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EFICIÊNCIA DE MICRORGANISMOS PARA BIOSSOLUBILIZAÇÃO DE 

AGROMINERAIS SILICÁTICOS IN VITRO 

 

RESUMO: A demanda de potássio (K), para a produção agrícola brasileira, é elevada e grandes 

doses desse fertilizante, devem ser adicionadas ao solo, em particular no cerrado, para a 

obtenção de altas produtividades. O suprimento desta demanda depende em sua totalidade, de 

insumos importados, que vem onerando os custos de produção. Como alternativas promissoras 

de fonte deste nutriente, destaca-se a biossolubilização de agrominerais, do território brasileiro. 

Nesse trabalho, procurou-se avaliar, selecionar e identificar microrganismos eficientes, na 

biossolubilização das rochas silicáticas Verdete de Abaeté e Biotita Xisto, in vitro. Inicialmente, 

foram avaliados 150 microrganismos isolados, sendo 75  de bactérias, e 75 de fungos, 

pertencentes à Coleção de Microrganismos Multifuncionais da Empresa Brasileira de Pesquisa 

Agropecuária (Embrapa) - Milho e Sorgo, quanto à capacidade de solubilização de K, em meio 

de cultura sólido, contendo silicato de alumínio e K, como fonte de K. Em seguida, a eficiência 

de solubilização, de 22 estirpes de microrganismos, compostas de fungos e de bactérias, pré-

selecionadas, foram avaliadas em meios de culturas líquidos, utilizando-se duas rochas 

silicáticas, como fonte de K, variando fontes de carbono, em alguns casos. Analisaram-se ainda 

metabólitos, associados à promoção de crescimento vegetal, produção de AIA (acido indol-

acético), de EPS (exopolissacarídeos), de biofilme e de ácidos orgânicos, como mecanismos 

envolvidos. Como resultados, observou-se que a eficiência de biossolubilização de rochas 

silicáticas e demais parâmetros analisados variaram em função do tipo de rocha e do genótipo 

de microrganismos. Para índice de biossolubilização, em meio sólido, encontrou-se valores 

entre 0 e 6,33 para a rocha Verdete de Abaeté, e de 0 e 8,17, para Biotita Xisto. Em meio líquido, 

a eficiência de biossolubilização oscilou (p<0,05) entre 1,2 e 11,53 mg L-1 e 0 e 53,73 mg L-1, 

para bactéria, na presença das rochas Verdete e Biotita, respectivamente. Enquanto que, para 

fungos, observou-se valores variando de 0 a 70,13 mg L-1 e de 1,27 a 87,73, para Verdete e para 

Biotita, respectivamente. Para bactéria, a identificação molecular dos isolados, revelou 

predominância dos gêneros Burkholderia sp., Pantoea sp., Pseudomonas sp., Azospirillum sp. 

e Stenotrophomonas sp., e os gêneros Aspergillus sp., Talaromyces sp. e Pennicilum sp., entre 

fungos. Entre bactérias, as estirpes B30 e B116 (Burkholderia sp.), B2096 e B1931 (Pantoea 

sp.) e B1485 (Pseudomonas sp.) foram as mais eficientes, na presença das rochas Verdete e 

Biotita, respectivamente. Entre os fungos, os isolados F22 e F18 (Aspergillus sp.), apresentaram 

maior eficiência na solubilização, independente do tipo de rocha. A detecção dos metabólitos 

analisados foi observada, na maioria dos microrganismos testados, sendo que sua produção 

variou em função do tipo de rocha. Dentre os ácidos orgânicos, encontrou-se a seguinte ordem 

na produção de ácido cítrico>ácido oxálico>gluconico>acético. Concluiu-se ainda, que a 

eficiência de solubilização de K. varia em função de cada isolado, e da mineralogia da rocha 

utilizada, sendo a Biotita superior, em relação ao suprimento de K. Dentre os microrganismos 

analisados, as bactérias dos gêneros Burkholderia sp. (B30 e B116) e Pantoea sp (B2096 e 

B1931) e B1485 (Pseudomonas sp.), e os fungos, do gênero Aspergillus (F22 e F18), foram 

considerados como promissores. 

 

Palavras chaves: Minerais silicático. Potássio. Solubilização. 
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EFFICIENCY OF MICROORGANISMS FOR BIOSSOLUBILIZATION OF 

SILICATE AGROMINERALS IN VITRO 

 

ABSTRACT: The demand for potassium (K) for Brazilian agricultural production is high and 

doses of this fertilizer must be added to the soil, particularly in the Cerrado, to obtain high 

yields. The supply of this demand depends entirely on imported inputs, which have been 

increasing production costs. As a promising alternative source of this nutrient, the 

biosolubilization of agrominerals in the Brazilian territory stands out. In this work, we tried to 

evaluate, select and identify efficient microorganisms in the biosolubilization of the silica rock 

Verdete de Abaeté and Biotita Xisto, in vitro. Initially, 75 isolates of bacteria and 75 of fungi, 

belonging to the Collection of Multifunctional Microorganisms of Embrapa Corn and Sorghum, 

were evaluated for their ability to solubilize K in solid culture medium containing aluminum 

silicate and K as a source of K. Then, the efficiency of 22 pre-selected strains of 

microorganisms, fungi and bacteria were evaluated in liquid culture media, using two silica 

rocks as K source, varying carbon sources, in some cases. Metabolites associated with the 

promotion of plant growth, production of AIA (indole-acetic acid), EPS (exopolysaccharides), 

biofilm, organic acids, were also analyzed as mechanisms involved. As a result, it was observed 

that the efficiency of biosolubilization of silicate rocks and other parameters analyzed varied 

according to the type of rock and the genotype of microorganisms. For the biosolubilization 

index in solid medium, values between 0 and 6.33 were found for verdete rock and between 0 

and 8.17 for Biotite Xisto. In liquid medium, the biosolubilization efficiency ranged (p<0.05) 

between 1.2 and 11.53 mg L-1 and 0 and 53.73 mg L-1, for bacteria in the presence of Verdete 

and Biotite rocks, respectively. While for fungi, values ranging from 0 to 70.13 mg L-1 and 

from 1.27 to 87.73 were observed for Verdete and Biotita, respectively. For bacteria, the 

molecular identification of the isolates indicated a predominance of the genera Burkholderia 

sp., Pantoea sp., Pseudomonas sp., Azospirillum sp. and Stenotrophomonas sp. and the genera 

Aspergillus sp., Talaromyces sp. and Pennicilum sp. among fungi. Among bacteria, strains B30 

and B116 (Burkholderia sp.), B2096 and B1931 (Pantoea sp.) and B1485 (Pseudomonas sp.) 

were the most efficient, in the presence of Verdete and Biotita rocks, respectively. Among the 

fungi, isolates F22 and F18 (Aspergillus sp.) showed greater efficiency in solubilization, 

regardless of the type of rock. The detection of the analyzed metabolites was observed in most 

of the tested microorganisms, and their production varied according to the type of rock. Among 

the organic acids, the following order was found in the production of citric acid > oxalic acid > 

gluconic > acetic acid. It is also concluded that the efficiency of K solubilization varies 

according to each isolate and the mineralogy of the rock used, with Biotite being superior in 

relation to the supply of K. Among the microorganisms, the bacteria of the Burkholderia sp. 

(B30 and B116) and Pantoea sp (B2096 and B1931) and B1485 (Pseudomonas sp.) and the 

fungi of the genus Aspergillus (F22 and F18) were considered promising. 

  

 

Key words: Silicate minerals. Potassium. Solubilization. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O agronegócio brasileiro, tem apresentado crescimento contínuo na produção de 

alimentos, sendo o Brasil, o 4º maior produtor de grãos (arroz, cevada, soja, milho e trigo) do 

mundo, atrás apenas da China, dos Estados Unidos e da Índia, além de ser o responsável por 

7,8% da produção mundial, se tornando uma superpotência agrícola, devido à abundância de 

terras, às condições edafoclimáticas e à tecnologia agrícola disponível (EMBRAPA, 2021).  

Para atender à elevada demanda de nutrientes, para a produção agrícola brasileira, altas 

doses de fertilizantes devem ser adicionadas ao solo, em particular aos de cerrado, que são 

ácidos e pobres em nutrientes (OLIVEIRA et al. 2019). O Brasil ocupa a posição de quarto 

maior consumidor mundial de fertilizantes, atrás da China, da Índia e dos Estados Unidos, e 

importa 97% do potássio, 63% do fósforo e 70% dos nitrogenados (SAGA CONSULTORIA, 

2021). Dessa forma, o país possui elevada dependência externa em relação a insumos agrícolas, 

o que além, de onerar os custos de produção, deixa a agricultura vulnerável às oscilações do 

mercado externo.  

Em 2020, foram importados 29,4 milhões de toneladas de fertilizantes, desse total, 11,4 

milhões de toneladas, foram de cloreto de potássio (KCl), levando a um aumento de 12%, em 

relação ao ano de 2019 (ALVES et al. 2021). Isso compromete a sustentabilidade, da produção 

agrícola nacional, acentuada por crises geopolíticas, como o conflito entre Rússia e Ucrânia, 

que vem afetando a disponibilidade de insumos e a oferta de alimentos, em termos globais. 

Assim, torna-se estratégico, a prospecção de novas fontes de potássio, provenientes de rochas 

nacionais, que contribuam para o aumento do suprimento interno, deste nutriente.  

Estudos sobre o uso de fontes alternativas de K, vem evidenciando, desde as décadas de 

70 e de 80, a ocorrência de diferentes classes de rochas, contendo quantidades razoáveis de 

nutrientes, e que podem ser promissoras, como fontes alternativas de K, para o uso agrícola 

(COELHO, 2005, MARTINS et al. 2015, ALVES et al. 2021).  

Também, outros estudos demonstram que o uso de microrganismos é capaz de promover 

a solubilização de agrominerais, disponibilizando nutrientes às plantas (MARTINS et al. 2015), 

e que diferentes grupos funcionais, incluindo bactérias e fungos, são propícios para agregar 

valor a rochas silicáticas (SILVA et al. 2015, LOPES-ASSAD et al. 2006). 

A interação microrganismo-rocha, vem se constituindo numa das estratégias exploradas, 

para melhor aproveitamento destes minerais, na agricultura. Diante disso, o objetivo deste 

trabalho foi selecionar e caracterizar, bactérias e fungos, solubilizadoras de K, in vitro, com 
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potencial para solubilização, de pó de rochas Verdete de Abaeté e Biotita Xisto, bem como, 

para avaliação dos mecanismos envolvidos. 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

2.1 O Solo como Habitat dos microrganismos  

 

O habitat solo, abriga inúmeras populações de microrganismos (fungos, bactérias), e é 

considerado um reservatório importante, em termos de diversidade genética (CARDOSO et al. 

1992).  

Os solos são estruturados de maneira heterogênea, o que possibilita a ocorrência de 

micro-hábitats, que irão variar entre si, em função das suas características físicas e químicas, e 

da disponibilidade de nutrientes (CARDOSO et al. 2016). Essa formação, dos micro-hábitats, 

encontra-se associada com a formação de agregados de solo, que são formados por proporções 

de areia, de argila e de silte, que dão suporte físico para a aderência microbiana e que 

proporcionam condições diferenciadas de aeração e disponibilidade de nutrientes, permitindo a 

existência de microrganismos, com capacidades metabólicas diferentes (DUCHIELA et al. 

2013). 

A abundância média de microrganismos, nos solos, varia entre 107 a 109, células vivas 

por grama de solo (ALEXANDER, 1977). Cerca de 160.000 espécies de microrganismos são 

conhecidas e descritas na literatura e, em média, 1700 novas cepas, de fungos e 120 de bactérias, 

são descobertas e nomeadas anualmente. No entanto, estima-se que apenas cerca de 10%, das 

espécies microbianas existentes, tenham sido descobertas e identificadas (COUTINHO et al. 

2001). 

Os organismos que habitam o solo, possuem funções de suma importância para a 

estabilidade e para a sustentabilidade de ecossistemas, tais como a degradação de compostos 

orgânicos e a ciclagem de nutrientes (GILLER, 1996), e outras mais específicas, como a fixação 

biológica de nitrogênio (RAYMOND et al. 2004), a promoção de crescimento (FLIESSBACH 

et al. 2009), ou o auxílio na absorção de nutrientes, pelas plantas (CHAGNON et al. 2013). 

A diversidade genética e funcional, de comunidades microbianas do solo, é diretamente 

relacionada com um conjunto de fatores abióticos (atmosfera, temperatura, água, pH, potencial 
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redox, fontes nutricionais, matéria orgânica) e bióticos (genética microbiana, interação entre os 

microrganismos, entre outros) (CARDOSO et al. 2016). 

 

2.2 Potássio no sistema solo e planta 

 

Dentre os macronutrientes, o potássio (K) é o segundo elemento consumido, em 

quantidade mais elevada pelas plantas, desempenhando função importante na ativação de mais 

de 60 enzimas, envolvidas em diversos processos metabólicos, como fotossíntese, síntese de 

proteínas, transporte e armazenamento de carboidratos, tendo influência direta no balanço 

hídrico, e sendo responsável por ativar a maturação e favorecer a formação dos grãos (DALCIN 

2008). Além disso, o K está também envolvido, no metabolismo de carboidratos, de gorduras, 

de ácidos, de compostos nitrogenados, e na síntese de proteínas, melhorando a tolerância ao frio 

e a resistência, à seca das plantas (SATTAR et al. 2019). É absorvido pelas plantas na forma de 

ion K+. 

O K, está presente no solo, em diferentes formas: i) K solúvel em água: é o K presente 

na solução do solo, absorvido pelas plantas e pelos microrganismos, e corresponde apenas a 

0,1% - 0,2% do K, total do solo; ii) K trocável: está em equilíbrio com o K solúvel, representa 

cerca de 1% a 2% do K no solo, e é tido como a reserva, prontamente, disponível às plantas. iii) 

K não trocável: retido nos sítios de troca, nas camadas dos argilominerais ou em minerais 

primários; IV) K estrutural: está presente em formas não trocáveis, em estrutura cristalina de 

minerais, como o feldspato e a mica. As formas estruturais e não trocáveis, são consideradas 

fontes de K, indisponíveis para plantas, podendo, entretanto, contribuir significativamente, para 

o abastecimento da planta, a longo prazo (ZORB et al. 2014). 

De modo geral, a absorção de K, por via radicular, pode se dar por três diferentes 

processos: i) Interceptação radicular: ao se desenvolver, a raiz encontra o K, na solução do solo; 

ii) Fluxo de massa: o K é transportado no solo, por uma fase aquosa móvel, a favor do gradiente 

de umidade, de uma região mais úmida e distante da raiz, para outra mais seca e próxima da 

raiz; iii) Difusão: o K  se movimenta no solo, dentro de uma fase aquosa estacionária, a mesma 

solução do solo, a favor do gradiente de concentração, de uma região de maior concentração, 

para uma região de menor concentração, na superfície da raiz, sendo esse, o processo dominante 

mais comum de absorção, de K, pelas plantas (MALAVOLTA, 2005).  
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Após ser absorvido pela raiz, o K chega ao xilema, via apoplasto (parede celular e 

espaços intercelulares), ou simplastos, conjunto de citoplasmas interligados pelos 

plasmodesmas. A redistribuição interna do K, ocorre do floema das folhas, para outros órgãos 

(regiões de crescimento e de armazenamento), e de tecidos mais velhos, para tecidos mais novos 

(MALAVOLTA, 2005).  

Por não se ligar, a nenhum composto orgânico estrutural da planta, o K, torna-se 

facilmente perdido pelas folhas, por lavagem (COLA et al. 2012, MIRANDA 2016). Assim, as 

baixas concentrações de K solúvel, nos solos tropicais, tornam necessário o uso de fertilizantes 

potássicos, a fim de suprir as exigências nutricionais das plantas, e obter altas produtividades 

das culturas (LODI, 2020). Estes fatos, justificam a busca de novas fontes, que contribuirão 

também, para a redução da dependência externa. 

 

2.3 Minerais silicáticos como fonte de potássio  

 

O atual cenário, político e econômico, do mercado internacional, associado aos altos 

custos das matérias-primas, têm alavancado a busca e o desenvolvimento, de novos produtos 

fertilizantes pela indústria, visando produtividade e manejo sustentável.   

Assim, novas alternativas têm sido propostas, para o manejo da fertilidade dos solos, 

entre elas, a adição de compostos inorgânicos naturais, na forma de pó de rochas, como 

corretivos e como fertilizantes. A aplicação destas rochas moídas, ao solo, é também conhecida 

como rochagem (LEONARDOS et al. 1976).  

Dentre os vários minerais, utilizados na rochagem, para remineralização dos solos, 

destacam-se as rochas silicáticas, que apresentam potencial de fornecer uma variedade de 

nutrientes, ao sistema solo-planta (MARTINS, 2016). 

Estudos pioneiros, voltados à produção de fertilizantes potássicos, a partir de rochas 

silicáticas, tiveram início no período da 1ª Guerra Mundial, em países com baixas reservas 

convencionais de potássio, como EUA, Inglaterra, França e Suécia (SOUZA, 2014). 

As rochas silicáticas, que vem sendo utilizadas, como fonte alternativa de K, são aquelas 

compostas por minerais, de maior solubilidade (feldspatóides, biotita-xisto, flogopitito, brecha 

vulcânica alcalina e carbonatito, glauconita). Essas fontes, são facilmente obtidas, devido à 

grande ocorrência na crosta terrestre, inclusive no Brasil, podendo reduzir os custos de produção 
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agrícola, por utilizar produtos alternativos, ou servir, como suplementação, aos adubos 

químicos solúveis industrializados (MARTINS, 2016, PÁDUA, 2012, RESENDE et al.  2006). 

Dentre os diversos minerais silicáticos, a rocha sedimentar Verdete (glauconita), do 

grupo das micas, oriunda do centro-oeste mineiro (CARA, 2015), apresentou teor de K₂O, 

variando entre 6% e 15%, além de cálcio, de magnésio, de manganês, de ferro e de silício 

(PEREIRA, 2019).  

Piza et al. (2011), ao avaliarem sete amostras de Verdete, oriundas do município de 

Cedro de Abaeté-MG, observaram que, de maneira geral, as amostras continham entre 6,09 e 

7,33% K2O, e eram compostas de 37% de glauconita, de 24% de quartzo, de 14% de matriz 

argilosa marrom-clara, de 7% de micas e de 7% de óxidos de ferro.   

Como outro exemplo, a Biotita Xisto é um mineral comum, da classe dos silicatos, rocha 

sedimentar do grupo das micas, oriunda da região centro-oeste, que contém na sua composição 

entre 7 a 12% de K2O, além de magnésio, de ferro e de alumínio (MARTINS et al. 2010).  

Pádua (2012), avaliando a utilização de rochagem, com os agrominerais 

fosforito/zinnwaldita, fosforito/anfibolito, fosforito/micaxisto e fosforito/fonolito, em 

condições de campo, concluiu que os tratamentos com fosforito/anfibolito, fosforito/micaxisto 

e fosforito/fonolito, se mostraram eficientes, para a produção de girassol e de soja, seguindo 

uma estratégia de baixo uso de insumos, e apresentaram efeito residual de P, de K e de outros 

nutrientes. De modo similar, Lopes et al. (2016), avaliando o uso de tefrifonolito, de sienito e 

de biotita, no fornecimento de K, para a cultura da soja, concluíram que os agrominerais 

avaliados, são boa alternativa para o fornecimento de K, para a cultura da soja, e indicam a 

possibilidade de efeito residual, dos tratamentos no solo.  

Em alguns casos, a falta de respostas positivas à aplicação de rocha, in natura, é por 

causa de: sua baixa solubilização; seus períodos curtos de avaliação; suas condições climáticas 

desfavoráveis ao intemperismo; e seus solos, com baixa atividade microbiana ou o próprio 

mineral (PÁDUA, 2012). 

Como estratégias, para agregar valor de fertilizante, a estes agrominerais, estudos 

enfatizam o uso de microrganismos, como promissores, para promover sua solubilização, 

disponibilizando nutrientes, retidos nas estruturas destes materiais, no sistema solo-planta 

(MARTINS et al. 2015).  
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2.4 Microrganismos solubilizadores de potássio e mecanismos envolvidos 

 

Os microrganismos desempenham um papel essencial no solo e em diversos grupos, 

como fungos e bactérias, e têm a capacidade de solubilizar minerais potássicos. (SARIKHANI 

et al. 2018). Uma ampla gama desses microrganismos, solubilizadores de K, são 

descritos em diversos trabalhos, e incluem bactérias, dos gêneros Bacillus, 

Paenibacillus, Ferrooxidans, Acidothiobacillus, Pseudomonas, Burkholderia,  e 

fungos, dos gêneros Aspergillus e Penicillium, dentre outros (MEENA et al. 2014).  

Trabalhos diversos, disponíveis na literatura, evidenciam resultados favoráveis à 

utilização de minerais silicáticos, assocados aos microrganismos. Segundo Marriel et al. (2006), 

a biodisponibilidade, in viitro, de K, presente em rochas silicáticas, pode aumentar em até 40 

vezes, quando incubadas na presença de fungos filamentosos, pré-selecionados como eficientes. 

Silva et al. (2015), avaliando a biossolubilização de K, em rocha fonolito, in vitro, por 

fungos e por bactérias, observaram que estes microrganismos podem incrementar a 

biodisponibilidade de K, a partir desta rocha, e concluíram que, uma estirpe de bactéria 

Burkhoderia sp., e, uma de fungo Aspergillus sp. mostraram-se altamente promissoras. Paula 

et al. (2013), avaliando o potencial de biossolubilização de K, presente em rochas moídas de 

biotita-xisto e de fonolito, também verificaram ganho na biodisponibilidade de K, em função 

da inoculação com bactérias. Correa et al. (2019), em trabalho in vitro, com os agrominerais 

mica e feldspato, perceberam solubilização por bactérias endofíticas, em que ambas as fontes 

insolúveis de K, foram eficientes. 

Ramos et al. (2016), trabalhando com fungos filamentosos, in vitro, notarram que a 

produção de ácidos orgânicos, principalmente o ácido cítrico, foi um dos mecanismos 

envolvidos na biodisponibilização de nutrientes, a partir de rochas silicáticas, e ainda, que a 

produção de ácidos orgânicos varia, em função da rocha e do isolado de fungo. De modo similar, 

Lopes-Assad et al. (2010), que avaliaram a influência do fungo, Aspergillus niger, na 

solubilização de rochas ultramafica alcalina e flogopitito, verificaram que, a acidificação do 

meio, promovida pelo fungo, foi responsável pelo aumento na solubilização de K, dependendo 

do tipo de rocha. Barbosa (2011), em pesquisa com os minerais flogopito e glauconito, notou 

que, isolados de fungos filamentosos, foram eficientes na solubilização desses agrominerais. 

Os resultados relatados, demonstram potencial do uso de microrganismos, visando a melhoria 

no aproveitamento de K, pelas plantas, a partir de rochas silicáticas. 
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Em relação aos mecanismos envolvidos, poucas informações estão disponíveis na 

literatura, sobre biossolubilização de K por microrganismos, mas sabe-se que eles variam, de 

acordo com a natureza do mineral, do microrganismo e do ambiente (SATTAR et al. 

2019). Dentre os mecanismos conhecidos, cita-se: exsudação de ácidos orgânicos, solubilização 

indireta, produção de EPS, formação de biofilme e produção do fitohormônio AIA. 

O principal mecanismo de solubilização, de rochas potássicas, por microrganismos, 

ocorre por meio da exsudação de ácidos orgânicos, oriundos do metabolismo microbiano, e 

produzidos pela atividade biológica, alterando o pH e promovendo a liberação do nutriente, 

presente na rocha, para o meio, por meio da solubilização direta (DOURADO, 2018). Alguns 

ácidos orgânicos envolvidos, na solubilização de minerais potássicos, são os ácidos tartárico, 

acético, glicólico, láctico, ácidos propiônico, malônico e fumárico (MEENA et al. 2015).   

Outro mecanismo conhecido, é a solubilização indireta, onde os microrganismos 

solubilizam minerais potássicos, por meio da quelação dos cátions. ligados a silicato, por 

processos rizosféricos, por reações troca, e por fixação direta, em superfícies minerais 

(SATTAR et al. 2019). 

Produção de exopolissacarídeos capsulares (EPS), por microrganismos, é outro 

mecanismo potencial, pelo qual bactérias e fungos podem solubilizar, o K, dos minerais. Esses 

EPS são adsorvidos por ácidos orgânicos, ocorrendo assim, maior fixação à superfície mineral, 

resultando em alta concentração de ácidos orgânicos, em torno do minerais, favorecendo sua 

dissolução e aumentando a liberação de K (LIU et al. 2012).  

Um mecanismo habilitado, contudo ainda pouco estudado, é a formação de biofilme, 

mecanismo em que as células são fixadas, dentro de uma matriz de polímeros extracelular, 

produzidas pelo próprio microrganismo, favorecendo as reações bioquímicas, devido à maior 

população microbiana, em biofilmes. Alguns microrganismos formam biofilme, nas superfícies 

minerais rizosféricas, e liberam ácidos orgânicos e metabólitos, que reduzem o pH, o que 

favorece o processo de solubilização de K, e a absorção pelas plantas (SATTAR et al.  2019). 

Outro mecanismo, é a produção de ácido indol-acético (AIA), por microrganismos, o 

qual foi o primeiro hormôrnio descoberto em plantas, da classe das auxinas, sendo responsável 

por diversos efeitos fisiológicos na planta, entre eles: o alongamento do caule, a dominância 

apical, a formação da raiz e o desenvolvimento de frutos (TAIZ & ZEIGER, 2004). O AIA, 

pode ser sintetizado e excretado, por diferentes vias metabólicas, através dos microrganismos, 

sendo que a principal via, é a que utiliza o aminoácido L-triptofano como precursor fisiológico, 

na biossíntese de auxinas (KHALID et al. 2004). A compreensão dos mecanismos de 
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solubilização, de minerais potássicos, e a escolha do microrganismo solubilizador, são de 

extrema importância para se obter um processo eficiente (LODI, 2021).  

 

2.5 Identificação molecular dos microrganismos 

 

Os microrganismos exibem grande diversidade genética e funcional, desempenhando 

funções únicas e fundamentais, na manutenção do equilíbrio de ecossistemas, e nos diversos 

ciclos biogeoquímicos existentes (CARA et al. 2012).  

Sabe-se que menos de 5% das comunidades microbianas, no planeta, está caracterizada 

e descrita. Atualmente, as técnicas moleculares têm permitido avanços, nos estudos de 

diversidade dos microrganismos no solo, utilizando-se de marcadores moleculares, na 

determinação da estrutura genética, das populações fúngicas e bacterianas (CARDOSO, 2016). 

A identificação molecular, desses microrganismos, é feita através de regiões de genes 

codificadores de rRNA. Estes genes, expressam áreas variáveis e conservadas, de uma bactéria 

para outra, por isso, podem ser utilizadas para identiticação de microrganismos. O arranjo do 

DNA, permite que estas sequências sejam amplificadas, pelo método da reação em cadeia da 

polimerase (PCR) e depois, sequenciadas. As sequências escolhidas, para identificação, podem 

ser funcionais, que codificam proteínas, mas as 15 regiões, mais usadas para análises, são as 

que codificam a subunidade menor do RNA ribossomal, 16S rRNA para populações de 

bactérias e 18S rRNA, e regiões espaçadoras internas (ITS – internal transcribed spacer), para 

fungos (BRUNALE 2017). Essas regiões são ideais, por serem conservadas entre todas as 

bactérias ou fungos, facilitando o alinhamento das sequências, durante a etapa de comparação 

(PROSSER, 2002). Estas sequências são analisadas por softwares, para fazer alinhamentos com 

bancos de dados, e árvores filogenéticas, identificado-se assim, o microrganismo. 

A análise de caracterização molecular, constitui-se uma fase fundamental, para a 

identificação e o estudo da diversidade de microrganismos. 
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3. OBJETIVO GERAL  

 

Avaliar, selecionar e identificar estirpes, de microrganismos (bactérias e fungos), 

eficientes na biossolubilização, “in vitro”, das rochas silicáticas Verdete de Abaeté e Biotita 

Xisto, bem como, os mecanismos envolvidos. 

 

3.1 Objetivos específicos 

 

- Reativar e avaliar a pureza de culturas de microrganismos, multifuncionais da Embrapa -Milho 

e Sorgo, pré-selecionados para solubilização de K; 

-Avaliar e selecionar microrganismos, quanto à eficiência de solubilização de K, em meio 

sólido, contendo como fontes exclusivas de K, o silicato de alumínio e de potássio, e as rochas 

Verdete de Abaeté e Biotita Xisto; 

- Avaliar e selecionar microrganismos, quanto à eficiência de solubilização de K, em meio 

líquido MISK, contendo como fonte exclusiva de K, as rochas Verdete de Abaeté e Biotita 

Xisto; 

- Avaliar prováveis mecanismos envolvidos, na biossolubilização de rochas silicáticas; 

- Identificar os microrganismos selecionados, por meio de métodos moleculares. 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

Em diferentes ensaios, foram avaliadas a eficiência de solubilização de K, de 10 isolados 

de bactérias, e 12 isolados, de fungos, de duas rochas silicáticas, pertencentes à Coleção de 

Microrganismos Multifuncionais da Embrapa - Milho e Sorgo. O projeto foi desenvolvido nos 

laboratórios de Microbiologia e Bioquímica do Solo, de Agroquímica, de Fertilidade dos Solos 

e Núcleo de Biologia Molecular, desta unidade da Embrapa. 

 

4.1 Screening preliminar para seleção de microrganismos, solubilizadores de potássio 

 

Foram escolhidos alguns isolados, que já haviam sido pré-selecionados, com base em 

estudos desenvolvidos por Silva et al. (2015), e os demais, escolhidos de acordo com a área de 

origem (área de mineração, da multinacional brasileira - Vale S.A.), a fim de se obter um total 
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de 150 microrganismos, sendo 75 bactérias e 75 fungos, pertencentes à Coleção de 

Microrganismos Multifuncionais da Embrapa - Milho e Sorgo. Estes microrganismos foram 

isolados de solo, de área minerada, e de cerrado, sob diferentes tipos de cobertura vegetal. 

Os microrganismos foram reativados, a partir dos estoques em tubos inclinados, em 

placas de petri, contendo meio de cultura BDA - (batata (200 g L-1), dextrose (20 g L-1) e ágar 

(15 g L-1)) (FAHIM, 1966), para posterior avaliação, em meios sólido e líquido. 

Na fase de screening preliminar, os microrganismos foram selecionados, por meio da 

formação de halo de solubilização, em meio sólido Aleksandrov (5 g L-1 de sacarose, 0,005 g 

L-1 de MgSO4 7H2O, 0,1 g L-1 FeCl3, 2,0 g de CaCO3, 2,0 g L-1 de fosfato de cálcio), contendo 

3,0 g L-1 de silicato de alumínio e K, como fonte única de K (mica natural - moscovita), e 20 g 

L-1 de ágar. O pH do meio, foi ajustado para 7,0 (MEENA et al. 2015). 

Em cada placa de petri, foi inoculada uma estirpe, com 3 repetições dentro da placa, e 

logo após, elas foram incubadas a 30 °C, por 10 dias. Foram realizadas as medições, dos halos 

e dos diâmetros das colônias, após o período de incubação, considerando-se a média de três 

repetições, para cada amostra. O resultado obtido, foi expresso pelo Índice de Solubilização 

(IS), por meio da fórmula proposta por Berraquero et al. (1976): 

 

IS =  
ϕ Halo (mm)

ϕ Colônia (mm)
 

 

Com base nos índices de solubilização, os microrganismos foram classificados como 

estirpes, com baixa (IS < 2), com  média (2  IS < 4) e com alta capacidade de solubilização de 

K (IS > 4). 

 

4.2 Solubilização de potássio em meio sólido contendo duas rochas silicáticas  

 

Após a fase de screening preliminar, a eficiência de solubilização de K, por diferentes 

estirpes de fungos e de bactérias, foi avaliada em meio de cultura sólido, contendo as rochas 

Verdete de Abaeté e Biotita Xisto, separadamente. As estirpes selecionadas, foram inoculadas 

em meio Aleksandrov sólido, como metodologia descrita na Seção 4.1. Após 10 dias de 

incubação, foram realizadas medições dos halos e dos diâmetros das colônias, de acordo com a 

metodologia de Berraquero et al. (1976). 
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4.3 Eficiência de biossolubilização de potássio, em meio líquido, por bactérias e por fungos  

 

Foi avaliada, a eficiência de solubilização de K, da rocha Verdete de Abaeté, por 

bactérias e por fungos, em frascos erlemeyers, de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultura 

líquido MISK (5 g L-1 de sacarose; 5 mL L-1 de NH4 H2 PO4; 2 mL L-1 de Cacl22H2O; 2mL L-1 

de MgSO4;7H2O; 1 mL L-1 de FeCl3; 2 mL L-1 de Na2MoO42H2O; 50g L-1 de Verdete de 

Abaeté), com pH ajustado a 6,5. Para as bactérias, em cada frasco foram inoculadas 100 μL de 

suspensão bacteriana, com densidade ótica (OD) = 1. Os tratamentos foram dispostos com 10 

bactérias (B30, B116, B1485, B2096, B1509, B1479, B2179, B1931, B1434 e B1433), e o 

tratamento controle (meio MISK, com rocha sem adição da bactéria), em triplicata. Para os 

fungos, cada frasco foi inoculado com quatro discos de micélio, de 8mm de diâmetro de cada. 

Os tratamentos foram constituídos por 12 fungos (CMSV414, F18, F22, F2179, CMSV 528, 

F3, CMSV408, CMSV14, CMSV05, F2844, F56 e F4), e o tratamento controle (meio MISK, 

com rocha sem adição do fungo), realizado em triplicata. 

Após 6, 12 e 18 dias, de incubação para bactérias e para fungos, respectivamente, sob 

agitação constante, a120 rpm, e temperatura de 28 °C, uma alíquota de 10 mL, do meio de 

cultura, foi retirada e centrifugada, a 8.000 rpm. No sobrenadante, foi avaliado o teor de K, por 

espectrofotometria de chama, e o pH, por potenciometria. O K biodisponibilizado, por cada 

microrganismo, foi calculado com base na diferença entre o teor de K (mg L-1), em cada amostra 

inoculada, e o teor de K, no tratamento controle, sem inoculação. 

 

4.4 Influência de concentrações e de tipos de fontes de carbono, na biossolubilização de 

Verdete de Abaeté 

 

Após a triagem dos microrganismos, avaliou-se o efeito de duas fontes de carbono, 

glicose e sacarose, em quatro concentrações (0,5%, 1%, 2% e 5%; % m/v), sobre a solubilização 

da rocha potássica Verdete de Abaeté, por 2 bactérias selecionadas (B30 e B116), e 2 fungos 

(F22 e F18), e sobre a alteração de pH, em meio de cultura líquido, de acordo com a metodologia 

descrita na Seção 4.3. Após os períodos de incubação, de 12 e 18 dias, para bactérias e para 

fungos, respectivamente, alíquotas de 10 mL foram retiradas, filtradas e centrifugadas, por 10 

minutos, a 8000 rpm. No sobrenadante, foram determinados o teor de K (espectrofotometria de 

chama), e o pH (potenciometria). Todos os experimentos foram realizados em triplicata. 
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4.5 Eficiência de biossolubilização de K, em meio líquido, com teor de 2% de glicose, por 

bactérias e por fungos   

 

Foi avaliada a eficiência de solubilização, de K, por bactérias e por fungos, 

separadamente, em meio líquido, com teor de 2% de glicose, e em frascos erlemeyers, de 250 

mL, contendo 50 ml, de meio de cultura líquido MISK, com adição de pó de rocha Verdete de 

Abaeté (20 g L-1 de glicose; 5 mL L-1 de NH4 H2 PO4; 2 mL L-1 de Cacl2 2H2O; 2mL L-1 de 

MgSO4 7H2O; 1 mL L-1 de FeCl3; 2 mL L-1 de Na2MoO4 2H2O; 50g L-1 de Verdete de Abaeté 

), e, MISK com adição de pó de rocha Biotita Xisto (20 g L-1 de glicose, 5 mL L-1 de NH4 H2 

PO4, 2 mL L-1 de Cacl2 2H2O; 2mL L-1de MgSO47H2O; 1 mL L-1 de FeCl3; 2 mL L-1 de 

Na2MoO4 2H2O, 50g L-1 de Biotita Xisto), com pH ajustado a 6,5. Para as bactérias, em cada 

frasco, foram inoculadas 100 μL de suspensão bacteriana, com densidade ótica (OD) = 1. Os 

tratamentos foram dispostos, com 10 bactérias (B30, B116, B1485, B2096, B1509, B1479, 

B2179, B1931, B1434 e B1433), em dois meios diferentes (MISK, com adição de Verdete de 

Abaeté, e MISK, com adição de Biotita Xisto), e o tratamento controle (meio MISK, com rocha 

sem adição da bactéria), em triplicata. Para os fungos, cada frasco foi inoculado, com quatro 

discos de micélio, de 8mm de diâmetro de cada. Os tratamentos foram constituídos por 12 

fungos (CMSV414, F18, F22, F2179, CMSV 528, F3, CMSV408, CMSV14, CMSV05, F2844, 

F56 e F4), em dois meios diferentes (MISK, com adição de Verdete de Abaeté, e MISK, com 

adição de Biotita Xisto), e o tratamento controle (meio MISK, com rocha sem adição do fungo), 

foram todos realizados em triplicata. 

Após 12 e 18 dias de incubação, para bactérias e para fungos, respectivamente, sob 

agitação constante a 120 rpm, e à temperatura de 28 °C, uma alíquota de 10 mL, do meio de 

cultura, foi retirada e centrifugada, a 8.000 rpm. No sobrenadante, foi avaliado o teor de K, por 

espectrofotometria de chama, e o pH, por potenciometria. O K biodisponibilizado, por cada 

microrganismo, foi calculado com base na diferença entre o teor de K (mg L-1), em cada mostra 

inoculada, e o teor de K, no tratamento controle, sem inoculação. 

 4.6 Produção de biofilme, por bactérias e por fungos, em meio líquido 

 

A capacidade de formação de biofilme, por fungos e por bactérias, em meio líquido, foi 

avaliada pelo método proposto por Stepanović et al. (2007), com modificações. Alíquotas de 

10 µL, da cultura bacteriana, padronizada a 108 UFC mL-1, foram transferidas para 200µL de 
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meio de cultivo TSB, com 1% de glicose, em uma microplaca de poliestireno, em triplicata. 

Para fungos, utilizaram-se 20 µL da cultura, enriquecida em meio liquido TSB. O controle 

negativo, continha apenas o meio de cultura. A microplaca foi incubada, a 30 °C, por 48 horas. 

Após esse período, a cultura foi removida, os poços lavados 3 vezes, com 200µL de 

água destilada, e a placa, colocada invertida sobre papel toalha. Em seguida, foram adicionados 

200µL de metanol, em cada poço, para fixar o biofilme, eventualmente presente, e incubando-

o, por 20 minutos. Final a este tempo, procedeu-se a remoção do metanol, e a secagem à 

temperatura ambiente. Foram então, adicionados 200µL, de solução Cristal Violeta 0,5%, em 

cada poço, e, após 15 minutos de incubação, o corante foi removido, sendo a placa lavada com 

água destilada corrente, e deixada em temperatura ambiente, para a secagem. Adicionaram-se 

200µl de álcool etílico PA, e, após 30 minutos, efetuou-se a leitura a 570 nm (espectrofotômetro 

UV/VIS; FLUOstar Omega, BMG LABTECH, Alemanha). 

Os microrganismos foram categorizados, em quatro classes, em relação à produção de 

biofilme, em função da capacidade de retenção da coloração violeta, com base nos valores de 

densidade óptica (Stepanović et al. 2007): (i) não formadores (Doa ≤ Docn); (ii) fracamente 

formadores (Docn ≤ doa ≤ 2x Docn); (iii) moderadamente formadores (2x Docn ˂ Doa ≤ 4x 

Docn), e (iv) fortemente formadores (4x Docn ˂ Doa). Sendo, Doa = densidade óptica da 

absorbância e Docn = densidade óptica do controle negativo. 

 

 4.7 Produção de exopolissacarídeos (EPS), por bactérias e por fungos 

 

A capacidade de produção de EPS, por isolados de bactérias, foi realizada de acordo 

com a metodologia, preconizada por Paulo et al. (2012). Utilizou-se meio de cultura sólido, 

composto por 50 g L-1 de sacarose; 20 g L-1 de extrato de levedura; 20 g L-1 de MgSO4; 0.01 g 

L-1 de NaCl; 0.01 g L-1 de FeSO4; 0.01 g L-1 de Mn SO4; 0.02 g L-1 de CaCl2 e 20 g L-1 de 

K2HPO4; 15g de ágar, e o pH do meio, foi ajustado para 7,5 e, autoclavado, por 20 minutos, a 

121°C (GUIMARÃES et al. 1999). Discos, de 5 mm de diâmetro, de papel filtro (Whatman 42) 

esterilizados, foram transferidos para a superfície do meio, e tratados com 5 µL da cultura 

bacteriana, enriquecida em TSB, 108 UFC mL-1. Após incubação, a 30°C, por 24 horas, a 

produção de EPS foi avaliada, pela ausência ou pela presença de colônia mucosa (material 

translúcido ou mucoso), ao redor dos discos.  
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Para a confirmação da produção de EPS, avaliou-se a presença de precipitado, formado 

pela adição de colônia, em etanol absoluto (resultado positivo), ou em presença de turbidez 

(resultado negativo). 

Diferente das bactérias, para a produção de EPS dos fungos, utilizou-se metodologia de 

fermentação submersa (FONSECA, 2016), e frascos erlenmeyer, de 125 mL, contendo 50 mL 

de meio de cultura (27,5 g L-1 de sacarose; 1,5 g L-1 de peptona bacteriológica; 2 g L-1 de 

KH2PO4 e 2 g L-1 de MgSO4), pH do meio, ajustado para 7,0, e autoclavado por 20 minutos, a 

121°C. Em seguida, quatro discos de 8 mm, de cada fungo, foram transferidos para o meio de 

cultura, com três repetições, e incubados, sob agitação constante (150 rpm), a 28 ºC, durante 96 

horas. Após o período de fermentação, a cultura foi centrifugada à 8000 rpm, por 20 minutos, 

e o sobrenadante, foi misturado com 3 volumes de etanol 95% (v/v). Após 24 horas, em 

geladeira (± 5 °C), avaliou-se a presença ou não de precipitado. 

 

4.8 Produção de auxinas (AIA), por bactérias e por fungos 

 

A quantificação da produção de auxinas - ácido indol acético (AIA), por bactérias e por 

fungos, foi realizada por metodologia, proposta por BRIC et al., (1991). As estirpes foram 

crescidas, em meio de cultura TSB líquido, suplementado com DL-triptofano, (PATTEN & 

GLICK, 1996).  

Para as estirpes bacterianas, alíquotas de 10 µL de inóculo, de cada cultura, enriquecido 

em meio TSB, durante cinco dias, à temperatura de 30º C, e ajustadas para 108 UFC mL-1, a 540 

nm, foram inoculadas, em erlenmeyers, de 50 mL, contendo 10 mL de TSB líquido, 

suplementado com DL-triptofano. 

No caso dos fungos, foi utilizado um disco de 8mm, de cada estirpe, crescido em meio 

sólido, durante oito dias, inoculado em erlenmeyers, de 50 mL, contendo 10 mL de TSB líquido, 

suplementado com DL-triptofano. Em ambos os casos, após incubação, a 30°C, sob agitação, a 

100 rpm, e na ausência de luz, por 5 dias, o meio de cultura foi centrifugado, por 10 minutos, a 

6000 rpm, e o sobrenadante obtido, utilizado para a quantificação da produção de AIA. 

A mistura de reação, de cada microrganismo, constituída de 100 µL de sobrenadante da 

cultura, e 100 µL da solução de Salkoviski (500 μL, da solução aquosa de FeCl36H2O, na 

concentração de 0,136 g/ml, e 24,5 ml de solução aquosa, de ácido perclórico 35% v/v), foi 

adicionada às microplacas de 96 poços, e mantidas à temperatura de 28°C, no escuro, em 
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triplicata. Como controle negativo, utilizou-se meio líquido estéril, sem inoculação. Após 20 

minutos da aplicação, a absorbância foi determinada a 530 nm. A produção de AIA foi 

estimada, a partir de curva padrão de AIA, com as concentrações 0, 10, 20, 40, 80 e 100, e os 

resultados, expressos em μg mL-1 (GORDON & WEBER 1951).  

 

4.9 Quantificação de ácidos orgânicos, produzidos por fungos e por bactérias 

 

A quantificação de ácidos orgânicos, foi determinada no sobrenadante de culturas, 

enriquecidas com as rochas Verdete de Abaeté e Biotita Xisto, com fungos e com bactérias. 

Após 12 e 18 dias, para bactérias e para fungos, respectivamente, o sobrenadante de cada 

cultura, centrifugado e filtrado, em membrana PES de 0,22 µm, foi analisado por HPLC (High 

Performance Liquid Chromatography), a 210 nm e, temperatura, do detector, a 35 ºC. A coluna 

utilizada foi AMINEX – HPX 87H – BioRad, eluída com uma fase móvel de H2SO4, com 5 

mMol.L-1, em fluxo de 0,6 mL.min-1. Os picos correspondentes, a cada ácido, foram 

identificados pelo tempo de retenção, em relação aos respectivos padrões. Os padrões utilizados 

foram fumárico, glucônico, maleico, málico, acético, butírico, cítrico, fórmico, succínico, 

tartárico, lático, malônico, oxálico, propiônico, pirúvico, galacturônico, gálico, 5-ceto-

gluconico, 2-ceto-gluconico e glucurônico. A concentração obtida, foi expressa em g L-1 de 

ácido orgânico. 

 

4.10 Extração de DNA e Sequenciamento de bactérias e de fungos  

 

4.10.1 Extração de DNA das Bactérias  

 

As bactérias foram reativadas e incubadas, à uma temperatura de 28ºC, durante cinco 

dias, em placas de petri, contendo meio de cultura BDA – (200 g L-1 batata, 20 g L-1 dextrose e 

15 g L-1 ágar), utilizando-se o método de estrias, para obtenção de colônia pura, dos isolados. 

Após crescimento das colônias puras, estas foram inoculadas, em meio líquido TSB, e 

incubadas, sob agitação constante, a 120 rpm, temperatura de 28 °C, por 5 dias. Após esse 

período, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos, a 8000 rpm, para peletização 

das mesmas, e então, iniciou-se a extração do DNA genômico, das bactérias, utilizando o 

Kit de Purificação de DNA Genômico Wizard®.  
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O DNA genômico foi extraído, utilizando-se a metodologia descrita por Saghai Maroof 

et al (1984), adaptada. Para isolamento do DNA genômico, foram adicionados 30 µL de SDS 

10% (m/v) e 3 µL de proteinas, e K 20 mg/mL. As amostras foram homogeneizadas e 

incubadas, a 37 °C, por 1 hora. Foram adicionados 100 µL de NaCl 5 M e 80 µL de solução de 

CTAB/NaCl (CTAB 100 mg/mL e NaCl 0,7 mol/L) e as amostras agitadas e incubadas a 65oC 

por 10 min. Em seguida, foram adicionados 600 µL de clorofórmio/octanol (24:1), as amostras 

homogeneizadas por 15 minutos, e centrifugadas, a 14.000 rpm, por 10 minutos. O 

sobrenadante foi transferido para outro microtubo, contendo 600 µL de isopropanol 99% (v/v) 

gelado. As amostras foram centrifugadas, e o precipitado, lavado com 1 ml de etanol 70% (v/v). 

Os tubos foram centrifugados, por 5 minutos, a 14.000 rpm, o sobrenadante foi descartado e o 

etanol residual, retirado em centrífuga, a vácuo por 5 minutos. Ao final, o precipitado foi 

ressuspendido, em 50 µL de tampão TE com RNase (Tris-HCl 10 mM; 1 mM EDTA, pH 8,0; 

0,1 µg/µL RNase A). 

 

4.10.2 Extração do DNA Fungos  

 

Os fungos, foram previamente crescidos, em placas com meio BDA, por 8 dias e a 

seguir, com auxílio de uma espátula esterilizada, os fungos foram raspados, e transferidos para 

cadinhos, para iniciar a maceração. 

Com auxílio de um pistilo, o material foi macerado com nitrogênio líquido, até completa 

pulverização, e homogeneização da amostra. Em seguida, aproximadamente 200 mg do 

macerado, foi transferido para um tubo de polipropileno, com 600 µL de tampão CTAB [CTAB 

2% (m/v); NaCl 1,4 M; Tris- HCl 0,2 M (pH 7,5); EDTA 0,02 M (pH 8,0), mais 2% de β-

mercaptoetanol (v/v)], e incubado em banho-maria, a 65 ºC, por 60 minutos, sob agitação 

esporádica. Após a retirada, do banho-maria, deixou-se esfriar dentro da capela, por 10 minutos, 

efetuou-se uma lavagem com 600 µL clorofórmio-octanol, e homogeneizou-se em agitador por 

inversão, durante 5 minutos. 

Em seguida, à centrifugação da suspensão, a 14.000 rpm, por 10 minutos, o 

sobrenadante foi transferido para um novo microtubo, onde foram adicionados 500 µL de 

isopropanol (-20 ºC), e homogeneizado manualmente. 

Na sequência, os tubos foram centrifugados novamente, e o sobrenadante descartado. O 

precipitado foi lavado, com 100µL de etanol 70%, a -20 ºC, mais uma vez centrifugado, por 10 

minutos, a 14000 rpm, e o sobrenadante foi removido, com auxílio de uma pipeta. As amostras 
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peletizadas, foram deixadas a temperatura ambiente, até a completa evaporação do etanol 

residual.  

Os pellets de DNA foram ressuspendidos, em 50 µL de tampão TE, contendo 0,2 µL de 

RNase a 10mg/ml (Tris-HCl 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM). Posteriormente, a concentração e 

a pureza, das amostras de DNA, foram quantificadas em espectrofotômetro NanoDrop® ND-

1000, e ajustadas para 10ng/µL. O DNA obtido foi estocado a -20 ºC. 

 

4.10.3 Identificação molecular das estirpes  

 

Para identificação molecular, das estirpes de bactérias, a região 16S rDNA foi 

amplificada, utilizando os iniciadores 8F e 1496R. Para fungos, a região 18S rDNA foi 

amplificada, utilizando os iniciadores ITS4 e ITS5. As reações de sequenciamento, foram 

preparadas com o Kit Big Dye Terminator (Thermo Scientific, EUA), e purificadas, de acordo 

com as recomendações do fabricante. As amostras foram injetadas, no sequenciador ABI 3500 

XL (Thermo Scientific, EUA), as sequências alinhadas com o software Sequencher 5.4 (Gene 

Codes Corporation, Ann Arbor, EUA), e comparadas com o banco de dados público GenBank 

(http://www.ncbi. nlm. nih.gov), por meio da ferramenta BlastN. 

 

4.11 Análises Estatísticas 

 

Os dados provenientes dos experimentos de solubilização, em meio liquido MISK, e 

avaliação de produção de AIA, foram avaliados por análise de variância (p<0,05), pelo teste 

Scott Knott (p ≤ 0,05), utilizando-se o aplicativo computacional Sisvar (FERREIRA 2011). 

Análise de correlação e sua significância, foram realizadas pelo programa Microsoft Excel®. 

Os resultados, de ácidos orgânicos, foram analisados por meio de agrupamento, cluster software 

R. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Screening preliminar, para seleção de microrganisms, solubilizadores de potássio 

 

Em uma etapa preliminar, os resultados obtidos, a partir da avaliação 150 estirpes, 75 

de bactérias e 75 de fungos, em meio sólido, contendo silicato de alumínio e K, como única 

fonte de K, estão apresentados nas Figuras 1 e 2.  Observou-se que 13% dos isolados, de 

bactérias, foram considerados positivos para a solubilização, com base na presença de halo, 

após 10 dias de incubação. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Proporção de bactérias, capazes de liberar potássio, a partir de silicato de alumínio e K, em 

meio sólido, após dez dias de incubação.  

 

Os demais 87% dos isolados, não mostraram capacidade de dissolução desse material 

(Figura 1). De modo similar, somente 16% dos fungos, apresentaram capacidade de solubilizar, 

essa fonte de K (Figura 2).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Proporção de fungos, capazes de liberar potássio, a partir de silicato de alumínio e K, em meio 

sólido, após dez dias de incubação. 
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Quando se avaliou, o Índice de Solubilização (IS), de bactérias e de fungos, no meio de 

cultura sólido, contendo silicato de Al e K, observou-se o IS variando de 2,50 a 6,50 e 1,61 a 

4,09, respectivamente. As bactérias, B30, B116, B1931, B2096, B1479 e B2176, foram 

classificadas como altamente eficientes (IS > 4), os demais isolados bacterianos, B1485, B1509, 

B1434 e B1433, moderadamente eficientes (2  IS < 4).   

Os resultados do IS, dos fungos, mostraram que o isolado FCMSV528, foi classificado 

como altamente eficiente (IS > 4), F18, F22, F2179, FCMSV528, F3, FCMSV408, FCMSV05, 

F2844 e F56, e F4, moderadamente eficientes. 

Assim, somente 10 isolados de bactérias (B30, B116, B1485, B2096, B1509, B1479, 

B2179, B1931, B1434 e B1433), e doze de fungos (FCMSV414, F18, F22, F2179, FCMSV528, 

F3, CMSV408, FCMSV14, FCMSV05, F2844, F56 e F4), foram selecionados para testes, com 

outras fontes de agrominerais silicáticos.  

 

5.2 Solubilização de potássio, em meio sólido, a partir de Verdete Abaeté e de Biotita Xisto 

 

Quando se avaliou, a capacidade de biossolubilização de K, por bactérias, em meio 

sólido, contendo Verdete de Abaeté e Biotita Xisto, como fonte de potássio, verificou-se que 

os IS, oscilaram entre 0 a 6,33 e 0 a 8,17, respectivamente (Figura 3). As estirpes B30, B116 e 

B2096, foram classificadas como altamente eficientes (IS > 4), B1485, B1434 e B1433, como 

moderadamente eficientes (2  IS < 4), e as estirpes B1509, B1479 e B2176, como não 

eficientes K (IS = 0), como biossolubilizadoras da rocha Verdete de Abaeté.  

Em relação à rocha Biotita Xisto, observou-se que sete estirpes, B30, B116, B2096, 

B1485, B1434, B1509 e B1433, apresentaram alta eficiência (IS > 4), enquanto as estirpes 

B1509, B1479 e B2176, não apresentaram capacidade de liberação de K, nessa fonte. 

De modo similar Sun et al. (2020), relataram IS, variando de 1,69 a 4,23 para diferentes 

estirpes de bactérias, solubilizadoras de Feldspato, de potássio. Corea et al. (2019), observaram 

que três isolados, de bactérias endofíticas, também apresentaram capacidade de solubilizar 

rocha, classificadas como Feldspato e como Mica, variando de 3,3 mm a 6,78 mm. Diferenças 

entre bactérias, com base no diâmetro do halo, também foram relatadas por Paula et al. (2013), 

em meio de cultura sólido, contendo rochas moídas, Fonolito e Biotita Xisto, com valores 

variando de 2 mm e 24 mm. 
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Figura 3. Índice de Solubilização (IS), de 10 isolados de bactérias, testados em meio sólido, com 

diferentes fontes de potássio (pó de rochas Verdete de Abaeté e Biotita Xisto). 

 

 Em relação aos fungos, em meio de cultura, com pó de rocha Verdete de Abaeté, os 

valores obtidos para IS, variaram de 1,69 a 4,83 (Figura 4). Os fungos, F22 e F2844, 

apresentaram os IS mais elevados, sendo classificados como altamente eficientes (IS > 4), os 

isolados, FCMSV14, FCMSV05, F18, FCMSV408, F56, FCMSV414, apresentaram eficiência 

média de solubilização (2  IS < 4).  

Na presença de rocha Biotita Xisto (Figura 4), as estirpes F22 e F18 apresentaram alto 

IS, sendo classificadas como altamente eficientes, e os fungos, FCMSV14, FCMSV05, 

FCMSV408, FCMSV528, F56, F3, F2844 e F2179 IS, apresentaram eficiência média de 

solubilização (2  IS < 4). O isolado F4 não apresentou formação de halo.  

Esses resultados, indicaram que a capacidade de solubilização, de rocha silicática, 

depende do tipo de microrganismo, e da rocha analisada. Em alguns casos, a capacidade de 

solubilização de K, por bactérias, pode ser atribuída à produção de determinados metabólitos 

secundários. Esses resultados demostraram, a existência de variabilidade genética, entre 

estirpes de fungos e de bactérias, para biossolubilização de rochas potássicas, em meio sólido.  
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Figura 4. Índice de Solubilização (IS), de 12 isolados fúngicos, testados em meio sólido, com 

diferentes fontes de potássio (pó de rochas Verdete de Abaeté e  Biotita Xisto).  
 

5.3 Eficiência de biossolubilização de potássio, em meio líquido 

 

Os resultados de biossolubilização, da rocha Verdete de Abaeté, por estirpes de 

bactérias, e de pH do meio de cultura, após 6, 12 e 18 dias de incubação, são apresentados na 

Tabela 1. Observou-se diferença significativa, de liberação de K, do pó de rocha Verdete de 

Abaeté, no meio de cultura, em função da estirpe utilizada. 

Após 6 dias de incubação, a liberação de K, no meio de cultura, variou de 1,48 a 8,86 

mg L-1, sendo o maior valor observado, para o isolado B30 (8,86 mg L-1), seguido do B116 

(6,33 mg L-1). Os isolados, B1434 e B1479, apresentaram os menores valores, 1,48 mg L-1 e 

2,09 mg L-1, respectivamente.  

Observou-se aumento da solubilização de K, após 12 dias de incubação, com valores de 

liberação, variando de 1,50 a 10,91 mg L-1. Novamente, o isolado B30, apresentou o maior 

valor de liberação, 10,91 mg L-1, seguido pelos isolados B116 (9,0 mg L-1), B1485 (8,30 mg L-

1), B1931 (7,75 mg L-1) e B2096 (7,30 mg L-1) (Tabela 1). 
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Tabela 1 – Liberação de K, em relação ao controle, em meio líquido MISK, contendo pó de 

rocha Verdete de Abaeté, como fonte única de K, por 10 isolados de bactérias, e pH do meio, 

após 6, 12 e 18 dias de incubação.  

Isolados de 

Bactérias 

 6 dias1  12 dias1  18 dias1 

  pH K mg L-1  pH K mg L-1  pH K mg L-1 

          

Controle  6,52 a -  6,25 a -  5,74 a - 

B30  3,64 e 8,86 a  3,55 d 10,91 a  3,36 c 7,73 a 

B116  3,55 e 6,33 b  3,28 d 9,0 b  3,16 c 6,70 a 

B1433  3,38 f 4,71 d  3,20 d 4,93 c  3,28 c 2,06 b 

B1434  5,47 c 1,48 g  5,24 c 1,50 d  5,76 a n.d c 

B1479  6,10 b 2,09 g  5,72 b 4,70 c  4,37 b n.d c 

B1485  5,64 c 5,36 c  5,62 b 8,30 b  5,61 a 7,65 a 

B1509  5,26 d 3,03 f  5,04 c 4,20 c  5,46 a 0,20 c 

B1931  3,70 e 2,83 f  3,31 d 7,75 b  3,41 c 8,10 a 

B2096  3,64 e 3,63 e  3,41 d 7,30 b  3,28 c 0,10 c 

B2176  3,33 f 3,68 e  3,34 d 5,15 c  3,26 c 2,85 b 

          

CV(%)  2,64 11,78  4,07 14,39  10,85 22,26 
  Médias seguidas pela mesma letra, não diferem entre si, pelo teste Scott Knott (p ≤ 0,05). 

 n.d indica que não foi detectada, nenhuma taxa de liberação de K.  

 

Aos 18 dias, de modo geral, observou-se queda, nas taxas de solubilização de K, com 

valores variando de 0 a 8,10 mg L-1. Os isolados, B30, B116, B1485 e B1931, apresentaram 

os maiores valores de liberação de K, no meio, sendo significativamente superiores, aos demais 

isolados (Tabela 1). 

Os valores de pH, no meio de cultura, variaram de 3,33 a 6,52 após 6 dias de incubação, 

de 3,28 a 6,25, após 12 dias, e de 3,16 a 5,76, após 18 dias (Tabela 1). O controle, que contém 

apenas o meio de cultura, na presença do pó de rocha Verdete de Abaeté, apresentou o maior 

valor de pH, conforme o esperado. A bactéria B30, mais eficiente na liberação de K, da rocha, 

apresentou um baixo valor de pH (Tabela 1). Não houve correlação entre a solubilização 

de K, da rocha Verdete de Abaeté e o pH do meio de cultura, nas diferentes épocas 

avaliadas. 

Os valores obtidos, nesse trabalho, são superiores aos relatados por Sun et al. (2020), 

que ao avaliarem a capacidade de liberação de K em meio líquido, suplementado com pó da 

rocha Feldspato, com dezoito cepas de bactérias, observaram liberação de K, variando de 0,07 

mg L-1 a 1,75 mg L-1. São também superiores, os valores observados por Zhang & Kong (2014), 

que encontraram liberação de K, variando de 0,59 a 4,4 mg L-1, ao final de sete dias de 

incubação, em estudos realizados, com isolados bacterianos e com a rocha Feldspato. 
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Como a liberação de K das rochas, por via microbiana, se dá, geralmente, pela ação dos 

produtos de seu metabolismo, ela está sujeita à limitações fisiológicas ou nutricionais, do meio 

de cultura, o que pode explicar a queda de solubilização, observada na quase totalidade das 

estirpes, aos 18 dias de incubação (CARA, 2016).  

Os valores de pH obtidos, estão de acordo, com os encontrados por Silva et al. (2015) e 

Ramos et al. (2016), que também verificaram redução do pH do meio, em ensaios in vitro, com 

as rochas Fonolito e Verdete, inoculadas com fungos e com bactérias, isolados do solo. 

A solubilização de minerais, inclui mecanismos de reações de oxirredução, de 

dissolução e de ação de agentes intemperizadores, tais como prótons, ácidos orgânicos, 

inorgânicos e quelantes (UROZ et al. 2009). 

Os teores de K, solubilizado no meio líquido, pelos isolados fúngicos, apresentaram 

diferença estatística significativa (Tabela 2), variando de 0,0 mg L-1 a 12,13 mg L-1, após 6 dias 

de incubação. Apenas os isolados, F22 (12,13 mg L-1), FCMSV528 (8,36 mg L-1) e F18 (1,20 

mg L-1), apresentaram liberação de K. Os demais isolados, (FCMSV05, F56, FCMSV14, 

FCMSV414, FCMSV408, F3, F2179, F4 e F2844), apresentaram teores de K. menores que o 

controle, sugerindo uma provável imobilização de K. 

Após 12 dias de incubação, além dessas estirpes, a F56 também apresentou liberação de 

K, em meio líquido, e aos 18 dias de incubação, as estirpes FCMSV05, F3, FCMSV414 e F4, 

que não haviam solubilizado K, apresentaram solubilização, com valores variando de 1,35 mg 

L-1 a 5,67 mg L-1. Notou-se, que quanto maior o tempo de incubação, maior foi o número de 

isolados, que conseguiram solubilizar o K, presente no meio. Aos 6 dias de incubação, apenas 

3 isolados fúngicos, conseguiram solubilizar o K, aos 12 dias, 4 isolados, e aos 18 dias, 8 

isolados.    

 De modo geral, foi observado redução nos valores de pH, com diferença significativa 

entre os isolados, em relação ao tratamento não inoculado, nas diferentes épocas de incubação 

(Tabela 2). No entanto, não houve correlação entre pH e solubilização de K, nas diferentes 

épocas avaliadas. 
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Tabela 2 - Liberação de K, em relação ao controle, em meio líquido MISK, contendo pó de 

rocha Verdete de Abaeté, como fonte única de K, por 12 isolados fúngicos e pH do meio, após 

6, 12 e 18 dias de incubação.  

Isolados de 

Fungos 

 6 dias1  12 dias1  18 dias1 

  pH K mg L-1  pH K mg L-1  pH K mg L-1 

          

Controle  6,97 a -  6,93 a -  7,18 a - 

F3  4,23 c n.d c  4,72 d n.d e  4,93 c 1,35 e 

F18  3,57 d 1,2 c  4,03 d 7,37 b  4,13 d 24,17 a 

F22  4,09 c 12,13 a  4,34 d 8,9 a  4,12 d 17,63 b 

F56  4,92 b n.d c  4,95 c 4,4 c  5,27 c 11,33 c 

F4  4,31 c n.d c  4,60 d n.d e  4,31 d 5,9 d 

F2179  4,40 c n.d c  4,45 d n.d e  4,50 d n.d e 

F2844  4,44 c n.d c  4,61 d n.d e  4,41 d n.d e 

FCMSV05  4,39 c n.d c  4,50 d n.d e  4,46 d 1,35 e 

FCMSV14  4,87 b n.d c  5,53 c n.d e  6,55 b n.d e 

FCMSV414  4,21 c n.d c  5,17 c n.d e  5,48 c 5,67 d 

FCMSV408  4,75 b n.d c  6,44 b n.d e  6,56 b n.d e 

FCMSV528  7,27 a 8,36 b  7,28 a 0,97 d  7,13 a 5,53 d 

          

CV (%)  4,16 37,43  5,32 12,05  5,26 16,9 
       Médias seguidas pela mesma letra, não diferem entre si, pelo teste Scott Knott (p ≤ 0,05). 

     n.d indica que não foi detectada, nenhuma taxa de liberação de K.  

 

 Os resultados encontrados, em relação a solubilização de K, são semelhantes a Silva 

et al. (2015) e Barbosa (2011), que observaram imobilização de K, pelos isolados fúngicos 

estudados, relatando que os teores de K dos isolados, também foram menores do que os de 

controle, sugerindo que possa ocorrer algum consumo, por parte do isolado, do potássio que 

está sendo liberado. No entanto, ao avaliar a capacidade de solubilização de K, de outros 

isolados fúngicos, com suplementação de K, por pó de rocha Fonolito, verificaram que eles 

apresentaram capacidade de solubilização, variando de 8 a 17 mg L-1 de K.   

Esses resultados, são superiores aos encontrados por Ramos (2016), aos 14 dias de 

incubação, que ao avaliar a capacidade de solubilização de K, a partir da rocha Verdete, por 

espécies fúngicas, verificou que a solubilização variou entre 0,67 a 6,72 mg L-1. E similares aos 

observados por Marriel et al. (2006), que ao avaliarem 40 isolados fúngicos, obtiveram teores 

de K, no meio de cultura suplementado, com Biotita Xisto, variando de 1,5 a 17,4 mg L-1, 

extraídos em água. 

A literatura atribui a variação, nos teores de K solubilizado, a diferentes fatores, entre eles as 

propriedades mineralógicas das rochas utilizadas, a qualidade nutricional do meio de cultura, 

fonte de carbono, pH, temperatura, concentração de oxigênio, e período de incubação, além da 
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granulometria, da natureza dos minerais potássicos, e das características intrínsecas do isolado 

(ALVES et al. 2021, LOPES-ASSAD et al. 2006, SATTAR et al. 2019).   

Os resultados de pH, encontrados nesse trabalho, estão de acordo com os obtidos por 

Silva et al. (2015) e Ramos et al. (2016), que também verificaram a redução dos valores de pH, 

em ensaio in vitro, com as rochas Fonolito e Verdete, inoculadas com fungos isolados de solos. 

 

5.4 Influência de concentrações e tipos de fontes de carbono na biossolubilização de 

Verdete de Abaeté 

 

Na tabela 3, estão apresentados os resultados, do efeito das diferentes fontes e doses de 

carbono, sobre a solubilização da rocha Verdete de Abaeté, para duas estipes de bactérias, B30 

e B116. Perceberam-se diferenças estatísticas significativas, entre fonte e dose de carbono, bem 

como interação bactéria x dose x fonte. Para a glicose, notou-se maior eficiência de 

solubilização, na concentrações de 2%, independente da bactéria testada, com valores variando 

entre 10,16  e 11,77 mg L-1, superiores aos valores detectados para sacarose.
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Tabela 3 - Valores de K, solubilizados pelas bactérias B30 e B116, após 12 dias de incubação, em meio de cultura, suplementado com Verdete de 

Abaeté, com duas fontes de carbono, em quatro doses. 

Médias seguidas de letras distintas, minúsculas na linha e maiúsculas na coluna, diferem entre si, pelo teste Scott Knott (p ≤ 0,05). 

 

 Esses resultados observados, são consubstanciados pelos relatados por Parmar e Sindhu (2013), Yadav et al. (2011) e Lodi 2020, e  

evidenciam que a utilização de glicose foi mais eficiente, para solubilização de rochas potássicas e fosfáticas, por bactérias, em meio líquido, sendo 

esses resultados, explicados pelo fato de que a glicose é facilmente assimilada, no metabolismo microbiano, por meio da glicólise e do ciclo de 

Krebs (MOAT et al. 2002). 

Para os fungos (Tabela 4), observou-se também, diferença estatística significativa, entre fonte e dose de carbono, bem como interação 

siginificativa para fungos x dose x fonte de carbono utilizada, na solubilização com a rocha Verdete de Abaeté. No caso da glicose, o teor de K 

liberado no meio, variou de 17,35 a 96,43 mg L-1, sendo os melhores resultados obtidos, com as concentração de 2% e de 5%, para o isolado F22, 

e de 5%, para o isolado F18, entre as quatro concentrações testadas. Entretanto, verificaram-se valores similares, também na presença de sacarose  

(20,52 a 86,96 mg L-1 ), com maior taxa de solubilização, na presença das doses 2% e 5%  de sacarose, dependo do isolado de fungo.  

 

Solubilização de K mg L-1 

Bactérias Glicose Média Sacarose Média 

0,5% 1% 2% 5% 0,5% 1% 2% 5%  

B30 1,2 d A 5,03 c D 11,66 a A 7,18 b A 6,26 A 3,09 a A 4,06 a A 3,07 a A 3,15 a A 3,34 A 

B116 0,51 c A 10,17 a A 10,16 a A 6,45 b A 6,82 A 1,36 b A 2,20 b A 3,00 b A 7,10 a B 3,41 A 

Média 0,85 10,17 10,91 6,82  2,14 3,13 3,04 5,13  
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 Resultados semelhantes foram observados por Miranda (2016), que ao avaliar microrganismos para solubilização de K, em Fonolito, com 

as fontes de carbono, glicose e sacarose, concluiu que a taxa de solubilização está relacionada, com as propriedades do metabolismo microbiano, 

bem como com a fonte de carbono. 

 

Tabela 4 – Valores de K, solubilizado pelos fungos F22 e F18, após 18 dias de incubação, em meio de cultura suplementado, com Verdete de 

Abaeté, com duas fontes de carbono, em quatro doses.  

Médias seguidas de letras distintas, minúsculas na linha e maiúsculas na coluna, diferem entre si, pelo teste Scott Knott (p ≤ 0,05). 

 

 Os efeitos, de fonte e de dose, de carbono sobre a alteração de pH do meio de cultura, enriquecido com rocha Verdete de Abaeté, na 

presença de duas estirpes de bactérias, B30 e B166, e duas de fungos, F18 e 22, são apresentados nas Tabelas 5 e 6. Verificou-se a acidificação do 

meio, independente da estirpe e do grupo funcional, do microrganismo. Em todos os casos, nos meios de cultura, contendo glicose, como fonte de 

carbono, houve uma tendência de redução de pH, em função de aumento da concentração, com maior acidez observada na presença das 

concentrações de 2% e de 5%. Comportamentos similares, foram observados para sacarose (Tabela 5 e 6). 

Tabela 5 – pH final, do meio de cultura suplementado, com Verdete de Abaeté, com duas fontes de carbono, em quatro doses distintas, após 12 

dias de incubação, com bactérias. 

Solubilização de K mg L-1 

Fungos Glicose Média Sacarose Média 

0,5% 1% 2% 5% 0,5% 1% 2% 5% 

F22 17,35 c A 43,73 b A 54,43 a B 61,46 a B 44,24 b 20,52 d A 54,56 c A 74,30 b A 86,96 A a 56,54 a 

F18 22,88 d A 47,53 c A 65,73 b A 96,43 a A 59,08 a 17,49 d A 58,26 b A  73,63 a A  76,80 A b 58,14 a 

Média 20,11 45,63 60,08 78,94  19,05 56,41 73,96 81,83  
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Médias seguidas de letras distintas, minúsculas na linha e maiúsculas na coluna, diferem entre si, pelo teste Scott Knott (p ≤ 0,05). 

 

  Diversos autores, relatam que a acidificação, do meio de cultura, constitui um dos principais mecanismos envolvidos na solubilização de 

rochas.  Esse processo pode ser explicado: i - pelo efeito da concentração de ions de hidrogênio, exercido sobre a atividade do metabolismo 

microbiano; e, ii - pela disponibilidade de nutrientes (GAIND AND GAUR, 1989; MARRA et al. 2015). Os diferentes metabólitos, produzidos ao 

longo do cultivo microbiano, proporcionam um aumento da acidez total do meio, apresentando um maior ou um menor potencial, para promoção 

da solubilidade de minerais (SATTAR et al. 2019). 

 

 

 

 

 

 

pH 

Bactérias Glicose Média Sacarose Média 

0,5% 1% 2% 5% 0,5% 1% 2% 5% 

Controle 5,69 a A 5,69 a A  5,49 a A 5,20 b A 5,52 A 5,91 b A 6,37 a A 5,90 b A 5,87 b A 6,01 A 

B30 5,07 a B 4,07 b B 2,21 c C 2,33 c B 3,41 B 4,83 a B 3,85 b B 4,02 b B 3,44 b B 4,03 B 

B116 3,89 a C 3,04 b C 2,83 b B 2,24 c B 3,00 C 4,02 a C 3,94 a B 3,88 a B 3,13 b B 3,74 B 

Média 5,21 4,26 3,51 3,25  4,92 4,72 4,60 4,13  
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Tabela 6 - pH final, do meio de cultura suplementado, com Verdete de Abaeté, com duas fontes de carbono e quatro doses distintas, após 18 dias 

de incubação com microrganismos fúngicos. 

Médias seguidas de letras distintas, minúsculas na linha e maiúsculas na coluna, diferem entre si, pelo teste Scott Knott (p ≤ 0,05).  
 

Com base nesses resultados, a utilização de glicose, como fonte de carbono, na concentração de 2%, favoreceu maior eficiência no processo 

de solubilização biológica, de rochas silicáticas, por fungos e por bactérias.

pH 

Fungos Glicose Média Sacarose Média 

0,5% 1% 2% 5% 0,5% 1% 2% 5% 

Controle 5,69 a A 5,69 a A  5,49 a A 5,20 b A 5,52 A 5,91 b A 6,37 a A 5,90 b A 5,87 b A 6,01 A 

F22 5,00 a B 3,87 b B  2,79 c B 2,31 b B 3,49 B 5,61 a B 4,06 b B 2,42 c B 1,93 d B 3,51 B 

F18 5,10 a B 3,80 b B 2,72 c B 1,94 b C 3,39 B 5,63 a B 3,75 b C 2,60 c B 2,05 d B  3,51 B 

Média 5,26 4,45 3,66 3,15  5,71 4,72 3,64 3,27  
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5.5 Solubilização de potássio, em meio líquido, com Verdete de Abaeté e com Biotita Xisto, 

com teor de 2% glicose 

  

 Na Tabela 7, estão apresentados os resultados da capacidade de biossolubilização e 

da alteração de pH do meio de cultura, com as rochas Verdete de Abaeté e Biotita Xisto, por 10 

isolados bacterianos testados. Independente da rocha analisada, verificaram-se diferenças 

significativas, para o teor de potássio, liberado no meio de cultura, em função dos isolados, após 

12 dias de incubação. Os teores de K, liberado no meio, na presença da rocha Verdete de Abaeté 

variaram de 0,89 a 11,53 mg L-1, sendo os valores mais elevados, detectados para as estirpes 

B30, B116 e B1485. Observou-se ainda, correlação negativa e significativa (r= - 0,83), entre a 

solubilização de K e a acidez do meio, com valor de pH 5,94 a 2,21.  

 Para o meio de cultura, suplementado com Biotita Xisto (Tabela 7), obteve-se resultados 

mais promissores, pelas estirpes B2096, B1931, B1485 e B30. Diferentemente da rocha 

Verdete, para Biotita Xisto, não foi possível identificar solubilização, na presença de algumas 

das estirpes testadas (B2176, B1509 e B1479). Também não foi observada correlação, entre pH 

e teores de solubilização da rocha. 

Diversos autores relataram resultados similares, aos encontrados no presente trabalho, 

de solubilização de minerais silicáticos, por bactérias. Zhang e Kong (2014) obtiveram 4,4 mg 

L-1 de K solubilizado; Setiawati e Mutmainnah (2016) até 18,17 mg L-1 de K; e Schueler Ta et 

al. (2018) 13,78 mg L-1 de K, trabalhando com a rocha Verdete. Vale salientar, que as taxas de 

solubilização, variam de acordo com o período de incubação.
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Tabela 7 - Solubilização de K (mg L-1) e alteração de pH do meio de cultura contendo pó de rocha 

Verdete de Abaeté e Biotita Xisto, por dez estirpes de bactérias, após 12 dias de incubação. 

 

Médias seguidas pela mesma letra, não diferem entre si pelo teste Scott Knott (p ≤ 0,05).  

n.d indica que não foi detectada, nenhuma taxa de liberação de K. 

I %= percentual de incremento de solubilização, em relação ao controle. Controle Verdete 8,26 mg L-1. 

Controle Biotita 42,73 mg L-1. 

 

 

Verificou-se que a bactéria B30 foi mais eficiente, na solubilização de K, suplementado 

com Verdete de Abaeté, com incremento de 139% de K, em relação ao controle não inoculado. 

Com a rocha Biotita Xisto, observou-se que a bactéria B2096 foi mais eficiente, com 

incremento de 125%, em relação ao controle não inoculado. 

Os teores de K solubilizado e a alteração de pH, do meio de cultura líquido, com as 

rochas Verdete de Abaeté e Biotita Xisto, por isolados fúngicos. estão apresentados na Tabela 

8. Observa-se teores de K, variando de 0,0 mg L-1 a 70,13 mg L-1, para Verdete de Abaeté, e de 

1,27 mg L-1 a 87,73 mg L-1, para Biotita Xisto, após 18 dias de incubação. Os isolados, F22 e 

F18, apresentaram as maiores taxas de solubilização de K, no meio com a rocha Verdete. Os 

isolados, FCMSV414, FCMSV528, F2179, F4 e F2844, apresentaram teores de K menores que 

o controle, sugerindo uma provável imobilização de K. Notou-se a acidificação do meio, com 

pH variando de 5,69 a 1,83, observando-se correlação negativa significativa, entre pH e 

solubilização (r= - 0,62), com relação entre taxa de solubilização e a acidificação do meio. 

 De modo similar, os resultados com a rocha Biotita (Tabela 8), demonstraram alta taxa 

de solubilização, com os isolados fúngicos, F22 e F18. Em relação à acidificação do meio, foi 

Isolados de 

Bactérias 

 Verdete  Biotita  

  pH K mg L-1 I % pH K mg L-1 I % 

        

Controle  5,94 a -  6,87 a -  

B30  2,21 i 11,53 a 139% 6,47 c 46,40 b 108% 

B116  2,50 h 9,89 b 119% 6,60 b 44,40 c 104% 

B1433  3,33 f 5,03 e 61% 3,68 e 43,90 c 102% 

B1434  4,83 b 0,89 g 11% 6,27 c 5,50 d 13% 

B1479  4,53 c 5,03 e 61% 6,84 a  n.d e n.d 

B1485  2,99 g 8,96 c 108% 6,21 c  47,53 b 111% 

B1509  4,02 d 4,29 f 52% 5,40 d n.d e n.d 

B1931  4,18 d 8,09 d 98% 3,45 e  47,67 b 112% 

B2096  3,78 e 7,99 d 97% 3,58 e 53,73 a 125% 

B2176  4,17 d 5,13 e 62% 6,87 a n.d e n.d 

        

CV(%)  2,91 4,59  2,43 6,41  
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possível identificar, que o pH variou, de 6,21, a 1,72, com correlação não significativa, entre 

pH e solubilização. 

 Esses resultados são superiores aos relatados por Ramos (2016) e Duarte (2020), que 

obtiveram valores variando de 0,67 mg L-1 a 6,72 mg L-1, na solubilização com a rocha Verdete.  

Teores relatados por Dalcin (2008), são semelhantes aos obtidos nesse trabalho, com a rocha 

Biotita, evidenciando teores de K variando de 0 mg L-1 a 134 mg L-1, com fungos e com 

bactérias. Arbieto (2005) e Yuan et al. (2004), relatam que diferenças nos teores de 

solubilização de K, nas interações entre microrganismos e rochas, podem ser atribuídas aos 

diferentes mecanismos de solubilização, de cada microrganismo, e ainda, devido à propriedades 

dos minerais presentes nas rochas. 

 Verificou-se que os isolados fúngicos, F22 e F18, foram os mais eficientes na 

solubilização de K, com incremento de 1213% e de 1170%, respectivamente, na solubilização 

em relação ao controle não inoculado, com a rocha Biotita. Na solubilização, com a rocha 

Verdete, observou-se incremento de 757% e de 496%, respectivamente, para as estirpes F22 e 

F18, em relação ao controle não inoculado. 

 

Tabela 8 - Solubilização de K (mg L-1) e alteração do pH, do meio de cultura, contendo pós de 

rochas Verdete de Abaeté e Biotita, por 12 estirpes de fungos, após 12 dias de incubação. 

Isolados de 

Fungos 

 Verdete  Biotita  

  pH K mg L-1 I % pH K mg L-1 I % 

        

Controle  5,69 a -  6,21 a -  

F3  3,56 d  8,03 e 87% 5,07 c 42,03 c 581% 

F18  2,05 h 45,93 b 496% 1,91 i 84,57 b 1170% 

F22  1,83 i  70, 13 a 757% 1,72 k 87,73 a 1213% 

F56  3,69 c 12,53 c 135% 5,37 b 38,47 d 532% 

F4  3,22 e n.d f  n.d 3,37 g 1,27 i 17,56 

F2179  4,99 b n.d f n.d 3,93 d 8,65 g 120% 

F2844  3,17 e n.d f n.d 3,09 h 6,90 h 95% 

FCMSV05  3,45 d 1,19 f 13% 3,78 e 26,57 e 367% 

FCMSV14  2,77 f 12,96 c 140% 3,04 h 37,23 d 515% 

FCMSV414  3,70 c n.d f n.d 3,75 e 21,87 f 302% 

FCMSV408  2,52 g 9,86 d 106% 2,91 i 41,01 c 567% 

FCMSV528  3,14 e n.d f n.d 3,63 f 5,43 h 75% 

        

CV (%)  2,90 7,09  1,33 2,95  

Médias seguidas pela mesma letra, não diferem entre si pelo teste Scott Knott (p ≤ 0,05) 

n.d indica que não foi detectada, nenhuma taxa de liberação de K. 

I % =  percentual de incremento de solubilização em relação ao controle. Controle Verdete 9,26 mg L-

1. Controle Biotita 7,23 mg L-1.                            
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Figura 5. (5A) Colônia mucoide em torno de disco indicando produção de EPS (5B) 

precipitação de colônia mucoide, em etanol. 

5.6 Produção de exopolissacarídeos (EPS) por bactérias e fungos 

 

 A capacidade de produção de EPS, de 10 isolados de bactérias e de 12 isolados de 

fungos, foi avaliada em meios sólido e líquido, respectivamente.  Para bactérias, observou-se 

produção de EPS, em 90% dos isolados testados, que foi detectada pela presença de colônia 

mucoide, em torno do disco, distribuído na superfície do meio, (Figura 5 A), e confirmada, pela 

sua precipitação em etanol absoluto (Figura 6 B). Apenas o isolado B2176 não apresentou 

formação de colônia mucoide. 

 Esses resultados, demonstrando a produção de EPS, por bactérias, solubilizadoras de K, 

estão de acordo com os relatados por Anjanadevi et al. (2013) e Florentino et al. (2017), que 

observaram associação entre solubilização de K e produção de expolissacarídeo, no meio de 

cultura. 

 O EPS, produzido por bactérias, é capaz de protegê-las contra o estresse ambiental, 

formando biofilme, e este microambiente, facilita a extração de nutrientes inorgânicos, de 

superfícies minerais (WARREN 2005). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 No caso dos fungos, a produção de EPS, foi observada em 33% dos isolados testados, 

sendo considerados positivos, F2179, F2844, FCMSV14 e FCMSV528. Os demais isolados, 

F3, F18, F22, F56, F4 e FCMSV05, não demonstraram formação de EPS.   

 Evidenciou-se que os fungos, que produziram EPS, apresentavam uma maior 

viscosidade do meio de cultura, essa podendo estar associada com a produção de EPS. Esses 

Precipitado 

5 B 
5 A 

Colônia mucoide 
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Figura 6. (6A) Fermentação em meio líquido com isolados fúngicos, (6B) Centrifugação das 

amostras, (6C) Precipitação do sobrenadante em etanol para detecção de produção de EPS.  

resultados corroboram com os de Anjanadevi  et al. (2013), que sugeriram que a associação de 

viscosidade, do meio de cultura, está relacionada com a maior produção de EPS, pelo isolado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.7 Avaliação qualitativa da produção de biofilme por bactérias e fungos 

 

 A produção de biofilme, por microrganismos, vem sendo associada na literatura à 

tolerância a estresses abióticos. Nesse trabalho, empregando-se a escala de Stepanovic et al. 

(2007), verificou-se que 90% dos isolados bacterianos, produziram biofilme, sendo 70%, 

classificados como fracamente produtores, 20%, moderadamente produtores, e 10%, não 

produtores (Tabela 9). Os isolados, B1434 e B1479, foram os mais promissores, sendo 

considerados como moderadamente produtores de biofilme, no entanto, não são as melhores 

estirpes, solubilizadoras de K.  

 A formação de biofilme no aluminossilicato, aumenta o tempo de residência do 

microrganismo, na superfície mineral, aumentando, consequentemente, o intemperismo 

mineral. Estudos mostram que biofilmes microbianos, não apenas aceleram o processo de 

intemperismo, mas também regulam as perdas por desnudação, agindo como uma camada 

protetora, cobrindo a interface mineral (ETESAMI et al. 2017). 

 Man et al. (2014), avaliando a solubilização de K, por bactérias, em rocha Xisto, 

detectou que a  formação de biofilme, na superfície mineral, promoveu a corrosão do xisto e a 

liberação de K, de Si e de Al.  
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Figura 7. Desenvolvimento de cor 

arroxeada indicando produção de biofilme   

Tabela 9 - Classificação de bactérias, produtoras de biofilme, em meio liquido, densidade 

óptica a 570nm, de acordo com escala de Stepanovic et al. (2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Classificação* = não formadores (Doa ≤ 0,06) (-), fracamente formadores (0,06 ≤ Doa ≤ 0,12) (+); 

moderadamente formadores (0,12< Doa ≤ 0,24) (++); fortemente formadores (Doa >0,24) (+++). Sendo: 

Doa = Densidade óptica da absorbância. 

 

 Dos 12 isolados fúngicos avaliados ,100% produziram biofilme (Tabela 10). Verificou-

se que 33%, dos isolados fúngicos, foram classificados como fortemente formadores de 

biofilme (F3, F56, FCMSSV14 e FCMSV4), 8%, classificados como moderadamente 

formadores, e 58%, fracamente formadores. Nagaraju et al. (2017), pesquisando a formação de 

biofilmes, na superfície de fungos e de bactérias, solubilizadores de potássio, notou aumento 

considerável, na solubilização do zinco e na liberação de potássio, em comparação com isolados 

que não produziram biofilme, concluindo ainda, que a formação de biofilme, também aumenta 

as chances de sobrevivência do microrganismo, no solo por mais tempo.  

 Estudos mostram, que a formação de biofilme, por fungos, é uma estratégia plausível 

para a sobrevivência desses, no solo (SENEVIRATNE e JAYASINGHEARACHCHI, 2003). 

A formação de biofilme é ideal para introduzir, microrganismos inoculantes no solo, pois sua 

formação favorece a proteção contra ambientes adversos e a competição por populações de 

microrganismos, nativas do solo (NAGARAJU et al. 2017). 

 

Isolados  Média  Classificação *  

      

Controle(-)  0,06  -  

B30  0,11  +  

B116  0,07  +  

B1433  0,12  +  

B1434  0,15  + +  

B1479  0,21  + +  

B1485  0,07  +  

B1509  0,07  +  

B1931  0,10  +  

B2096  0,08  +  

B2176  0,06  -  

      

B1434 

B1479 
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Figura 8. Desenvolvimento de cor 

arroxeada indicando produção de biofilme.   

 

 

Tabela 10 - Classificação de fungos, produtores de biofilme, em meio líquido, densidade óptica 

a 570nm, de acordo com escala de Stepanovic et al. (2007).  

 

 
 

Classificação* = não formadores (Doa ≤ 0,06) (-), fracamente formadores (0,06 ≤ Doa ≤ 0,12) (+); 

moderadamente formadores (0,12< Doa ≤ 0,24) (+ +); fortemente formadores (Doa ≤ 0,24) (+ + +). 

Sendo: Doa = Densidade óptica da absorbância. 

 

5.8 Produção de AIA - Ácido Indol-Acético, por bactérias e por fungos 

 

Os resultados da produção de AIA, pelos os isolados bacterianos, apresentados na Figura 

7, indicaram diferença estatística significativa, entre as estirpes avaliadas. Observou-se que a 

produção de AIA, variou entre 2,77 e 104,98 µg/mL, sendo os isolados, B2176, B1434 e B1479, 

considerados mais eficientes, não havendo correlação entre taxa de solubilização e produção de 

AIA.  

Os resultados encontrados, para a produção de AIA, nesse trabalho são, superiores aos 

observados por Veloso et al. (2020), que obtiveram valor máximo de produção de AIA, de 61,67 

µg/mL, em microrganismos solubilizadores de fosfato. Resultados similares, também foram 

encontrados por Pádua e Florentino (2022), que evidenciaram que as estirpes utilizadas em seu 

trabalho, tinham como características fisiológicas, capacidade de solubilizar fósforo e potássio, 

e produzir AIA.  

O AIA é o principal representante das auxinas, um hormônio vegetal, responsável pelo 

alongamento celular, sendo sua produção regularmente apontada, como um dos mecanismos 

utilizados, pelo microrganismo, para promover o desenvolvimento das plantas 

(OLANREWAJU et al. 2017). 

Isolados  Média  Classificação *  

      
  Controle ( - )  0,07  -  

  F3  0,51  +++  
  F18  0,10  +  
F22  0,10  +  
F56  1,13  + + +  
F4  0,09  +  

F2179  0,09  +  
F2844  0,09  +  

FCMSV05  0,10  +  
FCMSV14  0,60  + + +  

FCMSV414  0,54  + + +  
FCMSV408  0,24  + +  
FCMSV528  0,09  +  

      

F3 

FCMSV414 

FCMSV14 

F56 
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Figura 7. Produção de AIA (µg mL-1 AIA), por 10 isolados bacterianos. 

As médias seguidas pela mesma letra, não diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott, 

com uma probabilidade de 5%. 

 

 

 Quando se avaliou, a produção de ácido indol acético (AIA), por fungos, em meio de 

cultura, suplementado com DL-triptofano, observou-se diferença significativa entre os isolados, 

com valores variando entre 6,8 e 72,05 µg/mL (Figura 8). Os isolados, FCMSV05 e F3, foram 

considerados os mais eficientes, na produção de AIA. 

 Os valores obtidos nesse trabalho, são superiores aos valores observados por França et 

al. (2017), Chagas et al. (2013) e Oliveira et al. (2012), que avaliaram o potencial de produção 

de AIA, por isolados de Trichoderma sp., e que constataram, que eles foram eficazes na 

produção de AIA, com a adição do precursor L-triptofano, no meio de cultura, com valores 

variando de 0,70 a 8,44 µg mL-1. 

 Outros trabalhos, evidenciam que a produção de AIA, por isolados fúngicos, podem 

proporcionar o desenvolvimento radicular das plantas, por sintetização na rizosfera. 

(CARVALHO FILHO et al. 2008). 
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Figura 8.  Produção de AIA (µg mL-1 AIA), por 12 isolados fúngicos.  

As médias seguidas pela mesma letra, não diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott, 

com uma probabilidade de 5%.. 

 

 

5.9 Produção de ácidos orgânicos, por bactérias e por fungos   

 

 As análises por HPLC, dos sobrenadantes, obtidos da solubilização de potássio, com as 

diferentes rochas (Verdete de Abaeté e Biotita Xisto), e com os diferentes grupos de 

microrganismos, fungos e bactérias, estão representadas, nos dendogramas de agrupamento nas 

Figuras 9, 10, 11 e 12.  A produção desses compostos, variou entre bactéria e a presença de 

rocha. Dentre os ácidos orgânicos analisados, os padrões detectáveis foram apenas dos ácidos 

acético, glucônico, cítrico e oxálico, em diferentes concentrações, independente da rocha e do 

microrganismo. 

 Na presença de Biotita Xisto (Figura 9), que representa o agrupamento hierárquico da 

produção de ácidos orgânicos, por bactérias, observa-se que 90% dos isolados, produziram 

ácido oxálico (com produção até 0,03 g L-1), 70% produziram ácido cítrico (com produção até 

2,53 g L-1), 60% produziram ácido glucônico (com produção até 0,30 g L-1) e 40% produziram 

ácido acético (com produção até 1,15 g L-1). No primeiro agrupamento, os isolados obtiveram 

menor produção de ácido cítrico, variando de 0 a 1 g L-1. O segundo grupo, representa as 

bactérias, que mais produziram ácido cítrico: B1931 (Pantoea sp.), B1433 (Burkholderia sp.) e 

B2096 (Pantoea sp.). O subgrupo, dentro desse grupo, demonstra que as bactérias, B1433 e 

B2096, não produziram ácidos glucônico e acético, apesar de terem produzido ácidos cítrico e 

oxálico.  
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 Na Tabela 11, estão representados os valores de ácidos orgânicos e de pH, do meio, 

contendo rocha Biotita Xisto. Nota-se que os isolados, que apresentaram uma maior produção 

de ácido cítrico, obtiveram os menores valores de pH, sendo evindencada correlação negativa 

significativa, entre pH e a produção desse ácido.  Não foi identificada correlação significativa, 

entre pH e a produção de ácidos oxálico, glucônico e acético. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Agrupamento hierárquico de bactérias, produtoras de ácidos orgânicos, em meio, contendo 

rocha Biotita Xisto. A concentração foi determinada, por análise de HPLC, e expressa em g L-1, da 

concentração máxima observada, para cada metabólito, e, representada por uma escala de cores, com 

diferentes intensidades de azul. Concentrações de ácidos acético, glucônico, cítrico e oxálico, foram 

utilizados, para construir a árvore de distância. A figura foi construida utilizando o programa R. 
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Tabela 11. Valores de pH e de produção de ácidos orgânicos, determinados em sobrenadante, 

em meio líquido, acrescido com a rocha Biotita Xisto e com bactérias. 

 

 

  Produção de ácidos orgânicos g L-1 

Bactérias    Oxálico Cítrico Glucônico Acético 

  pH         

Burkholderia sp. B30 6,47 0,02 0,80 0,08 0,00 

Burkholderia sp. B116 6,6 0,02 0,95 0,03 0,00 

Burkholderia sp. B1433 3,68 0,02 1,77 0,00 0,00 

Pseudomonas sp. B1434 6,27 0,01 0,17 0,00 0,00 

Stenotrophomonas sp. B1479 6,84 0,01 0,00 0,05 0,02 

Pseudomonas sp. B1485 6,21 0,03 1,04 0,07 0,00 

Staphylococcus sp. B1509 5,4 0,01 0,00 0,00 1,15 

Pantoea sp. B1931 3,45 0,02 2,53 0,30 0,03 

Pantoea sp. B2096 3,58 0,02 2,20 0,00 0,00 

Azospirillum sp. B2176 6,87 0,00 0,00 0,05 0,03 

  Correlação -0,45 -0,85* -0,29 -0,03 

Análise de correlação significativa (*).  

 

 Na presença de Verdete de Abaeté (Figura 10), está representado o agrupamento 

hierárquico, da produção de ácidos orgânicos, por bactérias. Observa-se que 40% dos isolados, 

produziram ácido oxálico (com produção até 0,04 g L-1), 60% produziram ácido cítrico até 3,23 

g L-1
, 70% produziram ácido glucônico (até 1,22 g L-1) e 10% produziram ácido acético (até 

0,03 g L-1). Pode-se observar, que no primeiro agrupamento, os isolados obtiveram menor 

produção de ácido cítrico, variando de 0 a 1,23 g L-1, oxálico e glucônico. O segundo grupo, 

representa as bactérias, que mais produziram ácido cítrico: B116 (Burkholderia sp.) e B1485 

(Pseudômonas sp.), e produziram ainda, baixas quantidades de ácidos oxálico e glucônico.  

 Valores superiores, de produção de ácido oxálico, foram relatados por Sheng & He 

(2006), que em estudos sobre solubilização de rochas potássicas, por estirpes de Bacillus 

edaficus, detectaram de 0,188 g L-1 a 0,192 g L-1, de ácido oxálico, e, 0,119 g L-1 a  0,148 

g L-1, de ácido tartárico. 

 Na Tabela 12, estão representados os valores de ácidos orgânicos e pH, em meio 

contendo rocha Verdete de Abaeté. Verifica-se que os isolados, que apresentaram uma maior 

produção de ácido cítrico, obtiveram os menores valores de pH, com correlação negativa 

significativa, entre pH e a produção desse ácido. O mesmo ocorreu entre pH e a produção de 

ácido oxálico, onde também evidenciou-se, correlação negativa significativa. Não foi 

encontrada, correlação entre pH e produção dos ácidos glucônico e acético  
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Figura 10. Agrupamento hierárquico de bactérias, produtoras ácidos orgânicos, em meio contendo 

rocha Verdete de Abaeté. A concentração foi determinada por análise de HPLC, e expressa em g L-1, da 

concentração máxima observada, para cada metabólito, e, representada por uma escala de cores, com 

diferentes intensidades de azul. Concentrações de ácidos acetico, glucônico, cítrico e oxálico, foram 

utilizados para construir a árvore de distância. A figura foi contruida utilizando o software R. 
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Tabela 12. Valores de pH e produção de ácidos orgânicos, determinados em sobrenadante, em 

meio líquido, acrescido com a rocha Verdete de Abaeté, por dez estirpes de bactérias. 

 

 

Análise de correlação significativa (*). 

 

 Na Figura 11, está representado o agrupamento hierárquico, da produção de ácidos 

orgânicos, por fungos, na presença de Biotita Xisto. Observa-se que 41%, dos isolados, 

produziram ácido oxálico (com produção até 3,75 g L-1), 83% produziram ácido cítrico (com 

produção até 6,79 g L-1
), 33% produziram ácido glucônico (com produção até 2,52 g L-1) e 50% 

produziram ácido acético (com produção até 0,31 g L-1).  Esse agrupamento é divido por dois 

subgrupos, o primeiro composto, por F18 (Aspergillus sp.) e por F22 (Aspergillus sp.), que 

produziram ácidos oxálico, cítrico e acético, e, o segundo subgrupo, que produziu apenas ácido 

cítrico, composto por FCMSV14 (Pennicilum sp.) e por FCMSV408 (Talaromyces sp.)  O 

segundo grupo, representa menor produção de ácidos orgânicos, ácido cítrico, variando de 0 a 

1,62 g L-1 (F2844 Talaromyces sp.), e ácido glucônico, variando de 0 a 2,52 g L-1 (F4 

Talaromyces sp.).  Os isolados, F56 (Aspergillus sp.) e F3 (Aspergillus sp.), não produziram 

nenhuma quantidade dos ácidos dosados acima. 

 Na Tabela 13, estão estabelecidos os valores, de ácidos orgânicos e de pH, em meio 

contendo rocha Biotita Xisto, onde observa-se que os isolados, que apresentaram uma maior 

produção de ácido cítrico F18 (Aspergillus sp.) e F22 (Aspergillus sp.), obtiveram os menores 

valores de pH (1,91 e 1,72, respectivamente). Identificou-se correlação negativa significativa, 

entre a produção desse ácido e o pH. O mesmo ocorreu com a produção dos ácidos oxálico e 

acético, onde também ocorreu correlação negativa significativa, com o pH. No entanto, entre 

pH e ácido glucônico, não foi detectada correlação significativa. 

  Produção de ácidos orgânicos g L-1 

Bactérias    Oxálico Cítrico Glucônico Acético 

  pH         

Burkholderia sp. B30 2,21 0,02 0,57 0,11 0,00 

Burkholderia sp. B116 2,50 0,04 2,68 0,03 0,00 

Burkholderia sp. B1433 3,33 0,02 1,23 1,22 0,03 

Pseudomonas sp. B1434 4,83 0,00 0,05 0,12 0,00 

Stenotrophomonas sp. B1479 4,53 0,00 0,00 0,00 0,00 

Pseudomonas sp. B1485 2,99 0,04 3,23 0,36 0,00 

Staphylococcus sp. B1509 4,02 0,00 0,00 0,00 0,00 

Pantoea sp. B1931 4,18 0,00 0,00 0,00 0,00 

Pantoea sp. B2096 3,78 0,00 0,20 0,13 0,00 

Azospirillum sp. B2176 4,17 0,00 0,00 0,05 0,00 

  Correlação -0,80* -0,67* -0,22 -0,13 
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Figura 11.  Agrupamento hierárquico, de fungos produtores de ácidos orgânicos, em meio contendo 

rocha Biotita Xisto. A concentração foi determinada, por análise de HPLC e expressa em g L-1, da 

concentração máxima observada, para cada metabólito, e  representada por uma escala de cores, com 

diferentes intensidades de azul. Concentrações de ácidos acetico, glucônico, cítrico e oxálico, foram 

utilizados para construir a árvore de distância. A figura foi construida utilizando o software R. 
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Tabela 13 - Valores de pH e produção de ácidos orgânicos, determinados em sobrenadante, em 

meio líquido, acrescido com a rocha Biotita Xisto para doze estirpes de fungos. 

 
 

  Produção de ácidos orgânicos g L-1 

Fungos   Oxálico Cítrico Glucônico Acético 

  pH         

Aspergillus sp. F3 5,07 0,00 0,00 0,00 0,00 

Talaromyces sp. F4 3,37 0,00 0,26 2,52 0,00 

Talaromyces sp. FCMSV528 3,63 0,01 0,36 0,36 0,26 

Aspergillus sp.F18 1,91 3,66 6,79 0,00 0,31 

Aspergillus sp. F22 1,72 3,75 4,22 0,00 0,30 

Talaromyces sp. FCMSV408 2,91 0,01 5,06 0,00 0,00 

Aspergillus sp. FCMSV414 3,75 0,00 0,15 0,15 0,05 

Aspergillus sp. F56 5,37 0,00 0,00 0,00 0,00 

Aspergillus sp. FCMSV05 3,78 0,00 0,30 0,00 0,00 

Pennicilum sp. FCMSV14 3,04 0,00 3,71 0,00 0,00 

Talaromyces sp. F2179 3,93 0,01 0,17 0,00 0,04 

Talaromyces sp. F2844 3,09 0,00 1,62 0,13 0,05 

  Correlação -0,72* -0,80* -0,02 -0,64* 

 Análise de correlação significativa (*). 

 

 Na presença de Verdete de Abaeté (Figura 12), está representado o agrupamento 

hierárquico, da produção de ácidos orgânicos, por fungos. Observa-se que 25% dos isolados, 

produziram ácido oxálico (com produção de até 2,99 g L-1), 75% produziram ácido cítrico (com 

produção até 7,66 g L-1), 41% produziram ácido glucônico (com produção até 1,64 g L-1) e 33% 

produziram ácido acético (com produção até 0,21 g L-1).  Esse agrupamento é divido em dois 

subgrupos; o primeiro, composto por F22 (Aspergillus sp.) - produzindo ácidos oxálico 2,63 g 

L-1, cítrico 4,6 g L-1 e acético 0,21 g L-1, e, FCMSV14 (Pennicilum sp.) -  produzindo ácidos 

cítrico 3,04 g L-1, e glucônico 0,29 g L-1. O segundo subgrupo é composto por F18 (Aspergillus 

sp.) - produzindo ácidos oxálico 1,92 g L-1 e cítrico 7,66 g L-1, e FCMSV408 (Talaromyces sp.), 

que produziu apenas ácido cítrico 5,99 g L-1. O segundo grupo representa menor produção de 

ácidos orgânicos, destacando-se F2844 (Talaromyces sp.), produzindo 2,99 g L-1 de ácido 

oxálico. Os isolados, F56 (Aspergillus sp.) e F3 (Aspergillus sp.), não produziram nenhuma 

quantidade dos ácidos dosados acima. 

 Na Tabela 14, estão representados os valores de ácidos orgânicos e pH, em meio 

contendo rocha Verdete de Abaeté. Observa-se que os isolados, que apresentaram maior 

produção de ácido cítrico (F22 Aspergillus sp. e F18 Aspergillus sp.), obtiveram os menores 

valores de pH (1,83 e 2,05, respectivamente). Foi identifica correlação negativa significativa, 
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entre a produção desse ácido e o pH. Não foi encontrada correlação significativa, entre a 

interação de pH e os ácidos oxálico, glucônico e acético. 

Diversos autores, relatam que os ácidos oxálico, tartárico, glucônico, cítrico, 

málico, lático e succínico, são os mais liberados durante a solubilização de K (PRAJAPATI et 

al. 2012; WU et al. 2005; ZARJANI et al. 2013). Estes ácidos atuam na liberação do K, 

fortemente ligado à estrutura tetraédrica de SiO4 e de AlO4, por meio da liberação de íons H+, 

na formação de complexos com os cátions, ligados ao mineral e à capacidade quelante de íons, 

por meio dos grupos hidroxila e carboxila, componentes estruturais dos ácidos orgânicos 

(MEENA et al. 2014).  

Os valores obtidos nesse trabalho, são superiores aos encontrados por Ramos (2016), 

que ao avaliarem a produção de ácidos orgânicos, liberados em sobrenadante de solubilização 

com rocha Verdete, por fungos, encontraram valores, variando de 0,007 g L-1 a 1,22 g L-1, para 

ácido cítrico, e valores variando de 0,0002 g L-1 a 0,006 g L-1, para ácido oxálico. 

Girgis (2008), ao avaliar bactérias do gênero Bacillus, verificou que a produção de 

ácidos ôrganicos, como oxálico, fumárico, cítrico e tartárico, podem quebrar a estrutura dos 

minerais, extraindo elementos indispensáveis para o metabolismo, ocasionando 

disponibilização de K, e que, o aumento da acidez total, associada à produção de 

exopolissacarídeo, também pode aumentar os teores de K, no meio. 

 Behera et al., (2014), Meena et al. (2014) e Parmar & Sindhu (2013), apontam que a 

acidificação do meio, pela liberação de H+, é proveniente, principalmente, da produção de 

ácidos orgânicos. No entanto, Liaud et al. (2014), sugerem que, apesar da presença de ácidos 

orgânicos, serem o principal fator de acidificação do meio, nem sempre é observada, esta 

correlação, pois em alguns casos, esta, também pode ser devido à remoção do amônio, a partir 

do sulfato de amônio, utilizado como fonte de N, ou a excreção de H+, proveniente da 

assimilação do NH4+.  

  

 

  

 

  



 

57 
 

 
 

 

 

 

Figura 12. Agrupamento hierárquico, de fungos, produtores de ácidos orgânicos, em meio contendo 

rocha Verdete de Abaeté. A concentração foi determinada, por análise de HPLC e expressa em g L-1, da 

concentração máxima observada, para cada metabólito, e ,representada por uma escala de cores, com 

diferentes intensidades de azul. Concentrações de ácidos acetico, glucônico, cítrico e oxálico, foram 

utilizados, para construir a árvore de distância. A figura foi construida usando o software R. 
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Tabela 14 -  Valores de pH e produção de ácidos orgânicos, determinados em sobrenadante, 

de meio líquido, acrescido com a rocha Verdete de Abaeté, para doze estirpes de fungos. 

 

  Produção de ácidos orgânicos g L-1 

Fungos   Oxálico Cítrico Glucônico Acético 

  pH         

Aspergillus sp. F3 3,56 0,00 0,00 0,00 0,00 

Talaromyces sp. F4 3,22 0,00 0,27 1,05 0,00 

Talaromyces sp. FCMSV528 3,14 0,00 0,12 1,64 0,10 

Aspergillus sp. F18 2,05 1,92 7,66 0,00 0,00 

Aspergillus sp. F22 1,83 2,63 4,46 0,00 0,21 

Talaromyces sp. FCMSV408 2,52 0,00 5,99 0,00 0,00 

Aspergillus sp. FCMSV414 3,70 0,00 0,11 0,12 0,07 

Aspergillus sp. F56 3,69 0,00 0,00 0,00 0,00 

Aspergillus sp. FCMSV05 3,45 0,00 0,27 0,00 0,00 

Pennicilum sp. FCMSV14 2,77 0,00 3,04 0,29 0,00 

Talaromyces sp. F2179 4,99 0,00 0,00 0,00 0,00 

Talaromyces sp. F2844 3,17 2,99 0,08 0,08 0,03 

  Correlação -0,53 -0,77* -0,01 -0,41 

Análise de correlação significativa (*). 

 

 

5.10 Identificação molecular em bactérias e em fungos  

 

 As análises de sequenciamento, do gene 16S rRNA, dos isolados bacterianos, 

potencialmente solubilizadores de K, mostraram um alto nível de similaridade, com as 

sequências depositadas no banco de dados NCBI, entre 98,43% e 100%. Na Tabela 15, estão 

apresentados os gêneros, dos 10 isolados bacterianos.  

  

Tabela 15 -  Identificação molecular, das dez estirpes de bactérias, solubilizadoras de K. 

 

 

Bactérias  Frag. 

(pb) 
Gênero 

Cob. 

(%) 

E-

value 

Ident. 

(%) 

GenBank  

B1485 1.095 Pseudomonas sp. 100 0,0 99,01 OL944325.1 

B1509 865 Staphylococcus sp. 99 0,0 100,00 MT642942.1 

B2176 1.382 Azospirillum sp. 100 0,0 99,42 CP007794.1 

B116 1.389 Burkholderia sp. 100 0,0 100,00 CP050980.1 

B1434 1.389 Pseudomonas sp. 100 0,0 98,43 OK274034.1 

B2096 1.436 Pantoea sp. 100 0,0 99,17 CP014207.1 

B1433 1.434 Burkholderia sp. 99 0,0 100,00 CP017240.1 

B1931 1.427 Pantoea sp. 100 0,0 99,72 MN641907.1 

B1479 1.444 Stenotrophomonas sp. 100 0,0 100,00 JQ828868.1 

B30 1.470 Burkholderia sp. 100 0,0 99,80 CP050980.1 
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 Considerando a similaridade de gêneros, podem ser observados seis gêneros distintos. 

O gênero Burkholderia sp. (isolados B30, B116 e B1433), o gênero Pantoea sp. (isolados 

B2096 e B1931), o gênero Pseudomonas sp. (isolados B1485 e B1434), o gênero 

Staphylococcus sp. (isolado B1509), o gênero Azospirillum sp. (isolado B2176) e o gênero 

Stenotrophomonas sp. (isolado B1479). 

 Estudos mostram, que entre os principais grupos de bactérias, solubilizadoras de K, já 

descritas, estão as espécies Acidothiobacillus ferrooxidans, Paenibacillus sp., Bacillus 

mucilaginosus, B. edaphicus, B. circulans, Arthrobacter sp., Enterobacter hormaechei, 

Paenibacillus mucilaginosus, P. frequentans, Cladosporium sp., Aminobacter sp., 

Sphingomonas sp., Burkholderia sp., e Paenibacillus glucanolyticus (PAIVA et al. 2022). 

  Na Tabela 16, são apresentados os gêneros, dos isolados fúngicos, potencialmente 

solubilizadores de K. As sequências da subunidade, 18S rRNA, mostraram um nível de 

similaridade, com as sequências depositadas no banco de dados NCBI, entre 93,98% e 99,81%. 

Considerando a similaridade de gêneros, podem ser evidenciados três gêneros distintos. O 

grupo I, Aspergillus sp. (F56, FCMSV414, FCMSV408, F3, F22 e F18), o grupo II, 

Talaromyces sp. (F4, F2844, F2179, FCMSV528, FCMSV408) e o grupo III, Pennicilum sp. 

(FCMSV14).  

  

Tabela 16 - Identificação molecular, das doze estirpes de fungos, solubilizadores de K. 

 

 Entre os principais grupos de fungos, solubilizadoras de K, destacam-se os gêneros a 

saber: 

Fungos Frag

. 

(pb) 

Gêneros 

Cob. 

(%) 

E-

value 

Ident. 

(%) 

GenBank  

FCMSV14 438 Pennicilum sp. 99 0,0 98,68 AB667857.1 

F56 531 Aspergillus sp. 99 0,0 99,65 MT529482.1 

F4 532 Talaromyces sp. 98 0,0 99,81 MH793055.1 

FCMSV414 525 Aspergillus sp. 90 0,0 99,05 OL711675.1 

F2844 519 Talaromyces sp. 99 0,0 99,01 AB474749.2 

F2179 437 Talaromyces sp. 100 0,0 99,31 AB474749.2 

FCMSV408 551 Aspergillus sp. 100 0,0 96,73 KY937925.1 

FCMSV528 541 Talaromyces sp. 97 0,0 99,81 MH793055.1 

FCMSV408 450 Talaromyces sp. 95 0,0 93,98 AB474749.2 

F3 535 Aspergillus sp. 100 0,0 99,07 OL711675.1 

F22 486 Aspergillus sp. 98 0,0 99,15 LC570775.1 

F18 423 Aspergillus sp. 100 0,0 99,76 LC570775.1 
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Aspergillus sp., Penicillium sp., Cladosporium sp. e os fungos micorrízicos do gênero Glomus 

sp. (PAIVA et al. 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

61 
 

6. CONCLUSÕES 

 

 A utilização de testes preliminares, em meio de cultura, contendo silicato de alumínio e 

K, mostrou-se adequada, como estratégia para pré-seleção de microrganismos 

eficientes, para biossolubilização de rochas silicáticas. 

 A eficiência de solubilização de K, varia em função do tipo de rocha silicática e do 

genótipo de microrganismo, e correlaciona-se negativamente, com valor de pH, do 

meio. E, maior disponibilidade, de K, foi observada na presença da rocha Biotita. 

 Com base nos parâmetros utilizados, houve diferenças entre os microrganismos 

testados, em relação à eficiência de biossololubilização de K, sendo os isolados 

bacterianos, B30 e B116 (Burkholderia sp.), B2096 e B1931 (Pantoea sp.), B1485 

(Pseudomonas sp.), e os fúngicos, F22 e F18 (Aspergillus sp.), os que apresentam maior 

capacidade de solubilização de K, independente do tipo de rocha. 

 O uso de glicose, como fonte de carbono, na concentração de 2%, estimulou a eficiência 

de biossolubilização de K, na presença de Verdete de Abaeté. 

 A maioria dos microrganismos testados foram considerados produtores de metabolitos, 

envolvidos na promoção de crescimento vegetal, tais como ácidos indol acético, 

biofilme, exopolissacarídeos e ácidos orgânicos. 

 O perfil de ácidos orgânicos, produzidos por fungos e por bactérias, em meio líquido, 

mostra a presença de quantidades elevadas de ácido cítrico>oxálico>glucônio>acético.  
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