UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

JOAO FRANCISCO OLIVEIRA DE ALENCAR

CARACTERIZACAO BIOQUIMICA E MOLECULAR DE ISOLADOS COM
POTENCIAL DE SOLUBILIZACAO DE POTASSIO

PALOTINA

2025



JOAO FRANCISCO OLIVEIRA DE ALENCAR

CARACTERIZACAO BIOQUIMICA E MOLECULAR DE ISOLADOS COM
POTENCIAL DE SOLUBILIZACAO DE POTASSIO

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao Curso de
Graduagéao em Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia,
Setor Palotina, Universidade Federal do Parana, como
exigéncia parcial para obtengdo do grau de Bacharel em
Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia.

Orientadora: Profa. Dra. Eliana Cristina Gruszka Vendruscolo.

Coorientadora: Profa. Dr2. Marise Fonseca dos Santos.

PALOTINA
2025



T

|
-
'

UFPR

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
DEPARTAMENTO DE BIOCIENCIAS
Rua Pioneiro, 2153, - - Bairro Jardim Dallas, Palotina/PR, CEP 85950-000
Telefone: 3360-5000 - https://ufpr.br/

ATA DE REUNIAO
ATA DE REUNIAO

Aos dois dias do més de julho de dois mil e vinte e cinco, as dezesseis horas, na sala 15-
Seminario, Universidade Federal do Parana, Setor Palotina, realizou-se a Defesa Publica e Oral
do Trabalho de Conclusdo de Curso intitulado "Caracterizagdo Bioquimica e Molecular de
Isolados com Potencial de Solubilizagdo de Potédssio" apresentado pelo discente Joao
Francisco de Oliveira Alencar, orientado pela Profa. Dra. Eliane Cristina Gruszka Vendruscolo,
como um dos requisitos obrigatérios para conclusao do curso de graduagao em Engenharia de
Bioprocessos e Biotecnologia. Iniciados os trabalhos, a orientadora e Presidente da Banca
concedeu a palavra ao discente, para exposicao do trabalho. A seguir, foi concedida a palavra
em ordem sucessiva aos membros da Banca de Exame, 0s quais passaram a arguir o discente.
Ultimada a defesa, que se desenvolveu nos termos normativos, a Banca de Exame, em sesséo
secreta, passou aos trabalhos de julgamento, tendo atribuido ao discente as seguintes notas:
Profa. Dra. Eliane Cristina Gruszka Vendruscolo, nota: 100 (cem), Prof. Dr. Augusto Luchese,
nota: 100 (cem), e Prof. Dr. Robson Missio , nota: 100 (cem). A nota final do discente, apés a
média aritmética dos trés membros da banca de exame, foi 100 (cem). As consideracdes e
sugestbes feitas pela Banca de Exame deverdo ser atendidas pelo discente sob
acompanhamento da orientadora. Nada mais havendo a tratar foi lavrada a presente ata, que,
lida e aprovada, vai por todos assinada eletronicamente.

'l Documento assinado eletronicamente por ELIANE CRISTINA GRUSZKA VENDRUSCOLO,
Se'- PROFESSOR DO MAGISTERIO SUPERIOR, em 03/07/2025, as 10:27, conforme art. 12, lll,

assinatura

eletrénica "b", da Lei 11.419/2006.
e ——

'l Documento assinado eletronicamente por AUGUSTO VAGHETTI LUCHESE, PROFESSOR
Se'- @ DO MAGISTERIO SUPERIOR, em 07/07/2025, as 16:16, conforme art. 12, lll, "b", da Lei

assinatura

eletrbnica 11.419/2006.

———

'l Documento assinado eletronicamente por ROBSON FERNANDO MISSIO, CHEFE DO
SEI- [E DEPARTAMENTO DE CIENCIAS AGRONOMICAS, em 07/07/2025, as 16:43, conforme art.

assinatura

eletrbnica 12, 11l, "b", da Lei 11.419/2006.




A autenticidade do documento pode ser conferida aqui informando o codigo verificador
7918389 e o codigo CRC 16D76C31.

Referéncia: Processo n? 23075.020572/2025-01 SEI n? 7918389



RESUMO

A dependéncia brasileira da importagao de fertilizantes potassicos representa um desafio
estratégico para a agricultura nacional, especialmente diante da crescente demanda por
solugdes sustentaveis. Este trabalho teve como objetivo identificar e caracterizar isolados
bacterianos com potencial de solubilizacdo de potassio, enfatizando a atuacédo sobre
fontes minerais e soluveis, além da produgdo de enzimas hidroliticas. Foram avaliados
14 isolados provenientes de diferentes colegbes microbianas do Labiogen/UFPR, com
destaque para o isolado UFPRENII36, identificado como Bacillus velezensis por meio do
sequenciamento do gene 16S rDNA. A triagem qualitativa revelou alta atividade
enzimatica (amilase, celulase, protease, caseinase e lipase), além da capacidade de
solubilizacdo de potassio em meio sélido. Os ensaios quantitativos incluiram analises da
curva de crescimento, quantificagdo de glicose por Somogyi-Nelson, produgéo de acidos
organicos por CLAE e determinagédo de potassio solubilizado (espectrofotometria com
cobaltonitrito). Os resultados indicaram que o isolado UFPRENII36 foi capaz de
solubilizar potassio em ambas as formas testadas: até 5,8 ppm em meio contendo p6 de
rocha e 184 ppm em meio com silicato de potassio. A producéo de acidos citrico, malico
e acético demonstrou papel relevante na liberagao de potassio, sendo o acido citrico o
principal agente identificado. Conclui-se que Bacillus velezensis apresenta elevado
potencial como bioinoculante agricola, podendo contribuir para a substituicdo parcial de
fertilizantes quimicos potassicos, promovendo maior sustentabilidade e eficiéncia na

agricultura tropical.

Palavras-chave: Bacillus velezensis, Acido Citrico, Enzimas hidroliticas, Bioinoculantes,

Agricultura sustentavel.



ABSTRACT

Brazil’'s dependency on the importation of potassium-based fertilizers poses a strategic
challenge to national agriculture, particularly in the face of increasing demand for
sustainable solutions. This study aimed to identify and characterize bacterial isolates
with the potential for potassium solubilization, focusing on their activity on both mineral
and soluble sources, as well as their production of hydrolytic enzymes. A total of 14
isolates from different microbial collections of Labiogen/UFPR were evaluated, with
emphasis on the UFPRENII36 isolate, identified as Bacillus velezensis through 16S
rDNA gene sequencing. Qualitative screening revealed high enzymatic activity
(amylase, cellulase, protease, caseinase, and lipase), in addition to potassium
solubilization capacity in solid medium. Quantitative assays included growth curve
analysis, glucose quantification by the Somogyi-Nelson method, organic acid
production via HPLC, and potassium quantification through spectrophotometry using
cobaltinitrite. Results indicated that the UFPRENII36 isolate was capable of
solubilizing potassium in both tested forms: up to 5.8 ppm in medium containing rock
powder and 184 ppm in medium with potassium silicate. The production of citric, malic,
and acetic acids played a significant role in potassium release, with citric acid being
identified as the main solubilizing agent. It is concluded that Bacillus velezensis
demonstrates high potential as an agricultural bioinoculant, potentially contributing to
the partial replacement of chemical potassium fertilizers and promoting greater

sustainability and efficiency in tropical agriculture.

Keywords: Bacillus velezensis, Citric Acid, Hydrolytic enzymes, Bioinoculants,

Sustainable agriculture.
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RESUMO

Objetivos: Este estudo teve como objetivo identificar e caracterizar bactérias com potencial

biotecnolégico quanto a capacidade enzimatica e solubilizagdo de potassio, com foco na atuagao sobre
fontes minerais e soluveis.

Desenho do Estudo: Estudo experimental de carater exploratério e quantitativo.

Local e Duragdo do Estudo: Laboratério de Genética e Bioquimica (Labiogen), Universidade Federal
do Parana — Setor Palotina, durante o ano de 2025.

Metodologia: Foram avaliados 14 isolados bacterianos oriundos de diferentes cole¢des microbianas.
Ap6s triagem qualitativa das atividades enzimaticas (amilase, celulase, protease, caseinase e lipase), o
isolado UFPRENII36, identificado como Bacillus velezensis, foi selecionado para analise quantitativa de
solubilizacdo de potassio. As avaliagbes envolveram a extragdo de DNA, identificagdo molecular via
sequenciamento do gene 16S rDNA, ensaios enzimaticos qualitativos, curva de crescimento bacteriano,
quantificacao de glicose, acidos organicos (via CLAE) e potassio (via espectrofotometria).

Resultados: O isolado Bacillus velezensis (UFPRENII36) apresentou alta atividade enzimatica e
expressiva capacidade de solubilizagdo de potassio nas formas de p6 de rocha (11,45 de IE) e silicato
(4,22 de IE). A produgéo de acidos organicos como citrico, malico e acético mostrou correlagdo com a
liberacdo de potassio no meio de cultivo, atingindo até 5,8 ppm em meio com pé de rocha apés 18 dias.
Conclusao: O isolado UFPRENII36 demonstrou grande potencial para aplicagdo como bioinoculante
agricola, promovendo a solubilizagdo de fontes insollUveis de potassio e contribuindo para estratégias

mais sustentaveis no uso de fertilizantes.

Palavras-chave: Bacillus velezensis, biofertilizantes, acidos orgénicos, enzimas hidroliticas, microbiologia
agricola.



1. INTRODUGAO

O Brasil € um dos maiores produtores agricolas do mundo, porém depende fortemente da
importagéo de fertilizantes potassicos, com mais de 95% do potassio utilizado sendo importado (IndexBox,
2024). Essa dependéncia representa um risco estratégico e econdmico para a produgdo nacional. Além
disso, 0 uso excessivo e continuo de fertilizantes quimicos compromete a saude do solo e a

sustentabilidade dos sistemas agricolas.

O potassio (K) € um dos nutrientes mais importante para as plantas e desempenha uma fungao
vital no metabolismo vegetal. No solo, o potassio & encontrado em varias formas: A primeira é a forma
mineral (indisponivel- corresponde a 90-98% do K do solo), encontra-se atrelado a estrutura de minerais
como feldspatos e micas. A sua liberagdo ocorre lentamente, por intemperismo (decomposicdo de
minerais) ao longo dos anos. Nos solos também podemos ter o potassio nédo trocavel (fixado) pouco
disponivel as plantas (1 - 9% do K total do solo). Geralmente este K esta preso entre as camadas de argilas
como é o caso do mineral ilita. A terceira forma encontrada nos solos, é o K trocavel ou adsorvido na
superficie das particulas de argila e matéria organica (1 - 2% do K total). Esta forma é disponivel para as
plantas via troca catiénica podendo ser liberado para a solugéo do solo ou fixado novamente. E por ultimo,
o K em solugao do solo (0,1 - 2% do K total do solo) que esta imediatamente disponivel, esta forma de K
esta dissolvido na agua do solo (forma ibnica: K*), que €& diretamente absorvida (Lalitha e
Dhakshinamoorthy, 2014 e Meena et al., 2016, Prajapati, 2012).

Bactérias solubilizadoras de potassio (BSP) sdo bactérias envolvidas na solubilizacdo de potassio
mineral (estrutural) pela liberacdo de acidos organicos (ex: acido citrico, oxalico, tartarico), que baixam o
pH local, quelam cations (como AI**, Ca**), desagregam a estrutura mineral, liberando ions K* para o solo.
Podem também solubilizar K pela produgao de enzimas e metabdlitos, produgao de enzimas extracelulares
e siderdforos (moléculas que quelam metais), facilitando a liberagdo de K* dos minerais e, gerando CO,
(pela respiragao), que forma H,CO; (acido carbbnico), um agente de intemperismo quimico (Meena et al.,
2016, Rajawat et al., 2019, Zhang e Kong 2014).

As BSP sao vistas como biofertilizantes promissores, especialmente em solos tropicais pobres em
K disponivel. Estes microrganismos poderiam contribuir para a redugdo da dependéncia de fertilizantes
quimicos e o aumento da eficiéncia de uso do potassio natural do solo (Bhargavi et al., 2021 e Olaniyan et
al., 2022 e Sharma et al., 2024).

A bioprospecgao bacteriana pode ser definida como uma ciéncia que busca desenvolver tecnologia
através da biodiversidade, onde se encontra um material de interesse econémico em um ser vivo, sendo
esse material responsavel por desenvolver um novo produto ou potencializar os resultados de um produto

ja existente (Orrico Junior et al., 2010). Para a producéo de inoculantes existem varias estratégias, uma
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delas é o isolamento bacteriano a partir do solo, de residuos produzidos pela pecuaria, suinocultura e

avicultura, entre outros substratos (Maciel et al., 2020).

A caracterizagdo dos mecanismos de solubilizagdo de potassio (K) por bactérias é extremamente
importante tanto para a pesquisa cientifica quanto para aplicagcdes praticas na agricultura sustentavel. A
completa compreensdo do mecanismo de mobilizagdo do K das formas insollveis para as sollveis
permitiria selecionar cepas mais eficientes para uso agricola e desenvolver bioinoculantes mais eficientes,
que funcionem melhor em certos tipos de solo, clima ou cultura agricola. Também facilitaria a adaptagao
de estratégias para diferentes condigdes de solo, pois os mecanismos de solubilizagdo dependem do pH,
tipo de argila, matéria organica, umidade, etc. Deste modo, conhecendo como cada bactéria atuaria, seria
possivel prever sua performance em diferentes contextos agronémicos (Adwani et al., 2024, Gao et al.,
2025, Meena et al., 2016, Nawaz et al., 2023, Raiji e Thangavelu, 2021).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo identificar e caracterizar bactérias com
potencial de uso biotecnoldgico da colegao Labiogen, quanto a capacidade enzimatica e solubilizagao de
potassio, dando foco no mecanismo bacteriano de solubilizagado a partir de fontes mineral e solivel de

potassio por métodos quantitativos.

2. MATERIAIS E METODOS

O Labiogen (Laboratério de Genética e Bioquimica) da UFPR-Setor Palotina tem 4 cole¢des
bacterianas: colegdo de bactérias endofiticas, (UFPRENII) colegdo de bactérias isoladas em Cama de
Aviario (UFPRCA), a colegdo de substrato de Biodigestor (UFPRBD), e a colegao da Filosfera do trigo
(UFPRPL), que ao total somam 239 isolados. A maioria destes isolados ainda ndo foram avaliados quanto
ao seu potencial biotecnoldgico. De resultados preliminares de trabalhos anteriores, foram escolhidos 14
isolados para o screening qualitativo e quantitativo neste trabalho, sendo 03 isolados da colegédo de
endofiticos (UFPRENII 36, 105 e 135), 03 isolados da colegéo de biodigestor (UFPRBD 20,22 e 28) e 8
isolados colegao de cama de aviario (UFPRCA 03,05,08,10,12,48,125 e 131).

2.1. Caracterizagao Molecular

2.1.1.Extracdo de DNA genémico

O DNA gendmico bacteriano foi extraido seguindo o protocolo de extragdo de DNA com o kit
DNAeasy® PowerSoil® Pro Kit (50) QIAGEN. Para a amplificagéo do gene 16S rDNA foi utilizada a técnica
de PCR utilizando-se um termociclador BIOER (Life Express). Para uma reagao de PCR com volume final
de 30 pL, foi utilizado 3 pL Tampao da Taq 10x; 2,25 pyL de 25 mM de MgClz; 1 uL de 10 mM de cada
desoxiribonucleotideo; 1 uL de cada oligonucleotideo iniciador (primer 27F e 1492R na concentragao de
4mM); 2 uL de Taqg DNA polimerase; 2 yL de DNA (50 a 100 ng) e agua milli-Q estéril para completar um

volume final de 30 yL. As amostras foram amplificadas de acordo com o seguinte programa: 93°C, por 2
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min; 35 ciclos de 93°C por 45 s, 62°C por 30 s, 72°C por 2 min, seguidos de uma extenséo final por 5 min,
a 72°C. Para confirmacgao da amplificacao, 5 puL da reagao + 2 pL do corante IV foram submetidos a uma
eletroforese em gel de agarose a 0,8% em tampé&o TBE, juntamente com 3,5 yL do marcador de peso

molecular de 100 pb para checar a presenga de bandas.

Nas reacdes de amplificagdo do gene 16S rDNA foram usados os oligonucleotideos iniciadores
descritos por Senthilraj et al. (2016). O 27F (5 'GAGTTT GATCATGGCTCAG3') anela na extremedidade
5 do gene 16S rDNA e o 1492R (5'GGTTACCTTGTTACGACTT3") na 3’, gerando um produto de

amplificagdo que compreende quase todo o gene, de aproximadamente 1,5 Kb.

O sequenciamento dos fragmentos do gene 16S rDNA dos diferentes isolados foram realizados no

laboratério de Biologia Molecular da UFPR/Setor Politécnico.

As sequéncias obtidas pelo sequenciador lllumina MiSeq sairam no formato do programa ab1
sequencing analises, no formato FASTA — Fast All (alinhamentos rapidos para toda a informagéo biolégica,
disponivel on-line no NCBI), e foram analisadas pelo programa MEGA (Tamura et al., 2007) através do
programa BLAST - Basic Local Alignment Search Too (Altschul, 1997) usando o banco de dados do
GenBank. O alinhamento das sequéncias obtidas foi realizado por meio da interface MAFFT online (Katoh
& Toh, 2008).

Para as analises filogenéticas baseadas em Maxima Verossimilhancga e inferéncia Bayesiana, foi
escolhido o melhor modelo evolutivo para o grupo de dados usando o software MrModelTest v. 2.3
(Nylander, 2004). MrBayes v. 3.1.1 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003) foi usado para gerar as arvores
filogenéticas sob critérios 6timos por particdo de dados dentro do software Phylosuite (D. Zhang et al.,
2020).

2.1.2.Avaliacdo da capacidade enzimatica por métodos qualitativos

O ensaio qualitativo da atividade da protease foi realizado de acordo com (Lima et al., 2014), o
meio de cultura contém: 0,5 g.L-' KH2PQO4, 0,2 g.L-' MgS04.7H20, 0,1 g.L-' ZnS0O4.H20, 0,1 g.L-' NaCl, 15
g.L-" de agar, suplementado com 2.5 g.L-! de leite em pd, com o pH 7,2. Apés 48h de incubagao a 37 °C,
utilizou-se solucao de lugol, para revelagdo do halo enzimatico, onde um halo ao redor da colbnia

bacteriana indica atividade de protease positiva.

Os ensaios de atividade caseinolitica foram realizados foi realizado de acordo com (Mazzucotelli
et al., 2013), a inoculagdo dos isolados védo ser em meio basal modificado (MM): 1 g.L-! de glicose, 2,5 g.L
" de extrato de levedura e 15,0 g.L-' de agar-agar a pH de 6,8-7,2, suplementado com 1% de caseina.
Apods 48h de incubagao a atividade caseinolitica positiva foi detectado pela formagdao de uma zona de

turbidez (halo branco) circundando o poco.
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O ensaio qualitativo da atividade da amilolitica foram feitos de acordo com (Abd-Elhalem et al.,
2015), o meio de cultura contém: 0,5 g.L-' de KNOs3, 1,0 g.L-' de K2HPO4, 0,2 g.L-' de MgSO4 .7H20, 0,2
g.L-'de CaClz, 0,1 g.L-' de FeCl 3, 15 g.L-' de agar, suplementado com 10,0 g.L-' de amido, com o pH 7,2.
Apds 48h de incubacédo a 37 °C, utilizou-se solugao de lugol para revelagdo do halo enzimatico, onde um

halo ao redor da coldnia bacteriana indica atividade de protease positiva.

O ensaio qualitativo da atividade celulolitica foram redigidos de acordo com (Malik & Javed, 2021),
o meio de cultura contém: 0,3 g.L-! de galactose, 0,5 g.L-' de NaNQO3, 0,75 g.L-' de KH2POs4, 0,375 g.L-' de
MgSO4 .7H20, 15 g.L-" de agar, suplementado com 10,0 g.L-' de Carboximetilcelulose (CMC), com o pH
7,0. Apos 72h de incubagéo a 37 °C, utilizou-se solugdo de Vermelho Congo 1% (m/v) para revelagao do

halo enzimatico, onde um halo ao redor da coldnia bacteriana indica atividade de protease positiva.

Para o ensaio qualitativo da atividade da lipase foi avaliado em Agar Meio Tween que contém: 10
g.L-' de peptona, 0,1 g.L-' CaCl2.2H20, 5 g.L-' de NaCl, 10 mL de Tween 80 e 15 g.L-! de agar-agua,
ajustado o pH para 7-7,4. Apos 15 dias de incubacgdo a formagédo de um precipitado branco ao redor do
poco resultante da deposicéo de cristais do sal de calcio formado pelo acido graxo liberado pela enzima,

indica atividade lipolitica positiva.

Foi avaliada também a solubilizagdo qualitativa de fosfato insolivel em meio NBRIP modificado:
10 g.L" de glicose; 2,5 g.L-* de CaHPO4, 0,2 g.L* de NaCl, 0,1 g.L-* de MgS04.7H20, 0,2 g.L-' de KCI, 0,5
g.L" de Extrato de levedura, 0,002 g.L-' de MnSO4-H20, 0,024 g.L-' de azul de bromofenol, 15 g.L-' de
Agar-agar, pH 7,0. As placas foram incubadas por 10 dias a 30 °C, e ap6s esse periodo foram avaliadas

quanto a formacéao de halo pelo isolado.

A solubilizacdo de potassio foi avaliada pela inoculagdo dos isolados em meio Aleksandrov
modificado solido: 5 g.L-" de glicose, 0,5 g.L-' de MgS04.7H20, 0,06 g.L-" de FeCls, 0,1 g.L* de CaCOs3, 2
g.L" de fosfato de célcio e 20 g.L" de agar, acrescentando 3 g.L-! de silicato de potassio, pH 7,2, conforme
protocolo de (Sun et al., 2020). As placas foram incubadas por 3 dias a 30 °C, e apos esse periodo foram

avaliadas quanto a formagéo de halo pelo isolado.

A capacidade de solubilizagdo dos isolados foi avaliada visualmente pela formacédo de halo de
solubilizagdo, para o meio Aleksandrov ocorre a aplicagdo de lugol sobre a placa, que indica resultado

positivo.

A quantificagéo e validagédo de todas as diferentes atividades enzimaticas foi estimada através do
indice Enzimatico (IE), (Oliveira et al., 2006) a partir da seguinte equagéo |E = DMH/DMC, onde DMH =

didametro total da zona de hidrédlise (halo de hidrélise + didametro da coldnia bacteriana, mensurado em
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mm); DMC=di&dmetro da colbnia bacteriana (mensurado em cm). O didmetro foi aferido com régua

graduada.

Os dados seréo submetidos a Anadlise de Variancia (ANOVA) e as médias foram analisadas a 5% de

probabilidade, com o auxilio do aplicativo computacional GENES (Cruz, 2013).

Neste experimento para cada isolado foram cultivadas 3 placas distintas (repeti¢cdes), onde cada
uma delas foi dividida em quatro partes, e cada quadrante da placa foi inoculado, totalizando doze

repeticdes por isolado.

Dos resultados das analises qualitativas foi escolhido o isolado UFPRENII36 classificado como
Bacillus velezensis com o maior potencial enzimatico para a caracterizagao do mecanismo de solubilizagao

de K por métodos quantitativos.

2.2. Avaliagoes Quantitativas De Parametros Enzimaticos

2.2.1.Preparo do inéculo de Bacillus velezensis

Para o preparo do inéculo, uma coldnia de Bacillus velezensis (UFPRENII36) foi transferida para a
solucdo contendo 15 mL de meio Alessandrov sem fonte de K liquido em tubo Falcon de 50 mL mantido a
temperatura ambiente em uma incubadora do tipo Shaker a 120 rpm, overnight. Decorrido este tempo, foi
realizada a inoculagéo da bactéria em erlenmeyers de 125 mL contendo 45 mL de meio Alessandrov com

diferentes fontes de K.

2.2.2.Crescimento bacteriano em meio Aleksandrov com adicido de diferentes fontes de potassio
(mineral e solavel)

Erlenmeyers (125 mL) foram preparados com o meio Aleksandrov modificado (item 2.1.2), com
3g.L" das seguintes fontes de K : P6 de rocha (4% K20) (Dacito- Formula Anexo |), Silicato de Potassio
(14,5% de K20) (Férmula SiO2 + K20 - Diatom™), sem fonte de potassio (controle negativo de K) e com
meio mas sem bactéria (controle negativo da bactéria). Foi adicionado do inéculo (item 2.2.1), 1 mL em
cada frasco tampado com trouxinha de algod&o e gases dispostos em um agitador orbital a 120 rpm em
temperatura ambiente. O crescimento bacteriano e os parametros quantitativos foram avaliados no periodo
de 0(1h),3,6,9,15,18 e 20 dias, os tratamentos obedeceram a um delineamento casualizado com 3
repeticdes para cada periodo de avaliagdo. Cada Erlenmeyer foi usado para uma determinagao: producao
de acidos organicos, solubilizagdo de K e curva de crescimento/glicose (poder redutor). Nestas, foram

usadas 3 repeti¢des técnicas, isto €, de cada Erlenmeyer retirou-se 3 amostras para as determinagoes.

2.2.3.Quantificacao da glicose presente no meio de cultura

Foi usado o método indireto de quantificagdo da glicose através da analise do poder redutor de

carboidratos, usando o método de Somogy-Nelson (Somogy, 1945 e Nelson, 1944). As amostras
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previamente obtidas foram descongeladas, com 0,1 mL da amostra sendo transferido para um tubo falcon
(15 mL) onde foi realizada a desproteinizagao e precipitacdo de proteinas. Para cada amostra, foram
usados 3,5 mL de agua destilada, 0,2 mL Hidréxido de Bario (BaOH2) (0,3 ml.OL"") por 5 min e em seguida
foi adicionado 0,2 mL de sulfato de zinco (Zn2S04) a 5%, as solugdes foram agitadas e centrifugadas a
2500 rpm por 10 min. Decorrido este tempo, 0,1 mL do sobrenadante foi acrescido com 0,9 mL de agua
destilada. Nesta solugéo, foi adicionado 0,5 mL do reativo Somogyi, e apos a agitagéo, o tubo falcon foi
colocado em um banho fervente por 10 min que foi resfriado em temperatura ambiente. Em seguida,
acrescentado 0,5 mL do reativo de Nelson e 3mL de agua destilada. As amostras foram em seguida
submetidas a leitura no espectrofotdmetro a 540nm, permitindo a quantificacdo dos teores de agulcares

redutores no meio de cultivo das amostras. Os resultados foram ajustados para a diluigdo de 400x.

2.2.4.Avaliacdo da Producéao de Acidos Organicos

Foi usada a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), que permite identificar e quantificar os
principais acidos excretados pelos isolados (Chen et al., 2022; Etesami et al., 2017). Foram quantificados
0s seguintes acidos no meio de cultura: o acido citrico, DL-malico, latico e acético. As coletas para as
andlises foram feitas apenas nos dias 3, 9 e 20 dias tendo em vista apresentarem os limites minimos de

quantificacdo pelo método de andlise e equipamento.

Os diferentes tratamentos em seus respectivos meios de cultivo (erlenmeyers) foram abertos em
fluxo laminar e o seu conteudo foi vertido em um falcon de 50 mL e submetidas a centrifugagéo (13000
rom, 10 min). O sobrenadande (cerca de 5 mL), foi filtrado em filtro AC (acetato de celulose-0,22 um) e, a
esta solugdo foi acrescido acido fosférico 1:1 (5 uL) para baixar o pH. Apds, as amostras aliquotads
(triplicata) e as mesmas foram acondicionadas em um vail (1,5 mL) para serem lidas no equipamento (20
uL).

Como preparagao do equipamento para as leituras, inicialmente, a fase mével foi estabilizada
utilizando acido fosférico (H;PO,) e agua ultrapura. A solugao foi filtrada e desgaseificada por 45 min em
um banho de ultrassom. Em seguida, foram preparadas solugbes estoque individuais de cada um dos
acidos com concentragdo de 1 g.L™. Para identificar o tempo de retencdo de cada acido organico no

cromatégrafo, foi utilizado um fluxo de 1 mL.min-' em uma coluna C18 com tempo de corrida de 25 min.

2.2.5.Andlises de quantificaciao de K pelo método de espectrofotometria

A quantificagao do K solubilizado por culturas bacterianas sera realizada por meio de um método
espectrofotométrico baseado na precipitacdo do potassio utilizando cobaltonitrito de sdédio. Segundo
protocolo proposto por (Vikram et al., 2014). Primeiramente, foi preparada uma soluc¢ao de cobalto nitrito
de sédio (CoNsNasO12) a 12,5%, seguida de filtragdo. Em paralelo, foi preparada uma solug¢édo padrao de
cloreto de potassio (KCI) com concentragao de 400 ppm, a qual servira como fonte de potassio (curva de

calibragdo). Para a quantificagdo das amostras oriundas dos 4 tratamentos (P6 de rocha, Silicato de K,
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Controle sem fonte de K e controle sem bactéria) foi usada a propor¢ao 1:1 (amostra / CoNeNaszO12). A

reacao foi incubada a 37 °C por 45 min para permitir a completa precipitacdo do complexo potassio-

cobaltonitrito. Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 13.000 rpm por 5 min, permitindo a

separacao do precipitado do sobrenadante. O precipitado foi lavado 2 vezes com agua destilada e uma

vez com etanol absoluto. O etanol foi evaporado em banho fervente até a completa secagem do

precipitado. Em seguida, foi adicionado ao precipitado 1 mL de acido cloridrico concentrado (HCI), com

nova incubagéo a 37 °C por 15 min para o desenvolvimento da coloragao.

A intensidade da cor azul-esverdeada formada, atribuida a formagao de complexos de cobalto em

meio acido, foi medido por espectrofotometria a 623 nm. A concentragdo de K nas amostras foi

determinada com base em uma curva padréo previamente construida com solugdes conhecidas de KCI,

conforme (Gundala et al., 2013).

3. RESULTADOS

3.1. Caracterizagdao molecular

Baseado no sequenciamento do gene 16S ribossomal, 11 isolados (79%) foram classificados como

pertencentes ao filo Bacillota (Bacillus, Brevibacillus e Calidifontibacillus); 2 isolados (14%) pertencem ao

filo Actinomycetota (Microbacterium) e 1 isolado (7%) ao filo Pseudomanodota (Burkholderia cepacea).

Essa anadlise apresentou valores de identidade variando entre 83,18% e 98,60%, sendo o isolado

UFPRBD28 o que apresentou a menor identidade e o isolado UFPRCA10, o maior valor (Tabela 1).

Tabela 1. Classificagao taxonomica provavel de isolados usados neste trabalho

Isolado Nome cientifico E-value Ide';gg;ade Tamanho g(:\sesb(;::
UFPRBD20 Microbacterium mangrovi 0.0 93,67 1463 NR_026468.1
UFPRBD22 Brevibacillus laterosporus 0 93,09 1486 NR_112212.1
UFPRBD28 eg’t”ecr; "rgfg‘zgzg 6,00E76 83,18 1463 NR_026468.1
UFPRCAO03 Bacillus licheniformis 0 95,28 1545 NR_118996.1
UFPRCAO05 Bacillus subtilis 0 93,19 1550 NR_102783.2
UFPRCAO08 Bacillus haynesii 1,00E-149 98,05 1508 NR_157609.1
UFPRCA10 Bacillus subtilis 1,00E-17® 98,60 1550 NR_112116.2
UFPRCA12 Bacillus velezensis 0 90,50 1550 NR_075005.2
UFPRCA48 Burkholderia cepacia 0 94,16 1458 NR_113645.1

UFPRCA125 Brevibacillus composti 0 89,47 1525 NR_181713.1
UFPRCA131 Bacillus velezensis 0 86,75 1550 NR_075005.2
UFPRENII36 Bacillus velezensis 2,00E"62 98,47 1550 NR_075005.2
UFPRENII105 Bacillus velezensis 0 91,95 1445 NR_116240.1
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UFPRENII135 Calidifontibacillus 0 94,23 1401 NR_180225.1
erzurumensis -

Tamanho: tamanho da sequéncia em pb. E-Value: probabilidade de se encontrar aleatoriamente o mesmo alinhamento
entre duas sequéncias. ldentidade: porcentagem de identidade entre a sequéncia do isolado e o organismo
relacionado. Acesso no GenBank: nimero de acesso da sequéncia do organismo relacionado.

Os resultados filogenéticos demonstram grupos monofiléticos (Brevibacillus e Microbacterium) e
grupo polifilético para o género Bacillus, apontando para uma maior diversidade genética deste ultimo

grupo, embora alguns isolados foram classificados como de mesma espécie (Figura 1).

Burkholderia cepacia (UFPRCA 48)
—— Microbacterium mangrovi (UFPRBD 20)
100 L———  Microbacterium esteraromaticum (UFPRBD 28)
—— Brevibacillus laterosporus (UFPRBD 22)
100 9 L— Brevibacillus composti (UFPRCA 125)
—— Calidifontibacillus erzurumensis (UFPRENII 135)
_51—: Bacillus velezensis (UFPRENII 36)
Bacillus velezensis (UFPRENII 105)
— — Bacillus velezensis (UFPRCA 12)
5 L——— Bacillus subtilis (UFPRCA 05)
Bacillus velezensis (UFPRCA 131)
. —— Bacillus subtilis (UFPRCA 10)
Lx Bacillus licheniformis (UFPRCA 03)
L Bacillus haynesii (UFPRCA 08)
Pseudomonas aeruginosa (OUT)

Figura 1. Dendograma de similaridade dos isolados usados neste trabalho pertencentes as
colegdes de bactérias endofiticas (UFPREN), cama de aviario (UFPRCA) e biodigestor (UFPRBD)
do Labiogen. Os nimeros em cada forquilha representam os valores de Boostrap.

Diante dos resultados obtidos, foram escolhidos para a caracterizagdo enzimatica, apenas 4
isolados, tendo em vista o potencial enzimético do género Bacillus (isolados UFPRCAOQ8, UFPRENII36 e
UFPRENII105) e Brevibacillus (isolado UFPRBD22) (Herrmann et al., 2024, Panda et al., 2014).

3.2. Avaliagao da capacidade enzimatica por métodos qualitativos

Os isolados avaliados tiveram performances distintas quanto a capacidade enzimatica (Figura 2). Os
isolados do género Bacillus (velezensis e haynessi) foram as que apresentaram maiores capacidades de
solubilizagéo para a produgéo de diferentes enzimas como a protease (8,49 - 10,37), amilase (1,97 - 3,29),
caseinase (2,01 - 2,72), celulase (2,02 - 2,67) e lipase (0 - 4,38). Também foi o género que apresentou
maior capacidade de solubilizagcdo de K oriundo de p6é de rocha (11,45 - 12,43). Apenas o isolado
UFPRENII36 foi o que apresentou uma forte solubiliza¢do de K provido do silicato de potassio (4,22 £ 2,0).
O isolado UFPRBD22 (Brevibacillus laterosporus) apresentou apenas a capacidade de solubilizar

proteinas (7,2 + 2,82) e solubilizagdo de K na forma de pé de rocha (6,43 + 1,0), 50% menor que a
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capacidade apresentada pelo género Bacillus. Nenhum dos isolados apresentou capacidade de

solubilizacdo de Fdésforo.

No conjunto de dados obtidos destaca-se o isolado UFPRENII36 ( Bacillus velezensis) que
apresentou os melhores indices de solubilizagdo de K nas 2 formas usadas (P6 de rocha e silicato de
potassio): IE de 11,45 e 4,22, respectivamente. Por isso, esta espécie/isolado foi usada nos ensaios para

caracterizagao quantitativa do modo de solubilizagao deste mineral.

IE (cm)
O N3
N
‘\‘b
& & & o o@o 'b‘?\
o"e’# .\\‘b‘? &6\0 \'b" ,,0 bb Q\O
& & 1%

& « & & Q
B. velezensis
(UFPRENII36)

B. velezensis
(UFPRENI1I105)

B.haynensis
(UFPRCA08)

B. laterosporus
(UFPRBS22)

Aspecto visual do
indice enzimdtico

Figura 2. Atividade enzimatica, capacidade de solubilizagdo de K em duas formas :P6 de Rocha e
Silicato de Potassio e aspecto visual das Placas de Petri demostrando os halos de solubilizagao.
Escala do Heatmap: A cor azuil demonstra baixo poder de solubilizagao e cor vermelha escura, alto poder de
solubilizag&o. ( n=12)

3.3. Avaliag¢6es Quantitativas De Parametros Enzimaticos

3.3.1.Curva de crescimento e poder redutor

No ensaio realizado para se determinar o potencial de solubilizagdo de K pelo isolado
UFPRENII36, primeiramente foi a construgdo da curva de crescimento da bactéria em um periodo de 20
dias em meio contendo formas complexada de K (P6 de rocha) e livre (silicato de Potassio) para verificar

a fase log de crescimento da espécie Bacillus velezensis. Na figura 3, estao demonstrados os resultados
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obtidos nos diferentes periodos e fontes de K avaliados. Observou-se que houve o crescimento bacteriano
até os 20 dias de avaliagao e foi considerado para comparagao apenas o controle sem fonte de K. A forma
livre de K (Silicato de K) no meio de cultivo gerou os menores indices de crescimento (4,5 a 5,5 log UFC).
Com p po de rocha (forma complexada) apresentou as maiores UFC (6log UFC) até o 15° dia e o controle
(meio sem forma disponivel de K- meio Alessandrov) apresentou crescimento bacteriano intermediario
(5log UFC) aumentando até o 20° dia (6,5 logUFC). Interessante observar que apds o 18° dias, todos os

tratamentos observaram um crescimento positivo até o 20° dia.

Em termos de UFC.mL-", os valores de controle variaram de 1,27.105(dia 0) e finalizou em 3,78.108
no 20° dia. Quando a fonte suplementar de K foi o pé de rocha, a curva de crescimento iniciou em 1,87.10°
UFC.mL-" e finalizou aos 20° dias com 1,76.108 UFC.mL-'. A partir do 10° dia, a populagéo cresceu 10x
(105 para 108). O silicato de K no meio de cultura promoveu um crescimento médio constante (inicio da
inoculagdo com 4.10* UFC.mL"" e aos 20° dias com 6,8.105 UFC.mL-") sendo que foi somente depois do

12" dia que a populagéo cresceu 10x (10° passando a ser 106).

Os dados obtidos para a redugao de agucares (presenga de glicose) demonstram que o0 meio, nos
diferentes tratamentos, nao esteve exaurido de fontes de glicose (o crescimento bacteriano apresentou no
inicio da inoculagdo, no tratamento controle, 4 mg.mL' e aos 20 dias com valores 3,45 mg.mL'. Os
tratamentos com fonte complexada de K (P6 de rocha): apresentaram variagédo de 5,1 a 5,79 mg.mL" e
silicato de K de 3,6 a 4,42 mg.mL"" para 0 a 20° dias de avaliagdo, respectivamente. Interessante notar
que o meio contendo Pé de rocha apresentou um pico (16 mg.mL-') aos 9 dias do periodo de crescimento,
no entanto, n&o foi observada nenhum efeito sobre o crescimento ou fonte de glicose para as bactérias

(figura 4).
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B P6 de rocha (UFC/mL) 1.87E+05 1.45E+06 5.67E+05 1.03E+06 1.33E+06 2.43E+05 1.76E+06
I Controle (UFC/mL) 1.27E+05 8.33E+04 2.93E+05 1.67E+05 1.45E+06 4.50E+05 3.78E+06

Silicato (UFC/mL) 4.00E+04 3.67E+04 2.33E+04 5.67E+04 8.00E+04 2.00E+04 6.80E+05
—8—P6 de rocha (Log) 5.27 6.16 5.75 6.01 6.12 5.38 6.24
—e—Controle (Log) 5.09 4.92 5.47 5.21 6.16 5.65 6.58

Silicato (Log) 4.58 4.56 4.36 4.74 4.90 4.26 5.83

Dias

Figura 3. Crescimento bacteriano (Bacillus velezensis) nos diferentes periodos de avaliagao e diferentes fontes de K aplicadas. Letras
diferentes diferem estatisticamente nos diferentes periodos avaliados dentro da mesma fonte de K. (N= 3).



19

18
—o—P6 de rocha —e—Controle Silicato
= 16 c
=
o 14
E
P 12
4
0 10
o
@ 8
E c ab ? cd c
& 6 ab P 1 ab ab ab/M
c 4 ;\ :
w 4
e
o 2
o
0
0 3 6 9 15 18 20
Dias

Figura 4. Quantificagao do Poder Redutor ( Presenc¢a de Glicose) no meio de cultivo bacterianos
com diferentes fontes de K. Letras diferentes diferem estatisticamente nos diferentes periodos avaliados dentro
da mesma fonte de K. (N= 3).

3.4. Avaliagao da producao de diferentes acidos solubilizadores pela Bacillus velezensis

Foram avaliados a produgéo de 4 acidos: Latico, Acético, Citrico e DL-malico. A presenga de fontes
de K diminuiu a produgéo de acido latico nos diferentes periodos avaliados (Figura 5A) e o controle sem
fonte de K mas com a presenga da bactéria foi o tratamento com os maiores indices de produgéo,
comprovando que nao é o biossintese de acido latico, a principal via de solubilizagdo por esta espécie

bacteriana.

As fontes de K apresentaram diferencas significativas na produgao de acido citrico nos diferentes
periodos avaliados (Figura 5B). O p6 de rocha, contendo K mineral foi a que promoveu as maiores
concentragdes de acido citrico (0,7 ug.mL' aos 20 dias de crescimento). O silicato de K (fonte mais soltvel
de K) promoveu acréscimos menores na concentragédo de acido citrico, porém maiores que o controle sem
fonte de K e com a presenga de bactérias. A produgdo de acido DL-malico apresentou picos (0,12 ug.mL-
) de concentragdo no 18° dia, mas os valores foram maiores que os demais tratamentos também aos 3,
6, e 20 dias de crescimento quando a fonte de K foi 0 pd de rocha. A presenga de silicato de K diminuiu a
producéo deste acido na maioria dos periodos avaliados, sendo menores que o controle (sem fonte de K,
mas com a inoculagdo da bactéria) como visto nos periodos de 6 e 15 dias de crescimento bacteriano
(Figura 5C). De modo similar ao acido latico, a produgao de acido acético pela B. velezensis parece ter

sido prejudicada pela presenga de fonte insoluvel de K, principalmente nos 3° e 6° dias de avaliagdo. A
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presenca de silicato de K ou s6 da bactéria promoveram os maiores incrementos na concentragao deste
acido (6°, 18° e 20° dias de avaliagdo) porém os valores de concentragdo variaram de 0 — 0,06 ug.mL""
(Figura 5D).
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Figura 5. Concentracio de acidos organicos no meio de cultivo pela presenca de diferentes fontes de K e inoculagao com B. velezensis.
A. Produgdo de Acido Latico B. Produgdo de Acido Citrico C- Produgéo de Acido Malico e D. Produgéo de Acido Acético. ( n=3).
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3.5. Avaliagao da concentragcao de K no meio de cultivo com Bacillus velezensis

A concentragdo de K quando a fonte -P6 de Rocha foi usada, decresceu & medida do tempo de
avaliacdo. Os dados do controle (sem bactéria, mas com mineral), mostram que no inicio (tempo 0) a
concentragao de K disponivel era 0. Os valores de K aumentaram com a presencga da bactéria, alcangcando

os maiores valores (4,3 - 5,8 ppm) no maior tempo de avaliagao (tabela 2).

Quando a fonte adicionada foi o silicato de K, os valores permaneceram similares, variando de 159 a
184 ppm, alcangado no ultimo dia de avaliagido. Estes resultados apontam para a pronta disponibilidade
de K.

Como era esperado, os controles (sem bactéria e sem fonte de K), ndo apresentaram a presenca de
K no meio de cultivo, demonstrando a importancia da B velezensis no processo de solubilizagao de K a

partir de fonte ndo disponibilizada.

Tabela 2. Resultados da quantificagdao da concentragcao de K no meio de cultivo com
diferentes fontes de K e em diferentes periodos de cultivo bacteriano

Perio_do de . - . Controle P6 de rocha
creig;;nstinto P6 de Rocha Silicato de Potassio (sem Fonte) (sem bactéria)
Concentragdo de K ( ppm)

0 0,0 £ 0,000 e 166,9 + 13,34 ab 0,0 £ 0,00 0,0 £ 0,00
3 29+0,41cd 182,8 £3,20 a 0,0 £ 0,00 0,0 £ 0,00
6 0,0+0,00e 173,9+ 13,33 ab 0,0 £ 0,00 0,0 £ 0,00
9 1,7+ 0,84 cde 159,1+ 12,14 b 0,0 £ 0,00 0,0 £ 0,00
15 0,5+0,27 de 178,5 + 3,69 ab 0,0 £ 0,00 0,0 £ 0,00
18 58+2,22 a 179,2 + 3,69 ab 0,0 £ 0,00 0,0 £ 0,00
20 4,3+1,52 bc 184,0£2,89 a 0,0 £ 0,00 0,0 £ 0,00

ppm = parte por milhdo.
4. DISCUSSAO

A bioprospecgéo, ou a identificagdo, avaliacao e exploragao sistematicas da diversidade microbiana
tem se tornado pratica fundamental para o desenvolvimento da biotecnologia e criagdo de novos produtos.
Os microrganismos (especialmente bactérias e fungos) podem ser utilizadas no desenvolvimento de novos
antibiéticos, enzimas, fontes de alimentos e fontes de energia, todos de interesse industrial principalmente
nas areas agricola, nutracéutica, farmacéutica, biomédica e bioenergética com o desenvolvimento de

abordagens mais sustentaveis(Aware e Jadhav, 2022, Diaz-Rodriguez et al., 2024).
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O primeiro passo € o isolamento e screening da capacidade enzimatica e solubilizadora
principalmente para bactérias com potencial para compor bioinoculantes agricolas. Dos 14 isolados
previamente escolhidos para este trabalho, foram usados apenas 4 para as analises qualitativas de
producé@o de enzimas hidroliticas de diferentes substratos. Isto se deve ao fato de que 79% dos isolados
pertenciam ao género Bacillus (Figura 1/Tabela1), género conhecido por sua capacidade hidrolisadora
(Ren et al., 2022).

A analise de enzimas hidroliticas serve para caracterizar a versatilidade metabdlica dos
microrganismos. As enzimas como amilase, celulase, protease, caseinase e lipase estdo envolvidas na
degradagdo de compostos organicos fibrosos complexos do solo, contribuindo para a ciclagem de
nutrientes e promogéo do crescimento vegetal(Jussara et al., 2006) além de poder controlar patégenos
aumentando a sanidade vegetal. Quanto maior a capacidade hidrolitica de uma espécie bacteriana, maior
sera a sua importancia no reaproveitamento de recursos naturais como biofertilizantes agricolas (cama de

aviario, torta vegetal, insumos organicos, chorume, etc) (Luo et al., 2017, Wilkerson e Olapade, 2020).

Os resultados obtidos demonstram uma maior capacidade enzimatica do género Bacillus em relagéo
a Brevibacillus laterosporus. O género Bacillus é conhecido como de grande potencial hidrolitico (Barros
et al., 2013, Srivastava et al., 2023). Embora B. laterosporus nao tenha apresentado atividade para a
maioria das enzimas avaliadas em nosso estudo, foi relatado na literatura a atividade deste género para
caseinase e a-amilase (Battisti et al., 2024, Yao et al., 2022). Notavelmente, isolados do mesmo género
nem sempre apresentaram os mesmos perfis enzimaticos (Figura 1) como é o caso das duas estirpes
B.velezensis, principalmente para a lipase. Essa variagcado pode ser devida ao ganho ou perda de genes
via transferéncia horizontal de genes, o que supostamente contribui para a plasticidade do genoma
bacteriano (Lee et al., 2022).

Uma ampla gama de microrganismos rizosféricos é relatada como os solubilizadores de K, incluindo
bactérias do género Burkholderia (Fei et al., 2008), Pseudomonas (Uroz et al., 2007), Bacillus, outros filos
de bactérias, como Actinobactérias, e alguns fungos como Aspergillus sp. (Meena et al., 2016). Na
solubilizagdo e mineralizagédo de nutrientes essenciais para as plantas, as bactérias solubilizadoras de K
(BSP) possuem como principal mecanismo de solubilizagéo, a acidificacdo do pH do solo, principalmente
pela produgéo de acidos organicos, produtos da respiragéo celular e da via glicolitica (Alves et al., 2021,
Etesami et al., 2017, T. Nikitha et al., 2017, Yaghoubi Khanghahi et al., 2018). Além do mecanismo de
acidificagéo do solo, os acidos organicos produzido pela BSP podem liberar ions K do mineral por quelagao

(formagdo do complexo) Si#*, lons Al**, Fe2* e Ca2* associados aos minerais (Meena et al., 2016).

Bacillus velezensis é uma bactéria aerdbica, gram-positiva, formadora de esporos (Rabbee et al.,
2019). Na literatura, diversos autores relataram o potencial enzimatico, solubilizador e promotor de

crescimento vegetal da espécie Bacillus velezensis. (Srivastava et al., 2023) demonstraram a capacidade
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desta espécie em hidrolizar polissacarideos pela oxidagdo aumentando a disponibilidade de nutrientes
para as plantas. A andlise genémica revelou que B. velezensis possui grupos de genes especificos em
diferentes estirpes, relacionados a biossintese de metabdlitos secundarios, que desempenham papéis
significativos tanto na supressao de patdégenos quanto na promogéo do crescimento vegetal (Ercole et al.,
2024, Su et al., 2024). Mais especificamente, B. velezensis exibe alta capacidade genética para sintetizar
lipopeptideos ciclicos (por exemplo, surfactina, bacilomicina-D, fenicicina e bacilibactina) e policetideos
(por exemplo, macrolactina, bacileno e difficidina) responsaveis pelo controle de patégenos (Rabbee et al.,
2019) e solubilizagao de P (Mosela et al., 2022). Embora nas avaliagbes realizadas neste trabalho, nenhum
isolado apresentou solubilizagao de P, todavia os resultados apontam para uma média a alta capacidade

de solubilizagdo de K pelos isolados da espécie Bacillus velezensis (Wita et al., 2025).

Os resultados da curva de crescimento e concentracdo de glicose demonstram um crescimento
bacteriano vigoroso até 20° dia de avaliagao, o que permite concluir que o meio ndo estava exaurido em
relagdo a fonte energética. A populagéo bacteriana de B. velezensis apresentou um pico de crescimento
aos 15 dias e aos 20 dias, independente da fonte de K usada. Quando no meio de cultivo foi usado o
silicato de K., a populagéo bacteriana apresentou uma diminuicdo de 10x (104 UFC.mL') em relagéo ao
controle e ao p6 de rocha. Como possivel explicagdo para este fendbmeno seria a presenga de outros
compostos na formulagéo do silicato que seriam toxicos as bactérias, porém, estudos posteriores deverao

ser conduzidos para comprovagao.

Na literatura diversos autores relataram uma grande variedade de acidos organicos produzidos
pelas bactérias solubilizadoras liberando o K dos minerais onde o K esta complexado numa forma
indisponivel a solugdo do solo Entre os acidos citados estao: oxalico, tartarico, gluconico, 2-cetogluconico,
citrico, malico, succinico, latico, propidnico, glicélico, malbnico, fumarico (Ahmad et al., 2016, Etesami et
al., 2017, Gundala et al., 2013). O papel do acido seria de acidificagdo do meio, com a liberagdo de prétons
(H*), que diminuiriam o pH do ambiente ao redor dos minerais, desestabilizando a estrutura cristalina dos
minerais que contém K, facilitando a liberagdo do ion K* para a solugdo do solo. Outro mecanismo, seria
a quelatacéo de cations onde alguns acidos organicos formam complexos com ions metalicos (como Fe3*,
A" e Ca?") que estao associados aos minerais, 0 que romperia as ligagdes entre o potassio e os minerais,

promovendo a sua liberagédo (Babar et al., 2024, Olaniyan et al., 2022).

Neste trabalho foram avaliados apenas a presencga de 4 acidos: citrico, acético, latico e malico.
Como resultados obtidos, foi observado que o acido com as maiores concentragdes foi o acido citrico
sendo acumulado com o maior tempo de cultivo bacteriano. A fonte de K também influenciou com os
maiores incrementos na presenca de fonte insoluvel de K (p6 de rocha). Por outro lado, a presenga de
silicato de K ( fonte soluivel) promoveu os maiores incrementos na concentracao deste acido acético apesar

de serem aproximadamente 10x menores (0,06 ug.mL-") que a concentragéo de acido citrico (0,7 ug.mL-
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") (Figura 5). (C. Zhang & Kong, 2014) afirmam que a producdo de acido acético, seria relevante para a

solubilizagdo de minerais e regulagao do pH no ambiente ao redor das raizes.

(Pereira et al., 2019) observaram que a presenca de acido citrico conseguiu extrair 2.3 % da
concentragao total de K na forma mineral (rocha do tipo Glauconita) se tornando uma forma disponivel de
K de longa duragao nos solos. A presenga de acido citrico ( 2%) promoveu as maiores concentragbes de
K solubilizado na rocha sienito nefelinico (também nefelina sienito), rocha da classe dos feldspatos (rica

em K complexado) (Pessoa et al., 2015).

Os dados obtidos nesse experimento para fonte soltvel (silicato de K) variaram de 159 a 184 ppm.
Embora, ndo seja possivel a comparagao pela fonte de K ser aluminosilicato de K, os valores foram muito
maiores do que os obtidos por (Vikram et al., 2014). Estes autores avaliaram diferentes espécies de
Bacillus e relataram valores de K solubilizado pelo método de cobaltonitrito variando entre 42,4 a 77,4 ppm

de K (Bacillus firmus e cereus, respectivamente) tendo como concentragéo da fonte disponivel de K, 2 g.L-
1

Os dados obtidos para a concentragao de K no meio de cultivo ( Tabela 2) em conjunto com os
dados da producgdo de acidos organicos pela espécie B.velezensis, demonstram claramente que esta
espécie tem uma grande capacidade de solubilizar K de fontes complexadas como o P6 de Rocha. Este
dado corrobora os resultados encontrados método qualitativo de plaqueamento (Figura 2). O provavel
mecanismo de solubilizag&o seria a acidificagdo do meio pela produgéo de acidos organicos em especial
o Acido Citrico e o Malico. Outro ponto é que a solubilizag&o ocorreu ao longo do periodo avaliado, onde

0s maiores niveis foram obtidos a partir do 18° dia de avaliagao.

5. CONCLUSOES

Como conclusbées foi observado que o género Bacillus apresenta um agrupamento polifilético,
indicando uma variabilidade gendmica entre os isolados selecionados neste trabalho. Entre os isolados
testados, os pertencentes ao género Bacillus, especialmente B. velezensis, apresentaram 0s maiores
indices de atividade enzimatica para amilase, protease, caseinase, celulase e lipase, além da maior
capacidade de solubilizagdo de K em p6 de rocha e silicato de K. A principal via observada para a
solubilizacdo de K foi a producdo de acidos organicos, especialmente acido citrico e DL-malico, com
destaque para o papel do acido citrico na liberagdo de K a partir da fonte insoltuvel (pé de rocha).
Comprovando o mecanismo de acidificagdo como o proeminente usado pela B. velezensis. A produgéo de
acido latico e acético foi menos relevante nesse processo. A fonte de potassio afetou tanto o crescimento
bacteriano quanto a producgédo de acidos. O pé de rocha (fonte complexada) promoveu maior liberagédo de
K (5,83 ppm) aos 18 dias, enquanto o silicato de K resultou em concentragdes bem maiores (184 ppm).

Os resultados indicam que B. velezensis (UFPRENII36) possui potencial para uso como bioinoculante
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agricola, especialmente em estratégias de aproveitamento de fontes minerais naturais de K, contribuindo

para praticas mais sustentaveis e redugao do uso de fertilizantes quimicos convencionais.
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ANEXO 1
Composig¢ao quimica, por espectrometria de fluorescéncia de raios X e analises de
tamanho de particulas por peneiramento do p6 de rocha usado no experimento.

Oxidos P6 de rocha
SiO2 (%) 67,86
AL20 (%) 12,83
Fe20 (%) 6,41
CaO (%) 3,17
MgO (%) 0,81
K20 (%) 4,23
Naz0 (%) 2,71
TiO (%) 0,86
MnO (%) 0,11
P205 (%) 0,22
LOI (%) 0,56
Soma 99,76
Abertura Contém (%)
2,00 0,0
0,85 22,6
0,30 45,6

<0,30 31,8




