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Resumo – O método colorimétrico de Murphy e Riley (1962) é amplamente 
utilizado para determinação de fosfatos solúveis. Uma das possíveis aplica-
ções desse método é a seleção de microrganismos que solubilizam fosfato 
insolúvel contido no solo. O método propõe a realização do ensaio em um 
volume suficiente para que a leitura espectrofotométrica seja feita em cube-
ta. Isso torna o ensaio mais dispendioso quando comparado à possibilidade 
de ser realizado em microplacas, tendo em vista o gasto com reagentes e 
amostras, tornando o ensaio em volume reduzido mais rápido e ambiental-
mente amigável. Além disso, a redução dos volumes do ensaio possibilita a 
avaliação de um número maior de microrganismos solubilizadores de fosfato, 
simultaneamente. Assim, o objetivo deste trabalho foi verificar a equivalência 
do ensaio padrão de determinação de fosfatos solúveis com ensaio realizado 
com redução de volume em 20 vezes. A redução do volume possibilita que 
as reações e leituras dos ensaios sejam feitas em microplacas de 96 poços. 
A verificação da equivalência dos ensaios foi realizada com sobrenadantes 
obtidos do cultivo de cinco linhagens bacterianas solubilizadoras de fosfato: 
BRM 058102; BRM 057852; BRM 065072; BRM 058050; e BRM 058056. 
Foram realizados ensaios distintos e independentes para a comparação en-
tre os teores de fosfato determinados pelos ensaios padrão e de volume 
reduzido. Os resultados dos ensaios mostraram a equivalência dos dois mé-
todos, possibilitando a triagem de um número maior de microrganismos de 
maneira rápida, eficiente e econômica.

Termos para indexação: equivalência, fosfato solúvel, linhagens microbianas.

Colorimetric assay as a tool for prospecting 
phosphate solubilizing microorganisms

Abstract – The colorimetric method of Murphy and Riley (1962) is widely 
used for the determination of soluble phosphates. One of the possible 
applications of this method is the selection of microorganisms that solubilize 
insoluble phosphate contained in the soil. The method proposes performing 
the test in a volume sufficient for the spectrophotometric reading to be 
made in a cuvette. This makes the test more expensive when compared to 
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the possibility of being performed in microplates, 
considering the expense of reagents and samples, 
making the test in reduced volume faster and more 
environmentally friendly. In addition, the reduction of 
the test volumes allows the evaluation of a greater 
number of phosphate-solubilizing microorganisms 
simultaneously. Thus, the objective of this study 
was to verify the equivalence of the standard test 
for the determination of soluble phosphates with a 
test performed with a 20-fold reduction in volume. 
The reduction in volume allows the reactions and 
readings of the tests to be performed in 96-well 
microplates. The equivalence of the assays was 
verified using supernatants obtained from the 
cultivation of five phosphate-solubilizing bacterial 
strains: BRM 058102; BRM 057852; BRM 065072; 
BRM 058050; and BRM 058056. Separate and 
independent assays were performed to compare the 
phosphate levels determined by the standard and 
reduced-volume assays. The assay results showed 
the equivalence of the two methods, enabling the 
screening of a larger number of microorganisms in a 
fast, efficient and economical manner. 

Index terms: equivalence, soluble phosphate, 
microbial strains.

Introdução
O fósforo (P) é um nutriente essencial ao de-

senvolvimento das plantas, no entanto, sua forma 
solúvel, comumente, encontra-se em baixa dispo-
nibilidade no solo, dificultando a absorção pelas 
plantas. Dessa forma, a utilização de biofertilizantes 
contribui ativamente no ciclo do fósforo, aumentan-
do a biodisponibilidade desse elemento para absor-
ção pelas raízes e reduzindo o uso de fertilizantes 
químicos, que possuem preços elevados e podem 
ser danosos ao meio ambiente.

Nesse contexto, a disponibilização de microrga-
nismos solubilizadores de fosfato no solo (MSP) se 
mostra uma alternativa promissora. Para que isso 
se concretize, é necessária a utilização de metodo-
logias que permitam quantificar e analisar os fosfa-
tos solubilizados por esses microrganismos, pos-
sibilitando, assim, comprovar sua eficiência como 
biofertilizantes agrícolas.

Assim, este presente trabalho contribui para 
atender aos Objetivos de Desenvolvimento Sus-
tentável (ODS) propostos pela Organização das 
Nações Unidas (ONU). O primeiro é o ODS 2 – 
“Fome Zero e Agricultura Sustentável”, especifica-
mente contemplando as metas 2.3 e 2.4, em que 
há o comprometimento de dobrar a produtividade 

agrícola, e garantir sistemas sustentáveis de produ-
ção de alimentos, por meio de pesquisa, assistência 
técnica e extensão rural até 2030, respectivamen-
te. Também busca atender ao ODS 3 – “Saúde e 
Bem-estar”, em particular a meta 3.9, que busca re-
duzir mortes e doenças causadas por produtos quí-
micos perigosos, bem como a contaminação de ar, 
água e solo. Este trabalho, igualmente, contempla o 
ODS 8 – “Trabalho Descente e Crescimento Eco-
nômico”, particularmente a meta 8.2, a qual busca 
atingir níveis mais elevados de produtividade agre-
gando valor ao produto final, por meio de inovação 
tecnológica. Por fim, o trabalho também contribui 
com o ODS 12 – “Consumo e Produção Susten-
táveis”, principalmente nas metas 12.4 e 12.5, as 
quais almejam reduzir a liberação de resíduos por 
meio da prevenção, redução, reciclagem e reuso, 
buscando minimizar os impactos negativos do ma-
nejo de resíduos químicos. 

A deficiência de nutrientes em solos brasileiros 
é um problema amplamente descrito na literatura 
agronômica. Dados divulgados em 2022 revelam 
que a quantidade de fertilizantes importados durante 
o ano de 2021 foi recorde, chegando a 41,6 milhões 
de toneladas, segundo a Conab (2022), o que repre-
senta um aumento de cerca de 8% em relação ao 
ano anterior, o maior dos últimos 5 anos. Ainda de 
acordo com a Conab (2023), o Brasil reduziu as im-
portações de fertilizantes, no período de janeiro de 
2022 a dezembro de 2022, em 8,1% na comparação 
com o mesmo período de 2021. Porém o montante 
pago pelos produtos quase triplicou no período, por 
causa do cenário de instabilidade gerado pela guer-
ra no Leste Europeu, evidenciando a dependência 
externa do Brasil em relação aos fertilizantes. 

O fósforo é um nutriente essencial para o cresci-
mento das plantas, e, apesar de o P total da maioria 
dos solos ser relativamente elevado, encontra-se 
em baixa disponibilidade para as plantas. Em geral, 
apenas 0,1% do P total do solo existe em uma forma 
solúvel, prontamente disponível para absorção ime-
diata pelas plantas (Zhou et al., 1992).

Dessa forma, o P precisa ser suplementado na 
maioria dos solos agrícolas, pela adição de fertili-
zantes químicos sintéticos. Apenas cerca de 5% a 
30% dos fertilizantes fosfatados aplicados aos solos 
são aproveitados pelas plantas, estimando-se que 
uma grande proporção do P adicionado ao solo e 
não removido pelas culturas (mais de 70%) perma-
nece no solo em formas não disponíveis para as 
plantas (Omar, 1998; Pavinato et al., 2020). 

Dentro desse contexto, uma alternativa sus-
tentável para o manejo integrado de fertilizantes é 
o uso de microrganismos capazes de maximizar 
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escura será a coloração e, consequentemente, 
maior absorvância será obtida pela leitura em espec-
trofotômetro, no comprimento de onda de 880 nm 
(Murphy; Riley, 1962). É um método eficiente para 
quantificar o fosfato presente em amostras obtidas 
a partir do cultivo de microrganismos.

Contudo, ao se utilizar esse método em etapa 
de seleção de MSP, na qual é investigada uma gran-
de quantidade de linhagens microbianas, gera-se 
um grande gasto de tempo e de reagentes, uma vez 
que o volume total do ensaio colorimétrico descrito 
por Murphy e Riley (1962) é de 6,5 mL, e a leitura 
das amostras é realizada individualmente em cube-
tas utilizando-se o volume de apenas 1 mL. 

No presente trabalho, foi avaliada a redução do 
volume final de reação de 6,5 mL para 0,325 mL, 
mantendo-se as mesmas proporções do método 
padrão. Um volume final menor permite que as rea-
ções e as leituras de absorbância sejam realizadas 
em microplacas de 96 poços. A utilização do método 
descrito por Murphy e Riley (1962) e adaptado para 
um volume reduzido viabiliza, além de menor gasto 
de reagentes, uma maior celeridade na obtenção 
dos dados de concentração de PO4 nas amostras, 
e, por conseguinte, a avaliação de um número maior 
de microrganismos.

Para mostrar a equivalência entre o método 
descrito por Murphy e Riley (1962) (padrão) e o mé-
todo adaptado (volume reduzido) na determinação 
da concentração de fosfato solubilizado, cinco linha-
gens bacterianas previamente selecionadas foram 
aplicadas em ensaios com os volumes do protocolo 
padrão, reduzidos em 20 vezes, mantendo-se as 
proporções de cada reagente. Os ensaios foram re-
alizados em microplacas de 96 poços, e a leitura foi 
realizada em espectrofotômetro a 880 nm.

Materiais e métodos

Linhagens microbianas
Neste trabalho foram avaliadas 370 linhagens de 

bactérias, as quais se encontram conservadas por 
ultracongelamento na Coleção de Microrganismos e 
Microalgas Aplicados a Agroenergia e Biorrefinarias 
(CMMAABio), localizada na Embrapa Agroenergia 
(https://am.cenargen.embrapa.br/amconsulta/cole-
cao?id=17). A autorização de acesso foi registra-
da no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio 
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado 
(SisGen) sob o número A50B5A2.

disponibilização de formas solúveis desse nutriente 
retido no solo. Os microrganismos solubilizadores de 
fosfato (MSP) têm se mostrado uma alternativa para 
aumentar a eficiência do uso de P para as plantas, 
e, no futuro, poderão contribuir para a diminuição do 
uso de fertilizantes fosfatados (Nautiyal, 1999; Mar-
dad et al., 2013; Oliveira-Paiva et al., 2022).

A inoculação de MSP diretamente no solo é 
uma solução sustentável para a promoção do cres-
cimento e a melhoria da nutrição de plantas, e é 
fundamental para o desenvolvimento de técnicas 
agrícolas inovadoras e ecológicas (Oliveira-Paiva 
et al., 2020). Para tal, é necessária a utilização de 
metodologias que permitam quantificar e analisar 
os fosfatos solubilizados por esses microrganismos, 
possibilitando, assim, comprovar a eficiência desses 
microrganismos como biofertilizantes agrícolas.

Uma estratégia que pode ser utilizada para 
triagem desses microrganismos em laboratório é a 
seleção, por meio da formação de halo de solubili-
zação em meio específico, contendo fosfato tricál-
cio (Ca3(PO4)2), fosfato de ferro (FePO4) ou fosfato 
de alumínio (AlPO4). Para isso, os microrganismos 
são cultivados, preferencialmente, em meio NBRIP 
(National Botanical Research Institute›s phosphate 
growth medium), em razão da baixa quantidade de 
sulfato de amônio e da ausência de extrato de leve-
dura nesse meio, visto que esses reagentes apre-
sentam efeito inibitório para a solubilização do fos-
fato (Nautiyal, 1999). Essa estratégia se baseia na 
formação de um halo translúcido ao redor da colônia 
microbiana que apresenta capacidade solubilizado-
ra, evidenciando qualitativamente a solubilização 
de fósforo inorgânico (Pi) (Nautiyal, 1999; Souchie 
et al., 2005). 

Segundo Berraquero et al. (1976), o halo de so-
lubilização é medido pelo seguinte critério: diâmetro 
total (ϕ halo + ϕ colônia) dividido pelo diâmetro da co-
lônia, considerando-se a média das repetições para 
cada amostra. O resultado obtido é expresso pelo 
Índice de Solubilização (IS) por meio da fórmula: IS 
= ϕ Halo (mm)/ϕ Colônia (mm). De acordo com os ín-
dices de solubilização, os isolados podem ser classi-
ficados como cepas de baixa solubilização (IS < 2), 
média (2 ≤ IS ≤ 4) e alta solubilização (IS > 4). 

Outra maneira de selecionar microrganismos 
solubilizadores de fosfato é por meio do método 
quantitativo descrito por Murphy e Riley (1962), o 
qual pode ser utilizado para a determinação e a 
quantificação relativa de fosfatos solúveis em amos-
tras. Nesse método colorimétrico, o complexo fosfo-
molibdênio é oxidado pelo ácido ascórbico, forman-
do a coloração azulada após 20 minutos de reação. 
Quanto maior o teor de fosfatos solubilizados, mais 

https://am.cenargen.embrapa.br/amconsulta/colecao?id=17
https://am.cenargen.embrapa.br/amconsulta/colecao?id=17


4 Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento 29

inoculação das bactérias, os frascos foram incuba-
dos a 30 ºC e 180 rpm por 10 dias, sendo retiradas 
alíquotas após 3 dias, 6 dias e 10 dias. Os controles 
negativos (sem nenhum microrganismo inoculado) 
foram incubados sob as mesmas condições de cul-
tivo. Após cada tempo de cultivo, alíquotas foram 
centrifugadas, e o sobrenadante foi congelado em 
freezer (-20 ºC), para posterior análise.

Para a quantificação do teor de PO4 presente 
nas amostras, foi feita a quantificação utilizando-
-se ambos os ensaios (padrão e volume reduzido). 
A quantificação relativa de fosfato solúvel presen-
te nas amostras foi obtida descontando-se o teor 
de PO4 contido no meio de cultura sem inoculação 
(controle negativo).

Comparação das curvas de calibração obtidas 
em ensaio padrão e com volume reduzido

Para comparar a equivalência dos ensaios de 
determinação de fosfatos, foram realizados ensaios 
distintos e independentes nos dois formatos de en-
saio, padrão e com volume reduzido em 20 vezes.

 Para os ensaios colorimétricos, foram prepara-
das as soluções: A (ácido sulfúrico 5 N–70 mL de 
ácido sulfúrico concentrado (98%) dissolvidos em 
500 mL de água destilada); B (20 g de molibdato 
de amônio dissolvidos em 500 mL de água desti-
lada [32,36 mM]); C (ácido ascórbico 0,1 M–1,32 g 
dissolvido em 75 mL de água destilada, preparado 
no momento do uso); e D (tartarato de antimônio 
e potássio 1 mg Sb mL-1–0,2743 g dissolvidos em 
100 mL de água destilada). Para o preparo do mix 
de soluções, foram misturados 125 mL da solução 
A, 37,5 mL da solução B, 75 mL da solução C e 
12,5 mL da solução D.

A curva padrão para quantificação de PO4 é feita 
a partir do fosfato de potássio monobásico (KH2PO4). 
Esse reagente foi previamente seco a 105 ºC, por 4 
horas, e só então foram pesados 0,044 g de KH2PO4, 
completando-se para um volume final de 100 mL de 
água destilada. A concentração da solução estoque 
foi de 100 mg L-1 de PO4. A partir dessa solução, fo-
ram preparadas soluções de: 1,0 mg L-1; 2,0 mg L-1; 
4,0 mg L-1; 8,0 mg L-1; 10,0 mg L-1; 12,0 mg L-1 e 
14,0 mg L-1 de PO4 (Murphy; Riley, 1962).

A concentração de PO4 presente em cada uma 
das soluções foi determinada pelo ensaio padrão 
proposto por Murphy e Riley (1962), e em ensaio 
com volume reduzido em 20 vezes, mantendo-se as 
mesmas proporções do ensaio padrão. As quantida-
des estão descritas a seguir: 

a)	 Ensaio padrão (6,5 mL de volume final): 
1 mL do mix de soluções + 0,5 mL de amos-
tra + 5 mL de água destilada. As reações 

Prospecção de linhagens 
bacterianas solubilizadoras de 
fosfato em meio NBRIP sólido 

Com o objetivo de selecionar bactérias solubili-
zadoras de fosfato, foram prospectadas 370 bacté-
rias em placas de Petri contendo meio NBRIP sólido 
(Nautiyal, 1999) com as diferentes fontes de fosfa-
tos Ca3(PO4)2, FePO4 ou AlPO4 (experimento reali-
zado em quadruplicata; incubação a 28 ºC durante 
15 dias). Desse total, oitenta e quatro formaram halo 
em pelo menos um dos meios avaliados, indicando 
a ocorrência da solubilização do fosfato inorgânico.

Utilizando-se uma combinação de critérios, tais 
como valores de índice de solubilização e compa-
ração de médias pelo teste de Tukey, precocidade 
de formação do halo de solubilização no meio só-
lido e identificação taxonômica (quando existente), 
cinco linhagens foram selecionadas para a próxima 
etapa, o cultivo em meio líquido: Bioenzi B-104A 
(BRM 058102); Bioenzi B-286B (BRM 057852); 
CNPAE 34_11E (BRM 065072); Bioenzi B-559B 
(BRM 058050) e Pantoea sp. Bioenzi B-570B 
(BRM 058056).

Cultivo das bactérias selecionadas em 
meio líquido e obtenção de amostras para 
quantificação de fosfato solubilizado

As linhagens selecionadas na primeira etapa 
(BRM 058102, BRM 057852, BRM 058056, BRM 
065072 e BRM 058050) foram submetidas a uma 
segunda etapa de seleção, que consistiu em uma 
análise quantitativa do fosfato solubilizado nos so-
brenadantes dos cultivos realizados em condições 
de fermentação submersa (cultivo líquido), em 
meios contendo Ca3(PO4)2, FePO4 ou AlPO4. 

Para o pré-inóculo, as bactérias foram cultiva-
das em frascos Erlenmeyer de 125 mL, contendo 
20 mL de caldo triptona de soja (TSB, Tryptic Soy 
Broth). Os frascos foram incubados a 30 ºC e 180 rpm 
por 20 horas. As linhagens foram inoculadas [densi-
dade ótica (DO600nm) inicial ajustada para 0,2] em 
frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de 
meio de cultivo NBRIP líquido (Nautiyal, 1999) suple-
mentado com três fontes de fosfato (em triplicata): 
trifosfato de cálcio (Ca3(PO4)2), e fosfatos de ferro 
(FePO4) ou de alumínio (AlPO4). A composição do 
meio NBRIP líquido foi a seguinte (para 1 L): 10 g de 
glicose; 5 g de Ca3(PO4)2 ou FePO4 ou AlPO4; 5 g de 
MgCl2.6H2O; 0,25 g de MgSO4.7H2O; 0,2 g de KCl; 
0,1 g de (NH4)2SO4 (Nautiyal, 1999). O pH foi ajus-
tado para 7,0 adicionando-se NaOH 1 M. Os meios 
foram distribuídos em frascos Erlenmeyers em tripli-
cata para cada uma das fontes de fosfato, e esterili-
zados em autoclave a 121 ºC por 20 minutos. Após 
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Figura 1. Registro fotográfico das cinco linhagens bac-
terianas selecionadas [Bioenzi B-104A (BRM 058102); 
Bioenzi B-286B (BRM 057852); Bioenzi B-559B 
(BRM 058050); Bioenzi B-570B (BRM 058056); 
CNPAE 34_11E (BRM 065072)]. O registro mostra o halo 
de solubilização em meio sólido NBRIP contendo fosfato 
tricálcio (Ca3(PO4)2). As fotos apresentadas foram registra-
das após 15 dias de incubação a 28 ºC, na ausência de luz.

foram feitas em frascos de 25 mL, mantidos 
por 20 minutos em temperatura ambiente. 
Após o período de incubação, cerca de 1 mL 
foi transferido para cubeta, e a absorvância 
a 880 nm foi determinada.

b)	 Ensaio com volume reduzido (325 µL de 
volume final): 50 µL de mix de soluções + 
25 µL de amostra + 250 µL de água destila-
da. As reações foram feitas em microplacas 
de 96 poços, mantidas por 20 minutos em 
temperatura ambiente. Após o período de 
incubação, a absorvância a 880 nm foi de-
terminada em leitora de microplaca. 

As equações de calibração para o método pa-
drão e o método com volume reduzido foram obtidas 
com auxílio do software Excel.

Verificação da equivalência dos dois 
formatos de ensaio, padrão e reduzido

A equivalência entre os ensaios no formato pa-
drão e reduzido foi avaliada também na quantifi-
cação de PO4 em amostras de fosfato solubilizado 
pela ação bacteriana. Foram utilizadas amostras do 
cultivo da bactéria Bioenzi B-559B (BRM 058050), 
em meio NBRIP suplementado com as três fontes 
de fosfato descritas anteriormente. O teor de PO4 
das amostras biológicas foi quantificado utilizando-
-se como referência os valores obtidos nas curvas 
de calibração (3 para ensaio padrão e 3 para ensaio 
com volume reduzido). As curvas de calibração e as 
amostras de fosfato solubilizado por ação bacteria-
na foram preparadas utilizando-se o mesmo mix de 
reagentes, para cada um dos formatos de ensaio. 
Foi utilizado teste t para verificação de possíveis 

diferenças estatisticamente significativas entre os 
resultados obtidos pelos dois formatos de ensaio, 
considerando intervalo de confiança de 95%. 

A relação estatística entre os teores de PO4 
obtidos pelos dois formatos de ensaio foi também 
avaliada pela determinação do coeficiente de corre-
lação de Pearson. 

Resultados e discussão

Seleção das linhagens bacterianas 
solubilizadoras de fosfato em 
meio NBRIP sólido

Após 15 dias de incubação, foi realizado regis-
tro fotográfico das bactérias formadoras de halo em 
meio NBRIP contendo Ca3(PO4)2. Não foi detectada 
a formação de halo para as demais fontes de PO4 

(FePO4 ou AlPO4). A Figura 1 mostra o registro foto-
gráfico das cinco bactérias selecionadas para culti-
vo em meio líquido e quantificação de PO4 solúvel.

Avaliação do teor de PO4 nos sobrenadantes 
dos cultivos das bactérias selecionadas 

A Figura 2 mostra o registro fotográfico da quanti-
ficação do teor de PO4, por ensaio padrão (Figura 2A) 
e por ensaio com volume reduzido (Figura 2B), em 
soluções de diferentes concentrações de KH2PO4.

As curvas de calibração para os ensaios nos 
dois formatos, padrão e de volume reduzido, foram 
obtidas. A representação gráfica está apresentada 
nas Figuras 3A e 3B. É possível notar que as curvas 
apresentam linearidade na mesma faixa de concen-
tração de PO4.
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Figura 2. Registro fotográfico das reações para construção da curva de cali-
bração de PO4 (solução de KH2PO4). Ensaio padrão (volume final de 6,5 mL), 
em triplicata (A). Ensaio em microplaca com volume reduzido em 20 vezes 
(volume final de 325 µL), em quadruplicata (B).

Figura 3. Curvas de calibração de PO4 (solução de KH2PO4). Ensaio padrão (A). Ensaio volume reduzido (B).
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Avaliação da equivalência dos dados 
obtidos dos formatos de ensaio padrão 
e de ensaio com volume reduzido

 A concentração de fosfato nas amostras bio-
lógicas (n = 9) obtidas com os cultivos da bactéria 
Bioenzi B-559B (BRM 058050), em triplicata, em 
meio líquido NBRIP contendo diferentes fontes de 

fosfato (cálcio (Ca), ferro (Fe) e alumínio (Al)), foi 
determinada utilizando-se cada uma das curvas de 
calibração obtidas (três curvas no ensaio padrão e 
três no ensaio com volume reduzido). Foram retira-
das alíquotas após 3 dias, 6 dias e 10 dias de cul-
tivo, originando um total de 135 amostras. Levando 
em consideração que os ensaios de quantificação 
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de fosfato são feitos em triplicata, obtêm-se, no mí-
nimo, 405 análises a serem realizadas, pois, quando 
algumas análises extrapolam a curva de calibração, 
precisam ser repetidas. O elevado número de en-
saios ressalta a importância de um método mais 
rápido e prático para a triagem de microrganismos 
solubilizadores de fosfato.

Os valores obtidos nos ensaios com volume 
padrão foram comparados aos obtidos nos ensaios 
com volume reduzido, para cada uma das amostras. 
A Figura 4 mostra o gráfico comparativo dos valores 
de PO4 solubilizado obtidos do cultivo da bactéria 
Bioenzi B-559B (BRM 058050). Para todos os ca-
sos, foram observadas variâncias iguais. Após apli-
cação do teste t para comparação das médias dos 
grupos, foi observada igualdade das médias. Pode-
-se, portanto, afirmar que as quantificações de PO4 
determinadas em ensaio padrão e em ensaio com 
volume reduzido são estatisticamente iguais para o 
nível de significância adotado. 

A Figura 5 apresenta um gráfico de dispersão en-
tre os dados de concentração de PO4 nas amostras 
biológicas obtidas pelos dois formatos de ensaio. Fica 
evidente o quanto os dados estão fortemente correla-
cionados. A associação linear entre os teores de PO4 
obtidos nos ensaios padrão e com volume reduzido foi 
também comparada pela determinação do coeficiente 

Figura 4. Comparação dos métodos ensaio padrão e volume reduzido para quantificação do teor de PO4 solubilizado pela 
bactéria Bioenzi B-559B (BRM 058050), após 10 dias de cultivo das triplicatas biológicas (R1, R2 e R3) em meio NBRIP 
contendo Ca3(PO4)2 (CaR1, R2, R3), FePO4 (FeR1, R2, R3) e AlPO4 (AlR1, R2, R3). O gráfico mostra a quantidade real 
de fosfato solúvel (mg L-1), já descontado o valor de fósforo do controle negativo (C-). Barras verticais indicam o desvio 
padrão da média de três repetições. 

Figura 5. Gráfico de dispersão correlacionando os resultados de determinação de teor de PO4 em mg L-1, obtidos pelo 
ensaio padrão e ensaio volume reduzido.

about:blank
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de correlação de Pearson, equivalente a 0,9975, o 
que demonstra forte correlação entre os dados obti-
dos. Um teste de significância para o coeficiente de 
correlação obtido mostra que existe correlação entre 
as variáveis do ensaio padrão e ensaio com volume 
reduzido, com nível de significância de 0,05%.

Conclusões
O método colorimétrico de Murphy e Riley (1962) 

é um dos mais utilizados para a determinação de fos-
fatos solúveis em amostras. O protocolo originalmen-
te descrito é realizado com um volume de reagentes 
maior que o necessário para a leitura espectrofoto-
métrica em cubetas, gerando um gasto de reagentes 
desnecessário. Além disso, a leitura em cubetas con-
some muito mais tempo quando comparada à leitura 
realizada em microplaca de 96 poços, uma vez que é 
feita individualmente. A realização do ensaio de Mur-
phy e Riley (1962) adaptado para microplacas é uma 
alternativa que economiza tempo e reagentes, além 
de gerar menos resíduos. Com base nos resultados 
apresentados, é possível afirmar que existe equiva-
lência entre os teores de fosfato determinados pelo 
método padrão proposto por Murphy e Riley (1962) 
e pelo ensaio com volume reduzido em 20 vezes. 
Sendo assim, pode-se atestar a qualidade e a equi-
valência dos dados obtidos em ensaios com volume 
reduzido, podendo ser utilizado para triagem de mi-
crorganismos solubilizadores de fosfato.
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