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Resumo — O método colorimétrico de Murphy e Riley (1962) é amplamente
utilizado para determinacao de fosfatos sollveis. Uma das possiveis aplica-
¢Oes desse método é a selegdo de microrganismos que solubilizam fosfato
insoluvel contido no solo. O método propde a realizagdo do ensaio em um
volume suficiente para que a leitura espectrofotométrica seja feita em cube-
ta. Isso torna o ensaio mais dispendioso quando comparado a possibilidade
de ser realizado em microplacas, tendo em vista o gasto com reagentes e
amostras, tornando o ensaio em volume reduzido mais rapido e ambiental-
mente amigavel. Além disso, a reducao dos volumes do ensaio possibilita a
avaliagdo de um numero maior de microrganismos solubilizadores de fosfato,
simultaneamente. Assim, o objetivo deste trabalho foi verificar a equivaléncia
do ensaio padrao de determinagéo de fosfatos solUveis com ensaio realizado
com reducao de volume em 20 vezes. A reducio do volume possibilita que
as reacoes e leituras dos ensaios sejam feitas em microplacas de 96 pogos.
A verificagdo da equivaléncia 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 comparagao en-
tre os teores de fosfato determinados pelos ensaios padrdo e de volume
reduzido. Os resultados dos ensaios mostraram a equivaléncia dos dois mé-
todos, possibilitando a triagem de um ndimero maior de microrganismos de
maneira rapida, eficiente e econémica.

Termos para indexagao: equivaléncia, fosfato soluvel, 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.

Introducgao

O fésforo (P) é um nutriente essencial ao de-
senvolvimento das plantas, no entanto, sua forma
soluvel, comumente, encontra-se em baixa dispo-
nibilidade no solo, dificultando a absorcédo pelas
plantas. Dessa forma, a utilizagao de biofertilizantes
contribui ativamente no ciclo do fésforo, aumentan-
do a biodisponibilidade desse elemento para absor-
¢ao pelas raizes e reduzindo o uso de fertilizantes
quimicos, que possuem pregos elevados e podem
ser danosos ao meio ambiente.

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

Assim, este presente trabalho contribui para
atender aos Objetivos de Desenvolvimento Sus-
tentavel (ODS) propostos pela Organizagcdo das
Nacdes Unidas (ONU). O primeiro € o ODS 2 —
“Fome Zero e Agricultura Sustentavel”, especifica-
mente contemplando as metas 2.3 e 2.4, em que
ha o comprometimento de dobrar a produtividade
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agricola, e garantir sistemas sustentaveis de produ-
¢ao de alimentos, por meio de pesquisa, assisténcia
técnica e extensao rural até 2030, respectivamen-
te. Também busca atender ao ODS 3 - “Saude e
Bem-estar”, em particular a meta 3.9, que busca re-
duzir mortes e doengas causadas por produtos qui-
micos perigosos, bem como a contaminagéo de ar,
agua e solo. Este trabalho, igualmente, contempla o
ODS 8 — “Trabalho Descente e Crescimento Eco-
ndémico”, particularmente a meta 8.2, a qual busca
atingir niveis mais elevados de produtividade agre-
gando valor ao produto final, por meio de inovagéo
tecnoldgica. Por fim, o trabalho também contribui
com o ODS 12 — “Consumo e Produgdo Susten-
taveis”, principalmente nas metas 12.4 e 12.5, as
quais almejam reduzir a liberacdo de residuos por
meio da prevencao, reducgéo, reciclagem e reuso,
buscando minimizar os impactos negativos do ma-
nejo de residuos quimicos.

A deficiéncia de nutrientes em solos brasileiros
€ um problema amplamente descrito na literatura
agronémica. Dados divulgados em 2022 revelam
que a quantidade de fertilizantes importados durante
0 ano de 2021 foi recorde, chegando a 41,6 milhdes
de toneladas, segundo a Conab (2022), o que repre-
senta um aumento de cerca de 8% em relagdo ao
ano anterior, o maior dos ultimos 5 anos. Ainda de
acordo com a Conab (2023), o Brasil reduziu as im-
portagbes de fertilizantes, no periodo de janeiro de
2022 a dezembro de 2022, em 8,1% na comparagao
com o mesmo periodo de 2021. Porém o montante
pago pelos produtos quase triplicou no periodo, por
causa do cenario de instabilidade gerado pela guer-
ra no Leste Europeu, evidenciando a dependéncia
externa do Brasil em relacéo aos fertilizantes.

O fosforo € 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
soluvel, prontamente disponivel para absorgao ime-
diata pelas plantas (Zhou et al., 1992).

Dessa forma, o P precisa ser suplementado na
maioria dos solos agricolas, pela adigao de fertili-
zantes quimicos sintéticos. Apenas cerca de 5% a
30% dos fertilizantes fosfatados aplicados aos solos
sdo aproveitados pelas plantas, estimando-se que
uma grande propor¢édo do P adicionado ao solo e
nédo removido pelas culturas (mais de 70%) perma-
nece no solo em formas nao disponiveis para as
plantas (Omar, 1998; Pavinato et al., 2020).

Dentro desse contexto, uma alternativa sus-
tentavel para o manejo integrado de fertilizantes é
0 uso de microrganismos capazes de maximizar
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disponibilizacdo de formas sollveis desse nutriente
retido no solo. Os microrganismos solubilizadores de
fosfato (MSP) tém se mostrado uma alternativa para
aumentar a eficiéncia do uso de P para as plantas,
e, no futuro, poderao contribuir para a diminuicao do
uso de fertilizantes fosfatados (Nautiyal, 1999; Mar-
dad et al., 2013; Oliveira-Paiva et al., 2022).

A inoculagdo de MSP diretamente no solo é
uma solugéo sustentavel para a promogao do cres-
cimento e a melhoria da nutricdo de plantas, e é
fundamental para o desenvolvimento de técnicas
agricolas inovadoras e ecoldgicas (Oliveira-Paiva
et al., 2020). Para tal, é necessaria a utilizagdo de
metodologias que permitam quantificar e analisar
os fosfatos solubilizados por esses microrganismos,
possibilitando, assim, comprovar a eficiéncia desses
microrganismos como biofertilizantes agricolas.

Uma estratégia que pode ser utilizada para
triagem desses microrganismos em laboratério é a
selecao, por meio da formagao de halo de solubili-
zagao em meio especifico, contendo fosfato trical-
cio (Ca3(P0,),), fosfato de ferro (FePO,) ou fosfato
de aluminio (AIPO,). Para isso, 0os microrganismos
sdo cultivados, preferencialmente, em meio NBRIP
(National Botanical Research Institute>s phosphate
growth medium), em razdo da baixa quantidade de
sulfato de aménio e da auséncia de extrato de leve-
dura nesse meio, visto que esses reagentes apre-
sentam efeito inibitério para a solubilizagdo do fos-
fato (Nautiyal, 1999). Essa estratégia se baseia na
formagao de um halo translucido ao redor da colénia
microbiana que apresenta capacidade solubilizado-
ra, evidenciando qualitativamente a solubilizacao
de fosforo inorganico (Pi) (Nautiyal, 1999; Souchie
et al., 2005).

Segundo Berraquero et al. (1976), o halo de so-
lubilizagdo é medido pelo seguinte critério: didmetro
total (¢ halo + ¢ colénia) dividido pelo didmetro da co-
I6nia, considerando-se a média das repeticoes para
cada amostra. O resultado obtido é expresso pelo
indice de Solubilizagao (IS) por meio da férmula: IS
= ¢ Halo (mm)/¢ Coldnia (mm). De acordo com os in-
dices de solubilizagao, os isolados podem ser classi-
ficados como cepas de baixa solubilizagao (IS < 2),
média (2 < IS < 4) e alta solubilizagao (IS > 4).

Outra maneira de selecionar microrganismos
solubilizadores de fosfato € por meio do método
quantitativo descrito por Murphy e Riley (1962), o
qual pode ser utilizado para a determinagédo e a
quantificagao relativa de fosfatos soliveis em amos-
tras. Nesse método colorimétrico, o complexo fosfo-
molibdénio é oxidado pelo acido ascérbico, forman-
do a coloracao azulada apos 20 minutos de reagao.
Quanto maior o teor de fosfatos solubilizados, mais

escura sera a coloragdao e, consequentemente,
maior absorvancia sera obtida pela leitura em espec-
trofotdmetro, no comprimento de onda de 880 nm
(Murphy; Riley, 1962). E 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 selecédo 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 redugao do
volume final de reagao de 6,5 mL para 0,325 mL,
mantendo-se as mesmas propor¢dées do método
padrdo. Um volume final menor permite que as rea-
¢bes e as leituras de absorbancia sejam realizadas
em microplacas de 96 pogos. A utilizagdo 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 obtengéo
dos dados de concentragdo de PO, nas amostras,
e, por conseguinte, a avaliagdo de um numero maior
de microrganismos.

Para mostrar a equivaléncia entre o método
descrito por Murphy e Riley (1962) (padréo) e o mé-
todo adaptado (volume reduzido) na determinagao
da concentracgao de fosfato solubilizado, cinco linha-
gens bacterianas previamente selecionadas foram
aplicadas em ensaios com os volumes do protocolo
padrao, reduzidos em 20 vezes, mantendo-se as
proporc¢des de cada reagente. Os ensaios foram re-
alizados em microplacas de 96 pogos, € a leitura foi
realizada em espectrofotometro a 880 nm.

Materiais e métodos

Linhagens microbianas

Neste trabalho foram avaliadas 370 linhagens de
bactérias, as quais se encontram conservadas por
ultracongelamento na Colegéo de Microrganismos e
Microalgas Aplicados a Agroenergia e Biorrefinarias
(CMMAABI0), localizada na Embrapa Agroenergia
(https://am.cenargen.embrapa.br/amconsulta/cole-
cao?id=17). A autorizagdo de acesso foi registra-
da no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(SisGen) sob o numero A50B5A2.
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Prospec¢ao de linhagens
bacterianas solubilizadoras de
fosfato em meio NBRIP sélido

Com o objetivo de selecionar bactérias solubili-
zadoras de fosfato, foram prospectadas 370 bacté-
rias em placas de Petri contendo meio NBRIP sélido
(Nautiyal, 1999) com as diferentes fontes de fosfa-
tos Caz(PO,),, FePO, ou AIPO, (experimento reali-
zado em quadruplicata; incubagédo a 28 °C durante
15 dias). Desse total, oitenta e quatro formaram halo
em pelo menos um dos meios avaliados, indicando
a ocorréncia da solubilizagao do fosfato inorgénico.

Utilizando-se uma combinagao de critérios, tais
como valores de indice de solubilizagdo e compa-
racdo de medias pelo teste de Tukey, precocidade
de formagédo do halo de solubilizagdo no meio s6-
lido e identificagdo taxonémica (quando existente),
cinco linhagens foram selecionadas para a proxima
etapa, o cultivo em meio liquido: 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 liquido e obtencao de amostras para
quantificagdo 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 seleg¢do, que consistiu em uma
analise quantitativa do fosfato solubilizado nos so-
brenadantes dos cultivos realizados em condi¢des
de fermentacdo submersa (cultivo liquido), em
meios contendo Cas(PQO,),, FePO, ou AIPO,.

Para o pré-inéculo, 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 a30°C e 180 rpm
por 20 horas. As linhagens foram inoculadas [densi-
dade otica (DO600nm) inicial ajustada para 0,2] em
frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de
meio de cultivo NBRIP liquido (Nautiyal, 1999) suple-
mentado com trés fontes de fosfato (em triplicata):
trifosfato de calcio (Ca3(PO.),), e fosfatos de ferro
(FePO,) ou de aluminio (AIPO,). A composi¢cédo do
meio NBRIP liquido foi a seguinte (para 1L): 10 g de
glicose; 5 g de Ca;(PO,), ou FePO, ou AIPQO,; 5 g de
MgCl,.6H,0; 0,25 g de MgSO,.;H,0; 0,2 g de KCI;
0,1 g de (NH,),SO, (Nautiyal, 1999). O pH foi ajus-
tado para 7,0 adicionando-se NaOH 1 M. Os meios
foram distribuidos em frascos Erlenmeyers em tripli-
cata para cada uma das fontes de fosfato, e esterili-
zados em autoclave a 121 °C por 20 minutos. Apds
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inoculagdo das bactérias, os frascos foram incuba-
dos a 30 °C e 180 rpm por 10 dias, sendo retiradas
aliquotas apos 3 dias, 6 dias e 10 dias. Os controles
negativos (sem nenhum microrganismo inoculado)
foram incubados sob as mesmas condigdes de cul-
tivo. Apds cada tempo de cultivo, aliquotas foram
centrifugadas, e o sobrenadante foi congelado em
freezer (-20 °C), para posterior analise.

Para a quantificacdo do teor de PO, presente
nas amostras, foi feita a quantificagdo utilizando-
-se ambos os ensaios (padréo e volume reduzido).
A quantificagéo relativa de fosfato soluvel presen-
te nas amostras foi obtida descontando-se o teor
de PO, contido no meio de cultura sem inoculagéo
(controle negativo).

Comparagao das curvas de calibragao obtidas
em ensaio padrdao e com volume reduzido

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

Para os ensaios colorimétricos, foram prepara-
das as solugdes: A (acido sulfarico 5 N-70 mL de
acido sulfurico concentrado (98%) dissolvidos em
500 mL de agua destilada); B (20 g de molibdato
de ambdnio dissolvidos em 500 mL de agua desti-
lada [32,36 mM]); C (acido ascorbico 0,1 M-1,32 g
dissolvido em 75 mL de agua destilada, preparado
no momento do uso); e D (tartarato de antimbnio
e potassio 1 mg Sb mL"'-0,2743 g dissolvidos em
100 mL de agua destilada). Para o preparo do mix
de solugdes, foram misturados 125 mL da solugao
A, 37,5 mL da solucdo B, 75 mL da solugdo C e
12,5 mL da solugao D.

A curva padrao para quantificagdo de PO, é feita
a partir do fosfato de potassio monobasico (KH,PO,).
Esse reagente foi previamente seco a 105 °C, por 4
horas, e s6 entao foram pesados 0,044 g de KH,PO,,
completando-se para um volume final de 100 mL de
agua destilada. A concentragédo da solugao estoque
foi de 100 mg L' de PO,. A partir dessa solugao, fo-
ram preparadas solugdes de: 1,0 mg L'; 2,0 mg L';
40 mg L' 80 mg L' 10,0 mg L"; 120 mg L' e
14,0 mg L' de PO, (Murphy; Riley, 1962).

A concentragdo de PO, presente em cada uma
das solucdes foi determinada pelo ensaio padrao
proposto por Murphy e Riley (1962), e em ensaio
com volume reduzido em 20 vezes, mantendo-se as
mesmas proporgdes do ensaio padrao. As quantida-
des estéo descritas a seguir:

a) Ensaio padrdo (6,5 mL de volume final):

1 mL do mix de solugdes + 0,5 mL de amos-
tra + 5 mL de agua destilada. As reacdes
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foram feitas em frascos de 25 mL, mantidos
por 20 minutos em temperatura ambiente.
Apbs o periodo de incubagao, cercade 1 mL
foi transferido para cubeta, e a absorvancia
a 880 nm foi determinada.
b) Ensaio com volume reduzido (325 uL de
volume final): 50 yL de mix de solugbes +
25 uL de amostra + 250 L de agua destila-
da. As reacoes foram feitas em microplacas
de 96 pogos, mantidas por 20 minutos em
temperatura ambiente. Apds o periodo de
incubacao, a absorvancia a 880 nm foi de-
terminada em leitora de microplaca.
As equacbes de calibragao para o método pa-
dréo e o método com volume reduzido foram obtidas
com auxilio do software Excel.

Verificagdo da equivaléncia dos dois
formatos de ensaio, padrao e reduzido

A equivaléncia entre os ensaios no formato pa-
dréo e reduzido foi avaliada também na quantifi-
cacao de PO, em amostras de fosfato solubilizado
pela agao bacteriana. Foram utilizadas amostras do
cultivo da bactéria Bioenzi B-559B (BRM 058050),
em meio NBRIP suplementado com as trés fontes
de fosfato descritas anteriormente. O teor de PO,
das amostras bioldgicas foi quantificado utilizando-
-se como referéncia os valores obtidos nas curvas
de calibragdo (3 para ensaio padrao e 3 para ensaio
com volume reduzido). As curvas de calibragdo e as
amostras de fosfato solubilizado por agéo bacteria-
na foram preparadas utilizando-se o0 mesmo mix de
reagentes, para cada um dos formatos de ensaio.
Foi utilizado teste t para verificagdo de possiveis

Bioenzi B-104A

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

A relacao estatistica entre os teores de PO,
obtidos pelos dois formatos de ensaio foi também
avaliada pela determinagéo do coeficiente de corre-
lacao de Pearson.

Resultados e discussao

Selecédo das linhagens bacterianas
solubilizadoras de fosfato em
meio NBRIP sélido

Apo6s 15 dias de incubacao, foi realizado regis-
tro fotografico das bactérias formadoras de halo em
meio NBRIP contendo Ca;3(PO,),. Nao foi detectada
a formagéo de halo para as demais fontes de PO,
(FePO, ou AIPQ,). A Figura 1 mostra o registro foto-
grafico das cinco bactérias selecionadas para culti-
vo em meio liquido e quantificagdo de PO, soluvel.

Avaliagao do teor de PO, nos sobrenadantes
dos cultivos das bactérias selecionadas

A Figura 2 mostra o registro fotografico da quanti-
ficagdo do teor de PO,, por ensaio padrao (Figura 2A)
e por ensaio com volume reduzido (Figura 2B), em
solucdes de diferentes concentragbes de KH,PO,.

As curvas de calibragdo para os ensaios nos
dois formatos, padrao e de volume reduzido, foram
obtidas. A representacao grafica esta apresentada
nas Figuras 3A e 3B. E possivel notar que as curvas
apresentam linearidade na mesma faixa de concen-
tracdo de PO.,.

Figura 1. Registro fotografico 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 solubilizagdo em meio sélido NBRIP contendo fosfato
tricalcio (Ca;(PQ.),). As fotos apresentadas foram registra-
das apés 15 dias de incubagéo a 28 °C, na auséncia de luz.
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Fotos: Carolyne Caetano Gongalves.

Figura 2. Registro fotografico das rea¢des para construgéo da curva de cali-
bragdo de PO, (solugéo de KH,PO,). Ensaio padrao (volume final de 6,5 mL),
em triplicata (A). Ensaio em microplaca com volume reduzido em 20 vezes
(volume final de 325 uL), em quadruplicata (B).
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Figura 3. Curvas de calibragdo de PO, (solu¢do de KH,PO,). Ensaio padréo (A). Ensaio volume reduzido (B).

Avaliagao da equivaléncia dos dados
obtidos dos formatos de ensaio padrao
e de ensaio com volume reduzido

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

fosfato (calcio (Ca), ferro (Fe) e aluminio (Al)), foi
determinada utilizando-se cada uma das curvas de
calibragao obtidas (trés curvas no ensaio padréo e
trés no ensaio com volume reduzido). Foram retira-
das aliquotas apods 3 dias, 6 dias e 10 dias de cul-
tivo, originando um total de 135 amostras. Levando
em consideracdo que os ensaios de quantificagdo
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de fosfato sao feitos em ftriplicata, obtém-se, no mi-
nimo, 405 analises a serem realizadas, pois, quando
algumas analises extrapolam a curva de calibragao,
precisam ser repetidas. O elevado numero de en-
saios ressalta a importancia de um método mais
rapido e pratico para a triagem de microrganismos
solubilizadores de fosfato.

70,000

60,000
B Ensaio padrao

I Volume reduzido
50,000

40,000
30,000

0 I| I| I_I

Valores de P soltvel (mg/L)

Os valores obtidos nos ensaios com volume
padrao foram comparados aos obtidos nos ensaios
com volume reduzido, para cada uma das amostras.
A Figura 4 mostra o grafico comparativo dos valores
de PO, solubilizado obtidos do cultivo da bactéria
Bioenzi B-559B (BRM 058050). Para todos os ca-
sos, foram observadas variancias iguais. Apos apli-
cagao do teste t para comparagcédo das médias dos
grupos, foi observada igualdade das médias. Pode-
-se, portanto, afirmar que as quantificagcdes de PO,
determinadas em ensaio padrdo e em ensaio com
volume reduzido séo estatisticamente iguais para o
nivel de significancia adotado.

A Figura 5 apresenta um grafico de dispersao en-
tre os dados de concentragdo de PO, nas amostras
biolégicas obtidas pelos dois formatos de ensaio. Fica
evidente o quanto os dados estéo fortemente correla-
cionados. A associagao linear entre os teores de PO,
obtidos nos ensaios padrdo e com volume reduzido foi
também comparada pela determinagéo do coeficiente

“ﬂnnu

20,000
10,000
CaR1 CaR2 CaR3 FeR1

FeR2 FeR3 AIR1 AIR2 AIR3

Fontes de P soluvel em ensaio padrao x reduzido

Figura 4. Comparagao dos métodos ensaio padrao e volume reduzido para quantificagdo do teor de PO, solubilizado pela
bactéria Bioenzi B-559B (BRM 058050), apos 10 dias de cultivo das triplicatas bioldgicas (R1, R2 e R3) em meio NBRIP
contendo Ca;(PO,), (CaR1, R2, R3), FePO, (FeR1, R2, R3) e AIPO, (AIR1, R2, R3). O grafico mostra a quantidade real
de fosfato soltvel (mg L), ja descontado o valor de fésforo do controle negativo (C-). Barras verticais indicam o desvio
padrao da média de trés repeticdes.
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Figura 5. Grafico de disperséo correlacionando os resultados de determinagdo de teor de PO, em mg L', obtidos pelo
ensaio padrao e ensaio volume reduzido.
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de correlagdo de Pearson, equivalente a 0,9975, o
que demonstra forte correlagao entre os dados obti-
dos. Um teste de significancia para o coeficiente de
correlagado obtido mostra que existe correlagéo entre
as variaveis do ensaio padrdo e ensaio com volume
reduzido, com nivel de significancia de 0,05%.

Conclusoes

O método colorimétrico de Murphy e Riley (1962)
€ um dos mais utilizados para a determinacgao de fos-
fatos soluveis em amostras. O protocolo originalmen-
te descrito é realizado com um volume de reagentes
maior que 0 necessario para a leitura espectrofoto-
métrica em cubetas, gerando um gasto de reagentes
desnecessario. Além disso, a leitura em cubetas con-
some muito mais tempo quando comparada a leitura
realizada em microplaca de 96 pocgos, uma vez que &
feita individualmente. A realizagdo do ensaio de Mur-
phy e Riley (1962) adaptado para microplacas é uma
alternativa que economiza tempo e reagentes, além
de gerar menos residuos. Com base nos resultados
apresentados, € possivel afirmar que existe equiva-
Iéncia entre os teores de fosfato determinados pelo
método padrédo 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-
valéncia dos dados obtidos em ensaios com volume
reduzido, podendo ser utilizado para triagem de mi-
crorganismos solubilizadores de fosfato.
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