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      RESUMO 

 
 
O semiárido é uma região notavelmente rica em biodiversidade e berço de organismos 

com características particulares de sobrevivência a situações adversas. Apesar disso 

ainda há uma lacuna a ser explorada no que diz respeito a microrganismos capazes 

de serem usados em aplicações biotecnológicas na agricultura. Dentre estes, as 

actinobactérias com sua reconhecida capacidade de produzir múltiplos metabólitos 

secundários ganham destaque na formulação de biofertilizantes. O objetivo desse 

estudo foi analisar a capacidade de 36 cepas de actinobactérias provenientes do 

semiárido cearense no que diz respeito a capacidade de produção de ácido indol 

acético e solubilização de fosfato, ambos importantes para a promoção do 

crescimento vegetal. Os isolados foram analisados quanto a solubilização de fosfato 

nos meios sólidos Pikovskaya e Katznelson e Bose e método colorimétrico usando o 

Ca3(PO4)2 como fonte de fosfato insolúvel. Para medir a capacidade das bactérias 

produzirem AIA foi usado método colorimétrico com ácido indol acético comercial como 

referencial. Os testes em placa se mostram com uma menor precisão em comparação 

ao teste quantitativo, foram detectadas 23 cepas capazes de solubilizar fosfato no 

meio KB e 18 no meio PVK com valores de índices enzimáticos variando de 1,06 a 

1,57 e 1,11 a 1,84 respectivamente. Números esses discrepantes do total de 30 cepas 

solubilizadoras detectadas com o método colorimétrico com a quantidade de fósforo 

solubilizado entre 1,25 e 37,18 μg.mL-1. Já no que diz respeito   a produção de AIA 29 

bactérias apresentaram essa habilidade variando a concentração entre 0,54-6,37 

µg.mL-1. O presente trabalho contribui para a averiguação das actinobactérias com 

potencial biotecnológico para atuação como rizobactérias promotoras de crescimento 

de plantas. E, por meio deste, concluiu-se que as actinobactérias do semiárido 

apresentam potencial para uso na formulação de biofertilizantes. 

 
Palavras-chave: ácidos orgânicos; colorimetria; solubilização; fitohormônio; auxina; 

fósforo. 



 

 

 

ABSTRACT 

 
 
The particular semi-arid region is remarkably rich in biodiversity and is home to 

organisms with survival characteristics in adverse situations. There is still a gap to 

be explored, despite not having the ability to be tested in biotechnological 

applications in agriculture. Among these, actinobacteria with their recognized ability 

to produce secondary metabolites as a highlight of biofertilizers. The objective of this 

study was to analyze the capacity of 36 strains of actinobacteria from the semi-arid 

region of Ceará with regard to the production capacity of indole acetic acid and 

phosphate solubilization, both important for the promotion of the plant. The isolates 

were analyzed for phosphate solubilization in Pikovskaya and Katznelson and Bose 

solid media and colori method using Ca3(PO4)2 as a source of insoluble phosphate. 

To measure the ability of bacteria to produce AIA, the colorimetric method was used 

with commercial indole acetic acid as a reference. The examples show with a lower 

precision compared to the tested ones, 23 were prepared in phosphate plate and 18 

in PVK medium, solving values from 1.06 to 1.5 and 1.11 to 1.84 respectively. 

Outliers from the total of 3 solubilizer numbers as produced with the colorimetric 

method with the amount of phosphorus between 1.25 and 37.18 μg.mL-1. With 

regard to the production of AIA 29, the trend was this variation in concentration 

between 0.54-6.37 µg.mL-1. The present work contributes to the investigation of 

actinobacteria with biotechnological potential to act as plant growth-promoting 

rhizobacteria. And, through this, it was concluded that actinobacteria from the 

semiarid region have potential for use in the formulation of biofertilizers. 

 

Keywords:  organic  acids;  colorimetry;  solubilization;  phytohormone;  auxin; 
phosphorus. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 
Actinobactérias compõem um filo de bactérias Gram-positivas que estão 

espalhadas pelos mais diversos ambientes aquáticos e terrestres, visto como um dos 

mais diversos grupos de microrganismos com um genoma rico em guanina e citosina 

(DORIS et al., 2020). São consideradas uma das linhagens mais antigas de 

procariotos com uma grande diversidade morfológica como bastonetes, cocos e 

cocobacilos; com ramificação do micélio, produção de pigmentos e esporulação como 

características (LAW et al., 2020). Os membros deste filo podem ser classificados em 

diferentes gêneros: Actinomyces, Mycobacterium, Nocardia, Bifidobacterium e 

Streptomyces; o filo das actinobactérias compreende 46 ordens, 79 famílias e 425 

gêneros (SALAM et al., 2020). 

Um clima predominantemente quente e seco e com chuvas escassas 

compõem as condições restritivas do semiárido brasileiro que limitam o 

desenvolvimento de muitos microrganismos. Esse ecossistema determina as 

características diferenciadas das espécies que se desenvolvem nesse cenário. Como 

as actinobactérias que estão presentes em larga escala e grande diversidade, 

principalmente na microbiota do solo (MEDEIROS, 2018; DE OLIVEIRA et al., 2020) 

e podem ser úteis para melhorar o crescimento de plantas sob condições adversas, 

aliviando o estresse abiótico (BONATELLI et al., 2021). 

Dentro dessa população microbiana do solo, principalmente os 

microrganismos rizosféricos (interface raiz-solo), são umas das principais fontes 

bióticas para o crescimento e desenvolvimento vegetal (ARAÚJO et al., 2008). Nesse 

cenário, destaca-se o uso das actinobactérias para a produção de fito hormônios, 

enzimas, sideróforos e antibióticos (MEIJ et al. 2018; BAHRAMI et al., 2022; ASSAD 

et al., 2021; SALWAM e SHARMAN, 2018); também para a mineralização e 

solubilização de minerais e mobilização de nutrientes presente no solo (SOUMARE 

et al., 2021; BOUBEKRI et al., 2021; MITRA et al., 2022). 

Nesse cenário, podemos destacar as actinobactérias solubilizadoras de 

fosfato e as produtoras de ácido indolacético como importantes fontes de estudo 

(NAFIS et al., 2019; HAMIM et al., 2019; MITRA et al., 2022; SANTOS, 2019). O uso 

desses microrganismos como biofertilizantes pode ser potencializado com a ajuda da 

biotecnologia, através do uso de engenharia genética e metabólica  para  melhorar  o  
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desempenho de estirpes que já possuem um bom potencial natural e resistência a 

condições adversas (LI et al., 2019; HORBAL, SIEGL e LUZHETSKYY, 2018; 

YARADODDI et al., 2021). 

A comercialização industrial de biofertilizantes só teve seu início em 1920, 

com o uso de bactérias fixadores de nitrogênio (SUNDH, GIUDICE e CEMBALO, 

2021); E em 2019 o mercado de biofertilizantes atingiu cerca de 1,57 bilhão de dólares 

(SOUMARE et al., 2020). E segundo estimativas feitas pela Mordor Intelligence (2022) 

esse mercado global deve apresentar uma taxa de crescimento anual composta de 

12,1% entre os anos de 2022 a 2027. 

A biotecnologia microbiana abre portas para a descoberta de novas cepas 

e formulações eficazes para promoção do desenvolvimento vegetal com reduzido 

custo e impacto ambiental. O largo espectro de atuação desses microrganismos aliado 

às diversas abordagens e técnicas da Biotecnologia apontam o potencial presente 

nessa área (LOPES et al., 2021; MENDONÇA, et al., 2020). Genômica, 

metaproteômica e nanotecnologia são exemplos de aliados dessa área de pesquisa 

(BONALDI 2021; IJAZ et al., 2019; KUMARI et al., 2019; MANOJ et al., 2020; 

O’CALLAGHAN et al., 2001). 

Grandes aliados da microbiologia nesse âmbito são as bactérias promotoras 

de crescimento de plantas, que quando presente na rizosfera ou na superfície da raiz 

da planta são denominadas rizobactérias promotoras de crescimento de plantas 

(RPCP). Com uma ampla variedade de características de interesse para uso na 

agricultura como uma abordagem mais sustentável (CAVALCANTE et al., 2022). 

Nesse contexto, considerando a rica biodiversidade do semiárido aliada 

com a capacidade das actinobactérias produzirem diversos metabólitos secundários, 

o objetivo deste trabalho é validar a hipótese de que as actinobactérias do semiárido 

são                         produtoras de ácido indol acético e solubilizadroas de fosfato. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Rizobactérias Produtoras de Crescimento e a Biotecnologia Vegetal 

 
A demanda por comida é uma preocupação global que cresce 

constantemente e aliada aos problemas climáticos atuais se torna um dos focos de 

estudo para a área da biotecnologia vegetal. As problemáticas como o aumento da 

contaminação do solo por metais pesados (cádmio, níquel e zinco, por exemplo) e o 

maior uso de agroquímicos em plantações agrícolas que leva a deterioração do solo 

e perda da sustentabilidade ecológica serviram como incentivo para os estudos sobre 

microorganismos benéficos para o meio ambiente, as rizobactérias promotoras de 

crescimento vegetal (KUMAR, et al., 2019). 

Pode-se definir as rizobactérias promotoras de crescimento de plantas 

(RPCP) com uma classe de bactérias que colonizam ativamente a zona radicular das 

plantas e que são capazes de melhorar seu desenvolvimento e sua produtividade por 

múltiplas formas (WU et al., 2012). E ainda podem ser divididas nas que vivem no 

âmbito extracelular (rizosfera, rizoplano ou entre células radiculares) e intracelular (nas 

estruturas nodulares especializadas das células da raiz) (BUBANZ, 2018). 

Essa classe de bactérias possui várias características de interesse 

identificadas: tolerância a estresse salino, degradação/tolerância a pesticidas, 

desintoxicação de metais pesados, controle biológico de patógenos, produção 

metabólitos secundários como fitohormônios, sideróforos, antibióticos produção de 

amônia, capacidade de fixar de nitrogênio, solubilização de fosfato e potássio, etc 

(PRASAD, et. al., 2019; ODOH, et. al., 2017). No geral, as RPCPs podem atuar como 

biocontroles, biofertilizantes, bioestimulantes rizorremediadores e biopesticidas 

(Somers, et. al., 2004). 

Esses microorganismos são fortemente afetados pelas interações 

existentes com o solo, a microfauna do meio e com as plantas desse ambiente. E uma 

importante fonte nutritiva dessas bactérias se encontra nos exsudados provenientes 

das raízes, como: açúcares, aminoácidos, ácidos orgânicos, vitaminas etc; que atuam 

estimulando o metabolismo dessa microbiota e a interação com o sistema radicular 

(KUMAR et al., 2017; PRASAD et al., 2019). 

A eficácia do uso de RPCP se relaciona com o tempo de sobrevivência do 

organismo no solo, da sua capacidade de lidar com condições adversas de pH e  
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temperatura, por exemplo, e capacidade de manter seu metabolismo funcionando sem 

comprometer as funções pelas quais ele foi inserido naquele ambiente (HOYOS, 

2018). Nesse contexto, o uso de cepas provenientes de biomas como a Caatinga são 

importantes pela sua grande versatilidade metabólica (CARVALHO, et. al., 2016). 

São inúmeras as técnicas e abordagens que permitem hoje um estudo mais 

preciso e aprofundado desses microrganismos e seu potencial de uso. Como as 

derivadas da PCR: PCR quantitativa (JIAN et al. 2020), gel de gradiente desnaturante 

(KAYASHIMA, 2021), sequenciamento em larga escala da região 16S rRNA (GOU et 

al. 2020); que exploram as relações e interações entre o habitat e os microrganismos 

(RODRIGUES, 2019). 

Esses avanços tecnológicos possibilitaram estudos aprofundados como a 

taxonomia baseada no genoma completo de um microrganismo, modificações de vias 

biossintéticas, edições genômicas precisas e produção melhorada para fins 

específicos (SALWAN e SHARMA, 2020; ARULPRAKASAM e DHARUMADURAI, 

2021). 

 

2.2 Bactérias Solubilizadoras de Fosfato 

 

 
O fósforo (P) é um dos macronutrientes mais importante para o crescimento 

das plantas, tendo funções tanto na estrutura quanto no metabolismo vegetal. Está 

presente na constituição dos ácidos nucleicos, nos fosfolipídios da membrana celular, 

síntese proteica e contribui para a tolerância a doenças, formação das sementes e 

alongamento das raízes (KOUR et al., 2019). É também um dos nutrientes mais 

limitantes do processo de crescimento vegetal e normalmente é o mineral limitante 

para a produção de biomassa no meio ambiente (YADAV et al., 2018). 

A utilização desse nutriente não depende apenas da quantidade em que está 

presente no solo, mas também da disponibilidade em que se encontra no solo. Pode 

assumir formas como fósforo inorgânico insolúvel e fósforo orgânico insolúvel, sendo a 

maior parte que se encontra fixada no solo não sendo disponível para as plantas 

(BEHERA et al., 2013). A deficiência de fosfato pode acarretar na atrofia e morte de 

caules e folhas e comprometer a maturação dos frutos. Quando esse nutriente é 

aplicado diretamente no solo podem ser rapidamente imobilizados e inacessíveis para 

a planta (YADAV et al., 2018). 

As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas têm sido 

amplamente exploradas para uso em aplicações biotecnológicas em  várias  áreas  
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como biofertilizantes, fito estimuladores e biorremediadores dependendo do seu modo 

de ação nas práticas agrícolas; essas estratégias podem funcionar de forma aliada, 

uma só bactéria pode prover a redução de acúmulo de organofosforados mas também 

promover o desenvolvimento vegetal em aspectos qualitativos (NATHIYA et al., 2020). 

Essa classe de bactérias pode atuar de maneiras diferentes, direta ou 

indiretamente. Através do mecanismo direto as bactérias sintetizam compostos que 

serão incorporados pela planta, como os fitohormônios, ou por meio da facilitação da 

absorção desses nutrientes presentes no meio (KAUR et al., 2016). Produção de 

auxinas, excreção de amônia, solubilização de fosfatos e produção de sideróforos são 

alguns exemplos desse tipo de atuação. Já o mecanismo indireto se dá por meio da 

diminuição ou do bloqueio dos efeitos deletérios de fitopatógenos, induzindo 

resistência ou produzindo substâncias antagonistas. 

A agricultura sustentável necessita do uso de estratégias para aumentar a 

taxa de produção agrícola enquanto reduz os danos para o ambiente e a saúde humana 

(YADAV, et al., 2018). Esse cenário levou ao desenvolvimento de estratégias 

alternativas, dentre essas, o uso de microrganismos benéficos do solo como as 

bactérias solubilizadoras de fosfato que podem atuar como biofertilizantes é uma área 

que está recebendo grande destaque (Kour et al., 2019). 

Vale ressaltar que existem diferentes meios desses microrganismos 

tornarem o fósforo disponível no solo, seja através da mineralização ou da 

solubilização. A primeira abordagem está relacionada à atividade enzimática (atuação 

de fosfatases, no geral) e a segunda é atribuída ao metabolismo de ácidos orgânicos 

excretados e a diminuição do pH (SILVA, 2019). As plantas e os microrganismos 

absorvem, majoritariamente, o P que se encontra no solo na forma inorgânica (HPO 2- 

ou H2PO4-) (NOVAIS, SMYTH e NUNES, 2007). 

As RPCP solubilizadoras de fosfato, em especial, podem ser úteis para 

várias finalidades além do uso como biofertilizantes, como: aumento da produtividade 

na área de aquicultura, por meio da estimulação da vegetação de fitoplânctons e 

desenvolvimento de     zooplânctons;     produção     de ácidos orgânicos(ácido glicólico, 

cítrico, lático etc), sendo o principal mecanismo de mineralização do fósforo presente 

no solo; e na fitorremediação sendo usado para melhorar a bioavaliação e fitoextração 

de Cádmio, por exemplo (BEHERA et al. 2013). 

 

2.3 Bactérias Produtoras de Ácido Indol Acético (AIA) 
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As RPCP são caracterizadas por estarem presente, em sua maioria, na 

rizosfera em associação com as raízes, nas suas superfícies ou mesmo vivendo livres  

pelo solo, e são responsáveis por influenciar no crescimento vegetal de maneira direta 

ou indireta (BHARUCHA, et al., 2013). 

Essas bactérias são capazes de produzir fitohormônios como ácido 

indolacético, citocininas, giberelinas e inibidores de etileno. Dentre a variedade de 

auxinas, a forma de ácido indol-3-acético é a mais comum delas sendo responsável 

pelo alongamento, divisão e diferenciação celular, entre outras respostas de curto e 

longo prazo nas plantas (KAUR et al., 2016). Uma das rotas de produção desse ácido 

usa o triptofano como precursor e esse processo permite a desintoxicação do excesso 

desse composto e seus análogos que podem atuar de maneira deletéria na célula 

bacteriana. 

As auxinas produzidas pelas bactérias podem influenciar nesses processos 

vegetais pela alteração da reserva de auxinas da planta. Isso depende não só da 

quantidade de AIA produzida, mas também da sensibilidade do tecido para mudar os 

níveis de auxina. Dentre os tecidos, as raízes são os que possuem maior grau de 

sensibilidade, aumentando o comprimento das suas raízes primárias, formando raízes 

adventícias e laterais (BHARUCHA et al., 2013). 

Mais de uma via de produção de AIA pode estar presente em uma bactéria, 

sendo as dependentes de triptofano as que produzem o fitohormônio em maior 

quantidade (NAVEED, et al., 2015). No solo, esse triptofano é proveniente de 

exsudatos de raízes e células em decomposição, podendo ser produzido por 

transformação microbiana de forma aeróbica ou anaeróbica (MOHITE, 2013). 

Alguns fatores são importantes de se considerar quanto a produção de AIA 

pelas bactérias, como: efeito de diferentes fontes de carbono e nitrogênio, efeito das 

concentrações de L-triptofano, efeitos da temperatura e pH, viabilidade biológica para 

da bactéria para o crescimento da planta (MOHITE, 2013). Esses fatores são 

dependentes da espécie e precisam ser avaliados adequadamente. 

Outro ponto importante a se considerar é as diferentes vias de produção                  do 

ácido indolacético. Pois, dependendo da capacidade do metabolismo da bactéria, este 

terá uma tendência a produzir vários compostos indólicos em conjunto com a produção 

do AIA e isso pode estar relacionado a diferentes efeitos nos vegetais (MALIK, 2018). 

O AIA gerado pela via do indol-3-acetamida está ligado a geração de 

tumores e galhas, já o ácido indol acético produzido na via do ácido indol-3-pirúvico 

se relaciona com o crescimento e proliferação  radicular.  Dessa forma,  é  importante 
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 identificar o tipo de derivado indólico produzido pela RPCP para determinar sua 

influência (SACCO, 2017). 

Dentre os hormônios vegetais que as actinobactérias associadas às plantas 

são capazes de produzir, a auxinas está como o mais comum a todas essas espécies,  

entre elas podemos citar a Streptomyces, Arthrobacter e Micrococcus. Mesmo que a 

produção de AIA não tenha uma função hormonal nas células microbiana, a habilidade 

das bactérias produzirem esse composto pode ter evoluído a partir das relações 

estabelecidas entre planta e microorganismo (YADAV et al., 2018). 

As rizobactérias promotoras de crescimento vegetal podem também servir 

como agentes de biocontrole, como inoculantes e em conjunto com outros 

microorganismos que também são capazes de melhorar o desenvolvimento de 

plantas. Além disso, com o aparato das modificações genéticas podem ainda mais 

promover a comercialização de estirpes voltadas para a agricultura sustentável e mais 

efetiva, (LASLO et al., 2012). 

Já são reportadas cepas de bactérias que possuem múltiplas 

características promotoras de crescimento para as plantas, como: capacidade de 

produzir enzimas celulases, pectinases, amilases, fixadores de nitrogênio, produtoras 

de amônia, entre outros compostos (SÁNCHEZ-CRUZ et al., 2019). 

 
2.4 Colorimetria e Espectrofotometria 

 

 
A transformação da cor em um formato numérico é possível através da 

colorimetria, aliada ao uso do espectrofotômetro que permite medir a absorbância de 

luz. Intervalos de comprimento de ondas são relacionados a determinadas cores e 

cada objeto possui sua capacidade própria de absorver específicas faixas do espectro 

de luz (BERTOLINI, 2010). O uso da espectrofotometria se baseia na lei de Lambert- 

Beer, através dela é estabelecido que: “A absorbância é diretamente proporcional à 

concentração da solução de amostra.” (WENTWORTH, 1966; HARDESTY e ATILLY, 

2010). 

 A interpretação das cores sob a ótica humana é bastante subjetiva e por esse 

motivo a ciência conta com o auxílio de colorímetros e espectrofotômetros para a 

análise analítica desse componente. O espectrofotômetro de refletância constrói uma 

curva de distribuição de reflectância da amostra a partir da medição d absorbâncias, 

de acordo com a faixa de comprimento de onda (FERREIRA e SPRICIGO, 2017). 

O  equipamento  é  basicamente  compostos pelos                        seguintes  componentes 
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 (Figura 1): (1) uma fonte de luz (a composição da lâmpada varia de acordo com a 

faixa de luz, seja UV, visível ou infravermelho); (2) um monocromador que transforma 

a luz incidida em monocromática; (3) uma ou mais cubetas, os recipientes que contém 

a amostra; e (4) um detector que transforma a fração de luz resultante em uma forma 

numérica (SILVA, 2011). 

 
 

Figura 1: Esquema do funcionamento interno de um espectrofotômetro. 
 
 

 

 
(1) (2) (3) (4) 

 
Fonte: kasvi.com.br 

 
 O primeiro passo para o uso dessa técnica é o desenvolvimento de 

condições que estabeleçam uma reprodutibilidade no teste. Dessa forma, é necessário 

a determinação do comprimento de onda característico do analito e no qual se tenha 

a absorbância máxima. Para a construção da curva de calibração (que relaciona a 

absorbância e a concentração do analito), é necessário abranger uma faixa razoável 

de concentração e que nela a composição da amostra seja englobada (HARVEY, 

2000). 

  Alguns fatores enquadram a espectrofotometria como uma técnica 

notavelmente útil para análises quantitativas, como: ampla aplicabilidade, alta 

sensibilidade, seletividade, boa exatidão e acessibilidade. Nesse cenário, é possível 

analisar um número enorme de compostos (orgânicos e inorgânicos); detectar 

concentrações da ordem de 10-7 mol.L-1, em alguns casos; é possível trabalhar em um 

comprimento de onda específico do seu composto de interesse; a taxa de erro 

relativos é de 1-5%, podendo alcançar décimos por cento; e as mensurações são 

rápidas e fáceis de serem feitas (SKOOG et al., 2007). 

Dentre as variáveis que podem influenciar a absorbância estão: a natureza 

do solvente, o pH da solução, a temperatura, concentração de eletrólitos e presença 

de substâncias interferentes (HARRIS, 2008). É necessário  saber  o  impacto                                            desses  
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elementos e eliminar ou minimizar ao máximo. 

Essa abordagem é bastante utilizada no âmbito da microbiologia analítica 

para a precisa quantificação de metabólitos secundários produzidos (MONOWAR, et. 

al. 2019; RAMOS, et. al. 2021). A concentração do composto de interesse é estimada 

pelo ajuste de equações de regressão para as curvas de calibração entre absorbância 

e concentração de composto no meio de cultivo (BALDOTTO,2009).
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3. OBJETIVOS 

 
 

3.1 Objetivo Geral 

 
 

• Avaliar a capacidade das cepas de actinobactérias isoladas do semiárido 

brasileiro solubilizarem fosfato                     e                                             produzirem ácido indolacético. 

 
 
 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 
• Análise semi-quantitativa da solubilização de fosfato das cepas em diferentes 

meios de cultura e cálculo dos Índices de Solubilização (IS). 

• Análise colorimétrica da produção de AIA e solubilização de fosfato através 

do  método da colorimetria aliada a espectrofotometria. 

• Determinação da metodologia mais eficiente para determinação da 

solubilização de fosfato. 

• Construção de uma matriz binária aliada a um dendrograma para 

agrupamento das cepas com maior potencial para a solubilização de fosfato e 

producão de AIA.
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4. METODOLOGIA 

 

 
4.1 Solubilização de Fosfato em Meio de Cultura Sólido 

 

 
As cepas de actinobactérias foram provenientes da coleção de culturas do 

Laboratório de Microbiologia Ambiental (Lamab) e foram cultivadas em dois meios de 

cultura. No meio Ágar Pikovskaya (PVK) composto por dextrose, 10 g; Ca3(PO4)2, 5 g; 

extrato de levedura, 0,5 g; (NH4)2SO4 0,5 g; KCl, 0,2 g; MgSO4.7H2O, 0,1 g; NaCl, 0,2 

g; FeSO4, 0,002 g; MnSO4, 0,002 g; ágar 15 g e água destilada, 1000 mL; pH 7 

(GOENADI e SUGIARTO, 2000; PIKOVSKAYA, 1948). 

O outro meio utilizado foi descrito por Katznelson e Bose (1959) composto 

por glicose, 10 g; ágar, 20 g; asparagina, 2 g; MgSO4, 0,5 g; NaCl, 0,1 g; KCl, 0,1 g; 

extrato de levedura 0,5 g; água destilada, 1000 mL e pH ajustado para 7,0 e depois de 

passar pelo processo de esterilização é necessário a adição asséptica de mais 50 mL 

de solução esterilizada de K2HPO4 (10%) e 100 mL de solução esterilizada de CaCl2 

(10%). 

Ambos os meios foram vertidos em placas de Petri e após inoculação, as 

cepas foram incubadas por 40 e 20 dias, respectivamente, a 28°C. Para determinação 

de resultado as colônias que apresentaram halos claros ao seu redor foram 

consideradas solubilizadoras de fosfato inorgânico. 

O índice de solubilização (IS), usado em trabalhos como os de Silva et al. 

(2014), Inácio et al. (2020) e Silva (2019), representa a relação entre o diâmetro médio 

do halo de solubilização (dH) e o diâmetro médio da colônia (dC), sendo um método 

semi-quantitativo, de acordo com Berraquero et al. (1976). As medições foram feitas em 

milímetros (Figura 2). 

𝐼𝑆 = 𝑑𝐻/𝑑𝐶 

Para quesito de classificação quanto a solubilização, utilizou-se a escala de 

Silva e Visor (2000): baixa solubilização (IS menor que 2), média solubilização (IS 

entre 2 e 3) e alta solubilização (IS maior que 3). 

 
4.2 Análise Colorimétrica de Solubilização de Fosfato 

 

Para quantificar a capacidade das actinobactérias de solubilizar fosfato de 

cálcio  foi utilizado o meio de  cultura  líquido  NBRIP  descrito  por  Nautiyal  (1999)  e  
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composto por glicose, 10 g; Ca3(PO4)2, 5 g; MgCl2.6H2O, 5 g; KCL, 0,2 g; 

MgSO4.7H2O, 0,25 g; (NH4)2SO4, 0,1 g; água bidestilada, 1000 mL e pH 7,0. Foi 

adicionado 5 mL de meio em tubos e após inoculação das cepas foram mantidos sob 

agitação constante por 14                  dias. 

Após o tempo de incubação, foi adicionado 1,5 mL do meio de cultura de 

cada tratamento em microtubos e submetidos à centrifugação a 9500 x g por um 

período de 5 minutos. Em seguida, foi transferido 1.050 μL do sobrenadante de cada 

tratamento, 150 μL de água bidestilada e 350 μL do reagente vanado-molíbdico 

(Malavolta et al., 1989). O espectrofotômetro foi zerado utilizando o branco composto 

pela adição de 1.050 μL do meio NBRIP sem inóculo, 150 μL de água bidestilada e 

350 μL do reagente vanado-molíbdico. 

Esse reagente colorímetro foi preparado de acordo com o método descrito 

pela APHA (1998): preparo de uma solução A através da dissolução de 25 g de 

molibdato de amônio em 300 mL de água destilada; preparo de uma solução B 

composta por 1,25 g de metavanadato de amônio em 300 mL de água, aquecendo a 

mistura até completa dissolução do sal, após a solução esfriar adicionou-se 300 mL 

de HCl concentrado; após o resfriamento da solução B até atingir a temperatura 

ambiente à ela é adicionada a solução A e misturada com posterior diluição para 1L. 

A curva padrão foi construída por meio da preparação de uma solução 

estoque de KH2PO4 e H2SO4 (10N), dissolvidos em água bidestilada. A leitura das 

absorbâncias foi feita dez minutos depois da adição do reagente colorimétrico, no 

comprimento de onda de 420 nm. Para zerar o espectrofotômetro foi utilizado um 

branco composto por 1.050 μL de meio NBRIP sem inóculo, 150  μL de água bidestilada e 

350 μL do regente colorímetro. Os experimentos foram realizados em triplicata e o 

resultado positivo foi evidenciado pela coloração amarelada do analito. 

Para classificação da capacidade de solubilizar fosfato, foram utilizados os 

estudos de Montaldo (2016), Celestino (2019) e Silva et al. (2018). A classificação é 

dividida em: baixa solubilização (<50 μg.mL-1); média solubilização (50-100 μg.mL-1), 

alta solubilização (101-500 μg.mL-1) e elevada solubilização (>501 μg.mL-1). 

 

 
4.3. Análise Colorimétrica da Produção de Ácido Indol Acético 

 
 

Para a quantificação da produção de AIA foi utilizado o método proposto 

por Bric et al. (1991), adaptado para o método quantitativo (HUSEN, 2003), com 

ressalva para a modificação do meio de cultura utilizado  que  foi  suplementado  com  
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triptofano. O meio de cultura líquido utilizado foi o Luria Bertani (LB) 

composto por bacto-triptona, 10 g; extrato de levedura, 5 g; NaCl, 5 g; água destilada, 

1000 mL; pH 7,5 e suplementado com 1 g de L-triptofano. Os microrganismos foram 

cultivados nos tubos com 5 mL de LB sob agitação constante durante 10 dias. 

Após essa etapa, foi adicionado 1,5 mL de meio de cultura em microtubos 

que foram levados à centrífuga a 9500 x g por 2 minutos. Em seguida, foi transferido 

750 μL de sobrenadante para microtubos de 1,5 mL e 750 μL do reagente de 

Salkwoski, composto por 1 mL de FeCl3 (0,5 mol/L) e 49 mL de HClO4 (35%). A leitura 

das absorbâncias foi feita em 530 nm, meia hora após a adição do reagente colorido e 

para a obtenção da curva padrão foi utilizado o ácido indolil acético com AIA comercial 

(BRIC et al., 1991). 

O branco foi constituído de 750 μL de meio LB sem inóculo e 750 μL de 

reagente Salkwoski. O experimento foi realizado em triplicata e o resultado positivo foi 

perceptível pela apresentação de uma coloração róseo-avermelhada. 

As cepas foram classificadas quando a produção de AIA segundo os 

parâmetros estabelecidos por Hartmann et al. (1983), sendo eles: baixa produção (<1 

μg.mL-1); média produção (1-10 μg.mL-1); alta produção (11-50 μg.mL-1) e elevada 

produção (>51 μg.mL-1). 

 

4.4. Análise de Dados 

 
Os dados quantitativos, obtidos a partir dos cálculos de concentração de P 

solúvel e AIA foram submetidos ao teste de normalidade e posteriormente submetidos 

a análise de variância (ANOVA) (p < 0,05), utilizando-se o Programa (PAST). A 

ANOVA foi utilizada para comparar as cepas com relação a capacidade de produzir 

AIA e solubilizar fosfato. E os gráficos foram plotados no Prism GraphPad 5. 

                   Os dados semi-quantitativo e quantitativos obtidos dos testes 

de solubilização de P e produção de AIA foram transformados em uma matriz binária 

que foi usada para a elaboração de um dendrograma de similaridade que possibilitou 

o agrupamento de cepas semelhantes (HAMMER et al., 2001). Adotou-se o algoritmo 

UPGMA (unweigted pair-group method) e coeficiente de Jaccard (MEYER, 2002).
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

           Figura 2. Produção de ácido indol acético e solubilização de fosfato. 

. 
A = Análise colorimétrica feita com meio NBRIP (µg.mL-1); B = Teste em placas feito                       com meio PVK 

(IS); C = Teste em placas feito com meio KB (IS).                                               

 
          Fonte: Elaborado pela autora, 2022. 

 

Todos os dados obtidos neste trabalho foram exposto nessa tabela (Figura 2). 

Das 36 cepas analisadas 23 (63,88%) solubilização de fosfato em meio KB e 18 

(50,00%) em meio PVK. Os índices de solubilização (Figura 3) variaram de 1,06 a 1,57 

e 1,11 a 1,84, nos respectivos meios sólidos. No meio KB, 17 cepas foram classificadas 

com   baixa   solubilização   de   fosfato.  Já   em   meio   PVK   dentre   as   bactérias  
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solubilizadoras, 12 foram consideradas com uma baixa solubilização.  

Figura 3. Representação das distâncias de halos e colônias para cálculo do 

índice enzimático (mm). 

 

 
Fonte: Elaboração pela autora, 2022. 

 

O restante das cepas: UBJ 05, UBJ 09, UBJ 24, UBJ 30, UBJ 31, UBJ 38 e 

no meio PVK e UBJ 06, UBJ 25, UBJ 29, UBJ 30, UBJ 31 e UBJ 33 no meio KB foram 

consideradas como qualitativamente positivas por possuírem uma pequena zona mais 

clara ao redor da colônia de difícil mensuração e foram consideradas na porcentagem 

de isolados solubilizadores (Figura 4). 

 
Figura 4. Histograma da frequência de cepas em cada análise. 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2022. 
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   Esse histograma também é útil para a comparação do desempenho partir 

do teste colorimétrico que alia a química analítica à microbiologia percebeu-se a 

subestimação da capacidade das cepas analisadas nos meios sólidos. Além da 

frequência de positivos ter aumentado grandemente, é fato a maior precisão dos 

dados que fornecem a concentração estimada de fósforo solubilizado por cada 

bactéria. 

No que diz respeito a análise colorimétrica da solubilização de fosfato, todos 

os isolados usados neste trabalho foram classificados com baixa solubilização, ou seja, 

abaixo de 50 μg.mL-1 de fósforo solubilizado, com ressalva para duas cepas que 

apresentaram ausência de solubilização, a UBJ 08 e UBJ 23. Dentre estes, os menores 

valores foram obtidos pelas UBJ 23 e UBJ 37 com 1,25 μg.mL -1 e 1,32 μg.mL- 1, 

respectivamente; já em relação aos maiores valores alcançados temos a UBJ 02 com 

37,18 μg.mL-1 e a UBJ 07 com 31,76 μg.mL-1. 

As absorbâncias obtidas (valores de y) foram convertidas em concertação 

de P solubilizado por meio da equação da reta y = 0,0182x + 0,0291, obtida através 

construção de uma curva padrão com concentrações de fósforo conhecidas  (10; 20; 

30; 40; 50; 60; 70; 80; 90; 100 μg.mL-1). 

A porcentagem de isolados que foram capazes de solubilizar fosfato foi de 

82,85% em meio NBRIP e é coerente segundo estudos de Barea et al. (2005) e Santos 

et al. (2012), pois a abundância de microrganismos capazes de solubilizar fosfato e 

com metabolismos mais ativos quando comparado com outras microbiotas se explica 

pela existência das secreções exsudadas das raízes que atuam como fonte de carbono 

para a microbiota do solo. Também pelo teor de aminoácidos, ácidos orgânicos, 

açúcares e substâncias promotoras de crescimento (KUMAR e NARULA, 1999). 

Já a incapacidade de algumas espécies bacterianas não serem capazes  de 

solubilizar fosfato, pode ser explicada pela característica da cepa não conseguir 

produzir exsudados suficientes para acidificar o meio e permitir a solubilização do 

mineral; essa característica também está relacionada a interação dos microrganismos 

com o meio ambiente (SANTOS et al., 2012). 

Supõe-se que o meio KB teve uma maior eficiência para a descoberta de  

microrganismos solubilizadores de fosfato devido a granulometria da sua fonte de 

fosfato, ou seja, as partículas de fosfato menores desse meio quando comparado com 

o PVK, facilitam o processo de solubilização de fósforo pelas bactérias. 

Outro aspecto a se  considerar  nos  testes  com  meio  sólido  é  a  taxa  de 
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 difusão de diferentes ácidos orgânicos que são secretados pelos isolados e que 

influencia na variação da dimensão dos halos de solubilização (JOHRI, SURANGE e 

NAUTIYAL, 1999). Os tipos de ácidos orgânicos produzidos variam entre os 

microrganismos e a concentração desses ácidos também depende da fonte de fosfato 

disponível (GADAGI e SA, 2002). 

Já a ligação entre os ácidos orgânicos e o fosfato solubilizado é devido a 

propriedade quelante desses compostos que possibilita a formação de complexos 

estáveis com os íons de Fe+3, Ca+3 (TIAN et al., 2021; DEY et al., 2021). 

Essa proporção obtida no trabalho foi superior ao obtido por Souza et al. 

(2017), que estudou a capacidade de bactérias endofíticas isoladas de E. scaber 

produzirem AIA e solubilizarem fosfato, que dentre as 61 bactérias analisadas 47 

(78%) foram capazes de solubilizar fosfato. 

Os resultados das absorbâncias (valores de y) foram convertidos em 

concentração de AIA produzido (μg.mL-1) por meio da equação y = 0,1406x + 0,0124, 

obtida através da construção de uma curva padrão a partir de valores padrões de 

concentração de AIA já estabelecidas (8,66; 7,00; 5,83; 4,65; 3,50; 2,32; 1,16 μg.mL-1). 

Dos isolados estudados, todos foram capazes de produzirem AIA, dentre 

eles: 7 foram classificados com baixa produção e os 28 restantes foram enquadrados 

com uma média produção do fitohormônio. Com destaque para as cepas UBJ 17 e 

UBJ 27 que atingiram os maiores valores de 5,95 μg.mL-1 e 6,37 μg.mL-1; já os valores 

mais baixos foram os da UBJ 08 com 0,54 μg.mL-1 e da UBJ 29 0,75 μg.mL-1. 

As variações nas absorbâncias de AIA podem ser entendidas pelo fator 

descrito por Cerigioli (2005), Lins (2012) e Inui (2009), que abordam a questão do 

ácido indolilacético bacteriano ser um metabolito secundário que é produzido durante 

a fase estacionária, fase esta que possui um período de duração específico que varia 

entre as bactérias. 

Além deste, outros fatores são decisivos e evidenciam a particularidade de 

cada espécie entre as espécies como: as fontes de carbono e nitrogênio utilizadas, as 

concentrações de L-triptofano, efeito da temperatura e pH e viabilidade biológica da 

estirpe para o crescimento vegetal (MOHITE, 2013). 

Outro fator que explica os valores das absorbâncias obtidas explica-se pela 

não padronização do inoculo, dessa forma, os valores variam entre os isolados 

e tratamentos. Uma possível alternativa futura seria o uso da suspensão de esporos, 

onde se pode manter o controle preciso sobre a quantidade de inóculo (AMATTO, 

2019). 
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Um ponto importante a se considerar é a produção de pigmentos por 

algumas cepas no meio utilizado, pelo menos 17 actinobactérias (UBJ 02, UBJ 04, 

UBJ 05, UBJ 09, UBJ 13, UBJ 14, UBJ 15, UBJ 17, UBJ 20, UBJ 21, UBJ 24, UBJ 

28, UBJ 30, UBJ 33, UBJ 34, UBJ 38 e UBJ 39) deste estudo produziram pigmentos 

em algum grau. Esse tipo de interferência já foi descrita por Griffiths et al. (2011), para 

a estimação da concentração de biomassa de microalgas. 

                 Uma sugestão também descrita por Griffiths et al. (2011) para contornar 

essa interferência seria realizar testes para determinação de um comprimento de onda 

fora do intervalo de absorção do pigmento, minimizando ou eliminando as alterações 

nos valores de absorbância de AIA. 

                Outra alternativa bastante difundida para controle de pigmentação é o uso 

de fontes de carbono que normalmente favorecem o metabolismo primário do 

microrganismo, já que muitas vezes a produção de pigmento apresenta característica 

típica de metabólito secundário, e isso geralmente reprime o metabolismo secundário 

(menos ativo). Porém, para a produção de AIA essa estratégia não é útil devido a 

característica do ácido indol acético ser um metabólito secundário. 

Vale ressaltar, que a pigmentação das cepas utilizadas possuía uma 

coloração amarronzada o que difere da coloração que atesta a produção de AIA 

(róseo- avermelhada), sendo assim não houve falso-positivo no estudo. 

A escolha de actinobactérias rizosféricas para a produção de AIA se 

fundamenta também no fato de que o L-triptofano é um precursor fisiológico para a 

produção de auxinas nas plantas e nos microrganismos (RIBEIRO, 2010). Os 

compostos que são exsudados pelo sistema radicular são fontes de triptofano, o que 

potencializa a síntese desse fitohormônio na rizosfera (KAHMNA, 2008). 

O gráfico abaixo (Figura 5) ilustra as médias e desvios-padrão dos testes, 

destacando que o mais discrepante foi a análise colorimétrica de solubilização de 

fosfato com uma média entre 10-15 µg.mL-1 e desvio-padrão de aproximadamente 5 

µg.mL-1 . 
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Figura 5. Histograma de médias e desvios-padrão das cepas solubilizadoras  

de                  fosfato e produtoras de AIA 

 
Fonte: Elaborado pela autora, 2022. 

 
          Vale destacar que em ambas as análises colorimétricas as cepas diferiram 

entre si na análise e apresentaram um p < 0,05 o que confirma a relevância dos dados 

obtidos nos testes. 

          A matriz representada (Figura 6) reúne os dados obtidos nos testes feitos 

neste trabalho e relaciona com um dendrograma que determina a similaridade 

(similaridade de Jaccard) entre as cepas para as características analisadas elencando 

as com maior potencial de atingir a meta estabelecida. 
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Figura 6. Matriz das cepas quanto a solubilização de fosfato e produção de AIA 

agrupadas de acordo com a similaridade das características em um dendrograma. 
 

 
 
 

Fonte: Elaborado pela autora, 2022. 

 

A prospecção feita nas cepas de actinobactérias é uma triagem inicial 

que tem como finalidade restringir a amostra para que as etapas seguintes da 

pesquisa sejam focadas nas bactérias mais promissoras para a finalidade da 

biofertilização. 
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6. CONCLUSÃO 

 

A partir deste trabalho, conclui-se que, as actinobactérias possuem a 

capacidade de solubilizar fosfato, com destaque para as cepas UBJ 07 e UBJ 16 

que alcançaram 31,76 µg.mL-1 e 36,67 µg.mL-1, respectivamente. Já no que diz 

respeito a produção de ácido indolilacético, UBJ 17 e UBJ 27 se destacaram 

produzindo respectivamente, 5,43 µg.mL-1 e 5,85 µg.mL-1. Esses dados revelam o 

potencial biotecnológico dos isolados de actinobactérias para serem utilizados no 

desenvolvimento de biofertilizantes. 
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