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RESUMO

SILVA, M.K. Inativacao fotoeletroquimica de microrganismos sobre
filmes de oOxido de zinco dopado com nitrogénio 2023. 62 p.
Dissertacdo (Mestrado em Quimica) — Universidade Estadual do Piaui.

Teresina.

O o6xido de zinco (ZnO) é um semicondutor do tipo-n que tem sido investigado em
diversas éreas, incluindo tecnologias modernas envolvendo tratamento de agua,
dispositivos fotovoltaicos, inibicdo de bactérias e fungos. As propriedades épticas e
cataliticas do ZnO podem ser alteradas pela introducdo de dopantes na rede cristalina
semicondutora. Neste estudo, investigamos as propriedades s estruturais, opticas e
fotoeletroquimicas de filmes de ZnO e ZnO dopados com nitrogénio (ZnO:N),
preparados por rota eletroquimica. Os filmes foram preparados com diferentes
concentracfes de dopagem, com base no controle do fluxo de N2 utilizado durante a
sintese (20, 40 e 60 cm® mint). Os padrées de difracédo de raios X mostraram que 0s
filmes de ZnO e ZnO:N, apoés tratamento térmico, possuem uma estrutura wurtzita. A
presenca de nitrogénio alterou os valores de energia de banda proibida (band gap -
Eng) de 3,34 para 3,17 eV, estimados pelo método Wood-Tauc, para amostras de ZnO
e ZnO:N, respectivamente. Estudos fotoeletroquimicos mostraram densidade de
fotocorrente superior para ZnO:N em comparacao ao filme de ZnO, que atingiu 60 pA
cm?a 0,70 V (vs. Ag/AgCI). Curvas de cronopotenciometria mostraram que todos 0s
filmes possuem comportamento de semicondutores do tipo-n, adequados para
aplicacdes em processos de oxidacdo. Os potenciais de banda plana das amostras
de ZnO e ZnO:N indicam que os eletrodos possuem potenciais adequados para
formacdo de espécies reativas de oxigénio, capazes inativar 0s micro-organismos.
Nos testes de atividade antimicrobiana, todos os filmes de ZnO:N inibiram a bactéria
Staphylococcus aureus. Para Escherichia coli, os filmes ZnO:N-40 e ZnO:N-60
exibiram uma melhor atividade inibitoria. Na avaliacdo da atividade antifungica contra

a levedura Candida albicans, o filme ZnO:N-40 demonstrou a melhor inibi¢ao.

Palavras-chave: Filmes de ZnO dopados com N; eletrodeposicao; atividade

antibacteriana; antifingico.



ABSTRACT

Zinc oxide (ZnO) is an n-type semiconductor that has been investigated in various
fields, including modern technologies involving water treatment, photovoltaic devices,
and inhibition of bacteria and fungi. The optical and catalytic properties of ZnO can be
altered by introducing dopants into the semiconductor crystal lattice. In this study, we
investigated the structural, optical, and photoelectrochemical properties of ZnO films
and nitrogen-doped ZnO (ZnO:N) films prepared by electrochemical deposition. The
films were prepared with different doping concentrations, based on the control of the
N2 flow during synthesis (20, 40, and 60 cm? mint). X-ray diffraction patterns showed
that both ZnO and ZnO:N films, after thermal treatment, have a wurtzite structure. The
presence of nitrogen altered the values of the bandgap energy (Eng) from 3.34 to 3.17
eV, estimated by the Wood-Tauc method, for ZnO and ZnO:N samples, respectively.
Photoelectrochemical studies showed higher photocurrent density for ZnO:N
compared to ZnO films, reaching 60 pA cm? at 0.70 V (vs. Ag/AgCl).
Chronopotentiometry curves demonstrated that all films exhibit n-type semiconductor
behavior, suitable for oxidation processes. The flat-band potentials of ZnO and ZnO:N
samples indicate that the electrodes have suitable potentials for generating reactive
oxygen species capable of inactivating microorganisms. In antimicrobial activity tests,
all ZnO:N films inhibited Staphylococcus aureus. For Escherichia coli, ZnO:N-40 and
ZnO:N-60 films exhibited better inhibitory activity. In the evaluation of antifungal activity
against the yeast Candida albicans, the ZnO:N-40 film demonstrated the best
inhibition.

Keywords: N-doped ZnO films; electrodeposition; antibacterial activity; antifungal.
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Capitulo 1

INTRODUCAO

1.1 Introducéo

A presenca de microrganismos patogénicos tais como bactérias e fungos em
superficies de materiais se apresenta como um desafio, do ponto de vista econémico
e da saude publica. Recentemente, a pandemia causada pelo SARS-CoV-2 despertou
interesse em estudos de materiais capazes de manter superficies e ambientes
higienizados M. Assim, superficies de alto contato humano apresentam muitas
possibilidades de transmissdo microbiana. Embora muitos métodos de limpeza e
produtos desinfetantes apresentem um efeito imediato eficaz, as superficies limpas
tendem a ser contaminadas rapidamente.l?l Desse modo, ha esforcos direcionados
para fortalecer a prevencdo, por meio do desenvolvimento de revestimentos
antibacterianos com compostos organicos naturais e sintéticos formados por
substancias inorganicas.l®! Recentemente, BIRKETT et al.l¥! discutiram que estes
revestimentos, quando aplicados em superficies de alto contato em ambientes de

salde tais como hospitais, séo eficazes na reducao contra infecgdes.

Avancos recentes na area de ciéncia dos materiais tém apresentado pesquisas
com semicondutores com potenciais de inibir bactérias, virus e outros agentes
patogénicos. Dentre os compostos semicondutores com essa atividade, destacam-se
0s compostos que contém prata,> ouro, I8 titanio [>1% cobre 1% e zinco (12131 em
sua composicao. O oxido de zinco (ZnO) € um semicondutor do tipo-n, com uma
banda de energia proibida (band gap - Eng) de 3,37 eV e com uma alta energia de
ligacdo de excitacdo de 60 meV, [* podendo ser encontrada com dois tipos de
estruturas: cubica ou hexagonal (wurtzita). A fase hexagonal € a mais estavel
termodinamicamente em temperatura ambiente 1% e exibe propriedades importantes,
que incluem preco baixo, alta atividade fotocatalitica e baixa toxicidade. ¢! Devido sua
alta atividade antimicrobiana, o ZnO representa uma ameaca potencial aos

microrganismos ambientais, visto que se trata de um dos agentes antibacterianos
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promissor e eficaz contra bactérias Gram-negativos e Gram-positivos. [17:181 O ZnO é
comumente encontrado em formulac¢des farmacéuticas, como base na composicéo de
pomadas para assaduras de criancas e medicacfes para tratamento de queimaduras.
Neste contexto, recentemente, nosso grupo de pesquisas investigou formulacéo
contendo ZnO, nanoparticulas de prata (AgNP) e extrato de Ameixa brava, que foi
aplicado no tratamento de ferimentos provocados por queimaduras. [*°]

Estudos indicaram que diversos materiais contendo ZnO apresentaram
atividade contra Staphylococcus aureus, 2% Escherichia coli, ?1] Candida albicans [?2
e outras cepas. A S. aureus é uma bactéria Gram-positiva amplamente difundida e
perigosa no organismo, capaz de desencadear varias infec¢cdes. Conhecida como a
principal causa de infec¢cdes hospitalares, apresentando uma ameaca significativa,
transmitida por equipamentos contaminados ou fontes ambientais. 23241 A bactéria
Gram-negativa Escherichia coli, € considerado uma das principais causas de doencas
diarreicas e o indicador mais amplamente utilizado de contaminacédo fecal na agua
potavel. Sendo um patégeno comum, esta relacionada a infeccbes comunitarias e
hospitalares, podendo resultar em diversas infecgGes intestinais e extraintestinais. 2%
O fungo C. albicans é responsavel por infeccées hospitalares, causando morbidade e
mortalidade significativas. Demonstra a capacidade de colonizar diversos tecidos,
como a pele, superficies mucosas, cavidade oral, vagina e trato gastrointestinal,
causando infecc6es mucosas recorrentes e infeccdes contagiosas com potencial risco

de vida e alta taxa de mortalidade. [26:27]

A dopagem vem sendo estudada como um método para melhorar as
propriedades dos filmes finos de ZnO. Assim, dopantes seletivos adicionados ao ZnO
oferecem uma rota significativa para controlar e aprimorar seus efeitos o6pticos,
elétricos, estruturais, térmicas e bioldgicas. [28.2°] A dopagem é realizada incorporando
metais e ndo-metais na estrutura cristalina. Em comparacao, a dopagem néo metalica
se mostra mais eficiente do que dopantes metalicos, devido sua boa estabilidade e
uma melhor separacao de elétron/buraco. Nesse contexto, o nitrogénio (N) vem sendo
considerado uma impureza adequada por apresentar semelhancas nas
eletronegatividades e raios idnicos de N e O. [3% GUPTA et al. 31 descreve o ZnO
dopado com N através de uma sintese de combustdo seguida de um meétodo
hidrotérmico para aplicacbes antibacterianas, resultando em uma atividade

fotocatalitica aprimorada contra Escherichia coli.
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Filmes finos de ZnO dopados e ndo dopados podem ser obtidos por diferentes
metodologias, que incluem sol-gel,®? hidrotermal,®3 magnetron sputtering de
radiofrequéncia,’®* spray pirdlise, 3% solvotermal.*®! Em estudo anterior, nosso grupo
de pesquisa preparou filmes de ZnO:N por método eletroquimico, que exibiram
atividade fotocatalitica superior para a oxidacdo do corante Rodamina B em solugao
aquosa. Os estudos desenvolvidos por Reis et al. 37 indicam que o material dopado
com nitrogénio apresenta atividade catalitica e estabilidade superiores. Assim, esta
pesquisa tem como objetivo estudar a producgao de filmes de ZnO e ZnO:N com base
no método investigado anteriormente por nosso grupo de pesquisa. Os filmes
(eletrodos) preparados em nosso estudo foram investigados como material para
inativagdo de uma bactéria Gram-positiva (Staphylococcus aureus), bactéria Gram-
negativa (Escherichia coli) e uma espécie de levedura, fungo unicelular (Candida
albicans), na auséncia de luz (escuro) e sob irradiagdo com uma fonte de luz
policromatica. Até onde sabemos, este € o primeiro estudo sobre a atividade biocida
de eletrodos de ZnO dopados com nitrogénio (ZnO:N) com o objetivo de inativar

microrganismos.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Investigar a atividade biocida de filmes de 6xido de zinco dopado com

Nitrogénio para inativacao das cepas de microrganismos.
1.2.2 Objetivos especificos

e Sintetizar os filmes de ZnO e ZnO:N por rota eletroquimica em substrato

condutor de vidro-FTO a partir da técnica de cronoamperometria;

e Caracterizar a cristalinidade das amostras (filmes) preparados sobre vidro

condutor;

e Investigar as propriedades oOpticas dos filmes dos 6xidos pelas técnicas de UV-
Vis;
e Avaliar as propriedades eletroguimicas dos filmes nas condi¢cbes de escuro e

sob irradiacao policromatica;

e Investigar o desempenho dos filmes de ZnO e ZnO:N para inativar os
microrganismos: bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus (ATCC-
25923), a bactéria Gram-negativa Escherichia coli (ATCC-25922) e a levedura
Candida albicans (ATCC -10231).
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REFERENCIAL TEORICO

2.1 OXIDO DE ZINCO: ESTRUTURA E PROPRIEDADES

O o6xido de zinco (ZnO) é classificado como um 6xido semicondutor do grupo
[I-1V da tabela periddica, exibindo uma ionicidade na fronteira entre os semicondutores
covalente e iGnico. Suas estruturas cristalinas mais encontradas sao a hexagonal
(wurtzita), sal-gema e zinco blenda. Em condi¢cGes normais de pressao e temperatura,
a estrutura cristalina wurtzita é termodinamicamente mais estavel, 18 conforme
ilustrada na Figura 2.1. A maioria dos semicondutores de compostos binarios do grupo

[I-1V cristaliza na estrutura clbica zinco blenda ou wurtzita. (39

\li»
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N .\
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Figura 2.1. Estrutura Cristalina Wurtizita do ZnO: a) vista lateral, b) vista superior
(Adptada de SAMADI. M, et al. 2016 [40])

A estrutura cristalina wurtzita, pertence ao grupo de simetria C%v e ao grupo
espacial p6amc, apresenta uma configuracéo de ligacao tetraédrica, ou seja, 0s &tomos
de zinco (Zn?*) sdo coordenados tetraedricamente a quatro atomos de oxigénio (0?%),
e vice-versa. Essa configuragéo tetraédrica do composto € caracteristica de ligacoes

covalentes do tipo sp3. [39:41]
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O ZnO é considerado um material semicondutor do tipo-n, com uma energia de
banda proibida na faixa de 3,3 a 3,4 eV. 7] Dispondo de uma foto-atividade para
radiagdo com A < 380 nm, com absor¢cdo na regido do ultravioleta (UV), o que
corresponde a 5% do espectro da energia solar. 2l Uma caracteristica particularmente
interessante é sua alta energia de ligacdo de excitacdo de 60 meV, permite uma
emissdo excitbnica eficiente a temperatura ambiente. 344 Além de, possuir
excelentes propriedades optoeletronicas, piezelétricas, biocompatibilidade, baixa
toxicidade e estabilidade térmica e alta atividade antimicrobiana. O ZnO representa
uma ameagca potencial aos microrganismos ambientais, visto que se trata de um dos
agentes antibacterianos promissor e eficaz contra bactérias Gram-negativos e Gram-

positivos. [17:18.30]

No entanto, a principal desvantagem do ZnO € sua baixa atividade fotocatalitica
sob luz visivel, o que limita a eficiéncia desse material em possiveis aplicacdes.
Portanto, muitos esforgcos tém sido feitos para estender a absorbancia de ZnO para a
regido da luz visivel e simultaneamente reduzir a recombinacdo de portadores
fotogerados. Considerando o aproveitamento da radiacao solar pelo ZnO, estudos tém
apresentado estratégias que propde a modificac6es das propriedades épticas desse
semicondutor. Dentre as estratégias pode-se destacar a mistura de 6xidos com a
formac&o de compédsitos, (5] modificagdo de superficie por impregnacdo de metal €l
e insercdo de impurezas ou dopagem do éxido com fons metalicos [*”l ou de nédo

metais. [48]

2.2 ESTRATEGIAS DE MODIFICACOES DE  OXIDOS
SEMICONDUTORES

2.2.1 DOPAGEM

O processo de dopagem de um semicondutor se da atraves da adicdo de uma
pequena quantidade de impureza, de forma que altera determinadas propriedades do
semicondutor. Assim, € uma estratégia de modificacdo de propriedades opticas,

elétricas e magnéticas. [*°]
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Através da dopagem de um semicondutor, a posi¢ao do nivel de Fermi (EF) e a
sua estrutura eletronica sdo alteradas. Desse modo, existem dois tipos de
semicondutores, 0s quais sao intrinsecos e extrinsecos. Os semicondutores
intrinsecos ndo possuem impurezas, apresentando um comportamento elétrico
relacionando a estrutura de um material puro. O nivel de Fermi deste material
encontra-se localizado na metade do intervalo entre as bordas de banda de valéncia
(BV) e banda de conducado (BC). Os semicondutores extrinsecos sdo obtidos pela
adicao de impurezas (dopantes) na sua rede cristalina, podem ser do tipo-n ou do tipo-
p. Em semicondutores extrinsecos do tipo-n, o Er localiza-se proximo a BC do
semicondutor, ou seja, o dopante fornece elétrons, sendo considerado uma impureza
doadora. Para os semicondutores do tipo-p, 0 Er localiza-se logo acima da BV do
semicondutor, ocorrendo a adi¢cdo de uma impureza aceptora de elétrons. [*% Na figura
2.2 é representando um esquema da estrutura de banda de energia para um

semicondutor intrinseco e extrinseco.

A
BC BC BC
e ——
< Banda doadera
) . .
52 Nivel de Fermi (Er)
[l
=
5]
Banda aceEtom
EF ---------------------------------
BV BV BV
Semicondutor Semicondutor Semicondutor
Intrinseco tipo-n tipo-p

Figura 2.2. Representacdo esquematica de um diagrama de bandas para
semicondutores extrinsecos (a) um intrinseco (b) do tipo n e (c) do tipo p (Adptada de
BACCARO, A. et al. 201851)

A insercdo de niveis intermediarios entre as bandas de conducéo e valéncia
em um semicondutor pode ser realizado através da incorporacdo de impurezas de

espécies metalicas e ndo-metalicas.
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A dopagem com metais contribui para um melhor desempenho em aplicacdes
fotocataliticas, além de produzir niveis aceitadores de elétrons e limitar a
recombinacdo de pares elétron-buraco fotogerados no processo de fotodegradacéo,
também alteram o ambiente interno do cristal de ZnO, o que pode ajustar a estrutura

de banda e aumentar a absorcéo de luz. 15253

PENG. et al. 5% descreve a sintese de fotocatalisadores de ZnO dopados com
fons Li*, Mg?*, Al** e Ti**, foram sintetizados pelo método sol-gel. A influéncia da
dopagem de ions metélicos na atividade fotocatalitica do ZnO foi avaliada através da
inativacdo de uma bactéria Gram-negativa, Escherichia coli K-12 sob irradiacéo de luz
visivel. Comparando os materiais, a dopagem de Al e de Ti, promoveram a atividade
de inativacdo bacteriana fotocatalitica de ZnO, enquanto a dopagem com Li e a
dopagem com Mg impediram a atividade de inativacdo bacteriana dos
fotocatalisadores de ZnO. Além disso, O ZnO dopado com Al exibiu a melhor atividade
fotocatalitica dirigida por luz visivel, inativando completamente a Escherichia coli K-12
em 4h.

Segundo um estudo de HAMDY et al. %], 4% ZnO dopado com Mg conseguiu
degradar 96% de verde de metila (MG) em 60 minutos e apresentou aumento na
atividade antibacteriana, assim como aumento na concentracdo de dopantes Mg?*
para bactérias patogénicas Gram-positivas (Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis)
e bactérias patogénicas Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa e Escherichia
coli). Os resultados da pesquisa conduzida por KHALID et al. [5¢ mostraram que ZnO
dopado com Cu tem melhor atividade antibacteriana do que ZnO nao dopado e é
eficaz para inibir bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus e Streptococcus
pyogenes) do que bactérias Gram-negativas (Escherichia coli e Klebsiella

pneumonia).

2.2.2 DOPAGEM COM NITROGENIO

Para 0 ZnO, as principais vias de dopagem do nitrogénio na estrutura incluem
a substituicdo de oxigénio por nitrogénio (sitios substitutivos) ou ocupacéo de sitios
intersticiais, conforme esquematizado na Figura 2.3. LU. et al. Bl usaram célculos

de estrutura eletrbnica uma densidade funcional hibrida (DFT) e descobriram que a
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dopagem substitucional do nitrogénio por si sé ndo € responsavel por expandir a
borda da banda de valéncia para comprimento de onda mais longos. Em vez disso,
o dopante de nitrogénio causa a formacéo de lacunas de oxigénio e intersticiais de
Zn durante a dopagem, 0 que cria uma estrutura eletrbnica apropriada para

estreitamento da Ebg.

Lee. et al. 38 concluiu que para a estrutura cristalina seja mantida é
necessario um baixo nivel de dopagem com nitrogénio resultaria da incorporacéo de
N usando uma fonte normal de N2, com os aceitadores de N sendo compensados
principalmente por lacunas de oxigénio. Em niveis elevados de dopagem, os
aceitadores de N seriam compensados pela formagéao de complexos de defeitos com

substituicGes de Zn.

Substitutional Interstitial

Figura 2.3. Dopagem substitucional e intersticial do nitrogénio na estrutura do ZnO.
(Adaptada de SAMADI et al., 2016 %))

Sendo assim, o Nitrogénio esta se tornando um elemento de dopagem muito
importante em varios 0xidos semicondutores. No caso do ZnO, a incorporacdo de
nitrogénio é considerada uma alternativa significativa para diminuir o Ebg, devido a
semelhanca dos raios idnicos do Nitrogénio (r = 1,46 A) e Oxigénio (r = 1,38 A). Dessa

forma, o nitrogénio proporciona a hibridizacdo dos estados N 2p e O 2p no ZnO, que
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favorece a elevagéao da borda da banda de valéncia, que impulsiona o estreitamento
do intervalo de banda proibida %61 como apresentado na figura 2.4.

Devido ao processo de dopagem, as transicOes eletrbnicas que ocorriam
apenas com fonte de radiacdo UV, podem ocorrer também com fonte de radiacéo
visivel, contribuindo para aplicacdes do ZnO em processos fotocataliticos com
aproveitamento de luz solar. 2 Lu et al. 63 usaram particulas de ZnO e ZnO:N em
testes antibacterianos e avaliaram suas propriedades fotocataliticas sob luz
fluorescente. Os autores observaram que ZnO:N promoveu de forma eficiente a
eliminacdo das bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus quando

comparado ao teste de referéncia com o ZnO sem dopante.

ce e |znad mi s [ca_e lznsa

En B Metal onmetal

ve h* Jozx  [ve h* Jozn  [vg_h"]oz

N

Pure ZnO Metal doped ZnO Nonmetal doped ZnO

Figura 2.4. Esquema da comparacéo das estruturas de bandas de ZnO puro, ZnO
dopado com metal e ZnO dopado com n&o metal. (Adaptada de QI, K et al. 2017 [3%)

RAJBONGSHI et al. [#4 sintetizaram nanoparticulas de ZnO pelo método sol-
gel e utilizando gas N2 como fonte de dopagem de nitrogénio. A atividade fotocatalitica
dos materiais foi analisada pela degradacdo dos poluentes azul de metileno e fenol
sob radiacdo visivel. Os autores avaliaram que ZnO:N apresentou maior atividade
fotocatalitica comparado com os semicondutores ZnO e TiO2 Degussa P-25
comercial. A alta atividade fotocatalitica de ZnO:N foi atribuida & presenca de

vacancias de oxigénio e a formacgéo de defeitos com a dopagem com N.

Diferentes rotas de sintese e fontes de nitrogénio tem sido utilizado para a
obtencdo do ZnO dopado. Dependendo da fonte de dopagem de nitrogénio e do
método de preparacdo, propriedades variadas do ZnO dopado com N podem ser

observadas. Podendo ocorrer presenca de NHsNOs como fonte de nitrogénio,®°!
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método RF magnetron sputtering, 8l método de eletrodeposicdol®”! e etc. Dentre os
métodos descritos para obtencao de filmes de ZnO na presenca de N2, o proposto
trabalho a obtencdo de filmes € a partir da sintese direta pelo método de

eletrodeposicao.
2.3 APLICAC@ES DO ZnO

Na literatura é relatado diversos tipos de aplicacdes dos filmes de ZnO, como
producdo de ceélulas solares, diodos emissores de luz UV, deteccdo de gas,
capacitores, fotocatélise, fotocatélise eletroquimicamente assistida, podendo ser
utilizado para combater tanto bactérias quanto fungos. Entretanto, o foco geral deste
trabalho de dissertacdo sera abordar a aplicacdo do semicondutor em atividade

antibacteriana e antifungica.
2.3.1 Atividade Antibacteriana

As bactérias geralmente sdo caracterizadas por uma membrana celular, uma
parede celular e um citoplasma. A parede celular € uma camada externa que envolve
a membrana celular, composta principalmente por uma camada homogénea de
peptidoglicano, constituida por aminoacidos e acucares. Esta parede celular
desempenha um papel crucial na manutencao da pressao osmotica do citoplasma e
na preservacao da forma caracteristica da célula. A membrana plasmatica € formada
por uma dupla camada de fosfolipidios, que além de preservar o material
citoplasmatico dentro da célula, mas atua como uma barreira seletiva, regulando o

movimento de moléculas e ions para dentro e para fora da célula.[]

O citoplasma, por sua vez, é um liquido gelatinoso que preenche o interior da
célula e envolve todos os componentes celulares, com excecao do nucleo. Suas
funcdes sdo: o crescimento celular, o0 metabolismo e a realizacdo da replicacéo
celular. Portanto, o citoplasma contém uma variedade de componentes, incluindo
proteinas, carboidratos, acidos nucleicos, sais, ions e agua.l6”:681 A Figura 2.5 mostra

a composicao geral da estrutura das bactérias.
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Materiais Inclusoes

nucleares celulares
/
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Flagelos ® DParcde

Citoplasma Celular

Figura 2.5. Composicao geral da estrutura das bactérias (Adaptada de Muzaffar, S.
et al. 2020 [67)

Sendo assim, o 6xido semicondutor ZnO é um agente antibacteriano promissor
devido a sua excelente propriedade antimicrobiana e boa biocompatibilidade.
Apresentando efeitos antibacterianos, tanto para as bactérias Gram-negativas, quanto
para as bactérias Gram-positivas. QI et al.?%, descreve que os principais mecanismos
dos efeitos antibacterianos séo: (a) liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO),
(b) liberacdo de ifons de Zn?*, (c) disfuncdo na membrana bacteriana e (d)

internalizacdo, mecanismos apresentados na Figura 2.3.
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Liberagao de ions Zn*"

Geragdo de espécies

reativas — (d) @

:\Cllmll[acflO na Inten]alizacéo
membrana

Figura 2.6. llustracdo dos possiveis mecanismos de ZnO (QI et al., 201789,

As espécies reativas de oxigénio (ERO) sao consideradas os agentes
contribuidores mais importante para a atividade antibacteriana. ©8 Em um
semicondutor, o intervalo de banda entre os elétrons condutores e de valéncia
desempenham um papel de alocacdo na producdo de ERO, causando danos na
superficie da membrana do microrganismo e destruindo a integridade das células

bacterianas. 69

Oxidos metalicos semicondutores participam de reacBes de oxirreducio
catalisadas pela luz, pois apresentam uma banda de valéncia (BV) preenchida e uma
banda de conducgédo (BC) vazia, formando os pares elétron-buraco (e/h*). Cada
fotocatalisador apresenta uma Ebng que absorve o comprimento de onda caracteristico
da luz para a geragéo de e’/h* na BC e BV, respectivamente. De tal forma, que os e
/h* produzidos tém a probabilidade de recombinar em segundos ou reagir com outras
espécies, como Oz e H20 adsorvidos na superficie dos 6xidos metalicos. [7072 Através
de diferentes reacdes redox em cadeia formam o que chamamos de ROS, sendo elas:
radical hidroxila (OHe), peroxido de hidrogénio (H202) e superéxido (O2¢), de modo,

gue essas espécies tenham a capacidade de degradar células bacterianas em COz,
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H20 e outros minerais ndo tdxicos, levando eventualmente a morte de bactérias 7374
(Figura. 5). CADET. et al. [ relata que essas espécies reativas de oxigénio podem
causar danos ao DNA e proteinas celulares e até levar a morte de moléculas. TIWARI.
et al. [’®l demonstraram a inativacdo de A. baumannii, um patégeno oportunista, por
ZnO-NPs via ERO gerados. Eles relataram um aumento quatro vezes maior na
geracdo de ERO em A. baumannii tratada com ZnO em compara¢cdo com a nao

tratada.
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Figura 2.7. llustracdo esquematica do mecanismo de degradacdo bacteriana

fotocatalitica do ZnO.

No entanto, essa reacdo redox depende das posicdes da BV e BC dos 6xidos
metalicos e dos potenciais redox das espécies receptoras. Além disso, a parcial
dissolucéo das particulas de ZnO resulta na liberacdo de ions Zn?* em suspensao
aquosa. Esses ions tém a habilidade de interferir na membrana celular e penetrar nos
componentes intracelulares, apresentando outro potencial mecanismo de acéao
bactericida. [’":78 JOE. et al. ["® atribuiram a fonte de Zn?* a dissolu¢do do ZnO no
meio. Esses ions Zn?* livres podem interagir com biomoléculas, como carboidratos e
proteinas, o que pode causar danos no sistema enzimatico.

Diante disso, para o0s estudos sobre a melhoria das propriedades
antibacterianas pela dopagem de ndo-metais, GUPTA et al.BY descreve o ZnO

dopado com N através de uma sintese de combustdo seguida de um método



Capitulo 2 - referencial tedrico 29

hidrotérmico para aplicacdes antibacterianas, resultando em uma atividade
fotocatalitica aprimorada contra Escherichia coli.

2.3.2 Atividade Antifungica

Em diversos estudos, o 0xido de zinco é aplicado ao combate de diversos
fungos potencialmente indesejaveis ao homem. MIRI. et al.[?Z, estudaram a atividade
antifingica das NP ZnO em Céandida albicans e atribuiram que os efeitos antifingicos
sao provenientes do ataque das nanoparticulas a membrana celular que € rompida,
levando ao extravasamento de minerais, proteinas, materiais genéticos e morte
celular. O tratamento antifungico das NP ZnO é dose-dependentes, ou seja, a medida

gue aumenta a concentracdo da suspensao diminui o crescimento dos fungos.

As paredes celulares em fungos sdo estruturas dinamicas necessarias para a
viabilidade celular, morfogénese e patogenicidade. O primeiro local de interacdo de
uma molécula antifingica com uma célula fungica é a parede celular. As paredes
celulares fungicas sdo compostas principalmente por 1,3- e 1,6-B-glucanos, quitina e
glicoproteinas e desempenham uma variedade de atividades, incluindo rigidez e forma
celular, metabolismo, troca de ions e interacbes com mecanismos de defesa do
hospedeiro. A robustez mecanica da parede celular fungica a torna uma estrutura

critica na protecédo contra diversas ameacas bidticas e abidticas. (€0

LI. et al.lBl relataram que os mecanismos antifiingicos das nanoparticulas de
ZnO se devem a geracao de espécies reativas de oxigénio (ERO). No entanto, as
informacdes sobre o mecanismo molecular subjacente a geracdo de ERO pelas
nanoparticulas ainda sdo escassas. Outro estudo também relatou que a exposicao de
fungos a nanoparticulas de ZnO leva a danos oxidativos que alteram a funcdo das
mitocondrias, possivelmente por meio de alteragdes no potencial de membrana das

mitocondrias e na expressdo de enzimas antioxidantes. 82

Apesar de inumeros estudos relatados na literatura sobre as atividades
antifngicas, os mecanismos sobre seus modos de acdo ainda ndo sao totalmente
compreendidos, todavia, 0 mecanismo de combate aos fungos esta relacionado as
mudancas estruturais do microrganismo. Podendo ser explicada através de um dos
seguintes meios: ruptura da célula membrana, ligacéo a proteinas e DNA, geragéo de

espécies reativas do oxigénio, interrupcdo dos processos de amplificacdo do DNA
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bacteriano e alteracdo (muitas vezes regulacdo negativa) da expressdo em uma
ampla gama de genes [#3-8% sendo os mesmos mecanismos apresentados no

subcapitulo 2.1.1 se aplicam para fungos.
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Capitulo 3

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 Materiais e Reagentes

e Substrato condutor de éxido de estanho dopado com enxofre, vidro-FTO (Aliy
IQl, 8 Q/sq)

e O precursor acetato de zinco (Zn(CH3C0OO)2.2H20) a 99%,

e Eletrdlito suporte cloreto de potassio (KCl) a 99%.,

e Eletrolito suporte sulfato de sodio (Na2S0O4) a 99%,

e Agua deionizada obtida em deionizador Purelab Option-Q Elga modelo DV-25.

e Cepas de microrganismos: bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus
(ATCC- 25923), a bactéria Gram-negativa Escherichia coli (ATCC-25922) e a
levedura Candida albicans (ATCC -10231).

3.2 Limpeza do substrato

A limpeza do vidro-FTO foi realizada em trés etapas sucessivas: inicialmente
em mistura de agua e detergente neutro, seguido de agua deionizada e por ultimo em
alcool isopropilico. Todo o processo de limpeza foi realizado em banho ultrassénico

com tempo de 15 min para cada uma delas.

3.3 Sintese Eletroquimica dos Filmes de ZnO e ZnO:N

Filmes de ZnO e ZnO:N foram depositados em um substrato de vidro contendo
uma camada condutora transparente de oxido de estanho dopado com fluor (vidro-
FTO) por eletrodeposicao, sob controle potenciostatico. Os filmes foram depositados
em uma célula eletroquimica configurada com trés eletrodos, utilizando o vidro-FTO
como eletrodo de trabalho. Como referéncia e contra-eletrodo foram utilizados um
eletrodo de Ag/AgClI e fio de platina, respectivamente.

Para o filme de ZnO (na auséncia de gas N2), a deposicdo eletroquimica foi
realizada por imerséo do vidro-FTO em 5 mmol L de acetato de zinco di-hidratado
(Zn(CH3CO0O0)2.2H20); 99%) tendo 0,1 mol L't de KCI como eletrélito de suporte. O
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ZnO foi depositado pela aplicacdo de um potencial constante de -0,90 V (vs. Ag/ AgCl)
por um tempo de 30 min. A solucdo precursora foi mantida a uma temperatura de 75
°C sob agitacdo constante com borbulhamento de ar ao longo do processo de
deposicdo. O borbulhamento de ar sintético foi mantido num fluxo de 100 mL min™.
ApOs a secagem em temperatura ambiente, os filmes finos de ZnO foram tratados
termicamente em diferentes temperaturas (100, 200, 400 e 600°C) em forno mufla.
Na eletrodeposicdo dos filmes de Oxido de zinco dopados com nitrogénio
(ZnO:N), o processo foi realizado em condicbes semelhantes as descritas
anteriormente. Porém, além do borbulhamento de ar sintético, a sintese sera realizada
com gas nitrogénio (N2) borbulhando com taxas de fluxos variando de 20, 40 e 60 cm?
min-. No preparo dos filmes de ZnO:N a mistura de ar sintético e gas N2 foi realizada
de tal forma que o fluxo total foi mantido em 100 mL min-. Por exemplo, para o fluxo
de N2 de 40 mL min, o fluxo de ar sintético foi reduzido para 60 mL min-t. Os filmes
de ZnO:N foram submetidos ao tratamento térmico de 600°C, a uma taxa de 10°C min-
1, durante 1,0 hora em forno tipo mufla. Os filmes de ZnO:N foram denominados de
ZnO:N-20, ZnO:N-40 e ZnO:N-60 de acordo com o fluxo de N2 utilizado no preparada

amostra.

Ref. Ag/AgCl

Cronoamperometria

Zn(CH;C00),.2H,0 a 5 mmol L
KCl 0,1 mol L-!

Figura 3.1: Representagdo esquematica do processo de sintese eletroquimica por

deposicao potenciostatica para a obtencao de filmes de ZnO.
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3.4 Caracterizacao dos filmes de ZnO e ZnO:N
3.4.1 Difrag&o de raio-X

Os padrdes de difracdo de Raio X (DRX) dos filmes foram obtidos usando um
difratbmetro de raios X D8-Advance ECO (Burker), usando Cu-Ka (A =0.154 nm) a 40
kV a 25 mA, angulo incidente de difragcao 20 de 20° a 90° com velocidade de varredura
de 0.02°. Os padrbes de difracdo foram comparados com os dados do Inorganic
Crystal Structure Database (ICSD). As medidas foram realizadas pelo Laboratorio de
Caracterizacao Estrutural (LCE) — UFSCAR.

3.4.2 Caracterizacao morfoldgica

A morfologia dos fotoeletrodos foi caracterizada por Microscopia Eletronica de
Varredura por Emissao de Campo (FE-SEM). As imagens foram obtidas com tenséo
de trabalho de 5.0 kV.

3.4.3 Estimativa da Energia de banda proibida (Eng)

As medidas em espectrofotdmetro UV-Vis (Shimadzu, Modelo UV- 2600) serao
feitas para avaliar o comportamento Optico das amostras. A partir dos resultados
obtidos dos espectros de transmitancia do ZnO sera possivel estimar o valor de
energia da “banda de energia proibida” (Eng Optico) deste material, calculados pelo

método TAUC, assumindo que ocorre transi¢cao Optica indireta.

3.4.4 Medidas Fotoeletroquimicas

As propriedades fotoeletroquimicas foram investigadas em célula
fotoeletroguimica (PEC-photoeletrochemical cell) equipada com uma janela optica de
vidro (100% de transmitancia para A > 360 nm), usando a configuragdo de trés
eletrodos e uma solugdo aquosa de Na2S04 0,1 mol L, como eletrdlito de suporte.
Os eletrodos de trabalho sdo os filmes ZnO e ZnO:N, um fio Pt foi utilizado como
contra-eletrodo e Ag/AgCl como eletrodo de referéncia (em um capilar Luggin). Para
a realizacado deste estudo foi utilizando um potenciostato/Galvanostato (Autolab
PGSTAT 320-N Metrohm) e o software NOVA 1.7 tanto na auséncia de luz (escuro)
quanto sob irradiacdo, com fonte de irradiacdo policromatica. A densidade de
fotocorrente foi medida por voltametria ciclica (CV) no escuro e sob irradiacédo
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policromatica. Potenciais de banda plana (Em) dos 6xidos foram ser determinados
seguindo o método de Burtler-Gartner, utilizando voltametria de varredura linear claro-
escuro (LSV), usando dados coletados na faixa de potencial anédico de -0,1 a 1,0 V,
com uma taxa de varredura de 1,0 mV s e um chopper manual operando a uma
frequéncia de 0,1 Hz. A corrente gerada pelos eletrodos de ZnO e ZnO:N foi medida
pelo método de cronoamperometria sob condi¢des de escuro e luz, polarizados a um
potencial de 0,7 V (em relacdo a Ag/AgCl). Para fins de comparacdo, o potencial
registrado utilizando o eletrodo de referéncia Ag/AgCl foi convertido para a escala de

Eletrodo de Hidrogénio Reversivel (RHE), de acordo com a equacao 1: 8¢l
E (vs. RHE) = E (vs. Ag/AgCl) + 0.0591 V x pH + 0.199 V (1)

Além disso, os potenciais apds o ajuste em relacdo ao RHE (em volts) foram

convertidos para elétron-volts (eV) usando a equacéo 2:

E(eV) = [-4.5 eV — eE (RHE)] )

3.4.5 Investigacdo da atividade dos filmes na inativacdo dos

microrganismos

Para os testes de inativacao fotocatalitica do ZnO e ZnO:N foram usadas trés
cepas microbianas padroes, sendo estas: Staphylococcus aureus — ATCC 25923 (uma
bactéria Gram-positiva), Escherichia coli ATCC 25922 (uma bactéria Gram-negativa)

e o fungo Candida albicans ATCC 10231 (uma espécie de levedura, fungo unicelular).

As espécies microbianas foram mantidas em meio de cultura da marca KASVI,
sendo o Agar BHI (Brain Heart Infusion) para as espécies bacterianas e o meio Agar
Sabouraud para a espécie de levedura. Todas as espécies foram mantidas em
incubadora tipo BOD (sob controle de Demanda Bioquimica de Oxigénio) em
temperatura de 37° C por um periodo de 24 horas para as bactérias e de 48 horas
para a levedura. Foram preparadas suspensdes de células microbianas em NaCl a
0,8%, contendo 108 células/mL, que corresponde a escala 0,5 de MacFarland. As
inativacdes foram investigadas em célula fotoeletroquimica contendo 13,5 ml de
Na2S04 e 500 pL das suspensdes microbianas. Os testes fotoeletrocataliticos foram

realizados utilizando um potenciostato/Galvanostato, em modo de cronoamperometria
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com um potencial de 0,7 V, na auséncia de luz (escuro) e sob irradiacdo com fonte de
irradiacdo policromatica, utilizou-se uma lampada com poténcia nominal de 150 W
para irradiar as amostras. Posteriormente foram retiradas aliquotas de 100uL nos
intervalos de 10, 20 e 30 minutos. Estas aliquotas foram semeadas em placas de Petri
contendo meios BHI (para as bactérias) e Sabouraud (para a levedura) e em seguida
mantidas em incubadora tipo BOD por 24 e 48 horas, para as bactérias e fungos
respectivamente. Apos esse periodo de incubacdo foram feitas as contagens das
colénias crescidas nestas placas. Como grupo controle utilizou-se placas contendo o
meio de cultura e a suspenséo de microrganismos em Na2SO4 sem 0 ZnO no escuro

e irradiado.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Propriedades estruturais dos filmes de ZnO e ZnO:N

4.1.1 Difragéo de raio X

As medicdes de difracdo de raios X (DRX) foram realizadas nos filmes submetidos
a tratamento térmico a 100, 200, 400 e 600 °C, assim como no ZnO preparado na
presenca de N2 com fluxos de 20, 40 e 60 cm?® min? e calcinados a 600 °C. Tais
resultados podem ser vistos na Figura 4.1.

* * * Vidro-FTO
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Figura 4.1: Padr6es de DRX de (a) filmes de ZnO calcinados a 100, 200, 400 e 600
°C; (b) filmes de ZnO:N (20, 40 e 60 cm?3 min!) calcinados a 600 °C. As linhas verticais

() indicando a posigéo dos planos do ZnO hexagonal.

Com base na andlise da Figura 4.1, nota-se que todos os filmes sintetizados
apresentam sinais de DRX que foram indexados com excelente concordancia a
estrutura hexagonal wurtzita do ZnO. As posi¢des dos sinais de DRX dispostos nos
difratogramas estdo de acordo com os resultados registrados no Inorganic Crystal
Structure Database (ICSD), cartdo de nimero 65120, 871 com os picos de difracéo
coincidentes com os planos de reflexdo (100), (002), (101), (102), (120) e (013) para
0 ZnO. Para ambos os filmes (dopados e ndo dopados) foram registrados sinais em
20 iguais a 26,8; 33,8; 37,9; 51,5; 54,6; 61,7; 65,7 e 78,4°, que podem ser atribuidos
ao SnO2 que compde a camada condutora (FTO). Estes sinais foram observados em

todas as amostras e estdo destacados por linha vertical tracejada e asterisco (*).
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4.4.2 Propriedades morfoldgicas dos filmes de ZnO e ZnO: N

A caracterizacao morfolégica dos filmes de ZnO e amostras de ZnO preparadas na
presenca de Nz depositados em um vidro FTO e calcinados a 600°C, sao
apresentados na figura 4.2. A morfologia de ambos os materias se apresentam em
forma de bastdes, exibindo a estrutura hexagonal, o que também é confirmado pela
andlise de DRX. Observa-se também que os filmes exibem poros que podem ter

surgido durante o processo de tratamento térmico.

I 500 nm

Figura 4.2: Imagens de FE-SEM: a) filmes de ZnO, b) filmes de ZnO:N calcinados a
600°C.

4.3 Estimativa da energia de band gap paraos filmes de ZnO e ZnO:N

A espectroscopia UV-Vis foi empregada para investigar o comportamento éptico
dos filmes preparados em diferentes condi¢cdes de temperatura e fluxo de nitrogénio.
As figuras 4.3 a e ¢ mostram que ambos os filmes exibiram alta transmitancia em A >
450 nm. No entanto, uma absorcdo abrupta é observada perto de 400 nm. Para
amostras de ZnO, o tratamento térmico deslocou a regido de absorcao da luz para
comprimentos de onda mais longos, sugerindo que o material se tornou mais
cristalino. Assim, filmes de ZnO:N, preparados em diferentes condi¢cdes de fluxo de

nitrogénio foram calcinados a 600°C.
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Figura 4.3. (a) Curvas de transmitancia UV-Vis para os filmes finos ZnO calcinados a
100°C, 200°C, 400°C e 600°C, (b) Estimativa da Eng pelo método de TAUC para o
ZnO, (c) Curvas de transmitancia para filmes de ZnO dopado a 20, 40 e 60 cm?® min-!

(d) Estimativa da Ebng para ZnO dopado.

A partir dos resultados obtidos dos espectros de transmitancia do ZnO é
possivel estimar o valor de energia da “banda de energia proibida” (Ebg 6ptico) deste
material, calculados pelo método TAUC, assumindo que ocorre transicdo Optica
indireta, de acordo com a equacéo 3: [¢8]

(ahv)" = C (hv - Eng) (3)

Onde, a é o coeficiente de absorg¢ao optica do filme, hv é a energia do féton
incidente, C € uma constante de proporcionalidade, Eng € 0 intervalo de banda proibida

entre o fundo da banda de conducéo e o topo da banda de valéncia e n € igual a 1/2



Capitulo 4 - Resultados € Discussao 40

para uma transicao indireta. O Eng foi calculado extrapolando a parte linear do gréafico
para onde (ahu)¥? é igual a zero, conforme mostrado a figura 4.3 b e d.

Os valores de intervalo de banda para os filmes de ZnO Puro calcinados a 100,
200, 400 e 600 °C (Fig.4.3 (a)) foram 3,34, 3,23, 3,17 e 3,17 eV, respectivamente.
Estes valores estdo em concordancia com os valores encontrados na literatura. 189
Para os filmes preparados com N2 nos fluxos de 20, 40 e 60 cm® mint (Fig.4.3 (b)) o
valor de Eng foi de 3,17, 3,12 e 3,12 eV, respectivamente. Os dados de Ebng indicam
que a dopagem com nitrogénio ndo resultou em uma alteracdo significativa nos

valores dos intervalos de banda proibida.

4.4 Propriedades fotoeletroquimicas

As propriedades fotoeletroquimicas dos filmes ZnO tratados termicamente a
100, 200, 400 e 600 °C e ZnO:N a 600°C (20, 40 e 60 cm® min!) foram investigados
no escuro e sob irradiacdo policromatica. Os estudos foram investigados em uma
célula eletroquimica de trés eletrodos, utilizando uma solucédo aquosa de Na2S04 a
0,1 mol Lt como eletrélito suporte. A Figura 4.4 estédo representadas as densidades
de fotocorrente para os eletrodos usando voltamogramas ciclicos sob condi¢do de
escuro e irradiacéo policromatica (10 mVs™).
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Figura 4.4. Voltamogramas ciclicos com curvas no escuro e irradiado, coletados a

uma varredura 10 mV s (a) eletrodos de ZnO em diferentes temperaturas (100, 200,
400 °C e 600 °C) e (b) eletrodos de ZnO:N com fluxos de 20, 40, 60 cm?® /min tratados

termicamente a 600 °C.
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As curvas de voltametria ciclica para os eletrodos em condi¢cdes de escuro
mostraram uma corrente capacitiva quase nula. Para investigar a influéncia da
temperatura de calcinacdo na resposta fotoeletroquimica de filmes de ZnO, os
eletrodos de ZnO foram tratados termicamente em 100, 200, 400 e 600 °C, os
resultados sdo mostrados na Figura 4.4 (a). Sob irradiacdo policromatica, observou-
se que o aumento da temperatura de calcinagéo favoreceu o aumento da densidade
de fotocorrente dos filmes. Os eletrodos de ZnO calcinados a 100, 200, 400 e 600° C
apresentam valores de fotocorrente baixos. O eletrodo de ZnO a 600 °C apresentou
melhor valor de densidade fotocorrente de c.a 12 yAcm==2a0,7 V (vs. Ag/AgCl), assim,
todos o0s estudos fotoeletroquimicos posteriores foram realizados tratando

termicamente os eletrodos dopados com N2 a 600 °C.

A Figura 4.4 (b) mostra os voltamogramas para os filmes de ZnO preparado em
N2 com fluxo de a 20, 40 e 60 cm® mint, em comparagdo ao ZnO ndo dopado. Os
filmes com fluxos de 20, 40 e 60 cm® min apresentaram valores de fotocorrente de
ca. 47,60 e 38 yAcm2em 0,7 V (vs. Ag/AgCl), respectivamente. O aumento do fluxo
de N2 de 20 para 40 cm3/min em um aumento significativo de fotocorrente. O eletrodo
de ZnO:N com fluxo de 40 cm®min demonstrou uma densidade de fotocorrente
superior, indicando que os filmes preparados na presenca de N2 possibilitaram uma
maior mobilidade dos elétrons e uma melhoria na eficiéncia na transferéncia de
elétrons. Considerando que haja uma possivel substituicdo dos atomos de O por

atomos de N na estrutura do ZnO ou a presenca de atomos de N nos intersticios. [37]

Medidas eletroquimicas de filmes podem oferecer dados importantes sobre as
propriedades de transferéncia de carga, especialmente para a aplicacado de filmes
como fotoeletrodos. Na Figura 4.5, s8o apresentadas as curvas de
cronopotenciometria registradas em intervalos de escuro-claro, em uma solucédo 0,1
mol L' de Na2SOs4, na condicdo de Potencial de Circuito Aberto (OCP) por 300 s.
Inicialmente, o sistema eletroquimico esta no escuro, com um equilibrio de cargas na
interface eletrolito-eletrodo. Apds a irradiacéo, ocorre a transigdo de elétrons da banda

de valéncia (BV) para a banda de conducéo (BC) do material.
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Figura 4.5. As curvas cronopotenciométricas dos filmes ZnO e ZnO:N no intervalo

escuro-claro-escuro sob a condi¢do de Potencial de Circuito Aberto (corrente zero).

Tabela 4.1: Valores de fotopotencial (AE) de ZnO e ZnO:N.

Zn0O 600°C -0,42V
Zn0O:N-20 -0,69V
ZnO:N-40 -0,065V
Zn0O:N-60 -0,26 V

Valores de fotopotencial negativos (AE < 0) sé@o indicativos do semicondutor do

tipo-n. Contudo, somente os filmes de ZnO:N-40 e ZnO:N-60 conseguem retornar um

estado estacionario de fotopotencial apés cessada a exposicdo a radiacdo. Esse

resultado sugere que o ZnO dopado com uma quantidade mais elevada de nitrogénio

apresenta um maior numero de defeitos (armadilhas), que geram niveis localizados

entre as bandas de valéncia e de conducédo, impedindo a rapida transferéncia de

elétrons. Indica ainda que a concentragdo de dopante conseguida com o fluxo de 40

mL min? de gas nitrogénio foi a mais adequada para o preparo dos filmes.

Considerando a teoria de bandas e de transferéncia de cargas na interface eletrolito-
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eletrodo, quando a irradiacdo cessa, os elétrons retornam da BC para BV, superando
os defeitos do material. Nesse contexto, apenas o filme de ZnO calcinado a 600 °C
apresenta a maior taxa de recombinacéo de cargas, demonstrando que o material tem
um menor numero de defeitos, conforme evidenciado na Tabela 4.1. Isso sugere que
os demais eletrodos necessitam de mais tempo para que os elétrons retornem aos

niveis intermediarios de energia.

O tempo de recombinacao das cargas elétron-buraco pode ser estimado a partir
de curvas de corrente em funcao do tempo. A partir de curvas cronoamperomeétricas
registradas para os filmes de ZnO e ZnO:N sob condi¢cfes de interrupcao de luz a
cada 300 s, potencial 0,7 V (vs Ag/ AgCl) foi possivel calcular o tempo recombinacao
de cargas, apresentadas na Figura 4.6, € possivel obter o tempo de recombinacéo do
par (e-BC/h* BV) dos filmes de ZnO e ZnO:N, seguindo a representacdo esquematica

(Figura 4.6) e usando a Equacéao (4):

R=exp~t/y @)

bY

Esta equacdo corresponde a equacgdo cinética da corrente transiente (7),

Jt—Jst

expressa pelarazéo (R), R = TineJst

, onde Jt é o valor de fotocorrente no tempo "t", Jst

é a fotocorrente estacionaria e Jin € a fotocorrente inicial. Um gréafico de InR em relacéo

ao tempo possui como coeficiente angular o termo (— 1/1), expresso em unidades de

tempo em segundos.
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Figura 4.6. a) Representacdo esquematica da curva de fotocorrente transiente e
grafico normalizado da dependéncia fotocorrente-tempo (j-t) b) Curvas de densidade
de fotocorrente-tempo com interrupcdo manual de luz a cada 300 s, sob aplicacao de
potencial de 0,7 V vs. Ag/AgCl para filmes de ZnO e ZnO:N e tempos de decaimento

transiente.

Quando sujeito a irradiacdo, um pico inicial de fotocorrente é gerado, indicando
a ocorréncia de um processo de separacdo de cargas com a injecao de elétrons na
banda de conducédo (BC), formando o par elétron-lacuna. A reducdo gradual da
fotocorrente ao longo do tempo, atingindo um estado de corrente estaciondria
associado a uma concentracdo constante de elétrons, devido as condi¢cdes de
irradiacdo e polarizacdo do semicondutor, sugere a ocorréncia do processo de
recombinacgédo das cargas fotogeradas.®®! O filme de ZnO:N-60 apresentou o menor
tempo de recombinacao, justificando a reducdo em seu valor de fotocorrente nas
curvas de voltametrias ciclicas apresentadas na Figura 4.4. Por outro lado, o filme
ZnO:N-40 apresentou 0 maior tempo para a recombinacdo de cargas, indicando que
as cargas passam mais tempo separadas; fato que justifica a maior fotocorrente das

curvas de VC irradiadas, apresentadas anteriormente.

O comportamento da fotocorrente foi registrado usando os voltamogramas de
varredura linear (LSV) para eletrodos de ZnO e ZnO:N-40 calcinados a 600 °C usando
chopper manual de 10 s de intervalo de irradiagdo sédo mostrados na Figura 4.7 (a-b).
A partir das curvas de fotocorrentes, foi possivel estimar o potencial de banda plana
(flat band - Ew), que pode ser considerado, com aproximacédo, ao potencial do nivel
de Fermi, aplicando-se o modelo de Burter—Gartner (B-G), ou seja, a variacdo do
quadrado da corrente. P Assim, o modelo de B-G pode ser representado pela

equacao 4.

Iph = Gqucpo,/E - Efb (4)

onde (o ) € a intensidade irradiagao, (a) o coeficiente de absorgao, (q) a carga do
elétron, (Wo) a largura da camada de deplecéo e (E) € 0 potencial da banda plana.
Os valores de Efb (fig. 4.7) determinados para os eletrodos de ZnO e ZnO:N-40 séo

de -0,083 e -0.12 V, respectivamente.
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Figura 4.7. Voltagramas de varredura linear (LSV) dos filmes de (a) ZnO e (b) ZnO:N
40 cm®/min a 600 °C, sob iluminacédo sequencial de chopper de 10 s com faixa de
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potencial anddico de -0,1 - 1,0 V (vs. Ag/AgCl) com uma taxa de varredura de 1,0 mV

s, Inset: curvas J? vs. V pelo modelo de Butler-Gartner.

Em um semicondutor do tipo-n, o nivel de Fermi esta localizado muito proximo
a banda de conducéo (BC), improvavel no semicondutor do tipo-p, banda de valéncia
(BV). Assim, o conhecimento do Emn pode dar a posicdo de uma das duas bandas e
consequentemente da outra conhecendo a Eng do semicondutor. °2 A Fig. 4.8
representa as posic¢des relativas do ZnO e ZnO:N-40 bordas das bandas de conducao
e valéncia, estimadas na energia do vacuo escala relativa ao RHE usando a Eqg. 1 e
Eqg. 2. Com base nesses valores de Em e Eng, foi possivel estabelecer as posi¢es
relativas da BC e da BV na escala do Eletrodo de Hidrogénio Reversivel (RHE).
Através dessa representacdo, € possivel determinar os potenciais de oxidacdo de
cada fotodnodo em processos fotoeletrocataliticos. Através das posicfes de banda,
pode-se observar se as reacfes de geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS)

sdo termicamente favoraveis. 93

5 E vs. (eV)
- -3
-1 4 L
L4 0,/0,-
0o4---- - F = -H,/H,0
-4,94 eV
S 1 - - -5
<~ 14 £ — = Zn*/zn*
L - 6
= .
x o L
0 - - - H,0/*OH
> -
w5
1 - - -8
44 81tev
- -9
54
- -10
6_

Figura 4.8. Posicao das bordas das bandas de valéncia (BV) e conducao (BC) para
os filmes finos de ZnO e ZnO:N-40.
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3.3 Avaliacao da Atividade Antimicrobiana de Filmes de ZnO
e ZnO:N

A atividade antibacteriana das amostras de ZnO e ZnO:N (20, 40, 60 cm3/min)
foi testada contra bactérias Gram positivas (S.aureus) e Gram negativa (E.coli). Os
testes foram realizados na auséncia de luz (escuro) e sob irradiacdo policroméatica.
Foi utilizado o método de contagens das colénias como indicativo da atividade dos
filmes na inibicdo bacteriana. A Figura 4.9 apresenta fotografias dos testes
antibacteriano contra S.aureus e E.coli do grupo controle realizado em solucdo aquosa
de Na:SO4 em condi¢cdes de escuro e irradiado, aléem dos resultados dos estudos
feitos com filmes de ZnO e ZnO:N. Uma sumarizacdo dos resultados obtidos se

encontra na Tabela 4.2.
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Figura 4.9. Numero de col6nias crescidas apés semeio em: (A, B) controle do
crescimento do S.aureus no escuro e irradiado, (C, D) controle do crescimento da
E.coli no escuro e irradiado, (E, F) colonias do S.aureus com ZnO 600°C escuro e
irradiado, (G, H) colénias do E.coli com ZnO 600°C escuro e irradiado, (I, J) colbnias
do S.aureus com ZnO:N-20 escuro e irradiado, (K, L) colénias do E.coli com ZnO:N-
20 escuro e irradiado, (M, N) col6nias do S.aureus com ZnO:N-40 escuro e irradiado,
(O, P) colbnias do E.coli com ZnO:N-40 escuro e irradiado, (Q, R) colénias do S.aureus
com ZnO:N-60 escuro e irradiado, (S, T) colénias do E.coli com ZnO:N-60 escuro e

irradiado, respectivamente.
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Tabela 4.2. Atividade bactericida dos filmes de ZnO e ZnO:N (20, 40, 60 cm3/min),

sob condicfes de escuro e irradiado contra S.aureus e E.coli.

TRATAMENTO S. aureus E. coli
REPETICAO REPETIGAO

1 2 1 2 3
Controle (escuro) * * * * * *
Controle (irradiado) * * 768 * > *
ZnO (escuro) 202 131 178 * * *
ZnO (irradiado) 26 46 50 314 | 362 | 252
Zn0O-N 20cm3/min. (escuro) 50 27 24 152 | 100 | 100
ZnO-N 20cm?/min. (irradiado) | 74 30 34 70 60 40
ZnO-N 40cm3/min. (escuro) 15 11 11 7 6 10
ZnO-N 40cm3/min. (irradiado) - - = - - -
ZnO-N 60cm?/min. (escuro) 4 2 - - - -
ZnO-N 60cm3/min. (irradiado) - - - = - -

* Superpopulacéo - Incontavel

- Nao houve crescimento

A andlise dos dados coletados das amostras testadas em S. aureus e E. coli

apresentou claramente que a presenca do dopante resultou em um efeito inibitério

significativo. Especificamente, as amostras ZnO:N-40 irradiado e ZnO:N-60 no escuro

e irradiado exibem uma concentracdo mais elevada de nitrogénio, o que contribuiu

para danos na membrana celular.

As membranas celulares de S. aureus e E. coli apresentam diferencas

significativas. Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva, destaca-se por

possuir uma camada de peptidoglicano mais rigida do que as bactérias Gram-
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negativas. 19491 Escherichia coli € uma bactéria Gram-negativa, caracterizada por uma
fina camada de peptidoglicano e uma membrana externa adicional composta por

lipopolissacarideo. %]

Zheng et al.’l avaliaram a atividade antibacteriana de nanocristais de ZnO
dopado com nitrogénio em cepas de S. aureus e E. coli. Sugerindo que a incorporacao
de nitrogénio na estrutura cristalina do ZnO melhorou a resposta Optica do ZnO e
aumentou a atividade antibacteriana. Além disso, também foi observado que a
atividade antibacteriana contra S. aureus e E. coli pode ser alcangada mesmo sem
irradiacdo. Na literatura encontra-se alguns mecanismos que explique essa acgao
bactericida do ZnO. Os mecanismos gerais antibacterianos podem ser elucidados pelo
estresse oxidativo, um processo que resulta na morte celular, causado pelas espécies
reativas de oxigénio geradas durante a reacdo fotocatalitica, [°®! liberacdo de ions
metalicos, agindo por meio da desnaturacdo de proteinas, [’/ entre outros. Ndo se
conhece um mecanismo definitivo que desempenha a fungéo principal na atividade

antibacteriana.

Além da atividade bactericida, avaliou-se a atividade fangica para a levedura C.
albicans, na figura 4.10 ilustram fotografias dos testes antifingicos e os resultados

obtidos se encontram na Tabela 4.3.

Tabela 4.3. Atividade fungicida dos filmes de ZnO e ZnO:N (20, 40, 60
cm?/min), sob condi¢des de escuro e irradiado contra C. albicans.

TRATAMENTO C. albicans
REPETICAO
1 2 3

Controle (escuro) * * *
Controle (irradiado) * * *
ZnO (escuro) 442 388 | 400
ZnO (irradiado) 286 286 | 120
ZnO-N 20cm?3/min. (escuro) 115 92 41
ZnO-N 20cm?3¥/min. (irradiado) 37 24 17
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ZnO-N 40cm?3/min. (escuro) 57 27 11
ZnO-N 40cm?®/min. (irradiado) - - -
ZnO-N 60cm3/min. (escuro) 6 2 -
ZnO-N 60cm?3¥/min. (irradiado) 3 - -

- Nao houve crescimento

- Escuro - Irradiado - Escuro Irradiado

/// S\ C. albicans

/I

*" Controle

C. albicans

\\

\\
,&
%

ZnO:N-60

Figura 4.10. Numero de colbnias crescidas apés semeio em: (A, B) controle do
crescimento do C. albicans no escuro e irradiado, (C, D) colénias do C. albicans com
ZnO 600°C escuro e irradiado, (E, F) colbnias do C. albicans com ZnO:N-20 escuro e
irradiado, (G, H) colénias do C. albicans com ZnO:N-40 escuro e irradiado, (I, J)

colbnias do C. albicans com ZnO:N-60 escuro e irradiado, respectivamente.

Pereira-Silva et al. ° investigaram filmes de ZnO, e apresentaram atividade
antifingica significativa, demonstrando uma forte capacidade de inibir o crescimento
de células. Filmes finos de ZnO, mostraram-se capazes de reduzir a taxa de
crescimento e inibir a C.albanis, diminuindo a integridade da membrana e reducdo da
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atividade enzimatica. [ RAO et al. %1 relata que amostras de ZnO dopada com Na
exibiram uma melhor acdo antifingica do que as de ZnO puro, ocorrendo devido ao

aumento da concentracao de dopante nas estruturas do oxido de zinco.

O efeito antifungico dos filmes finos de ZnO pode ser atribuido aos ions de
Zn?* liberados pelo ZnO, 102 a formacdo de espécies reativas de oxigénio pela
radiacdo UV, 193 e a desestabilizacdo das membranas microbianas pela interacéo
eletrostatica entre ZnO e a parede celular dos microrganismos. [104 Além disso,
DEVIRGILIIS et al.[*% relataram que os Zn?* podem acumular-se rapidamente em
vacuolos ou nos zincossomos de fungos, que servem como um mecanismo de
protecdo celular essencial para equilibrar o excesso e a deficiéncia de zinco. Sendo
assim, os mecanismos de liberacdo de Zn?* é influenciado por dois parametros
principais: (i) as propriedades fisico-quimicas das particulas, incluindo porosidade,
concentracdo, tamanho de particula e morfologia. (ii) A quimica do meio: o pH, a
iluminacdo UV, o tempo de exposicdo e a presenca de elementos adicionais. [106]

Neste estudo, a liberacdo de Zn?* pode vir do processo de iluminacdo UV.
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CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que o presente trabalho possibilitou a investigagao de filmes de ZnO
pela técnica de eletrodeposicéo, os efeitos da dopagem dos filmes em variados fluxos
de nitrogénio (20, 40 e 60 cm® mint), e a influéncia da temperatura de calcinacdo nas
propriedades Opticas e fotoeletroquimicas dos filmes. Além disso, investigou-se a
eficacia dos filmes puro e dopados com N2 para inativacdo de uma bactéria Gram-
positiva (Staphylococcus aureus); Gram-negativa (Escherichia coli) uma espécie de
levedura, fungo unicelular (Candida albicans), na auséncia de luz e sob irradiacao.
Todos os filmes preparados apresentaram estrutura hexagonal wurtizita. Todos os
filmes preparados sem dopante e em presenca de N2 apresentaram uma morfologia
hexagonal e em forma de bastdes.

Os estudos o6pticos, realizados pela técnica de espectroscopia de UV-Vis,
evidenciaram valores de intervalo de banda de 3,34; 3,23; 3,17 e 3,17 eV para 0s
filmes de ZnO Puros calcinados a 100; 200; 400 e 600 °C, respectivamente, os valores
obtidos estdo em concordancia com os parametros reportados na literatura. J& para
os filmes dopados com N2 com fluxos de 20, 40 e 60 cm®min, os valores de Ebg foi
de 3,17, 3,12 e 3,12 eV, respectivamente, indicando que o processo de dopagem com
N2 ndo causou uma modificacao significativa no valor de intervalo de banda proibida.
Nos estudos fotoeletroquimicos, através da cronopotenciometria evidenciou que
semicondutor e do tipo-n. Por meio dos voltamogramas ciclicos, sob irradiacéo
policromatica, mostraram que a densidade de fotocorrente para ZnO:N foi superior ao
filme de ZnO, atigindo 60 cm? a 0,70 V (vs. Ag/AgCl). Ainda nos voltamogramas
ciclicos, notou-se que houve um aumento significativo de fotocorrente com o aumento
do fluxo de N2 de 20 para 40 cm3/min, enquanto o de 60 cm3min apresentou um valor
inferior aos outros dois. O tempo de recombinagédo das cargas elétron-buraco pode-
se estimado a partir de curvas de corrente em funcéo do tempo, na qual o ZnO:N-40
obteve maior tempo de recombinacao de 49,5 s. A técnica de voltametria de varredura

linear para os filmes ZnO e ZnO:N (40cm3/min) a 600 °C, realizada sob irradiacao e
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com chopper de 10 s possibilitou estimar os valores de banda plana (Efb), sendo estes
-0,083 V e -0.12 V, respectivamente. O valor de Efb obtido para o ZnO:N indica o
deslocamento das bordas das bandas, favorecendo o material para processos
fotoeletrocataliticos. Para os testes de atividade antimicrobiana, todos os filmes
dopados com nitrogénio sob irradiacdo mostraram eficacia na inibicdo da atividade
bactericida de de S. aureus. Para E. Coli, 0 ZnO:N 40 e 60 cm3®min apresentaram
capacidade de inibicdo. O ZnO no escuro teve menor eficacia por conta das baixas
concentracfes de espécies Zn solubilizadas liberadas na dissolucdo do ZnO. Na
avaliacdo da atividade antifungica para a levedura C. albicans, o0 ZnO:N 40 cm3/min

apresentou inibicdo ao fungo.
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