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INTRODUCAO

A acidificacdo de rochas fosfaticas € uma das ip@n vias de producdo de
fertilizantes fosfatados sollUveis. Na industria fddilizantes o enxofre elementar e
utilizado para producéo de acido sulftrico o quatiézado no ataque acido de fosfatos
de rocha. Esse processo resulta na producéo de fasifbrico utilizado na producéo
fertilizante soltvel e tem como subproduto a gevatgigesso agricola (Cag0O

Alguns tipos de bactérias quimiolitotréficas sapazes de gerar &cido sulfurico
a partir da oxidacdo de formas inorganicas de eexadmo sulfetos, acido sulfidrico,
tiossulfato e enxofre elementar. A eficiéncia depsacesso bioldgico depende do
organismo envolvido e das condicfes de cresciméyeste sentido a avaliagdo da
eficiéncia do processo de oxidacdo bioldgica def&ité através da determinacdo no
teor de sulfatos produzido a partir da oxidacadod®mas reduzidas de S sob condi¢cbes
controladas.

O enxofre em amostras de solo pode ser encontradfmrma inorganica e
organica, sendo, este ultimo, predominante em 90% sblos, mas a falta desse
elemento principalmente em solos degradados t@naysa preocupacao. As plantas
absorvem o enxofre na forma de sulfato.

O sulfato apresenta férmula molecular,$@ massa molar 96,06 g/mol e é um
ion formado pelo elemento enxofre (S) da familia (6Alcogénio), com 4 oxigénios
também da familia 6A, através de ligacbes covate@eanion SE forma substancias
guimicas ibnicas que tém boa solubilidade em meooso, exceto os produtos
quimicos: CaSg SrSQ e BaSQ, em razdo da forte ligacdo que acontece entre o0s
varios cations e anions do composto ambos de valéfce —2 respectivamente.

Os métodos mais utilizados para a determinacaaoltEsem amostras de agua
€ a gravimetria e a turbidimetria, através de faiem especfotdmetro. A metodologia
empregada neste estudo é uma adaptacdo do metvat (E989).

Este trabalho teve como principal objetivo a pathacdo e adaptacdo dos
métodos de Vitti (1989) para analise do sulfatadobtle meios de cultura. E parte deste
trabalho também, como forma de avaliagdo dos eskdt 0 acompanhamento das
alteracOes sofridas no pH e producdo de sulfatesadestras referentes aos solos e
bactérias utilizadas.

MATERIAL E METODOS

O método de Vitti (1989) foi desenvolvido para alese de sulfato em amostras
de solo para fins de avaliacdo da fertilidade dm.sB € baseada espectrometria
(turbidimetria). As amostras deste estudo sdo pmiewées de meio de cultura e nao
requerem as etapas de uso de extratores. Nesidosastamostras foram centrifugadas



14.000 RCF (Relative Centrifugal Force) por 5 mosu¢ o sobrenadante foi transferido
para um novo tubo e congelado até o momento deseanal

PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Para montagem do experimento foram coletadas amsa$tr solos no Estado do
Rio de Janeiro, no municipio de Itaguai, das puifiades de 0-20; 20-40; 40-60 e 60-
80 cm. ApGs periodo de incubacdo de 14 dias e atagdib da reducdo do pH para a
faixa de 2-3, aliquotas foram retiradas, uma ppetiedo. E utilizadas para estabelecer
diluicdes seriadas de 1@ 10-7 em tubos com solucéo salina.

ApoOs a diluicdo seriada, aliquotas de 100 pl da sémodiluida nas
concentracdes de $010°10° foram plaqueadas em quatro meios de cultura thstin
(1) BS4, (2) BS7, (3) TA e (4) AA (BABANA et al.,021) com o auxilio de alca de
Drigalsky. Anteriormente foi verificado que na centracdo a 10 ndo houve
crescimento. Foram utilizadas trés repeticOes abarnento. Apos o espalhamento, as
placas foram incubadas na temperatura de 30 °Ctertmmente, bactérias que
apresentaram boa capacidade de acidificacdo do for@im selecionadas para a fase
seguinte. Nesta fase, foi avaliada a producao lfigtesiem meio de cultura a partir de
duas fontes de enxofre (1g de enxofre elementan(S)g de tiossulfato (T)) e na
presenca ou ndo de solugdo de micronutrientes (M&o- MURASHIGE; SKOOG,
1962). Utilizaram-se frascos contendo 90 ml de n&Sd (BABANA et al., 2011); as
condi¢cdes de crescimento foram descritas acima.s Apdte dias de crescimento,
aliquotas foram retiradas para determinacéo do géiteor de sulfato.

Apés a fase de incubacéo retirou-se 1,8 ml de oguleticao, em triplicada, os
tubos contendo as amostras foram centrifugados.@@4RCF por 5 minutos. O
sobrenadante foi pipetado para um novo microtub@ de e levado ao freezer para
congelamento até o momento da analise.

PREPARO DA CURVA PADRAO

» Em erlenmeyers de 125 ml foram adicionadas aligud&éa25 ml da solucéo-
padréo de sulfato;

Em seguida, adicionou-se 50 g de carvao ativadareastra foi homogeneizada
por 6 minutos;

Filtrada para erlenmeyer limpos com a ajuda dolfenpapel filtro, para
obtencdo uma solucéo limpida;

Posteriormente, pipetou-se 10 ml da solucdo (ewtrat transferiu-se para
erlenmeyer de 125 mi;

Adicionou-se a cada erlenmeyer 1 ml da solucacidi® &loridrico 6,0 M;

Em seguida, adicionou-se 0,5 g de Cloreto de Bisfindratado (BaGl 2H,0);
Apos 1 minuto de descanso, as amostras foram agitaat 30 segundos.
Posteriormente 2,5 ml de cada amostra foram tradafe para cubetas e
procedeu-se a leitura em especfotdmetro a 420 nmoem&aximo 8 minutos.

Em seguida, utilizou-se a curva padrao para relaci@as concentragdes de
(micrograma(pg) de S-S@/ml) com a absorbancia obtida na leitura do
especfotometro.
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LEITURA EM ESPECFOTOMETRO DAS AMOSTRAS

» Inicialmente, as amostras foram descongeladas aholze gelo;



Em seguida 1 mL das amostras foi transferida pdenraeyer de 125 ml
contendo 9 ml de 4gua deionizada tipo 1;

Posteriormente foi adicionado 1 ml de solugéo dé BO M,;

E adicionado 0,5 g de BaCRH,O;

Apés 1 minuto de incubacgéo, as amostras foramdagitpor 30 segundos;

Em seguida, foram retiradas aliquotas de 2,5 mkdagdes e transferidas para
cubetas de 1 cm de largura;

A leitura em especfotdmetro a 420 nm foi realizada até 8 minutos apos a
adicdo do cloreto de bario.

Os valores de absorbéancia foram convertidos emectragao pelo uso da curva
padrao.
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RESULTADOS E DISCUSAO

Dentre os ajustes metodoldgicos realizados parptagio da metodologia de
Vitti foram realizadas duas modificacdes. A priraewisou substituir a etapa de
filtragem da amostra por uma etapa de centrifugéb&®00 rcf a 5 mim) para retirada
de particulas sélidas. Posteriormente, a segundiifioagdo foi o congelamento da
amostra para seu processamento posterior. O sdlar@ea obtido foi mantido
congelado até andlise da amostra. No momento daegré amostra foi descongelada
em banho de gelo e diluida para realizacdo dardeiim especfotdmetro, sendo
necessario no minimo 10 ml de solug&o para o psoces

Um ponto ainda a ser avaliado, trata-se do ef@teahgelamento da amostra
até o momento da andlise. Outro ponto observade, sgunecessita de avaliagdo
posterior € o efeito da incubadora, pois foi veaifla que na mudanca do experimento
de uma para outra, ocorreu mudanca do pH. Destmafogé necessario que o
experimento seja realizado num mesmo equipamento.

Para os procedimentos de leitura em especfotomatyons pontos devem ser
destacados:

» A adicao do carvao ativado para filtragcdo poddesta com 50 mg, diretamente

na vidraria de erlenmeyer.

» Do momento em que se adiciona o Cloreto de Bagi@ ahomento da leitura no

especfotdmetro, gasta-se em torno de 5 a 6 minutos.

» Para uma curva mais exata, 0 equipamento deve exadw@ com agua

deionizada, e depois deve ser feita a leitura dasst@as lavando-se a cubeta
com a agua deionizada, visto que o equipamentaupapenas 8 cubetas e a
curva padrdo proposta possui 8 pontos. Alguns eslaliscrepantes podem
ocorrer por causa da contaminagdo da amostra jangoetodo processo €
realizado em fluxo, pode ocorrer no momento detpgesn, com problemas no
aparelho, problemas com as cubetas, entdo é denmextimportancia a

verificacdo do material a ser utilizado e se padsavutilizagdo dos mesmos
equipamentos, para uma padronizacao.

Os dados experimentais obtidos indicaram o efat@rdfundidade, sendo que as
amostras obtidas da profundidade de 60-80 apreaentas menores valores de pH e os
maiores valores de sulfato. Possivelmente, as colades microbianas obtidas dessa
profundidade s&o mais eficientes nesse processonAsoletas podem ser direcionadas
para essa faixa de profundidade. Esse resultadadesticordo com o levantamento de
solos da Embrapa Solos que indicou que s profuddglas amostras de TFSA (Terra
Finas Seca ao Ar) apresentou menor faixa de pH.



Com relagéo a adicao de fontes de enxofre e mitientes, verificou-se que, em
termos absolutos, o enxofre elementar apresentooresavalores de concentracdo de
sulfato e menores valores de pH na auséncia demitcrentes (Tabela 1), porém os
dados ndo estdo apresentando uma tendéncia clabel§T1), sugerindo assim a
conducédo de um novo experimento utilizando um nameior de repeticdes.

Com relacdo a evolugcdo do pH ao longo do tempafiomr-se que amostras
suplementadas com enxofre elementar apresentantatuedo mais rdpida do pH do
que aquelas suplementadas com tiossulfato. Coméarela profundidade, os dados de
pH, seguem a mesma tendéncia dos descritos antentg para a leitura de sulfato, ou
seja, sugerindo que o processo biologico de oxaldgo&nxofre a sulfato e formacéo de
acido sulfurico esteja ocorrendo com maior efic@mas amostras de solos coletadas
das camadas mais profundas do perfil do solo tibioaorem relacdo as camadas mais
superficiais.

Tabela 1. Teor de Sulfato e pH apds oxidacdo de Bmulfato (T) ou Enxofre
elementar (S) por comunidades bacterianas obtidasedliferentes profundidades de
um solo Tiomorfico coletado no municipio de ltaguaiRJ

ADICAO de
PROFUNDIDADE MICRONUTRIENTES FONTE DE | [SO,%]**
(cm) (com, + ou sem, -) ENXOFRE ug /ml | pH**
CONTROLE* 138,88 | 3,87
40-60 + S 231,48 | 3,07
40-60 - T 266,84 | 3,32
40-60 - S 151,41 | 3,11
40-60 + T 130,47 | 3,31
60-80 S 775,76 | 2,99
60-80 - S 2053,54 | 2,99
60-80 + T 1674,24 | 2,23
60-80 - T 1320,48 | 2,32

*Média dos controles obtidos pelos tratamentos sewlicdo de
microrganismos
** \Valores médios de trés repeticdes.

Figura 1. Evolucdo do pH ao longo do tempo em meiBS
suplementado com Tiossulfato (T) ou Enxofre Elemeat (S) em
resposta a comunidade microbiana obtida de diferers profundidades
de um solo Tiomoérfico coletado no municipio de Itagai- RJ
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Com relagcdo a evolugcdo do pH ao longo do tempoifiomr-se que amostras
suplementadas com enxofre elementar apresentantatunedo mais rapida do pH do
que aquelas suplementadas com tiossulfato. Comarela profundidade dos dados de
pH, seguem a mesma tendéncia dos descritos antenitg para a leitura de sulfato, ou
seja, sugerindo que o processo biolégico de oxaldg&nxofre a sulfato e formacgéo de
acido sulfurico esteja ocorrendo com maior efici@nmas amostras de solos coletadas
das camadas mais profundas do perfil do solo tificagrem relagdo as camadas mais
superficiais.

Figura 2- Alteracdo do pH do meio, em
fungéo da inoculagéo de bactérias
isoladas de solo tiomorfico. Tubos da
esquerda com solugdo amarela indicando
mudanca de cor do indicador verde de
bromocresol. A direita tubos controle —
solucéo coloracao azulada.

CONCLUSAO

1- O método de Vitti (1989)
adaptado demonstrou-se
adequado para a andlise de amostras coletadasaldenaultura BS inoculadas
com comunidades bacterianas, para as ambas as #En& enxofre elementar e
tiossulfato.

2- Os valores de pH parecem estar inversamente rettns com os valores de
concentracdo de sulfato, ou seja, quanto menorealosges de pH, maiores 0s
valores das leituras de sulfato.

3- O processo de conversao de fontes reduzidas ddrersmm sulfato foi mais
eficiente quando os microrganismos foram isoladosainadas mais profundas,
até a camada de 60-80.
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