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RESUMO 

 

Fósforo (P) é um dos elementos essenciais ao crescimento e desenvolvimento das plantas 

representando cerca de 0,2% do peso seco. No entanto, o fósforo não é encontrado na 

natureza na forma livre, é instavel como gás devido à sua reatividade e é um elemento 

essencial à vida. Nos solos, o fósforo está presente em diferentes formas: solúvel, mineral, 

adsorvido e orgânico. Micro-organismos solubilizadores de fósforo têm a capacidade de 

converter compostos de fósforo insolúveis em fosfatos disponíveis, que aumentam a 

disponibilidade de nutrientes para as plantas. Vários gêneros bacterianos são conhecidos 

por serem solubilizadores de fosfato com potencial para substituir fertilizantes químicos 

convencionais na agricultura. Dentre elas, as actinobactérias têm sido extensivamente 

estudadas como solubilizadoras de P ou como mineralizadoras. Ensaios qualitativos e 

quantitativos foram conduzidos nos meios de cultura NBRIP e VERMA, com e sem adição 

de pó de rocha. Os ensaios quantitativos envolveram o crescimento de actinobactérias em 

meio líquido, com medições de pH realizadas ao final do experimento. O meio VERMA 

mostrou-se o mais eficaz para a solubilização de fósforo, o isolado B10 destacou-se com o 

maior valor registrado entre todos os meios e isolados (933,90 μg/mL). C8 e C5 apresentaram 

altos níveis de solubilização (466,02 μg/mL e 392,32 μg/mL, respectivamente). O isolado J1 

teve solubilização baixa (44,70 μg/mL), indicando variabilidade de desempenho dependendo 

do meio utilizado, enquanto a adição do remineralizador BTGRAN aos meios NBRIP e 

VERMA resultou em redução da solubilização. NBRIP+BTGRAM, o C5 registrou a maior 

solubilização (166,25 μg/mL). O isolado B10 (63,86 μg/mL), o isolado J1 teve o menor valor 

(31,98 μg/mL). No meio VERMA+BTGRAM, o isolado B10 manteve o maior valor (94,00 

μg/mL) entre eles. No entanto, C5 e C8 apresentaram quedas drásticas para (12,97 μg/mL) e 

(3,67 μg/mL), respectivamente, enquanto J1 atingiu (48,91 μg/mL). Na análise qualitativa da 

solubilização de fosfato, observou-se que os isolados de actinobactérias não apresentaram 

eficiência significativa em meio sólido NBRIP ou NBRIP suplementado com o 

remineralizador BTGRAN. Isso sugere que a escolha do meio de cultivo e a presença de 

aditivos podem influenciar significativamente na eficácia das actinobactérias na 

solubilização de fósforo.  

 

Palavras-chave: Biodisponibilidade; ácidos orgânicos; microbioma do solo; agricultura 

sustentável; inoculantes microbianos. 

 



 
 

ABSTRACT 

Phosphorus (P) is one of the essential elements for the growth and development of plants, 

representing about 0.2% of dry weight. However, phosphorus is not found in nature in its 

free form, it is unstable as a gas due to its reactivity and is an essential element for life. In 

soils, phosphorus is present in different forms: soluble, mineral, adsorbed, and organic. 

Phosphorus-solubilizing microorganisms have the ability to convert insoluble phosphorus 

compounds into available phosphates, which increase nutrient availability for plants, and 

several bacterial genera are known for being phosphate solubilizers with the potential to 

replace conventional chemical fertilizers in agriculture. Among them, actinobacteria have 

been extensively studied as P solubilizers or as mineralizers. Qualitative and quantitative 

assays were conducted in NBRIP and VERMA culture media, with and without the addition 

of rock dust. The quantitative assays involved the growth of actinobacteria in liquid medium, 

with pH measurements taken at the end of the experiment. The VERMA medium proved to 

be the most effective for phosphorus solubilization, with isolate B10 standing out with the 

highest recorded value among all media and isolates (933.90 μg/mL). C8 and C5 showed 

high solubilization levels (466.02 μg/mL and 392.32 μg/mL, respectively). Isolate J1 had low 

solubilization (44.70 μg/mL), indicating performance variability depending on the medium 

used, while the addition of the remineralizer BTGRAN to the NBRIP and VERMA media 

resulted in reduced solubilization. In NBRIP+BTGRAN, C5 recorded the highest 

solubilization (166.25 μg/mL). Isolate B10 (63.86 μg/mL), isolate J1 had the lowest value 

(31.98 μg/mL). In the VERMA+BTGRAN medium, isolate B10 maintained the highest value 

(94.00 μg/mL) among them. However, C5 and C8 showed drastic drops to (12.97 μg/mL) 

and (3.67 μg/mL), respectively, while J1 reached (48.91 μg/mL). In the qualitative analysis 

of phosphate solubilization, it was observed that the actinobacterial isolates did not show 

significant efficiency in solid NBRIP medium or NBRIP supplemented with the 

remineralizer BTGRAN. This suggests that the choice of culture medium and the presence 

of additives can significantly influence the effectiveness of actinobacteria in phosphorus 

solubilization. 

 

 

Keywords: Bioavailability; organic acids; soil microbiome; sustainable agriculture; 

microbial inoculants
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1 INTRODUÇÃO  

fósforo (P) é um dos elementos essenciais ao crescimento e desenvolvimento das 

plantas representando cerca de 0,2% do peso seco. O fósforo elementar é essencial na 

constituição dos componentes vitais da célula, a exemplo das membranas celulares 

fosfolipídicas, da ferramenta de transferência energética intracelular que é a ATP, e do DNA e 

RNA pela ligação de fosfodiéster entre nucleotídeos. No entanto, o fósforo não é encontrado 

na natureza na forma livre, é instavel como gás devido à sua reatividade e é um elemento 

essencial à vida. 

Nos solos, o fósforo está presente em diferentes formas: solúvel, mineral, adsorvido e 

orgânico. A fração solúvel representa uma porcentagem muito baixa do P total, mas é a 

única forma (íons ortofosfato livres PO4
3) que plantas e culturas podem usar para o crescimento. 

O P inorgânico está presente em solos agrícolas, principalmente como complexos 

minerais insolúveis, alguns dos quais surgem após a aplicação frequente de fertilizantes 

químicos. Essas formas insolúveis precipitadas não podem ser utilizadas pelas plantas. A 

matéria orgânica também é um importante reservatório de P imobilizado, representando 20 a 

80% do P nos solos (Solans et al., 2019). 

A alta solubilidade dos fertilizantes frequentemente leva a impactos ambientais, 

resultando na eutrofização de massas de água nas áreas próximas de zonas agrícolas (Klaic 

et al., 2018). As principais consequências da eutrofização, são alteração de sabor e odor na água 

e a possibilidade de inviabilização de seu uso em função da presença de cianotoxinas 

(Sasabuchi et al., 2023). 

O uso direto de rocha fosfática moída é uma alternativa atrativa para fertilização, 

uma vez que a ausência de tratamento químico prévio resulta em impactos ambientais 

reduzidos e custos mais baixos, com a vantagem adicional de que a menor solubilidade da RP 

permite maior controle da liberação de fosfato (Klaic et al., 2018).  

Vários micro-organismos quando associados à plantas podem promover o seu 

crescimento e proporcionar uma série de outros benefícios no seu desenvolvimento sendo 

denominados micro-organismos promotores do crescimento vegetal. 

Micro-organismos solubilizadores de fósforo têm a capacidade de converter compostos 

de fósforo insolúveis em fosfatos disponíveis, que aumentam a disponibilidade de nutrientes 

para as plantas, e vários gêneros bacterianos são conhecidos por serem solubilizadores de 

fosfato com potencial para substituir fertilizantes químicos convencionais na agricultura 

comercial (Alori; Glick; Babalola, 2017; Dash; Dangar, 2017). Dentre elas, as actinobactérias 

têm sidoextensivamente estudadas como solubilizadoras de P ou como mineralizadoras 

(Jog et al., 2014; Saif et al., 2014; Solans et al., 2019). 

Os micro-organismos solubilizadores de fosfato possuem diversos mecanismos para 

aumentar a disponibilidade desse elemento no solo. Os principais papéis dos microrganis- 



 

mos na solubilização de P incluem a liberação de enzimas extracelulares (mineralização 

bioquímica), a liberação de P durante a degradação do substrato (mineralização biológica) e 

a secreção de complexos ou compostos dissolventes de minerais (sideróforos, prótons, íons 

hidroxila, ácidos orgânicos) (Sharma et al., 2015; Silva et al., 2023). 

A capacidade de solubilização de P dos actinomicetos tem atraído interesse nos 

últimos anos, pois esse grupo de organismos do solo não só é capaz de sobreviver em 

ambientes extremos ( seca, incêndio), mas também possui outros benefícios potenciais (por 

exemplo, produção de antibióticos e compostos semelhantes a fitohormônios) que podem 

beneficiar simultaneamente o crescimento das plantas (Sharma et al., 2015). Aproximada- 

mente 20% dos actinomicetos podem solubilizar P. 

Vários autores tem relatado a solubilização de fosfato por actinobactérias isolados 

em diferentes ambientes, como solos de mineração (Hamdali et al., 2010; Biglari; Hassan; 

Amini, 2016; Nafis et al., 2019; Syiemiong; Jha, 2019); solo florestal (Balakrishna, 2012), 

solo rizosférico (Anwar; Ali; Sajid, 2016; Vasconcellos et al., 2010) e ambientes marinhos 

(Dastager; Damare, 2013). 

 

 

 

 

  



 

 2 REVISÃO DA LITERATURA 

 
2.1 Fósforo 

 
O fósforo (P) é um dos elementos essenciais ao crescimento e desenvolvimento das 

plantas representando cerca de 0,2% do peso seco. O fósforo elementar é essencial na 

constituição dos componentes vitais da célula, a exemplo das membranas celulares 

fosfolipídicas, da ferramenta de transferência energética intracelular que é a ATP, e do DNA e 

RNA pela ligação de fosfodiéster entre nucleotídeos. 

O fósforo não é encontrado na natureza na forma livre, é instavel como gás devido à sua 

reatividade e é um elemento essencial à vida. Na atmosfera, ele é detectado somente 

adsorvido em partículas de matéria, com remoção rápida por processos de precipitação, de 

maneira que sua existência nesse meio é diminuta e não relevante enquanto via de transporte 

(Sasabuchi et al., 2023). A transferência física do elemento entre ecossistemas é reduzida, em 

contraste aos ciclos do carbono e do nitrogênio, que são auxiliados fortemente pela biota 

(Sasabuchi et al., 2023). 

Nos solos, o fósforo está presente em diferentes formas: solúvel, mineral, adsorvido e 

orgânico. A fração solúvel representa uma porcentagem muito baixa do P total, mas é a 

única forma (íons ortofosfato livres PO4
3) que plantas e culturas podem usar para o crescimento. 

O P insolúvel, que consiste em P orgânico e mineral, é, em vez disso, a forma dominante de P 

nos solos: a dominância de fosfatos de alumínio/ferro e formas de fosfato de cálcio limita sua 

solubilidade em solos ácidos e alcalinos, respectivamente. As formas de fosfato excretadas por 

organismos vivos são liberadas nos solos como fosfatos orgânicos (Daneshgar et al., 2018). 

O P inorgânico está presente em solos agrícolas, principalmente como complexos 

minerais insolúveis, alguns dos quais surgem após a aplicação frequente de fertilizantes 

químicos. Essas formas insolúveis precipitadas não podem ser utilizadas pelas plantas. A 

matéria orgânica também é um importante reservatório de P imobilizado, representando 20 a 

80% do P nos solos (Solans et al., 2019). 

Apenas 0,1% do P total existe na forma solúvel, disponível para absorção pelas 

plantas. Os microrganismos do solo estão envolvidos em diversos processos que afetam a 

transformação do fosfato e, portanto, influenciam a disponibilidade de fosfato para as 

plantas (Solans et al., 2019). 

O P orgânico, menos biodisponível nos solos, é identificado por grupos de orto- fosfato 

ligados a moléculas orgânicas, muitos oriundos da matéria orgânica, podendo ser parcialmente 

solubilizado por micro-organismos no decorrer do processo de mineralização (Pantano et al., 

2016) Ao passo que, na forma adsorvida possui os íons de ortofosfato fixados em partículas 



 

como os óxi-hidróxidos de ferro, Em relação ao fósforo mineral, a maioria está presente em 

rochas do tipo sedimentar(Daneshgar et al., 2018). 

 Os solos tropicais, geralmente apresentam baixa disponibilidade do elemento devido à alta 

reatividade de formas solúveis com ferro e alumínio, formandos compostos de baixa 

solubilidade (Klaic et al., 2018) sendo necessário, portanto, a fertilização periódica com 

fosfato para alcançar alta produtividade das culturas. 

Fertilizantes convencionais com fósforo são geralmente compostos de alta solubi- 

lidade, como mono-amônio de fosfato (MAP), mas seus processos de produção causam 

danos ao ambiente, pois, o tratamento químico da rocha fosfática exige altas concentrações de 

ácido sulfúrico e ácido fosfórico(Alori; Glick; Babalola, 2017; Klaic et al., 2018). 

A alta solubilidade dos fertilizantes frequentemente leva a impactos ambientais, 

resultando na eutrofização de massas de água nas áreas próximas de zonas agrícolas 

(Klaic et al., 2018) A concentração de apenas 0,02 mgL−1 de fosfato em águas resulta na 
multiplicação de algas, que podem produzir toxinas prejudiciais à saúde animal e humana. Ao 

ultrapassar a concentração de 0,1 mgL−1, ocorre proliferação das algas formando uma camada 

que além de bloquear a luz solar no corpo hídrico, aumenta a taxa de consumo do 

oxigênio dissolvido (Bacelo et al., 2020). 

As principais consequências da eutrofização, são alteração de sabor e odor na água e a 

possibilidade de inviabilização de seu uso em função da presença de cianotoxinas 

(Sasabuchi et al., 2023) Também são observados aumento na mortandade de peixes e 

moluscos cultiváveis, redução da diversidade de espécies, limitação da transparência da 

água, instauração de condições anaeróbicas para o corpo d’água e outros fenômenos que 

comprometem a qualidade dos ecossistemas e da vida aquática(Bacelo et al., 2020). 

O uso direto de rocha fosfática moída é uma alternativa atrativa para fertilização, 

uma vez que a ausência de tratamento químico prévio resulta em impactos ambientais 

reduzidos e custos mais baixos, com a vantagem adicional de que a menor solubilidade da RP 

permite maior controle da liberação de fosfato (Klaic et al., 2018) 

No entanto, a alta estabilidade química das rochas fosfáticas, devido à presença da 

fase apatita e efeitos de cristalização relacionados à apatita, significa que a solubilidade é 

muito menor do que o necessário em aplicações práticas A solubilidade desse material é 

bastante baixa, mesmo em solos ácidos, limitando seu uso direto como fertilizantes, 

especialmente para culturas de ciclo curto (Fayiga; Nwoke, 2016; Pavinato et al., 2017; Klaic 

et al., 2021). 

Vários micro-organismos quando associados à plantas podem promover o seu 

crescimento e proporcionar uma série de outros benefícios no seu desenvolvimento sendo 

denominados micro-organismos promotores do crescimento vegetal. 
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2.2 Contribuição das actinobactérias para a biossolubilização da rocha fosfática e o 

crescimento vegetal 

 
O termo Actinobactéria (anteriormente conhecido como Actinomycetes) é 

derivado do termo grego aktis ou aktine fungos mykes. Tradicionalmente, os 

actinomicetos eram considerados formas de transição entre fungos e bactérias. Assim 

como os fungos filamen- tosos, muitas Actinobactérias produzem um micélio, e muitos 

destes actinomicetos miceliais reproduzem-se por esporulação (Barka et al., 2016) 

(figura 1). As Actinobactérias são bactérias filamentosas Gram-positivas com alto teor 

de guanina mais citosina (GC) em seus genomas. 

Figura 1 – Representação esquemática do ciclo de vida dos actinomicetos esporulantes 

 
 
 

Fonte: Barka et al, 2016 

 
Fisiologicamente e ecologicamente, a maioria das Actinobactérias são 

aeróbicas, mas há exceções. Além disso, eles podem ser heterotróficos ou 

quimioautotróficos, mas a maioria é quimioheterotrófica e capaz de usar uma ampla 

variedade de fontes nutricionais, incluindo vários polissacarídeos complexos 

(Lechevalier; Lechevalier, 1965) 
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A maioria das Actinobactérias são organismos saprofíticos que vivem no solo e 

que passam a maior parte de seus ciclos de vida como esporos semi dormentes, 

especialmente sob condições de limitação de nutrientes (Mayfield et al., 1972). No entanto, 

o filo adaptou-se a uma ampla gama de ambientes ecológicos: os actinomicetos também 

estão presentes no solo, na água doce e salgada e no ar. 

São mais abundantes nos solos do que outros meios, especialmente em solos 

alcalinos e ricos em matéria orgânica, onde constituem uma parte importante da população 

microbiana. As actinobactérias podem ser encontradas tanto na superfície do solo 

como em profundidades superiores a dois m abaixo do solo (Goodfellow; Williams, 

1983) 

A agricultura é, de longe, a principal usuária dos depósitos de fósforo extraídos, 

respondendo por cerca de 80 a 90% da demanda mundial total. Diante dessa necessidade 

urgente e dos desafios do desenvolvimento de uma agricultura sustentável, o uso 

direto do fosfato de rocha como fertilizante fosfático e sua solubilização por 

microrganismos tornaram-se um foco de interesse (Boubekri et al., 2022). 

Micro-organismos solubilizadores de fósforo têm a capacidade de converter 

compostos de fósforo insolúveis em fosfatos disponíveis, que aumentam a disponibilidade 

de nutrientes para as plantas, e vários gêneros bacterianos são conhecidos por serem 

solubilizadores de fosfato com potencial para substituir fertilizantes químicos 

convencionais na agricultura comercial (Alori; Glick; Babalola, 2017; Dash; Dangar, 

2017). Dentre elas, as actinobactérias têm sidoextensivamente estudadas como 

solubilizadoras de P ou como mineralizadoras (Jog et al., 2014; Saif et al., 2014; 

Solans et al., 2019) 

Os micro-organismos solubilizadores de fosfato possuem diversos mecanismos 

para aumentar a disponibilidade desse elemento no solo. Os principais papéis dos 

microrganis- mos na solubilização de P incluem a liberação de enzimas extracelulares 

(mineralização bioquímica), a liberação de P durante a degradação do substrato 

(mineralização biológica) e a secreção de complexos ou compostos dissolventes de 

minerais (sideróforos, prótons, íons hidroxila, ácidos orgânicos) (Sharma et al., 2015; 

Silva et al., 2023). 

A mineralização é o processo pelo qual fosfatases, enzimas alcalinas ou ácidas, 

utilizam fosfato orgânico como substrato e o convertem em formas inorgânicas. A 

maior parte das fosfatases extracelulares do solo é derivada da população microbiana, 

incluindo actinobactérias. (Solans et al., 2019). 
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A capacidade de solubilização de P dos actinomicetos tem atraído interesse nos 

últimos anos, pois esse grupo de organismos do solo não só é capaz de sobreviver em 

ambientes extremos ( seca, incêndio), mas também possui outros benefícios potenciais 

(por exemplo, produção de antibióticos e compostos semelhantes a fitohormônios) que 

podem beneficiar simultaneamente o crescimento das plantas (Sharma et al., 2015). 

Aproximada- mente 20% dos actinomicetos podem solubilizar P. 

Vários autores tem relatado a solubilização de fosfato por actinobactérias 

isolados em diferentes ambientes, como solos de mineração (Hamdali et al., 2010; 

Biglari; Hassan; Amini, 2016; Nafis et al., 2019; Syiemiong; Jha, 2019); solo florestal 

(Balakrishna, 2012), solo rizosférico (Anwar; Ali; Sajid, 2016; Vasconcellos et al., 

2010) e ambientes marinhos (Dastager; Damare, 2013). 

Actinobactérias são conhecidas por produzir piruvato, α-cetoglutarato, lactato, 

succinato, citrato, malato e oxalato em concentrações variáveis. No entanto, a relação 

entre a produção de ácido orgânico e a solubilização de fosfato em actinobactérias é pouco 

relatada (Solans et al., 2019). 

A Figura 2 - Mostra alguns dos mecanismos utilizados por Actinobactéria para 

melhorar a aquisição de fósforo pelas plantas. 

Figura 2 – Mecanismos envolvidos na solubilização de P por isolados de actinobacteria 
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Fonte: Boubekri et al, 2022 

 
Como todas as bactérias solubilizadoras de fósforo, as Actinobacteria 

produzem ácidos orgânicos envolvidos na solubilização. O tipo de ácido produzido 

depende da espécie de Actinobacteria. Por exemplo, verificou-se que os ácidos láctico e 2-

cetoglucônico foram os ácidos predominantes encontrados em Streptomyces 

solubilizadores de fosfato (Boubekri et al., 2022) enquanto o ácido málico foi detectado 

como o principal ácido orgânico produzido por S. thermolilacinus IDWR81 (Jog et al., 

2014). A Micromonospora endolithica, apresentam um amplo espectro de produção de 

ácidos orgânicos. Foi relatado que M. endolithica é capaz de produzir ácidos láctico, 

oxálico, glucônico, succínico, acético, málico e cítrico (Boubekri et al., 2022) 

Além da produção de ácido, a quelação seria um mecanismo de solubilização 

eficiente para algumas actinobactérias (Nandimath et al., 2018; Sharma; Dangi; 

Choudhary; Hamdali et al., 2010). Nesse sentido, algumas Actinobactérias são relatadas 

como capazes de produzir hidroxamato como sideróforo principal, que quela o ferro 

do fosfato e libera. 

íons de fosfato na solução do solo (Shanmugaiah et al., 2015). As Actinobactérias 

abrigam outros conjuntos de sideróforos ainda não descobertos, que ainda precisam ser 

explorados (Rebets et al., 2013) 
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ABSTRACT 
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1. INTRODUCTION 

Plants require various essential chemical 
elements for their vital functions, classified into 
macro- and micronutrients. Among the 
macronutrients, nitrogen (N), phosphorus (P), and 
potassium (K) are required in large quantities for 
plant growth and development. However, the 
indiscriminate and excessive use of chemical 
fertilizers can compromise agricultural 
sustainability, affecting both soil health and 
environmental safety. 

Phosphorus is a crucial mineral macronutrient for 
plants, mainly absorbed as inorganic phosphate. 
Nevertheless, its availability in soils is limited due 
to its high reactivity with metals and the formation 
of insoluble compounds, influenced by soil pH and 
composition. According to Lizcano-Toledo et al. 
(2021), most of the phosphorus in soils exists in 
forms unavailable to plants, making it a key limiting 
factor in plant development. 
 
Although a portion of the phosphorus used in 
agriculture comes from recycled sources, such as 
organic waste and compost, a significant amount 
still relies on phosphate-based mineral fertilizers 
derived from non-renewable phosphate rocks 
(Saed et al., 2019). The low efficiency of 
phosphorus fertilizer use poses a major challenge 
to sustainable agriculture, particularly considering 
the depletion of phosphorus reserves 

and the high cost of extraction (Carmo et al., 
2019). 

Phosphate-solubilizing microorganisms (PSMs) 
play a fundamental role in making phosphorus 
available to plants (Khan et al., 2007). They 
convert insoluble forms of phosphorus into 
bioavailable ones through mechanisms such as 
organic acid secretion, pH reduction, and 
enzymatic activity (Pang et al., 2024). Inoculation 
with PSMs has been shown to significantly 
increase phosphorus availability in soil and 
promote plant growth, especially in phosphorus- 
deficient conditions (Bai et al., 2024). 

Moreover, co-inoculation strategies combining 
PSMs with other beneficial microorganisms - such 
as arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) - 
demonstrate synergistic effects in nutrient 
absorption and overall plant development (Minaxi 
et al., 2013). These microbial interactions are vital 
for maintaining soil fertility and promoting 
sustainable agricultural systems, especially in 
tropical and degraded soils (Hayat et al., 2010). 

Cozzolino et al. (2021), investigating the effects of 
the combined application of phosphate- 
solubilizing bacteria (Pseudomonas spp. and 
Bacillus amyloliquefaciens), humic acids extracted 
from plant-based compost, and arbuscular 
mycorrhizal fungi (AMF) on maize growth and soil 
microbial structure, observed that the combination 
of these bioeffectors significantly 

Original Research Article 

Phosphorus (P) is an essential mineral macronutrient for maintaining plant growth and 
development. Plants absorb phosphorus in the form of inorganic phosphate; however, it is 
one of the macronutrients available in minimal amounts in the soil and is considered a limiting 
element under specific conditions due to its high reactivity with metals, combined with factors 
such as soil pH and composition. Phosphate-solubilizing microorganisms (PSMs) play an 
important role in supplying phosphorus to plants, as they are capable of solubilizing insoluble 
phosphates4either added or already present in the soil4through processes such as 
acidification, chelation, and ion exchange reactions. Qualitative and quantitative assays were 
conducted in NBRIP and VERMA culture media with and without the addition of rock powder. 
The quantitative assays involved the growth of actinomycetes in liquid media, with pH 
measurements performed at the end of the experiment. The VERMA medium proved to be 
the most effective for phosphorus solubilization, whereas the addition of the remineralizer 
BTGRAN to the NBRIP and VERMA media often resulted in a reduction in solubilization. This 
suggests that the choice of growth medium and the presence of additives can significantly 
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increased plant biomass, nitrogen and 
phosphorus content in plant tissues, and 
mycorrhizal root colonization. 

The application of PSMs, either alone or in 
microbial consortia, represents a promising 
approach for modern agriculture (Silva et al., 
2022). It contributes to reduced dependency on 
chemical fertilizers and enhances the efficiency of 
phosphorus use, supporting both food security 
and environmental conservation (Alves et al., 
2010). In view of the above, the objective of this 
study was to evaluate the potential for phosphate 
solubilization by actinobacteria isolated from the 
soil of the semiarid region of Northeastern Brazil. 

2. MATERIALS AND METHODS 

2.1 Microorganism Isolates 

Five unidentified actinobacterial isolates obtained 
from the rhizosphere of Caatinga species were 
used. These isolates belong to the microbiological 
repository of the Laboratory of Microbiology at the 
Center for Engineering and Agricultural Sciences. 

2.2 Phosphorus Sources 

A rock concentrate, a residue from crushed stone 
production known as the BTGRAN (Biotite 
Granodiorite) remineralizer, was used as a 
phosphorus source. Its composition was as 
follows: P¢O¥ 0.25%; K¢O 3.09%; CaO 3.18%; 
SiO¢ 36.11%; Fe 3.81% (w/w). 

2.3 Inoculum Preparation 

The bacterial isolates were cultivated in nutrient 
agar medium (18 g agar, 5 g peptone, 3 g beef 
extract, 8 g NaCl, 1 L distilled water, pH 7.2) for 
five days. Cultures were scraped using 10 mL of 
water and diluted. The cell concentration in the 
suspension was measured using a 
spectrophotometer, adjusted to 10⁸ CFU/mL 
(OD¥¥₀ = 0.1). 

2.4 Phosphate Solubilization in Solid 
Culture Medium (Qualitative 
Assessment) 

The isolates were evaluated in solid NBRIP 
medium (National Botanical Research Institute's 
phosphate growth medium) (1% glucose, 0.5% 
MgCl¢·6H¢O, 0.02% KCl, 0.025% 
MgSO¤·7H¢O, 0.01% (NH¤)¢SO¤, 2.0 g agar) 
supplemented with the ultrafine BTGRAN 
remineralizer (5 g/L) as the phosphorus source. 
Cultures were incubated at 28°C for 21 days. On 

the 15th and 21st days, the phosphate 
solubilization capacity was assessed through the 
Solubilization Index (SI), calculated as the ratio of 
the halo diameter to colony diameter. 
Solubilization was classified as follows: SI < 2 = 
low solubilization; 2 ≤ SI ≤ 3 = moderate 
solubilization; SI > 3 = high solubilization. The 
experiment followed a completely randomized 
design with a factorial arrangement and three 
replicates. 

2.5 Phosphate Solubilization in Liquid 
Medium (Quantitative Assessment) 

Soluble phosphorus levels were quantified using 
liquid media: NBRIP and Verma (Verma et al., 
2001) (Sucrose 20,0 g, KH¢PO¤ 0,5g, (NH¤)NO£
1,0 g, MgSO¤·7H¢O 0,25g, CaCl¢·2H¢O 0,25g, 
FeCl£·6H¢O 0,012g), with and without the addition 
of ground BTGRAN (PDR) remineralizer (5 g/L) as 
the sole phosphorus source. Test tubes 
containing 10 mL of NBRIP medium were 
inoculated in triplicate with 100 μL of bacterial 
inoculum (10⁸ CFU/mL, OD¥¥₀ = 0.1). Controls 
consisted of tubes with 10 mL of Verma or NBRIP 
media without inoculum. Cultures were incubated 
for 15 days at 28°C with shaking at 
180 rpm. After incubation, 1000 μL from each 
sample was transferred to 1.5 mL microtubes and 
centrifuged at 10,000 rpm for 5 minutes. Then, 145 
μL of the supernatant was mixed with 
570 μL of distilled water and 285 μL of ammonium 
molybdate-vanadate reagent (5% ammonium 
molybdate and 0.25% ammonium vanadate; 1:1 
v/v). 

To construct the standard curve, a stock solution 
of KH¢PO¤ (0.0875%) corresponding to 0.1 mg 
P/mL was prepared, from which aliquots of 1 to 10 
mL were mixed with 2.5 mL of the reagent, and the 
volume was adjusted to 50 mL. Ten minutes after 
reagent addition, absorbance readings were taken 
at 420 nm using a UV-1601 PC spectrophotometer 
(Shimadzu). The negative control consisted of 
non-inoculated NBRIP 
medium (145 μL), 570 μL of distilled water, and 
285 μL of reagent. The spectrophotometer was 
calibrated using the negative control. Experiments 
were carried out in triplicate, and a positive result 
was indicated by the formation of a yellow 
coloration. Absorbance values were converted 
into phosphorus concentrations (μg/mL) using the 
standard curve equation. 

2.6 pH Measurement 

A 10 mL aliquot of each Erlenmeyer flask medium 
was collected. The liquid medium was 
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filtered using Whatman No. 42 filter paper to 
separate bacterial cells. Non-inoculated control 
flasks were used to determine the initial pH and 
soluble phosphorus content immediately after 
autoclaving and at each sampling interval. Values 
obtained from non-inoculated controls were 
subtracted from those of the inoculated 
treatments. 

2.7 Statistical Analysis 

All experiments were conducted in triplicate under 
a completely randomized design. Assumptions for 
ANOVA were verified by assessing normality 
(Lilliefors test) and homogeneity of variances 
(Cochran’s test). Non- homogeneous data were 
transformed and analyzed using analysis of 
variance. F-test was applied (P ≤ 0.05), and 
means were compared using the Scott-Knott test 
(P ≤ 0.05) or polynomial regression analysis. 

3. RESULTS AND DISCUSSION 

In the qualitative analysis of phosphate 
solubilization, it was observed that the 
actinobacterial isolates did not exhibit significant 
efficiency in solid NBRIP media or NBRIP 
supplemented with the BTGRAN remineralizer. 
None of the isolates produced clear halos around 
the colonies, which typically indicates the 
phosphate solubilization capacity of 
microorganisms. Therefore, under the tested 
conditions, the isolates were unable to solubilize 
phosphorus in a detectable manner in solid media. 

These results support recent studies that question 
the reliability of the solubilization index (SI) in solid 
media as the sole indicator of phosphate 
solubilization capacity. Johari et al. (2025) 
emphasize that halo formation in solid media may 
not accurately reflect the actual ability of 
microorganisms to solubilize phosphorus, 
suggesting the need for complementary 
evaluations in liquid media for a more 
comprehensive analysis. 

Moreover, factors such as the composition of the 
culture medium and the presence of additives can 
significantly influence the expression of genes 
related to phosphate solubilization. Zhang et al. 
(2025) demonstrated that the addition of certain  
remineralizers  could  negatively affect the 
activity of phosphate-solubilizing microorganisms, 
possibly due to interference with nutrient 
availability or the gene expression related to 
organic acid production. 

Therefore, the absence of halo in solid NBRIP and 
NBRIP + BTGRAN media can be attributed to 
methodological limitations and the influence of 
environmental and nutritional factors that affect 
the expression of phosphate solubilization by 
actinobacteria. 

The data obtained demonstrate significant 
variations in the phosphorus solubilization 
capacity among different actinobacterial isolates 
and the culture media used (Fig. 1). These 
differences underscore important findings 
regarding the effectiveness of the isolates and the 
influence of phosphorus sources in the culture 
media. 

In NBRIP medium, isolate C8 showed the highest 
phosphate solubilization capacity (482.61 μg/mL), 
followed by C10 (326.64 μg/mL) and C5 (254.97 
μg/mL). Isolate B10 demonstrated intermediate 
solubilization (211.33 μg/mL), while J1 exhibited 
the lowest value (71.59 μg/mL). These results are 
consistent with previous studies that identified 
variability in phosphate solubilization efficiency 
among different actinobacterial strains, attributed 
to differences in organic acid production and gene 
expression related to phosphorus solubilization 
(Soumare et al., 2021). 

In NBRIP + BTGRAN medium, the addition of 
ultrafine BTGRAN remineralizer resulted in a 
reduction in phosphorus solubilization for most 
isolates (Fig. 2, Table 1). However, C5 still 
recorded the highest solubilization (166.25 
μg/mL). Isolate B10 showed a significant decrease 
to 63.86 μg/mL, suggesting that BTGRAN may 
inhibit phosphorus solubilization in some isolates. 
J1 had the lowest value (31.98 μg/mL), confirming 
that the addition of PDR is not beneficial for this 
isolate. 

These findings align with research indicating that 
the addition of certain remineralizers can 
negatively affect the activity of phosphate- 
solubilizing microorganisms. Zhang et al. (2025) 
observed that the presence of remineralizers 
might interfere with the availability of essential 
nutrients or the expression of genes related to 
organic acid production, thereby impacting 
phosphorus solubilization efficiency. 

In Verma medium, results indicate superior 
phosphate solubilization compared to other 
media. B10 stood out with the highest value 
recorded across all media and isolates (933.90 
μg/mL). C8 and C5 also showed high levels of 
solubilization (466.02 μg/mL and 392.32 μg/mL, 



Ataíde et al.; J. Adv. Biol. Biotechnol., vol. 28, no. 6, pp. 1312-1320, 2025; Article
 

 

 

respectively). Isolate J1 had relatively low 
solubilization (44.70 μg/mL), indicating 
performance variability depending on the medium 
used. 
 
These results suggest that Verma medium may 
provide  more  favorable  conditions  for  the 

expression of genes related to phosphate 
solubilization in actinobacteria. Soumare et al. 
(2021) highlight that the composition of the culture 
medium, including the carbon source and the 
presence of micronutrients, can significantly 
influence the activity of phosphate-solubilizing 
microorganisms. 

 

 
 

Fig. 1. P solubilization in liquid NBRIP and Verma media after inoculation by actinobacteria 
isolates, under cultivation for 15 days. Means followed by the same letter do not differ each 

other (Scott-Knott p<0.05) 
 

 
Fig. 2. Efficiency of P solubilization in liquid NBRIP and Verma media after inoculation by 

actinobacteria isolates, under cultivation for 15 days. Means followed by the same letter do not 
differ each other (Scott-Knott p<0.05) 
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Table 1. Breakdown of soluble P content in NBRIP and Verma liquid culture media by 

actinobacteria isolates by inoculation time. Means followed by the same letter do not differ 
each other (Scott-Knott p<0.05) 

 
Culture Media Isolates Solubilization (μg mL-¹) 
NBRIP B10 211,33c 
 C5 254,97c 
 C8 482,61a 
 C10 326,64b 
 J1 71,59b 

NBRIP+PDR B10 63,86b 
 C5 166,25a 
 C8 89,06b 
 C10 91,77b 
 J1 31,98c 

VERMA B10 933,90a 
 C5 392,32b 
 C8 466,02b 
 C10 187,52b 
 J1 44,70c 

VERMA+PDR B10 94,00a 
 C5 12,97c 
 C8 3,67d 
 C10 14,45c 
 J1 48,91b 

 

In Verma + BTGRAN medium, the addition of 
BTGRAN remineralizer resulted in a significant 
reduction in phosphate solubilization for all 
isolates. Still, B10 maintained the highest value 
(94.00 μg/mL) among them. However, C5 and C8 
dropped drastically to 12.97 μg/mL and 3.67 
μg/mL, respectively, while J1 reached 48.91 
μg/mL. These data suggest that BTGRAN 
negatively impacts phosphate solubilization in 
Verma medium. 

These findings reinforce the need to carefully 
evaluate the interaction between phosphate- 
solubilizing microorganisms and mineral additives 
in the development of biofertilizers. Zhang et al. 
(2025) emphasize that the efficacy of microbial 
consortia may be compromised by the presence 
of certain additives that interfere with microbial 
activity, highlighting the importance of preliminary 
testing to ensure compatibility between 
biofertilizer components. 
 
Based on the pH measurement data (Fig. 3) from 
the culture media, a statistically significant 
difference (p<0.05) was observed among the 
treatments. Overall, it was noted that the addition 
of rock powders (RPs) acted as a buffer, reducing 
the acidification of the culture media after 15 days 
of incubation. Thus, the best results were 
associated with isolates C10 and C8. 

The determination of pH in culture media during 
phosphate solubilization tests by bacteria is a 
critical parameter for understanding the activity of 
phosphate-solubilizing microorganisms. In media 
such as NBRIP and VERMA, pH reduction is often 
correlated with the release of organic acids by 
bacteria, such as gluconate, citrate, and oxalate, 
which promote the solubilization of insoluble 
phosphates, especially tricalcium phosphate and 
apatites. According to Meena et al. (2020), 
acidification of the medium is the main biochemical 
mechanism involved in phosphate solubilization, 
with bacteria of the genera Pseudomonas and 
Bacillus exhibiting a significant ability to modulate 
pH as a functional strategy. 

The relevance of pH in these assays is reinforced 
by the fact that the efficacy of phosphate 
biofertilizers depends on the microorganisms' 
ability to act under various soil conditions, 
especially in alkaline soils or those with low 
phosphorus bioavailability. Recent studies show 
that bacteria efficient in reducing pH in media 
such as NBRIP retain this capability under field 
conditions, enhancing the release of phosphorus 
from natural sources like rock phosphates. 
Furthermore, pH adjustments in the culture 
medium may affect the selectivity and differential 
growth of colonies, directly influencing the results 
of solubilization activity quantification. 
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Fig. 3. pH measurement of culture media with and without rock powder (RP) 15 days after 
incubation. Means followed by the same letter do not differ each other (Scott-Knott p<0.05) 
 

In Verma medium, which contains mineral salts 
and glucose as a carbon source, measuring the 
initial and final pH allows for the evaluation of the 
intensity and type of organic acids released, 
providing an indirect indication of the bacterial 
isolate's metabolic potential. According to Oliveira 
et al. (2024), monitoring pH decline in Verma 
medium can be more sensitive in differentiating 
isolates with high acidification capacity,  making  
it  particularly  useful in the selection of 
bioinoculants. Thus, pH analysis not only reflects 
the physiological mechanisms underlying
 phosphate solubilization but 
also serves as a selection criterion in the 
development of inoculants for sustainable 
agricultural systems. Thus, VERMA médium was 
the highest efficience in phosphate solubilization 
in association with rock dust in vitro. 

 

4. CONCLUSIONS 

The results indicate that different actinobacterial 
isolates exhibit variations in phosphorus 
solubilization capacity depending on the culture 
medium used. The VERMA medium proved 
to be the most effective for phosphorus 
solubilization, whereas the addition of the 
BTGRAN  remineralizer  to  both  NBRIP  and 

VERMA media resulted in a reduction of 
solubilization. This suggests that the choice of 
culture medium and the presence of additives 
can significantly influence the effectiveness of 
actinobacteria in phosphorus solubilization. 
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