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Resumo – Existem diversos meios de cultivo para avaliar e selecionar mi-
crorganismos solubilizadores de rochas potássicas em condições in vitro.
Apesar de terem a sua composição modicada ao longo dos anos para au-
mentar a eciência da triagem e diminuição do tempo de detecção da solu-
bilização do K pelos microrganismos, o método de ensaio em placa ainda
apresenta algumas limitações e muita variabilidade, principalmente quando
a formação do halo é discreta ou ausente. Nesse sentido, o presente estudo
propôs ajustes metodológicos nos meios de cultivo para a avaliação mais
precisa da biossolubilização de rochas potássicas com base em diferentes
espécies de bactérias de importância agronômica. Foram avaliadas estir-
pes de 11 espécies bacterianas Gram positivas e negativas nos meios de
cultivo Aleksandrov, Basak e Biswas e MISK na presença de quatro pós de
rocha. O meio de cultivo Basak e Biswas modicado (B&B) oi aquele que
proporcionou melhor nitidez para a visualização dos halos e menor variabili-
dade nos testes após os ajustes sucessivos realizados. Os resultados mos-
traram variação na capacidade de solubilização de potássio com estirpes
apresentandoausênciadecrescimento,crescimento,masausênciadehalode
solubilização, crescimento e de halo fraco de solubilização e, crescimento
e halo de solubilização proeminentes. Duas estirpes (Ppe8 = BR 11366 e
T8 = BR 15417) apresentaram halos proeminentes nas placas e, portanto,
oram utilizadas para quanticar o K biossolubilizado após o cultivo das bac-
térias por 5 dias em meio B&B líquido modicado na presença dos quatro
pós de rocha. A estirpe Ppe8 se destacou e foi capaz de sobreviver até os
35 dias de incubação, com poucas alterações no pH do meio e proporcionou
aumento nos teores de K quando cultivada na presença do pó de rocha da
amostra 3. A estirpe foi novamente testada para a validação da metodologia
e os resultados conrmaram o potencial da estirpe em solubilizar a rocha
potássica. Baseado nesse resultado, sugerimos o meio B&B (Basak; Biswas,
010) modicado em sua composição que permite avaliar in vitro a capacida-
de de estirpes pertencentes a diferentes espécies (Gram negativas e Gram
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positivas) em solubilizar K a partir de pó de rocha,
seja em meio agarizado (semi-quantitativo) ou em
meio líquido (quantitativo).

Termos para indexação: Meio Basak e Biswas,
formação de halo, solubilizadores de potássio,
bactérias Gram positiva e negativa, rocha potássica.

Methodological adjustments for
in vitro evaluation of the potassium
rocks biosolubilization by diferent
bacterial species associated with
plants of agronomic relevance

Abstract – There are several culture media to
evaluate and select microorganisms that solubilize
potassium rocks in vitro conditions. Despite having
its composition modied over the years to increase
screening efciency and reduce the detection time
of K solubilization by microorganisms, the plate
assay method still has some limitations and a lot
of variability, especially when the formation of the
halo is discrete or absent. In this sense, the present
study proposed methodological adjustments in the
culture media for a more accurate assessment of
the biosolubilization of potassium rocks based on
dierent bacterial species o agronomic importance.
Strains of 11 Gram-positive and negative bacterial
species were evaluated in Aleksandrov, Basak and
Biswas, and MISK culture media in the presence
o our rock powders. The modied Basak and
Biswas (B&B) cultivation medium was the one that
provided better clarity for visualizing the halos and
less variability in the tests after the successive
adjustments.Theresultsshowedvariation inpotassium
solubilization capacity with strains showing absence
of growth, growth but absence of solubilization halo,
growth and weak solubilization halo and, growth
and prominent solubilization halo. Two strains
(Ppe8= BR 11366 and T8 = BR 15417) presented
prominent halos on the plates and, therefore, were
used to quantify biossolubilized K after culturing the
bacteria or 5 days in modied liquid B&B medium
in the presence of the four rock powders. The Ppe8
strain stood out since it was able to survive up to
35 days of incubation, with few changes in the pH
medium and provided an increase in K levels when
cultivated in the presence of rock from sample 3. It
was again tested for validation of the methodology
and the results conrmed the potential o this strain
to solubilize potash rock. Based on this result, we
suggest the B&B medium (Basak; Biswas, 010)
modied in its composition that allows evaluating

in vitro the ability o strains belonging to dierent
species (Gram negative and Gram positive) to
solubilize K from rock powder either in agarized
medium (semi-quantitative) or in a liquid medium
(quantitative).

Index terms: Basak and Biswas medium, halo
formation, K solubilizers, Gram-positive and negative
bacteria, rock potassium.

Introdução

O potássio (K) é o oitavo elemento mais abun-
dante na terra, compreendendo por volta de 2,1%
da crosta terrestre. Entretanto, deste total, quase
98% está presente na forma não trocável, indispo-
nível para as plantas, sendo requente a deciência
de K nos solos, principalmente em sistemas de pro-
dução intensicados. Com base em sua disponibili-
dade para as culturas, o potássio é subdividido em
quatro frações, sendo: (i) K solúvel, que está pronta-
mente disponível para as plantas e microrganismos
e potencialmente sujeito à lixiviação, (ii) K-trocável,
aquele adsorvido na superície dos argilominerais e
da matéria orgânica, representando quase todo o K
disponível do solo e encontrando-se em equilíbrio
com o K solúvel, (iii) K-não trocável ou xado, r-
memente ligado à rede cristalina de certos minerais
de argila, principalmente argilas 2:1 expansivas e
(iv) K-mineral ou estrutural, forma original de todo o
K do solo, fazendo parte da estrutura dos minerais
e representando a maior parte do K em solos mi-
nerais. De maneira geral, as abundâncias relativas
destas frações estão presentes na seguinte ordem:
K-mineral (> 90%-98% do K total) > K-não trocável
(1%-10% do total de K) > K-trocável+solúvel (1%-
2% do total de K) (Kirkman et al., 1994; Meena et al.,
2015; Soumare, et al., 0). Desta orma, a m de
aumentar a disponibilidade de K, em quantidades
necessárias para sustentar a produtividade agríco-
la recomenda-se, tradicionalmente, a aplicação de
fertilizantes potássicos solúveis. No entanto, os pro-
cessos de produção destes fertilizantes enfrentam
problemas práticos e requerem uma grande quan-
tidade de energia, sendo sua exploração diícil, dis-
pendiosa e insustentável. Felizmente, alguns pro-
cessos biológicos naturais são utilizados por plantas
e microrganismos para a biossolubilização do K na
solução do solo, aumentando, assim, sua disponibi-
lidade (Boubekri et al., 2021; Soumare, et al., 2023).

Muitas espécies de bactérias e fungos do
solo apresentam a capacidade de disponibilizar
formas solúveis de K a partir de minerais silicáticos
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através do mecanismo de solubilização. Estudos
indicam que a produção de ácidos orgânicos é
um dos principais mecanismos de solubilização
de K (Rogers; Bennett, 2004; Sheng; He, 2006;
Uroz et al., 2009; Meena et al., 2016), no entanto,
processos como a acidólise da rizosfera e de
minerais, o intemperismo químico mediado por
ácido carbônico, a quelação dos cátions ligados a
silicatos por reações de troca e por xação direta
de microrganismos solubilizadores de potássio em
superícies minerais são outros mecanismos citados
na literatura (Vassileva et al., 1997; Anjanadevi et al.,
2016; Sattar et al., 019). Diante das evidências de
que a eciência de uso de K na agricultura pode ser
efetivamente melhorada pela inoculação de MSK e
em função da escassez de estratégias para seleção
destes microrganismos, o desenvolvimento de um
protocolo eciente para o isolamento, seleção e
caraterização de Microrganismos Solubilizadores
de Potássio (MSK), utilizando K insolúvel como
base dos ensaios, é essencial. De acordo com a
literatura, o isolamento e a avaliação quantitativa
de MSK tem sido conduzido com o meio de cultura
(Aleksandrov et al., 1967) inspirado na identicação
de solubilizadores de fósforo (P), utilizando ométodo
de placa de ágarPikovskaya, onde a formaçãode um
halo/zona visível no meio de cultura é considerada
o principal critério para a seleção dos MSK. Este
método foi posteriormente otimizado através da
alteração do meio Aleksandrov com corantes
indicadores ácido-base, tais como vermelho de
fenol, azul de bromotimol e púrpura de bromocresol
(Rajawat et al., 2016). Esses indicadores aumentam
a eciência da triagem e diminuem o tempo de
detecção destes micro-organismos de 4-5 para 2-3
dias. No entanto, ométodo de ensaio em placa ainda
apresenta algumas limitações e muita variabilidade
de resultados, principalmente quando a formação
do halo é discreta ou ausente, isso porque muitos
isolados não mostram nenhuma zona clara de
solubilização nessa metodologia (Nautiyal, 1999).
Diante destes fatos, este trabalho propõe ajustes
metodológicos para avaliação mais precisa da
biossolubilização de rochas potássicas com base
em diferentes espécies de bactérias de importância
agronômica.

Material e métodos

Microrganismos

Foram avaliadas as seguintes estirpes bacteria-
nas provenientes de pesquisas conduzidas no

Laboratório de Genética e Bioquímica (LGB) e
do acervo do Centro de Recursos Biológicos
Johanna Döbereiner da Embrapa Agrobiologia
(CRB-JD): Azospirillum argentinense NRB085
(BR13925), Azospirillum argentinense NRB214
(BR13796), Azospirillum baldaniorum SP245
(BR11005), Azospirillum brasilenseAbv5 (BR12186),
Azospirillum brasilense Abv6 (BR12391),
Bacillus circulans CC127 (BR14268), Bacillus
velezensis LMCa (BR171), Gluconacetobacter
diazotrophicus PAL5 (BR1181),Gluconacetobacter
diazotrophicus LP (BR176), Herbaspirillum
rubrisubalbicansHCC103(BR11504),Herbaspirillum
seropedicae HRC54 (BR11335), Herbaspirillum
seropedicae ZAE94 (BR11417), Nitrospirillum
viridazoti Cbamc (BR11145), Paenibacillus
taichungensis LMC (BR199), Paraburkholderia
silvatlantica NRB142 (BR13787), Paraburkholderia
tropica Ppe8 (BR11366), Sphingomonnas sanguinis
DYAPRB4429 (BR14752) e Serratia marcescens T8
(BR15417).

Rochas potássicas

Os pós de rochas empregados neste estudo
foram disponibilizados pelo Centro de Tecnologia
Mineral (CETEM) – RJ e foram selecionados com
base na disponibilidade e análises químicas do teor
de potássio e de outros elementos (Tabela 1).

Meios de cultivos

No presente trabalho foram realizadas modi-
cações em três meios de cultivo (Aleksandrov,
B&B e MISK) disponíveis na literatura e que
têm sido utilizados nos estudos de biossolubilização
de K.

Constituições originais

a) Aleksandrov (Hu, Chu e Guo, 006): 5 g L-1

glicose; 0,5 g L-1 MgSO
4
.7H2O; 0,005 g L-1 FeCl3;

0,1 g L-1 CaCO3;  g L-1 Ca3PO4;  g L-1 da fonte
de potássio, pH 7,5.

b) Meio B&B (Basak; Biswas, 010): 5 g L-1 saca-
rose;  g L-1 Na2HPO4; 0,5 g L-1 de (NH4)2SO4;
0,5 g L-1 MgSO4.7H2O; 0,005 g L-1 FeCl3; 0,1 g L-1

CaCO3; 0, g L-1 extrato de levedura; 1 g L-1 da
fonte de potássio; solubilizados em água destila-
da, pH 7,5.

c) MISK (Guimarães, 006): 5 g L-1 sacarose;
0,6 g L-1 NH4H2PO4; 0, g L-1 CaCl2.2H2O;
0, g L-1 MgSO4.7H2O; 0,00 g L-1 Na2MoO4.2H2O;
0,01 g L-1 FeCl3; 10 g L-1 da fonte de potássio,
pH 6,2.
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Modicações realizadas nos meios de cultivos

a) Aleksandrov: Modicado pela adição de
(NH

4
)
2
SO

4
, de azul de bromotimol, ágar bacterio-

lógico e alteração do pH (tabela 2).
b) B&B

- 1ª modicação: Adição de azul de bromotimol
e ágar bacteriológico, e aumento na quanti-
dade da fonte de potássio (tabela 3);

- ª modicação: Substituição da sacarose
por glicose, aumento na quantidade da fonte
de potássio, retirada do extrato de levedura,
troca da água destilada por água ultrapura
(Milli-Q), aumento na quantidade de azul de
bromotimol e alteração do pH (tabela 3);

- ª modicação: Preparo da solução de azul
de bromotimol solubilizado em etanol 70%
em água Milli-Q e adição de 5 mL L-1 con-
forme recomendado por Rajawat (2016) que
testou a adição de 3 corantes diferentes ao
meio Aleksandrov para melhorar a visualiza-
ção dos halos de solubilização. Aumento na
quantidade da fonte de potássio (tabela 3);

- ª modicação: Troca do CaCO
3
por

CaCl
2
.2H

2
O (tabela 3).

c) MISK: Modicado pela substituição da sacarose
por glicose, pela adição de 5 mL L-1 de azul de
bromotimol 5 g L-1 solubilizado em etanol 70%
em água Milli-Q, diminuição na quantidade de pó

de rocha, adição de ágar bacteriológico e altera-
ção no pH (tabela 4).

Teste de biossolubilização de rochas potássicas
em placas de Petri contendo meio de cultura
agarizado

As bactérias foram previamente cultivadas em
meio DYGS (Rodrigues Neto et al., 1986) modi-
cado pH 6,0 ou em meio Luria Bertani (LB) pH 7,0.
Após incubação a 30°C, 200 rpm durante 24 horas,
os cultivos foram centrifugados a 5.000 rpm, a 25°C
durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado
e o precipitado bacteriano foi ressuspenso em so-
lução contendo somente os sais de cada meio tes-
tado, a m de remover resquícios de constituintes
do meio utilizado no pré-inóculo, e metabólitos. Este
processo foi realizado 2 vezes (lavagem 2x). Após,
oram inoculados 10 µL em placas de Petri contendo
5 mL dos meios agarizados seguido por incubação
em estufa bacteriológica a 30°C. A formação de ha-
los de solubilização foi acompanhada diariamente.

Teste de biossolubilização de rochas potássicas
em meio de cultivo B&B modicado líquido

As estirpes Paraburkholderia tropica Ppe8 =
BR11366 e Serratia marcescens T8= BR 15417
foram selecionadas para o teste de biossolubilização
em meio líquido. As bactérias oram previamente

Tabela 1. Características das rochas potássicas utilizadas nos ensaios in vitro de solubilização de K.

Composição (% em peso)
Pó de rocha
amostra 3*

Pó de rocha
amostra 8*

Pó de rocha
Amazonita**

Pó de rocha
Kamafugito***

SiO
2

43,5 48,4 72,33 16

Al
2
O
3

11,70 12,5 15,04 -

Fe
2
O
3

6,51 15,7 1,59 15,4

CaO 3,49 9,32 0,43 4

MgO 22,3 5,18 0,00 4

TiO
2

1,41 3,56 0,049 -

P
2
O
5

0,01 0,39 0,00 3

Na
2
O 0,27 2,35 4,57 -

K
2
O 7,75 1,18 5,28 3

MnO 0,06 0,21 0,03 0,32

Soma de Bases (CaO+MgO+K
2
O) 33,54 15,68 5,71 11

*dados obtidos do projeto “Levantamento de resíduos e rejeitos e o potencial de diversicação de produtos da atividade mineral na região
Centro-Oeste para agrominerais”.
** http://mineralis.cetem.gov.br/bitstream/cetem/555/1/Patricia_Piza.pdf
*** dados obtidos através do site https://kp-fertil.com/kpfertil/
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Tabela 2. Constituição original e modicada do meio de cultivo Aleksandrov (Hu, Chu e Guo, 006).

Aleksandrov original Aleksandrov modicado

Glicose 5 g Glicose 5 g

MgSO
4
.7H

2
O 0,5 g MgSO

4
.7H

2
O 0,5 g

FeCl
3

0,005 g FeCl
3

0,005 g

CaCO
3

0,1 g CaCO
3

0,1 g

Ca
3
PO

4
2 g Ca

3
PO

4
2 g

Fonte de potássio 2 g Fonte de potássio 2 g

(NH
4
)
2
SO

4
1 g

Azul de bromotimol 5 g L-1 preparado em KOH 0,2 N 5 mL

Ágar bacteriológico 15 g

pH 7,5 pH 7,0

Água destilada q.s.p* 1 L Água destilada q.s.p* 1 L

*q.s.p = Quantidade suciente para

Tabela 3. Constituição original e modicações realizadas no meio de cultivo B&B (Basak; Biswas, 010).

B&B original B&B 1ª modicação B&B 2ª modicação B&B 3ª modicação B&B 4ª modicação

Sacarose 5 g Sacarose 5g

Glicose 5g Glicose 5g Glicose 5g

Na
2
HPO

4
2g Na

2
HPO

4
2g Na

2
HPO

4
2g Na

2
HPO

4
2g Na

2
HPO

4
2g

(NH
4
)
2
SO

4
0,5 g (NH

4
)
2
SO

4
0,5 g (NH

4
)
2
SO

4
0,5 g (NH

4
)
2
SO

4
0,5 g (NH

4
)
2
SO

4
0,5 g

MgSO
4
.7H

2
O 0,5g MgSO

4
.7H

2
O 0,5g MgSO

4
.7H

2
O 0,5g MgSO

4
.7H

2
O 0,5g MgSO

4
.7H

2
O 0,5g

FeCl
3

0,005g FeCl
3

0,005g FeCl
3

0,005g FeCl
3

0,005g FeCl
3

0,005g

CaCO
3

0,1 g CaCO
3

0,1 g CaCO
3

0,1 g CaCO
3

0,1 g

CaCl
2
.2H

2
O 0,1 g

Extrato de
levedura

0,2 g Extrato de
levedura

0,2 g

Fonte de
potássio

1g Fonte de
potássio

2g Fonte de
potássio

3 g Fonte de
potássio

5g Fonte de
potássio

5g

Azul de
bromotimol
5 g L-1

preparado
em
KOH 0,2 N

5 mL Azul de
bromotimol
5 g L-1

preparado
em
KOH 0,2 N

7mL Azul de
bromotimol
5 g L-1

preparado
em etanol
70%

25mL Azul de
bromotimol
5 g L-1

preparado
em etanol
70%

25mL

Ágar
bacteriológico

15g Ágar
bacteriológico

15g Ágar
bacteriológico

15g Ágar
bacteriológico

15g

pH 7,5 pH 7,5 pH 6,5 pH 6,5 pH 6,5

Água
destilada

q.s.p*
1 L

Água
destilada

q.s.p*
1 L

Água
Milli-Q

q.s.p*
1 L

Água
Milli-Q

q.s.p*
1 L

Água
Milli-Q

q.s.p*
1 L

*q.s.p = Quantidade suciente para
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cultivadas em meio DYGS modicado pH 6,0 e
Luria Bertani (LB) pH 7,0, respectivamente. Após o
crescimento, os cultivos foram centrifugados a 5.000
rpm a 25°C durante 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado bacteriano foi ressus-
penso em solução contendo somente os sais do
meio. O processo foi repetido por 2 vezes (lavagem
2x) e, 1 x 104 células mL-1 foram inoculadas em
50 mL de meio contidos em rascos de 15 mL.
Foi empregado o meio sem adição de azul de
bromotimol para possibilitar a dosagem de K.
O controle absoluto consistiu no meio de cultura
adicionado dos pós de rocha, porém desprovido
de inóculo bacteriano. Os cultivos foram incubados
a 200 rpm à temperatura ambiente. Após 13, 24 e
5 dias de incubação, 15 mL de cada cultivo oram
coletados e esterilizados por ltração (0, µm).
Procedeu-se a vericação do pH e análise do teor de
K por espectrofotometria de chama. Paralelamente,
as amostras oram cultivadas nos meios DYGS e LB
a m de avaliar a sobrevivência e pureza do inóculo,
bem como eventuais alterações na morfologia
das colônias. Para o experimento de validação da
metodologia, oram incluídas réplicas biológicas e
o período de incubação oi estendido até 6 dias.
A bactéria Paraburkholderia tropica estirpe Ppe8
foi cultivada no meio Basak e Biswas com aumento
na quantidade de glicose de 5 g L-1 para 10 g L-1,
a m de suportar o cultivo por maior período de
incubação, e 1 x 104 células mL-1 foram inoculadas

em 100 mL de meio contidos em rascos de
50 mL. A metodologia empregada para o inóculo
oi a mesma do experimento anterior. Alíquotas para
a vericação do pH e análise do teor de K oram
coletadas após 10, 20, 31 e 46 dias de incubação.

Resultados e discussão

Para os estudos de avaliação do potencial de
biossolubilização de potássio a partir de fontes de
pós de rocha, inicialmente foram empregados os
meios Aleksandrov e B&B modicados adicionados
dos pós amostra 3 e amostra 8. Após 24 horas de
incubação a 0°C oi vericada a presença de halo
de solubilização em todos os isolados independen-
temente do pó de rocha (na quantidade de  g L-1) e
do meio de cultivo empregado.

Foram levantadas as seguintes hipóteses: to-
dos os isolados são capazes de solubilizar ambos
os pós de rocha; constituintes dos meios poderiam
estar interferindo na disponibilidade de K, como por
exemplo, presença de potássio na água destilada e
no extrato de levedura constituinte do meio Basak
e Biswas, ou interferindo no halo de solubilização
como por exemplo a solubilização concomitante de
Ca

3
PO

4
presente no meio Aleksandrov. Assim, op-

tou-se por repetir o experimento com algumas al-
terações, porém empregando somente o meio Ba-
sak e Biswas o qual apresentou uma melhor nitidez
para a visualização dos halos. Foram realizadas as

Tabela 4. Constituição original e modicada do meio de cultivo MISK (Guimarães, 006).

MISK original MISK modicado

Sacarose 5 g

Glicose 5 g

MgSO
4
.7H

2
O 0,2 g MgSO

4
.7H

2
O 0,2 g

FeCl
3

0,01 g FeCl
3

0,01 g

NH
4
H
2
PO

4
0,6 g NH

4
H
2
PO

4
0,6 g

CaCl
2
.2H

2
O 0,2 g CaCl

2
.2H

2
O 0,2 g

Na
2
MoO

4
.2H

2
O 0,002 g Na

2
MoO

4
.2H

2
O 0,002 g

Fonte de potássio 10 g Fonte de potássio 5 g

Azul de bromotimol 5 g L-1 preparado em etanol 70% 5 mL

Ágar bacteriológico 15 g

pH 6,2 pH 6,5

Água destilada q.s.p* 1 L Água Milli-Q q.s.p* 1 L

*q.s.p = Quantidade suciente para
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seguintes modicações: substituição da onte de
carbono por glicose (5 g L-1), aumento na quantida-
de de pó de rocha ( g L-1) e de azul de bromotimol
(7 mL), ausência de extrato de levedura, solubi-
lização em água ultrapura (Milli-Q) e alteração do
pH para 6,5 (ª modicação). Novamente todos os
isolados apresentaram halos de solubilização nas
placas de meio de cultivo agarizado e nos diferentes
pós de rocha. Após investigação, oi vericado que
o corante azul de bromotimol é preparado em solu-
ção de KOH 0,2N o que poderia estar atuando como
uma fonte extra de potássio.

Assim, foi realizado um 3° experimento em-
pregando azul de bromotimol 5 g L-1 solubilizado
em álcool etílico 70%, o volume oi alterado para
5 mL L-1 conforme sugerido por Rajawat et al.
(2016) e foi realizado um incremento na quantidade
de pó de rocha (5 g L-1) (ª modicação). Foi reali-
zado o mesmo procedimento para o inóculo. Após
 horas de incubação a 0ºC oi possível observar
o crescimento bacteriano e a presença de halos de
solubilização em parte das estirpes. Em contraste,
mesmo após 132 horas de incubação, não foi ob-
servado crescimento de estirpes que haviam solubi-
lizado os pós de rocha nos experimentos anteriores.
A m de conrmar o resultado obtido, os mesmos
isolados foram cultivados novamente em um segun-
do teste e após 7 horas de incubação oi vericado
o crescimento de todas as estirpes.

Como os resultados obtidos não foram conclu-
sivos, optou-se pela realização de um novo expe-
rimento (experimento I) incluindo os pós de rocha
Amazonita e Kamafugito além dos pós amostras 3
e 8. Foram utilizados os meios Basak e Biswas mo-
dicado pela substituição do CaCO

3
por CaCl

2
.2H

2
O

(ª modicação) e oi incluído o meio MISK (Guima-
rães, 2006) utilizado na Embrapa Milho e Sorgo, mo-
dicado pela substituição da sacarose por glicose,
adição de azul de bromotimol e ajuste de pH para
6,5. O crescimento e formação de halo de solubiliza-
ção oram vericados após 7 horas e diariamente
até 1 semana de incubação. Os resultados obtidos
estão representados na Tabela 5. Foi vericado
que as estirpes P. tropica Ppe8 e S. marcescens T8
apresentaram crescimento bacteriano proeminente
e halo de solubilização para todos as quatro rochas
potássicas testadas independente do meio de culti-
vo utilizado. Já as estirpes A. argentinense NRB085
e NRB214 apresentaram crescimento e halo fraco
de solubilização somente no meio Basak e Biswas
modicado, enquanto que as estirpes S. sanguinis
DYAPRB4429 e G. diazotrophicus PAL5 apresen-
taram a presença de crescimento bacteriano, mas

ausência de halo de solubilização. Em contraste,
as estirpes P. taichungensis LMC, B. circulans
CC127 e B. velezensis LMCa não cresceram e,
portanto, não apresentaram halo de solubilização.
Basak e Biswas (2009), obtiveram resultados positi-
vos de solubilização de potássio a partir de resíduos
de mica com uma estirpe de Bacillus mucilaginosus.
É possível que os resultados negativos observados
no presente estudo sejam especícos das estirpes,
já que o número de estirpes/espécies de Bacillus
testadas foi baixo e a literatura tem histórico de di-
versas espécies de Bacillus com potencial de solubi-
lizar potássio insolúvel a partir de rochas potássicas
(Lian et al., 2008, Soumare et al., 2023).

Uma vez que o meio B&B, após a ª modi-
cação (ver detalhe em conclusões), possibilitou
o crescimento das estirpes de A. argentinense e
apresentou uma melhor visualização dos halos, o
meio de cultura foi empregado em um segundo ex-
perimento (experimento II), com um maior número
de estirpes. Foi conrmado os resultados obtidos
para as estirpes PPe8 e T8, e, em adição as es-
tirpes P. silvatlantica NRB 142, N. viridazoti Cbamc
e G. diazotrophicus LP também apresentaram
crescimento e halo proeminente. Já as estirpes
A. baldaniorum SP245, A. brasilense Abv5 e Abv6,
H. rubrisubalbicans HCC103,H. seropedicaeHRC54
e ZAE94 mostraram crescimento bacteriano, porém
halo fraco de solubilização (Tabela 5).

Dentre as estirpes avaliadas, T8 e Ppe8,
foram as que apresentaram crescimento e halos
de solubilização de K proeminentes na presença
de todos os pós de rocha. A m de avaliar quanti-
tativamente o potencial de biossolubilização de K foi
realizado um novo experimento empregando o meio
B&B (após a ª modicação) líquido. Os resultados
mostraram pouca variação de pH para os diferentes
pós de rocha na presença da estirpe Ppe8 ao
longo das coletas (Figura 1C). A única exceção foi
a amostra contendo pó de rocha Amazonita, que
reduziu o pH para valores ao redor de pH = 3 desde
a coleta feita aos 13 dias (Figura 1C). Já em relação
aos teores de K, pode-se observar incremento
na amostra contendo pó de rocha 3 incubado
na presença da estirpe Ppe8 desde a coleta
realizada aos 13 dias e com leve aumento aos
35 dias, enquanto que para as demais rochas os
valores foram similares aos obtidos sem a presença
da bactéria (Figura 1D). No caso da estirpe T8,
vericou-se uma redução de pH para valores ao
redor de 3 para todas os pós de rochas quando na
presença da bactéria (Figura 1A). Já o acúmulo de
K foi superior quando a estirpe T8 foi cultivada na



8 Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento 111

Tabela 5. Formação de halos de biossolubilização de K pelas dierentes estirpes cultivadas nos meios agarizado B&B
(Barak e Biwas, 010) e MISK (Guimarães, 006) modicados na presença dos  pós-de-rocha.

Presença de halo meio B&B Presença de halo meio MISK

Estirpes
Amostra

3
Amostra

8
Amazonita

Kama
fugito

Amostra
3

Amostra
8

Amazonita
Kama
fugito

Experimento I
Azospirillum argentinense
NRB085 (BR13925)

++ ++ ++ ++ + - - -

Azospirillum argentinense
NRB214 (BR13796)

++ ++ ++ ++ - - - -

Bacillus circulans
CC127 (BR14268)

- - - - - - - -

Bacillus velezensis
LMCa (BR171)

- - - - - - - -

Gluconacetobacter
diazotrophicus PAL5
(BR11281)

+ + + + + + + +

Paenibacillus taichungensis
LMC (BR199)

- - - - - - - -

Paraburkholderia tropica
Ppe8 (BR11366)

+++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++

Sphingomonnas sanguinis
DYAPRB4429 (BR14752)

+ + + + + + + +

Serratia marcescens T8
(BR 15417)

+++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++

Experimento II
Azospirillum baldaniorum
SP245 (BR11005)

++ ++ ++ ++ nd nd nd nd

Azospirillum brasilense
Abv5 (BR12186)

++ ++ ++ ++ nd nd nd nd

Azospirillum brasilense
Abv6 (BR12391)

++ ++ ++ ++ nd nd nd nd

Gluconacetobacter
diazotrophicus LP
(BR12376)

+++ +++ +++ +++ nd nd nd nd

Herbaspirillum
rubrisubalbicans HCC103
(BR11504)

++ ++ ++ ++ nd nd nd nd

Herbaspirillum seropedicae
HRC54 (BR11335)

++ ++ ++ ++ nd nd nd nd

Herbaspirillum seropedicae
ZAE94 (BR11417)

++ ++ ++ ++ nd nd nd nd

Nitrospirillum viridazoti
Cbamc (BR11145)

+++ +++ +++ +++ nd nd nd nd

Paraburkholderia
silvatlantica NRB142
(BR13787)

+++ +++ +++ +++ nd nd nd nd

Legenda:
( - ) Ausência de crescimento bacteriano e de halo de solubilização
( + ) Presença de crescimento bacteriano mas ausência de halo de solubilização
( + + ) Presença de crescimento bacteriano e de halo fraco de solubilização
( +++ ) Presença de crescimento bacteriano e de halo de solubilização proeminentes
nd - não determinado

F
o
to
s:
C
a
ro
lin
a
N
a
ch
iR
os
si

( +++ )( ++ )( + )( - )
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Figura 1. Variação de pH e dos teores de potássio (K) no sobrenadante dos cultivos de Serratia marcescens T8 (A e B) e
de Paraburkholderia tropica Ppe8 (C e D) em meio Basak e Biswas modicado, suplementado com os pós de rocha , 8,
Amazonita e Kamafugito após 13, 24 e 35 dias de incubação.

DC

BA

presença do pó de rocha 3 e levemente aumentada
na presença do pó de rocha Kamafugito. Os demais
não mostraram aumento nos teores de K (Figura
1B). Paralelamente, as amostras foram cultivadas
nos meios DYGS e LB e, após  dias (segunda
coleta) de incubação não oi vericado crescimento
da estirpe T8, indicando a morte das células pela
redução de pH. Em contraste, oi possível recuperar
colônias puras de Ppe8 ao longo de toda a duração
do experimento (Figura 2).

Considerando que a Paraburkholderia tropica
estirpe Ppe8 foi capaz de sobreviver até os 35
dias de incubação, com poucas alterações no pH
do meio e proporcionou aumento nos teores de K
quando cultivada na presença do pó de rocha da
amostra 3, a mesma foi selecionada para realiza-
ção do experimento de validação da metodologia.
Os resultados obtidos estão representados na gura
3. Pode ser observado que não houve variação de
pH ao longo das coletas quando os pós de rochas
foram incubados sem a bactéria (Figura 3A). Já na
presença da estirpe Ppe8, oi vericado a redução
de 1 unidade nas três primeiras coletas e um leve

aumento de pH para todas as rochas usadas
na coleta realizada aos 46 dias de incubação
(Figura 3A). A análise dos teores de K para os
dierentes pós de rocha, conrmaram os resultados
do experimento anterior onde teores altos de
K foram observados quando a estirpe Ppe8 foi
incubada na presença do pó amostra 3 (Figura 3B).
Os demais pós de rocha não apresentaram valores
elevados de teores de K tanto na presença como
na ausência da bactéria. É possível que os maiores
teores de K no pó de rocha 3 após incubação com
as bactérias estejam relacionados com o maior
teor de K existente na rocha 3 em comparação as
demais rochas (Tabela 1).

Os ajustes metodológicos realizados no meio
B&B (Basak Biswas, 010) oram críticos para a
visualização da presença ou não de formação de
halo durante os ensaios in vitro. Pode-se perceber
que a presença de alguns compostos tais como
o extrato de levedura, Ca

3
PO

4
e azul de bromoti-

mol preparado com KOH produziram resultados
falsos positivos para algumas bactérias, cujos
halos se formaram nos primeiros ajustes, porém
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Amostra 1ª coleta (13 dias) 2ª coleta (24 dias) 3ª coleta (35 dias)

Ppe8
Pó de rocha Amostra 3

Ppe8
Pó de rocha Amostra 8

Ppe8
Pó de rocha Kamafugito

Ppe8
Pó de rocha Amazonita

T8
Pó de rocha Amostra 3

T8
Pó de rocha Amostra 8

T8
Pó de rocha Kamafugito

T8
Pó de rocha Amazonita

Figura 2. Crescimento de Paraburkholderia tropica Ppe8 e Serratia marcescens T8 em placas de meio DYGS e LB,
respectivamente, após dierentes períodos de incubação em meio B&B modicado, suplementado com os pós de rocha
da Amostra 3, Amostra 8, Kamafugito e Amazonita.
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tornaram-se negativos após a última modicação
do meio B&B. A modicação do meio permi-tiu
identicar de maneira rápida estirpes até então
desconhecidas quanto a capacidade de solu-
bilização de K presente em rochas potássicas.
Destacam-se as estirpes Paraburkholderia tropica
Ppe8, Nitrospirillum viridazoti Cbamc (antigo N.
amazonense), Gluconacetobacter diazotrophicus
LP e Paraburkholderia silvatlantica NRB142,
sendo as duas primeiras constituintes de inoculante
desenvolvido para a cultura de cana-de-açúcar
(Reis et al., 00). A conrmação da capacidade
de solubilizar K em meio líquido é um indicativo do
potencial das estirpes, porém torna-se necessário
avaliar essas bactérias em associação com plantas
de interesse agronômico cultivadas em condições
limitantes de K solúvel para eetivamente denir
o papel delas para um incremento signicativo na
produção vegetal e consequentemente contribuir
para a sustentabilidade da agricultura.

Conclusões

Os resultados obtidos neste trabalho demons-
-tram que o meio de cultivo a ser empregado na
seleção de bactérias capazes de solubilizar o K in-
solúvel presente nos pós de rocha requer cuidados,
principalmente referentes a presença do elemen-
to K nos componentes ou veículos de preparação,
bem como de compostos que, ao serem solubili-
zados, também podem induzir a formação de halo,
como por exemplo CaCO

3
e Ca

3
PO

4
. Vericamos

que deve ser evitado a presença de extrato de le-
vedura, o qual possui composição variável poden-
do conter potássio em sua formulação, o uso de
indicador de pH que seja dissolvido em hidróxido
de potássio e que é essencial a utilização de água
Milli-Q para eliminar as chances de fontes adi-
cionais de K solúvel. Nesse sentido, o meio B&B
(Basak; Biswas, 010) oi modicado ao longo dos
experimentos, chegando-se a composição abaixo
(após a ª modicação) que permitiu avaliar in vitro
a capacidade de solubilização de diferentes estir-
pes pertencentes a espécies distintas (Gram nega-
tivas e Gram positivas), tanto em meio agarizado
(semi-quantitativo) como em meio líquido (quan-
titativo) e dosar a quantidade de K em solução a
partir do pó de rocha. É importante ressaltar que
o teor de K presente no pó de rocha interfere na
quantidade de K solubilizado, assim como o pH do
meio de cultivo que pode reduzir drasticamente a
sobrevivência das bactérias.

Baseado nos resultados obtidos, sugerimos o
meio B&B (Basak; Biswas, 010) modicado com
a nova composição: 5 g L-1 glicose;  g L-1 Na

2
HPO

4
;

0,5 g L-1 (NH
4
)
2
SO

4
; 0,5 g L-1 MgSO

4
.7H

2
O;

0,005 g L-1 FeCl
3
; 0,1 g L-1 CaCl

2
.2H

2
O; 5 g L-1 de

onte de potássio; 5 mL de azul de bromotimol
5 g L-1 solubilizado em etanol 70% em água Milli-Q;
15 g L-1 ágar bacteriológico; pH = 6,5. Solubilizar em
água Milli-Q. No caso de avaliação em meio líquido,
sugere-se dobrar a quantidade de glicose para 10 g
e omitir o uso do azul de bromotimol, para não haver
intererência na quanticação de potássio.

Figura 3. Variações de pH (A) e Teor de Potássio (B) no sobrenadante do cultivo de Paraburkholderia tropica Ppe8
em meio B&B modicado suplementado com os pós de rocha da Amostra , Amostra 8, Amazonita e Kamaugito em
dierentes períodos de incubação. *Os valores referem-se a média e desvio padrão: Meio sem inóculo = 2 réplicas e
Meio + Ppe8 = 3 réplicas.

BA
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