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1 - Introdução

A falta de rotinas rígidas de manutenção, durante o 

armazenamento de diesel e biodiesel, pode promover o 

estabelecimento de uma comunidade microbiana na 

interface óleo-água. O entendimento da sucessão 

microbiana e seu impacto sobre o combustível é 

fundamental para garantir a qualidade do produto no 

mercado1,2. A avaliação da adição do biodiesel ao diesel na 

estrutura e dinâmica de populações microbianas durante o 

armazenamento, utilizando técnicas independentes de 

cultivo, como PCR quantitativo (qPCR) e o PCR-DGGE 

(Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante) vêm 

sendo utilizadas. A detecção e quantificação de cópias de 

genes por PCR quantitativo (qPCR) é uma ferramenta 

molecular que pode mostrar alterações na comunidade 

microbiana através do uso de oligonucleotídeo iniciadores 

(primers) específicos. Assim, pode-se verificar a 

abundância de fungos e bactérias, a partir de primers que 

amplificam regiões dos genes 18S rRNA e 16S rRNA, 

respectivamente. Outra possibilidade é quantificar e avaliar 

a presença de microrganismos com genes específicos,

também chamados de genes funcionais, relacionados ao 

metabolismo, como o gene alcano mono-oxigenase (alk B), 

relacionado à degradação de alcanos 3–5.

Os objetivos do estudo foram avaliar o 

crescimento microbiano na interface óleo-água, 

quantificando a biomassa (mg), e análise da estrutura 

microbiana da biomassa pela quantificação de bactérias,

bactérias degradadoras de n-alcanos e fungos por PCR em 

tempo real. 

2 - Material e Métodos

2.1 Crescimento Microbiano 
Simulou-se uma condição de armazenamento de 

B0, B5, B10, B50 e B100, em frascos de vidro (200 mL) 
com 20 mL de Meio Mineral Bushnell-Hass (Bushnell and 
Haas, 1941), e 10 mL do combustível previamente 
esterilizado por filtração com membrana. O experimento foi 
conduzido em triplicata, em estufa a 28°C. Contaminou-se o
combustível com um inóculo microbiano não caracterizado 
(Norma ASTM E1259-106). A estimativa da contaminação 
inicial foi de 5 log UFC.ml-1 de bactérias, 4 log UFC.ml-1

para fungos. 
A biomassa formada na interface óleo-água foi 

recuperada e quantificada de acordo com Bücker et al. 
(2011)7 aos 0, 10, 20, 30 e 60 dias. 

2.2- Quantificação microbiana por qPCR real time  
 Toda a biomassa formada na interface óleo-água 
foi removida dos frascos e utilizada para a extração de 
DNA, utilizando-se o kit para extração PowerSoil DNA 
Isolation Kit (MO BIO Inc., Laboratories, USA). A
qualidade do DNA foi verificada por espectrofotometria 
com Biospec (Shimadzu, São Paulo, Brasil) (razão 
260/280) e quantificado por Qubit 2.0 Fluorometer 
(Invitrogen, São Paulo, Brasil), utilizando-se o kit dsDNA 
BR Assay (Invitrogen™).

A população de fungos foi estimada quantificando-

se o DNA total extraído por qPCR, utilizando os primers

com alvo no gene 18S rRNA: 

18S_F5’GGGGGGAGTATGGTCGCAAG3’ e 18S_R1196 

5’TCTGGACCTGGTGAGTTTCC3’; bactérias (16S 

rRNA) 16F-5’ TCCTACGGGAGGCAGCAGT3’ e 16R-

5’CGTATTACCGCGGC TGCTGGCAC3’; e, as bactérias 

degradadoras de alcanos com base no gene alkB alkB 

F_5’GGAGCRTTTMKTCGTRGTTG3’ e alkB R_

5’CGWAKGCCATYTGAABYGGV3’. O número de 

cópias dos genes alk B, 16S rRNA e 18S rRNA em cada 

amostra foi quantificado por qPCR utilizando-se Platinum® 

SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG w/ROX (Invitrogen, 

são Paulo Brasil) em placas ópticas de 96 poços MicroAmp 

Fast Optical (0.1 mL) (Applied Biosystems®, São Paulo, 

Brasil) no equipamento StepOne™ Real-Time PCR 

Systems (Applied Biosystems®, São Paulo, Brasil). A 

amplificação foi realizada em duplicata em reações de 20 

µl, contendo 1 µl de DNA, 200 mM de cada primer (foward 

e reverse) 10 µl do SuperMix, 0,4 µl de ROX e água 

deionizada esterilizada (Mili Q, Milipore) para completar a 

reação. As condições de amplificação foram 2 min a 50°C, 

2 min a 95°C seguidos por 40 ciclos de 95°C por 15s; 55°C 

por 30s e 60°C por 30s. O número de cópias do gene alvo 

foi calculado a partir da padronização de curvas (curva 

padrão) contendo concentrações conhecidas dos respectivos 

oligonucleotídeos controles (gDNA) em diluições seriadas 

de 1:10 em triplicata. A especificidade da amplificação por 

PCR foi determinada pelas curvas de melting e pela 

eletroforese em gel de agarose.   

3 - Resultados e Discussão

Na Figura 1 são apresentados os valores do peso 
seco da biomassa formada na interface óleo-água. Para a 
condição de biodiesel puro, B100, a biomassa formada aos 
60 dias foi 91,3% maior que a produzida na condição com 
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B0. Verificou-se aos 10 dias de incubação, em todas as 
condições em que o biodiesel foi adicionado, um maior 
crescimento na interface óleo-água, assim a biomassa 
formada em B50, B10 e B5 foi 71,4%, 56,5 % e 53,4,3%, 
respectivamente, maior que a biomassa formada em B0. 
Aos 60 dias, o valor da biomassa formada em B50, B10 e 
B5 foi 83,3%, 72,2% e 75,0%, respectivamente, maior que 
a biomassa formada em B0.  

  

Figura 1. Valores de peso seco (mg) da biomassa formada 
na interface óleo-água nos tratamentos contendo B0, B5, 
B10, B50 e B100; aos 10, 20, 30 e 60 dias. 
  

A quantificação dos microrganismos e análise da 
estrutura microbiana do biofilme foi acessada por qPCR. A
quantificação dos microrganismos mostra que o biofilme 
formado na interface óleo água é composto por cerca de 
70% de fungos e 30% de bactérias, em todos os tratamentos 
e tempos avaliados.

Em relação a quantificação da população fúngica, 
observou-se que esta variou entre 109 e 1012 cópias por 
miligrama de biomassa. A estimativa da população 
bacteriana variou entre 105 e 106 cópias por miligrama, nos 
tratamentos com B0, B5, B10 e B50. Em B100, foi 
observado uma menor população bacteriana nos tempos 
avaliados, sendo que foram observadas entre 103 e 104

cópias.mg-1.  
Em B0, B5 e B10 o percentual bactérias com gene 

alk B foi em torno de 70 - 80 %, (103 e 104 cópias.mg-1) em 
relação ao total de bactérias estimadas pela análise do gene 
16S rRNA. Em B50, houve uma variação nestes percentuais, 
sendo que foram de 80, 50, 60, e 30%, aos 10, 20, 30 e 60 
dias de avaliação, respectivamente. Em B100, a estimativa 
de bactérias com gene alk B em relação ao total de 
bactérias, foi em torno de 25% do total. 10 cópias.mg-1, aos 
20, 30 e 60 dias, não sendo detectado aos 10 dias de 
avaliação 

Cyplik et al. (2010)11, em estudo para avaliar a 
degradação de diesel, B20 e biodiesel puro (previamente 
esterilizados) por um consórcio de sete bactérias 
verificaram, por PCR quantitativo relativo, que a estrutura 
da comunidade microbiana não foi afetada pelo teor de 
biodiesel,  assim como observado neste trabalho. Martin-
Sanches et al. (2016)12 utilizaram somente da fase aquosa, 
coletada juntamente com ultra low sulfur diesel (ULSD) de 
tanques de armazenamento, para extração de DNA e 
posterior análise por qPCR de fungos e bactérias, e 
verificaram que a quantidade de bactérias era superior a de 
fungos. Resultado distinto ao encontrado pelo presente 

trabalho, em que foi analisada a biomassa formada na 
interface óleo água, em que predomina a biomassa fúngica 
(70%). Ambos estudos mostram que a metodologia de 
qPCR pode ser uma ferramenta no estudo de amostras de 
combustível contaminadas, como uma metodologia de 
monitoramento do crescimento microbiano. 

A análise por qPCR foi conduzida utilizando-se 
um gene considerado funcional nessa comunidade, o gene 
alk B que codifica para a enzima alcano mono-oxigenase, 
responsável pela degradação de alcanos. Pode-se verificar 
que nos tratamentos com diesel puro (B0) e nas misturas 
com biodiesel, B5 e B10, o gene alk B está presente em 
cerca de 70-80% da população bacteriana total (gene 16S
rRNA). Indicando que o diesel pode estar selecionando e 
favorecendo o crescimento de bactérias com o gene alk B,
uma vez que em B50 e B100, a relação diminuiu, ou seja, 
apresentou menos bactérias com a capacidade em degradar 
alcanos, em relação ao total de bactérias (gene 16S rRNA).
Esperava-se a menor abundância de bactérias com o gene 
alk B em B100, pois as enzimas alcano mono-oxigenases 
não são necessárias, pois não temos alcanos. A detecção de 
bactérias degradadoras de alcanos, em B100, está 
relacionada ao inóculo adicionado, confeccionado a partir 
de borras diversificadas (de B5, biodiesel puro) e 
aclimatado em B10, o que previamente selecionou bactérias 
com o gene alk B, e que foram adicionadas a todos os 
tratamentos.  

4 – Conclusões

Verificou-se que a presença do biodiesel favoreceu 
o crescimento microbiano na interface óleo-água, e na 
condição de B100, foi observado maior biomassa. As 
análises por q-PCR informaram sobre a composição do 
biofilme, assim, baseada na relação entre número de cópias 
de fungos e bactérias, verificou-se que a proporção destes 
microrganismos no biofilme foi em torno de 70% e 30%, 
respectivamente. Verificou-se que em B0, B5 e B10 o 
percentual de bactérias com gene alk B foi em torno de 70 - 
80% do total de bactérias estimadas, B100, esta relação foi 
de apenas 25%. 
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