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摘    要
[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2]本研究以燃燒法製備赤銅鐵礦CuFeO2，使用包括掃描式電子顯微鏡(scanning electron microscope, SEM)、x光繞射儀(x-ray diffractometer, XRD)、x光能量散佈光譜儀(energy dispersive spectrometer, EDS)、x光光電子能譜儀(x-ray photoelectron spectrometer, XPS)、功能性穿透式電子顯微鏡(transmission electron microscope, TEM)，探討粉末結晶構造、表面形貌與成份含量等，同時以平板培養法探討其可見光下的大腸桿菌抗菌特性。SEM觀察到該粉末表面呈現蓬鬆多孔似珊瑚結構，XRD可確認當甘胺酸/硝酸鹽比(GN)為1.7時，會有較高純度的CuFeO2相，TEM分析晶粒平均尺寸約為100 nm，EDS分析得知Cu、Fe之原子比約為1:1，XPS也確認銅之氧化態同時有+1與+2。大腸桿菌抗菌試驗結果顯示，燃燒法CuFeO2粉末之最小抑菌濃度(minimum inhibitory concentration, MIC)落在6000 ppm~6750 ppm之間，當濃度達6750 ppm在四小時就已有殺菌效果(<1 CFU/ml)，即所謂最低殺菌濃度(minimum bactericidal concentration, MBC)，然而在白光照射下，可縮減至兩小時就有殺菌效果。推測該CuFeO2材料會受可見光激發可產生殺菌物質或造成局部加熱，加速CuFeO2粉末之殺菌速率。
關鍵字：燃燒法、奈米粉末、赤銅鐵礦、抗菌、大腸桿菌

(1) 
一、 前言 
[bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK4][bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK6]因許多病毒及細菌的傳播，引起嚴重的健康問題，許多團隊研究正開發具有良好抗菌和抗病毒的新材料[1].。目前抗菌方法可分為運用半導體奈米TiO2光觸媒、奈米有機、奈米無機，而無機材料被認為優於有機材料，是由於有化學穩定、安全性、耐熱性、耐久性等優點，因此具有抑制細菌功能的銀、銅、鋅受到極大關注[2]。由於CuAlO2為良好的P 型透明導電氧化物，使赤銅鐵礦(Delafossite)近幾年來被熱烈討論[3]。CuFeO2屬於赤銅鐵礦P型寬能隙氧化物半導體，其導電性和光學透明性可結合成為透明導電氧化物。赤銅鐵礦CuFeO2在結構可被描述為FeO6八面體，以邊緣相連接成FeO2層，沿著C軸方向堆疊成菱方晶，一價銅則會線性連接上下層FeO2層，而組成具有層狀結構CuFeO2[4]。
[bookmark: OLE_LINK7][bookmark: OLE_LINK8][bookmark: OLE_LINK9]近幾年天然石油價格大幅增加，使再生能源深受矚目，Fujishima 和Honda等人發表二氧化鈦在紫外光環境下，可將水分解成氧氣及氫氣[5]，具有還原能力的光觸媒材料因而備受關注，已有很多團隊投入光觸媒去汙染之研究，如水質淨化、除臭與抗菌等應用。本實驗主要進行CuFeO2粉末之抗菌效果測試，評估粉末的最低殺菌濃度(minimum bactericidal concentration, MBC)、最低抑菌濃度(minimum inhibitory concentration, MIC)，以及探討CuFeO2材料在未照光與照光下的抗菌機制。

二、實驗方法 
2.1 CuFeO2 粉末合成
本研究以燃燒合成法(combustion)製備CuFeO2粉末，首先將硝酸銅[Cu(NO3)2·3H2O]、硝酸鐵[Fe(NO3)3·9H2O]、甘胺酸(glycine)作為起始劑，以固定1:1莫耳比的硝酸銅與硝酸鐵，以不同莫耳比的甘胺酸與硝酸鹽類互溶，於80 ℃攪拌2小時後得到前驅溶液。上述前驅溶液與燃料充分溶解後，放置烘箱去除水分成為前驅材料。為了防止燃燒過程中粉末飛濺，將裝有前驅材料的燒杯蓋上細篩網，並於磁石加熱攪拌器上加熱至200 ℃，使前驅材料發生自發性燃燒，形成CuFeO2奈米粉末[6]。

2.2 抗菌試驗:
燃燒法合成CuFeO2抗菌材料後，將以不同抗菌濃度進行抗菌測試，首先秤量各種CuFeO2之粉末克數，加至30 ml液態培養基(nutrient both, NB)，製成不同濃度粉末，同時加入0.4 ml(~105 CFU/ml)大腸桿菌液後，再放入震盪培養箱(110 rpm/35 oC)，經24 h培養後，分別取出1 ml菌液，以磷酸緩衝溶液進行10倍序列稀釋培養，同時取1ml菌液至平板培養基(nutrient agar, NA)，以35 oC二重複培養24 h，即可計算平均菌數。

2.3 分析儀器:
[bookmark: _GoBack]CuFeO2粉末使用x光繞射儀(x-ray diffractometer, XRD, Bruker D8A25)鑑定材料結構，以銅靶(λ=1.5418 Å)作為x光源靶材。粉末表面形貌以掃描式電子顯微鏡(scanning electron microscope, SEM, JEOL JSM-7800F)進行觀察，並利用x光能量散佈光譜儀(energy dispersive spectrometer, EDS, Bruker QX400)進行材料元素分析。另功能性穿透式電子顯微鏡(transmission electron microscope, TEM, JEOL JEM-1400)分析晶體形狀及尺寸，x光光電子能譜儀 (x-ray photoelectron spectrometer, XPS, PHI-5000 )分析表面組織型態及化學結構，高解析感應耦合電漿質譜儀(inductively coupled plasma mass spectrometry, ICP-MS, Thermo-Element XR)定量分析NB中的元素含量。	Comment by Yung-Tang Nien:                                                                                                                                        確 是使這台? 虎科大還是哪一間貴                                                                                    儀?

三、實驗結果與討論
3.1 微結構分析:
實驗主要了解燃燒法製備粉末尺寸與表面形態對於大腸桿菌(E. coli)的抗菌效果，首先會以矽粉(JCPDS 27-1402)進行繞射波峰位置校正，再確認合成粉末之晶體結構，是否為赤銅鐵礦Delafossite(JCPDS 75-2146)及菱方晶結構(rhombohedral)。本實驗是利用不同莫耳比例的甘胺酸與硝酸鹽進行燃燒，GN比(glycine/nitrate ratio) 有1.17、1.4、1.6、1.7、1.8、1.9、3.4，如Fig. 1所示，顯示出GN比小於1.6時，會有CuO、Fe2O3繞射峰產生，表示仍有Cu2+未被還原成Cu+。隨著GN比增加，CuO相隨之消失且CuFeO2相隨之增加，而GN比在1.7時，Cu2+幾乎都還原成Cu1+，可得到高純度赤銅鐵礦CuFeO2。當GN大於1.8，會使還原氣氛太強而被還原成Cu0， 因此從上述XRD分析得知，燃料比會影響Cu離子價數。
[image: ]
Fig. 1 XRD patterns of CuFeO2 prepared by combustion with various glycine/nitrate ratios (G/N:1.17-3.4).

[bookmark: OLE_LINK10][bookmark: OLE_LINK11]Fig. 2為燃燒法合成CuFeO2粉末的表面形貌，可發現以燃燒法所製備的粉末表面，具多孔洞蓬鬆似珊瑚狀結，當GN比<1.4，表面因甘胺酸燃料不足，能量不夠足與將前驅材料使轉換成CuFeO2的相，導致粉末表面結構並未有炸開的多氣孔蓬鬆結構。當GN比介於1.4 ~ 1.9，其表面形貌維持多孔結構，但GN比增加至3.4時，表面氣孔則大幅減少，且顆粒開始有團聚現象產生，推測是因高溫劇烈反應，造成顆粒快速成長，使晶體表面形貌改變。
[image: ]
Fig. 2 SEM images of of CuFeO2 prepared by combustion with various glycine/nitrate ratios (1.17-3.4): (a)1.17, (b)1.4, (c)1.6, (d)1.7, (e)1.8, (f)1.9, (g)3.4.  Control sample (h) by solid state reaction is also shown.
為了確認合成化合物之原子數比是否符合CuFeO2化學計量，本實驗以GN 1.7製備的樣品進行EDS分析，如圖Fig. 3定性元素分析，發現包含Cu、Fe、O、C，半定量分析結果顯示Cu:Fe接近1:1。
[image: ]
Fig. 3 EDS spectrum of CuFeO2 powders prepared by combustion with a glycine/nitrate ratio of 1.7.
[bookmark: OLE_LINK12][bookmark: OLE_LINK13]已從SEM圖得知燃燒合成法CuFeO2粉末表面是蓬鬆似珊瑚的結構，進一步利用穿透式顯微鏡進行粉末或晶粒尺寸分佈。由Fig. 4可得知燃燒合成(GN 1.7)的粉末由許多小晶粒所組成，並可計算出CuFeO2晶粒之平均尺寸約為100 nm，表示燃燒合成法是可製備奈米尺寸的CuFeO2粉末。
[image: ]
Fig. 4 TEM image of CuFeO2 powders prepared by combustion with a glycine/nitrate ratio of 1.7.

Fig. 5為赤銅鐵礦CuFeO2 GN1.7之XPS圖譜，(a)至(e)分別C、Cu、Fe、O、survey之圖譜，圖(a)以空氣中的吸附碳1s (284.8 eV)作為其它元素的校正，圖(b)可發現燃燒法在943.4 eV有衛星峰存在，且在931.8 eV會夾帶微弱的934 eV訊號峰，代表具有Cu+、Cu2+，表示奈米粉末易氧化或初始材料硝酸銅未完全還原。圖(c)由Fe2O3在2p3/2軌域的電子束縛能為712.2 eV，可推測Fe為+3價。圖(d) 除O金屬鍵在529.2 eV，在表531.6 eV表示有氫氧化合物或有機金屬物在燃燒法樣品表面[7]。從圖(e)可發現燃燒法的氧相對於金屬(Cu、Fe)的含量高。
[image: ]
Fig. 5 XPS spectra of CuFeO2 powders prepared by combustion with a glycine/nitrate ratio of 1.7: (a)C, (b)Cu, (c)Fe, (d)O and (e)survey

3.2 抗菌性質分析:
本研究選擇大腸桿菌(E. coli)進行抗菌性能檢測，以不同濃度CuFeO2燃燒法粉末評估其最低殺菌濃度(MBC)及最低抑菌濃度(MIC)，首先定義MBC為細菌在有菌環境下反應24小時後，經由平板培養之菌數(CFU)<1稱之，MIC為細菌經24小時，由平板培養之細菌數與植菌數相近稱之。
Fig. 6為燃燒法CuFeO2粉末不同濃度下之大腸桿菌成長情況，可發現0 ppm未加抗菌粉末的對照組，經反應24 h後，菌數由植菌濃度103 CFU/ml成長至109 CFU/ml。當隨著粉末濃度增加，大腸桿菌有下降趨勢，當濃度在6000 ppm經培養24 h後，菌濃度與值菌數相近，表示此濃度為該粉末之MIC。當濃度增加至6750 ppm經培養24 h後，菌濃度已下降至<1 CFU/ml，表示該濃度已達MBC，具有良好抗菌效果。
[image: ]
Fig. 6 E. coli concentration as inoculation with various CuFeO2 powders after 24 h.
以MBC 6750 ppm 進行抗菌速率分析，時間間隔為0.5 h至24 h，從Fig. 7可發現，培養時間在2 h，菌濃度約在103 CFU/ml，抗菌時間在4 h時，菌濃度已<1 CFU/ml，代表燃燒合成法粉末在4 h即有抗菌效果。而抗菌性能推測主要是化合物中的Cu離子溶出，以ICP分析粉末溶出的金屬濃度，抗菌測試在4 h時，Cu濃度約210.92 ppm，顯示在4小時粉末會大量釋出銅，而造成殺菌效果，且有文獻指出Cu+1抗菌優於Cu+2[8]。同時比較抗菌24小時，燃燒合成法與固態反應法在6750 ppm之溶出離子量，可發現固態反應法之銅離子遠小於燃燒合成法，如Fig. 7 內插圖未照光，推測因固態反應法粉末為微米級，其比表面積相對小於燃燒合成法之奈米粉末(Fig. 2h)，故其銅溶出量較低而無法引起殺菌。
以白光激發CuFeO2，得知燃燒合成法粉末在照光條件下，可在兩小時即有殺菌效果(< 1 CFU/ml)。進一步分析粉末之溶出離子量，發現照光兩小時銅與鐵離子分別為128.83 ppm 與0.045 ppm，與未照光之離子釋出量並無太大差異(Cu:130.520 ppm、Fe:0.065 ppm)。除了銅溶出會造成細菌無法生成代謝之外，推測另一種抗菌機制為粉末受白光激發形成光觸媒效應，即材料經吸收能量將電子從價電帶躍遷至導電帶，而價電帶電子所留下來的位置形成極高氧化能力電洞，並而形成氫氧自由基，自由基易搶走細菌中的電子，而造成失去鍵結能力導致死亡[9]。
[image: ]
Fig. 7 E. coli, Cu and Fe concentrations as functions of culturing time.
四、結論
本實驗成功以燃燒合成製備出赤銅鐵礦CuFeO2奈米粉末，由XRD顯示甘胺酸與硝酸鹽類莫耳比(G/N)在1.7時，可得到較純的CuFeO2粉末。SEM觀察出粉體表面皆為多孔蓬鬆似珊瑚礁結構，EDS可說明銅與鐵莫耳比接近1:1，TEM得知CuFeO2晶粒平均尺寸約為100 nm。XPS證明Cu的價數為+1價或+2價，Fe的價數為+3價。抗菌結果顯示出在6750 ppm菌濃度<1 CFU/ml，已有良好抗菌效果，且抗菌速率分析照光則可將殺菌時間降至在2小時。
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Enhanced Antibacterial Properties of Combusted CuFeO2 Nanopowders by Visible Light Irradiation
Yu-Zhi Chen, *Yung-Tang Nien
Department of Materials Science and Engineering, National Formosa University

Abstract
This study is focused on the microstructure and antibacterial properties of delafossite CuFeO2 nanopowders, prepared by a glycine combustion method. The nanopowders were examined by scanning electron microscope (SEM), x-ray diffractometer (XRD), x-ray energy dispersive spectrometer (EDS), x-ray photoelectron spectrometer (XPS) and transmission electron microscope (TEM) for studying their crystal structure, surface morphology and composition. SEM images presented that CuFeO2 exhibited open tiny pores with coral-like morphology. XRD results indicated that CuFeO2 combusted at a glycine/nitrate ratio (GN) of 1.7 crystallized well with less impurities. TEM image confirmed the nanometer scale of CuFeO2 powders (~100 nm). EDS analysis showed the compositions of Cu, Fe and O were consistent with the stoichiometry of delafossite in a molar ratio of 1:1:2. XPS analysis showed that the oxidation states of copper were mainly +1 with fewer +2, agreeing with the XRD results. Antibacterial tests of CuFeO2 nanopowders against E. coli showed that the minimum inhibitory concentration (MIC) was in the range of 6000 ppm to 6750 ppm, further killing the bacteria to <1 CFU/ml in 4 h as increasing to 6750 ppm, namely minimum bactericidal concentration (MBC). Moreover, under the irradiation of visible light (1800 lux), the above bactericidal effect at the same concentration (6750 ppm) can be enhanced to less than 2 h. CuFeO2 nanopowders were supposed to release some reactive oxygen species or induce local heating, therefore, to speed up the sterilization rate in the visible light condition.
Keywords: combustion, nanopowder, delafossite, antibacterial, E. coli
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