lactona ligado à estrutura 

difurocumarínico (ASAO et al., 1963). 

Das ocratoxinas, a mais predominante é a ocratoxina A (OTA), que é um 

pentacetídeo formado pelo núcleo central, o dihidrocumarínico, ligado ao aminoácido 

β-fenilalanina (KHOURY; ATOUI, 2010). Por fim, as fumonisinas são compostos 

baseados em cadeias de hidrocarboneto hidroxilado, onde os subtipos vão variar de 

acordo com a presença do grupo amino ligado à cadeia, fumonisinas B1 e B2, 

enquanto a ligação com o grupo acetil é característico das fumonisinas A1 e A2 

(KAMLE et al., 2019). 

Na tabela 1, podemos observar resumidamente as estruturas das MTXs de 

maior interesse econômico e científico. Também é importante salientar que as MTXs 

apresentam emissão de fluorescência, são termoestáveis, insolúveis em solventes 

apolares e solúvel em solventes polares como o metanol, no entanto de maneira 

moderada em água. Fatores como a exposição das MTXs em soluções muito ácidas 

ou alcalinas e raios ultravioletas podem gerar instabilidade e consequentemente sua 

degradação (CALADO; VENÂNCIO; ABRUNHOSA, 2014, SIPOS et al., 2021). 
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Tabela 1 – Micotoxinas de importância agrícola. 

Fungos 
Alimentos 
Afetados 

Micotoxinas Estrutura Químicas 

Aspergillus 

flavus 

 

Aspergillus 
parasiticus 

Milho, trigo, arroz, 

amendoim, cacau 

pistache, 

amêndoa,feijão, 

nozes, figos, 

caroço de algodão 

Aflatoxina B1 

 

Aflatoxina B2 

 

Aflatoxina G1 

 

Aflatoxina G2 

 

Leite e derivados Aflatoxina M1 

 

Aspergillus 
ochraceus 

 
Penicillium 
verrucosum 

 
Aspergillus 
carbonarius 

Cereais, videiras 

secas, vinho, 

uvas, café, cacau, 

queijo 

Ocratoxina A 

 

Fusarium 
verticillioides 

 

Fusarium 
proliferatum 

Milho e derivados, 

Trigo, Arroz e 

derivados 

Fumonisina B1 

 

Fonte: autoria própria (2023). 

 

A grande preocupação quanto à presença em alimentos e a capacidade de 

gerar implicações para saúde, torna as MTXs compostos altamente peculiares e 

perigosas (FINK-GREMMELS, 1999; PRESTES et al., 2019). O conhecimento 
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dessas propriedades físico-químicas tem papel crucial na eficiência do processo de 

inativação dos compostos, quando presente nos alimentos, sendo importante frisar 

que a eficiência pode variar de acordo com alimento que é acometido e o grau de 

contaminação (GIZACHEW et al., 2019). 

 

2.2.3 Toxicidade 

 

 Definir os meios de toxicidade das MTXs não é uma tarefa fácil. Todo 

processo envolvido na determinação da relação entre a doença e as MTXs requer 

várias etapas, que inicialmente parte da obtenção de evidências científicas que 

embasem as sintomatologias observadas em humanos e realização de testes 

confirmatórios em modelos animais. Posteriormente é analisada a exposição 

humana para esse tipo de substância, onde são realizados dois tipos de 

monitoramento: o ambiental, por meio da identificação dos níveis das MTXs em 

alimentos, e o biológico, para identificação de resíduos dos compostos em fluidos e 

tecidos. As diversas variáveis que podem influenciar na obtenção dos resultados 

desse tipo de pesquisa com objetivo final de estabelecer uma situação de causa e 

consequência, dificulta colocar as MTXs como denominador comum na causa de 

diversas doenças (ALSHANNAQ; YU, 2017; BENNETT; KLICH, 2003; MARCHESE 

et al., 2018). 

Como já relatado anteriormente, as manifestações provenientes das 

micotoxicoses podem ser resumidas em processos agudos ou crônicos. De modo 

geral, a principal via de exposição é a ingestão de alimentos contaminados, mas não 

esquecendo que a inalação e o contato dérmico com as MTXs também podem 

estabelecer uma via de contaminação. Na literatura fica evidente que os casos 

agudos são menos recorrentes, restringindo-se a poucos casos ao redor do mundo e 

acometendo principalmente pessoas que se encontram em países subdesenvolvidos 

e em vulnerabilidade social (PROBST; NJAPAU; COTTY, 2007). Os principais 

sintomas incluem necrose hepática, evoluindo em muitos casos para processos 

hemorrágicos, edemas e letargia. Crianças são mais acometidas por processos 

agudos, já que adultos apresentam alta tolerância para as MTXs, e cerca de 25% da 

população que é acometida por altos níveis dessas substâncias acabam falecendo 

(PEREIRA; CUNHA; FERNANDES, 2022). Entre os principais casos relatados, sua 

grande maioria são em animais (BARAC, 2019; MARCHESE et al., 2018). 
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Fatos importantes de processos agudos de contaminação por MTXs em 

humanos podem ser destacados, como exemplo, temos o caso do oeste da Índia, 

em 1974, causando a morte de 27% das pessoas acometidas. Em 1982, o Quênia 

apresentou registros de internação de indivíduos com hepatite aguda e evidências 

de envenenamento por aflatoxina, causando a morte de 60% das pessoas. Na 

Malásia, no ano de 1988, um grupo de 13 crianças morreram e posteriormente 

identificaram que elas tinham ingerido macarrão contaminado com aflatoxina. Por 

fim, novamente no Quênia, entre 2004 e 2005, 125 pessoas morreram, 

caracterizando o maior evento de intoxicação aguda em humanos até o momento 

documentado. Todos esses eventos apresentavam em comum recentes períodos de 

estiagem, comunidades em vulnerabilidade nutricional e, com exceção dos casos na 

Malásia, os demais foram causados devido à ingestão de milho contaminado 

(AZZIZ-BAUMGARTNER et al., 2005; PROBST; NJAPAU; COTTY, 2007). 

Apesar das graves consequências que a elevada exposição às MTXs podem 

causar a saúde humana e de animais, os casos crônicos se configuram em maior 

número. Na literatura já é consenso que a ingestão regular e gradual de MTXs 

podem levar ao desenvolvimento de disfunções no sistema imunológico, distúrbios 

hormonais, carcinogênicos, além de nefropatias e infecções no trato gastrointestinal 

(KAMLE et al., 2019; MARCHESE et al., 2018). 

Avaliando inicialmente os efeitos no sistema imunológico, há indícios de que 

as MTXs atuem de maneira imunotóxica, permitindo influenciar a resposta humoral, 

celular e mediada por citocinas. Como consequência dessas alterações, problemas 

como a inibição de fagocitose, retardo da hipersensibilização cutânea e aplasia do 

timo são alguns dos efeitos gerados. É verdade que os sintomas que acometem o 

indivíduo são devido às infecções, o que dificulta associar a ação das micotoxinas 

no processo patológico. Contudo, através de alguns estudos, evidências foram 

encontradas que demonstram que a exposição às MTXs pode induzir a diminuição 

da resposta imunológica e consequentemente diminui a ação combativa do 

organismo contra outras doenças (BIANCO et al., 2012; SOLHAUG; ERIKSEN; 

HOLME, 2016; YOU et al., 2023). 

Distúrbios hormonais podem ser identificados principalmente com o retardo 

no desenvolvimento de crianças. Estudos observacionais em crianças (até 5 anos de 

idade) que foram expostas durante a fase inicial de crescimento às MTXs, puderam 

atestar que o quadro de baixa estatura e desnutrição estava associado à presença 
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dessas toxinas nos alimentos ingeridos por essas crianças. Esse quadro foi 

principalmente observado em países com problemas em garantir a segurança 

alimentar necessária para população, a exemplo de países da África ocidental 

(LOMBARD, 2014). 

A possibilidade das MTXs de atuarem como compostos pró-carcinógenos tem 

fundamental importância do ponto de vista de avaliação de risco à saúde. Estudos 

mostram que a ingestão regular de alimentos contaminados com MTXs, 

principalmente das aflatoxinas, aumentam o risco do desenvolvimento de câncer do 

fígado (GERMANO; OLIVEIRA, 1997). Dos mecanismos de ação mais bem 

elucidados, destacam-se a capacidade das aflatoxinas em induzir processos de 

estresse oxidativo e da AFB1-exo-8,9 epóxido (AFBO), produto gerado da 

metabolização das aflatoxinas, em reagir com ácidos nucleicos, proteínas e 

fosfolipídeos promovendo a interrupção genética, metabólica e de cascatas de 

sinalização celular (BENKERROUM, 2020). O grande número de evidências 

correlacionando as aflatoxinas com estes processos conduziram a Agência 

Internacional de Pesquisa sobre o Câncer (IARC - International Agency for Research 

on Cancer) a classificá-las como substâncias cancerígenas (BENKERROUM, 2020; 

MARCHESE et al., 2018). 

Aspectos importantes também são observados a partir da relação da ingestão 

de MTXs com problemas renais. Um exemplo é a nefropatia endêmica dos Balcãs 

(NEB), caracterizada por ser uma doença renal crônica que acomete populações de 

países como Bósnia-Herzegovina, Croácia, Macedônia, Sérvia, Bulgária e Romênia, 

principalmente aldeias rurais que ficam localizadas nas margens do rio Danúbio. 

Estudos propõem uma correlação entre a presença da OTA em produtos que 

constam na dieta da população local, como cevada e grãos de café verde, no 

desenvolvimento da doença. A possibilidade da OTA atuar como agente causador 

da NEB também fundamenta para capacidade dessa toxina no desenvolvimento do 

câncer do trato urinário superior, situação clínica muito presente nos casos mais 

graves da NEB (PAVLOVIĆ, 2013). 

Por fim, podemos destacar que a região do trato gastrointestinal também 

sofre com a grande exposição às MTXs. Estudos já relatam a provável ação de 

aflatoxinas e da OTA, em reduzir a expressão de proteínas e aumento da 

permeabilidade da mucosa intestinal, consequentemente diminuindo a função de 

barreira das células presentes nas mucosas, facilitando processos de infecções 
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bacterianas. De maneira geral, processos inflamatórios são induzidos na região e a 

exposição a longo prazo permite que a inflamação seja crônica, tornando a região 

susceptível para o desenvolvimento de outras doenças (GRENIER; APPLEGATE, 

2013; PINTON et al., 2010). 

Diante deste cenário, garantir a segurança alimentar é fundamental, dado o 

perigo que representa a intoxicação causada pelas MTXs, seja ela aguda ou crônica. 

Deste modo, os valores máximos para presença desses contaminantes naturais nos 

alimentos foram delimitados, para que se possa oferecer o risco mínimo à saúde dos 

humanos e animais. 

 

2.2.4 Fungos produtores e principais alimentos contaminados 

 

 Entender os fungos responsáveis pela produção de MTXs é fundamental, já 

que muitos desses fungos podem acometer uma ampla variedade de grãos e 

alimentos que fazem parte diariamente da dieta de humanos e de animais. O 

principal grupo de MTX, as aflatoxinas, são produzidas por fungos do gênero 

Aspergillus spp., entre as espécies desse gênero, podemos destacar o Aspergillus 

flavus (KLICH, 2007) (Figura 1), responsável pela produção principalmente das 

aflatoxinas B, e o Aspergillus parasiticus, que além das aflatoxinas B, podem 

produzir subtipos das aflatoxinas G (GIZACHEW et al., 2019). 

 

Figura 1 – Estrutura e características morfológicas do Aspergillus flavus. 

 

Fonte: Adaptado de KLICH (2007). (A) Esquema do conidióforo de Aspergillus flavus; (B) Imagem 
superior esquerdo, cultura de A. flavus quando incubado durante 7 dias em ágar CYA, superior 

direito, conidióforo de A. flavus, imagem inferior esquerdo e direito, Conídios do A. flavus. 
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 Outra espécie que é relatada em poucos estudos é o Aspergillus nomius, este 

último quando presente em alimentos podem gerar aflatoxinas subtipos B e G, no 

entanto em quantidades pequenas. Entre os alimentos que frequentemente são 

acometidos, destacam-se o amendoim, milho, trigo, arroz, castanha-do-pará, avelã, 

nozes, frutas secas, óleos vegetais e cacau (ALSHANNAQ; YU, 2017). Também se 

observa que a partir do metabolismo de animais expostos às aflatoxinas, os subtipos 

M1 e M2 podem ser gerados no organismo do animal, afetando alguns produtos 

como o leite, as carnes e ovos (DAOU et al., 2020; PRANDINI et al., 2009). 

A OTA foi primeiramente isolada de cepas da espécie Aspergillus ochraceus 

no ano de 1965. Em anos posteriores foi identificado que outras espécies do gênero 

Aspergillus spp., como o A. niger/carbonarius, e do gênero Penicillium spp, como o 

P. verrucosum, também podem produzir a OTA. Regiões com condições climáticas 

caracterizadas por serem quentes e úmidas favorecem o crescimento dos fungos de 

espécies do gênero Aspergillus, com isso a OTA acaba acometendo os mesmos 

gêneros alimentícios que as aflatoxinas, destacando-se aveia, cevada e trigo. O fato 

de fungos como o P. verrucosun também produzirem a OTA faz com que em regiões 

de clima frio o predomínio de OTA em alimentos seja advindo justamente desta 

espécie (KHOURY; ATOUI, 2010). Além dos cereais, o vinho recentemente também 

entrou na lista de principais fontes de OTA, pesquisas tem mostrado que derivados 

de uva são responsáveis por cerca de 10 a 15% da ingestão total da OTA (FREIRE 

et al., 2017). 

Outro destaque são as fumonisinas, estas são produzidas por fungos do 

gênero Fusarium spp., principalmente as espécies F. verticillioides e F. proliferatum. 

A característica principal desses fungos é atuar na colonização da rizosfera (região 

de contato do solo com as raízes) e consequentemente todo sistema vegetal da 

planta. Essas MTXs apresentam elevada prevalência no milho e seus derivados, 

sendo responsável em muitos casos pelo processo de podridão das espigas, 

gerando muitas perdas ao longo de sua fase pré-colheita (KAMLE et al., 2019). 

No âmbito do gênero Fusarium spp., outras espécies apresentam a 

capacidade de produzir a zearalenona (ZEA), desoxinivalenol (DON) e a toxina T-2, 

todas MTXs que estão presentes em menor quantidade nos alimentos, mas não 

menos importantes, pois a ocorrência de algumas delas podem gerar processos 

graves de intoxicação. Cereais, como o milho e a cevada, frutas, como a banana e o 

tomate, podem ser afetados por essas MTXs. Como consequência da vasta 
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quantidade de fungos que podem acometer variados alimentos e a dificuldade em 

impedir a presença deles, os órgãos de saúde pelo mundo estão procurando garantir 

a segurança alimentar do consumidor com a criação de medidas de regulamentação 

(ALSHANNAQ; YU, 2017; BALENDRES; KARLOVSKY; CUMAGUN, 2019; BARAC, 

2019). 

 

2.2.5 Legislação 

 

 A partir dos diversos riscos que as MTXs podem oferecer a saúde humana e 

de animais, efeitos inevitáveis disso são as perdas econômicas que acometem 

muitos dos países produtores de grãos e cereais. O fato de muitos países adotarem 

medidas de controle para presença desses contaminantes nos alimentos, teve como 

intuito a proteção de seus consumidores contra as nocividades que as MTXs 

representam. Apesar desse controle, embargos ainda são realizados por parte de 

grandes regiões econômicas, como a Europa, para alimentos oriundos de países 

que negligenciam o controle dos níveis de MTXs, gerando graves déficits nas 

exportações de commodities (PRESTES et al., 2019). 

Determinar níveis de tolerância para uma substância é um processo bastante 

complexo. Dada as diferenças entre as populações e a grande diversidade que isso 

representa, fica explícita a resposta que diferentes grupos étnicos podem ter a uma 

determinada toxina. Em consequência da busca para o estabelecimento dos níveis 

seguros para saúde humana e de animais, é constante a tentativa de melhorar as 

metodologias para análise e detecção de tais compostos, bem como a realização de 

pesquisas de toxicidade mais robustas que embasem os valores que são 

determinados como toleráveis pelo organismo humano e animal (SOLHAUG; 

ERIKSEN; HOLME, 2016; WANG, Y. et al., 2012). De maneira geral, órgãos de 

controle governamentais se responsabilizam por esses processos, além de 

constantemente revisar e atualizar as normas baseados nas mudanças e resultados 

de pesquisas que são publicados anualmente, quanto ao risco de determinada 

substância, incluindo as MTXs (PRESTES et al., 2019). 

O fato de países como o Brasil dependerem muito das exportações de 

commodities, torna-se necessário o acompanhamento das legislações dos países 

que se configuram seus principais clientes na compra, como a União Europeia, 

Estados Unidos, países asiáticos, entre outros. Desta forma, em 2011, a ANVISA 
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(Agência Nacional de Vigilância Sanitária) regulamentou através da resolução nº 7, 

os LMT para as MTXs, sendo necessário para toda empresa que produza, distribua 

e comercialize as categorias de alimentos, bebidas e matérias-primas elencadas no 

documento, respeitar os LMT de acordo com que foi publicado na resolução. 

Importante salientar, que a resolução nº 7/2011 implementou os LMT de forma 

gradual até 2017. No início de 2017, uma nova resolução foi publicada, nº 138, onde 

um novo cronograma foi estabelecido até 2019. Em virtude das resoluções e suas 

respectivas modificações até o ano de 2019, a tabela 2 apresenta os valores para 

os LMT das principais MTXs e alimentos afetados, que estão disponíveis até o 

momento. 

 

2.3 MÉTODOS PARA QUANTIFICAÇÃO DAS MICOTOXINAS 

 

 Muitos dos fungos que acometem os alimentos na fase de pré-colheita podem 

ser identificados a partir de análises morfológicas dos cereais, grãos e até mesmo 

do corpo da planta. Apesar desses indícios favorecerem a contenção dos 

contaminantes, em grandes plantações fica difícil essa análise e controle, 

consequentemente, o alimento passa contaminado para fases seguintes que 

compreendem o transporte, armazenamento e processamento. Nessas etapas, 

fatores como umidade e temperatura, bem como manejo inadequado dos alimentos, 

estocando em ambientes inadequados, podem favorecer o desenvolvimento de 

fungos produtores de MTXs (BALENDRES; KARLOVSKY; CUMAGUN, 2019). 

Apesar das dificuldades apresentadas para conter a presença das MTXs, ao 

longo do tempo, pesquisas foram direcionadas para o desenvolvimento de técnicas 

que possibilitem de maneira rápida a identificação de alimentos contaminados, 

permitindo um maior controle de qualidade (TURNER et al., 2015). De modo geral, 

para a determinação dos níveis das MTXs em amostras de alimentos, etapas de 

obtenção da amostragem, extração, limpeza e finalmente detecção e quantificação, 

são utilizadas na rotina de grandes centros de análises, a sequência desse processo 

pode ser observado no fluxograma 1. 
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Tabela 2 – Limites máximos toleráveis para presença das principais micotoxinas em alimentos. 
Micotoxinas Alimentos LMT (µg/kg) 

Aflatoxina M1 
Leite fluido 0,5 

Leite em pó 5 

Queijos 2,5 

Aflatoxinas B1, 

B2, G1, G2 

Cereais e derivados 5 

Feijão 5 

Castanhas, nozes, avelãs, amêndoas e 
pistaches 

10 

Frutas desidratadas e secas 10 

Cereais e derivados para consumo infantil 1 

Produtos de cacau e chocolates 5 

Amendoim, milho, milho em grão, farinhas ou 
sêmolas de milho 

20 

Ocratoxina A 

Feijão e café torrado/solúvel 10 

Suco e polpa de uva, vinhos e seus derivados 2 

Frutas secas e desidratadas 10 

Produtos de cacau e chocolate 5 

Fumonisinas B1, 

B2 

Milho para processamento 5000 

Alimentos a base de milho para alimentação 
infantil 

200 

Farinha de milho, creme de milho, fubá, flocos, 
canjica 

1500 

Amido de milho e outros produtos 1000 

Zearalenona 

(ZEA) 

Milho em grão e trigo para processamento 40 

Farinha de trigo, massas, crackers, cereais e 
derivados, incluindo cevada maltada 

100 

Arroz integral 400 

Farelo de arroz 600 

Milho de pipoca, canjica e produtos a base de 
milho 

150 

Trigo integral, farinha de trigo, farelo de trigo 200 

Arroz e derivados 100 

Desoxinivalenol 

(DON) 

Trigo integral, farinha de trigo integral, farelo 
de trigo, farelo de arroz, grão de cevada 

1000 

Farinha de trigo, massas, biscoito de água e 
sal, produtos de panificação, cereais, cevada 

maltada 

750 

Fonte: Adaptado de BRASIL (2011) e BRASIL (2017). 

 

2.3.1 Etapas de pré-processamento das amostras 

 

 É importante estabelecer que os programas de vigilância trabalham para que 

os produtos apresentem garantia de qualidade. Independente do programa adotado, 

as etapas que envolvem a preparação e coleta da amostragem, configura o 
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momento inicial do processo até de fato a amostra estar viável para uso em 

laboratório, permitindo a detecção das MTXs. Todo esse processo configura uma 

etapa crucial para a decisão da viabilidade ou não em aprovar o lote inteiro a qual a 

amostra faz parte (ALSHANNAQ; YU, 2017; KIBUGU et al., 2021). 

 

Fluxograma 1 – Análise e detecção das micotoxinas. 

 

 

Fonte:Adaptado de ALSHANNAQ; YU (2017). 

 

 Apesar da independência na tomada de decisão sobre as medidas adotadas 

pelos órgãos de fiscalização e controle de qualidade, é importante que um plano 

conciso de análise seja realizado, partindo da obtenção de pontos de amostragem 

claramente identificados, a separação desses pontos em lotes e por fim, a coleta e 

preparação da amostra (KIBUGU et al., 2021). Delinear esse plano de maneira 

correta garante investigar a heterogeneidade de distribuição das MTXs e 

consequentemente, resultados mais fidedignos das concentrações dessas toxinas 

nos alimentos analisados. Planos de amostragem foram estabelecidos por grandes 

agências internacionais, a exemplo da própria União Europeia e do departamento de 

agricultura dos Estados Unidos da América, proporcionando que outros países 

possam usá-las como suporte para implementação em sua cadeia de controle de 

qualidade (TURNER et al., 2015). 

Amostra (Seleção da amostra representativa) 

Preparação da Amostra (ex. homogeinizar, misturar...)

Extração da Micotoxina (Solventes Orgânicos)

Filtração e Centrifugação

Extração Clean-up (ex. SPE)

Métodos de Detecção

Métodos Qualitativos

Cromatográfia em 
camada delgada

Testes Rápidos

Métodos Quantitativos

ELISA

HPLC-MS, LC-MS
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Com a coleta da amostra representativa, as etapas seguintes são 

responsáveis por transformar essa amostra, através da implementação de técnicas 

específicas, em um produto que possa ser analisado laboratorialmente. O processo 

se inicia com a extração das MTXs a partir do emprego de solventes sobre as 

amostras trituradas, posteriormente, procedimentos de limpeza são empregados a 

fim de garantir a sensibilidade e especificidade dos métodos de detecção 

(SHEPHARD, 2008). Para extração, muitas amostras podem ser submetidas à 

interface líquido-líquido (LLE - liquid-liquid extraction), exemplos como o leite e 

vinhos. Essa metodologia configura como o processo mais simples e barato, 

permitindo a separação do composto de interesse a partir de sua solubilidade no 

solvente empregado na extração e na insolubilidade dos interferentes com o mesmo 

solvente (SONG et al., 2013). 

O bom uso desse tipo de extração pode ser observado no controle de 

qualidade de vinhos para avaliação dos LMT da OTA, que se encontra muito 

presente nesse tipo de bebida. No entanto, a maioria das amostras analisadas são 

sólidas, sendo necessário utilizar a extração de interface sólido-líquido para separar 

as MTXs de grãos e cereais, por exemplo. Dada a complexidade das matrizes em 

que se encontram as MTXs, a escolha dos métodos de extração tende a obedecer a 

alguns critérios, como as propriedades químicas das MTXs, onde a maioria é solúvel 

em solventes orgânicos como metanol, acetonitrila, entre outros, e a técnica que 

será utilizada para detecção das mesmas (REITER; ZENTEK; RAZZAZI, 2007; 

WANG et al., 2016). 

Para realizar a limpeza, etapa importante na eliminação dos interferentes, a 

técnica de LLE é o modelo mais simples como relatado acima, para os demais 

procedimentos a extração em fase sólida (SPE) apresenta variantes com o emprego 

de colunas, como a de troca iônica, de imunoafinidade (IAC), microfibras, entre 

outros. As colunas de troca iônica e por imunoafinidade são as mais utilizadas por 

representarem procedimentos mais rápidos, seguros e reprodutíveis (REITER; 

ZENTEK; RAZZAZI, 2007). De maneira geral, o processo de extração e limpeza 

realizado através das técnicas de SPE são baseadas na utilização de um cartucho, 

que configura a fase estacionária, que contém um adsorvente sólido responsável por 

reter as MTXs que estão presentes e diluídas com o extrato, que configura a fase 

móvel (TURNER et al., 2015). 
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Como diferença básica entre as colunas de troca iônica e de imunoafinidade, 

temos que na primeira os sorventes são grupos funcionais que, de acordo com a 

natureza química das MTXs, podem variar entre grupos etil, octil, fenil, aminopropil 

entre outros, permitindo estabelecer a funcionalidade de retenção das MTXs no 

cartucho. Enquanto as colunas de imunoafinidade apresentam anticorpos 

específicos para uma determinada MTX, sendo todos os outros componentes da 

fase móvel e de não interesse removidos por uma etapa de lavagem. Em ambas as 

colunas, com as MTXs isoladas, uma nova etapa de lavagem é realizada, através da 

utilização de solventes miscíveis para as MTXs, permitindo assim seu isolamento 

para em seguida ser aplicado os métodos de separação e quantificação 

(ALSHANNAQ; YU, 2017). 

Em suma, ao fim das etapas de pré-processamento das amostras, elas são 

condicionadas para uma grande variedade de métodos que podem ser escolhidas 

para sua análise e quantificação. A seguir vamos abordar algumas dessas técnicas 

que atualmente estão em uso para estes fins. 

 

2.3.2 Métodos cromatográficos 

 

 A cromatografia vem sendo abordada como a principal metodologia para 

análise das MTXs. Muitas das publicações que envolvem a implementação e 

melhoramento da sensibilidade de análise desses compostos, envolvem o emprego 

de metodologias cromatográficas (YANG et al., 2022). A cromatografia em camada 

delgada (CCD) é o mais simples dos métodos e com isso tem seu uso bastante 

limitado, sendo utilizado em alguns testes de triagem de grãos e cereais, a partir do 

uso em conjunto com técnicas de densitometria ou mesmo com uma simples 

avaliação visual baseado na fluorescência que algumas MTXs apresentam 

naturalmente (TURNER et al., 2015). 

Apesar da simplicidade, estudos já mostraram que a CCD pode se sobressair 

em relação a técnicas como a ELISA, apresentando sensibilidades aceitáveis para 

análises de muitos alimentos (LI et al., 2013). A cromatografia gasosa (CG) também 

dispõe de recursos limitados para estudo das MTXs, problemas como a alta 

volatilidade desses compostos requer a necessidade de etapas de derivatização 

para que a técnica seja eficiente. Apesar dos empecilhos, alguns estudos aplicam a 
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CG juntamente com a espectrometria de massas (MS) na análise de algumas MTXs 

de natureza volátil, como a patulina (MARSOL-VALL et al., 2016). 

Com a tendência da necessidade de métodos mais robustos, a cromatografia 

líquida de alto desempenho (CLAE) ganha destaque, pois pode ser acoplada com 

detectores, à exemplo da espectrometria de massas, de modo que o uso de 

detectores de fluorescência, de diodos e ultravioleta, possibilitam uma maior 

versatilidade para a análise e quantificação das MTXs, bem como o aperfeiçoamento 

da metodologia frente a necessidade da detecção de níveis cada vez mais sensíveis 

(TURNER et al., 2015). 

A CLAE acoplado ao MS e ao detector de fluorescência (DFL) são 

considerados padrão-ouro, sendo indicado como métodos de referência pela 

Associação Internacional de Químicos Analíticos e pelo Comitê Europeu de 

Normalização. Com essas referências, toda nova técnica que se dispõe a oferecer 

uma alternativa como método de detecção e quantificação das MTXs tende a 

estabelecer um comparativo com valores que são obtidos através destas técnicas. 

Algumas pequenas características de ambas as técnicas possibilitam avaliar em que 

ambiente elas apresentam melhor vantagem nas análises. A literatura relata que a 

CLAE-DFL proporciona vantagens na detecção multianalítica (MUSCARELLA et al., 

2011a). Contudo, apesar da boa sensibilidade apresentada pela técnica, as etapas 

de pré-análise são muito laboriosas demandando muito tempo até o resultado ser 

obtido (MUSCARELLA et al., 2011b). Já o CLAE-MS, apresenta maiores 

sensibilidades, bem como tempos reduzidos ao longo de toda análise. Também 

observa-se informações estruturais, além da possibilidade de implementação de 

diferentes interfaces de ionização que garantem o aprimoramento da técnica frente 

as diversas matrizes em que as MTXs se encontram (HUANG et al., 2019). 

 

2.3.3 Outros métodos aplicados para detecção de micotoxinas 

 

 Entre os métodos alternativos e que apresentam ótimos resultados, podemos 

destacar metodologias analíticas que empregam anticorpos. O estabelecimento de 

um sistema antígeno-anticorpo como princípio na detecção de moléculas já se 

encontra com vasta informação na literatura, o uso de anticorpos com alta 

especificidade oferecem uma grande versatilidade de aplicações e combinações 
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com outras técnicas (AZRI et al., 2018; CHAUHAN et al., 2016; PEI et al., 2013; 

RAMAKRISHNA; MEHAN, 1993). 

O ELISA é o procedimento mais simples, sendo empregado em kits 

comerciais para triagem rápida das MTXs, abrangendo as principais: aflatoxinas, 

OTA e fumonisinas. Para detecção desses compostos, o princípio básico da técnica 

é seguido, estabelecendo uma competição entre as MTXs presentes no extrato das 

que estão revestidas na superfície dos poços, por anticorpos específicos, atuando 

desta forma como antígenos (AZRI et al., 2018). Apesar do emprego em kits 

comerciais, o uso na rotina pode representar um custo elevado dado a necessidade 

do uso de vários kits específicos para cada MTX em processos que necessitem da 

detecção de múltiplos compostos, além da presença de reações cruzadas, 

dificultando a obtenção dos índices de contaminação. 

O desenvolvimento de testes imunocromatográficos de fluxo lateral 

configuram como testes de campo e possibilitam análises mais rápidas, sendo 

denominados de testes rápidos. Estudos já relatam a capacidade desta técnica em 

detectar múltiplas MTXs, como o estudo de Li et al. (2013). A estratégia desse 

trabalho envolveu reações competitivas em uma membrana de nitrocelulose 

contendo uma linha de aflatoxina B1, outra de OTA e por fim de zearalenona. Os 

resultados dos LMT foram de 0,25 ng/ml, 0,5 ng/ml e 1 ng/ml, respectivamente, 

obtendo essas análises de amendoim, milho e arroz contaminados naturalmente. O 

tempo médio do teste ficou em torno de 20 minutos, contudo problemas como a 

baixa reprodutibilidade e longos processos na fabricação desses testes, ainda 

resultam em empecilhos na confiabilidade do método, que ainda necessitam de 

confirmações através do uso do CLAE-MS, técnica padrão-ouro para esses 

compostos. 

Algumas técnicas já apresentam boa aceitação quanto à velocidade de 

análise e valores detectados das MTXs nos alimentos, mesmo apresentando 

pequenas desvantagens. Outras técnicas emergentes abrem margem para o 

emprego dessas metodologias na rotina laboratorial, fornecendo sensibilidade e 

reprodutibilidade semelhantes ao padrão-ouro. Um exemplo, é a funcionalização de 

anticorpos com partículas superparamagnéticas, que possibilitam identificar a reação 

de antígeno-anticorpo através da detecção magnética por mistura de frequência, e 

que através do emprego de um leitor portátil permite que a técnica seja aplicada nas 

análises de campo (PIETSCHMANN et al., 2020). 
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Também podemos destacar o desenvolvimento de sensores baseados no uso 

de aptâmeros. Guo et al. (2014) utilizaram um aptâmero sintetizado especificamente 

para a aflatoxina B1, imobilizado através de biotinilização na superfície do tubo de 

PCR e hibridizado com um fragmento de DNA complementar. A ligação da toxina 

promove um deslocamento desse complexo resultando em mudança do sinal que é 

amplificado via PCR, permitindo a detecção e quantificação dos níveis de MTXs na 

solução preparada. Esse tipo de estratégia fornece valores bastante sensíveis, no 

entanto se configuram por várias etapas de preparo e por representar uma técnica 

onerosa para implementação em rotinas laboratoriais (CASTILLO et al., 2015; GUO 

et al., 2014). 

Como podemos observar, apesar da disponibilidade de muitas técnicas, ainda 

existe a necessidade do desenvolvimento de procedimentos de menor custo, rápidos 

e sensíveis, que possam oferecer vantagens as que são aplicadas atualmente. Com 

essa abordagem, estudos com biossensores estão ganhando atenção considerável, 

pois atuam como técnicas confiáveis, de análises rápidas e com baixo custo, quando 

comparamos com todas as técnicas já mencionadas. 

 

2.4 BIOSSENSORIAMENTO ESTOCÁSTICO 

 

 Partindo da capacidade de alguns dispositivos em transformar informações 

provenientes de reações químicas de uma amostra em sinais mensuráveis, os 

sensores químicos são dispositivos que através do emprego de dois componentes, 

sendo eles um sistema de reconhecimento molecular e um transdutor, torna todo 

esse processo possível (PRABOWO et al., 2021). Os biossensores podem ser 

enquadrados nessa classe de dispositivos. Segundo a IUPAC (do inglês: 

International Union of Pure and Applied Chemistry), um biossensor configura-se 

como uma ferramenta analítica que, através da presença de um elemento de 

reconhecimento biológico, gera informações que podem ser quantitativas ou 

semiquantitativas, por meio de sinais químicos ou físicos que são então captados 

por um transdutor. Acerca do elemento de reconhecimento biológico, que podemos 

denominar como biorreceptor, pode este ser representado por proteínas ou 

estruturas proteicas mais complexas (canais iônicos, enzimas, anticorpos), ácidos 

nucleicos (DNA, RNA) e por fim, células ou vírus em sua integralidade (THEVENOT 

et al., 1999). 
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O modelo básico de funcionamento de um biossensor pode ser representado 

em etapas (Figura 2), sendo resumido à presença de três componentes essenciais. 

Temos inicialmente a escolha do biorreceptor de alto grau de seletividade e 

sensibilidade para a detecção do analito de interesse. Em seguida, sua integração 

com o transdutor, que resulta no fornecimento de todas as informações advindas 

das alterações físico-químicas que o biorreceptor pode sofrer ao reagir com o 

analito. Finalmente, o uso de ferramentas eletrônicas que são capazes de captar 

todas essas informações, tornando-as mensuráveis e passíveis de visualização em 

telas de computadores (BHALLA et al., 2016; THEVENOT et al., 1999). 

 

Figura 2 – Princípio básico de funcionamento de um biossensor. 

 

Fonte: autoria própria (2023). 

 

Os transdutores podem se apresentar em diferentes naturezas e irão 

possibilitar a emissão de um sinal inteligível com a detecção do analito pelo 

biossensor. Podemos classificar os transdutores em dois grandes grupos: os 

eletroquímicos, entre eles os amperométricos, potenciométricos e condutimétricos; e 

os não eletroquímicos, são eles os ópticos, piezoelétricos e os calorimétricos. De 

maneira geral, os transdutores eletroquímicos estão em fases mais avançadas de 

uso, principalmente os amperométricos e potenciométricos, dada a capacidade de 

manipulação e desenvolvimento destes tipos de componentes e o grau de 

confiabilidade em captar as respostas das alterações do biorreceptor (BHALLA et al., 

2016; THEVENOT et al., 1999). 

Em meados de 1953, o emprego de poros micrométricos que permitiam a 

contagem de partículas e depois comercializados em contadores de células 
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sanguíneas, recebeu o nome de contadores de Coulter (Coulter counter), já que seu 

idealizador, Wallace H. Couter, foi o responsável por estudar e propor o uso dessas 

estruturas para esses fins. A ideia inicial proposta ao usar esse mecanismo de 

contagem de células, permitia estabelecer uma relação entre as partículas que 

passavam através do microporo e alterações na corrente iônica, identificando em 

número e tamanho as partículas que permeavam o poro. A busca para empregar 

dispositivos versáteis para detecção de um número cada vez maior de compostos 

estimulou, nos anos 90, estudos que consideravam o uso de canais iônicos 

dependentes de voltagem como elemento de reconhecimento molecular, 

entendendo que o princípio inicialmente visto no contador de Coulter, poderia ser 

aplicado com canais iônicos (ROBERTSON et al., 2007). 

Ao considerar um canal iônico como objeto de detecção de analitos, uma 

abordagem já mencionada na literatura, que é o biossensoriamento estocástico, 

permite entender o princípio de funcionamento desse biossensor. De maneira mais 

ampla, os canais iônicos ou também chamados nanoporos proteicos, são 

macromoléculas encontradas de maneira natural nas membranas biológicas e que 

desempenham importante função na homeostase celular. Fatores como a percepção 

de parâmetros físicos, capacidade de reconhecimento e seletividade de espécies 

químicas, favorecem a exploração dos nanoporos proteicos como ferramenta de 

biossensoriamento estocástico para detecção, monitoramento, quantificação e 

caracterização de moléculas de maneira individual (AGUIAR et al., 2015; BHATTI et 

al., 2021; BAYLEY; CREMER, 2001). 

Quando uma molécula individualmente interage com um único nanoporo, o 

monitoramento dos eventos de ligação entre ambas as estruturas embasa a maneira 

pelo qual o biossensor estocástico trabalha. A denominação estocástica é atribuída 

à série temporal aleatória de flutuações discretas registradas, devido à detecção por 

um único nanoporo de cada molécula do analito, portanto, as moléculas são 

detectadas uma a uma, ou seja, de maneira unitária. A aleatoriedade do sistema se 

deve ao fenômeno físico da difusão unicamente como responsável por conduzir a 

amostra a ser analisada através do interior do nanoporo, caracterizando o princípio 

da técnica (RODRIGUES et al., 2008; WANG et al., 2013). 

Buscando canais iônicos que mimetizem a ação dos muitos canais presentes 

nas membranas celulares de mamíferos e que possibilitem seu uso como 

biossensor, estudos desenvolveram nanoporos artificiais com objetivo de detecção 
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de moléculas, a exemplo do DNA, polinucleotídeos, entre outros. Contudo, 

limitações quanto ao grau de precisão e caracterização dessas moléculas são 

algumas das desvantagens do uso dessa classe de nanoporo (DIEDERICHS et al., 

2019). 

Com isso, outras abordagens procuraram trabalhar com poros de origem 

biológica (Figura 3), já que certas toxinas bacterianas ou de animais marinhos 

podem induzir a formação de nanoporos proteicos em bicamadas lipídicas das mais 

variadas células, configurando um mecanismo de patogenicidade ao hospedeiro, 

causando em muitos casos a lise celular e problemas decorrente desse processo. 

Bactérias como o Staphylococcus aureus, Mycobacterium smegmatis e Aeromonas 

hydrophila; bem como invertebrados marinhos, à exemplo das anêmonas-do-mar, 

apresentam a capacidade de produzir toxinas formadoras de nanoporos proteicos 

(AGUIAR et al., 2015; BHATTI et al., 2021; WANG et al., 2013). 

 

Figura 3 – Nanoporos de origem biológica. 

 

Fonte: Adaptado de BHATTI et al. (2021). Estrutura cristalográfica dos nanoporos de origem 
biológica. As setas vermelhas retratam as regiões de constrição dos poros, foco da literatura como 
principal região de interação dos nanoporos com as biomoléculas de interesse. Seus respectivos 

diâmetros estão destacados em vermelho. (A) Nanoporo da alfatoxina proveniente do Staphylococcus 
aureus; (B) Mycobacterium smegmatis porina A (MspA); (C) Aerolisina produzido pela Aeromonas 

hydrophila; (D) Poro conector do bacteriófago Phi29; (E) Actinoporina formada a partir da 
fragaceatoxina C (FraC), liberada pela anêmona-do-mar Actinia fragacea; (F) Nanoporo formado 

através da secreção da lipoproteína externa CsgG de Escherichia coli. 

 

Entre as bactérias mencionadas acima, podemos destacar o Staphylococcus 

aureus responsável por produzir a alfatoxina ou também denominada alfa-



40 

 

hemolisina (α-HL), uma toxina que em condições propícias pode se oligomerizar e 

formar um nanoporo heptamérico nas membranas, principalmente de hemácias 

(KRASILNIKOV et al., 2000). A versatilidade de trabalhar com a formação de poros 

desta toxina em membranas artificiais, possibilitou o amplo emprego da α-HL como 

um biossensor estocástico para detecção, caracterização e análise de um vasto 

número de substâncias, incluindo polímeros artificiais (poli(etileno glicol) - PEG), 

naturais (DNA) e contaminantes ambientais (microcistinas) (AGUIAR et al., 2015; 

BAYLEY; CREMER, 2001; KASIANOWICZ et al., 1996; ROBERTSON et al., 2007; 

SILVA JÚNIOR et al., 2019). 

O uso da α-HL como biossensor está associado às várias vantagens que o 

nanoporo pode oferecer, como estrutura cristalográfica bem elucidada, possibilidade 

de mudanças em sua estrutura com aplicação da engenharia molecular, alta 

condutância e capacidade de permanecer aberto por longos períodos em condições 

experimentais, este último quando controladas as condições de pH, força iônica, 

temperatura e potencial elétrico aplicado no sistema. Como podemos observar, a α-

HL pode representar o modelo ideal de nanoporo proteico, a seguir abordaremos 

sua estrutura e funcionamento na detecção das moléculas (AGUIAR et al., 2015; 

WANG et al., 2013). 

 

2.4.1 Alfatoxina 

 

 O modelo de nanoporo proteico formado pela alfatoxina do Staphylococcus 

aureus é caracterizado em sua forma mais simples pela secreção da alfatoxina em 

meios aquosos, com tamanho de 33 KDa, na forma de monômeros polipeptídicos de 

293 aminoácidos, sendo classificada como uma exotoxina (KRASILNIKOV et al., 

2000). Devido a suas características de solubilidade, pode se apresentar de duas 

formas, uma solúvel em água, já mencionamos acima, e a segunda, um poro 

proteico quando inserida em membranas biológicas ou até mesmo em bicamadas 

artificiais, configurando uma estrutura mais estável da toxina (AGUIAR et al., 2015). 

Para entender melhor acerca do nanoporo proteico formado pela exotoxina do 

Staphylococcus aureus, a alfatoxina, na literatura já foi apresentada a estrutura 

cristalográfica bem elucidada do poro, conforme apresentado na Figura 4. Essa 

estrutura tridimensional foi primeiramente relatada por Song et al. (1996), através de 

dados de cristalografia de raio-X em resolução de 1,89 Å. Importante entender que a 
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base de estudos que levaram ao esclarecimento da estrutura do nanoporo foi 

iniciada em 1980 com a descoberta do gene responsável por codificar a proteína e 

estudos de reconstituição do canal em bicamadas lipídicas artificiais em 1981, por 

meio de estudos de eletrofisiologia (SONG et al., 1996). 

 

Figura 4 – Estrutura cristalográfica do nanoporo formado pela alfatoxina. 

 

Fonte: Adaptado de AGUIAR et al. (2015). Ilustração da estrutura cristalográfica da alfatoxina. À 
esquerda, temos a vista lateral do nanoporo proteico para distinção das regiões copal, anelar e 

troncular. Também observa-se as indicações das regiões CIS e TRANS do nanoporo. À direita, vista 
superior em destaque para identificação das sete subunidades que compõem a formação do 

nanoporo da alfatoxina, as subunidades estão destacadas em cores distintas. Os barramentos 
verticais à esquerda, indicam os valores de comprimento de cada região e a barra horizontal à direita, 

o diâmetro da cavidade interna do nanoporo. 

 

A partir da estrutura cristalográfica do nanoporo da alfatoxina, foram 

delimitadas três regiões, denominadas: copal ou extramembranar; troncular ou 

intramembranar; e anelar. De maneira convencional, podemos configurar as regiões 

troncular e anelar como região de entrada “TRANS”, por esses dois domínios 

estarem ancorados na membrana. Enquanto a região copal pode ser chamada de 

região de entrada “CIS”, por representar a parte do nanoporo voltada para o meio 

externo da membrana. A região CIS apresenta maior diâmetro, cerca de 4,6 nm, já a 

região TRANS apresenta um diâmetro aproximado de 2 nm. Também ocorre do 

nanoporo apresentar uma cavidade de menor diâmetro, cerca de 1,4 nm, 

representado pelo ponto de intersecção das regiões CIS e TRANS no interior do 

nanoporo. Essa constrição é vista na literatura como uma região de possível maior 
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interação do nanoporo frente a biomoléculas que são analisadas (AGUIAR et al., 

2015; BAYLEY; CREMER, 2001; KRASILNIKOV et al., 2000; SONG et al., 1996). 

 

2.4.2 Princípio de funcionamento do biossensor utilizando o nanoporo da 

alfatoxina como elemento de reconhecimento biológico 

 

 Para o funcionamento do biossensor, a exotoxina do Staphylococcus aureus 

precisa se oligomerizar, dando origem a estrutura heptamérica do nanoporo em uma 

bicamada lipídica artificial. O processo de inserção do poro nas membranas ainda 

não é bem elucidado, alguns estudos dão conta que para formação da base β-barril 

e oligomerização do poro na membrana, a toxina, quando secretado no meio aquoso 

na forma de monômeros, se liga à superfície celular através da ação de 

componentes proteicos, são eles o Hlg2 e LukF (YAMASHITA et al., 2014). Na 

membrana, um processo de dimerização ocorre entre essas estruturas proteicas 

permitindo a exposição da região N-amino terminal. O deslocamento dessa região, 

localizada próxima do domínio copal, permite a interação entre os monômeros, 

formando então a região pré-troncular e que rapidamente evolui para um pré-poro, 

onde a base β-barril se encontra apenas na região extramembranar. Por fim, com a 

inserção da porção transmembranar do β-barril, o nanoporo é formado em sua 

totalidade (ULHUQ; MARIANO, 2022; YAMASHITA et al., 2014). 

Entendendo um pouco o processo de inserção e oligomerização do nanoporo, 

o princípio da técnica envolve o estabelecimento de um único nanoporo em uma 

bicamada lipídica artificial banhada por uma solução salina em ambos os lados da 

membrana. A partir da aplicação de um potencial elétrico transmembrana, uma 

corrente iônica é gerada, fluindo por todo o lúmen do nanoporo da alfatoxina. Ao 

adicionar o analito na solução banhante e de acordo com o princípio de difusão das 

moléculas como relatado anteriormente, o analito entra e ocupa o lúmen do 

nanoporo, induzindo uma variação discreta da corrente, denominado de bloqueio de 

corrente iônica (Figura 5A) (MISAWA; OSAKI; TAKEUCHI, 2018). 

Na situação mais simples, considere que o nanoporo apresente dois estados, 

ocupado (pelo analito) e não-ocupado, e associado a cada um dos respectivos 

estados um sinal característico de saída. Para este sinal, podemos definir como uma 

série de flutuações de bloqueio, onde a frequência da ocorrência desses bloqueios 

está relacionada com a concentração do analito, enquanto os valores médios dos 
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tempos de duração no estado ocupado e de amplitude dos bloqueios permitem a 

identificação do analito. O conjunto dessas informações representam uma 

“impressão digital” da amostra analisada (Figura 5B) (AGUIAR et al., 2015). 

Figura 5 – Esquema de funcionamento do nanoporo da alfatoxina como biossensor estocástico. 

 

Fonte: Adaptado de BAYLEY; CREMER (2001). (A) Exemplo representativo do nanoporo da 
alfatoxina inserido em uma bicamada lipídica plana. No nanoporo à esquerda, apresentação do fluxo 

de corrente iônica através do lúmen do nanoporo proveniente da aplicação de um potencial 
transmembrana, dado a presença de soluções iônicas que banham ambos os lados da bicamada. No 

nanoporo à direita, a partir da presença de analitos na solução, a interação de uma única molécula 
ocorre de maneira reversível; (B) A interação dos mais variados analitos induz uma modulação da 
corrente iônica máxima caracterizado por um bloqueio na corrente iônica, com tempo e amplitude 

específicos para cada analito. (1) estado não ocupado do lúmen do nanoporo, (2) estado ocupado 
devido a interação do analito com lúmen do nanoporo. 

 

Com a série de flutuações de bloqueios registrada, referente ao analito de 

interesse, os tempos de duração de cada bloqueio podem ser analisados e descritos 

estatisticamente por uma distribuição exponencial. Neste contexto, a constante de 

ajuste desta distribuição exponencial é definida como o tempo médio do bloqueio 

(τoff). Com os valores de τoff e as amplitudes geradas pelos analitos ao longo da 

série, temos então a “impressão digital” do mesmo. Para a frequência de eventos, a 

constante também obedece a uma distribuição exponencial, representada pela 
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constante de ajuste τon, indicando o intervalo médio entre os bloqueios. O inverso do 

valor de τon corresponde à frequência de ocorrência desses eventos (f = 1/τon), sendo 

este parâmetro proporcional à concentração do analito (BAYLEY; CREMER, 2001; 

KASIANOWICZ et al., 2008). 

A possibilidade de avaliação de todos esses parâmetros a partir da série de 

bloqueios registrados da interação de forma unitária das moléculas do analito com o 

nanoporo da alfatoxina, proporciona à técnica de biossensoriamento estocástico 

baseado nesse nanoporo, um método de análise promissora, por quantificar e 

caracterizar as mais variadas substâncias, de maneira rápida e sensível. 

 

2.4.3 Aplicações do biossensor estocástico do nanoporo da alfatoxina 

 

 O uso de biossensores estocásticos baseados na alfatoxina já possibilita de 

maneira acadêmica detectar, quantificar e caracterizar diversas classes de 

biomoléculas. Estudos usando polímeros sintéticos evidenciaram a capacidade da 

técnica na discriminação do PEG de diferentes pesos moleculares. Nesses estudos, 

o papel desempenhado pelo nanoporo da alfatoxina é análogo a técnicas mais 

robustas e caras como o MALDI-TOF, no entanto com a vantagem de análises 

rápidas e de forma não destrutiva desses polímeros (ROBERTSON et al., 2007; 

RODRIGUES et al., 2008). Para estudos na área que envolve polímeros biológicos, 

o biossensor vem sendo bastante proposto como técnica de sequenciamento e 

estudo da translocação do ácido desoxirribonucleico de fita simples (ss-DNA) 

(MISAWA; OSAKI; TAKEUCHI, 2018). Estudos também mostram a capacidade do 

biossensor na identificação de eventos epigenéticos, como a metilação do DNA 

(ZENG et al., 2015) e no mapeamento da presença de precursores carcinogênicos 

em oligodesoxinucleotídeos sintéticos (PERERA et al., 2015). 

Na literatura, estudos com o biossensor da alfatoxina também apresentam a 

capacidade de detecção e quantificação de pequenas moléculas orgânicas como 

produtos da hidrólise de agentes químicos organofosforados (gases nervosos) 

(GUPTA et al., 2012) e compostos que podem ser usados na fabricação de 

explosivos, como o TNT (GUAN et al., 2005; LIU; ZHAO; GUAN, 2010). Esse tipo de 

abordagem torna promissor o uso do biossensor estocástico no combate e 

prevenção do terrorismo. Também é possível o estudo da dinâmica de dobramento 

de proteínas, processo influenciado fortemente pelos sais e pH do meio, sendo 
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importante para o entendimento das dinâmicas conformacionais que estão 

envolvidas no surgimento de doenças como o Alzheimer e Parkinson (HU et al., 

2016; MEREUTA et al., 2014). 

Estudos promissores abordam a capacidade do biossensor na detecção de 

marcadores de cânceres, mais especificamente a técnica foi testada quanto a 

eficiência na detecção e sensibilidade para a mucina-1 epitelial (MUC1), 

glicoproteína expressa no câncer de mama. Dado a necessidade de novas 

ferramentas que propiciem o diagnóstico precoce, o biossensor da alfatoxina 

mostrou-se com alta seletividade e capaz de analisar amostras de soro (TIAN et al., 

2022). 

Outra abordagem que vem ganhando destaque é a implementação do sensor 

da alfatoxina na detecção de drogas ilícitas, à exemplo da cocaína (KAWANO et al., 

2011), e no monitoramento de contaminantes ambientais (SILVA JÚNIOR et al., 

2019) e toxinas alimentares (LI et al., 2022). O estudo estabelecido por nosso grupo 

de pesquisa evidenciou a capacidade de distinção, detecção e quantificação das 

microcistinas, uma cianotoxina que quando está presente na água inviabiliza seu 

consumo devido aos grandes problemas renais que podem causar (SILVA JÚNIOR 

et al., 2019). Por fim, recentemente a técnica foi utilizada para detecção de 

micotoxina, mais especificamente a OTA, contudo de maneira indireta através da 

associação de adaptadores moleculares (LI et al., 2022). 

 

2.4.4 Modelos de formação das bicamadas lipídicas planas 

 

 Membranas artificiais podem ser trabalhadas basicamente de duas formas: 

como (1) estruturas vesiculares pequenas, a exemplo dos lipossomas (LI et al., 

2019); e (2) estruturas planas simples que podem separar duas fases aquosas 

(MISAWA; OSAKI; TAKEUCHI, 2018). Importante salientar que ambas as 

metodologias apresentam vantagens de acordo com os objetivos de análise que são 

traçados nas pesquisas. No entanto, para os fins de sensoriamento, o uso das 

vesículas dificulta o controle das soluções internas, enquanto os sistemas de 

bicamadas planas têm se mostrado de fácil controle quanto ao manejo das soluções, 

apresentam estratégias que já fornecem suas formações livres de solventes, além 

da capacidade elétrica muito próxima das membranas biológicas (AGUIAR et al., 

2015). 
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Um dos grandes desafios das técnicas que empregam sensores estocásticos 

na detecção de moléculas, diz respeito à estabilidade do sistema de suporte para 

esses canais, que em muitos casos, a presença de problemas na durabilidade e 

estabilidade do sistema são responsáveis, em grande parte, pelas limitações dos 

dispositivos baseados nessa metodologia (AGUIAR et al., 2015). Muitos dos 

métodos atuais de fabricação de bicamadas lipídicas planas utilizam películas finas 

poliméricas de Teflon, com a presença de orifícios de tamanho na casa dos 

micrômetros e que permitem a formação suspensa das bicamadas lipídicas planas 

(Figura 6). 

 

Figura 6 – Estrutura de montagem das bicamadas lipídicas planas em orifícios presentes nos filmes 
de Teflon. 

 

Fonte: Adaptado de MONTAL; MUELLER (1972). 

 

Com o avanço das litografias, o desenvolvimento de orifícios menores 

possibilita aumento da durabilidade e estabilidade das membranas bem como a 

acomodação de um único nanoporo, proporcionando maior facilidade no 

desenvolvimento de dispositivos estocásticos (ROSENSTEIN et al., 2012). Outras 

abordagens na fabricação das bicamadas lipídicas planas, podem envolver suportes 

sólidos, através da formação de filmes lipídicos na superfície de materiais como 

vidros, mica e silício hidrofóbicos (GORNALL et al., 2011; STUDER et al., 2009). 

Contudo, ainda não apresentam a facilidade de manejo e outras vantagens já 

mencionadas acima quanto ao método estabelecido por Montal e Mueller (1972). 

É evidente que com o avanço das tecnologias e vislumbrando a criação de 

técnicas mais automatizadas e que possibilitem o emprego de métodos como o 

biossensoriamento estocástico baseado no nanoporo da alfatoxina em análises de 
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campo, recentemente os sistemas miniaturizados estão ganhando destaque, a 

exemplo dos sistemas microfluídicos ou microarray, como também são chamados 

(SAHA et al., 2015). Esse tipo de tecnologia permite um controle maior quanto às 

soluções, padronização fina das biomoléculas analisadas com alto rendimento e alta 

sensibilidade, favorecendo análises mais rápidas que os padrões convencionais de 

montagem para bicamadas lipídicas planas (SAHA et al., 2014; SAHA et al., 2015). 

Apesar dos ganhos em estabilidade, o processo de formação de membranas 

no interior desses canais ainda possuem desvantagens e estudos mais atuais 

procuram refinar a fabricação desses dispositivos quanto ao corte e formação dos 

microcanais, com o objetivo de melhorar a formação das bicamadas (FUNAKOSHI; 

SUZUKI; TAKEUCHI, 2006; SAHA et al., 2015). Portanto, estudos que utilizam a 

metodologia tradicional, como arcabouço para análises na área do 

biossensoriamento estocástico, ainda estão em evidência permitindo avaliar diversos 

processos de interesse científico, aplicando em estudos de translocação de ácidos 

nucleicos (WANG et al., 2020), polímeros sintéticos (MACHADO et al., 2016), 

detecção de íons metálicos (WEI; YAO; KANG, 2018), esporos e toxinas bacterianas 

(PARK et al., 2018) e quando customizado com amplificadores e demais 

instrumentos portáteis, torna-se uma técnica possível para análises em qualquer 

ambiente (LI et al., 2022). 

 

2.4.5 Influência da solução banhante e da engenharia molecular sobre os 

nanoporos na detecção de biomoléculas 

 

 A interação de biomoléculas com nanoporos proteicos ou sintéticos como 

elemento sensor em ambientes confinados são fortemente influenciados pela 

solução banhante. Fatores como a escolha da composição e concentração iônica da 

solução, voltagem, viscosidade e pH atuam diretamente na capacidade de detecção 

e sensibilidade que o biossensor pode apresentar (MACHADO et al., 2016; WANG 

et al., 2020). De acordo com as características químicas das biomoléculas 

analisadas, torna-se essencial avaliar essas condições que serão adotadas com 

intuito de otimizar a técnica. Procedimentos de engenharia molecular nos poros 

proteicos também podem melhorar as condições de biossensoriamento, esses 

processos utilizam-se da introdução de resíduos carregados ou de adaptadores em 

regiões cruciais do processo de detecção dos poros (Figura 7A). Importante frisar 
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que essas alternativas podem ser associadas para ampliar a capacidade de 

detecção dos nanoporos (CHEN et al., 2021; WEI; YAO; KANG, 2018). 

Nessa perspectiva, os estudos procuram adotar diferentes estratégias para 

melhorar a investigação de diversos processos e ampliar a margem de 

biossensoriamento do nanoporo da alfatoxina frente a diversas biomoléculas. Chen 

et al. (2021) propuseram a inserção de resíduos mutantes na posição ocupada pela 

metionina 113, localizado na região de constrição da alfatoxina (zona mais estreita e 

considerada região primária de reconhecimento do nanoporo). A ideia foi criar um 

sítio de reconhecimento para interações não covalentes a partir de grupos 

funcionalizados que tivessem a capacidade de detectar e discriminar moléculas 

catiônicas, aniônicas, aromáticas e hidrofóbicas. Essa abordagem foi eficiente na 

diferenciação de peptídeos de mesma carga e aromaticidade, bem como com 

estrutura e peso molecular quase idênticos. Um exemplo testado no estudo foi com 

a endomorfina-1 e a endomorfina-2, em que a alteração sútil de um aminoácido, 

entre essas moléculas, resultou em eventos de bloqueio com assinaturas diferentes 

(amplitude e os seus respectivos tempos de bloqueios) (Figura 7B e C). 

 

Figura 7 – Estratégias de engenharia molecular para detecção e discriminação dos analitos. 

 

Fonte: Adaptado de CHEN et al. (2021). (A) Representação gráfica do nanoporo da alfatoxina 
demonstrando um exemplo de região no lúmen do nanoporo para inserção de mutações. Essas 

mutações podem, através de ligações não covalentes, atuarem na discriminação de analitos 
pertencentes a mesma categoria e/ou de estruturas moleculares idênticas. As formas geométricas 
fazem alusão as características que podem ser adotadas para os resíduos localizados no lúmen da 

alfatoxina e dos analitos. (B) Registros de corrente iônica da Endomorfina-1 (gráfico superior), e 
Endomorfina-2 (gráfico inferior). (C) Histogramas de todos os pontos do perfil de corrente iônica 

adquirido por cada uma das moléculas, proveniente da implementação das estratégias de inserção 
das mutações, propiciando a diferenciação de ambos os compostos quando presentes 

simultaneamente em solução. 
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O uso de adaptadores moleculares no interior da alfatoxina desempenham 

alterrnativas promissoras, pois permitem ajustar a técnica para detecção de 

moléculas especificas. Gu et al. (1999) foram pioneiros na implementação da β-

ciclodextrina (βCD) associada ao nanoporo da alfatoxina para detecção de 

moléculas orgânicas. O uso das ciclodextrinas apresentam a vantagem de formar 

uma cavidade hidrofóbica para detecção de diversos analitos orgânicos, dada a 

capacidade de concepção de um anel no interior do poro de modo reversível, sendo 

retido por resíduos de leucina na posição 135 do nanoporo ou por resíduos de 

metionina, lisina e ácido glutâmico, nas posições 113, 147 e 111, respectivamente. 

Com o grande desafio de prolongar a permanência desse adaptador no interior do 

nanoporo, foram introduzidas mutações que permitiram elevar a ligação na ordem de 

1000 vezes quando comparado ao uso do nanoporo em sua forma selvagem (sem 

mutações) (BANERJEE et al., 2010; GU; CHELEY; BAYLEY, 2001). 

Estudos mais recentes introduziram outros adaptadores, Wei; Yao; Kang 

(2018) estudaram o 5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonatofenil)-porfirina (TPPS) para 

detecção de íons metálicos, o TPPS atuou como uma sonda de reconhecimento 

para testes usando o Cu2+. Foram obtidas assinaturas bem características na 

presença do TPPS isoladamente e quando o Cu2+ é capturado (complexo alfatoxina-

TPPS-Cu2+), com uma relação linear à medida que a contração do Cu2+ é 

aumentada (faixa de detecção de 0,03 nM - 1 μM ). Aptâmeros podem ser utilizados 

como mostrado por Li et al. (2022), cujo os autores utilizaram um aptâmero 

específico para micotoxina (OTA) associado a partículas magnéticas. Essas sondas 

na presença da OTA, em solução banhante do nanoporo da alfatoxina, liberam a fita 

simples de DNA que, consequentemente, são detectados pelo nanoporo. Todos 

esses modelos descritos até aqui, apesar de avançarem com alterações que 

ampliam a detecção de moléculas pelo biossensor, também implicam no aumento da 

complexidade da técnica. Na literatura, abordagens utilizando unicamente o 

nanoporo da alfatoxina em seu estado selvagem, podem ter o processo de 

reconhecimento molecular melhorado através de mudanças na composição da 

solução banhante, caracterizando modelos mais simples. 

Kawano et al. (2009) investigaram a influência da viscosidade e de como a 

alteração deste parâmetro poderia auxiliar na redução da translocação do DNA de 

fita simples. Utilizando o glicerol para atingir viscosidade de até 18,5 mPa s em 

solução de 1 M de KCl, a velocidade de translocação da fita simples de DNA foi 
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reduzida em aproximadamente 20 vezes, quando comparado com a solução padrão 

sem glicerol. Contudo, nessas condições a condutância vai ser comprometida. 

Wang et al. (2020) introduziram uma solução de Cloreto de cálcio (CaCl2) no 

lado TRANS, mantendo uma solução padrão no CIS (Cloreto de potássio - KCl) para 

retardar a translocação do DNA e RNA através da formação de um gradiente de 

fluxo ao redor do nanoporo da alfatoxina. A taxa de captura do DNA também reflete 

a eficiência que envolve a aplicação dos nanoporos nas análises de DNA. Wanunu 

et al. (2010) utilizando poros sintéticos ampliaram a taxa de captura do DNA em até 

30 vezes através da implementação de um gradiente salino. As condições 

assimétricas adotadas, de 0,2 M do lado CIS e 4 M no TRANS, aumentam a faixa de 

potencial na região próximo da boca do poro, tornando maior o efeito polarizado da 

fita, quebrando com mais facilidade a barreira de energia livre. Todos esses 

procedimentos partiram da adição do DNA no lado CIS e importante frisar que para 

o uso desses modelos de soluções assimétricas para melhorar a detecção de outras 

biomoléculas, estas ficam condicionadas a presença de carga residual. 

Através do uso de soluções simétricas, nosso grupo evidenciou que o 

aumento da concentração da solução salina banhante de 1 para 4 M, de KCl, eleva 

a resolução de interação entre polímeros e o nanoporo da alfatoxina. Nas condições 

adotadas, moléculas inertes (PEG) atuaram como moléculas carregadas, sendo a 

análise desta condição uma possível elucidação para estudos da interação de outras 

moléculas de mesma natureza com o nanoporo (RODRIGUES et al., 2008). 

Procurando entender os processos envolvidos nesse aumento, Rodrigues et al. 

(2010) avaliaram a influência dos ânions halogenados e como o efeito salting-out 

interfere nesses mecanismos de interação. Os dados provenientes deste estudo 

sugerem que os parâmetros cinéticos da interação analito-nanoporo da alfatoxina 

são fortemente influenciados por cada ânion, estabelecendo uma competição entre 

íons e o analito (PEG) pela água. Esse sistema pode ser apontado como uma 

possível razão para os efeitos de Hofmeister. 

Nesse sentido, Silva Júnior et al. (2019) demonstraram a capacidade da 

técnica, a partir da utilização de solução simétrica de KCl 4 M, na detecção e 

discriminação das microcistinas. O grau de hidratação da solução e as interações 

eletrostáticas foram fatores considerados para que o biossensor pudesse detectar 

esta classe de cianotoxinas. Este fato, e corroborando com os estudos de Rodrigues 

et al. (2010), demonstram que a metodologia é promissora para o melhoramento da 



51 

 

sensibilidade do nanoporo da alfatoxina como biossensor, bem como para aplicação 

da técnica na detecção e elucidação de novos processos biológicos envolvendo a 

interação de novas biomoléculas com o nanoporo. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Utilizar o nanoporo proteico individual da alfatoxina no desenvolvimento de 

um método analítico livre de adaptadores para detecção de micotoxinas em solução 

aquosa. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Montagem da bicamada lipídica seguindo a técnica de Montal & Mueller (1972) 

para caracterização inicial das micotoxinas; 

 Estudar a translocação de micotoxinas (aflatoxina B1, ocratoxina A e fumonisina 

B1) com o nanoporo proteico individual da alfatoxina na presença do ânion 

cloreto e do cátion potássio (KCl), nas concentrações de 1 e 4 M; 

 Determinar os parâmetros característicos de cada micotoxina: tempo médio de 

bloqueio (τoff), intervalo médio entre os bloqueios (τon) e valores de corrente 

residual (I/I0); 

 Determinar os limites de detecção e sensibilidade do nanoporo da alfatoxina 

para as micotoxinas (aflatoxina B1, ocratoxina A e fumonisina B1) em solução 

aquosa. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 CONSTRUÇÃO DAS BICAMADAS LIPÍDICAS PLANAS 

 

 A primeira etapa que envolve a construção das bicamadas lipídicas planas 

transcorreu de acordo com a técnica de Montal & Mueller (1972). Com algumas 

adaptações, utilizamos uma câmara experimental de Teflon®, dividida em dois 

compartimentos (CIS e TRANS) a partir da presença de uma partição fina também 

de Teflon®. Ao centro da partição, um orifício de 80 µm permitiu o contato entre as 

soluções aquosas, contendo em sua superfície filmes lipídicos monomoleculares. À 

medida que ocorreu o encontro dessas soluções no orifício, a bicamada lipídica foi 

sendo formada por justaposição (Figura 8). 

 

Figura 8 – Esquema de construção da bicamada lipídica plana. 

 

Fonte: Adaptado de Rodrigues (2006). (A) Fotografia da câmara experimental de Teflon®, com a 
representação dos lados CIS e TRANS, e contato dos eletrodos responsáveis por estabelecer 

conexão com o sistema eletrônico. (B) Etapas de formação da bicamada lipídica: (1) presença do 
filme lipídico da superfície da solução, (2) elevação da solução do lado TRANS para formação da 

primeira monocamada no orifício da partição de Teflon®, (3) Bicamada lipídica formada após a 
elevação da solução no lado CIS. (C) Monitoramento da formação da bicamada; (1) onda triangular 

aplicado no sistema, (2) resposta da corrente capacitiva. 

 
Para formação dos filmes lipídicos na superfície das soluções aquosas (KCl 1 

ou 4 M, TRIS 5 mM, pH 7.5) contidas nos lados CIS e TRANS da câmara 

experimental, adicionamos a solução do lipídio diftanoil glicerofosfocolina (Avantis 

Polar Lipids-USA) dissolvido em hexano (Merck), no volume de 10 µl, para cada um 

dos lados. A formação das monocamadas ocorreu de maneira espontânea, logo 
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após a evaporação do hexano, apresentando um tempo médio de 10 minutos da 

adição da solução até a efetiva evaporação do solvente. Com a formação do 

menisco lipídico, inicialmente a solução do lado “TRANS” foi elevada para formação 

da primeira monocamada e posteriormente a solução do lado “CIS” foi elevada para 

conclusão da formação da bicamada. Para controle das soluções contidas na 

câmara experimental, um conjunto de seringas foram conectadas a ambos os lados, 

permitindo a adição da solução aquosa e sua elevação ao nível superior ao do 

orifício. Em todos os experimentos, o sistema de formação da bicamada lipídica foi 

acompanhado a partir das medidas de capacitância do sistema e temperatura 

ambiente de 25 ± 2 ºC. 

Com a bicamada lipídica artificial formada, o processo de incorporação de um 

único nanoporo da alfatoxina (Calbiochem, USA) foi realizado através da adição, no 

lado “CIS” da membrana, da solução estoque contendo a alfatoxina (0,07 mg/ml), no 

volume que variou entre 0,2-0,5 µl alcançando a concentração final de ~2 ng/ml. 

Com o sistema formado, as micotoxinas foram adicionadas no lado “TRANS” da 

câmara experimental em concentrações partindo de 0.71 nM até 10 µM. Todas as 

MTXs foram diluídas em metanol (Merck, Darmstadt, Germany). Por fim, um 

protocolo padrão de voltagem foi seguido, através da aplicação do potencial 

transmembrana ± 200 mV (com incrementos de 20 mV), para que os eventos de 

bloqueios pudessem ser monitorados. 

 

4.2 SISTEMA ELETRÔNICO PARA AQUISIÇÃO DAS “ASSINATURAS DIGITAIS” 

DAS MICOTOXINAS EM TEMPO REAL 

 

 Em todos os experimentos o sistema eletrônico utilizado para aplicação do 

potencial transmembrana, monitoramento e aquisição dos registros foi constituído 

por um gerador de funções (Hewlett Packard, modelo 3310B), um filtro Butterworth 

(Frequency devices, modelo 902), um amplificador de patch clamp (Axonpatch 200B, 

Molecular devices, USA) e uma placa conversora analógico-digital (Digidata 1440) 

acoplada a um microcomputador, executando o Programa pClamp 10 (Axon 

Instruments). Com a finalidade de minimizar a interferência de perturbações 

mecânicas e eletromagnéticas, a câmara experimental foi colocada sobre uma mesa 

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

Faraday de alta eficiência (Amuneal Cage μ-metal). A conexão entre os 
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compartimentos da câmara experimental ao sistema eletrônico foi 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 9). 

 

Figura 9 – Esquema dos componentes do sistema de aquisição eletrônica. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor (2023). Representação básica do sistema experimental conectado ao 
sistema de interface eletrônica. O modelo de aquisição de dados requer a presença de quatro 

componentes, são eles (1) gerador de função, (2) amplificador de patch clamp, (3) placa conversora 
analógico-digital e um microcomputador. 

 

4.3 ANÁLISES DAS SÉRIES TEMPORAIS DE BLOQUEIOS DAS MICOTOXINAS 

 

 Os parâmetros necessários para caracterização e quantificação das 

micotoxinas foram adquiridos a partir do uso do software Clampfit (versão 10.7). O 

uso desse programa possibilitou a varredura das gravações e extração dos valores 

de corrente das amplitudes de bloqueio causados por cada MTX. Esses dados 

permitiram o cálculo da corrente residual (I/I0). Onde, I corresponde ao valor da 

corrente do nanoporo bloqueado (presença das MTXs) e I0 o valor de corrente na 

ausência das MTXs. Também foram obtidos os valores dos tempos de permanência 

(dwell time) e “interbloqueios” (interevent interval). A análise desses parâmetros 

através de um histograma da frequência dos tempos no estado bloqueado e não 

bloqueado do nanoporo, são representados pelos tempos médios de permanência 

(τoff) e “interbloqueios” (τon) respectivamente, onde a τ corresponde a exponencial 

traçada dos histogramas gerados. A partir desses dados primários, informações da 

cinética de interação entre as MTXs e o nanoporo podem ser calculados. 
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Para o cálculo das constantes de associação (kon), dissociação (koff) e 

equilíbrio (kf) da cinética de interação analito-nanoporo, usamos as seguintes 

equações: 

kon =  1
τonx Canalito

⁄  (Eq. 1) 

koff =  1
τoff

⁄  (Eq. 2) 

kf =  
kon

koff
⁄  (Eq. 3) 

 

Onde: 

kon: Constante de associação 

koff: Constante de dissociação 

kf: Constante de formação 

C: Concentração do analito 

τon: Tempo médio “interbloqueios”  

τoff: Tempo médio de permanência 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 O modelo tradicional de formação da bicamada lipídica plana foi eficiente para 

obtenção das análises com micotoxinas; 

 O biossensor formado pelo nanoporo da alfatoxina é capaz de detectar e 

discriminar as micotoxinas simultaneamente; 

 O fato do nanoporo da alfatoxina interagir de maneira única com variados 

analitos, permitem em suas análises identificar o perfil característico para cada 

molécula estudada. Analisando as gravações de corrente iônica das MTXs, foi 

possível identificar os perfis característicos individualizados (τon, τoff e I/I0) para a 

aflatoxina B1, ocratoxina A, e fumonisina B1, parâmetros estes fundamentais 

para identificação e discriminação simultânea das MTXs nas condições 

experimentais adotadas neste trabalho; 

 Estabelecer estratégias menos onerosas tornam-se fundamentais no 

desenvolvimento de métodos de detecção para as MTXs. Corroborando com 

estudos anteriores de nosso grupo, pudemos concluir que a simples alteração na 

composição da solução banhante do biossensor da alfatoxina, criaram condições 

para deteção das MTXs. Este fato foi possivél graças a utilização de solução 

com alto grau de hidratação (KCl 4 M), que influenciou positivamente na 

sensibilidade do biossensor e na capacidade de detecção das MTXs; 

 Face os avanços no desenvolvimento de métodos analíticos para as MTXs, é 

importante que estes apresentem a capacidade de detecta-las nos níveis 

preconizados por agências de controle, à exemplo da ANVISA. A metodologia 

abordada em nosso trabalho, a partir da utilização do nanoporo da alfatoxina 

como biossensor, indicam que os limites de detecção foram na ordem de 0,8 nM 

(aflatoxina B1), 1 nM (ocratoxina A) e 0,45 nM (fumonisina B1). Todos esses 

valores estão em conformidade com as necessidades requeridas pelas agências 

de controle para a detecção e quantificação dessas substâncias; 

 Por fim, o nanoporo da alfatoxina representa uma técnica promissora para 

caracterização de micotoxinas em soluções aquosas. 
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APÊNDICE A – Alphatoxin Nanopore Detection of Aflatoxin, Ochratoxin and 

Fumonisin in Aqueous Solution. 
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APÊNDICE B – Material Suplementar do artigo: Alphatoxin Nanopore Detection 

of Aflatoxin, Ochratoxin and Fumonisin in Aqueous Solution. 

 

(A) (B) 

 

 

 
 

 

Figure S1. Calibration curves of the unitary alphatoxin nanopore and current traces (OTA and AFB1). 
Calibration curve equivalent ochratoxin A (A) and aflatoxin B1 (B) concentration in ratio event 

frequency. Alphatoxin nanopore current traces of OTA in high concentrations in calibration curve (C-
E). Alphatoxin nanopore current traces of AFB1 at different concentrations in the calibration curve, the 
analysis time was increased to better show the variation of concentration in ratio event frequency (F-

H). 
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ANEXO A – Resumo publicado na 51ª Reunião Anual da Sociedade Brasileira 

de Bioquímica e Biologia Molecular (SBBq) 46º Congresso Brasileiro de 

Sociedade de Biofísica (SBBf)/ Lafebs 
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