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Resumo
As análises qualitativas e quantitativas das perdas de nitrogênio provenientes dos fertilizan-

tes aplicados em um sistema é uma potencial ferramenta para a melhoria das práticas de manejo,

uma vez que um dos pontos chave do estabelecimento de uma cultura em um determinado local

é operar com o mínimo de perdas e a máxima utilização dos nutrientes disponibilizados, que por

sua vez representam um grande custo nessa produção. Uma maneira de melhorar a eficiência

da ureia na nutrição das plantas é associá-la a compostos que permitam manter por mais tempo

o nitrogênio no solo e ofereçam maior tempo de liberação deste elemento. Nesse contexto, um

material de destaque que pode ser associado a ureia é o alginato, um polímero biodegradável.

A espectroscopia fotoacústica é uma técnica amplamente reconhecida, difundida e estabelecida

quanto a sua capacidade de medir gases em partes por milhão (ppm), partes por bilhão (ppb) e

até parte por trilhão (ppt), utilizando fontes laser com base em semicondutores e operando na

faixa de infravermelho próximo. Essa técnica é baseada na geração e detecção de uma onda

acústica no interior de um ressonador, a partir da incidência e absorção de radiação modulada

e num comprimento de onda correspondente a uma linha de absorção da molécula de interesse.

Nas últimas décadas, vários sensores foram desenvolvidos e aplicados aos mais diversos cam-

pos da ciência, tendo aplicações médicas, industriais, e claro, no campo da pesquisa científica.

Propôs-se por meio desse trabalho, montar um espectrômetro fotoacústico utilizando um laser

semicondutor do tipo distributed feedback (DFB) que opera na faixa do infravermelho aco-

plado a uma célula fotoacústica compacta, para a aplicação na detecção de amônia. O sistema

foi montado e otimizado, sendo seu o limite de deteção determinado como 300 ppb.

Amostras de ureia pura e ureia incorporada ao alginato foram preparadas e as suas emissões de

amônia foram medidas por meio do espectrômetro. Os resultados para as amostras investigadas

mostraram que a incorporação da ureia a matriz polimérica reduziram em mais de 90% a taxa

de emissão de amônia desse material, quando comparados ao resultado da ureia pura.



Abstract
Qualitative and quantitative analyzes of nitrogen losses from fertilizers applied in a system is

a potential tool for improving management practices, since one of the key points of establishing

a crop in a given location is to operate with a minimum of losses and the maximum utilization

of the available nutrients, which in turn represent a great cost in this production. One way to

improve the efficiency of urea in plant nutrition is to associate it with compounds that allow the

nitrogen to be maintained in the soil longer and offer a longer release time for this element. In

this context, a topical material which may be associated with urea is alginate, a biodegradable

polymer. Photoacoustic spectroscopy is a widely recognized, widespread and established tech-

nique for measuring gases in parts per million (ppm), parts per billion (ppb) and even part per

trillion (ppt), using semiconductor based laser sources and operating in the near infrared range.

This technique is based on the generation and detection of an acoustic wave within a resonator,

from the incidence and absorption of modulated radiation and at a wavelength corresponding

to an absorption line of the molecule of interest. In the last decades, several sensors have been

developed and applied to the most diverse fields of science, having medical applications, indus-

trial, and of course, in the field of scientific research. It was proposed to mount a photoacoustic

spectrometer using a distributed feedback type (DFB) semiconductor laser that operates in the

infrared range coupled to a compact photoacoustic cell, for the application in the detection of

ammonia. The system was assembled and optimized, its detection limit being determined as

300 ppb.

Samples of pure urea and urea incorporated into the alginate were prepared and their ammo-

nia emissions were measured by means of the spectrometer. The results for the investigated

samples showed that the incorporation of urea into the polymer matrix reduced the ammonia

emission rate of this material by more than 90% when compared to the pure urea result.
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1 INTRODUÇÃO

O nitrogênio é um elemento essencial na nutrição das plantas, sendo um importante cons-

tituinte dos aminoácidos, ácidos nucleicos e da clorofila, componentes essenciais da estrutura

e manutenção de todas as suas atividades. Seu ciclo corresponde a um dos ciclos de nutrientes

mais importantes da natureza, uma vez que o nitrogênio é um elemento que atua diretamente

na dinâmica de funcionamento de muitos ecossistemas terrestres e marinhos [1]. Com isso,

esse elemento torna-se um dos elementos mais absorvidos, uma vez que muitas das principais

reações bioquímicas que ocorrem no interior dessas plantas envolvem a sua presença, sendo

cerca de 1/4 do gasto energético da planta relacionado com a absorção do nitrogênio nas formas

minerais: NH+
4 (íon amônio) ou NO−3 (nitrato) [2, 3].

A maior parte do nitrogênio do planeta encontra-se na litosfera (1,6 . 1011 Tg) como cons-

tituinte das rochas ígneas da crosta, do manto e do núcleo terrestre, enquanto que a atmosfera

pode ser considerada um grande reservatório desse elemento pelo fato dele constituir 78% da

sua composição gasosa, o que quantitativamente corresponde a cerca de 3,9 . 109 Tg. Na hidros-

fera o nitrogênio aparece essencialmente na forma de N2, em especial nos oceanos corresponde

a 2,3 . 107 Tg, ou seja, 95% do total. O restante de nitrogênio da hidrosfera está distribuído

na forma de íon amônio (NH+
4 ), nitrato (NO−3 ) e nitrito (NO−2 ). O último e mais importante

reservatório é o solo, onde o nitrogênio encontra-se na forma de matéria orgânica e NH+
4 . Esta

reserva corresponde a apenas 2,4 . 105 Tg [2, 4–6] que é um valor pequeno comparado aos

demais reservatórios. Apesar do nitrogênio constituir uma grande porção da atmosfera e estar

presente no solo, há escassez desse elemento como nutriente disponível para as plantas [2, 7].

Com relação ao N2 atmosférico, a impossibilidade das plantas assimilarem esse nitrogênio é

devido a grande estabilidade da molécula, que diferente de outras moléculas tais como CO

(monóxido de carbono), NO (monóxido de nitrogênio) ou O2 (dioxigênio), praticamente não é

passível a reações químicas em condições naturais, uma vez que devido a ligação tripla entre os

átomos de N, a sua energia de dissociação é alta, aproximadamente 225 kcal [2, 4, 5, 8]. Já com

relação ao nitrogênio presente nos solos, o mesmo encontra-se imobilizado na matéria orgânica,

estando assim não disponível para assimilação imediata pelas plantas e dependendo da ação de

microrganismos, que por sua vez dependem de uma série de fatores e condições para que a sua

atividade sobre esse material seja realizada [2, 3, 9].

O ciclo do nitrogênio é controlado por fatores físicos, químicos e biológicos, sendo afetado

por condições climáticas que são difíceis de serem previstas ou controladas [2, 3, 6, 7, 9]. Em
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se tratando de solos, devido ao alto grau de heterogeneidade entre os diferentes ambientes ou

mesmo dentro de um próprio ambiente em específico no que diz respeito a dinâmica de nutrien-

tes e composição, o ciclo do nitrogênio no sistema solo-planta é considerado muito complexo

[2, 3, 8].

Neste sistema, o nitrogênio pode ingressar nesse sistema por fixação biológica1 ou aduba-

ções, ao mesmo tempo que em contrapartida, pode sair por meio de mecanismos de perdas que

incluem a volatilização e a lixiviação [2, 10–12]. Dentre esses processos de entrada do nitrogê-

nio no sistema solo-planta, o mais importante a ser considerado é o da fixação biológica, pois

a maior parte do nitrogênio disponível nos solos para a nutrição das plantas é obtida por meio

desse processo [2, 3, 7, 13–15]. No entanto, quando necessário devido a problemas e deficiên-

cias relacionadas com a fixação biológica, o nitrogênio é empregado em grandes quantidades

na forma de fertilizantes nitrogenados na agricultura, onde para a maior parte das culturas, re-

presenta o nutriente mais caro [2, 3]. Porém quando o fertilizante é utilizado em quantidades

excessivas ou condições desfavoráveis, o nitrogênio fornecido é perdido ao ser transferido para

outros ecossistemas, tornando-se então um poluente [9].

A agricultura é uma atividade de grande impacto ambiental que consome uma grande quan-

tidade de água, polui fontes subterrâneas, libera amônia (NH3) e gases de efeito estufa (óxido

nítrico (NO), óxido nitroso (N2O)) para a atmosfera. A principal fonte desses gases poluentes

na agricultura é o fertilizante nitrogenado que tem, na maioria dos casos, a ureia ((NH2)2CO) na

sua composição. A ureia, que se destaca por apresentar alto teor de nitrogênio (46%), é produ-

zida em larga escala mundial, sendo mais de 90% de sua produção utilizada como fertilizante.

Entretanto, o consumo efetivo da ureia pela planta é afetado pela perda de nitrogênio (N) devido

à volatilização de amônia (NH3), podendo atingir valores extremos de até 78% do N aplicado

[2, 16]. Com isso, é plausível considerar que, para reduzir tais perdas de nitrogênio, melhores

práticas de manejo e novas formulações de fertilizantes são necessárias.

Uma maneira de melhorar a eficiência da ureia na nutrição das plantas é associá-la a com-

postos que permitam manter por mais tempo o nitrogênio no solo e ofereçam maior tempo de

liberação do NH+
4 para o solo [17], garantindo vantagens econômicas, relacionadas à otimização

do uso de fertilizante e com a redução da quantidade necessária de fertilizante em plantações

e ambientais, uma vez que esses materiais podem reduzir a quantidade de amônia volatilizada

para a atmosfera, quando oferece o nutriente de forma gradual a medida em que a planta o ab-

1A fixação biológica do nitrogênio (FBN) é um processo que transforma o N2 para outras formas reativas em
sistemas biológicos. Será melhor explicada na seção 3.1.1.
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sorve. Nesse contexto, um material de destaque que pode ser associado a ureia é o polímero

biodegradável. Os polímeros biodegradáveis são materiais que sofrem degradação pela ação

biológica de microrganismos [18], sendo a biodegradação um processo de ocorrência natural

no qual produtos orgânicos são convertidos em compostos mais simples, que por sua vez são

redistribuídos no ambiente [19, 20]. A escolha desse tipo de polímero é estratégica, uma vez

que quando comparados com os polímeros sintéticos, os polímeros biodegradáveis oferecem a

vantagem de não terem que ser removidos do solo depois de serem usados [21], ou seja, não só

não geram resíduos que elevam o custo da produção, como também evitam possíveis problemas

relacionados com a poluição ambiental.

Com isso, o monitoramento das perdas de nitrogênio por volatilização da amônia é neces-

sário para se estimar a eficiência de novos materiais no processo de retenção do nutriente, uma

vez que diferentes matrizes podem oferecer diferentes formas de passagem ou retenção desse

gás.

O desenvolvimento de tecnologias visando monitorar a emissão de gases em diversos níveis

de traço (parte por bilhão, partes por milhão, partes por trilhão) é de grande destaque no cenário

científico e, dentre as técnicas que podem ser utilizadas para monitorar a perda de nitrogênio

do fertilizante por volatilização da amônia, destaca-se a espectroscopia fotoacústica (EFA). A

espectroscopia fotoacústica está incluída nesta gama de desenvolvimento devido ao fato de ser

uma técnica bastante precisa e sensível na identificação e quantificação da concentração gasosa

para diversas moléculas de interesse. Com isso, vem sendo largamente utilizada na detecção

de traços de gases [22–24], com inúmeros trabalhos de investigação aplicados à biologia e à

agronomia no mundo [25–29] e, em particular, no Brasil [30–38].
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2 OBJETIVOS

Como objetivo geral, pretendeu-se, por meio desse trabalho, aplicar a EFA na detecção de

amônia e monitoramento do nitrogênio perdido pela volatilização da amônia oriunda da ureia.

Para esse fim, um espectrômetro fotoacústico compacto foi montado. Para aumentar a eficiên-

cia de retenção de nitrogênio, a ureia foi incorporada a uma matriz polimérica biodegradável

de alginato. Como objetivos específicos, houve a montagem e otimização de um espectrômetro

fotoacústico compacto usando como fonte de radiação um diodo laser, bem como a elaboração,

criação e execução de um programa de comunicação/automatização dos instrumentos (o ampli-

ficador Lock-in e o controlador de temperatura e corrente do laser) por meio da plataforma de

controle LabView. Os métodos de modulação em amplitude e em comprimento de onda foram

empregados. E por fim, a obtenção do menor limite de detecção possível de NH3 (partes por

bilhão).
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3 REVISÃO DE LITERATURA

3.1 O Ciclo do nitrogênio

3.1.1 Fixação biológica do nitrogênio

A fixação biológica do nitrogênio (FBN) é um processo que transforma o nitrogênio atmos-

férico (N2), uma molécula estável e abundante na atmosfera e que não pode ser utilizada pela

maioria dos microrganismos e pelas plantas, na forma inorgânica NH3, que por sua vez sofre no-

vas transformações para outras formas reativas, vitais para esses sistemas biológicos [2, 14, 39].

A FBN é um dos mais importantes processos conhecidos na natureza, sendo realizado por mi-

crorganismos procariontes conhecidos como fixadores ou diazotróficos, dos quais consistem

em uma grande variedade de bactérias2 que operam em simbiose, associadas a fungos e mais

de 20 mil espécies de plantas, com destaque para a família leguminosae [2, 3]. Dentre essas

diversas relações existentes na natureza, a simbiose entre Rhizobium e a leguminosa é a mais

importante dentre os microrganismos e plantas, graças a elevada eficiência no processo de fixa-

ção e devido a grande distribuição geográfica de hospedeiros3, mostrando que elas apresentam

uma ampla adaptação em diferentes condições ambientais sugerindo assim que essas bactérias

tiveram e ainda tem um papel fundamental no ciclo vital da Terra [2, 3, 7, 13]. A figura 1 abaixo

representa o caminho e as transformações que ocorrem com o nitrogênio no solo:

Figura 1: Ciclo do nitrogênio no solo [9]

No esquema acima são apresentadas duas fontes de nitrogênio na produção do NH3, nitrogê-

nio atmosférico e material orgânico (húmus). A primeira corresponde ao nitrogênio atmosférico

2Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Frankia, Nostoc.
3Leguminosas do tipo: soja, feijão, lentilha, ervilha, amendoim, etc.

18



capturado naturalmente pelas bactérias (fixação biológica), enquanto que a segunda corresponde

ao nitrogênio oriundo do processo de amonificação (decomposição da matéria orgânica).

Os microrganismos fixadores de nitrogênio estão distribuídos entre os reinos Archaea e

Eurobacteria, e todos eles possuem o complexo nitrogenase, um complexo enzimático redox-

ativo que para fixar uma molécula de N2 hidrolisa 16 moléculas de adenosina trifosfato (ATP)

e transfere oito elétrons, promovendo a sua redução [8, 14, 15, 39]:

A FBN sendo essa reação de redução do N2 para o NH3

N2 + 8 H+ + 8 e− + 16 ATP −−→ 2 NH3 + H2 + 16 ADP + 16 Pi (1)

A fixação biológica do nitrogênio no solo é, energeticamente, um dos processos metabólicos

mais dispendiosos para a célula [7, 39, 40], uma vez que é um processo fisiológico que requer

grande quantidade de energia na forma de ATP fornecida pela planta através da fotossíntese.

Tem como produtos a formação de ADP e Pi (fosfato inorgânico), que são reabsorvidos pela

planta e reintegrados ao seu ciclo de síntese de compostos internos. Outro produto da reação é

o NH3, que reagirá com os íons H+ presentes no solo transformando-se em amônio (NH+
4 ), que

pode vir a ser absorvido pela planta como nutriente [2, 3, 41]:

NH3 + H+ −−⇀↽−− NH4
+ (2)

Como a produção de ATP depende da fotossíntese, a luz é considerada um fator chave

para a ocorrência do processo de fixação biológica, juntamente aos fatores abióticos locais tais

como: umidade, pH e temperatura [2, 3, 42]. Apesar de existirem regiões onde a fixação do

nitrogênio pode funcionar em temperaturas abaixo de zero ou acima dos 40◦C, essa reação

ocorre de forma otimizada em uma faixa média de 20 a 30◦C. Com relação a umidade, ela é

um fator limitante nesse processo, pois a fixação ocorre em taxas muito baixas em solos secos

[2, 4, 5]. No entanto, a faixa de ocorrência varia entre 6 e 80% de umidade relativa, podendo

inclusive, atingir valores maiores que 100%. Já com relação ao pH, o mínimo para a atividade da

nitrogenase é 4, sendo a reação ocorrendo de forma ótima em meios básicos cujo pH encontra-

se na faixa entre 7 e 10 [41, 42]. Ao mesmo tempo que esses fatores abióticos afetam o processo

de fixação do nitrogênio, outros fatores, de caráter fisiológico também são fundamentais, tais
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como: disponibilidade energética da célula4, idade fisiológica5, concentração de O2
6 [2, 3].

Esses fatores atuam inibindo ou limitando a atividade da nitrogenase.

Quando bem aplicado/utilizado em sistemas agrícolas, o processo de fixação biológica do

nitrogênio desempenha um papel de grande importância, contribuindo de forma significativa na

nutrição das culturas em áreas cultivadas [2, 3, 7, 43]. Por ser a incorporação de nitrogênio por

meio da FBN muito elevada, chegando a níveis de 65% de nitrogênio em uma cultura, pode-se

gerar grande economia com fertilizantes para atender a crescente demanda por alimentos no

mundo [7].

3.1.2 Amonificação

O processo de amonificação corresponde a transformação do N da forma orgânica para inor-

gânica (NH3 e posteriormente NH+
4 ), sendo esse processo realizado por um grupo muito variado

de microrganismos do solo que utilizam os compostos orgânicos (biomassa morta) como subs-

trato e fonte de energia para a realização das suas funções metabólicas [44, 45]. Como pode

ocorrer de forma natural, a amonificação é um processo de grande interesse agronômico, uma

vez que a matéria orgânica no solo é um reservatório natural de nitrogênio utilizável pelas plan-

tas ou possíveis culturas [2–4]. Nesse processo, inúmeras enzimas (dentre as quais se destacam:

a protease, peptidase e aminoácido desidrogenase) agem como catalizadoras em diferentes fa-

ses do processo para quebrar as ligações das proteínas, peptídeos, amidas, aminas e aminoácidos

[44, 46]. As reações abaixo demonstram a mineralização do nitrogênio orgânico, parte inicial

da sequência do processo de amonificação:

Proteina + H2O −−→ R−NH2 + CO2 + Energia (3)

R−NH2 + H2O −−→ NH3 + R + Energia (4)

Na sequência acima, que pode ser dividida em duas etapas, as macromoléculas constituintes

das proteínas provenientes da biomassa morta são primeiramente transformadas em moléculas

4Energia essa produzida nas mitocôndrias, oriunda da oxidação dos compostos orgânicos no processo de respi-
ração celular.

5É um fator não trivial, uma vez que a capacidade de metabolizar os compostos orgânicos e a consequente
produção de energia vão, ao longo do tempo de vida da célula, perdendo eficiência.

6A respiração celular nesses casos é aeróbica e, na ausência do oxigênio, a célula para a respiração aeróbica e
começa a realizar catabolismo anaeróbico.
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mais simples de aminoácidos pela ação da enzima protease, tendo também como produtos o

dióxido de carbono (CO2) e energia [2, 4]. Em seguida, as moléculas de aminoácido produzidas

na primeira etapa são quebradas pela enzima aminoácido desidrogenase, liberando energia para

o ambiente, produzindo um radical orgânico R que depende da natureza do substrato orgânico

utilizado pelos microrganismos e, finalmente o NH3.

Na terceira etapa do processo de amonificação, a amônia oriunda da quebra dos aminoácidos

reage com os íons H+ presentes no solo formando NH+
4 (tal como descrito na equação na seção

3.1.1) 7, tornando assim o nitrogênio disponível para a absorção das plantas [39, 45]. Os íons

amônio formados nessa reação poderão ser absorvidos diretamente pelas plantas, ou passarão

pelos processos de nitrificação onde serão transformados em nitritos e nitratos, com esse último

podendo ser também absorvido pelas plantas, ou transformados em N2 por desnitrificação [10,

47].

Como consequência do consumo de íons H+ do solo, o processo de amonificação tem como

resultado um aumento do pH do meio, ou seja, tornando-o menos ácido e consequentemente

mais básico. Graças à grande variedade de organismos envolvidos, essas reações ocorrem em

uma ampla gama de condições de acidez, temperaturas e umidade [2, 45]. No entanto, como é

um processo 100% dependente desses microrganismos, as condições ideais para a amonificação

são aquelas que favorecem a sua atividade: condições aeróbicas, pH entre 6 e 7, umidade em

torno de 50 a 70% da capacidade total de retenção de água pelo solo em questão e temperatura

entre 40 e 60◦C [2, 45]. Tais condições são também favoráveis ao crescimento das plantas, o

que é sugestivo pensar, uma vez que esse é um processo responsável pela nutrição das plantas

em ambientes naturais como por exemplo: florestas e solos recém abertos a culturas agrícolas,

sem adição de fertilizantes [2–4].

Ainda com relação a temperatura, umidade e disponibilidade de O2, a amonificação é um

processo bastante sensível [2, 4, 5, 45]. A taxa de amonificação pode aumentar de duas a três

vezes a cada 10◦C de elevação da temperatura, num intervalo de 10 a 40◦C, o que pode ser

observado em condições tropicais onde o solo encontra-se sob efeito de variações na tempera-

tura ao longo de todo o ano, fazendo com que a taxa de amonificação e consequente queda no

estoque do nitrogênio orgânico presente no solo sejam maiores [2].

O aumento e a redução da umidade também influencia e limita o processo de amonificação,

podendo ele continuar ocorrendo mesmo quando o solo encontra-se seco, levando a um acú-

7Esse processo depende do pH do solo.
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mulo de N inorgânico durante esses períodos [4, 5]. No entanto, o molhamento do solo seco

parece estimular a amonificação e provocar picos de liberação do nitrogênio disponível, o que

é explicado pelo estímulo e crescimento das plantas após chuvas que ocorrem depois de um

período seco [2]. Em contrapartida, a amonificação também tende a decrescer a medida que a

umidade do solo aumenta e se aproxima do ponto de saturação, podendo continuar a ocorrer por

meio de microrganismos aeróbios facultativos ou por alguns anaeróbicos, que passam a atuar

[2, 5]. Cabe ressaltar que apesar de continuar ocorrendo nessas condições, o processo fica bas-

tante limitado, assim como ocorre em condições de baixa disponibilidade ou ausência de O2,

onde a decomposição da matéria orgânica passa a ser incompleta e o rendimento energético é

menor, resultando em taxas de amonificação mais baixas do que as que ocorrem em condições

aeróbicas [2, 4].

3.1.3 Nitrificação

O nitrogênio na forma mineral fixado ao solo, tanto pelo processo natural de amonificação

quanto pela inserção de fertilizantes nitrogenados e que se encontra no solo na forma de NH+
4 ,

pode ser rapidamente absorvido pelas plantas e/ou microrganismos como nutriente, caso haja

carbono disponível no meio [2, 3]. Entretanto, é muito comum que nos solos utilizados por

culturas agrícolas haja limitação de carbono, levando o NH+
4 a ser consumido rapidamente pelos

microrganismos nitrificadores que transformam esse amônio disponível para nutrição vegetal

em outras formas minerais [3].

A nitrificação [48, 49] pode ser considerada uma sequência do processo de amonificação e

corresponde a oxidação do nitrogênio na forma amoniacal (NH+
4 ) para nitritos (NO−2 ) e pos-

teriormente para nitratos (NO−3 ), sendo realizado no solo por bactérias quimioautotróficas co-

nhecidas como bactérias nitrificadoras (Nitrosomonas, Nitrospira, Nitrosococcus e Nitrobacter)

que obtém energia necessária no processo para sintetizar os seus constituintes celulares e ma-

nutenção das suas atividades a partir da disponibilidade adequada de carbono no solo [2]. As

reações que ocorrem no processo de nitrificação são catalizadas pelas enzimas monoxigenase e

oxidoredutase [14, 50, 51].

A nitrificação ocorre em duas etapas. Na primeira, o amônio (NH+
4 ) é oxidado e convertido

em nitrito (NO−2 ):

2 NH4
+ + 3 O2 −−→ 2 NO2

− + 4 H+ + 2 H2O (5)
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Nessa primeira etapa do processo de nitrificação, as bactérias do gênero Nitrosomonas são

consideradas mais importantes por serem mais ativas [52], principalmente quando o sistema

se trata de solos em ambientes naturais. Em contrapartida, as bactérias do gênero Nitrospira

são mais numerosas quando se trata de solos onde há produção agrícola [53], fazendo com que

nessas condições ocorra uma maior contribuição para a produção de nitrito.

Um ponto importante dessa etapa a ser considerado devido as potenciais alterações a ní-

vel de qualidade do solo, é o fato de que para cada mol de NH+
4 há a liberação de dois moles

de H+. Assim sendo, pode-se dizer que essa reação representa uma importante contribuição

para a acidificação de solos agrícolas, especialmente aqueles adubados com fertilizantes nitro-

genados [2, 4], onde a nitrificação pode ocorrer de forma mais intensificada devido ao manejo

inadequado desses fertilizantes.

Na segunda etapa, o (NO−2 ) produzido é oxidado a nitrato (NO−3 ) por meio das bactérias do

gênero Nitrobacter através da reação [2, 14, 50, 51]:

2 NO2
− + O2 −−→ 2 NO3

− (6)

Nessa segunda etapa, o nitrato é o produto final da reação de nitrificação, sendo essa também

uma das formas minerais do nitrogênio que pode ser absorvida pelas plantas [3].

Graças a adaptação dos organismos nitrificadores a diversas condições de ambiente, eles se

encontram vastamente distribuídos pelos solos, e assim, a nitrificação pode ocorrer em condi-

ções bastante variadas [54]. No entanto, por se tratar de um processo ocorrente em um sistema

complexo que é o solo, a nitrificação pode ser afetada por diversos fatores, tais como: a dis-

ponibilidade de nitrogênio na forma amoniacal e O2, o pH, a umidade e a temperatura [2, 54].

A nitrificação trabalha em uma faixa ótima com um pH entre 4,7 e 6,5. Ambientes com pHs

abaixo de 4,0 e acima de 7,0 promovem a inibição da atividade dos microrganismos nitrifica-

dores e as respectivas enzimas catalizadoras, tendo como consequência a inibição do processo

[2, 4, 54]. Com relação a temperatura, a nitrificação ocorre de forma maximizada em uma faixa

que vai de 25 a 40◦C, praticamente não ocorrendo a temperaturas abaixo de 4◦C e acima de

60◦C, devido a efeitos que vão desde a alteração na solubilidade do O2 disponível no solo até

a redução ou interrupção da atividade dos microrganismos nitrificadores. Assim como a tem-

peratura, a umidade tem um efeito direto sobre a atividade dos microrganismos nitrificadores.

A nitrificação acontece de forma otimizada quando o solo apresenta umidade de 50 a 70% da

capacidade de retenção de água [2, 54], percentual esse correspondente não só ao essencial para
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o desenvolvimento desses microrganismos no solo, mas também para promover espaço poroso

o suficiente para a difusão do O2 necessário no processo, uma vez que ocorre em condições

aeróbicas [54, 55].

3.1.4 Desnitrificação

Em contrapartida ao processo de nitrificação, a desnitrificação [48, 52, 56, 57] consiste na

conversão do nitrato (NO−3 ) em nitrogênio (N2), por meio de bactérias desnitrificadoras anaeró-

bicas [14, 58] que utilizam o NO−3 como substrato na sua respiração celular. Existem mais de

125 espécies de bactérias capazes de realizar o processo de desnitrificação, incluindo fototrófi-

cas, litotróficas e organotróficas, que utilizam, luz, compostos inorgânicos e carbono orgânico,

respectivamente. Dentre esses três grupos, o mais significativo na realização desse processo é o

das organotróficas [2, 59]. A desnitrificação é considerado um processo significativo na perda

de nitrogênio do solo para a atmosfera [60–62] e corresponde a redução completa do NO−3 para

o N2, podendo a reação química que representa o processo ser demonstrada da seguinte forma

[14, 39, 61]:

2 NO3
− + 5 H2 + 2 H+ −−→ N2 + 6 H2O (7)

Na reação acima, é possível verificar que a desnitrificação consome íons H+, o que leva a

uma alcalinização do solo, revertendo parte da acidez produzida durante a nitrificação [2]. No

entanto, a disponibilidade de material orgânico no solo aliada a altas concentrações de NO−3

podem favorecer a produção de produtos intermediários, dentre os quais se destaca o N2O,

importante gás estufa e intermediário nas reações que resultam na destruição do ozônio na

estratosfera [63, 64]. O esquema abaixo é referente ao processo de desnitrificação dividido em

etapas, correspondentes as reduções sucessivas do nitrogênio na forma de diferentes substratos

[2, 59]:

NO3
− nitrate reductase−−−−−−−−→ NO2

− nitrite reductase−−−−−−−→ NO
nitric oxide reductase−−−−−−−−−−→ N2O

nitrous oxide reductase−−−−−−−−−−−→ N2 (8)

O esquema acima corresponde a um conjunto de reações na qual os substratos são reduzi-

dos pelas bactérias desnitrificantes aliadas as suas enzimas específicas nitrate reductase, nitrite

reductase, nitric oxide reductase, e nitrous oxide reductase, começando pelo nitrato (NO−3 ) até

24



o N2. Desse conjunto, os principais gases resultantes são o N2O e o N2 [2, 47, 52, 65], cujas

proporções são variáveis de acordo com as condições do meio. Apesar disso, ainda há contro-

vérsia se o óxido nítrico (NO) é um intermediário obrigatório ou um subproduto, mas sabe-se

que não é produzido em quantidades significativas no processo [2, 4]. Assim, como a desnitrifi-

cação pode ser realizada por uma grande variedade de microrganismos, o processo pode ocorrer

em uma ampla gama de condições. Em termos de umidade, a desnitrificação ocorre em solos

inundados e bolsões de solos saturados com água, criando assim condições anaeróbicas devido

a baixa difusão do O2 no solo nessas condições e em contrapartida a alta difusão do NO−3 . Com

relação ao pH, o processo ocorre de forma otimizada em uma faixa que varia de 6 a 8, sendo

inibida em ambientes cujo pH está abaixo de 4. Já com relação a temperatura, a desnitrificação

ocorre de forma ótima a 30◦C, não ocorrendo a temperaturas abaixo de 5 e maiores que 75◦C

[2, 52, 55, 61].

A desnitrificação é o principal processo biológico pelo qual o nitrogênio reativo presente

no solo retorna à atmosfera na forma de N2, podendo gerar produtos intermediários. Do ponto

de vista agrícola, a desnitrificação representa a perda de um nutriente importante, mas esse

processo é parte crucial do ciclo global do nitrogênio, especialmente porque representa uma

das maneiras de despoluir sistemas com excesso de NO−3 [57, 59], um potencial nutriente para

as plantas ao mesmo tempo em que é muito tóxico para outros seres vivos, principalmente

quando presente na água.

3.1.5 Influência antrópica no ciclo do nitrogênio

Muitas atividades humanas têm realizado um impactado significativamente o ciclo do nitro-

gênio. A queima de combustíveis fósseis, a pecuária e a aplicação de fertilizantes nitrogenados

tem contribuído drasticamente no aumento da quantidade de nitrogênio disponível nos ecos-

sistema terrestres [66]. Desde o século passado, o desenvolvimento de novas práticas agrícolas

para otimizar a produtividade das culturas e satisfazer a crescente demanda mundial por alimen-

tos tem desequilibrado o ciclo do nitrogênio na Terra, que vem evoluindo e auto equilibrando-se

há aproximadamente 2,5 milhões de anos [67]. Esses processos têm causado aumento nas taxas

de desnitrificação e lixiviação de nitratos para as os lençóis freáticos, que ocasionalmente fluem

para córregos, rios, lagos e estuários. Nesse mesmo contexto, a pecuária libera uma grande

quantidade de amônia no ambiente, e assim como na fertilização agrícola, esse nitrogênio em

excesso também é volatilizado, desnitrificado e lixiviado, contaminando os lençóis e liberando
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gases na atmosfera [68–70].

Nas últimas décadas as fontes antropogênicas contribuíram com o dobro da taxa natural de

fixação de nitrogênio terrestre, fornecendo cerca de 50% do nitrogênio total fixado por ano na

Terra [69]. Como a desnitrificação também pode produzir N2O como produto intermediário,

a utilização de fertilizantes nitrogenados pela agricultura corresponde a uma potencial fonte

de N2O para a atmosfera, o que representa cerca de um terço das emissões de N2O globais

[2, 6, 39, 53, 67] e uma grande ameaça, devido ao alto potencial estufa desse gás8.

Figura 2: Fixação global do nitrogênio no solo por fontes naturais e antrópicas em 2010 [69]

A figura 2 representa, esquematicamente, a produção de nitrogênio tanto pelos processos

naturais quanto os anropogênicos e suas respectivas e proporcionais contribuições. Além do já

descrito (na seção 3.1.1) processo de fixação biológica, há também um processo natural no qual

o nitrogênio torna-se disponível para os organismos vivos presentes no solo por meio de des-

cargas elétricas na atmosfera, denominado fixação atmosférica. Nele, a alta energia fornecida

pelas descargas elétricas dos raios quebra a ligação tripla existente entre as moléculas de nitro-

gênio, permitindo que elas reajam com o oxigênio e formem óxidos de nitrogênio. Esses óxidos

se dissolvem na água da chuva, caem no solo e formam nitrato, que então pode ser absorvido

pelas plantas [71, 72]. No entanto, é um processo cuja contribuição varia entre 5 e 8% da taxa

de produção anual, apenas [69].

A fig. 2 demonstra também que as atividades antrópicas são responsáveis por praticamente

metade da fixação de nitrogênio global (413 Tg/ano) para os ecossistemas terrestres e mari-

nhos. Também é possível notar que com relação a fixação do nitrogênio no solo por meio das

atividades antrópicas, a produção de fertilizantes nitrogenados contribui de forma mais signifi-

cativa, com 120 teragramas por ano [69, 70], o que representa um aumento relativo ao período

8Será melhor explicado na seção 3.3.
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considerado na figura e o dobro da fixação biológica oriunda das práticas agrícolas9. Esse au-

mento é algo esperado, uma vez que as tendências de aumento na população e o consequente

aumento na demanda por alimentos exigem mais da agricultura, que por sua vez vai exigir cada

vez mais fertilizantes a base de nitrogênio [66]. Assim sendo, espera-se que o aumento no fluxo

de nitrogênio devido a intervenções antrópicas esteja fadado a aumentar com os anos [58, 70],

acompanhando esses crescimentos e demandas da humanidade por alimentos e lucro.

3.2 O nitrogênio e sua relação com a agricultura

O nitrogênio é o elemento exigido em maiores quantidades pelos vegetais na execução e

manutenção dos processos envolvendo o seu metabolismo, que vão desde a síntese de ami-

noácidos úteis na produção de enzimas e de proteínas envolvidas na construção da estrutura e

forma da planta, até os componentes fotossintéticos necessários para sustentar seu crescimento,

desenvolvimento e produção [73, 74].

Como o nitrogênio atmosférico não está disponível para a absorção direta por parte da

planta, ela depende de fontes inorgânicas de nitrogênio como o NO−3 e NH+
4 para sua nutrição.

Em solos degradados, a baixa disponibilidade desse elemento é uma das principais limitações

na produtividade agrícola [75, 76], tornando-se assim indispensável para a nutrição e desen-

volvimento das culturas o uso intensivo de fertilizantes. No entanto, quando feito a partir do

manejo inadequado (aplicado em excesso ou de forma irregular), os fertilizantes nitrogenados

podem ocasionar perdas econômicas e problemas ambientais por meio da volatilização de NH3

e lixiviação de nitratos (NO−3 ), além do lançamento de gases estufa como o N2O na atmos-

fera, produtos resultantes da sua reação com os microrganismos presentes no solo e na água

[13, 14, 39, 77–80].

3.2.1 Perda do Nitrogênio no processo de fertilização

O fertilizante é o insumo vital para o desenvolvimento da produção agrícola e está direta-

mente associado à indústria de produção de alimentos, essencial para toda a população de um

país ou região [81]. A ureia é o fertilizante nitrogenado mais utilizado na produtividade das

culturas, uma vez que apresenta na sua composição 46% de nitrogênio [82]. A hidrólise da

ureia é uma reação catalizada pela enzima urease, presente em diversos grupos de bactérias e

9Que nesse caso específico, engloba tanto atividades de cultivo de culturas quanto a pecuária.
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fungos 10, ocorrendo da seguinte forma [12, 82, 83]:

(NH2)2CO + 2 H+ + H2O
urease−−−→ 2 NH4

+ + H2CO3 (9)

A reação de hidrólise da ureia consome íons H+ do solo, o que provoca elevação do pH

ao redor da zona de aplicação, e tem como produtos o íon amônio (NH+
4 ) e o ácido carbônico,

sendo a eficiência ou mesmo a ocorrência dessa reação dependente de fatores como: pH, tempe-

ratura e umidade [2, 12]. Apesar da ampla diversidade de microrganismos associados a urease,

essa enzima não tolera ambientes com pHs e temperaturas extremos, tendo a faixa de atividade

restrita a pHs entre 7 e 9 e temperaturas entre 25 e 35◦C [2, 3, 12]. Com relação a umidade, essa

reação ocorre de forma otimizada para valores de umidade acima de 20%, devido ao aumento

da atividade da enzima [10, 82–88]. Conforme já discutido anteriormente, o NH+
4 oriundo dessa

reação é a fonte de nitrogênio da planta e nutriente essencial no seu desenvolvimento e consti-

tuição. No entanto, quando aplicado de forma inadequada, grande parte desse nutriente pode ser

volatilizada. Como consequência, o nitrogênio não será aproveitado pela planta e somado a essa

perda, uma quantidade significativa de gases é lançada para a atmosfera [48, 70, 79, 89, 90].

Assim sendo, devido a sua larga utilização ao redor do mundo, pode-se dizer que os fertilizantes

nitrogenados contribuem de forma significativa com a emissão de amônia.

Figura 3: Emissão global de NH3 [70]

10Sarcina urea, Bacillius lentus, B. pasteurii, B. sphaericu, B. subtilis, Lactobacillus reuteri, L. animalsi, L.
fermentum, Streptococcus salivarius, S. minor, S. thermophilus, Staphylococcus epidermis, Aspergillus, Coprinus,
Neurospora, Penicillium, Ustilago, A. flavus, A. fumigatus, A. niger, Fusarium nivale, Humicola grisea, Paeci-
lomyces silvatica, Penicillium brevicompactum, P. notatum, Sepedonium chtysospermum[82, 83]
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A figura 3 permite concluir que as maiores taxas de emissão de amônia estão diretamente

relacionadas com a agricultura, que por sua vez, está diretamente associada ao consumo de fer-

tilizantes nitrogenados. As emissões de amônia e de óxidos de nitrogênio aumentaram conside-

ravelmente desde os tempos pré industriais [79], quando os fertilizantes nitrogenados passaram

a estar disponíveis. A emissão de amônia e gases estufa por meio de fertilizantes nitrogenados

corresponde a segunda maior taxa, perdendo apenas para a pecuária [11], e estima-se que 40%

desse fertilizante volta para a atmosfera por desnitrificação [91]. De 1990 a 2000 a emissão

de amônia para a atmosfera saltou de 6,4 Tg para 12,6 Tg [70] enquanto em 2010, 60 Tg de

amônia junto com 13 Tg de N2O e 5 Tg de NO foram lançados na atmosfera [69], o que cor-

responde a um aumento de aproximadamente 5 vezes na emissão de NH3 em relação a 10 anos

trás e praticamente 50% do valor total fixado no solo como fertilizante. Dos 60 Tg de NH3

lançados na atmosfera ao ano, estima-se que 75% correspondem a ação antrópica, sendo que a

pecuária ainda é a principal fonte desse gás emitido, contribuindo com 22 Tg ao ano. Assim,

nesse mesmo contexto as contribuições oriundas da fertilização também são relevantes, já que

correspondem a cerca de 13 Tg anuais [69].

A perda desse nitrogênio tanto por volatilização da amônia quanto pela desnitrificação e

lixiviação de nitratos é ambientalmente um fator preocupante, já que o gás amônia e os produtos

da suas reações tem um enorme potencial em desencadear transformações no ar, na água e no

solo dos ecossistemas ao redor [2, 3, 92]. Além da amônia ser um gás tóxico e prejudicial

para a respiração humana, os nitratos formados pela oxidação dessa amônia movem-se pelo

solo carreando íons (Ca2+, por exemplo), empobrecendo-o. Posteriormente, chegam até os

lençóis freáticos, lagos e oceanos, onde aumentam a acidez, levam a instabilidade na produção,

diversidade das espécies e favorecem a produção de N2O por desnitrificação [1, 39, 68, 93].

3.2.2 Lixiviação do nitrato

De forma geral, a lixiviação é um processo no qual nutrientes são carreados através do solo

devido a sua solubilidade em água, quando o sistema está inundado por chuvas ou por irrigação

excessiva [94]. O nitrato (NO−3 ), nutriente produzido pelo processo de nitrificação a partir

da amônia oriunda da matéria orgânica do solo ou pela adição de fertilizantes nitrogenados,

possui baixa interação química com os minerais do solo [2]. Isso, aliado a predominância de

cargas negativas nas camadas superficiais do solo fazem com que esse NO−3 esteja sujeito a

ser lixiviado para as camadas mais profundas, podendo assim atingir tanto águas superficiais
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quanto o próprio lençol freático [94, 95]. O esquema abaixo serve para representar o que ocorre

com o nitrato carreado pela água ao longo do solo, através dos seus agregados:

Figura 4: Fluxo de água e de nitrato entre agregados no solo [2]

A lixiviação do NO−3 é fortemente dependente da quantidade de água que percola no solo

[2, 94, 95]. Assim, irrigação e chuvas são dois grandes contribuidores nesse processo, que

aliados a textura do solo, sua permeabilidade e capacidade de retenção, rachaduras e tamanho

de poros, podem promover a rápida lixiviação desse nitrato ao longo da seção do solo devido

a rápida difusão da água [2, 3]. Solos de regiões mais secas não sofrem perdas por lixiviação

devido ao fato da água não penetrar além da profundidade do solo. Em solos agrícolas, a

lixiviação ocorre geralmente no início do ciclo da cultura, quando as plantas têm poucas raízes

para absorver o nitrogênio na forma mineral [3, 5].

No solo, há uma intensa competição pelo nitrogênio mineral entre as plantas e os micror-

ganismos, o que pode reduzir as perdas por lixiviação, pelo fato das bactérias nitrificadoras le-

varem desvantagem na disputa com as plantas e com outros microrganismos pelo NH+
4 [2, 96].

Com isso, solos que recebem nitrogênio em excesso acima das necessidades das pantas e dos

microrganismos, tais como solos utilizados por culturas agrícolas, são considerados fontes de

NO−3 lixiviáveis para o ambiente [2, 5, 94, 95].

Quando ocorre de forma periódica, a lixiviação remove a maioria do nitrogênio mineral na

forma de nitrato dos solos permeáveis em regiões úmidas [2, 94, 95]. No entanto, o nitrato pode

ser movido para partes mais baixas do solo, ao alcance somente de plantas mais desenvolvidas,

enquanto plantas mais jovens que dependem mais desse nitrogênio e cujo sistema radicular

não está completamente desenvolvido, não alcançam essa fonte de nitrato [5]. Assim sendo

a lixiviação é um processo que tem o potencial não só de contaminar águas, mas também de

contribuir para perdas em uma cultura agrícola, envolvendo desperdiço de material e baixo

desenvolvimento das plantas, uma vez que carreado através do solo para regiões mais baixas,
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esse nutriente deixa de estar disponível [53].

3.2.3 Volatilização da amônia

A principal desvantagem da ureia é a possibilidade de perdas por volatilização do NH3,

quando o fertilizante é aplicado no solo [2, 10, 12, 92]. Devido ao fato de ser demorada e

muitas vezes custosa quando comparada a aplicação superficial, muitos produtores descartam

a incorporação mecânica dessa ureia no solo e optam pela aplicação superficial, mesmo sabido

que grandes perdas podem ocorrer se as doses de fertilizantes forem altas [5, 10, 16].

A magnitude das perdas de NH3 depende de uma complexa combinação de fatores ambien-

tais tais como: temperatura, umidade e vento, que afetam diretamente o processo, ora aumen-

tando, ora diminuindo as perdas. A precipitação ou a irrigação são fatores chave, uma vez que

a volatilização do NH3 está diretamente relacionada com a reação de hidrólise da ureia, com pi-

cos de perda podendo ocorrer no primeiro dia de aplicação, quando as condições são favoráveis

a essa reação [10, 12, 97]. As perdas por volatilização de amônia em solos dependem do pH,

pois solos alcalinos (pH > 7), os fertilizantes nitrogenados amoniacais estão sujeitos a maiores

perdas, devido a otimização da atividade da enzima urease [2, 3, 5, 10, 82]. Similar ao que foi

demonstrado na subseção 3.1.2, a amônia oriunda da aplicação do fertilizante absorve os íons

H+ presentes no solo e forma íons NH+
4 , tornando-o mais alcalino e favorecendo ainda mais a

reação de hidrólise, o que se intensifica cada vez mais, caso a dose de fertilizante seja mais alta

que a necessária para aquela porção do solo [2, 3].

A temperatura do solo afeta a taxa de hidrólise e a evaporação água, fazendo com que o

aumento da temperatura esteja diretamente relacionado ao aumento das perdas de NH3 por

volatilização [2, 10, 12]. No entanto, se houver um secamento rápido do solo, as perdas por

volatilização caem, acompanhando a redução ou interrupção da hidrólise da ureia [98, 99].

Ainda com relação a isso, as perdas por volatilização do NH3 são reduzidas a temperaturas

baixas, entre 8 e 16◦C e aumentam drasticamente a temperaturas próximas a 40 ◦C, o que explica

o fato do potencial de volatilização do NH3 ser muito maior em regiões tropicais ou cultivos de

verão, do que em regiões de clima temperado ou culturas de outono-inverno [2, 3, 5, 92].

Ainda que a concentração de NH3 na atmosfera seja baixa e que esse gás tende a se dispersar

rapidamente, as perdas econômicas inerentes a essa volatilização, bem como potenciais proble-

mas de saúde relacionados a sua inalação pelos seres vivos tornam essa questão de alguma

forma pertinente.
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3.3 O nitrogênio e potenciais problemas a saúde e ao ambiente

Ao mesmo tempo em que o nitrogênio em suas formas minerais é um nutriente de enorme

valor para praticamente todos os ecossistemas, ele pode se tornar um poluente nos processos

de transformação que sofre no solo bem como quando transferido de um ecossistema para o

outro [96]. Em sistemas agrícolas, o transporte do nitrogênio na forma amoniacal (NH+
4 ) ocorre

primeiramente na superfície do solo, o dos óxidos nítrico (NO) e nitroso (N2O) por meio da

atmosfera, enquanto que o NO−3 se movimenta por meio das águas superficiais e pela lixiviação

através do solo [2, 96].

Conforme citado nas seções anteriores, processos biológicos relacionados a ecossistemas

naturais ou de cultivo de culturas originam uma parte considerável do NH3 e de óxidos de

nitrogênio tais como o NO e o N2O, sendo esse último o mais abundante na atmosfera e que

representa uma grande ameaça a nível ambiental [39, 67] principalmente por ser o quarto mais

importante gás do efeito estufa, depois do vapor d’água, do CO2 e do CH4, estando diretamente

relacionado a destruição do ozônio [53, 61, 63, 100]. O N2O constitui uma pequena parte da

atmosfera e estratosfera, porém apresenta potencial de aquecimento global equivalente a 300

vezes ao do CO2, correspondendo a 6% do efeito estufa de origem antropogênica [101]. O

N2O é muito estável no ar e a sua decomposição ocorre pela sua interação com a radiação U.V,

somente na estratosfera [64, 102]. No entanto, parte desse N2O reage com o oxigênio reativo

oriundo da fotólise do ozônio (O3), formando NO e posteriormente NO2:

O3 + hν −−→ O2 + O∗ (10)

N2O + O∗ −−→ 2 NO (11)

NO + O −−→ NO2 (12)

Onde o produto hν representa a energia radiação ultravioleta que interage com a molécula

de ozônio e O* o oxigênio reativo, produto da reação. Os termos h (J.s) e ν (s−1) correspondem

a constante de Plank11 e a frequência da radiação ultravioleta, respectivamente. Como produtos

relativamente instáveis, o NO e o NO2 possuem um tempo de residência na atmosfera de poucos

dias, diferente do do N2O que possui um período de 70 a 120 anos [2, 6]. Assim sendo, o N2O

11De valor 6,62 . 10−34 J.s, aproximadamente.
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possui um papel de grande relevância no processo de destruição da camada de ozônio, e ainda

que as fontes fósseis representem a maior parte da emissão desse gás na atmosfera, estima-se

que a contribuição da agricultura como fonte global de N2O seja da ordem de 35% [2, 6, 53], o

que realmente torna pertinente a consideração da sua emissão para a atmosfera.

Problemas associados ao excesso de NO−3 no ambiente tem levado a regulamentação e ao

controle de práticas agrícolas em países como Estados Unidos e até no continente europeu, com

o estabelecimento de limitações nas dosagens de adubos nitrogenados orgânicos e minerais em

áreas sensíveis [2, 5] já que o NO−3 é um potencial contaminante do ambiente, devido o fato

de apresentar grande mobilidade no solo e assim chegar a águas tanto superficiais quanto no

próprio lençol freático [53].

Para o NO−3 , a organização mundial de saúde recomenda que a sua concentração máxima

seja de 50 mg/L [103], sendo esse limite adotado por diversos países que utilizam esse dado

como referência para o estabelecimento de políticas para controlar a concentração de NO−3 nas

suas águas, o que leva os produtores a terem que adequar as suas práticas de manejo quando

utilizam os fertilizantes nitrogenados. Essa preocupação é pertinente, uma vez que altas con-

centrações de NO−3 na água potável representa um sério risco a saúde humana [104]. Quando

os níveis são altos, os microrganismos no estômago podem converter esse nitrato em nitrito

(NO−2 ), que além de um potencial causador do câncer de estômago e hipertensão, quando na

corrente sanguínea converte a hemoglobina em metemoglobina, que por sua vez é ineficaz no

transporte de oxigênio através do sangue [104–106].

Além dos problemas de saúde associados ao consumo direto das águas contaminadas, o

NO−3 também contribui na eutrofização das águas superficiais, um fenômeno caracterizado pela

excessiva produção de algas e plantas aquáticas, devido a elevada oferta de nutrientes no meio

[2, 107]. Ainda que a princípio esse efeito pareça benéfico devido o fato de possivelmente de-

sencadear um aumento na produtividade de peixes, consequente da maior oferta de alimento,

níveis elevados de eutrofização trazem consigo efeitos prejudiciais como a alteração na dis-

tribuição de espécies, o possível surgimento de algas tóxicas, e o decréscimo na concentra-

ção de O2, dissolvido em virtude do aumento na decomposição da matéria orgânica produzida

[101, 108], tornando-o indisponível para o consumo da flora aeróbica.

O NH3 volatilizado no processo de fertilização tem como destino natural a atmosfera, onde

possui tempo de vida baixo, variando de uma a duas semanas [109, 110]. No entanto, ainda

que as emissões causadas por agentes antrópicos sejam de certa forma preocupantes, somente
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cerca de 10% de todos os óxidos de nitrogênio produzidos na atmosfera tem relação com essas

emissões de NH3 [92, 111], tornando a saúde o fator mais preocupante nesse contexto, uma vez

que a exposição a esse gás tem o potencial de gerar e desencadear diversos problemas, pois efei-

tos biológicos da amônia sobre o corpo após exposição pelos seres humanos são intimamente

relacionados com a sua concentração no momento da exposição [112, 113].

O NH3 inalado difunde-se rapidamente pelo corpo e pode reagir com a água formando

NH+
4 , um produto que no interior do corpo atua como corrosivo causando graves danos inter-

nos, e que devido a sua baixa difusão concentra-se em locais específicos, normalmente onde

ele é gerado[91, 112–114]. A amônia inalada ou ingerida é transportada para o fígado, único

órgão capaz de metabolizar a amônia por meio do seu processo de conversão em ureia, e opera

desintoxicando o organismo da amônia oriunda da degradação das proteínas nos rins, estômago

e no próprio fígado. Assim, quando o corpo está exposto a concentrações extremamente altas

desse gás, é acumulado no organismo e produz estresse no sistema digestivo [113, 115], alte-

rando as atividades enzimáticas renais, causando alterações patológicas em diversos órgãos e

deficiências na função pulmonar, bem como efeitos no sistema nervoso.

De forma mais detalhada, a relação da concentração de NH3 com os problemas de saúde

associados variam gradualmente a medida que a concentração inalada ou ingerida aumenta

[92]. A tabela abaixo mostra a relação entre a concentração de NH3 e os respectivos problemas

associados a sua exposição:

CONCENTRAÇÃO DE NH3 EFEITOS
Entre 5 e 50 ppm Limiar para a percepção do odor
Entre 100 e 400 ppm Levemente irritante para os olhos e garganta
500 ppm Máxima concentração de exposição para o qual não há riscos de efeitos irreversíveis
A partir de 1000 ppm Irritação nos olhos e nas vias aéreas, juntamente com desconforto muscular
Entre 1700 e 2500 ppm Tosse, dores no peito, irritação ocular grave e lacrimejamento
Entre 2500 e 5000 ppm Espasmos, dores no peito, obstrução das vias aéreas, aumento de líquido nos pulmões
De 5000 a 10000 ppm Queimaduras químicas na pele, bronquite e danos permanentes nos pulmões

Tabela 1: Concentração de NH3 e os respectivos problemas associados a sua exposição

Com isso, a relevância da volatilização de NH3 na agricultura é um ponto pertinente não

só do ponto de vista econômico e ambiental, pois em muitos ambientes de produção agrícola

as concentrações de NH3 podem ultrapassar os 3000 ppm dependendo da quantidade e área de

aplicação [2].
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3.4 Polímeros: Conceitos básicos

De uma forma geral, polímeros são macromoléculas formadas por cadeias de unidades re-

petidas ligadas covalentemente chamadas de meros12, com suas propriedades relacionadas aos

agrupamentos atômicos destas unidades e às forças intermoleculares entre as moléculas do po-

límero [116–119]. São sistemas onde as macromoléculas apresentam propriedades que estão

diretamente relacionadas com a composição, estrutura química, tamanho da cadeia e com a dis-

persão das massas molares [120], bem como com as suas interações intermoleculares (ligações

secundárias) [117, 118].

Os polímeros podem ser classificados de muitas formas, podendo ser divididos em dois

grandes grupos, com relação a suas origens: polímeros naturais (sintetizados pela natureza)

e polímeros sintéticos (sintetizados pelo homem). As demais classificações são baseadas na

estrutura do polímero, no mecanismo de polimerização, nas técnicas preparativas, no compor-

tamento mecânico ou térmico [119]. Polímeros nos quais as cadeias são constituídas por apenas

um tipo de monômero (ou mero) são classificados como homopolímeros, enquanto os que são

constituídos por mais de um tipo são denominados copolímeros [117].

A variação da massa molar do mesmo polímero, seja homopolímero ou copolímero reflete

nas propriedades do material e muitas propriedades físicas e químicas dos polímeros dependem

do comprimento da molécula, isto é, sua massa molar [118, 120]. Como polímeros envolvem

uma ampla faixa de valores de massas molares, é coerente considerar a possibilidade de uma

grande variação em suas propriedades. Assim, com o aumento da massa molar, observa-se

o aumento das suas propriedades mecânicas (tração, impacto), o aumento da resistência ao

desgaste por atrito, a redução da solubilidade, da fluidez e da tendência a volatilização, bem

como o aumento do seu ponto de ebulição, uma vez que moléculas maiores apresentam forças

intermoleculares de atração maiores [116–120].

Tanto na Ciência aplicada quanto na indústria e pesquisa acadêmica, essa variabilidade é

algo muito vantajoso, pois possibilita a produção de vários tipos de polímeros, cada qual para

atender às necessidades particulares de uma dada aplicação [118].

3.4.1 Alginatos

Alginatos são copolímeros formados por monômeros de ácidos β-D-manurônicos e α-L-

gulurônicos (figura 5), sendo componentes estruturais das algas marrons [120–123].

12Macromoléculas, unidades de repetição na cadeia polimérica.
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Figura 5: Composição do alginato (a) Ácido β-D-Manurônico (b) Ácido α-L-gulurônico (c)
Estrutura da molécula de alginato de sódio [124]

Estruturalmente, o alginato consiste em cadeias lineares de ácido β-D-manurônico unidas

por meio de ligações glicosídicas ao seu epímero 13, o ácido α-L-gulurônico em diversas pro-

porções [120, 122]. Estes monômeros estão normalmente arranjados na forma de blocos ho-

mopoliméricos de ácido manurônico (M) ou gulurônico (G), ligados de forma que a sequência

destes monômeros na molécula seja alternada [125], da seguinte forma:

Figura 6: Monômeros arranjados em blocos homopoliméricos

Contudo, a molécula deste polímero pode apresentar regiões na sua cadeia onde se en-

contram blocos heteropoliméricos com os monômeros M e G dispostos de forma alternada

[117, 120, 126]:

Figura 7: Monômeros arranjados em blocos heteropoliméricos

Os alginatos se tornam insolúveis na presença de cátions como o Ca2+ devido à interação

entre esses íons com os blocos da cadeia polimérica, formando géis cuja estrutura molecular é

denominada egg box (caixa de ovos) [127].

Como qualquer polímero, os alginatos tem as suas propriedades determinadas pela com-

posição química, pela sequência da cadeia polimérica, pelo grau de polimerização e pelo peso

molecular, que por sua vez refletirão em propriedades de interesse tecnológico, como: a porosi-

13Pares com configuração distinta em torno de um átomo de carbono
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(a) Gelificação do alginato (b) Estrutura Egg Box

Figura 8: (a) Geleificação do alginato por adiação de íons de cálcio e formação da estrutura egg
Box (b) Detalhe da estrutura egg Box [128]

dade e o coeficiente de transporte 14 [126, 129]. No entanto, as características funcionais de uma

preparação (microcápsulas de alginato, por exemplo) não dependem apenas das propriedades

da matriz polimérica, mas também das características do material a ser encapsulado e do meio

onde serão utilizadas [130].

Devido ao seu grupo carboxílico, o alginato é classificado como um polímero aniônico15 e

assim sendo, micropartículas constituídas desse polímero apresentam essa propriedade, o que

torna de grande interesse a formulação de ativos encapsulados com essa matriz, uma vez que

pode ser um fator determinante na liberação ou aprisionamento de íons ou moléculas porta-

doras de carga elétrica [123, 129]. Quando comparado aos demais polímeros de uso comer-

cial, apresentam uma biodegradação relativamente rápida16 e boa resistência a temperatura,

decompondo-se a uma temperatura média de 700 ◦C [131]

Por apresentar uma boa compatibilidade com sistemas biológicos [117, 120, 123], esses

biopolímeros tem sido utilizados nas mais diversas áreas, como por exemplo, na indústria far-

macêutica e de alimentos. O alginato de sódio, quando na forma de gel, degrada vagarosa-

mente em ambientes com pH próximos a neutralidade e rapidamente em ambientes com pH

extremos (muito baixos ou muito altos) [132, 133]. Assim sendo, é conveniente considerar

que os alginatos possuem um grande potencial em aplicações biotecnológicas, podendo inclu-

sive, quando na forma de géis, servir para o encapsulamento de fertilizantes de liberação lenta

[19, 120, 126, 134–136].
14Aqui, coeficiente de transporte refere-se a capacidade de um soluto ou solvente mover-se ou percolar ao longo

dos poros de um corpo consituído de certo material.
15Um polímero aniônico é aquele que devido a alta densidade de cargas negativas em sua cadeia, atrai e se liga

predominantemente a moléculas de cargas positivas
16Esse fator varia de acordo com a sua massa molar.
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3.5 Espectroscopia Fotoacústica

Desde a sua consolidação como técnica em meados dos anos 1970, a espectroscopia fotoa-

cústica vem sendo utilizada nas mais diversas áreas devido a sua grande versatilidade e caráter

não destrutivo, pois possibilita a análise e caracterização de uma grande variedade de materiais

em diferentes estados (materiais sólidos, líquidos ou gasosos) [137, 138]. A técnica destaca-se

também pelo seu relativo baixo custo, sensibilidade e seletividade altas, graças aos avanços e

desenvolvimento de fontes de laser, células ressonantes, microfones e amplificadores síncronos,

avanços que tornaram a espectroscopia fotoacústica uma técnica muito eficiente para a realiza-

ção de medidas extremamente sensíveis, com limites de detecção que alcançam valores abaixo

do nível ppb [139–142].

A espectroscopia fotoacústica é uma técnica baseada no efeito fotoacústico17, que de forma

bem simplificada pode ser descrito como um efeito no qual a geração de ondas acústicas oriun-

das da variação de pressão no interior de uma célula fechada surgem como consequência da

absorção de radiação modulada ou pulsada por uma amostra (de gás, por exemplo) no interior

dessa célula [138, 139, 144–148]. Essa absorção resulta na excitação dessas moléculas de gás

e sua elevação para um nível mais energético dos estados vibracional, rotacional e eletrônico

[149, 150]. A liberação da energia térmica por parte da amostra devido o decaimento do es-

tado excitado para o estado fundamental, que por sua vez envolve processos radiativos e não

radiativos.

Figura 9: Esquema simplificado dos processos que ocorrem na geração do sinal fotoacústico
[139]

17Descoberto e documentado pela primeira vez em 1880 pelo cientista escocês Alexander Graham Bell[143]
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3.5.1 Geração do sinal fotoacústico

A figura 9 apresenta uma descrição simples do efeito fotoacústico, podendo este ocorrer,

por exemplo, no interior de um tubo cilíndrico preenchido com um gás a ser analisado e ser

separado em duas grandes etapas: A absorção da radiação por parte das moléculas desse gás ao

longo do tubo, que produz uma alteração nos seus estados vibratórios e rotacionais [149, 150] e

a produção e detecção do sinal acústico oriundo da variação da pressão no interior dessa célula.

A desexcitação subsequente a absorção da radiação pode ser dada por dois caminhos: en-

quanto um é através do processo de colisão entre as moléculas excitadas (processo não-radiativo),

o outro é por meio do processo radiativo18. Quando comparados os tempos de decaimento re-

ferentes a esses processos, os não radiativos ocorrem numa faixa de 10−6 a 10−9 segundos,

enquanto os radiativos entre 10−1 e 10−3 segundos [147]. Assim, na prática, a contribuição

dos processos radiativos não é considerada19, sendo então a energia na forma de radiação ab-

sorvida pelas moléculas liberada como calor e convertida em energia cinética translacional,

provocando um aquecimento local, colisões entre essas moléculas e, subsequentemente, uma

expansão térmica e aumento de pressão no meio. Se a intensidade da radiação é modulada

numa dada frequência, a expansão térmica periódica induzida dá origem a um sinal acústico

com essa mesma frequência de modulação [139, 144–148, 151].

3.5.2 Absorção molecular

Quando uma determinada molécula interage com uma radiação de frequência ν, absorve a

energia dos fótons incidentes e passa de um estado de energia En para um estado de energia

mais elevado Em, de acordo com a seguinte relação:

νnm = ν̃nmc =
Em − En

h
(13)

onde ν̃ é o número de onda20 (m−1), h é a constante de Planck (6,62 . 10−34 J.s) e c a

velocidade de luz no vácuo (≈ 3.108 m/s).
18Processo no qual um fóton com comprimento de onda e frequência correspondentes ao da transição do estado

de maior energia para o estado de menor energia é emitido
19Uma vez, que como é possível notar por meio das suas respectivas ordens de grandeza, os processos radiativos

ocorrem em um tempo consideravelmente maior quando comparado aos processos não radiativos.
20Frequência espacial de uma onda, medido em ciclos por unidade de distância e definido matematicamente

como o inverso do comprimento de onda através da relação: ν̃ = 1
λ [151]
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Há um número discreto de níveis de energia permitidos para uma dada molécula, sendo

esses relacionados com as transições entre esses níveis de energia permitidos. Assim sendo, a

radiação é absorvida pela molécula somente quando sua frequência corresponde a uma diferença

entre dois níveis de energia, dando origem a uma linha de absorção no comprimento de onda

relacionado, sendo o conjunto de linhas de absorção o constituinte do espectro de absorção da

molécula [151].

Na figura 9, o primeiro passo diz respeito à absorção de radiação modulada, sendo essa

absorção da radiação incidente por um meio dada pela lei de Beer-Lambert [152, 153]:

I(ν̃) = I0e
−α(ν̃)L (14)

A equação 14 representa matematicamente a lei de Beer-Lambert, enquanto a figura 10

apresenta de forma esquemática esse modelo, para o caso de um meio absorvendo radiação:

Figura 10: Representação ilustrativa da lei de Beer-Lambert

Tanto na equação 14 quanto na fig. 10 , I0 (W/cm2) é a intensidade da radiação incidente

e L (cm) o comprimento do meio de absorção. Na equação 14, o termo α(ν̃) é o coeficiente

de absorção do gás (cm−1), que quando em função da densidade N do gás (mol/cm3) pode ser

representado através da relação:

α(ν̃) = Nσ(ν̃) (15)

Onde σ(ν̃) é a seção de choque do meio (cm2/mol), que expressa a probabilidade de uma

molécula interagir e consequentemente absorver a radiação sobre ela incidida, sendo essa gran-

deza dada pelo produto entre a intensidade da linha S e uma função normalizada g(ν̃)21:

21Função que define as características de absorção inerente as linhas, sendo dependente não só da sua inten-
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σ(ν̃) = Sg(ν̃) (16)

As equações (15) e (16) mostram que o coeficiente de absorção α(ν̃) de um gás em um

determinado número de onda é diretamente proporcional a intensidade da linha espectral S da

transição correspondente. A intensidade da linha, por sua vez, é determinada levando-se em

conta a diferença de população (Nn - Nm) entre os níveis En e Em, e o coeficiente de Einstein

Bnm
22, através da relação:

S =
1

N

hν̃nm
c

Bnm(Nn −Nm) (17)

Onde a diferença entre a população (Nn - Nm) dos dois níveis é dada pela distribuição de

Boltzmann23:

Nn −Nm = Nn

[
1− exp

(
−hcν̃nm

kT

)]
(18)

Na equação (18), k é a constante de Boltzmann (1,38 . 10−23 J/K) e T a temperatura (K),

sendo a população do estado de energia mais baixo Nn dada pela relação:

Nn =
Ngn
Zint

exp

(
−En
kT

)
(19)

sendo gn o fator de degeneração24 do estado inferior e Zint a função de partição interna

total25, definida como:

sidade, mas também da sua forma, largura e perfil, dado por diferentes processos que ocasionam o alargamento
dessas linhas.

22Função que dá a probabilidade de uma transição entre dois níveis
23Distribuição que dá a probabilidade de que um sistema estará em um determinado estado em função da energia

inerente a esse estado e da temperatura do sistema para o qual a distribuição é aplicada [154, 155]
24Fator que corresponde ao número de estados degenerados num mesmo nível, igualmente prováveis de serem

preenchidos
25A soma de todos os estados internos de energia que compartilham o mesmo nível de energia, em função de g.
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Zint =
∑
n=1

gnexp

(
−En
kT

)
(20)

Combinando as equações (18) e (20) com a equação (17), obtém-se:

S(T ) =
hν̃nm
c

Bnm
gn

Zint(T )
exp

(
−En
kT

)[
1− exp

(
−hcν̃nm

kT

)]
(21)

A equação (21) pode ser utilizada na determinação da intensidade de uma linha espectral

em função da temperatura, para uma transição entre estados cuja função de partição Zint seja

conhecida.

3.5.3 Produção do calor e geração das ondas de pressão no interior da célula fotoacústica

A produção de calor em uma amostra devido a absorção de radiação pode ser descrita por

meio da análise das densidades de população Nm e N - Nm, correspondentes aos estados de

energia excitados e não excitados Em e En [149, 150, 156]. Para um estado excitado, a equação

da taxa de variação da densidade de população pode ser expressa da seguinte forma:

dNm

dt
= (N −Nm)σφ−Nm

(
σφ+

1

τm

)
(22)

onde σ é a seção de choque, φ o fluxo de fótons incidentes e τm o tempo de decaimento do

estado excitado, em função dos tempos de decaimento dos processos radiativo e não radiativo,

combinados:

τm =
1(

τ−1mr
+ τ−1mnr

) (23)

Conforme mostrado na seção 3.5.1, o tempo de decaimento radioativo τmr é muito maior

que o de não radiativo τmnr . Assim sendo, na equação (23), o termo τm pode simplesmente ser

aproximado para a sua componente não radiativa, de modo que:
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τm ≈ τmnr (24)

Para pequenas absorções ou experimentos cuja concentração dos gases é baixa, a taxa de

excitação incidente σφ é pequena o suficiente para considerar que Nm � N . Assim sendo, a

equação (22) se reduz a:

dNm

dt
= Nσφ−Nm

1

τm
(25)

Onde, para uma fonte de radiação modulada, o fluxo de fótons incidentes é dado pela função

φ = φ0(1 + eiωt), (26)

Com ω sendo a frequência angular da modulação. Na equação (26), ao considerar que o

termo dependente do tempo é o único que contribui no processo de geração do sinal fotoacús-

tico, a solução da equação (25) é:

Nm =
Nφ0στm√
1 + (ωτm)2

ei(ωt−ϕ) (27)

onde ϕ = arctan(ωτm) é o deslocamento da fase entre Nm e φ [147, 156–159]. A taxa

de produção de calor H (J/(cm3.s)) em função da população do estado excitado, do tempo de

decaimento não radiativo e da energia correspondente a transição é definida como:

H = Nm
hc∆ν̃

τmnr

(28)

Considerando a transição entre dois níveis, no qual o estado inferior corresponde ao nível de

energia mais baixo, ∆ν̃ pode ser considerado equivalente a frequência de modulação do laser

ν̃laser [147, 159, 160]. Levando em consideração a aproximação τm ≈ τmnr descrita na relação

(24), a taxa de produção de calor passa a ser:
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H = Nm
hcν̃laser
τm

(29)

Combinando as equações (27) e (29), obtém-se a taxa de produção de calor em função do

tempo:

H = H0e
i(ωt−ϕ) (30)

onde a amplitude H0 da função H é definida por:

H0 =
NσI0√

1 + (ωτm)2
(31)

e a intensidade da radiação incidente I0:

I0 = φ0hcν̃laser (32)

Para frequências de modulação f 26 na faixa de kHz, (ωτm � 1) [147, 159, 160]. Com isso,

a equação (31) reduz-se a:

H0 = NσI0 = αI0 (33)

Assim sendo, a expressão final da taxa de calor produzido numa transição de estados devido

a incidência e absorção da radiação modulada por uma amostra absorvendo essa radiação é dada

por:

H = αI0e
i(ωt) (34)

26f = ω
2π
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Uma vez que o aquecimento da amostra de gás é periódico devido a incidência e absorção

da radiação modulada, uma onda de pressão também periódica e proporcional a quantidade de

gás e a variação de volume consequente das expansões e contrações dos gás é gerada [137–

139, 145–147], sendo representada pela relação:

52p− 1

vs2
∂2p

∂t2
= −γ − 1

vs2
∂H

∂t
(35)

Onde vs, γ e H correspondem a velocidade do som no gás27, o seu coeficiente adiabático do

gás28 e a taxa de calor produzida pela amostra devido a absorção da radiação [137, 139, 144–

148], definida pela equação (34).

No interior de um ressonador29, o sinal acústico gerado pela variação de pressão devido

a absorção e subsequente aquecimento periódico da amostra é dado através de soluções para a

equação (35) [139, 144–147, 156–158, 161, 162]. Essas soluções levam em conta a contribuição

de todos os modos ressonantes, de modo que, para uma cavidade cilíndrica30 de tamanho L e

raio R operando em modo ressonante, a frequência de ressonância31 é dada pela relação:

fkmn =
vs
2

√(
k

L

)2

+
(αmn
R

)2
(36)

Onde αmn é a solução da equação de Bessel e os índices k, m e n correspondem aos três

modos de ressonância para um ressonador cilíndrico: longitudinal, azimutal e radial, respecti-

vamente [139, 157, 158].

27Definida pela relação
√

γRT
M , onde R = 8,3144 J/K e T a temperatura.

28Definido como a razão entre a capacidade térmica a pressão constante e a capacidade térmica a volume cons-
tante, numa condição adiabática.

29Consiste numa cavidade regular e geometricamente bem definida[139], de modo a amplificar sinais gerados
no seu interior, cuja frequência coincidem com a(s) sua(s) frequência(s) e seus respectivos modos ressonantes.

30Cavidades cilíndricas estão entre as mais utilizadas na construção de células para medidas com espectroscopia
fotoacústica [139].

31Por definição, a frequência de ressonância é uma frequência específica na qual uma onda oscila com amplitude
máxima. Aqui nesse contexto, mais especificamente, essa onda é uma onda acústica gerada no interior de um tubo
ressonante e de comprimento L.
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Figura 11: Esquema dos modos ressonantes longitudinal, azimutal e radial para um ressonador
cilíndrico de comprimento L e raio R [139].

O sinal fotoacústico detectado pelo microfone no interior do ressonador em um determinado

modo ressonante j32 é proporcional a pressão sobre a membrana do microfone, podendo, no

caso dos ressonadores cilíndricos utilizados na espectroscopia fotoacústica, ser aproximado

para valor dessa pressão [139, 145, 147, 156, 157, 159, 162]. Assim, para a amplitude do

sinal fotoacústico, podemos escrever:

SFA = pj(rM , ωj) (37)

Este sinal também dependente da posição rM exata do microfone no interior do ressonador

[139, 157], de maneira que, para uma cavidade operando num modo ressonante j cujo micro-

fone está localizado na posição rM , a pressão p(rM , ωj) nesse ponto pode ser escrita como:

p(rM , ωj) =

[
(γ − 1)

L

V

Qj

ωj
Ijpj(rM , ωj)αP0

]
(38)

Onde γ é o coeficiente adiabático do gás, V é o volume do ressonador, Qj e ωj são, respec-

tivamente o fator de qualidade e a frequência angular de ressonância correspondente ao modo

ressonante, Ij uma integral que descreve o efeito da sobreposição espacial entre o feixe da radi-

ação incidente e a distribuição de pressão no interior do ressonador num determinado modo de

ressonância e pj(rM , ωj) é um fator de normalização referente a pressão, sendo função tanto do

modo ressonante em questão quanto a posição do microfone. Os termos α e P0 são o coeficiente

de absorção do gás e a potência da radiação incidente, respectivamente [139, 145, 157, 158].
32j = k, m, n. Aqui, esse índice representa qualquer um dos três modos (Longitudinal, azimutal ou radial)

ressonantes para um ressonador cilíndrico.
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Conforme mencionado, o termo Qj apresentado na equação (38) corresponde ao fator de

qualidade da célula. Embora seja muitas vezes tratado e definido na literatura apenas mate-

maticamente, o fator Qj de qualidade da célula é, assim como a constante da célula (Cj(ωj)),

fortemente dependente e relacionado não só com as dimensões e características físicas e eletrô-

nicas da célula fotoacústica, mas também com as condições experimentais, no que diz respeito

a espécie gasosa analisada, bem como o perfil e funcionamento da fonte de radiação laser uti-

lizada nas medidas. Qualitativamente, pode-se dizer que esse fator é um termo que quantifica

o efeito das perdas energéticas que ocorrem por dissipação no interior do ressonador, ao longo

de um ciclo correspondente a absorção da radiação pelas moléculas do gás e a geração do sinal

acústico [139, 157, 163, 164]. Matematicamente, o fator Qj é definido como:

Qj =
fj

∆f
, (39)

onde fj e ∆f são, respectivamente a frequência de ressonância para um modo j e o valor da

largura do perfil de ressonância da célula entre os pontos em que a amplitude corresponde a um

valor 1√
2

do valor da amplitude máxima dessa curva de ressonância [139, 144, 157, 163, 164].

Considerando que o produto αP0 da equação (38) pode ser considerado um termo depen-

dente da intensidade e perfil da radiação que incide e é absorvida pelo gás, e que os termos

restantes são parâmetros que caracterizam o ressonador e suas condições de operação, podemos

formar uma relação que é definida como constante da célula33 (Cj(ωj)):

Cj(ωj) =

[
(γ − 1)

L

V

Qj

ωj
Ijpj(rM , ωj)

]
(40)

Com isso, a equação (38) passa a ser:

SFA = Cj(ωj)αP0 (41)

33Embora o termo Cj(ωj) seja definido como constante da célula e descreva a sensibilidade do ressonador para
uma dada frequência de ressonância em função das suas dimensões, da posição e resposta do microfone e, do
fator de qualidade Qj da ressonância selecionada para a detecção de um sinal, esse fator depende também da
sobreposição espacial do feixe laser e do padrão das ondas estacionárias geradas no seu interior, uma vez que
depende da frequência ωj , cujo valor varia para os diferentes modos ressonantes. Seu valor não é comumente
determinado pela equação (40), mas sim por meio de medidas de calibração utilizando medidores de potência
precisos e gases certificados, por exemplo [139].
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Assumindo o coeficiente de absorção α definido na equação (15) como Nσ, onde o N

relaciona-se com a concentração do gás pela relação

cgas =
N

Ntot

, (42)

onde Ntot (número total de moléculas /cm3) é a densidade total de moléculas. Com isso,

tem-se a relação que mostra que o sinal fotoacústico nessas condições é proporcional a potência

do laser e a concentração das moléculas que absorvem essa radiação, podendo, por meio da

relação entre as equações (15), (41) e (42) ser representado da seguinte forma[139, 157, 158,

163, 165]:

SFA(ν̃) = Cj(ωj)P0Ntotcgasσ(ν̃) (43)

Uma vez gerado no interior do ressonador, o sinal acústico resultante dos processos acima

descritos e representado na equação (43) é captado por um ou mais microfones e conduzido até

um amplificador lock-in [139, 147, 156–158, 162, 163, 165–167].

3.5.4 Fontes de radiação e espectroscopia fotoacústica

O avanço da espectroscopia fotoacústica sempre caminhou ao lado do aprimoramento de

sensores e do desenvolvimento de fontes de radiação. Em 1938, Viengerov introduziu pela

primeira vez um sistema baseado em uma fonte de infravermelho para análise de misturas de

gases [142]. No entanto, somente na década de 1960 houve o primeiro uso de uma fonte de

laser na detecção de gás utilizando a espectroscopia fotoacústica. Em comparação com as

fontes de luz convencionais, os lasers têm qualidade de feixe superior e pureza espectral, além

de poderem fornecer radiação de alta potência [139, 140]. Com isso, as fontes de radiação laser

são partes cruciais que determinam a sensibilidade, seletividade e a praticidade dessa técnica.

Como exemplo de fontes de radiação aplicadas na espectroscopia fotoacústica, tem-se: o

laser de CO2, o laser de Cascata Quântica (QCL) [168], o oscilador paramétrico óptico (OPO),

e os lasers de diodo do tipo QW DFB (Quantum Well Distributed Feedback) [169].

O laser de CO2 é um laser de gás que teve uma participação significativa no avanço da

espectroscopia fotoacústica. Esse laser é bombeado por uma descarga elétrica numa mistura
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de gás e pode ser operado com corrente contínua ou corrente alternada, apresentando uma boa

eficiência nesse processo de conversão de energia. Emite linhas na região de 9 a 11 µm e graças

a sua largura de linha estreita e altas potências oferecidas, levou a sensibilidade dos sistemas

fotoacústicos a um novo nível [170, 171].

O laser de cascata quântica (LCQ ou QCL34) é um laser do tipo semicondutor que desde

a sua criação nos anos de 1990 mostrou-se promissor e versátil para aplicações em medidas na

faixa do infravermelho, devido a sua estabilidade, possibilidade de operar de forma contínua ou

pulsada e alta resolução espectral, podendo ser fabricados para operar em uma ampla faixa que

está entre 3 µm e 24 µm [168, 172, 173].

O desenvolvimento do sistema OPO (oscilador paramétrico óptico) abriu a possibilidade

de uma fonte de laser que consiste em um cristal inserido em uma cavidade óptica sobre a

qual incide um intenso feixe de bombeio. A partir de um processo denominado conversão

paramétrica35, são gerados dois novos e intensos feixes de luz: sinal e complementar [174–

176]. Possui larga faixa espectral, potência relativamente alta e com comprimentos de onda na

faixa de 1,2 a 20 µm, tornando-a uma fonte promissora e viável.

Os QW DFB (Quantum Well Distributed Feedback) [169, 177] são lasers do tipo semi-

condutor amplamente utilizados em sistemas de telecomunicação. No entanto eles também

representam excelentes fontes de radiação para a detecção de múltiplas espécies gasosas na

região do infravermelho próximo, devido a largura de linha estreita, a possibilidade sintonizá-

los em diversos comprimentos de onda, bem como a sua operação em temperatura ambiente

[139, 163]. Além disso, os lasers QW DFB são compatíveis com fibras ópticas, facilitando

muito o acoplamento e o alinhamento. A partir disso, vários trabalhos que exploram as poten-

cialidades da espectroscopia fotoacústica para gases vêm sendo apresentados ao longo dos anos

[142, 178], com destaque para os trabalhos envolvendo a detecção de traços de gases estufa

liberados por veículos [179–182], de poluentes na atmosfera [140], na detecção das taxas de

emissão de etileno em frutos revestidos por filmes [183] e na monitoração da taxa de emissão

de amônia [38, 139, 163, 184].

Assim sendo, as potencialidades da técnica só puderam ser totalmente exploradas quando

combinadas com uma fonte de laser adequada [163, 178]. Portanto, apesar da potência dos

lasers QW DFB que operam na faixa do infravermelho e em temperatura ambiente ainda ser

34Do inglês Quantum Cascade Laser.
35O processo de conversão paramétrica pode ser entendido como um processo onde um fóton do feixe de bom-

beio, de frequência ω0 é aniquilado e convertido em dois outros fótons (sinal e complementar), com frequências
ωS e ωC , respectivamente [174].
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baixa quando comparada com os de CO2 e os demais lasers a gás (o que muitas vezes limita

a sensibilidade desses sistemas a partes por milhão), os recentes avanços no desenvolvimento

desses lasers tiveram e têm uma grande influência no aperfeiçoamento dos sistemas utiliza-

dos em medidas envolvendo a espectroscopia fotoacústica, uma vez que eles podem oferecer

uma solução alternativa onde se faz necessário um sistema compacto, de baixo custo e vida

longa útil. Além do mais, uma vantagem especial desses tipos de lasers é a possibilidade de

modulá-los eletronicamente, permitindo trabalhar com modulações tanto em amplitude quanto

em comprimento de onda [139, 140, 169, 178, 185, 185].

3.5.5 Modulação em amplitude (MA)

A modulação em amplitude [186–189] consiste basicamente na interrupção periódica da

radiação incidente, podendo ser realizada mecanicamente por meio de um modulador mecânico

(chopper), ou pela modulação da corrente de injeção do laser, ligando-a e desligando-a (por

meio da saída TTL de um gerador de função, por exemplo). Esse processo de ligar e desligar

a corrente de alimentação do laser de forma periódica gera, por sua vez, uma variação também

periódica na sua potência, na mesma frequência.

A figura 12 representa um exemplo desse tipo de modulação, para uma forma de onda

quadrada de amplitude arbitrária adicionada a uma baixa corrente DC de operação do laser:

Figura 12: Exemplo de modulação em amplitude para uma forma de onda quadrada de ampli-
tude arbitrária adicionada a uma baixa corrente DC de operação do laser.

Embora a modulação em amplitude ofereça um sinal intenso, que é obtido pela variação
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da potência total do laser, o backgroung36 inerente a esse sinal, devido a absorção da janela e

paredes da célula, pode limitar a sensibilidade do sistema [139, 163, 167, 185].

3.5.6 Modulação em comprimento de onda (MCO)

Uma forma eficaz de atenuar esse sinal de fundo é a utilização da modulação em compri-

mento de onda [163, 188–193]. A modulação em comprimento de onda é obtida adicionando

uma corrente alternada (com mesma frequência de ressonância da célula) de forma senoidal ou

quadrada à corrente continua de alimentação do laser. Ou seja, fixa-se um determinado valor

de corrente continua de modo que a potência do laser seja próxima ao seu máximo e adiciona-

se uma corrente alternada de baixa amplitude. Essa corrente de baixa amplitude, por sua vez,

provoca uma variação de temperatura no laser e, consequentemente, no comprimento de onda

da radiação. Como essa modulação ocorre na mesma frequência de ressonância da célula fo-

toacústica [139, 165–167, 185, 189, 194, 195], o sinal é amplificado. Para essa modulação, o

comprimento de onda do laser é definido pela relação:

λ(t) =



λc + λ0
2

(onda quadrada no intervalo entre 0 e π)

λc − λ0
2

(onda quadrada no intervalo entre π e 2π)
(45a)

{
λc + λ0cos(2πft) (onda senoidal) (45b)

(45)

Onde λ(t) e λc são respectivamente o comprimento de onda instantâneo e o comprimento de

onda central do laser, e, λ0 a amplitude de modulação [163, 188–193]. A figura 13 representa

um exemplo para esse tipo de modulação, para uma forma de onda quadrada de baixa amplitude

adicionada a uma corrente máxima DC de operação do laser:

No caso de lasers de diodo cuja corrente de injeção e a frequência de operação são ajustá-

veis, a modulação em comprimento de onda pode oferecer uma melhor sensibilidade quando

comparada à modulação em amplitude, em função de uma melhor relação sinal-ruído [163,

166, 188–190]. Conforme mencionado, isso ocorre porque em medidas utilizando modulação

36O background é aqui definido como um sinal coerente (cuja frequência f corresponde a mesma do sinal
gerado devido a absorção da radiação modulada pela amostra), gerado devido a absorção da radiação pelas janelas
da célula.
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Figura 13: Exemplo de modulação em comprimento de onda para uma forma de onda quadrada
de baixa amplitude adicionada a uma corrente máxima DC de operação do laser.

em amplitude, a absorção nas janelas contribui significativamente ao sinal de fundo. Em contra-

partida, na modulação em comprimento de onda, a contribuição das janelas ao sinal fotoacústico

é menor, uma vez que o sinal gerado é proporcional a primeira derivada do sinal em amplitude e

as absorções nas janelas são de bandas largas que, quando derivadas, aproximam-se a zero. Para

esse tipo de modulação, os sinais gerados no interior da célula são analisados na frequência 2f ,

correspondente ao segundo harmônico da frequência natural do ressonador, fazendo com que

o sinal acústico da absorção da janela e outros sinais de fundo sejam efetivamente reduzidos,

podendo então, melhorar a relação sinal-ruído e consequentemente a sensibilidade do sistema.

[139, 163, 165–167, 185, 189, 191–195].

3.5.7 Célula fotoacústica diferencial

A célula fotoacústica mostrada na figura 14 representa esquematicamente um modelo de

célula fotoacústica diferencial, projetada para uma rápida resposta, baixo ruído37 e background.

Geometricamente, seu projeto é altamente simétrico e conta com uma entrada e uma saída

de gás, duas janelas ópticas transparentes38, dois tubos ressonantes cilíndricos e quatro filtros

acústicos [139, 185, 189].
37Definido como um sinal incoerente (cuja frequência não é definida ou correspondente a do sinal gerado no

ressonador), gerado pelo fluxo de gás, vibrações ou, simplesmente de natureza eletrônica.
38Deve ser óptica e termicamente transparente para o comprimento de onda λ da radiação incidente
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(a) Célula fotoacústica diferencial com-

pacta

(b) Esquema da célula fotoacústica diferencial compacta

Figura 14: Célula fotoacústica diferencial compacta utilizada e sua representação esquemática
[163]

Cada um dos tubos ressonantes é equipado com um microfone posicionado simetricamente

nos seus centros, sendo esses microfones selecionados de forma que as suas respostas estejam

em torno da frequência de modulação da radiação e de ressonância desses tubos.

Os buffers ou filtros acústicos atenuam sinais gerados pelo aquecimento das janelas e pelo

fluxo turbulento inerente a passagem do gás, enquanto as duas colunas que os ligam atuam

como filtros rejeita-banda e geram interferências destrutivas entre as ondas externas ao tubo

ressonante, sendo para isso, construídos com o comprimento λ/4 [139, 163, 167, 185].

Numa medida utilizando essa configuração, o fluxo de gás passa por ambos os tubos, pro-

duzindo aproximadamente o mesmo ruído de fluxo em ambos os ressonadores. No entanto, a

radiação modulada que atravessa a janela passa apenas por um dos tubos. As moléculas do gás

ali presentes absorvem essa radiação e geram o sinal fotoacústico, que é localmente medido

através do seu microfone. Assim sendo, o sinal fotoacústico é gerado em apenas um tubo en-

quanto o segundo tubo mede apenas os ruídos e o background. Com a diferença entre esses

sinais, produz-se um sinal resultante com um nível significativamente menor da contribuição do

ruído e do background [139, 163, 167, 185].
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4 MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 Montagem experimental

O sistema de detecção (figura 15) utilizado é composto basicamente por uma célula fotoa-

cústica diferencial compacta, um diodo laser QW DFB (Quantum Well distributed feedback),

uma fonte comercial (que controla as condições de operação do laser, temperatura, corrente e

tensão), um gerador de função e um amplificador lock-in.

Figura 15: Esquema ilustrativo da Montagem Experimental [163]

Em todas as etapas foi utilizada uma célula fotoacústica diferencial compacta [139, 163,

185, 189] (figura 14a ) de comprimento39 6,7 cm, largura 5,5 cm e altura 3,0 cm. Seus tubos

ressonantes são cilíndricos e possuem 24 mm de comprimento e 4 mm diâmetro. No meio dos

tubos estão instalados os microfones Knowles TM 24547-C36, de diretividade omnidirecional40

e resposta não plana e polarizável com uma tensão DC de 1,3 V. É dotada de duas janelas ópti-

cas de fluoreto de cálcio (CaF2), uma entrada e uma saída de gás, cujo caminho possui filtros

acústicos que atuam como atenuadores de ruídos e background. Em particular, essa célula foto-

acústica apresenta ainda a vantagem de possuir uma camada de Politetrafluoretileno (PTFE)41

cobrindo a sua superfície interna, reduzindo a possibilidade de adsorção42 de moléculas polares,
39Aqui, consideramos o comprimento como a linha paralela aos tubos ressonantes.
40Os microfones omnidirecionais são capazes de captar o som de todas as direções, apresentando semelhante

amplitude no nível do sinal de saída quando excitado em qualquer ângulo, cobrindo e captando o máximo de som
em todo o ambiente.

41Conhecido comercialmente como Teflon, é um polímero cuja principal característica está no fato de ser uma
substância praticamente inerte devido a interação dos átomos de flúor sobre a sua cadeia carbonada.

42A adsorção é um fenômeno caracterizado pelo preenchimento total ou parcial da superfície de um dado mate-
rial por outros átomos, cuja dinâmica depende dos detalhes das espécies envolvidas.
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como a amônia (NH3).

Para todas as medidas envolvendo a detecção de amônia, a célula foi usada em uma configu-

ração ressonante que corresponde ao seu primeiro modo acústico longitudinal, cuja frequência

determinada experimentalmente foi de 6,38 kHz.

Ao longo das etapas do trabalho, dois diferentes lasers de diodo do tipo QW DFB foram

usados. Inicialmente, utilizou-se um QW DFB de 20 mW com comprimento de onda centrado

em 1531,95 nm (NEC modelo NX8562LB) e, posteriormente, com o objetivo de otimizar o

sistema por meio do aumento na sua sensibilidade, um outro QW DFB, com potência de 80

mW e comprimento de onda centrado em 1532,68 nm (EM4 modelo E0054271) foi adquirido

e utilizado na configuração final do sistema.

Em ambas as configurações, os lasers foram acoplados a uma das extremidade de uma fibra

óptica do tipo PM (com 125 µm e 8 µm de diâmetro externo e do núcleo, respectivamente)

e montados sobre uma base do tipo borboleta (Tektronicx modelo BFY-1), de 14 pinos (figura

16a). Essa base por sua vez é diretamente conectada a uma fonte comercial da Stanford Rese-

arch Systems modelo LDC501 (figura 16b), que permite o controle da temperatura (por meio de

um Peltier) e da corrente de operação do laser, bem como a sua a modulação por meio de uma

referência externa. Nas medidas, a corrente de alimentação do diodo laser foi eletronicamente

modulada na frequência de ressonância da célula fotoacústica utilizando uma gerador de fun-

ção RIGOL modelo DG1022, sendo que dois tipos de modulação foram utilizados por meio

da saída TTL43 do gerador de função: modulação em amplitude e modulação em comprimento

de onda.

(a) laser acoplado a base (b) Driver

Figura 16: (a) Laser acoplado a base (b) Driver

Na outra extremidade da fibra óptica está acoplado um colimador Thor Labs modelo F230FC-

1550 (figura 17a), que por sua vez está ligado a uma das entradas ópticas da célula fotoacústica
43Transistor-Transistor-Logic
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de modo que o feixe do laser passe pelo centro ao longo do comprimento do tubo ressonador

da célula. A oscilação de pressão no interior da célula detectada pelos microfones é amplificada

por um lock-in modelo SR830, fabricado pela Stanford Research Systems (figura 17b).

(a) Colimador (b) Amplificador Lock-in

Figura 17: (a) Colimador (b) Amplificador Lock-in

Como porta amostras, foi utilizado um frasco de vidro (de volume 250 ml) com tampa

rosqueada onde foram inseridas uma linha44 de entrada e outra de saída (ambas de Teflon) para

que fosse estabelecido um fluxo do gás de arraste e do emitido pelas amostras, no seu interior.

O arraste e controle do fluxo dos gases foi realizado utilizando um fluxômetro (modelo ALICAT

- MC series), sendo que, durante as medidas, esse porta amostras foi fechado e colocado dentro

de uma B.O.D45 (ELETROLAB - Modelo EL222) e mantido a uma temperatura constante.

(a) Fluxômetro (b) Porta Amostras (c) B.O.D

Figura 18: Fluxômetro, Porta Amostras e B.O.D utilizados nas medidas

Embora na faixa espectral utilizada não exista absorção significativa de água, sabe-se que ela

disputa sítios de adsorção nas superfícies internas de todo o sistema (linhas e paredes dos porta

amostras e da célula fotoacústica). Assim sendo, para garantir que não houvessem contribuições

ou interferências da água no sinal, a amostra de gás foi arrastada até um cold trap46, sendo esse
44Aqui, nesse contexto, o termo linha é atribuído aos tubos utilizados como caminho para os gases ao longo de

todo o sistema.
45Biological Oxygen Demand
46De forma simplificada, trata-se de um sistema utilizado para e reter a água presente na amostra gasosa antes

do fluxo ser conduzido até o interior da célula.
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composto por um pequeno frasco em contato térmico com recipiente criogênico47 preenchido

com nitrogênio líquido.

Figura 19: Cold Trap

Para as medidas de calibração e os demais testes de caracterização e determinação de con-

dições de operação, uma configuração similar porém simplificada foi utilizada (uma vez que

não envolve reagentes, soluções ou controle de temperatura), sendo essa composta por dois

fluxômetros (modelo ALICAT - MC series) ligados em paralelo, que controlam o fluxo (possi-

bilitando medidas em diferentes concentrações a partir de diferentes proporções entre os fluxos

individuais de cada fluxômetro) e levam os gases certificados até a célula.

4.2 Amostras

Para as medidas referentes a calibração e demais testes com o sistema, foram utilizados

os seguintes gases certificados: nitrogênio gasoso (N2), amônia (10 e 100 ppmv), dióxido de

carbono (CO2 - 20%48), hélio (He), óxido nitroso (N2O - 5 ppm) e etileno (C2H2 - 5 ppm), todos

pela White Martins. Para a preparação das cápsulas de alginato, foram utilizados os seguintes

reagentes:

• Alginato de Sódio (SIGMA–ALDRICH) - Massa molar (MW)=100.000 g/mol, com apro-

ximadamente 61% de ácido manurônico e 39% de ácido gulurônico, uma relação M/G de

1,56.

• Ácido Acético ≥ 99.70% (SIGMA–ALDRICH);

• Carbonato de Cálcio ≥ 99.0% (SIGMA–ALDRICH);
47Nesse caso em questão, foi utilizado um Dewar comercial
48que corresponde a 2 . 105 ppm
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• Cloreto de Cálcio ≥ 99% (VETEC);

• Óleo Mineral (VETEC);

• Clorofórmio ≥ 99.5% (SIGMA–ALDRICH);

• Solução tampão acetato de sódio+ácido acético pH 4 (FLUKA)

• Ureia comercial (SIGMA-ALDRICH)

• Urease comercial (SIGMA-ALDRICH)

4.2.1 Preparação das cápsulas de alginato com ureia

Para a formulação das microcápsulas de alginato contendo ureia, foi utilizado o método

de emulsificação [196–198], baseado na metodologia de Silva et al.e Xiao et al.[199, 200] e

representado esquematicamente na figura 20. As amostras foram preparadas em parceria com

o Laboratório de Materiais Avançados (LAMAV) da UENF, que forneceu os equipamentos e

pessoal para a realização desse processo de preparação.

Figura 20: Preparação das amostras por emulsificação

A ureia foi dissolvida na solução de alginato de sódio 3% (m/v) contendo carbonato de

cálcio (relação m/m Ca2+/alginato igual a 7%). Após isso, essa solução resultante é gotejada
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juntamente com uma solução de óleo mineral e ácido acético 10% v/v (para solubilização dos

íons Ca2+) sobre uma solução de óleo mineral contendo 1% m/m de surfactante (para não permi-

tir que as micropartículas se agreguem), e sob rotação controlada de 400 rpm. Posteriormente,

adicionou-se uma solução de CaCl2 0,05 M (para completar a coagulação e manter a forma da

gotícula). Após cerca de uma hora sob rotação, as microcápsulas foram separadas da solução

utilizando uma micro-peneira, lavadas com solução tampão acetato pH 4 (para retirar o excesso

de cálcio e óleo) e secas. As amostras devidamente secas podem ser vistas na figura 21.

Figura 21: Cápsulas de alginato+ureia

No total foram preparadas seis formulações, partindo-se da mesma concentração de algi-

nato. As três primeiras traziam uma uma relação Ureia/Alginato correspondente a 25% (m/m)

enquanto as três últimas 50% (m/m). Nas diferentes formulações, as esferas apresentaram ta-

manho médio muito próximo. Isso é esperado, uma vez que no procedimento foram utilizadas

seringas com o mesmo diâmetro de abertura. A massa das micropartículas foram medidas uti-

lizando uma balança analítica SARTORIUS modelo TE 2145 e os diâmetros utilizando uma

micrômetro Starrett modelo V436. A tabela 2 apresenta esses dados:

Formulação
Massa

(g)

Diâmetro

(mm)

Ureia/

Alginato (%)

ALG10115 1,01 ± 0,02 1,02 ± 0,04 25

ALG04116 1,08 ± 0,02 1,01 ± 0,04 25

ALG04516 1,16 ± 0,02 1,07 ± 0,04 25

ALG06716 2,20 ± 0,02 1,02 ± 0,04 50

ALG09116 2,44 ± 0,02 1,08 ± 0,04 50

ALG0666 2,36 ± 0,02 1,10 ± 0,04 50

Tabela 2: Características das cápsulas de alginato com ureia incorporada
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5 RESULTADOS

nicialmente, os componentes principais do sistema de detecção (o laser e a célula fotoacús-

tica) foram caracterizados. A curva característica potência vs corrente do laser de diodo foi

obtida e foram encontrados os valores de limiar de funcionamento do laser (início de emissão

laser) e de máximo de tensão que não provocasse, assim, danos ao laser. Para a célula foto-

acústica foram encontradas as frequências de ressonância para a amônia e as outras espécies

gasosas.

Duas configurações foram utilizadas para compor o sistema de detecção, diferenciando-

se uma da outra apenas pela fonte de radiação. Na primeira, o sistema contava com um diodo

laser NEC NX8562LB de 20 mW, enquanto que na segunda configuração, um diodo laser EM4

E0054271 de 80 mW foi utilizado. Para ambos os lasers, foram realizados testes de modulação

em amplitude e comprimento de onda, bem como testes para determinar a melhor relação sinal

ruído do sistema fotoacústico.

Dada a necessidade de uma fonte de radiação com maior potência, a configuração com o

laser EM4 acabou por tornar-se a configuração definitiva, sendo então utilizada para todas as

medidas aqui nessa seção apresentadas. Assim, os resultados aqui nessa seção apresentados

serão apenas os que foram realizados sob as mesmas condições experimentais.

Cabe aqui ressaltar que, devido a problemas com o amplificador lock-in e com os resulta-

dos referentes as primeiras quatro amostras de ureia icorporada ao alginato, as medidas com

o espectrômetro utilizando o laser NEC NX8562LB foram desconsideradas no texto principal

deste trabalho, a fim de garantir a idoneidade na análise dos resultados e nas suas respectivas

conclusões. No entanto, os resultados dessas medidas estarão apresentados, ainda que de forma

não tão detalhados e discutidos, no apêndice.

5.1 Medida e determinação da corrente de operação do laser

Primeiramente, foi obtida a curva de potência versus corrente do diodo laser a fim de otimi-

zar a sua utilização dentro de uma margem de segurança para evitar danos.

Segundo os dados fornecidos pelo fabricante, o EM4 E0054271 pode operar a uma potência

nominal de 80 mW quando aplicada sobre ele uma corrente de 350 mA. A figura 22 mostra a

dependência da potência com a sua corrente de alimentação, medidas no laboratório:
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Figura 22: Curva potência versus corrente do diodo laser

Conforme poder ser visto na figura 22, a potência do laser apresenta um aumento linear

com a corrente. Ao longo de todos os testes e medidas preliminares, o laser mostrou-se estável

quando operando na corrente máxima estabelecida pelo fabricante. A partir disso, durante

todos os experimentos a corrente máxima do laser foi de 350 mA que, conforme mencionado,

corresponde a uma potência de aproximadamente 80 mW.

Para fins de calibração, o coeficiente de ajuste49 da temperatura do laser também foi de-

terminado. O fabricante indica que para esse laser o coeficiente é de -12,5 GHz/◦C, o que

correspondente a 0,1 nm/◦C. No entanto, uma relação entre o seu comprimento de onda e a sua

temperatura foi estabelecida a partir da comparação entre os picos de absorção obtidos num es-

pectro teórico de absorbância e um espectro experimental referente ao sinal fotoacústico gerado

por uma amostra de 100 ppmv de amônia (figura 23).

49Trata-se da taxa de variação do comprimento de onda λ emitido pelo laser com relação a temperatura T de
operação, assim: (dλ/dT )
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Figura 23: Espectro teórico de absorbância (HITRAN) (a) e espectro correspondente ao sinal
fotoacústico em função da temperatura (b), para o NH3

A partir da figura 23, foram obtidos os seguintes pontos:

λ (nm) T (◦C)

1530,59 -0,38

1531,68 10,77

1532,54 20,17

1532,80 22,67

1532,97 24,52

1533,28 27,57

1534,27 37,97

1534,45 39,92

1534,57 41,02

1535,12 46,87

Tabela 3: Relação entre o comprimento de onda e temperatura do laser EM4

A partir dos dados apresentados na tabela 3, foi possível verificar que há uma relação linear
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entre o comprimento de onda emitido pelo laser e a sua temperatura de operação:

Figura 24: Ajuste da função Comprimento de onda x Temperatura do laser EM4

Por meio do ajuste linear da função estabelecida pelos pontos da tabela (3), obteve-se um

coeficiente angular de valor≈ (0,0958±0,0003) nm/◦C. Como a relação entre o comprimento de

onda e a temperatura corresponde a uma função polinomial de primeiro grau50, o seu coeficiente

angular corresponde ao coeficiente de ajuste da temperatura. Assim sendo, o valor aproximado

encontrado concorda com o dado fornecido pelo fabricante, podendo então, para efeitos de

aproximação ser considerado 0,1 nm/◦C.

Uma vez estabelecida essa relação entre a temperatura e o comprimento de onda emitido

pelo laser, é possível obter os espectros em função desses dois parâmetros. Com isso, foi

possível calibrar o comprimento de onda do laser em função da sua temperatura de operação.

5.2 Determinação da frequência de ressonância da célula fotoacústica

Após a determinação da corrente de operação do laser (de forma a operar com a maior

potência possível sem comprometer seu funcionamento e seletividade para a aplicação em

questão), foi investigada a frequência de ressonância da célula fotoacústica. Uma vez que a

frequência de ressonância não depende da forma ou como é modulado o sinal no seu interior,
50Do tipo y = ax + b
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uma modulação básica51 foi estabelecida e utilizada nessas medidas. Dessa forma, fez-se variar

a frequência da radiação emitida pelo laser entre 5000 e 8000 Hz por meio da saída sine out

do lock-in de modo que, com o objetivo de se obter o máximo de potência nessa medida, 10

VPP foram aplicados sobre uma corrente DC de 150 mA, fornecendo uma potência de saída de

aproximadamente 80 mW.

5.2.1 Amônia (NH3)

A figura 25 mostra duas curvas de ressonância da célula fotoacústica para as concentrações

de 10 ppmv e 100 ppmv de amônia em nitrogênio puro (99,999%), medidas separadamente e

utilizando um fluxo de 100 sccm:

Figura 25: Curva de ressonância da célula fotoacústica para o NH3

Para ambas as concentrações, uma ressonância de 6,38 kHz foi encontrada, gerando para os

10 ppmv um sinal fotoacústico de aproximadamente 2,3 µV e para os 100 ppmv, 13,8 µV. Isso

mostra que apesar da frequência de ressonância depender da composição e da concentração

da amostra gasosa, ela não variou significativamente entre 10 e 100 ppmv de amônia. Porém

variações mais significativas ocorrem quando se tem mudanças de concentração da ordem de

porcentagens.
51Aqui diz-se básica, pois ainda não havia sido estabelecida a forma de modulação do sistema.
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5.2.2 Dióxido de carbono (CO2)

A determinação das frequências de ressonância para diferentes concentrações de CO2 foi

realizada basicamente nas mesmas condições das medidas para a amônia, com a exceção do

intervalo de frequência escolhido para a modulação do laser, que foi o de 5000 a 7000 Hz.

A figura 26 mostra duas curvas de ressonância da célula fotoacústica para as concentra-

ções(em porcentagem) de 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 10% e 20% de CO2, medidas separadamente

e utilizando um fluxo de 100 sccm:

Figura 26: Ressonâncias da célula fotoacústica para diferentes concentrações de CO2

O gráfico para as frequências de ressonância do CO2 evidenciam um comportamento espe-

rado: a variação da frequência de ressonância num ressonador, em função da concentração da

espécie gasosa nele presente. Com isso, para uma concentração de 20%, a célula apresentou

uma frequência de ressonância de 6,0 kHz, para 10% apresentou 6,21 kHz, para 5 e 3% 6,3kHz

e para 2 e 1% apresentou aproximadamente 6,36 kHz.

O fato do dióxido de carbono absorver na mesma região que a amônia faz com que a análise

do seu comportamento nessa região não seja desconsiderada. Então, a determinação dessas

frequências é importante no sentido de avaliar a intensidade de uma absorção específica para
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diferentes concentrações e avaliar uma possível influência na região da molécula de interesse.

No entanto, isso será melhor explorado na seção 5.3.1.

5.2.3 Outras espécies gasosas

É sabido que o N2 e o He não apresentam absorção na região correspondente a 1,53 µm.

Para o caso do N2O, a investigação de algum tipo de absorção e possível influência sobre a

linha ou a região de interesse torna-se pertinente, uma vez que essa espécie é, sob condições

específicas, um dos possíveis produtos finais da reação da ureia aplicada no solo, conforme foi

exposto na seção 3.1.4.

As medidas para a determinação dos valores correspondentes as ressonâncias da célula fo-

toacústica para o nitrogênio, o hélio e o óxido nitroso (10 ppmv) foram conduzidas fazendo-se

variar a frequência de modulação da radiação emitida pelo laser. Os gráficos abaixo represen-

tam o perfil dessas ressonâncias:

Figura 27: Ressonância da célula fotoacústica para o nitrogênio (a), óxido nitroso e hélio (b)

Para o N2 e para o N2O a frequência de ressonância da célula é de cerca de 6,4 kHz, en-

quanto que para o hélio, 7,4 kHz. Tanto a considerável diferença entre o hélio e os demais,

quanto a equiparidade entre as ressonâncias para o N2 e o N2O podem ser explicadas pelo fato

de que em relação as outras duas espécies, o hélio (puro) apresenta uma velocidade do som

característica cerca de três vezes maior devido a sua baixa massa molar52, enquanto devido a

baixa concentração (10 ppmv em nitrogênio), pode-se considerar que o N2O possui a mesma

velocidade do som que o N2 e, assim sendo, não altera significativamente a atmosfera do meio.

52MMHe = 4 g/mol
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Para essas espécies, também foram realizadas varreduras do sinal fotoaústico em função do

comprimento de onda. A figura 28 mostra os resultados dessas medidas:

Figura 28: Scans em comprimento de onda para o N2 (a), N2O (b) e para o He (c).

Como esperado, as varreduras em comprimento de onda não identificaram nenhuma ab-

sorção para essas espécies em particular. Assim sendo, é razoável considerar que, em baixas

concentrações e para esse sistema, essas moléculas não interferem na detecção do NH3.

5.2.4 Modulações

Com o objetivo de encontrar uma condição de operação que proporcione a melhor relação

sinal/ruído e consequentemente confira uma maior sensibilidade na detecção, testes com dife-

rentes modulações foram realizados. Para isso, foram realizadas medidas com diferentes cor-

rentes de operação DC e modulada, de modo que a potência do laser fosse mantida constante

para todas as modulações escolhidas, durante todas as medidas. Nessas medidas, as modulações

utilizadas foram a modulação em comprimento de onda (MCO) e em amplitude (MA), todas

demoduladas em 1f.
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Figura 29: Modulações em comprimento de onda e amplitude

Conforme exposto nas seções 3.5.5 e 3.5.6, essas modulações consistiram em operar o laser

através de uma combinação entre uma corrente contínua e outra não contínua modulada. Uma

vez que o coeficiente que relaciona a tensão AC de entrada do Driver (figura 16b) é conhe-

cida53, foi possível estabelecer um conjunto de valores de diferentes tensões, o que possibilitou

a apliação de diferentes modulações tanto em amplitude quanto em comprimento de onda.

Para cada uma das modulações apresentadas na figura 29, foram realizadas medidas do

sinal e do background. Essas medidas consistiram em manter o comprimento de onda do laser

fixo no ponto correspondente ao máximo de absorção do NH3, para cada uma das modulações.

Primeiramente, foi medido o background, fazendo-se passar pela célula um fluxo de 100 sccm

de N2. Conforme jé mencionado, esse gás foi escolhido como gás de arraste para as medidas

devido a sua não absorção na faixa da amônia. A figura 30 apresenta a relação encontrada entre

o background e sua respectiva modulação:

53Para esse equipamento específico, a relação é de 50mA/V.
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Figura 30: Relação entre o background e as amplitudes das modulações escolhidas

Observa-se com esse resultado que o background aumenta a medida em que se aumenta a

amplitude da corrente modulada. isso é esperado, haja vista que esse sinal é, na verdade, gerado

pelo aquecimento das janelas, variando de acordo com a frequência e amplitude de modulação

da radiação incidente.

Os valores médios dos sinais, do background e do seu desvio padrão σBg foram calculados

a partir da medida de 300 pontos e uma relação sinal ruído pode ser estabelecida para fins

comparativos. Assim entre as diferentes modulações, o SSR54 foi calculado por meio da relação:

SSR =
¯SFA − B̄g
σBg

(46)

Os resultado dessa relação mostra que quanto maior o valor do SSR, melhor é a condição

de operação, no que diz respeito a sensibilidade de detecção. O gráfico abaixo apresenta a

magnitude do SSR, em função da sua respectiva modulação:

54Signal to Standard Deviation Ratio
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Figura 31: Relação entre o SSR e as modulações escolhidas

A partir da comparação entre os resultados obtidos, a modulação em amplitude correspon-

dente a 58 mA DC e 8,0 V mostrou o melhor SSR, ainda que, com relação as demais modula-

ções em amplitude, a diferença entre os SSR não seja tão grande, como mostra figura 31. Com

isso, para todos os demais testes e medidas, o laser foi sintonizado em 1531,68 nm, fixando

a temperatura em 10,7 ◦C e usando as condições de modulação acima citadas (58 mA DC e

8,0 V).

5.3 Limite de detecção

Para a calibração e avaliação da sensibilidade do sistema, foram realizadas medidas utili-

zando amostras de amônia (10 ppmv) em nitrogênio, certificada. Na medida, as amostras foram

conduzidas até a célula através de linhas de teflon com diâmetro de 1/8 de polegada e a um

fluxo constante de 100 sccm55, por meio de dois fluxômetros eletrônicos ligados em paralelo.

Essa configuração permitiu que a amostra de 10 ppmv fosse diluída em concentrações meno-

res por meio do seu arraste junto a uma amostra de nitrogênio puro (99,9999%) em diferentes

proporções de fluxo entre os gases, porém, mantendo-se constante o fluxo total de 100 sccm.

55Que corresponde a 100 mL/min em condições normais de temperatura e pressão.
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CONCENTRAÇÃO

(ppm)

φNH3

(sccm)

φN2

(sccm)

6 60 40

5 50 50

4 40 60

3 30 70

2 20 80

1 10 90

0,5 5 95

0,3 3 97

Tabela 4: Valores dos fluxos utilizados na diluição da amônia e suas respectivas concentrações
resultantes

A tabela 4 apresenta a relação de proporção entre os fluxos de amônia e nitrogênio utiliza-

dos. A concentração final referente a primeira coluna representa o valor determinado através da

relação:

cR = cc
ΦNH3

ΦNH3 + ΦN2

(47)

Onde ΦNH3 e ΦN2 correspondem, respectivamente aos fluxos da amônia e nitrogênio, cc é a

concentração do gás a ser diluído e cR é a concentração resultante da diluição.

Para determinar os sinais correspondentes a cada concentração de amônia, o laser foi sinto-

nizado para emitir no comprimento de onda de maior absorção na região (1531,68 nm), sendo

essa emissão ocorrendo quando o laser está operando a temperatura de 10,7 ◦C. Para cada con-

centração foi realizada uma medida com 30 minutos de duração, até o ponto em que o sinal

atingia um patamar máximo56. Com esses dados foi possível estabelecer uma relação entre a

concentração de amônia medida e o seu respectivo sinal.

56Essa consideração faz-se necessária, uma vez que devido a sua natureza polar, a amônia ocupa sítios de
adsorção no interior de todas as superfícies interiores das linhas e da célula fotoacústica, demandando certo tempo,
sendo esse relacionado ao fluxo e a concentração desse gás [201–203]
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Figura 32: Dependência do sinal fotoacústico com a concentração, para o NH3.

A figura 32 mostra a relação linear do sinal fotoacústico com a concentração (conforme

apresentado na seção 3.5.3) de NH3 para uma variação de concentração de 0 a 6 ppmv. A barra

vertical de erro de cada ponto experimental plotado corresponde ao desvio médio padrão de

um total de 300 pontos (medidas) para uma determinada concentração de NH3, enquanto que a

barra horizontal corresponde a incerteza na medida da concentração devido a incerteza inerente

ao fluxômetro. Sobre o limite de detecção, considera-se que esse corresponde a menor concen-

tração para a qual não ocorre superposição entre as barras de erro verticais das medidas com a

do fundo (medida obtida fazendo-se passar somente N2). Assim, o limite inferior detectável foi

de 300 ppbv.

5.3.1 Possível influência do CO2

A presença de moléculas que absorvem no mesmo comprimento de onda ou na mesma faixa

da molécula de interesse pode vir a ser um fator limitante na eficiência e na seletividade de um

sistema. O dióxido de carbono é uma molécula que pode vir a ser gerada no processo que

envolve as múltiplas reações correspondentes a transformação da ureia em NH3. Assim sendo,

é pertinente avaliar se há alguma influência dessa molécula na detecção de NH3.

Na seção 5.2 foi mostrado que o CO2 possui linhas de absorção na região correspondente a
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1,53 µm. Para analisar essa possível influência, primeiramente foram tirados espectros de 20%

de CO2 e de 100 ppmv de NH3. A figura 33 corresponde a sobreposição desses dois espectros

para a região entre 1531 e 1535 nm, aproximadamente:

Figura 33: Espectros do CO2 e do NH3 sobrepostos.

A figura 33 mostra que há uma superposição entre alguns picos, incluindo o correspondente

a 1531,68 nm, o que por sua vez pode vir a influenciar nas medidas de NH3 utilizando a fonte de

radiação emitindo nesse comprimento de onda específico. No entanto, deve-se considerar que

a amostra de CO2 em questão possui concentração referente a 20% (que corresponde a 2 . 105

ppmv), sendo uma concentração relativamente elevada, quando comparada a 100 ppmv de NH3.

Deve-se considerar também que a absorção em 1531,68 nm corresponde a absorção máxima da

amônia nessa região, enquanto que, para o CO2, é relativamente fraca quando comparada com

as demais absorções que ele apresenta ao longo do seu espectro.

Para a determinação do limite de detecção do sistema para o CO2, o procedimento expe-

rimental aplicado foi similar ao adotado com a amônia: As amostras foram conduzidas até a

célula através de linhas de teflon com diâmetro de 1/8 de polegada e a um fluxo constante de 100

sccm, por meio de dois fluxômetros eletrônicos ligados em paralelo, permitindo que a amostra

de 20% fosse diluída em concentrações menores por meio do seu arraste junto a uma amostra de

nitrogênio puro (99,9999%) em diferentes proporções de fluxo, porém, mantendo-se constante
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o fluxo total de 100 sccm.

O laser foi sintonizado para emitir um comprimento de onda fixo (1531,68 nm), correspon-

dente a maior absorção da amônia na região em questão, uma vez que o objetivo dessas medidas

é avaliar uma possível influência do CO2 nas medidas envolvendo a emissão de amônia. Assim

como feito para o NH3, para cada concentração foi realizada uma medida com 30 minutos de

duração, até o ponto em que o sinal atingia um patamar máximo. Com esses dados foi possível

estabelecer uma relação entre a concentração de CO2 medida e o seu respectivo sinal:

Figura 34: Dependência do sinal fotoacústico com a concentração para o CO2.

A figura 34 mostra a relação linear esperada entre a variação do sinal fotoacústico e a va-

riação da concentração do gás para uma variação de concentração de 0 a 5000 ppmv. A barra

vertical de erro de cada ponto experimental plotado corresponde ao desvio médio padrão de

um total de 300 pontos (medidas) para uma determinada concentração de CO2, enquanto que

a barra horizontal corresponde a incerteza na medida da concentração por parte do fluxôme-

tro. Sobre o limite de detecção, considera-se que esse corresponde a menor concentração para

a qual não ocorre superposição entre as barras de erro verticais das medidas com a do fundo

(medida obtida fazendo-se passar somente N2). Assim, para o CO2, pode-se considerar que o

limite inferior detectável foi de 3000 ppmv.
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Assim como para as demais espécies gasosas (apresentado na seção 5.2.3), foram realizadas

varreduras do sinal fotoaústico em função do comprimento de onda, para baixas concentrações

de CO2. A figura 35 mostra os resultados dessas medidas.

Figura 35: Scans de comprimento de onda para diferentes concentrações de CO2 (a) 0,1% (b)
0,2% (c) 0,3% (d) 0,5%

Como esperado, as varreduras em comprimento de onda não identificaram nenhuma absor-

ção para as concentrações correspondentes a 0,1 e 0,2 % de CO2. Para 0,3 e 0,5%, é possível

observar que, timidamente, as estruturas correspondentes aos picos de absorção presentes na

região começam a tornar-se visíveis, concordando com o resultado apresentado na figura 34.

Uma vez que as medidas referentes as amostras produzidas não envolvem concentrações da

ordem de milhares de ppmv, tanto de amônia quanto de dióxido de carbono, podemos concluir

que caso ocorra, a emissão desse gás não influenciará, de forma significativa, nas medidas.

5.4 Emissão de amônia das amostras investigadas

Primeiramente foi realizada uma medida com a ureia pura, com o objetivo de comparar e

avaliar a emissão de amônia tanto na presença quanto na ausência da matriz polimérica. Em

seguida, as amostras de ureia incorporada ao alginato foram medidas sob as mesmas condições.

Conforme previamente descrito na seção 4 e esquematizado na figura 15, as amostras (tanto a
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ureia pura quanto as microcápsulas de ureia incorporada ao alginato) foram colocadas em um

porta amostras de vidro contendo uma solução 50% v/v de urease em água. Antes de chegar até

a célula fotoacústica, o gás emitido pelas amostras foi arrastado por nitrogênio puro a um fluxo

constante de 100 sccm até o Cold Trap (figura 19), com o objetivo de reter moléculas de água

provenientes da solução aquosa. Durante todas as medidas, o laser operou a temperatura fixa de

10,7 ◦C, (conforme descrito na seção 5.2.4) correspondente ao comprimento de onda 1531,68

nm, para o qual a amônia apresenta, na faixa espectral coberta pelo laser, absorção máxima.

5.4.1 Ureia

Na figura 36, está apresentado o resultado referente ao sinal fotoacústico, e nas figuras 37 e

38 as taxas de emissão da amônia ao longo do tempo, para uma amostra de 1,26 g de ureia.

Figura 36: Monitoramento do tempo de emissão da amônia em função do sinal fotoacústico
para 1,26 g de ureia em uma solução 50% v/v de urease em água

Por meio do produto entre o ajuste57 dos parâmetros referentes a figura 32 com o sinal da

amostra e o fluxo de gás (100 sccm)58, foi possível estabelecer, respectivamente, duas rela-

ções de taxas de emissão com o tempo, apresentadas na figura 37: uma da massa e outra da

concentração de NH3, emitidas ao longo de um intervalo de 24 horas.

57Aqui, isso deu-se por meio do ajuste da função concentração x sinal fotoacústico.
58Aqui nesse caso, o fluxo foi convertido para cm3/h
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Figura 37: Taxas de emissão de amônia para 1,26 g de ureia em uma solução 50% v/v de urease
em água, dadas em (a) mg/h (b) ppm/h

Como a variação da concentração e da massa do NH3 são conhecidos, foi possível estabe-

lecer uma nova relação, dessa vez multiplicando-se a taxa de emissão referente a figura 37(b)

com a sua massa molar59. Com isso, foi possível, converter essa taxa de emissão do NH3 de

miligramas por hora (mg/h) para micromoles por hora (µmol/h).

Figura 38: Taxa de emissão de amônia para 1,26 g de ureia em uma solução 50% v/v de urease
em água, dada em µmol/h

Por meio das figuras 36, 37 e 38 é possível verificar que a emissão máxima ocorre após 3

horas do início da emissão e que após esse intervalo, tanto o sinal fotoacústico quanto as taxas
59MMNH3

= 17 g/mol.
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de emissão decaem. Para essa amostra de 1,26 g de ureia, 0,58 g (580 mg) são de amônia,

uma vez que 46% da ureia corresponde a NH3 (conforme já mencionado na seção 1). Após 24

horas de experimento, podemos considerar que toda a amônia contida nessa amostra de ureia foi

emitida, uma vez que integrando-se a área abaixo da curva taxa de emissão60 obtém-se a massa

de NH3 emitida ao longo desse tempo, cujo valor encontrado foi de 0,58 g, que corresponde a

aproximadamente 98 ppmv e 34637 µmol de NH3.

5.4.2 ALG09116

A figura 39, apresenta o resultado referente ao sinal fotoacústico e, as figuras 40 e 41, as

taxas de emissão da amônia ao longo do tempo para uma amostra de 1,22 g de ureia incorporada

na matriz polimérica de alginato.

Figura 39: Monitoramento do tempo de emissão da amônia em função do sinal fotoacústico
para 1,22 g de ureia incorporada na matriz polimérica de alginato, em uma solução 50% v/v de
urease em água

A determinação das taxas de emissão para essa amostra foram realizadas por meio do ajuste

da curva de calibração para a amônia, tal como foi feito para a ureia pura e apresentado na

seção 5.4.1. Assim sendo, foi possível estabelecer para essa amostra, as respectivas relações

referentes as taxas de variação da concentração e a taxas de variação da massa com o tempo, ao

longo da emissão do NH3. A figura 40 apresenta essa relação.

60Em se tratando da comparação entre a massa final e inicial, é conveniente integrar a curva referente a taxa de
emissão em massa, representada na figura 37(b)
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Figura 40: Taxas de emissão de amônia para 1,22 g de ureia incorporada na matriz polimérica
de alginato, em uma solução 50% v/v de urease em água (a) mg/h (b) ppm/h

Assim como feito para as taxas de emissão de amônia da ureia sem a matriz polimérica, as

taxas de emissão do NH3 foram convertidas de miligramas por hora (mg/h) para micromoles

por hora (µmol/h), com essa relação apresentada na figura 41.

Figura 41: Taxa de emissão de amônia para 1,22 g de ureia incorporada na matriz polimérica
de alginato, em uma solução 50% v/v de urease em água, dada em µmol/h

Para essa amostra, 1,22 g são de ureia e, por sua vez, 0,56 g (560 mg) são de NH3. As

figuras 39, 40 e 41 mostram que a taxa de emissão máxima ocorreu até 6 horas após o início

da medida, o que já permite uma comparação com a ureia sem a matriz polimérica, haja visto

que a quantidade de ureia envolvida é praticamente a mesma, que o experimento foi realizado
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sob as mesmas condições e que no intervalo de 24 horas a partir do início da medida, apenas

9826 µmol (167 mg) de NH3 haviam sido emitidos por essa amostra. Considerando todo o

intervalo da medida (48 horas corridas), 12069,64 µmol (205 mg) de NH3 foram emitidos. Isso

corresponde a cerca de 37% da amônia presente nas microcápsulas, o que significa que cerca

de 63% (aproximadamente 355 mg) de amônia ainda está encapsulada61. Com base na taxa de

emissão (80,76±15,02) µmol/h que se mantém constante a partir de 40 h do início da medida,

podemos determinar que o tempo de liberação dessa amônia restante será de aproximadamente

258 horas, ou, aproximadamente 11 dias.

5.4.3 ALG0666

A figura 42 apresenta o resultado referente a variação do sinal fotoacústico ao longo do

tempo para uma amostra de 1,18 g de ureia incorporada na matriz polimérica de alginato.

Figura 42: Monitoramento do tempo de emissão da amônia em função do sinal fotoacústico
para 1,18 g de ureia incorporada na matriz polimérica de alginato, em uma solução 50% v/v de
urease em água

De forma análoga ao procedido com a amostra ALG09116, as taxas de variação da concen-

tração e a taxas de variação da massa com o tempo ao longo da emissão do NH3 da amostra

ALG0666 também foram determinadas por meio do ajuste da curva de calibração para a amônia

(figura 32). A figura 40 apresenta essa relação.

61Aqui, cabe ressaltar que essa amônia está na fase sólida, sob a forma de ureia.
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Figura 43: Taxas de emissão de amônia para 1,18 g de ureia incorporada na matriz polimérica
de alginato, em uma solução 50% v/v de urease em água (a) mg/h (b) ppm/h

Novamente, de forma análoga ao procedido com a amostra ALG09116 as taxas de emissão

do NH3 para a amostra ALG0666 foi convertida para micromoles por hora (µmol/h). A figura

44 apresenta essa relação.

Figura 44: Taxa de emissão de amônia para 1,18 g de ureia incorporada na matriz polimérica
de alginato, em uma solução 50% v/v de urease em água, dada em µmol/h

Dos 1,18 g de ureia dessa amostra, 0,54 g (540 mg) são de NH3. As figuras 42, 43 e 44

mostram que a taxa de emissão máxima ocorreu em aproximadamente 6 horas após o início da
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medida. Ainda que haja uma pequena variação62 no sinal fotoacústico e nas taxas de emissão em

relação a ALG09116, esse resultado permite uma comparação tanto com essa amostra quanto

com a de ureia sem a matriz polimérica, haja visto também que a quantidade de ureia envolvida

é bem próxima, que o experimento foi realizado sob as mesmas condições e que no intervalo

de 24 horas a partir do início da medida, apenas 11655 µmol (198 mg) de NH3 haviam sido

emitidos por essa amostra.

Para uma melhor comparação com a ALG09116, podemos considerar que no intervalo de

48 horas (do início da medida), 14699 µmol (250 mg) de NH3 foram emitidos pela ALG0666, o

que corresponde a 46% da amônia presente sob a forma de ureia nessas microcápsulas. Consi-

derando todo o intervalo da medida (70 horas corridas), 17113,8 µmol (291 mg) de NH3 foram

emitidos. Isso corresponde a cerca de 54% da amônia presente nas microcápsulas, o que sig-

nifica que mesmo após 70 horas do início do experimento, cerca de 46% (249 mg) de amônia

ainda estava encapsulada sob a forma de ureia. Essa pequena variação num intervalo de 22 horas

(entre 70 e 48 h) pode ser explicado devido o fato da taxa de emissão decair consideravelmente

após cerca de 6 horas do início da emissão.

No entanto, se consideramos que a taxa de emissão (109,36±17,12) µmol/h mantém-se

constante a partir de 40 horas do início da medida, podemos determinar que o tempo de libe-

ração desses 46% de amônia que mesmo após 70 horas encontra-se sob a forma de ureia no

interior das microcápsulas, será de aproximadamente 156 horas, ou, aproximadamente 6,5 dias.

5.4.4 Comparativo entre as taxas de emissão das amostras

Ao analisar a figura 45 podemos notar uma considerável redução nas taxas de emissão de

amônia, devido a incorporação da ureia na matriz polimérica de alginato. Enquanto a ureia pura

apresentou uma taxa máxima de emissão de aproximadamente 11792 µmol/h após 3 horas de

emissão, as amostras ALG09116 e ALG0666 apresentaram 683 e 700 µmol/h após 6 horas de

emissão, respectivamente. Com isso, poedmos dizer que a ureia incorporada ao alginato reduziu

em 94% as taxas de emissão de amônia, com relação a ureia pura.

62Aqui, convém considerar que há uma pequena diferença de massa entre as amostras (preparadas em períodos
diferentes) e que os seus respectivos experimentos foram realizados com uma diferença de dois meses.

82



Figura 45: Comparativo entre as taxas de emissão de amônia da ureia e das amostras de ureia
contendo alginato, com destaque para a emissão das duas amostras de ureia incorporada ao
alginato

Quantitativamente, esse resultado significa também que, para as quantidades de ureia apli-

cadas nas medidas (tanto pura quanto incorporada ao alginato), o tempo de emissão da amônia

para a ureia incorporada ao alginato é significativamente maior (aproximadamente 300 horas)

quando comparado com as 24 horas para a ureia pura. Já qualitativamente, significa que a ma-

triz polimérica atua como barreira física e não permite a interação imediata das enzimas urease

com a ureia contida nas camadas mais internas da microcápsula, o que por sua vez, ocasiona as

baixas taxas de emissão para essas amostras, quando comparadas com a da ureia pura.

Convém pontuar também que nas medidas realizadas com todas as amostras nessa seção

descritas apresentaram ao longo de todo o processo uma emissão de amônia abaixo de 100

ppmv 63. Assim sendo, pode-se considerar que não existe nenhuma influência do CO2 nesse

processo, uma vez que o limite mínimo detectável para esse gás no sistema em questão é de

3000 ppmv, conforme descrito na seção 5.3.1.

63Verificável por meio da integração das curvas referentes as figuras 37(b), 40(b) e 43.
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6 CONCLUSÃO

O espectrômetro fotoacústico proposto e montado mostrou-se uma excelente ferramenta

para a detecção de amônia. Por meio dele ele, foi possível detectar concentrações mínimas de

aproximadamente 300 partes por bilhão de amônia em nitrogênio. Tais valores de concentração

viabilizam o emprego deste sistema de detecção em diversas atividades de pesquisa voltadas

para o monitoramento de amônia em sistemas ambientais e biológicos. O mesmo equipamento

mostrou-se sensível para detectar 0,3% de dióxido de carbono em nitrogênio (partes em vo-

lume).

Espectros obtidos para a concentrações em porcentagens de dióxido de carbono mostraram

que independente da presença de um pico de CO2 na linha principal de absorção da amônia

(1531,68 nm) essa molécula não gera interferência nas medidas de amônia para esse sistema na

aplicação aqui apresentada.

Com relação as amostras investigadas, os resultados obtidos apresentaram uma boa repro-

dutibilidade, mostrando uma redução significativa de mais de 90% na taxa de amônia emitida

a partir da ureia incorporada ao alginato, o que nos permite concluir que para essa aplicação

específica e aqui apresentada, a matriz polimérica mostrou-se efetiva.

Devido ao fato dessa ureia estar distribuída uniformemente ao longo da microcápsula, é

conveniente considerar que essa emissão será feita de forma gradual e lenta, estando diretamente

relacionada a degradação do polímero na superfície aplicada. Com isso, é possível através da

relação entre a taxa de emissão para uma dada formulação e a quantidade contida ou até mesmo

retida na microcápsula, determinar o tempo em que ocorre ou ocorrerá a liberação da amônia

no meio aplicado, o que gera uma perspetiva otimista quanto ao uso desse sistema.

Esse resultado, permite considerar que a incorporação da ureia utilizada como fertilizante

em uma matriz polimérica biodegradável é uma promissora proposta de redução na volatiliza-

ção de NH3 e seu lançamento na atmosfera, bem como uma alternativa que fornecerá, caso seja

aplicada de forma correta, a nutrição adequada das plantas de uma determinada cultura. To-

davia, testes em campo, bem como testes com diferentes formulações de matrizes poliméricas

ainda são necessários para o desenvolvimento e aplicação desse sistema.
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A Elaboração dos programas para o controle do sistema de

detecção utilizando o Labview

A maioria dos sistemas encontrados no LCFIS já conta com um software que comunica

os seus instrumentos com o computador, permitindo assim o seu controle e aquisição de da-

dos. Como um dos objetivos neste trabalho foi a montagem de um sistema novo de detecção,

fez-se necessário o desenvolvimento de programas que realizassem a comunicação e controle

dos componentes do espectrômetro. Para esse fim, foi escolhida a plataforma Labview, que

permite a comunicação de computadores a instrumentos por meio de uma série de portas de co-

municação. Para o sistema desenvolvido, a comunicação utilizada é a IEEE 488 (GPIB), sendo

essa comunicação responsável pelo envio de comandos para o amplificador lock-in e para o

controlador de temperatura e corrente do laser (driver).

Cabe ressaltar que o programa não se limita apenas a capturar dados do amplificador lock-

in, ele também ajusta (enviando comandos de controle para o mesmo) as condições de operação

para que a medida ocorra da forma adequada, selecionando a frequência de modulação esco-

lhida (em função da frequência de ressonância da célula), o sinal de entrada como AC (tensão

alternada) e A-B (necessário configurar assim, pois a célula diferencial da figura 14 mede dois

sinais simultaneamente, e o lock-in faz essa diferença na entrada, fornecendo um sinal com um

nível relativamente baixo de ruídos).

Todos esses pontos citados acima foram considerados na elaboração desses programas, pois

sabe-se que, futuramente esses softwares poderão vir a ser utilizados por outros pesquisadores.

Exemplos da interface gráfica para os diferentes modos de medida são mostrados nas figuras

46, 47 e 48 :
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Figura 46: Interface do programa desenvolvido para o scan de frequência

Esse é um programa básico, cuja interface permite e realiza o controle unicamente do am-

plificador lock-in, exigindo que qualquer controle de corrente ou temperatura do laser seja feito

manualmente. Foi assim concebido (e em código aberto) para que seja utilizando em outros

sistemas de medidas do LCFIS (não só para gases, mas também sólidos e líquidos), tendo esse

programa (no presente trabalho) permitido que fossem realizadas medidas de variação do sinal

fotoacústico com a frequência, com o objetivo de determinar experimentalmente a frequência

de ressonância da célula fotoacústica.
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Figura 47: Interface do programa desenvolvido para o scan de temperatura

É o programa mais complexo e completo, que permite a automação total tanto do controla-

dor de corrente e temperatura do laser, quanto do amplificador lock-in. Sua interface permite

o ajuste e determinação de condições tais como: temperatura inicial e final, tempo do passo e

valor da corrente de operação, essenciais para a função para a qual foi desenvolvido: realizar

medidas fazendo-se variar a temperatura do laser e consequentemente, o seu comprimento de

onda.
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Figura 48: Interface do programa desenvolvido para a medida da intensidade do sinal com o
tempo

Por meio deste programa (fig. 48) é possível realizar medidas da intensidade do sinal fo-

toacústico (sua amplitude e fase, separadamente). Apesar de também poder controlar o driver

representado na fig 16, foi projetado principalmente para o controle e leitura do amplificador

lock-in, sendo o programa mais simples e importante, uma vez que é o utilizado nas medidas

tanto envolvendo a passagem de diferentes concentrações (determinação de espectros e patama-

res para diferentes concentrações) quanto para a emissão de amônia das amostras de fertilizantes

investigadas.
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A Resultados das medidas utilizando a configuração com o

diodo laser NEC NX8562LB de 20 mW e 1531,95 nm

Ainda que não tenha sido definido como componente definitivo do sistema e utilizado na

realização das medidas que de fato avaliaram a eficiência da matriz polimérica de ureia e al-

ginato, os testes e resultados referentes a configuração que utilizava como fonte de radiação

o laser NEC NX8562LB serão aqui apresentados, uma vez que fizeram parte do período de

familiarização com a técnica, bem como com o sistema e sua automação.

Como parte fundamental da caracterização do sistema, a ressonância da célula fotoacús-

tica foi determinada. No entanto, isso foi feito por meio da geração de um ruído externo de

frequência variável, utilizando como fonte o próprio amplificador lock-in, que ao mesmo tempo

adquiria o sinal oriundo dos microfones do interior da célula. Com isso, foi observado e adotado

o valor de 6,38 kHz e todos os demais testes e caracterizações do espectrômetro fotoacústico

foram realizados com essa frequência de modulação.

Cabe ressaltar que os resultados aqui apresentados são condescendentes, no que diz respeito

a aplicação adequada da metodologia proposta e a na prática, aplicada. E estão aqui devido a

problemas ocorridos que afetaram diretamente as medidas e, consequentemente, as suas res-

pectivas análises, o que torna dubitável os resultados e quaisquer conclusões a respeito dessas

medidas. No entanto, é pertinente considerar que, ainda que esses resultados possam de alguma

forma soarem levianos, eles tiveram e têm a sua relevância ao longo de todo o processo de

trabalho.

Caracterização do sistema

Primeiramente foi obtida a curva característica de potência versus corrente do diodo laser

NEC NX8562LB (Fig. 49), tendo como objetivo encontrar as melhores condições de operação

do laser. Segundo os dados técnicos fornecidos pelo fabricante, o laser opera em torno de 20

mW com comprimento de onda centrado em 1531,95 nm.
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Figura 49: Curva potência vs corrente do diodo laser

Conforme pode ser visto na figura 49, a dependência da potência do laser com a corrente

aplicada não é totalmente linear ao longo de toda a curva. Até 10 mA de corrente não ocorre

emissão do laser, porém, em torno de 250 mA inicia-se a saturação da potência que tende

para aproximadamente 60 mW. Na saturação, a eficiência quântica do laser diminui e qualquer

corrente adicional aplicada transforma-se em calor, podendo assim danificar o laser. Uma vez

determinados esses parâmetros, pode-se escolher valores de corrente para as medidas, sendo que

as modulações utilizadas foram a modulação em comprimento de onda (MCO) e em amplitude

(MA), respectivamente). Para esse laser, optou-se por operá-lo a uma potência máxima de 30

mW e, assim sendo, as modulações foram aplicadas de forma a manter essa potência constante.

Foram escolhidas diferentes correntes de operação do laser para as modulações, sendo esses

valores apresentados na figura 50. Com esses testes, foi encontrada a condição de operação

que proporciona a melhor relação sinal/ruído para as medidas fotoacústicas. Essa condição

corresponde a um ponto importante, uma vez que está diretamente ligada a sensibilidade do

sistema.
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Figura 50: Varreduras para diferentes modulações em comprimento de onda e amplitude

Para cada uma das modulações apresentadas na figura 50, foram realizadas medidas do

sinal e do background. Essas medidas consistiram em manter o comprimento de onda do laser

fixo no ponto correspondente ao máximo de absorção do NH3, para cada uma das modulações.

Primeiramente, foi medido o background, fazendo-se passar pela célula um fluxo de 100 sccm

de N2. Conforme já mencionado, esse gás foi escolhido como gás de arraste para as medidas

devido a sua não absorção na faixa da amônia. A figura 51 apresenta a relação encontrada entre

o background e sua respectiva modulação:
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Figura 51: Background vs modulação

Figura 52: Relação sinal ruído para diferentes modulações

Também foi dada atenção à seletividade do espectrômetro, ou seja, a sua capacidade de

detectar com a melhor resolução possível, a absorção do gás de interesse (nesse caso, NH3).

Por exemplo, a figura 53 mostra a dependência do sinal fotoacústico com a concentração de
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NH3, variando a amônia de 0 a 10 ppmv. A barra de erro de cada ponto experimental plotado

corresponde o desvio médio padrão de um total de 300 pontos (medidas) para uma determi-

nada concentração de NH3. Para todas as medidas, a vazão total usada para as misturas foi de

100 sccm que corresponde a 100 mL/min, em condições normais de temperatura e pressão.

Figura 53: Dependência do sinal fotoacústico com a concentração de amônia.

Quanto ao definição de limite inferior de detecção, considerou-se que esse corresponde a

menor concentração para a qual não ocorre superposição entre as barras de erro da medida com

a barra de erro do fundo (medida obtida passando apenas um gás não absorvedor no nosso caso,

o nitrogênio N2). Nessas condições, através do ajuste da reta da figura 53, o limite inferior

determinado para o sistema foi de 500 ppbv.

Resultados para as amostras de ureia incorporadas ao alginato

Os resultados aqui descritos correspondem a medidas realizadas com as amostras ALG10115,

ALG04116 e ALG 04516,

ALG10115

A figura 54 corresponde ao resultado referente a medida da primeira amostra de ureia incor-

porada com alginado produzida. A princípio seguiu a mesma metodologia aplicada nas demais
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amostras produzidas posteriormente, no entanto, contava com uma relação 25% m/m com o

alginato. Essa medida foi realizada aplicando as amostras sobre a superfície de 40 g de solo

(pH 8,0 e fornecido pela Embrapa) umidificado.

Figura 54: Sinal fotoacústico referente a medida da amostra ALG10115

Após 4 dias de medida, optou-se por interrompe-la. Dois pontos são plausíveis para entender

esse resultado: apesar das microcápsulas terem sido preparadas seguindo os procedimentos

descrito na seção 4.2.1, descobriu-se posteriormente que a água utilizada no preparo da solução

de alginato não era ultrapura, deionizada ou destilada. Nesse caso, a enzima urease presente

na água pode ter reagido com a ureia, eliminado-a completamente ou quase completamente.

Além disso, o procedimento experimental foi realizado sem o controle da temperatura do porta

amostras e sem a presença do cold trap, o que pode ter acarretado em uma influência da água

nessa medida.

ALG04116 e ALG04516

A figura 55 corresponde aos resultados referentes as medidas da segunda e terceira amostra

de ureia incorporada com alginado produzida. A produção dessas amostras seguiu a mesma

metodologia aplicada nas demais amostras produzidas posteriormente, no entanto, assim como

a ALG10115, contavam com uma relação 25% m/m com o alginato. Assim como a medida

anterior, essas medidas também foram realizadas aplicando as amostras sobre a superfície de

40 g de solo umidificado.
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(a) ALG04116 (b) ALG04516

Figura 55: Sinal fotoacústico referente as medidas das amostras ALG04116 (a) e ALG04516
(b)

Na ausência de materiais para a composição de um cold trap (figura 19) tal como o descrito

na seção 4.1, uma composição alternativa foi utilizada, constando de um pequeno frasco de

vidro incrustado em gelo e posto no interior de um pequeno freezer. Ainda que teoricamente

funcionasse, o principal problema dessa composição esteve no fato da linha de condução do gás

estar no interior do freezer, o que levou a um congelamento parcial da água no interior dessa

linha, antes da sua chegada ao frasco. Com isso, fica questionável se o fluxo de gás arrastado

para a célula mantinha-se constante ou até mesmo se era mantido, uma vez que é plausível

considerar que a variação na área da superfície interna dessas linhas pode variar tanto o fluxo

quanto a quantidade de moléculas que chegam na célula, principalemnte no caso da amônia.

A medida durou cerca de 7 dias e apresentou um comportamento que, a princípio, era a de

uma emissão (uma vez que nas primeiras horas observou-se o aumento gradual do sinal fotoa-

cústico com o tempo.) No entanto, após esse período, a medida foi interrompida e verificou-se o

comportamento apresentado nas figuras 55 (a) e (b). Ambos os procedimentos foram realizados

sem o controle da temperatura do porta amostras, o que pode ter levado, devido as flutuações de

temperatura na época dessas medidas (realizadas entre dezembro de 2015 e fevereiro de 2016)

a esse resultado tão discrepante com o esperado, uma vez que a atividade da enzima urease bem

como a cinética da reação de hidrólise da ureia são dependentes e afetadas pela temperatura do

meio.
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ALG06716

A figura 56 corresponde ao resultado referente a medida da quarta amostra de ureia incor-

porada com alginado produzida. Com o intuito de otimizar as amostras, optou-se por alterar

a proporção de ureia e alginato presente nas microcápsulas (ver tabela 2). Assim sendo, essa

amostra contava com uma relação 50% m/m com o alginato. E, diferentemente do que foi re-

alizado nas medidas das amostras anteriores, essa medida foi realizada aplicando as amostras

sobre uma solução 50% v/v de urease em água ultrapura ao invés de aplicadas no solo.

Figura 56: Sinal fotoacústico referente a medida da amostra ALG06716

No que diz respeito a retenção da água, foi utilizado o mesmo procedimento aplicado nas

medidas referentes as amostras ALG04116 e ALG04516. No entanto, com o intuito de não

ocorrer o mesmo problema com o congelamento da água, dessa vez a linha de condução do

gás não esteve em contato direto com a atmosfera do freezer. Porém, ao final do experimento,

gotículas de água foram observadas ao longo do comprimento da linha de passagem do gás,

o que indica que há uma grande possibilidade dessas moléculas terem chegado ao interior da

célula e interferido, de alguma forma, no sinal gerado pelo NH3 emitido pelas amostras. Cabe

aqui ressaltar também que essa medida foi realizada utilizando um fluxo diferente do utilizado

nas medidas de caracterização e calibração do sistema. Conforme apresentado na seção A, foi

utilizado o fluxo de 100 sccm para essa calibração. Já na medida da amostra ALG06716, o

fluxo utilizado foi o de 40 sccm, o que torna incompatível e incerta, a comparação desse sinal

com os resultados da calibração.
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Assim sendo, ainda que seja interessante para uma análise qualitativa (se o compararmos

visualmente aos resultados das amostras ALG09116 e ALG0666 que apresentam um compor-

tamento do sinal fotoacústico com o tempo relativamente similar ao sinal dessa amostra), esse

resultado não pode ser quantitativamente comparado aos resultados obtidos com as amostras

ALG09116 e ALG0666, uma vez que foi realizado em condições experimentais cuja dinâmica

foi afetada por diversos fatores não triviais.
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