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Abstract 
 

The aim of the present project is to deepen a study on deposition of ZnO thin 

films, to coat hospital surfaces, using radio frequency sputtering technique. From this 

technique, and by varying the deposition power, different surface topographies of ZnO 

coatings were obtained. All thin films were studied using several characterization 

techniques and the results showed that the lower the power density during the 

deposition, the thinner the thickness of the thin films and the respective topography 

was less angular, with decreased roughness.  

ZnO surfaces were used for antimicrobial testing to infer which surface would 

have the highest activity over three bacterial strains commonly found in a hospital 

setting: Staphylococcus aureus (S. aureus), Escherichia coli (E. coli) and Pseudomonas 

aeruginosa (P. aeruginosa). The tests were carried out with and without irradiation of 

ZnO thin films with UV in order to analyze the impact of this type of radiation on 

bacterial inhibition of surfaces. 

Subsequently, one of the thin film types was selected to perform tests together 

with a natural material, reported in the literature as an antibacterial agent: lemon oil. 

The inhibition halos evaluated in solid culture medium were satisfactory for S. aureus 

and E. coli strains under both conditions, with and without UV light irradiation. However, 

the diameter of the halos obtained for films exposed to ultraviolet radiation was larger. 

This study demonstrated the viability of using thin films to coat non-deformable surfaces 

of hospital equipment. 
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Resumo 
 

O objetivo do presente projeto é o de aprofundar um estudo sobre a deposição 

de filmes finos de ZnO, para revestir superfícies hospitalares, a partir da técnica de 

pulverização catódica por radiofrequência. Utilizando esta técnica, e pela variação da 

potência de deposição, foram obtidas diferentes topografias superficiais destas 

superfícies de ZnO. Todos os filmes finos foram estudados através da utilização de várias 

técnicas de caracterização. Os resultados evidenciaram que quanto menor a densidade 

de potência durante a deposição menor a espessura dos filmes finos e a respetiva 

topografia apresentava-se menos angular, com diminuição de rugosidade.  

Numa fase posterior, as superfícies de ZnO foram utilizadas na realização de 

testes antimicrobianos, de modo a inferir qual das superfícies teria uma maior atividade 

em relação a três estirpes bacterianas usualmente encontradas em ambiente hospitalar: 

Staphylococcus aureus (S. aureus), Escherichia coli (E. coli) e Pseudomonas aeruginosa 

(P. aeruginosa). Os testes decorreram com e sem irradiação dos filmes finos de ZnO com 

UV, de modo a analisar o impacto deste tipo de radiação na inibição bacteriana das 

superfícies.  

A partir destes resultados, foi selecionado um dos tipos de filmes finos para a 

realização de testes conjuntamente com um material natural, reportado na literatura 

como um agente antibacteriano: o óleo de limão. Os halos de inibição avaliados em meio 

de cultura sólido foram satisfatórios para as estirpes de S. aureus e E. coli em ambas as 

condições, com e sem irradiação de luz UV. No entanto, o diâmetro dos halos obtidos 

para os filmes expostos a radiação ultravioleta foram superiores. Este estudo 

demonstrou a viabilidade de utilizar filmes finos para o revestimento de superfícies não 

deformáveis de equipamentos presentes em ambiente hospitalar. 

 

Palavras-chave: Filmes finos de ZnO, pulverização catódica, atividade antibacteriana, 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, óleo de limão. 
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Introdução 
 
 

Atualmente, as infeções nosocomiais são consideradas uma das principais causas 

de mortalidade e morbidade entre os pacientes hospitalizados. Uma infeção 

nosocomial, também denominada de infeção hospitalar, pode ser definida como uma 

infeção adquirida numa unidade de saúde por um paciente, admitido por outra razão 

que não aquela infeção.  Estima-se que estas afetem 1 em cada 10 pacientes internados 

no hospital, resultando anualmente em 37. 000 fatalidades e que em média um paciente 

com infeção nosocomial passa 2,5 vezes mais tempo no hospital. Estas infeções devem-

se, entre outros fatores, a uma maior resistência dos agentes patogénicos aos 

antibióticos, tornando-se numa séria ameaça ao sucesso do tratamento de doenças 

infeciosas. As bactérias desenvolvem resistência quando adquirem novo material 

genético que codifica esta resistência e é transferido para outras estirpes. Destacam-se 

a Pseudomonas aeurigonsa (P. aeruginosa), a Escherichia coli (E. coli), a Staphylococcus 

aureus (S. aureus) entre as estirpes mais frequentemente encontradas em ambiente 

hospitalar [1][2][3]. 

Assim, existe uma necessidade urgente e contínua de encontrar e investigar 

novos compostos antimicrobianos e é neste contexto que se insere o objetivo da 

presente dissertação. Com recurso à técnica de pulverização foram depositados filmes 

finos de óxido de zinco, ZnO, com o objetivo de avaliar a sua capacidade de superfície 

antibacteriana para revestirem as superfícies dos materiais não deformáveis nas 

unidades de saúde. 

O (ZnO) é um material inorgânico que se encontra reportado como potencial 

agente antibacteriano, por destruir a integridade das células ao libertar iões e espécies 

reativas. Este modo de ação, não específico contra determinadas estirpes de bactérias 

faz com que o ZnO seja um material ideal, já que este não apresenta riscos de 

desencadear resistência nestes agentes patogénicos. Deste modo, o seu uso na 

prevenção e tratamento de doenças infeciosas é potencializado [4][5]. 

Uma outra maneira de combater as bactérias é a partir dos citrinos que são 

constituídos por muitos metabolitos secundários biologicamente ativos, como 

flavonóides, esteróis, óleos voláteis, ácidos orgânicos e alcalóides. Os seus óleos 
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essenciais são fontes ricas de compostos biologicamente ativos com propriedades 

antibacterianas excecionais, com a capacidade de atacar a bicamada fosfolipídica da 

membrana celular dos microrganismos e interromper os seus sistemas enzimáticos, 

tornando-se assim muito difícil para os microrganismos desenvolverem resistência a 

estes materiais biológicos. Como tal, numa fase posterior desta dissertação procedeu-

se à ligação do óleo essencial de limão à superfície dos filmes finos de ZnO, na tentativa 

de reforçar o efeito antibacteriano do material inorgânico [1]. 

A presente dissertação encontra-se dividida em 3 capítulos: 

• O primeiro capítulo apresenta uma revisão da literatura que se inicia com 

a problemática das infeções nosocomiais, passando pelas atuais técnicas 

de prevenção, pelos materiais biológicos antibacterianos, e finaliza com 

diferentes fatores que têm impacto na atividade antibacteriana do ZnO. 

• O segundo capítulo aborda os materiais e métodos utilizados durante 

este trabalho, tais como as técnicas usadas para a deposição e 

caracterização dos filmes finos de ZnO e por fim o procedimento 

experimental para os testes antibacterianos. 

• O último capítulo apresenta os resultados decorrentes do trabalho 

experimental, bem como a respetiva discussão. 
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Capítulo 1 

 

Estado da Arte 

 

1.1. Infeções hospitalares 

 

As infeções hospitalares, também denominadas como infeções nosocomiais, 

surgem nos pacientes quando estes se encontram sob cuidados médicos num hospital 

ou em qualquer outra unidade de saúde, e que não existiam antes da admissão do 

paciente [6]. 

As infeções nosocomiais estão, já desde há muito tempo, entre as principais 

causas de mortalidade e atualmente representam um dos problemas mais relevantes 

na saúde pública a nível mundial. Estudos apontam que este tipo de infeção prejudica o 

resultado clínico de cerca de 15% dos pacientes hospitalizados, sendo que anualmente, 

e apenas na comunidade europeia, há uma perda financeira de 6,23 milhões de euros 

relacionados com este problema. Acresce o facto de que cerca de 3,2 milhões de 

pacientes adquirem pelo menos um tipo destas infeções hospitalares, dos quais 37.000 

destes acabam por falecer como consequência direta destas infeções [7][8][9]. 

 Os microrganismos presentes nos hospitais podem incluir bactérias 

patogénicas, vírus, fungos e leveduras que são fatores de risco para a saúde dos 

pacientes, visitantes e profissionais de saúde. As bactérias, resistentes a fármacos, têm-

se tornado a via preferencial na propagação deste tipo de infeções, sendo responsáveis 

por 90% delas. Estes agentes patogénicos para serem considerados multirresistentes 

têm de resistir à ação terapêutica de pelo menos 3 antibióticos distintos. O 

desenvolvimento da multirresistência nas bactérias é essencialmente devido ao uso 

excessivo de antibióticos, bem como à sua utilização de modo distinto do prescrito, 

nomeadamente tempos mais curtos de toma do fármaco. As bactérias multirresistentes 

estão, cada vez mais, a tornar-se num problema social, resultando numa maior 
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dificuldade para tratar este tipo de doenças infeciosas e aumentando o número de 

mortalidades. As 5 principais bactérias multirresistentes são: Enterococcus faecalis, 

Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii, Escherichia coli e Pseudomonas 

aeruginosa [10][11]. 

 As bactérias podem ser divididas segundo variadas classificações uma das 

quais tem origem na diferença da estrutura da respetiva parede celular. Neste caso, são 

considerados dois grandes grupos: as bactérias Gram-positivas e as Gram-negativas. As 

Gram-positivas possuem uma parede celular mais espessa constituída maioritariamente 

por peptidoglicanos (20-80 nm). Por outro lado, a parede celular das bactérias Gram-

negativas é composta por duas membranas; uma membrana externa e uma membrana 

plasmática com uma fina camada de peptideoglicanos com uma espessura de 7 a 8 nm 

(Figura 1.1) [12].  

 

 

 

A utilização de um novo antibiótico, para além de ser um acontecimento raro só 

por si, dado a desaceleração no desenvolvimento de novos agentes terapêuticos, pode 

ser acompanhado pelo surgimento de resistência bacteriana a esse mesmo fármaco. A 

mutação de genes que resultam na resistência das bactérias ao tratamento tem sido 

acelerada por uma série de fatores, entre eles: a prescrição excessiva de agentes 

antibacterianos, a transferência de genes resistentes entre as bactérias e a disseminação 

Figura 1.1. Estruturas diferentes das a) bactérias Gram-positivas e b) bactérias Gram-

negativas. (adaptado de [13]). 
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epidémica de estirpes resistentes entre os pacientes. A evolução rápida da resistência 

aos antibióticos expõe as deficiências existentes no desenvolvimento de novos fármacos 

e dificulta o desenvolvimento de soluções para controlar estas infeções. Todos estes 

fatores ampliam o espectro de infeções que poderão, num futuro muito próximo, ser 

incontroláveis com os antibióticos disponíveis [7]. 

Muitas das infeções nosocomiais podem ser transmitidas a partir de uma 

contaminação generalizada dos agentes patogénicos nas diversas superfícies dos 

ambientes hospitalares, por não serem eficientemente controladas pelos meios de 

saneamento convencionais. As superfícies das unidades de saúde são locais de 

acumulação destes agentes patogénicos que podem ser transmitidos de um paciente 

afetado para um hospedeiro suscetível, pondo em risco a saúde deste. Esta transmissão, 

direta ou indireta, ocorre mais frequentemente através de objetos, superfícies e ar 

contaminados e ainda pelas mãos dos profissionais de saúde que desempenham um 

papel fundamental, por entrarem em contacto com as áreas ou pacientes 

contaminados. A sobrevivência dos agentes patogénicos nestes ambientes, que pode 

variar entre horas a meses, torna a contaminação das superfícies hospitalares ainda 

mais preocupante, pois desempenham um papel crucial na aquisição destas infeções 

[8][14][9][15]. Acresce o facto de que os procedimentos de higienização não têm em 

consideração a diferente eficiência dos produtos utilizados nos distintos tipos de 

materiais que se encontram nas unidades de saúde: metais, cerâmicos e polímeros. 

Os pacientes são a fonte primária de contaminação. Desta forma, as superfícies 

hospitalares de contacto próximo com os mesmos, tais como as barras da cama, a mesa 

de cabeceira, as torneiras e os corrimões nas alas hospitalares são consideradas 

superfícies de fácil contaminação e de elevado risco de transferência tanto para os 

profissionais de saúde como para os pacientes [14][15].  

A contaminação dos quartos dos pacientes não infetados acontece com maior 

frequência a partir da continuação da viabilidade dos microrganismos partilhados pelos 

ocupantes anteriores, pela importação através das mãos dos profissionais de saúde ou 

visitantes e até mesmo pela partilha de portadores assintomáticos (Figura 1.2) [15]. 
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Figura 1.2. Esquema representativo da transmissão de agentes patogénicos em 

ambiente hospitalar (adaptado de [15]). 

 

Ademais, alguns estudos demonstraram o possível papel desempenhado pelas 

superfícies dos uniformes, telemóveis, computadores e estetoscópios pessoais dos 

profissionais de saúde, assim como pelos ventiladores de oxigénio e pelo vestuário de 

proteção usado nas salas de operações. Algumas outras fontes reconhecidas para o 

surto de infeções são através dos sistemas de água, da comida e outros equipamentos 

médicos [6][14][16]. 

A contaminação das unidades de cuidados intensivos e das salas de operações é 

considerado um fator de elevado risco, podendo pôr em causa a vida dos pacientes, 

especialmente quando estes se encontram debilitados ou submetidos a procedimentos 

cirúrgicos que exigem alto nível de esterilização ambiental [10]. Como estas infeções 

ocorrem no ambiente hospitalar podem prolongar o tempo de internamento do 

paciente e provocar a sua incapacidade a longo prazo. Os fatores de risco determinantes 

para as infeções nosocomiais dependem, essencialmente, do ambiente onde o cuidado 

de saúde está a ser fornecido, da idade do paciente aliada à sua suscetibilidade e 

condição física, da falta de consciência do prevalecimento das contaminações entre os 

funcionários e os profissionais de saúde e da dimensão da própria unidade de saúde. 

Estes fatores de risco são agravados quando: (i) as condições higiénicas da unidade de 
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saúde são más; (ii) há uma gestão inadequada de resíduos pela unidade de saúde; (iii) 

os pacientes sofrem de imunossupressão ou têm uma estadia prolongada nos cuidados 

intensivos; e (iv) quando são submetidos a um uso prolongado de antibióticos. Outros 

fatores a ter em consideração são: o uso impróprio de técnicas de injeção, o pouco 

conhecimento de medidas de controlo básicas para infeções, o uso inapropriado de 

dispositivos invasivos e a falta de políticas de controlo [6][16]. 

Atualmente, existem algumas técnicas para evitar a propagação destas infeções 

nas unidades de saúde que serão abordadas no próximo ponto. 

 

 

1.2. Prevenção das infeções nosocomiais 

 

Uma vez que as comunidades bacterianas (microbioma) e o uso de antibióticos 

são diferentes para cada unidade de saúde, naturalmente, a distribuição de bactérias 

patogénicas e a sua suscetibilidade aos fármacos são também distintas. Por este motivo, 

é necessário numa primeira instância entender a distribuição e resistência aos fármacos 

das bactérias em cada unidade hospitalar específica e, a partir destes dados, estabelecer 

a prevenção e o tratamento. Efetivamente, determinar como é que os microrganismos 

colonizam, persistem e mudam no ambiente hospitalar tem o potencial de elucidar a 

maior fonte destas infeções. Contudo, a complexidade do mundo microbial confunde as 

diversas tentativas em focar a atenção dos investigadores somente num agente 

patogénico específico [11][16]. 

Uma mais cuidadosa descontaminação do ambiente contribui para um melhor 

controlo sob os surtos e reduz as transmissões endémicas. Para melhorar o sistema de 

higiene deve haver um aprimoramento da eficácia na limpeza e desinfeção A limpeza 

convencional com produtos químicos tem várias limitações, pois tem um efeito 

temporário, um elevado impacto ambiental, não é direcionado a agentes patogénicos 

específicos e pode contribuir para a seleção de organismos resistentes a desinfetantes 

e a antibióticos. Por outro lado, os diferentes materiais presentes nas unidades de saúde 

são afetados de modo distinto pelos agentes de higienização. Acresce o facto de os 

microrganismos variarem na sua resistência aos desinfetantes, pelo que os agentes de 
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limpeza devem ser escolhidos cuidadosamente para uma melhor eficácia. Uma escolha 

não eficaz dos produtos de limpeza e um ambiente hospitalar muito complexo e difícil 

de limpar podem redirecionar os agentes patogénicos para outras superfícies.  Por outro 

lado, o desenvolvimento de genes de resistência por parte dos microorganismos, que 

muitas vezes estão contidos em vetores complexos de DNA, podem também induzir 

resistência a desinfetantes e metais pesados, fazendo com que a contaminação possa 

persistir ou regressar [8][9][15][16]. 

Pelas razões apresentadas é importante desenvolver procedimentos de 

saneamento que sejam capazes de combater doenças e surtos associados à 

disseminação de agentes patogénicos específicos, pois os desinfetantes convencionais 

não são capazes de o fazer [8]. 

Os desenvolvimentos tecnológicos capazes de ajudar no processo de limpeza e 

desinfeção incluem a introdução de materiais de microfibra. Para além disso, os 

designers e fabricantes dos equipamentos hospitalares podem ajudar na construção de 

hospitais menos complexos e mais simples de higienizar [15]. 

Um fator de risco que pode ser eliminado é o incumprimento das diretrizes atuais 

de higiene pelos profissionais de saúde, em determinadas situações, que pode 

catapultar contaminações cruzadas entre o ambiente e os pacientes ou provocar uma 

transmissão direta de paciente para paciente. Para além disso, uma estratégia que pode 

ter um impacto significativo é o envolvimento dos pacientes na prevenção e controlo 

destas infeções [14][17].  

Uma outra abordagem para combater as infeções nosocomiais é a baseada no 

uso de bactérias benéficas, onde se mostrou que estas podem diminuir as bactérias 

patogénicas sem induzir a resistência a fármacos. No entanto, a ação probiótica não é 

rápida nem específica. Em contraste, os bacteriófagos têm sido sugeridos como agentes 

descontaminantes, por serem capazes de matar bactérias específicas muito 

rapidamente, apesar da sua ação ser limitada temporalmente. Como resultado, com 

base nas propriedades dos probióticos e bacteriófagos, foi testado o seu uso combinado 

como um sistema potencial para eliminar, de um modo sustentado, as bactérias 

responsáveis pelas infeções hospitalares, com especial foco nas multirresistentes. 

Notavelmente, esta combinação não só resultou numa redução rápida (até> 90%) dos 
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microrganismos alvo, como também, devido ao efeito estabilizador dos probióticos, os 

patógenos foram mantidos em níveis baixos (< 99%) em épocas posteriores [8]. 

O desenvolvimento de superfícies antibacterianas, fortemente estimulado pela 

necessidade urgente em identificar alternativas à administração de antibióticos, tem-se 

tornado extremamente relevante para minimizar as infeções nosocomiais. Graças aos 

recentes avanços em ciências dos materiais, em biotecnologia e ao rápido crescimento 

sobre o conhecimento do efeito de determinados materiais em diversos ramos da 

microbiologia, uma extensa variedade de materiais está agora disponível para o 

revestimento de superfícies com propriedades antibacterianas. Entre estes, destaca-se 

a prata, conhecida por desativar enzimas ao ligar-se aos grupos tiol e por inibir a cadeira 

respiratória dos agentes patogénicos. Este material, é de longe o metal mais usado para 

fins antibacterianos, começando muitas estirpes bacterianas a criar resistência a este 

metal. Outros estudos revelaram ainda que o cobre é capaz de induzir a peroxidação nas 

membranas das bactérias e que o zinco tem a capacidade de inibir a atividade 

enzimática das mesmas [18]. 

Nesta dissertação pretende-se aferir a capacidade de superfícies revestidas com 

filmes finos de ZnO possuírem propriedades antibacterianas, contra algumas das 

estirpes mais prevalentes nas unidades de saúde. Por este motivo, no próximo ponto 

será discutido com maior profundidade algumas das suas propriedades/características 

deste composto cerâmico e as suas aplicações como agente antibacteriano. 

 

 

1.3. Óxido de zinco e o seu impacto na atividade 

antibacteriana 

 

O óxido de zinco (ZnO) é descrito como um material inorgânico funcional, 

promissor e versátil, com uma ampla gama de aplicações. É um semicondutor do tipo n 

com uma banda de 3,3 eV e com uma energia de ligação livre significativamente elevada 

(60meV), permitindo assim que a emissão de excitação seja eficiente à temperatura 

ambiente. Aliando estas propriedades à sua biocompatibilidade, propriedades óticas e 
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piezoelétricas e à sua capacidade de atuar como fotocatalizador fazem com que este 

composto seja altamente desejável para várias aplicações, incluindo: aditivos 

alimentares, biossensores, engenharia de tecidos, biossegurança de células, sistemas de 

deteção de fluorescência, sistemas de entrega de fármacos, diagnóstico de cancro, 

revestimento de superfícies, fotocatalisador, cosmética, agente antibacteriano e 

protetor UV. Entre as suas principais vantagens conta-se ainda a sua fácil preparação na 

forma de filmes finos, nanofios, nanobastões e nanopartículas [4][12][13][19]. 

Mais detalhadamente, este material tem sido usado pela indústria de protetores 

solares devido às suas propriedades óticas apelativas e pela sua capacidade de refletir, 

dispersar e absorver a radiação UV. Entre as aplicações biológicas, a existência de filmes 

finos de ZnO mesoporosos pode permitir que vários fármacos e moléculas 

biologicamente relevantes sejam carregadas e entregues, abrindo assim caminho para 

aplicações em sistemas de entrega de fármacos. Por outro lado, as estruturas 

macroporosas deste material que apresentam boas atividades antibacterianas e 

piezoelétricas podem permitir a criação de novos scaffolds para aplicações em 

engenharia de tecidos e para o revestimento de superfícies [4][19]. 

De acordo com o American Heritage Medical Dictionary, a atividade 

antibacteriana é a ação pela qual o crescimento bacteriano é destruído ou inibido e um 

agente antibacteriano é considerado bactericida se mata as bactérias ou bacteriostático 

se inibe o seu crescimento. O ZnO pode atuar como agente antimicrobiano por possuir 

propriedades bactericidas contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, 

potencializando assim o seu uso na prevenção e tratamento de doenças infeciosas. 

Atualmente, este composto está a ser investigado como agente antibacteriano em 

formulações à micro e nanoescala. Quando em dimensões nanométricas este exibe 

morfologias variadas e apresenta atividade antibacteriana significativa sobre um amplo 

espectro de estirpes bacterianas [12][19].  

O contato direto de nanopartículas de óxido de zinco com as paredes celulares, 

resulta na destruição da integridade das células bacterianas, devido à libertação de iões 

com propriedades antimicrobianas, principalmente iões Zn2+ e na formação de espécies 

reativas de oxigénio (ROS), tais como o peróxido de hidrogénio (H2O2) e os iões 

superóxidos (O2-). Consequentemente, a morfologia das membranas das bactérias é 

alterada, provocando um aumento da sua permeabilidade, ocorrendo a disrupção da 
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regulação do transporte transmembranar, resultando em morte celular. Este modo de 

ação não específico contra as bactérias fazem com que este agente antimicrobiano seja 

ideal por não apresentar riscos em desencadear resistência bacteriana [12][19]. 

Curiosamente, vários estudos relataram ainda que as nanopartículas de ZnO são 

não-tóxicas para as células humanas e têm uma boa biocompatibilidade com as 

mesmas, podendo este ser um dos aspetos mais importantes na utilização deste 

composto como agente antimicrobiano [12]. 

 

 

1.3.1. Tamanho 

 

O tamanho do ZnO, tanto sob a forma de partículas como sob a forma de 

material já conformado (superfície) afeta as suas propriedades antibacterianas, 

principalmente porque a área superficial específica, os átomos na superfície, a taxa de 

absorção ótica e a capacidade de adsorção deste material muda consoante o seu 

tamanho [13]. 

No caso de partículas de ZnO, quanto menor o seu tamanho, maior é a sua área 

de superfície específica, maior a quantidade de átomos na superfície e mais elevada é a 

sua taxa de absorção da luz. Desta forma, alcançar a superfície da bactéria, causar a 

disrupção da membrana celular e danificar as moléculas da célula torna-se mais fácil. 

Ademais, um tamanho mais reduzido deste composto permite produzir mais ROS, 

aumentando o dano e o efeito endoquímico nas células bacterianas. 

Consequentemente, as partículas mais pequenas podem penetrar nas células 

bacterianas, eliminando-as de forma ainda mais eficiente [5].Com efeito, a vitalidade 

das células vivas diminui significativamente à medida que o tamanho das nanopartículas 

de ZnO diminui, isto porque, há um aumento da reação às bactérias, pois o número de 

H2O2 depende sobretudo da área de superfície deste material. Adicionalmente, um 

estudo demonstrou que a dissolução das nanopartículas de óxido de zinco dando origem 

aos iões Zn2+, responsável pela toxicidade do composto, era dependente do tamanho 

[12][20]. 
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Concluindo, um aumento da área superficial específica e a diminuição do 

tamanho das partículas, bem como da sua cristalinidade, torna a atividade 

antibacteriana mais forte [21]. 

 

 

1.3.2. Concentração 

 

A concentração desempenha também um papel importante na atividade 

fotocatalítica do ZnO, porque a área de superfície e as oportunidades de contacto entre 

a matéria orgânica e inorgânica aumentam com uma maior concentração. Por norma, a 

taxa da reação inicial aumenta rapidamente com o aumento da concentração do ZnO, 

contudo a taxa da reação diminui quando a dosagem é muito elevada [22][23][24]. 

Muitos estudos sugerem que a atividade antimicrobiana, das nanopartículas de 

ZnO, depende também da sua concentração e estrutura cristalina, demonstrando 

posteriormente que o aumento da concentração das nanopartículas resultava numa 

maior atividade antibacteriana contra a Escherichia coli (E. coli), isto porque uma maior 

quantidade de H2O2, letal para as bactérias, era gerada na superfície do composto. 

Consequentemente, as nanopartículas deste composto interagiram com a parede da 

membrana da E. coli causando danos consideráveis e desencadeando o colapso da 

membrana celular [12][25].  

Um outro estudo apoiou esta hipótese, mostrando que uma baixa concentração 

de ZnO era incapaz de inibir as bactérias. Contudo, a atividade antibacteriana deste 

composto intensificava-se com o aumento da concentração. Acabando por demonstrar 

que a atividade antibacteriana teria dependido da área externa e da concentração 

[26][27]. 

O aumento da concentração de ZnO, para concentrações entre 50-100 mg L-1 , 

potencializa a morte celular dos microrganismos, pelo facto de interromper a função 

mitocondrial, estimular a perda de lactato desidrogenase e alterar a morfologia da 

célula, [12]. 

Concluindo, como vários estudos demonstraram, a concentração de 

nanopartículas deste material, desempenha um papel importante na atividade 
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fotocatalítica e antibacteriana, sendo estas favorecidas quando a uma maior 

concentração se alia uma maior área superficial [13]. 

 

 

1.3.3. Radiação Ultravioleta 

 

Vários estudos demonstraram que as propriedades antibacterianas do ZnO 

variavam sob diferentes condições de iluminação, sendo que a eficiência antibacteriana 

do material é maior em condições onde havia irradiação com luz ultravioleta, seguido 

de luz solar simulada e por fim com ausência de luz. A principal razão para estes 

resultados é o facto do ZnO incrementar as suas propriedades fotocatalíticas quando 

submetido a irradiação [28][29][30].  

Por outro lado, outros estudos mostraram que a adesão das nanopartículas de 

ZnO à parede celular das bactérias em condições de ausência de luz, apresentam um 

risco significativo para os micróbios ambientais devido à entrada dos iões Zn2+ no 

citoplasma das bactérias. Relativamente às condições em luz solar simulada, verificou-

se uma produção de radicais hidroxilo, radicais livres de aniões superóxidos e outros 

materiais com reatividade elevada. A grande quantidade de material ativo produzido 

sob estas condições pode interagir com a bactéria e destruir a sua estrutura, inibindo 

efetivamente o crescimento e a reprodução das mesmas. Todavia, O ZnO responde 

melhor à luz ultravioleta, absorvendo-a intensamente, o que leva a um aumento 

significativo da sua interação com as bactérias [13][31].  

A fotocondutividade deste composto persiste por muito tempo mesmo depois 

de se desligar a fonte de luz UV. Tal facto é devido à formação de uma região de 

depleção dos eletrões à superfície e que se encontra fortemente associado às espécies 

negativas de oxigénio (O2
-, O2

2-) que se encontram adsorvidas na superfície. A radiação 

UV causa rapidamente a desadsorção destas espécies resultando na redução da região 

da superfície de depleção dos eletrões, causando uma melhoria na fotocondutividade 

[12]. 

As nanopartículas de ZnO em solução aquosa sob radiação UV têm efeito 

fototóxico, podendo levar à produção de ROS como o peróxido de hidrogénio (H2O2) e 
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os iões de superóxido (O2-). Estas espécies ativas geradas são capazes de penetrar nas 

células, inibindo ou matando os microrganismos, tal como descrito anteriormente [32]. 

Além disso, a radiação de elevada intensidade com comprimentos de onda 

específicos podem matar os microrganismos. Alguns resultados experimentais 

mostraram que bactérias tais como a Acinetobacter bauman, P. aeruginosa e E. coli 

podiam ser erradicadas por irradiação direta, numa ferida, com uma luz com 

comprimento de onda de 400 nm, e que uma luz com comprimento de onda de 405 nm 

poderia tornar a Helicobacter pylori inativa. Adicionalmente, poderia ser efetuada a 

esterilização da Salmonella typhimurium com recurso a uma luz com comprimento de 

onda de 521 nm [33][34]. 
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Figura 1.3. Absorção da luz UV pelo ZnO e consequente ação antibacteriana pela 
libertação de ROS (adaptado de [35]). 
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1.4. Materiais biológicos com propriedades 

antibacterianas 

 

Existe uma necessidade extremamente urgente em testar novos agentes 

antimicrobianos, particularmente para o tratamento de infeções crónicas associadas a 

uma colonização persistente de bactérias multirresistentes. Nos últimos anos tem 

havido uma crescente atenção em relação aos agentes antimicrobianos derivados de 

materiais biológicos naturais como uma alternativa aos antibióticos.  

Os compostos naturais são capazes de responder simultaneamente a mais do 

que um alvo bacteriano, sendo esta a propriedade que os torna menos propensos a 

permitir o desenvolvimento de resistência bacteriana. Para além deste facto, estes 

produtos são rotulados como “Geralmente Reconhecidos como Seguros” (GRAS), tendo 

sido ainda observado que alguns deles poderiam aumentar a atividade de antibióticos, 

exibindo um efeito sinérgico [36]. 

Desde os tempos ancestrais que os produtos antimicrobianos naturais têm sido 

usados por várias culturas espalhadas pelo mundo como uma parte fundamental de 

tratamentos medicinais, podendo ser obtidos a partir de diferentes fontes que incluem: 

plantas, animais, bactérias, algas e fungos. Os que mais se destacam como alternativa 

aos antibióticos convencionais são essencialmente os produtos provenientes de plantas 

e seus derivados, por serem naturais, baratos e de fácil acesso [18][36][37]. 

As plantas produzem um vasto repertório de metabolitos secundários, tais como: 

óleos essenciais, alcalóides, terpenóides, fenólicos e peptídeos. Estes metabolitos 

desempenham um papel importante na proteção das plantas contra pragas, radiações 

UV e infeções microbianas, afetando as células destes agentes patogénicos através de 

vários mecanismos. Estes últimos incluem a rutura da estrutura e função da membrana 

celular, interrupção da síntese de DNA, interferência com o metabolismo intermediário 

e indução de coágulos nos constituintes citoplasmáticos [36][37]. 

Os óleos essenciais (OEs) são reconhecidos há décadas por exibirem atividades 

biológicas, que incluem propriedades antioxidantes, anticancerígenas e 

antimicrobianas. São metabolitos secundários com fortes odores, produzidos por 

plantas aromáticas e destacam-se por serem líquidos, voláteis e solúveis em lípidos e 
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solventes orgânicos, apresentado uma densidade menor que a água. São constituídos 

por cerca de 20 a 60 compostos com diferentes concentrações, onde apenas dois ou 

três componentes principais estão presentes em concentrações relativamente elevadas 

(20 a 70%) [36][37][38]. 

As suas propriedades antimicrobianas são bem conhecidas e são atribuídas 

principalmente à presença de terpenos, terpenóides e compostos aromáticos. Estes 

compostos naturais podem inibir ou abrandar o crescimento de estirpes de bactérias 

resistentes a antibióticos, bem como leveduras e fungos recorrendo a uma cascada de 

reações que envolvem a alteração completa da morfologia celular dos microrganismos. 

Vários estudos indicam um maior efeito antibacteriano dos OEs contra bactérias Gram-

positivas comparativamente às Gram-negativas. Tal é devido ao facto de a membrana 

celular externa das bactérias Gram-negativas possui características hidrófilas que 

impedem o contato dos constituintes hidrófobos dos OEs com a célula bacteriana. 

Contrariamente, estes materiais naturais podem prejudicar diretamente a membrana 

celular das bactérias Gram-positivas, levando à rutura da mesma e provocando o 

bloqueio dos sistemas enzimáticos e o incremento da permeabilidade iónica da parede 

celular. A concentração utilizada dos compostos naturais deve exercer um forte efeito 

bacteriostático ou bactericida, sem causar problemas colaterais. Por fim, estes podem 

ser usados isoladamente, ou em conjunto com outros OEs ou agentes sintéticos ativos, 

uma vez que a sinergia foi observada pela combinação destas substâncias [36][37][39]. 

Os monoterpenos bioativos, como o timol e carvacrol, encontrados 

principalmente no óleo de tomilhos e orégãos, e os fenilpropanóides, como o eugenol, 

encontrados principalmente no óleo essencial de cravo, apresentam uma substancial 

atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. O carvacrol 

e o timol possuem a capacidade de desintegrar a membrana externa das bactérias 

Gram-negativas e de romper a membrana celular das bactérias Gram-positivas, 

contrariando assim o mecanismo de "reduzida permeabilidade da membrana" usado 

por estirpes multirresistentes. Adicionalmente, os OEs de manjericão, sálvia, alecrim e 

orégão são eficazes contra estirpes de E. coli, S. aureus, Bacillus cereus e Salmonella spp 

[36][37]. 

Por outro lado, o geraniol que é um constituinte dos OEs, mostrou ter uma 

atividade inibidora contra algumas estirpes multirresistentes das bactérias Gram-
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negativas, nomeadamente: Acinetobacter baumannii, Enterobacter aerogenes, E. coli e 

P. aeruginosa. A suscetibilidade destas bactérias a estes compostos foi incrementada 

pela combinação de fármacos comummente usados, como os -lactâmicos, 

cloranfenicol e quinolonas com o geraniol [39]. 

Diferentes estudos também demonstraram que os óleos provenientes do limão 

possuem atividade antibacteriana, sendo este mais eficiente do que aqueles 

encontrados na laranja e toranja. O óleo de limão citral e o linalol são eficientes contra 

E. coli e Salmonella enterica e inibem o crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas (Campylobacter jejuni, E. coli, Listeria monocytogenes, e S. aureus). 

Adicionalmente, foi demonstrado em dois estudos in vitro, que o sumo de limão é 

também um eficiente agente antibacteriano, inibindo o crescimento de bactérias 

multirresistentes isoladas de ambientes clínicos (S. aureus, E. coli, Klebsiella aerogenes, 

e Klebsiella pneumoniae). De realçar que o componente ativo em ambos os estudos foi 

o ácido cítrico [40]. 

Uma outra alternativa biológica natural aos antibióticos convencionais são os 

peptídeos antimicrobianos (AMP), onde os seus mecanismos de ação são, atualmente, 

ativamente investigados. Os AMPs são moléculas que normalmente contêm entre 8 a 

50 aminoácidos diferentes e as suas fontes de isolamento são variadas (bactérias, 

protozoários, fungos, plantas, insetos, animais). O seu papel nos organismos vivos é a 

capacidade de atuar como protetores nos mecanismos naturais de defesa, pois devido 

à sua carga positiva e propriedades anfipáticas, as suas estruturas tridimensionais 

favorecem as interações com as membranas bacterianas. As catelicidinas são pequenas 

moléculas armazenadas principalmente nos neutrófilos e macrófagos. Estes peptídeos 

possuem um amplo espetro de atividade contra bactérias, fungos e vírus. O papel das 

catelicidinas na proteção anti-infeciosa passa pela supressão da sua própria síntese, 

induzindo assim a sensibilidade do organismo a infeções. Muitos estudos demonstraram 

a importância da síntese de peptídeos de estruturas similares e derivados de 

catelicidinas no tratamento de infeções contra P. aeruginosa e S. aureus resistentes a 

antibióticos [37].  

As defensinas são peptídeos antimicrobianos catiónicos, semelhantes às 

catelicidinas. No entanto, o seu modo de ação consiste na lise direta dos microrganismos 

através de um aumento da permeabilidade da membrana celular, resultando numa 
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formação de ligações eletrostáticas entre os grupos de arginina da defensina e a 

membrana fosfolipídica. Uma baixa concentração de defensinas pode inibir a síntese de 

peptidoglicanos na parede celular da bactéria. Este tipo de peptídeos pode ainda ligar-

se a moléculas polianiónicas, como o DNA, após a sua penetração na célula bacteriana. 

As lactoferrinas pertencem à família das transferrinas e têm a capacidade de se ligar ao 

ferro, sendo esta a propriedade que lhes permite ser antibacterianas e antifúngicas. Esta 

glicoproteína pode ser encontrada no leite e no sistema imunitário inato (nas secreções 

lacrimais, salivares, nasais e genitais).  As maiores vantagens destes peptídeos 

antimicrobianos são: a sua ação rápida, o seu vasto espetro de atividade e o seu baixo 

nível para desencadear resistência [37]. 

Nesta dissertação vai ser avaliada a ação antimicrobiana de filmes finos de ZnO 

com e sem a imobilização de óleo de limão. 
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Capítulo 2 

 

Materiais e Métodos 

 

2.1. Materiais 

 

Nesta dissertação foi utilizado como alvo o óxido de zinco (Goodfellow de pureza 

99,99%) com 10 mm de diâmetro e 3 mm de espessura. A deposição foi efetuada em 

modo não reativo, utilizando penas como gás de descarga árgon com 99,9999% de 

pureza (Praxair) 

Em virtude das distintas técnicas de caracterização empregues, os filmes foram 

depositados sobre três substratos: (i) lâminas e lamelas de vidro; (ii) aço inoxidável 316L 

(AISI) e (iii) silício (Si). Estes substratos foram submetidos a um banho de ultrassons com 

etanol e, posteriormente, com acetona durante 15 minutos cada. Seguidamente foram 

secos sob corrente de ar quente e posteriormente colados ao porta-substratos com cola 

de prata. No caso em que os substratos foram lamelas de vidro (espessura de 1 mm e 

diâmetro de 10 mm) foi utilizado um porta-substratos especial (Figura 2.1) que permitiu 

que as lamelas estivessem seguras após terem sido coladas com fita-cola de cobre. 

 

 

Figura 2.1. Porta-substratos utilizado nas deposições das lamelas de 
vidro. 
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2.2. Pulverização Catódica 

 

A pulverização catódica é uma técnica para a produção de revestimentos em que 

se designa como alvo o material que se pretende depositar e como substrato, o material 

sobre o qual se pretende que o alvo seja depositado.  

Esta técnica ocorre numa atmosfera rarefeita quando se aplica uma diferença de 

potencial entre um cátodo (alvo) e um ânodo (substrato), estabelecendo-se assim entre 

ambos uma descarga elétrica (plasma). Deste modo, é possível acelerar os iões, 

provenientes da descarga do plasma, que se encontram no interior da câmara de 

deposição, orientando-os na direção do cátodo. As partículas que neste caso provieram 

da ionização do Árgon, usadas para o bombardeamento da amostra, possuem energia 

suficiente para ejetar os átomos da superfície do alvo, onde a maior parte destes são 

direcionados e depositados sobre o substrato [41]. 

As características dos filmes dependem das condições de deposição. Neste 

contexto, apenas será avaliado o impacto da densidade da potência fornecida ao alvo 

para cada conjunto de filmes diferentes. Para facilitar a identificação dos diversos tipos 

de filmes finos de ZnO recorreu-se a uma nomenclatura dependente do valor da 

densidade de potência (Ddep) à qual os filmes foram depositados de acordo com o 

sumariado na tabela 2.1. 

Após inserção na câmara de deposição foi efetuada uma limpeza por plasma ao 

alvo e substratos, que se encontravam separados por um anteparo amovível de modo a 

evitar contaminação cruzada. A limpeza foi efetuada a uma pressão de 0,7 Pa, com 

potência de 150 W tanto para o alvo como para os substratos, durante 5 minutos.  

 

Tabela 2.1. Condições de deposição para os filmes finos de ZnO. 

 Pincial (Pa) Tinicial (ºC) Pdep (Pa) tdep (s) Ddep (W.cm-2) 

Zn1 2,1 x 10-4 21 0,7 1200 191 

Zn2 2,7 x 10-4 21 0,7 1200 318 

Zn3 2,2 x 10-4 21 0,7 1200 446 
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2.3. Técnicas de Caracterização 

 

2.3.1. Espectroscopia de absorvância do UV-Visível 

 

A espectroscopia de absorvância do UV-Visível é uma técnica de caracterização 

frequentemente usado para o estudo de materiais em nanoescala que permite 

investigar as suas características, incluindo tamanho, propriedades óticas, forma, 

concentração, estado de agregação e até mesmo bioconjugação quando os perfis de 

absorção dos nanomateriais são distintos. Nesta técnica, uma amostra é colocada entre 

uma fonte de luz e um fotodetetor e a intensidade do feixe de luz é medido antes e 

depois de passar pela amostra. Posteriormente, a luz que é absorvida e refletida pela 

amostra é quantificada, comparando-a com a intensidade de luz refletida e absorvida 

por um material de referência [42][43][44]. 

A obtenção dos espectros foi feita com o espectrofotómetro Jasco V-530 sobre 

as lamelas de vidro revestidas. Dado que se trata de um espectrofetómetro com duplo 

feixe, no local de referência foi colocada uma lamela de vidro não revestida. 

 

2.3.2. Microscopia Eletrónica de Varrimento (SEM) 

 

A microscopia eletrónica de varrimento (SEM) é uma técnica analítica usada para 

estudar a morfologia de um material. Este método de caracterização fornece imagens 

extremamente detalhadas, aliadas a uma profundidade de campo que permite o estudo 

da amostra com a definição pretendida. No entanto, em algumas análises específicas ou 

para determinados tipos de materiais, há a necessidade de revestir a amostra 

impedindo a sua análise por outros métodos de caracterização [42][43][45][46]. 

 Ao contrário da microscopia ótica que usa fontes de luz e lentes de vidro para 

iluminar amostras e obter assim imagens ampliadas, o SEM usa feixes de eletrões 

acelerados e lentes eletrostáticas ou eletromagnéticas para gerar imagens de resolução 

muito maior, pois os eletrões possuem comprimentos de onda muito menores do que 

os fotões da luz visível. O feixe de eletrões de elevada energia incidente varre a 
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superfície da amostra e interage com a mesma para gerar sinais, refletindo a sua 

composição atómica e detalhes morfológicos da superfície (Figura 2.2.). Os eletrões 

incidentes causam emissões de dispersão elástica de eletrões (eletrões 

“backscattered”), dispersão inelástica de eletrões (eletrões secundários de baixa 

energia) e raios X característicos. Entre estas emissões, a deteção dos eletrões 

secundários é o modo mais comum em SEM, podendo alcançar uma resolução menor 

que 1 nm [43][45]. 

Neste estudo foi utlizado um equipamento do tipo FEG-SEM (FEG-Field Emission 

Gun) da marca JOEL e modelo XL30. Devido à natureza isolante dos materiais dos filmes 

finos, bem como das espécies biológicas, antes da observação as amostras foram 

revestidas, por pulverização catódica, com uma camada de 10 nm de espessura de Au-

Pd. 

 

Fonte de 
eletrões 

Ânodo 

Lentes do 
condensador 

Lentes 
objetivas 

Detetor de eletrões 
back-scattered 

Detetor de 
raios-X 

Amostra 

Detetor de eletrões 
secundários 

Amplificador 

Figura 2.2. Esquema de funcionamento de um microscópio eletrónico de varrimento 

(SEM) (Adaptado de [47]). 
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2.3.3. Microscópio de Força Atómica (AFM) 

 

A Microscopia de Força Atómica (AFM) permite a avaliação da topografia de 

superfícies à escala nanométrica e por poder ser aplicada a materiais não condutores, 

em meio húmido, seco, ou em vácuo, permitindo a análise de muitos e variados 

materiais. Como tal, o AFM é usado para investigar o tamanho, a forma, a rugosidade, 

bem como a sorção de outras espécies na superfície de um material 

[42][43][46][48][49]. 

Os diferentes modos de varrimento empregues nos estudos de AFM incluem o 

modo sem contato (também chamado de modo estático), modo de contato e modo de 

contato intermitente com a amostra (também chamado de modo dinâmico ou tapping 

mode). O AFM não requere qualquer modificação de superfície ou revestimento prévio, 

no entanto, exibe tempos de varrimento mais lentos do que qualquer microscópio 

eletrónico [42][43]. 

A imagem AFM efetua o varrimento da superfície linha por linha com uma ponta 

fina acoplada a um cantilever muito flexível e colocado em contato ou muito perto da 

amostra. Durante o varrimento, a força da interação entre a amostra e a ponta é 

mantida constante. Esta força resulta principalmente de forças eletrostáticas atrativas 

ou repulsivas de longo alcance, forças de van der Waals atraentes e forças interatómicas 

repulsivas. A ponta é geralmente feita de silício ou nitreto de silício, e o final da mesma 

tem um raio de curvatura de alguns nanómetros para detetar a deflexão do cantilever, 

causada pela interação da ponta com a amostra. A deflexão é detetada por fotodíodo 

de quatro quadrantes que utiliza o sinal para ajustar a força aplicada à amostra por meio 

de um sistema de feedback usando cerâmicos piezoelétricos que ajustam a altura da 

amostra. As forças são finalmente calculadas combinando as informações da variação 

do laser e a rigidez conhecida do cantilever e os deslocamentos verticais são 

posteriormente explorados para reconstruir a topografia da superfície da amostra 

(Figura 2.3.) [42][43][50]. 

O microscópio utilizado foi do modelo DiInnova da marca Veeco com uma ponta 

de nitreto de silício da marca Bruker, com frequência de ressonância, f0, de 150kHz e 
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constante de mola, k, entre 10 N.m-1 em modo de contacto intermitente. O tratamento 

de imagens e de dados foi efetuado no software Gwyddion. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3.4. Potencial Zeta 

 

O potencial zeta de um material é um indicador chave para a caracterização da 

estabilidade de diversas amostras, ao revelar informações sobre a carga elétrica efetiva 

na superfície das nanopartículas. A partir desta medição é possível ainda extrair 

informações acerca da concentração, distribuição, adsorção, ionização e exposição de 

uma amostra [42][45][52][53]. Quer se trate de suspensões coloidais ou de superfícies 

já conformadas, a determinação do potencial zeta dá informação sobre a carga da 

superfície, nomeadamente a distribuição de grupos químicos com tendência a dar 

origem a cargas positivas ou negativas. 

Numa solução iónica, a superfície de uma partícula carregada está firmemente 

ligada a iões carregados, formando uma fina camada líquida intitulada por camada de 

Stern, que é englobada por uma camada externa difusa que consiste em iões fracamente 

associados. Essas duas camadas formam a dupla camada elétrica e o potencial elétrico 

na superfície de corte é chamado de potencial zeta (ζ). Quando em valores no intervalo 

 
Computador 

 

Eletrónicos 

 

Fotodíodo  

Laser 

 

Amostra 
 

Cantilever 

 

Ponta 

Figura 2.3. Esquema simplificado do funcionamento de um microscópio 

de força atómica [51]. 
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de +30 a -30 mV e sobretudo em suspensões coloidais, normalmente indica partículas 

com condições de instabilidade, agregação, coagulação ou floculação. Muitos fatores 

podem influenciar o potencial zeta, incluindo pH, concentração e força iónica da 

solução, bem como a temperatura a que são efetuados os ensaios [43][48][52]. 

Os filmes foram analisados pelo equipamento SurPASS, da AntonPaar com uma 

célula de medição de aperto. O eletrólito utilizado nas medições foi uma solução com 

1mM de KCl com pH = 7,0. 

 

2.4. Testes Bacterianos 

 

Antes da realização dos testes, os filmes de ZnO foram colocados em placas 

mutiwells e lavados com 1mL de etanol a 70% para esterilizar quimicamente as 

superfícies. Em seguida, foi efetuada lavagem dos resíduos do álcool com 1 mL de água 

destilada e esterilizada. 

 

 

2.4.1. Avaliação do halo de inibição: filmes de ZnO 

                         

Para avaliar o possível efeito antibacteriano dos distintos filmes de ZnO, 

concebidos com diferentes valores de potência e depositados em silício, realizaram-se 

testes em meio sólido com três estirpes bacterianas pertencentes à coleção da cultura 

do Laboratório de Microbiologia da FCTUC (Faculdade de Ciências e Tecnologia da 

Universidade de Coimbra). Para a seleção das estirpes a usar nos testes antibacterianos, 

foram eleitas aquelas que usualmente são encontradas em ambiente hospitalar, sendo 

elas: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Estes ensaios 

foram executados em meio de cultura Lysogeny broth (LB) com 10g de triptona, 5g de 

extrato de levedura, 5g de cloreto de sódio e 15 gramas de agar em 1L de água 

desionizada e distribuído em caixas de Petri com cerca de 20 mL de meio em cada. 

Posteriormente, foram preparados 10 mL de três suspensões bacterianas, provenientes 

das três estirpes, com 0,5 unidades de turbidez na escala de McFarland, num meio com 

10 mL de cloreto de sódio a 0,85% (p/v). Deste modo, numa câmara de fluxo, em 
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ambiente estéril, e com uma alça de Drigalsky procedeu-se ao espalhamento 

homogéneo, no meio de cultura LB, de 100μL de cada suspensão bacteriana preparada 

(Figura 2.4.).  

 

 

Figura 2.4. Placas de Petri espalhadas com 100μL de cada uma das três suspensões 

bacterianas no meio de cultura LB. 

 

Os testes realizados com os diferentes filmes de ZnO ocorreram segundo duas 

condições diferentes para cada estirpe: uma normal em que as superfícies dos filmes 

foram colocadas diretamente no meio de cultura com as bactérias (Condição 1) e outra 

com uma precedente irradiação UV, com comprimento de onda de 254nm, dos filmes 

durante 15 minutos a uma altura de 13,8 cm (Condição 2). 

Nestas condições foram realizados dois ensaios independentes, em dois dias 

diferentes, com o propósito de demonstrar a reprodutibilidade dos ensaios e para obter 

resultados comparáveis. 

Estes testes foram efetuados em triplicados para cada uma das estirpes 

bacterianas selecionadas (Figura 2.5.). 
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Figura 2.5. Exemplo dos ensaios realizados em triplicados para cada uma das estirpes. 

 

 

2.4.2. Avaliação do halo de inibição: filmes de ZnO com 

óleo de limão 

 

Para a realização destes testes utilizou-se apenas um tipo de filmes de ZnO (Zn2) 

e meios de cultura LB e Reasoner's 2A agar (R2A) para comparar e verificar se o meio 

teria alguma influência na atividade antibacteriana dos filmes de ZnO. Na preparação do 

meio de R2A foi utilizado 1g de extrato de levedura, 1g de peptona, 1g de 

casaminoácidos, 1g de amido, 0,6g de piruvato, 0,6g de fosfato de potássio, 0,048 g de 

sulfato de magnésio e 30g de agár em 2L de água desionizada. O meio LB foi preparado 

da mesma forma que no teste anterior e posteriormente ambos foram distribuídos em 

caixas de Petri com cerca de 20mL de meio em cada. As bactérias selecionadas foram as 

mesmas e a preparação das suas suspensões e respetivo espalhamento nos meios de 

cultura foram efetuados da mesma forma. O material biológico antibacteriano escolhido 

para a realização destes testes foi o óleo de limão (produzido pela F.J. Campos).   
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Para ter um meio de comparação entre a atividade antibacteriana conjunta dos 

filmes com o material biológico e o seu efeito isolado na inibição do crescimento destes 

microrganismos, realizaram-se testes de controlo em triplicados. Também com o 

objetivo de comparar os resultados destes testes com os anteriores, as condições a que 

os filmes foram expostos mantiveram-se inalteradas. Nos testes de controlo, os filmes 

foram colocados diretamente no meio de cultura com as bactérias e o óleo de limão 

(2L) foi pipetado diretamente para um papel absorvente estéril e colocado em 

contacto com os microrganismos. Para cada estirpe realizaram-se três testes, sendo que 

dois deles foram realizados em meio de cultura LB e o restante em meio R2A.  

Numa fase posterior, procedeu-se à ligação dos filmes de ZnO com o material 

biológico numa placa multiwell com a parte ativa dos filmes virada para cima para 

permitir que a ligação ocorresse.  Neste contexto, nos poços das multiwells adicionou-

se 50µL de óleo de limão e 50 µL de uma solução tampão de acetato 0,1M pH=4 com 

carbodiimida (4mg/mL) (da Sigma-Aldrich), ficando a incubar a 4 oC num shaker durante 

24 horas.  

Para que os filmes de ZnO pudessem ser observadas em SEM após os testes com 

as bactérias, estes tiveram de passar previamente por um processo de lavagem, fixação 

química e desidratação com etanol. Todas estas etapas foram executadas em multiwells. 

Para o primeiro passo, as superfícies foram lavadas duas vezes com 1mL de cloreto de 

sódio a 0,85% num shaker a 50 rotações por minuto durante 10 minutos, com o objetivo 

de remover as células que não estariam devidamente aderidas à superfície. Na fixação, 

os filmes foram tratados com 1mL de uma solução de glutaraldeído a 2,5% num shaker 

a 50 rpm durante 15 minutos, de forma a garantir a conservação das estruturas celulares 

antes de se passar para o processo de desidratação. Nesta última etapa, removeu-se 

novamente o sobrenadante resultante do processo de fixação e posteriormente 

desidrataram-se as superfícies com 1mL de cada uma das soluções de etanol a 70%, 

80%, 90%, 95% e finalmente a 100% num shaker a 50 rpm e durante 15 minutos, 

removendo sempre o sobrenadante entre cada desidratação e repetindo o último passo 

com etanol a 100%. Todas as soluções para este último processo foram preparadas a 

partir de etanol absoluto. Por fim, as superfícies foram deixadas a secar, por evaporação 

do etanol, na câmara de fluxo laminar. 



 

29 
 

Capítulo 3 

 

Resultados e Discussão 

 

Esta dissertação tem como objetivo complementar os resultados de uma outra 

dissertação de mestrado efetuada há dois anos [41]. O tema era também a deposição 

de filmes finos de ZnO, pela mesma técnica, mas com tempos de deposição menores, o 

que deu origem a filmes com superfícies menos rugosas e mais niveladas.  

Algumas das propriedades/características são comuns aos filmes finos 

depositados nesta dissertação e na anterior, pois foi constatado que a espessura não 

afetava as características que se encontram a seguir discriminadas: 

- Estrutura: filmes finos nanocristalinos com elevada percentagem de 

amorfismo; 

- Química: filmes finos com Zn, O e C na sua composição; as análises por FTIR e 

XPS permitiram identificar as seguintes ligações e grupos químicos funcionais Zn-O, O-

H, C=O e –COOH. 

-Molhabilidade: todos os filmes finos de ZnO apresentavam ângulos de contacto 

estático com a água de cerca de 65 o. 

 

3.1. Espectroscopia de UV-Vis 

 

Dado que a aplicação final dos filmes finos de ZnO, desde que apresentem as 

propriedades antibacterianas desejadas, é o revestimento de superfícies de 

equipamentos não críticos em ambiente hospitalar, a caracterização foi iniciada pela 

avaliação da transparência dos revestimentos para comprimentos de onda na gama do 

UV-visível (Figura 3.1.). 
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A análise do espectro dos UV-VIS dos filmes de ZnO, depositados sobre lamelas 

de vidro, decorreu na faixa entre 350 a 1100 nm. Tal como seria expectável a Clique ou 

toque para introduzir uma data.transmitância é maior para os filmes finos menos 

espessos, se bem que a diferença só se torna mais significativa para os comprimentos 

de onda menores. Pela análise geral dos espetros é possível observar que para valores 

de comprimento de onda inferiores a 400 nm a transmitância decresce abruptamente, 

devido à absorção da luz visível e UV pelo vidro que serve de substrato. É ainda possível 

observar um decréscimo de transmitância na zona dos 700 nm, o qual corresponde a 

uma falha do equipamento [41][54][55]. 

De um modo geral pode afirmar-se que os filmes finos de ZnO possuem uma 

transparência ótica na região do visível que permite a sua utilização sobre superfícies 

transparentes, como, por exemplo, ecrãs de computador. 
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Figura 3.1. Espectros de UV-visível dos filmes finos de ZnO: Zn1 - azul; Zn2 - laranja; 
Zn3 - cinzento. 
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3.2. Morfologia e Topografia 

 

Os filmes finos podem ser constituídos por grãos (estrutura cristalina) que variam 

desde alguns nanómetros até vários micrómetros e a sua formação é descrita como um 

processo cinético de adsorção e difusão de átomos individuais. O processo tem o seu 

início pela nucleação das espécies que chegam ao substrato, seguida da coalescência e 

subsequentemente o aumento da espessura, pelo que todos os estados podem ser 

influenciados pelos parâmetros de deposição. A nucleação começa com a formação de 

ilhas tridimensionais concebidas a partir do crescimento e criação de núcleos que 

dependem das energias de interação dos átomos do substrato com os adátomos que aí 

chegam. O mecanismo mais comum para este passo, e que ocorre na maioria dos 

materiais metálicos, é o de Volmer-Weeber. O passo seguinte, denominado de processo 

de coalescência, consiste no crescimento das ilhas até ao ponto em que estas se tocam 

para formarem uma rede contínua. A transição de ilhas isoladas para uma rede contínua 

pode ser caracterizada por uma espessura de limiar de percolação [56]. 

As micrografias SEM dos filmes finos de ZnO estão apresentadas na Figura 3.2. e 

serão utilizadas para analisar as secções transversais e superficiais das amostras. Esta 

análise terá em conta o impacto da potência fornecida aos alvos na morfologia e 

topografia dos filmes finos, pois este foi o único parâmetro que diferenciou na 

deposição das diferentes superfícies. 
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a) d) 

b) e) 

c) f) 

Figura 3.2. Micrografias SEM dos filmes finos de ZnO da secção transverval (a, b, 

c) e superficial (d, e, f).  
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A partir das micrografias da secção transversal dos filmes finos é possível 

observar que quanto maior a densidade da potência mais espesso é o filme, 

apresentado valores médios de 283 nm, 567 nm e 750 nm para os filmes Zn1, Zn2 e Zn3, 

respetivamente. Tal resultado é expectável, pois quanto maior a densidade de potência, 

maior a densidade de espécies ejetadas e que vão contribuir, após deposição no 

substrato, para o aumento da espessura do filme fino.  

Uma vez que as micrografias transversais representam diferentes fases de 

crescimento dos filmes finos de ZnO é possível inferir que estes possuem uma 

morfologia colunar em forma de V, observando-se um aumento da largura das colunas 

com o aumento da espessura dos revestimentos, associado a uma maior densidade de 

potência fornecida ao alvo. Estes filmes finos apresentam uma estrutura típica do ZnO, 

sendo densos nas regiões inferiores e abrindo-se em colunas nas regiões superiores [57]. 

O mecanismo de formação da estrutura colunar em forma de V é atribuído ao 

crescimento competitivo devido a diferenças na energia superficial das faces cristalinas 

vizinhas na superfície livre dos filmes finos. Uma ilustração esquemática da morfologia 

do ZnO com espessura crescente é apresentada na Fig. 3.3. [57]. 

 

 

Figura 3.3. Ilustração esquemática da morfologia do ZnO com espessura 
crescente [57]. 
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Um estudo demonstrou que amostras com espessuras entre 50 a 100 nm 

apresentavam menor inibição bacteriana quando comparadas com superfícies mais 

espessas (200-600 nm) e que a razão para este acontecimento seria o aumento da área 

da superfície dos filmes, pois um maior comprimento das colunas levaria a uma maior 

difusão por parte dos iões Zn2+. Para valores superiores a 200 nm as superfícies 

apresentaram uma atividade antibacteriana semelhante, o que sugere que existe uma 

espessura máxima acima da qual a taxa de inibição bacteriana não é alterada de forma 

significativa. A partir deste estudo retirou-se ainda que as espessuras ideais para a 

obtenção de filmes finos de ZnO antibacterianos se encontrava entre 200 e 600 nm [57]. 

Visto que todos filmes finos depositados (Zn1, Zn2 e Zn3) possuem espessuras 

superiores a 200 nm é expetável que os resultados para os testes bacterianos sejam 

análogos. Contudo, como o Zn3 é o único filme que se encontra fora do intervalo ideal 

de espessura, então teoricamente, este seria o material menos indicado para servir de 

revestimento antibacteriano de superfícies.  

A área de superfície ativa depende de três fatores: comprimento da coluna, 

largura da coluna e percentagem de espaços vazios entre as colunas [57]. 

As micrografias superficiais evidenciam que quanto maior a densidade de 

potência aplicada ao alvo, mais angulares e rugosas serão as superfícies das amostras, 

consequência do crescimento referido anteriormente, aumentando assim a sua área de 

superfície e possibilitando uma maior interação com as bactérias.  

De modo a fundamentar o que foi acima discutido serão apresentado os modelos 

de zona de estrutura que têm sido amplamente utilizados para classificar a morfologia 

dos filmes finos. O modelo inicial foi proposto por Movchan e Demchishin (MD) e 

descreve a morfologia de filmes metálicos evaporados a partir de T/Tm, onde T é a 

temperatura do substrato e Tm a temperatura de fusão do material depositado, ambos 

em Kelvin. Posteriormente, Thornton acrescentou ao modelo inicial de MD a pressão de 

deposição como um parâmetro no modelo de zona da estrutura para descrever o efeito 

da mobilidade dos adátomos, induzidos pelo bombardeamento de partículas 

energéticas, no sistema de pulverização catódica [58].  

 

O diagrama de Thornton (Figura 3.5.) consiste em quatro zonas, cada uma com 

a sua própria estrutura característica [58]: 
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i) zona 1, e o filme resulta numa estrutura porosa com granulação fina.  

ii) zona de transição T, na qual a difusão superficial rege a morfologia dos 

filmes como na zona 2, contudo os filmes são lisos e densos, preservando 

ainda uma textura fibrosa, como na zona 1. 

iii) Na zona 2, a difusão superficial é o principal processo na evolução 

morfológica e o filme é composto por grãos colunares com maior largura.  

iv) Na zona 3, o filme resulta numa estrutura granular equiaxial irregular.  

 

 AA partir deste diagrama, é possível observar a morfologia superficial e 

transversal expetável para as superfícies em questão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.4. Diagrama de Thornton (Adaptado de [59]). 
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Os filmes foram depositados a uma pressão de deposição de 0,7 Pa, o que 

equivale a 7bar e a 10mTorr. Estes valores nas duas figuras (Fig. 3.4. e Fig. 3.5.) indicam 

que todas as superfícies se encontram dentro da Zona T, e que estão de acordo com a 

morfologia transversal observada nas micrografias SEM.  

A zona T é onde o regime de crescimento é mais influenciado pela difusão dos 

adátomos devido ao aumento da temperatura. Os filmes desta zona caracterizam-se por 

possuírem uma morfologia colunar em forma de V atribuído ao crescimento competitivo 

entre os aglomerados vizinhos (Figura 3.5.). Este tipo de superfícies apresentam zonas 

mais densas nas regiões inferiores e abrem-se em colunas nas regiões superiores, 

sustentando assim o que foi discutido nas micrografias SEM dos filmes finos [57] 

A quantificação dos parâmetros de rugosidade superficial foi analisada com 

maior precisão pela análise das superfícies por AFM. Estas imagens topográficas obtidas 

com esta técnica encontram-se apresentadas na Figura 3.6., tendo sido efetuados 

varrimento em duas áreas distintas: 2x2 µm2 e 5x5 µm2. 

 

Estudo da Rugosidade 

 

 As imagens tridimensionais de topografia em AFM, fornecem dados 

quantitativos, na nanoescala, sobre a rugosidade das superfícies dos filmes finos. Estes 

Figura 3.5. Modelo de zona de estrutura básica para filmes elementares (Adpatado 
de [60]). 
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dados podem ser pertinentes na discussão do impacto das condições de deposição nas 

superfícies das amostras.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.6. Imagens AFM topográficas dos filmes Zn1 (a), b)), Zn2 (c), d)) e Zn3 
(e), f)) com imagens de 2x2 µm2 do lado direito e de 5x5 µm2 do lado esquerdo. 

a) b) 

c) d) 

e) f) 

5 µm 

5 µm 

5 µm 

2 µm 
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Os parâmetros de rugosidade calculados no AFM incluem: 

 

Srms (Rugosidade superficial média quadrada) = √
1

𝑁
 ∑ 𝑧𝑖

2𝑁
𝑖=1  

Sa (Rugosidade superficial média) = 
1

𝑁
∑ 𝑧𝑖

𝑁
𝑖=1  

 

onde zi representa a altura num determinado pixel i e N é o número total de pixels na 

imagem. Para as equações, o símbolo S é utilizado em vez do R no caso da amostra ser 

uma superfície, o que acontece neste contexto [61]. 

As superfícies menos irregulares são caracterizadas por apresentarem valores de 

Srms e Sa análogos. Por outro lado, as superfícies mais irregulares apresentam valores de 

Srms mais elevados do que os de Sa. Tal é devido a um maior número de picos e vales, 

variando assim de uma forma mais drástica a altura nos diferentes pixels. A partir da 

relação Srms/Sa é ainda possível avaliar se existe uma distribuição Gaussiana, caso os 

valores estiverem entre 1,25 e 1,31, para as rugosidades das superfícies das amostras. 

Se o valor calculado, não estiver dentro deste intervalo é possível aplicar o conceito de 

Kurtosis (Sku - adimensional) e concluir que: 

 

i) Sku < 3, as superfícies são consideradas achatadas. 

ii) Sku = 3, as superfícies apresentam uma disposição completamente 

aleatória, entre picos e vales. 

iii) Sku > 3, as superfícies são consideradas pontiagudas. 

 

Por fim, foi ainda determinado sobre o plano médio, o valor para a simetria das 

variações, pelo modelo estatístico de skewness (Ssk - adimensional) [41]. 

Todos estes valores foram calculados automaticamente pelo software 

Gwyddion e encontram-se apresentados na tabela 3.1. 
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Tabela 3.1. Parâmetros de rugosidade. 

 

Como seria de esperar, pela observação das micrografias SEM superficiais dos 

filmes de ZnO, as superfícies mais rugosas são as que foram depositadas com uma 

densidade de potência mais elevada, nomeadamente as Zn3, seguidas pelas Zn2 e por 

fim pelas Zn1.  Pela análise ta tabela 3.1. é possível retirar que Rugosidade superficial 

média quadrática (Sms) e a rugosidade superficial média (Sa) é superior para os filmes 

finos Zn3.  

Todos os filmes exibem valores de Kurtosis muito inferiores a 3, sendo desta 

forma consideradas superfícies mais achatadas com irregularidades suaves, como tal 

não existem picos e vales com amplitudes, em relação à linha média, demasiado 

díspares. 

Em relação à análise de Skewness, todos os valores apresentados na tabela são 

positivos o que indica uma grande quantidade de número de picos. 

Por fim, a área de superfície está de acordo com o já esperado, pois o filme mais 

rugoso (Zn3) é aquele que apresenta um maior valor para este parâmetro, seguido 

respetivamente pelo Zn2 e pelo Zn1. 

 

3.3. Potencial Zeta 
 

Através da determinação do potencial zeta, foi possível obter valores para a 

carga da superfície dos filmes de ZnO quando estes se encontram em contacto com este 

eletrólito [41]. 

Sabendo que na superfície das bactérias Gram-negativas e das Gram-positivas 

existem grupos químicos funcionais, que podem ser básicos ou ácidos e que estes por 

sua vez estão intimamente ligados a fosfolípidos, lipossacarídeos ou peptidoglicanos, 

então é possível calcular o seu potencial zeta. Na generalidade, as bactérias que existem 

nos diferentes ecossistemas apresentam valores negativos de superfície para o 

 Sa (nm) Sms (nm) Skewness Kurtosis Área de superfície (µm2) 

Zn1 7,000 8,900 0,501 0,127 25,800 

Zn2 14,900 19,000 0,608 0,433 26,100 

Zn3 20,100 24,700 0,198 -0,279 26,800 
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potencial zeta. Por este motivo, e em princípio, os filmes que também apresentem 

cargas negativas na sua superfície, são teoricamente considerados os que terão uma 

melhor capacidade em não permitirem a adesão irreversível destes microrganismos, por 

repelirem as cargas existentes na superfície dos mesmos [41][62]. 

Os valores para o potencial zeta, avaliados para as superfícies dos filmes finos de 

ZnO, encontram-se representados na tabela 3.2. A partir destes dados podemos afirmar 

que o valor da carga superficial para todos os filmes é negativo, o que favorece e 

potencializa a ação antibacteriana dos mesmos, pela repulsão das bactérias cuja 

superfície apresenta carga negativa [41]. Contudo, é de salientar que os filmes do tipo 

Zn1 são os que apresentam um valor mais negativo e, por isso, teoricamente, seriam 

estes que iriam repelir os agentes patogénicos de forma mais eficaz, seguidos pelos 

filmes Zn3 e por fim pelos Zn2. No entanto, deve também ser considerado que Zn1 são 

os filmes com menor rugosidade superficial, o que, teoricamente, induz uma melhor 

adesão por parte dos microrganismos. 

 

Tabela 3.2. Valor do potencial zeta dos filmes de ZnO. 

 

 

 

 

 

Todas as caracterizações efetuadas, de per si, não são suficientes para concluir a 

potencial ação das superfícies contra as bactérias, pois todo este processo é muito 

complexo e depende de uma variedade muito grande de fatores. Por esta razão os testes 

realizados com os microrganismos para avaliar a ação antibacteriana destes filmes finos 

foram, numa primeira etapa, efetuados para todas as superfícies em estudo. 

 

 

 

 

 

 Potencial zeta (mV) σ (±) 

Zn1 -23,6 0,8 

Zn2 -14,7 2,3 

Zn3 -21,0 0,9 



 

41 
 

3.4. Testes Antibacterianos 

 

3.4.1. Ensaios com os filmes de ZnO  

 

Para determinar e analisar os halos de inibição das culturas bacterianas foi 

realizado um estudo qualitativo e quantitativo da atividade antibacteriana dos filmes, 

após inoculação em meio sólido com as estirpes de E. coli, S. aureus e P. aeruginosa. A 

atividade antibacteriana dos filmes contendo ZnO foi analisada para diferentes 

condições de deposição (Zn1, Zn2 e Zn3) para avaliar qual dos filmes teria uma maior 

inibição bacteriana, sendo esses posteriormente selecionados para novos ensaios de 

forma isolada e em conjunto com o óleo de limão. Como já foi mencionado 

anteriormente, os ensaios foram também realizados em duas condições de 

luminosidade diferentes (Condição 1 e Condição 2), para aferir se estas teriam algum 

impacto na atividade antibacteriana das superfícies de ZnO.  

A análise das placas de Petri inoculadas decorreu às 24 e 48 horas após o início 

da incubação das mesmas. Contudo, os resultados serão discutidos apenas para o tempo 

de incubação de 48 horas (Fig. 3.7), visto que na primeira análise apenas se verificou a 

existência ou não de contaminação em alguma das placas. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

42 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A partir da análise macroscópica das caixas de Petri não foi observado nenhum 

halo de inibição, em qualquer uma das estirpes e independentemente das condições de 

luminosidade e de deposição dos filmes. No entanto, existiu um pequeno halo de 

inibição, com cerca de 1mm, na placa de Petri inoculada com a S. aureus pelo filme do 

tipo Zn1, segundo a Condição 1. O facto de ter apenas existido um halo e na condição 

em que os filmes não foram irradiados, é contraditório ao que se pode encontrar na 

literatura, uma vez que a radiação ultravioleta, como já foi referido anteriormente, pode 

levar à produção de ROS capazes de penetrar as células, inibindo ou matando os 

microrganismos, aumentando assim a eficiência antibacteriana dos filmes.  

 

Figura 3.7. Placas inoculadas após 48 horas. 
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Para as caixas de Petri inoculadas com P. aeruginosa e E. coli não foi possível 

observar nenhum halo de inibição em nenhuma das condições, nem para nenhum dos 

diferentes filmes finos. Tal observação pode ser justificada pelo facto de que para inibir 

o crescimento de bactérias Gram-negativas (P. aeruginosa e E. coli) é necessária uma 

maior concentração de ZnO quando em comparação com as bactérias Gram-positivas 

(S. aureus) que, por sua vez, poderá estar relacionado à maior suscetibilidade das 

mesmas a este composto. Esta disparidade deve-se essencialmente às diferenças na 

constituição da parede celular que existem para estes dois grupos de bactérias, tal como 

referido e explicado no capítulo 1. Aparentemente, e considerando apenas este ensaio 

é possível concluir que a ligação das partículas de ZnO à membrana da parede celular 

das bactérias foi mais eficiente no caso da S. aureus [63][64]. 

Os resultados para estes testes acabaram por ser insatisfatórios pelas poucas 

conclusões que puderam ser retiradas a partir dos mesmos. É importante realçar que 

para este tipo de testes é crucial que a concentração de ROS seja suficiente para inibir o 

crescimento das bactérias e que estes sejam capazes de difundir pelo meio sólido. Só 

desta forma é que os halos de inibição podem ser eficientes e observados a olho nu. A 

partir daqui, podemos concluir que a concentração de ROS que alcançou as superfícies 

das estirpes não foi suficiente para obter halos de inibição satisfatórios. Isto aliado a 

Figura 3.8. Halo de inibição, para o filme Zn1 (B) na placa de Petri inoculada com S. aureus. 
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possíveis lapsos no decorrer dos ensaios ou até mesmo a contaminações das caixas de 

Petri impercetíveis a olho nu, pode ter contribuído para os resultados insatisfatórios 

apresentados [41]. 

Como, de uma forma geral, os halos de inibição para cada um dos diferentes 

tipos de filmes não foram muito díspares e tendo em conta que o Zn3 foi o único tipo 

de filme que se encontra fora do intervalo ideal de espessura (200 a 600 nm) e que uma 

maior densidade de potência origina superfícies mais angulares e rugosas, aumentando 

a área de superfície de contacto com as bactérias, procedeu-se à seleção do filme fino 

do tipo Zn2 para a realização dos ensaios com o óleo de limão. 

 

 

3.4.2. Ensaios com os filmes de ZnO com e sem óleo de 

limão 

 

Na realização destes ensaios, os testes de inibição foram executados para o óleo 

de limão, pipetado diretamente para um papel absorvente em contacto com a caixa de 

Petri inoculada com as bactérias, e para os filmes do tipo Zn2, cujo procedimento 

decorreu da mesma forma do que no ensaio anterior, mantendo-se também todas as 

condições. Estes materiais foram utilizados como teste de controlo na tentativa de 

comparar o efeito que teriam de forma isolada e conjunta. 

O óleo de limão foi o selecionado para estes ensaios dado que este material 

biológico é conhecido há muitos anos pelas suas propriedades antimicrobianas. Estas 

características são atribuídas essencialmente à presença de terpenos, terpenóides e 

compostos aromáticos, responsáveis por afetar as células de diversos agentes 

patogénicos através de uma grande variedade de mecanismos. Vários estudos 

confirmaram as propriedades antibacterianas do óleo essencial de limão que mostrou 

ser inibidor contra muitas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas [36][37][1][65]. 

Contudo nos ensaios realizados no presente trabalho, o óleo de limão não 

originou nenhum halo de inibição independentemente da estirpe, como pode ser 

observado pela figura 3.9. 
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Concentrações de óleo de limão insuficientes para desencadear a rutura da 

membrana celular das bactérias podem ser a justificação para a observação anterior. 

Como já foi mencionado anteriormente, a quantidade utilizada foi de 2L, pois era esta 

a concentração máxima que poderia ser usada para não fazer com que o óleo de limão 

transbordasse o papel absorvente. Ainda assim, este valor é muito reduzido o que pode 

explicar a ausência de halos para este material. 

Por outro lado, para este ensaio os halos de inibição para o Zn2 foram 

surpreendentemente positivos, sendo possível observá-los a olho nu para as duas 

condições de luminosidade e para as estirpes S. aureus e E. coli. Estes resultados devem-

se à libertação de espécies reativas, como o H2O2, OH-, O2 e Zn2+, pelo ZnO no meio de 

cultura, que desencadearam um efeito prejudicial na membrana celular das bactérias 

causando o vazamento de material genético, lipídios e proteínas das suas células, 

levando à morte celular [64][66]. 

 É importante realçar que a P. aeruginosa possui propriedades muito complexas, 

incluindo a sua parede celular, o que dificulta a inibição e o aparecimento de halos para 

este tipo de bactéria. Esta estirpe representa uma das maiores preocupações a nível 

hospitalar devido à sua multirresistência e por ser muito difícil de erradicar e, por isso 

os resultados obtidos para a mesma eram já esperados. 
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Figura 3.9. Halos de inibição para E. coli (a) e b)), S. aureus(c) e d)), e P. aeruginosa (e) 

e f)). 

a) b) 

c) d) 

e) f) 
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Na tabela 3.3. estão representados os valores para os halos de inibição dos filmes 

Zn2, em mm, para cada condição e estirpe, mas apenas para os resultados obtidos em 

meio de cultura LB, já que para o meio R2A não existiram halos de inibição total, apenas 

uma diminuição de densidade das bactérias para a S. aureus. A medição dos halos foi 

realizada desde o limite dos discos até à zona onde deixa de haver inibição bacteriana.  

 
Tabela 3.3. Valores dos halos de inibição para a S. aureus e E. coli para os filmes 

Zn2. 
 

 
  

Halos de inibição (mm) 
 

 

Estirpe 
 

Com irradiação 

UV 

 

Média ± σ 
 

Sem irradiação UV 
 

Média ± σ 

 

E.coli a) 
 

5,00  
5,00 ± 0,00 

 

0,00 
 

 

 

E.coli b) 
 

5,00 
 

3,50 1,80 ± 2,50 
 

 

S. aureus c) 
 

2,50  
2,25 ± 0,04 

 

2,00  
2,00 ± 0,00 

 

S. aureus d) 
 

2,00  
 

2,00 
 

 
 
Apesar da P. aeruginosa não ter apresentado nenhum halo visível em qualquer 

um dos controlos, foi possível observar uma cor verde mais fluorescente em redor dos 

filmes. 

A partir dos valores resumidos na tabela podemos inferir que os halos de inibição 

quando comparados com os da dissertação anterior são maiores, facto que poderá ser 

um indicativo de que os filmes selecionados para estes ensaios, pela sua diferente 

morfologia e estrutura, apresentam uma maior atividade antibacteriana, já que a sua 

textura mais irregular e angular contribuiu para fisicamente destruir a parede celular 

das bactérias e também por apresentarem uma maior área de contacto com os 

microrganismos [63].  

Os valores apresentados na tabela estão de acordo com os encontrados na 

literatura, pois os halos de inibição para a condição em que os filmes foram irradiados 

são superiores para todas as estirpes. Tal é consequência do ZnO ter absorvido a 

radiação ultravioleta de uma forma intensa, potenciando assim uma maior libertação 

de ROS que ajudou a interagir e destruir a estrutura das bactérias de uma maneira mais 

eficiente.  
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Analisando as duas condições de luminosidade podemos concluir que:  

 

i) Os halos de inibição dos filmes do tipo Zn2 irradiados foram maiores para 

a E.coli quando comparados com os halos observados para a S.aureus na mesma 

condição.  

ii) Para a condição sem irradiação na E. coli  o filme não apresentou qualquer 

tipo de halo, algo que pode estar relacionado com algum erro no decorrer do teste, 

podendo mesmo a superfície dopada com Zn2 não ter ficado em contacto direto com 

o meio de cultura, dada a dificuldade de perceber qual das faces do filme está 

depositada com o ZnO, pois estes são transparentes. 

iii)  A irradiação com UV para os filmes na estirpe de S. aureus, apesar de 

num dos casos ter sido superior, não diferenciou muito quando comparado com os 

filmes que não foram irradiados. 

 

 Com o objetivo de entender o comportamento das superfícies de ZnO 

perante as diferentes estirpes bacterianas recorreu-se ao SEM para analisar com melhor 

detalhe a capacidade inibitória das amostras. Como o propósito destes filmes é o 

revestimento de materiais em ambiente hospitalar é de extrema importância avaliar o 

que sucedeu nas superfícies dos mesmos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 a) b) 
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A partir das micrografias SEM (Figura 3.1.0.) é possível inferir que o principal 

mecanismo de inibição bacteriana destes filmes finos de ZnO foi a perda de integridade 

das membranas microbianas e o vazamento de conteúdo intracelular.  

Como a bactéria Gram-positiva (S. aureus) está presente em grupos de 

aglomerados, a sua área de superfície exposta ao ZnO aumenta, levando a uma maior 

taxa de mortalidade para estes agentes patogénicos. Por outro lado, para as bactérias 

Gram-negativas (E. coli e P. aeruginosa), foi observado um maior número de cavidades 

e enrugamentos nas superfícies das membranas (representado pela seta laranja na 

figura 3.10.). Embora, este enrugamento se tenha observado principalmente para a E. 

coli e P. aeruginosa, a perda de viabilidade destas em comparação com a S. aureus foi 

muito menor (facto assinalado pela seta vermelha na figura 3.10.). Com efeito, as 

P
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U
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Figura 3.10. Micrografias SEM das superfícies dos filmes do tipo Zn2 incubados em meio 
de cultura LB (a), c), e), g), i), k)) e em meio de cultura R2A (b), d), f), h), j), l)) com e sem 
irradiação UV (c),d),g),h),k), l)) e (a),b), e), f),i), j)), respetivamente. Para as estirpes de E. 

coli (a),b),c),d)), S. aureus (e),f),g),h)) e P. aeruginosa (i),j),k),l)). 
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bactérias Gram-negativas aparecem geralmente como células únicas ou emparelhadas 

diminuindo assim a sua área de contacto e levando a uma menor perda de viabilidade. 

Contundo, todas as estirpes sofreram danos totais ou parciais das membranas [67]. 

O dano nas membranas celulares, possivelmente irreversível, ocorreu somente 

após o contacto direto com os filmes de ZnO, sugerindo que a inibição bacteriana, deste 

material, é influenciada pelo grau de contacto entre as células dos microrganismos com 

as superfícies dos filmes, sendo que um contacto próximo entre ambos pode 

comprometer a integridade das membranas dos agentes patogénicos [67]. 

A diferença na perda de viabilidade entre as bactérias Gram-negativas e Gram-

positivas pode ser explicada pela tendência destas últimas em formar aglomerados 

celulares, mas também pela diferença na estrutura da parede de celular. A parte exposta 

da bactéria que reage de imediato com a superfície de ZnO é a camada da membrana 

externa para as bactérias Gram-negativas e a camada de peptidoglicanos para as 

bactérias Gram-positivas. Esta dissimilaridade, desempenha um papel fundamental na 

determinação do tipo de interações que ocorrem entre as bactérias e o ZnO, pois as 

bactérias Gram-positivas interagiram por ligações eletrostáticas ou de hidrogénio, além 

da perfuração física das membranas, enquanto que as Gram-negativas interagiram 

apenas por contacto físico direto. A espessa camada de peptidoglicanos das bactérias 

Gram-positivas e a presença de ácidos teicóicos, lipoides e aminoácidos, na superfície 

das mesmas pode ainda ter contribuído para a interação adicional com o ZnO. Por outro 

lado, a membrana externa das bactérias Gram-negativas forma uma camada protetora 

extra, essencial à sobrevivência deste tipo de bactérias, oferecendo proteção em 

ambientes hostis, inclusive na presença de antibióticos, sendo esta a razão pela qual 

estas bactérias são normalmente resistentes. É ainda de salientar que os resultados para 

a P. aeruginosa foram os mais insatisfatórios pois esta bactéria é capaz de sobreviver a 

uma ampla gama de ambientes, porque o seu genoma é relativamente grande em 

comparação com outras bactérias sequenciadas e esta codifica uma grande proporção 

de enzimas reguladoras importantes para o metabolismo, transporte e efluxo de 

compostos orgânicos. Esta capacidade de codificação aprimorada no genoma da P. 

aeruginosa traduz-se numa grande versatilidade metabólica e alta adaptabilidade às 

mudanças ambientais [67][68]. 
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Quanto aos resultados para as duas condições de luminosidade, teoricamente 

esperar-se-ia que os filmes irradiados com UV libertassem uma maior quantidade de 

radicais livres altamente reativos que danificariam de uma forma mais intensa a parede 

celular das bactérias, algo que apenas se verificou para o caso da S. aureus, onde é 

possível observar uma menor densidade de bactérias na condição em que os filmes 

foram irradiados, isto poderá dever-se essencialmente à diferença da estrutura das 

bactérias Gram-positivas que permitiu uma maior interação com os ROS [69]. 

Numa fase posterior, tentou proceder-se à ligação dos filmes finos do tipo Zn2 

com o óleo de limão, ficando estes a incubar durante 24 horas num shaker a uma 

temperatura de 4 oC. No entanto, foi observada a formação de um material tipo goma 

por parte do óleo de limão (figura 3.11.) o que impossibilitou a análise da ação conjunta 

deste material biológico com os filmes finos, pois estes últimos ficaram colados às placas 

multiwells inviabilizando este teste. Este acontecimento deveu-se, provavelmente, à 

polimerização do óleo de limão na presença de carbodiimida que deveria efetuar a 

ligação covalente entre o composto natural e a superfície do filme fino. 

 

Figura 3.11. Formação de um material tipo goma pelo óleo de limão aquando da 

ligação do mesmo com os filmes finos do tipo Zn2. 
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Conclusão 
 

Os resultados decorrentes do trabalho desenvolvido na presente dissertação 

permitiram retirar algumas seguintes conclusões, a saber: 

 

• As deposições dos filmes finos de ZnO, pela técnica de pulverização catódica, 

foram bem-sucedidas, demonstrando uma boa adesão do alvo aos 

diferentes substratos.  

 

• Os valores obtidos para o potencial Zeta, para todas as amostras, foram 

negativos, apontando desta forma para uma possível repleção entre estes e 

as bactérias que também apresentam um valor de carga superficial negativo. 

 

• A caracterização morfológica da secção transversal evidenciou que os filmes 

pertencem à Zona T e que a uma maior densidade de potência correspondia 

a superfícies mais angulares e rugosas, aumentando assim a sua área de 

contacto com as bactérias. 

 
 

Quanto à avaliação das propriedades antimicrobianas dos filmes finos de ZnO, 

em relação às estirpes de S. aureus, P. aeruginosa e E. coli, com incubação feita com e 

sem pré-irradiação de UV, e com e sem a presença de óleo de limão foi possível concluir 

que: 

 

• O óleo de limão, de per si, não gerou halos de inibição 

independentemente da estirpe bacteriana, resultados opostos aos da 

literatura.  

 

• Os halos de inibição foram significativos para os filmes finos do tipo Zn2, 

com e sem luz UV. 
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• Para a P. aeruginosa não foi observado nenhum halo em nenhuma das 

condições, resultado este que já era esperado devido à complexidade 

genómica deste agente patogénico.  

 

• Os filmes que foram irradiados apresentaram maiores halos de inibição 

tanto para a estirpe de S. aureus como para E. coli, estando de acordo 

com os resultados reportados na literatura. 

 

• Durante o procedimento de ligação covalente do óleo de limão com a 

superfície Zn2, ocorreu a polimerização do composto natural levando à 

formação de um material tipo goma, o que impossibilitou a análise 

antibacteriana conjunta destes materiais. 

 
Para trabalhos futuros e no seguimento desta dissertação, seria interessante 

analisar o resultado conjunto destes filmes finos de ZnO com diversos materiais 

biológicos antimicrobianos, de forma a avaliar a sua inibição bacteriana de forma isolada 

e, especialmente, em conjunto. 

Em suma, os resultados, particularmente no último ensaio, foram satisfatórios, 

revelando que estas superfícies podem ser muito úteis para o revestimento de inúmeros 

materiais, especialmente em unidades de saúde, no intuito de reduzir a transmissão e 

disseminação de agentes patogénicos. 
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