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Resumo 
A capacidade de Herbaspirillum seropedicae SmR1 reduzir o ácido tetracloro áurico 
(HAuCl4) e formar nanopartículas de ouro (AuNPs) já foi demonstrada por nosso 
grupo de pesquisa anteriormente. Neste trabalho AuNPs foram bioreduzidas nos 
pHs 4,50; 5,80; 6,30; 6,80; 7,30 e 7,80, avaliadas por espectroscopia UV-vis e 
aplicadas como transdutor de sinal  em eletrodos de pasta de carbono (EPVC) para 
a detecção do antitumoral 5-Fluorouracil. A análise foi realizada por impedância 
eletroquímica (EIE) e voltametria cíclica (VC). As AuNPs produzidas em pH 6,80 
apresentaram melhor desempenho eletroquímico quando comparadas ao eletrodo 
não modificado e aos eletrodos compostos com AuNPs produzidas nos demais pHs 
avaliados. O sistema foi utilizado para a detecção do 5-fluorouracil e permitiu uma 
detecção linear na faixa de 9,90x10-5 a 9,09x10-4.  
Introdução  

O interesse no desenvolvimento e aplicação dos nanomateriais é devido às 
suas propriedades físico-químicas, seu tamanho extremamente pequeno e área de 
superfície elevada (EL-SAYED et al., 2011). A aplicação de AuNPs despertam 
interesse devido às suas propriedades magnéticas, ópticas, de condutância e de 
biocompatibilidade. A síntese verde de MNPs baseia-se no desenvolvimento de 
sistemas que visam reduzir os resíduos tóxicos (ALBRETCH et al., 2006). Métodos 
utilizando extratos vegetais (IBRAHIM, 2015) e micro-organismos como bactérias 
(TUGAROVA et al., 2013) são exemplos de agentes redutores para as MNPs. Os 
sistemas utilizando bactérias são os mais promissores, devido ao fácil cultivo e baixo 
custo, o que favorece a aplicação biotecnológica. Anteriormente nosso grupo de 
pesquisa demonstrou que a β-Proteobactéria diazotrófica Herbaspirillum 
seropedicae SmR1 (BALDANI et al.,1986) possui potencial de biorredução do 
HAuCl4 com formação de AuNPs. A aplicação de MNPs em sistemas eletroquímicos 
para melhora da transdução e detecção de analitos, como para a detecção de 
fármacos nas diferentes formas farmacêuticas vem sendo relatada, pois se trata de 
uma técnica simples e reprodutível (LIMA, 2016). O fármaco 5-fluorouracil é 
amplamente utilizado na clínica para tratamento de tumores e o controle de 
qualidade de fórmulas contendo este fármaco é essencial para garantir a dosagem 
correta e a eficácia no tratamento dos pacientes. Neste sentido, o desenvolvimento 
de metodologias eletroquímicas utilizando eletrodos quimicamente modificados por 
AuNPs procuram a aumentar a sensibilidade e seletividade de detecção de analitos. 
Neste trabalho foram biosintetizadas AuNPs em diferentes pHs e seu efeito sobre 
EPVCs para a detecção de 5-fluorouracil foi avaliado. 
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Materiais e Métodos  
Cultivo de H. seropedicae SmR1 e tratamento para a biorredução do HAuCl4  
 

O cultivo ocorreu em meio NFb-malato (KLASSEN et al.,1997) a 30 °C e 120 
rpm, durante 3 dias. As células foram centrifugadas à 4000 rpm, e ressolubilizadas 
em uma solução tampão fosfato pHs 4,5; 5,8; 6,3; 6,8; 7,3 ou 7,8 contendo 1mmol/L 
HAuCl4. O sistema foi mantido à 30 °C e 120 rpm por 10 dias, sob proteção de luz. 
 

Análise das AuNPs por espectroscopia UV-Vis  
 

Após a biorredução, as células foram lisadas com 0,1% de dodecilsulfato de 
sódio e 0,2 mol/L de NaOH e analisadas por espectrometria de UV-Vis, em aparelho 
VarianCary 50Bio, para verificar presença de banda plasmon das AuNPs entre 500 a 
560 nm (HUANG; EL-SAYED, 2010).  

 
Construção e caracterização dos eletrodos de pasta de carbono vítreo (EPVCs) 
 

Os EPVCs foram preparados a partir de 0,05 g de carbono vítreo, 5 µL de 
óleo mineral e 10 µL de massa bacteriana contendo ou não (controle) AuNPs. A 
caracterização eletroquímica ocorreu por VC e EIE em potenciostato AutoLab 

(PGSTAT 100) em sonda de 5 mmol/L K4Fe(CN)6/K3Fe(CN)6. Foram utilizados no 
sistema o EPCV como eletrodo de trabalho, Ag/AgCl como eletrodo referência e 
contra eletrodo de platina . A VC ocorreu entre 0,3 a 0,8 V e corrente de -120 e 120 
µA. A EIE foi realizada para o EPVC não modificado e para o EPVC com AuNPs 
com melhor desempenho verificado por VC. Os gráficos gerados foram avaliados 
pelo programa NOVA 2.1. 
 
Curva analítica para determinação de 5-Fluororacil  

 
A curva analítica para a detecção de 5-fluororacil ocorreu em uma célula com 

10 mL de tampão PBS como branco, seguida de adições de 100 µL (10 adições de 
100 µL) de uma solução inicial de 1x10-2 mol/L de 5-fluorouracil (Sigma®) 
intercaladas de leituras de VC, em aparelho µAutolab type III. 
 
Resultados e Discussão  

Após a biorredução, as suspensões de H. seropedicae SmR1 apresentaram 
mudança na coloração, de leitosas para tonalidades de violeta ao vermelho, 
sugerindo a presença de AuNPs de diferentes tamanhos (RAKSHIT, 2017) (figura 1 
A). A presença da banda plasmon no espectro UV-vis entre 520 a 560 nm (figura 1 
B) refere-se à presença de AuNPs (HUANG; EL-SAYED, 2010). sugerindo que a 
internalização do sal metálico e a redução deste metal independe do pH do meio.  

 
Figura 1. (A) Suspensões de H. seropedicae SmR1 na ausência (controles negativos) e na presença 

de HAuCl4 em diferentes pHs. (B) Espectroscopia UV-VIS. Suspensões incubadas com HAuCl4em 
tampão fosfato (A) pH 4,5; (B) pH 5,8; (C) pH 6,3; (D) pH 6,8; (E) pH 7,3 e (F) pH 7,8. Banda plasmon 

entre 500- 560 nm (seta). 



 
 

 

 

O efeito das AuNPs em EPVC foram avaliadas via oxirredução da sonda 
eletroquímica Fe(CN)6

4-↔ Fe(CN)6
3-. O EPVC com AuNPs formadas em pH 6,8 

apresentou maiores valores de corrente entre o pico anódico e catódico para o 
processo de oxirredução quando comparado aos EPVCs contendo AuNPs formadas 
em outros pHs (figura 2 A). O cultivo de H. seropedicae ocorre em pH 6,8 o que 
sugere que nesta condição ocorre um menor estresse exterior do que nos demais 
pHs avaliados, levando a produção de AuNPs mais homogêneas com melhor 
desempenho eletroquímico. Na figura 2 B observa-se que EPVC não modificado 
apresenta cinética eletroquímica inferior ao EPVC contendo AuNPs utilizadas como 
modificador, pois apresenta menores valores de corrente. Os resultados mostram 
que as AuNPs favorecem a transferência de cargas na superfície do eletrodo. A 
análise por EIE do EPVC contendo ou não AuNPs (diagramas de Nyquist, figura 2 
C) mostram que as AuNPs diminuíram a resistência à transferência de cargas na 
superfície do eletrodo, devido ao menor semicírculo (BARSUKOV; MACDONALD, 
2012; LIMA, 2016), em concordância com os dados de VC. 

 
Figura 2. (A) Voltamogramas cíclicos dos EPVCs contendo AuNPs sintetizadas em diferentes pHs. 
(B) Voltamogramas cíclicos e (C) espectro de impedância eletroquímica- diagramas de Nyquist- de 

EPVC não modificado e EPVC contendo AuNPs. 

 
EPVC contendo AuNPs biossintetizadas em pH 6,8 foram utilizados para a 

detecção do 5-fluorouracil por VC. O voltamograma mostra o processo redox do 5-
fluororacil (figura 3 A), onde nota-se que adições sucessivas deste fármaco ao 
sistema leva à um aumento da resposta eletroquímica do EPVC. As concentrações 
avaliadas foram de 9,90x10-5 a 9,09x10-4. 

 
 

Figura 3. (A) Voltamogramas cíclicos das diferentes concentrações de 5-Fluorouracil 
adicionadas à célula eletroquímica contendo tampão BPS como branco. (B) Curva analítica de 

detecção do fármaco 5-Fluoracil pelo EPVC contendo AuNPs sintetizadas em pH 6,8. 

 
A curva analítica do 5-Fluorouracil (figura 3 B) apresentou um coeficiente de 

correlação de 0,99975, indicando que o método avaliado apresenta linearidade e 
pode ser utilizado para detectar este fármaco nas concentrações avaliadas. 

 
 

Conclusões  
H. seropedicae SmR1 se mostrou um bom agente biológico para a síntese de 

AuNPs e que o pH exerce efeito sobre sua formação. O EPVC contendo AuNPs 
biossintetizadas em pH 6,80 apresentou bom desempenho como modificador em 



 
 

 

sistema eletroquímico. O biosensor produzido foi capaz de detectar o fármaco 5-
fluorouracil até a concentração de 1x10-5 mol/L, sendo uma opção de metodologia 
para o controle de qualidade de medicamentos contendo este fármaco. 
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