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Resumo

Dos pocos e plataformas de petrdleo ao transporte e distribuicdo de
petroquimicos, sempre ha o risco de acidentes que resultam em incéndios. Nesses
casos sdo muitas vezes utilizadas espumas formadoras de filme aquoso (AFFF), pois
compostos fluorados em grandes quantidades nas misturas das AFFFs contribuem
com a capacidade extintora de incéndio. Em situagcdes de emergéncia, toneladas de
AFFF sao liberadas no ambiente e, portanto, podem afetar em longo prazo o ambiente
mesmo depois do incéndio ser apagado, pois contém substancias que escoam para
corpos d’agua. Os fluor-carbonados séo altamente resistentes a biodegradacao e, por
isso, tém prolongada persisténcia ambiental. As vias de biodegradagdo dos organo-
halogenados séo bastante especificas e lentas. Nesse estudo foi determinado o
potencial de biodegradacado de diferentes microbiotas sobre misturas da AFFF em
hidrocarbonetos, e estudado o processo de biotransformagdao dos compostos
presentes na formulagcdo da AFFF. Pela combinagcdo de metodologias foi possivel
conhecer melhor sobre o impacto dos compostos fluor-carbonados no ambiente.
Foram realizados estudos com a técnica de espectrometria de massa, para determinar
as vias de biotransformacdo dos componentes perfluorcarbonados; técnicas
respirométricas, para estudar a biodegradabilidade da AFFF em associagdo com
hidrocarbonetos de petréleo; bioensaios com plantas, para determinar a toxicidade da
AFFF; e técnicas de biologia molecular, para analise metagenémica de alteragao no
perfil da comunidade microbiana de solo apds a introdugcdo da AFFF ao meio. Os
hidrocarbonetos de petrdleo influenciaram, durante a aplicacdo de espumas de
incéndio, o processo de transformacgéao de fluorcarbonados, alterando o metabolismo
de comunidades microbianas. Em geral, a biotransformacao de fluorcarbonados foi
mais lenta por uma interferéncia mutua entre BTEX e AFFF, mas a producdo de CO2
foi maior pelo efeito surfactante dos compostos perfluorados combinados com a
gasolina. Somado a isso, outros compostos ainda nao detectados sdo formados a
partir de AFFF quando em casos de co-contaminagao com BTEX. Solos contaminados
com AFFF em altas concentracbes sado toxicos para plantas e alteram o perfil
microbiano do solo.

Palavras-chave: Hidrocarbonetos.  AFFF.  Perfluorados.  Biodegradagao.

Ecotoxicidade.



Abstract

From oilrigs extraction to transport and distribution of petrochemicals, there is
always the risk of accidents resulting in fires. In such cases, the release of aqueous
film forming foams (AFFF) are a usual practice. These compounds are comprised of
compounds containing fluorine-carbon, which contribute to their fire extinguishing
capabilities when released in large amounts. Tons of AFFF are released into the
environment during emergencies and thus causing long term harnessing of the
environment even long after the fire is extinguished, since such substances end up in
water bodies. Fluorine and carbon bonds are highly resistant to degradation and
therefore have long environmental persistence. Biodegradation pathways of organic
halogens are quite specific and slow. In this study, we determined the potential
microbiota in different biodegradation AFFF mixtures of hydrocarbons, and studied the
biotransformation of compounds in the formulation of AFFF. Thus, it was possible to
better understand the impact of fluorinated compounds into the environment. A wide
variety of techniques was applied, involving a combination of mass spectrometry
techniques to determine the biotransformation pathways of perfluorcarbonados
components; respirometric techniques to study the biodegradability of AFFF in
association with petroleum hydrocarbons; bio-assays to determine the phyto-toxicity of
AFFF; and molecular biology techniques for metagenomic analyzes evaluating
changes in the profile of soil microbial communities after AFFF was introduced in the
medium. It was observed that petroleum hydrocarbons during application of fire foams
fluorocarbon influenced the overall biotransformation process, altering the metabolism
of the microbial communities. In general, the fluorocarbon biotransformation is slower
by a mutual interference between AFFF and BTEX, but the CO2 production is
increased by the effect of the perfluorinated surfactant combined with the
petrochemical compounds. In addition to this, other unknown compounds are still
formed from AFFF in co-contamination with BTEX. AFFF soils contaminated with high
concentrations are toxic to plants and profound microbial changes were detected in

the microbial soil profile.

Keywords: Hydrocarbons. AFFF. Perfluorinated compunds. Biodegradation.
Ecotoxicity.
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1. Revisao de Literatura

1.1. Histérico da protegao contra incéndios

O primeiro pogo de petréleo comercialmente viavel e bem sucedido foi
perfurado em agosto de 1859, em Titusville (Oil Creek), Pensilvania (EUA), por Edwin
Drake, embora este fato seja debatido pelos registros histéricos de pocgos pioneiros
construidos em 1853 na Poldnia. O pogo de petréleo construido por Drake pegou fogo
e alguns danos na sua estrutura afetaram seu funcionamento, pouco depois do inicio
de sua operacgao. Mais tarde, em 1861, um outro poco de petréleo em Oil Creek, perto
do poco de Drake, pegou fogo. O incéndio se espalhou por uma area ocupada,
queimando durante trés dias e causando 19 mortes (KNOWLES, 1983). Uma das
primeiras refinarias de petrdleo na area, Acme Oil Company, também sofreu com um
grande incéndio em 1880, da qual a empresa nunca se recuperou, sendo decretada
sua faléncia (TIPPET, 2013).

Foi nesse contexto que, em 1863, o estado da Pensilvania passou as primeiras
leis antipoluicdo para a industria petrolifera. Estas leis foram aprovadas para a evitar
a liberagédo de petréleo bruto em cursos de agua ao lado de areas de produgado de
petréleo. Em outro campo de petréleo, o Spindletop, famoso pela iconica liberagcao de
petréleo jorrando como um chafariz, sofreu um incéndio causado por um individuo
fumante, pouco cuidadoso, nas proximidades. A partir desse incéndio iniciaram-se
varios outros focos de incéndios em uma catastrofe que durou uma semana, apenas

trés anos apds a descoberta do reservatério. Grandes incéndios, como os que
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ocorreram em Spindletop, surgiram na industria petroquimica quase todos os anos
apos a sua producao inicial (NOLAN, 1996).

De acordo com registros histéricos, os incéndios de hidrocarbonetos eram
bastante comuns nos primeiros campos de petréleo. Estes incéndios ocorreram a
partir de falhas humanas, desastres naturais, ou de queima deliberada e extensa do,
até entdo, invendavel gas natural. Incéndios de hidrocarbonetos eram aceitos como
eventos comuns da industria onde geralmente eram feitos pequenos esforgos para
conter a sua existéncia (MACDONALD, 1990).

Desde o inicio da industria do petroleo, a quantidade de incéndios, as
explosdes e a poluigdo ambiental que surgiu a partir dela cresceu proporcionalmente
ao desenvolvimento do setor (WILLIAMS; OLANIRAN, 1994). Conforme a industria do
petroleo crescia, aumentava também a magnitude de seus acidentes. Eventos
relativamente recentes, como o derramamento de 6leo da Exxon Valdez em 1989
(BRADDOCK et al., 1995) ou a explosado no duto da Deepwater Horizon da British
Petroleum em 2010 (ROBERTSON; KRAUSS, 2010) demonstraram o impacto
financeiro extremo que esses acidentes podem causar.

Apods o incéndio catastréfico que queimou a Roma antiga, em 64 A.C., o
imperador Nero reconstruiu a cidade e estabeleceu politicas de precaugdes contra
incéndios, que incluia amplas avenidas publicas, limitacbes em alturas de construcéo,
criacao de estruturas a prova de fogo e melhorias para o abastecimento de agua da
cidade para ajudar no combate a incéndios (Figura 1). Assim, € muito evidente que os
requisitos modernos de protecido basicos contra incéndios, tais como a limitacdo de
suprimentos combustiveis (construgdo a prova de fogo), remogao das fontes
disponiveis de igni¢cao (avenidas largas e alturas de edificios limitados para evitar o
carregamento de brasas pelo vento) e criagdo de um mecanismo local de controle e
supressao do fogo (abastecimento de agua) tém sido essencialmente aplicados desde
a antiguidade (NOLAN, 1996).

Incrivelmente, "Heron de Alexandria", o escritor técnico da antiguidade (cerca
de 100 A.C.), descreve em seus diarios um mecanismo de bombeamento de dois
cilindros com um bico flexivel e direcionador de jatos para combater incéndios. O
mecanismo é muito parecido com um sistema romano de bombeamento de dgua em
exposi¢ao no Museu Britanico, em Londres (BLACK, 2014). Dispositivos similares
também foram usados no século XVIIlI e XIX na Europa e Américas, para fornecer

agua em situagdes de incéndio. Existem, portanto, evidéncias consideraveis que a



Revisao de Literatura 28

sociedade de um modo geral tentou evitar ou atenuar os efeitos dos incéndios,

reconhecidamente, apds grandes acidentes (DE CAMP, 1986).

Figura 1 — Representacao artistica do grande incéndio em Roma em 64 A.C. a partir

de quando as primeiras medidas de proteg¢ao a incéndio registradas foram tomadas
no planejamento urbano. Fonte: pintura por Francisco Gutiérrez Cabello, pintor

barroco espanhol do século XVI, reproduzido do website do Museo del Prado (2015).

A industria petroquimica foi por muito tempo relutante em investir capital onde
um retorno direto e imediato sobre o investimento para a empresa n&o era 6bvio, como
faria qualquer empresa. Além disso, perdas financeiras nas industrias de petréleo
causadas por incéndio eram relativamente pequenas até cerca de 1950, quando
comparadas aos altos lucros da época. Isto era devido ao tamanho pequeno das
instalagdes e o valor baixo de dleo e gas comparados ao volume total de produgao
(TUGNOLI et al., 2012).

Até 1950, um incéndio ou explosdo cujas perdas somaram mais de cinco
milhdes de ddélares ndo haviam ocorrido na industria de refino nos EUA. Também
neste periodo, o grande fluxo de capital para a exploragéo de petréleo e produgao
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offshore estavam apenas comegando. O uso de gas natural também era bastante
limitado no inicio do século. Consequentemente, seu valor também era muito baixo.
Normalmente, a producdo de gas era imediatamente queimada ou o0 pogo era
tampado e considerado como um reservatorio inexploravel economicamente. Dado
que o manuseio de gas era limitado, grandes explosdes de vapor eram relativamente
raras e a destruigdo catastrofica por incidentes de petréleo era algo pouco comum
(TOWLER; SINNOTT, 2013). Os gastos da industria do petréleo com dispositivos de
segurangca eram tradicionalmente o minimo exigido pelos regulamentos
governamentais. Assim, o desenvolvimento de filosofias e praticas de prevencéo de
perdas, portanto, ndo foi efetivamente desenvolvido dentro da industria desde seu
inicio.

Nos primérdios da industria do petrdleo, os recursos para seguranga em caso
de incéndio ou protecdo contra explosdo eram limitados. Isso é evidente pela
quantidade de explosdes e incéndios na época. A industria ficou conhecida como uma
operacao "de risco", ndo s6 com relagao ao retorno econémico, mas também quanto
a segurancga (perda de vidas e destruicao de propriedade) e até mesmo seus impactos
ambientais (EMMONS, 1985), embora o conceito de ecologia ainda n&o fosse bem
compreendido na época.

Somente nas ultimas décadas as medidas de prote¢do contra incéndio e
explosao foram bem compreendidas e aceitas pela maioria das industrias como uma
medida de melhoramento operacional, simplesmente pelo fato de proteger a
instalagdo contra a destruicdo (PASMAN; SUTER, 2005). Um exemplo de como o
principio da boa pratica de seguranga equivale a boas praticas operacionais € a
instalacao de valvulas de isolamento de emergéncia na entrada e saida de dutos. Em
caso de emergéncia, elas servem para isolar o fornecimento de combustivel para uma
area em chamas e, portanto, limitar os danos. Em teoria, eles poderiam também servir
como uma maneira adicional de isolamento de uma instalagdo para manutengao de
suas atividades operacionais, mesmo no caso de algum incidente maior (ABBASI;
ABBASI, 2005).

Atualmente, os recursos de segurangca devem promulgar o projeto e
planejamento de todas as instalagbes de petréleo. De fato, em sociedades industriais,
o setor petroquimico deve demonstrar aos 6rgaos reguladores que a instalagao foi
adequadamente projetada para a seguranca de pessoas e do ambiente, antes que

seja dada permissdo para a sua construgdo. E, portanto, imperativo que estas
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medidas sejam bem definidas, desde o inicio do conceito ou design, a fim de evitar
projetos dispendiosos, pedidos de alteragdo ou incidentes tardios com despesas
corretivas exigidas pelos orgaos reguladores. A experiéncia da industria tem
demonstrado que rever a concepgao do projeto no inicio das fases conceituais e
etapas preliminares, quanto a seguranga e protegédo contra incéndio € mais rentavel
do que realizar consertos e revisdes, apds a concluséo dos projetos.

A curva de custo-beneficio para qualquer projeto propde que 75% do custo de
um projeto € definido nos primeiros 25% do design. Em média, os primeiros 15% do
custo total do projeto é geralmente gasto em 90% do projeto de engenharia (KHAN;
ABASSI, 1999). Custos de modificagcdo estdo estimados em 10 vezes o custo inicial
depois que uma instalacéo € construida e 100 vezes depois de um incidente ocorre.
Além disso, deve-se perceber que os principios e praticas de seguranga para protecao
contra incéndios sao também medidas comerciais prudentes que contribuem para a
eficiéncia operacional de uma instalagdo. A maioria destas medidas sdo atualmente
identificadas e avaliados através de extensas e sistematicas analises de risco
operacional e ambiental (CROKER; NAPIER, 1998).

1.2.Classes de incéndio

Para que as reagcbes em cadeia responsaveis pelos incéndios ocorram, sao
necessarios trés componentes fundamentais: combustivel, oxigénio e uma fonte de
calor para o inicio do fogo (CLARK, 1991).

Os objetivos dos sistemas de extingdo de incéndios sdo fornecer refrigeracéo,
controlar o fogo (ou seja, evitar a sua propagacéao) e fornecer extingao do fogo no local
do incidente. Existe uma variedade de métodos de extincdo de incéndios para
proteger instalagdes. Ambos os sistemas portateis (extintores) e fixos (hidrantes e
caminhdes de bombeiros) podem ser usados. A eficacia de todas as medidas de
extingdo de incéndios pode ser determinada pelo fluxo do agente extintor e 0 método
de aplicacdo. No Brasil os incéndios sdo comumente classificados no mesmo sistema
de classes europeu e australiano, conforme a Tabela 1, estabelecida pela ABNT-NBR
14276 em 2006.
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Tabela 1 — Classificagao de tipos de incéndio baseados no material

Classe Agente extintor Aplicagao

A Extintores de incéndio classe A sdo geralmente a base de agua. A agua Materiais que queimam em
proporciona um efeito de absorgéo de calor (arrefecimento) no material em = superficie e profundidade (ex.
chamas para extinguir o fogo. Extintores de agua pressurizada utilizam ar = madeira, papel, tecido)
sob presséo para expulsar a agua.

B Incéndios de classe B séo extintos através da exclusédo de ar ao abrandar = Liquidos inflamaveis (ex. alcool,
a liberagdo de vapores inflamaveis ou pela interrupcdo da reagdo em  gasolina, querosene)
cadeia de combustdo. Trés tipos de agentes extintores podem ser
utilizados para incéndios envolvendo liquidos inflamaveis, graxas e 6leos:
diéxido de carbono, p6 quimico seco, e espuma aquosa. O diéxido de
carbono € um agente de gas comprimido que evita a combustdo pelo
deslocamento do oxigénio no ar circundante o fogo. Os dois tipos de
extintores de p6é quimicos secos incluem um que contém bicarbonato de
sédio comum ou de potassio, bicarbonato de potassio e ureia, e agentes a
base de cloreto de potassio. O segundo tipo, multiuso, contém uma base
de fosfato de amobnio. O terceiro tipo sdo os extintores de espuma,
geralmente para formagao de um filme aquoso que expele uma camada
de espuma quando é descarregado através um bocal, atuando como uma
barreira para excluir oxigénio do fogo.

(o] O agente extintor de classe C deve ser ndo condutor de eletricidade. Tanto = Equipamentos  elétricos e
o diéxido de carbono e os produtos quimicos secos podem ser utilizados = energizados (ex. eletrénicos e
em incéndios em instalagdes eléctricas. Uma vantagem do dioxido de eletrodomésticos, motores,
carbono é que ele ndo deixa residuos depois que o fogo € extinto. Quando = cabos elétricos)

0 equipamento elétrico ndo é energizado, podem ser utilizados extintores
de incéndios de classe A ou B.

D E necessario um agente extintor de absorgao de calor para incéndios em | Metais e sais combustiveis (ex.
metais combustiveis. Além disso, o agente extintor ndo deve reagir com o | sédio, magnésio e potassio)
metal da queima. Os agentes de extingdo devem cobrir o metal

incandescente e fornecer um cobertor isolante.

(Adaptado de ABNT-NBR 14276, 2006; Mannan, 2014)

O tratamento exigido em caso de incéndio desses materiais depende de uma
logistica capaz de fornecer agentes extintores em abundancia e com agilidade. Deve
ser dada grande importancia para que sejam escolhidas as técnicas adequadas de
combate aos incéndios, considerando também as consequéncias e problemas
ambientais associados as técnicas aplicadas aos diferentes materiais (MARZOUK;
GHOULMAN, 2007).

O rétulo do extintor da instrucdes de operacéao e identifica a classe ou classes
de fogo em que o extintor pode ser usado com seguranga. Supde-se que o corpo de
bombeiros seja treinado para reconhecer e aplicar os produtos extintores adequados
a cada situacdo. Agentes extintores aprovados também carregam os roétulos dos

laboratérios em que foram testadas (NFPA, 1991).
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1.3.Incéndios da industria petroquimica

Dos pocos e plataformas de petréleo ao refino e distribuigdo desses produtos,
sempre ha o risco de acidentes e catastrofes que resultem na combustdo dos
petroquimicos (Figura 2). Para que o processo se inicie com a ignicao das
substancias, basta que o combustivel apresente-se em por¢des volateis. A partir
disso, um unico ponto de maior calor perto da superficie ja é suficiente para que a
combustéo ocorra e uma situagao de incéndio se estabelega. De acordo com a NFPA
(1991), incéndios e explosbes subsequentes podem ocorrer tanto em espagos
confinados (como tanques de armazenamento de combustiveis em refinarias ou
postos de gasolina), quanto em areas abertas (como pocgos de petroleo e
derramamentos).

Incéndios, explosdes e poluigdo ambiental sdo os mais graves e imprevisiveis
eventos que podem acontecer na industria petroquimica. Em geral, as perdas sao
altas e a recuperacédo sobre os prejuizos ocorre em longo prazo. Estas questdes
existem, essencialmente, desde o inicio das operagdes petroliferas e quimicas,
realizadas em escala industrial, do meio do século passado, e, apesar de todos os
métodos de prevencao disponiveis, eles continuam a ocorrer com crescentes
prejuizos financeiros. Parece que a gestdo da industria é alheia, ou entdo descuidada,
aos potenciais perigos das atividades que ocorrem sob seu comando. Embora
acredite-se que a maioria dos acidentes nao possa ser evitada, a verdade € que todos

os acidentes sdo, de fato, possiveis de se prevenir (NOLAN, 1996).

Figura 2 — Incéndio em plataforma de petréleo de Montara na Australia em 2009
(esquerda) e na refinaria de El Palito na Venezuela em 2012 (direita). Fonte:
Reproduzido de AAP (2009 e 2012).
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A verdadeira causa da maioria dos acidentes na industria petroquimica sao os
erros humanos (HEAD; HORN, 1985). A maioria das pessoas tém boas inten¢des para
desempenhar suas fungdes corretamente, mas, onde os atalhos ou métodos mais
faceis associados as consideraveis oportunidades de ganho econédmico acontecem, a
vulnerabilidade humana geralmente sucumbe a tentagdo. Por isso, é prudente em
qualquer organizagdo, especialmente onde haja instalagbes de alto risco, ter um
sistema para realizar verificagdes independentes, inspe¢cbes e auditorias de
seguranca da planta, construgao e manutengao das instalagdes.

Incéndios envolvendo petréleo s&do mais dificeis de extinguir comparados a
outros devido ao enorme volume de combustivel geralmente disponivel para o
aumento da intensidade do fogo. Na luta contra incéndios em pogos de petréleo sao
utilizados até mesmo explosivos como dinamite para consumir todo o oxigénio da
atmosfera local. Contudo essa estratégia € aplicada apenas a pogos de petrdleo
bastante profundos (HUSAIN, 1995). Nas proximidades de regides habitadas ou
mesmo em tanques de estocagem de combustiveis em refinarias, onde existam
combustivel e oxigénio abundante, € recomendado recorrer a outras estratégias
menos destrutivas de extingdo de incéndios. Além disso, qualquer faisca resultante
do atrito de metais retorcidos pode incendiar novamente o petroleo e seus derivados
presentes no local (GURURAJ et al., 1995).

1.4. Espumas extintoras de incéndio

A agua é ainda o meio mais comum e abundantemente usado na extin¢gao de
incéndios por ndo apenas apagar o fogo, como também impedir que ele se alastre.
Contudo, a agua também pode aumentar a intensidade e danos causados por
incéndios de derivados de petréleo contendo hidrocarbonetos (KLEIN, 2004).
Conforme descrito na Tabela 1, sdo atribuidas classes aos incéndios, que determinam
o sistema adequado de extincdo. Nos incéndios de classe B, em que se incluem os
hidrocarbonetos e muitos derivados do petrdleo, ndo € recomendado o uso de agua.
O uso de espumas melhora a eficacia das operagdes de combate a incéndio e é
considerado como um fator significativo para o sucesso de uma agao de combate ao
fogo. Isto é verdade para a maioria dos incéndios, exceto para os casos em que a
agua e agentes a base de agua possam ser perigosos (SARDQVIST, 2002). Assim, é
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necessario o uso de espumas extintoras de incéndios capazes de apaga-los e impedir
o espalhamento das chamas (NFPA, 2005).

A espuma é utilizada em sistemas fixos e moveis. Sistemas de espuma fixo
utilizados em tanques contendo liquidos inflamaveis e tubulagdes industriais
geralmente estdo localizados proximos as areas de risco. Quando existe um
planejamento técnico adequado, os sistemas fixos evitam que residuos, incluindo as
préprias espumas de combate a incéndios, sejam liberadas ao ambiente (KLEIN,
2004). No entanto, ha momentos em que as espumas sao usadas em locais onde o
fornecimento de protecdo imediata contra possiveis residuos pds-extingao é dificil ou
impossivel. Para esses casos, o risco de poluir o meio ambiente € alto e os efeitos
negativos dos residuos no solo e na agua podem ser desastrosos (RUPPERT et al.,
2005).

A estrutura particular apresentada pelas espumas garante uma vasta aplicagao
desse sistema. Espumas produzidas com solu¢cdes aquosas sao utilizadas em
combates a incéndios por apresentarem propriedades que as tornam um eficiente
agente extintor em comparagao com a agua.

A aplicacdo de agua em incéndios deve-se ao efeito refrigerador provocado
pelo seu calor de vaporizagado (40,66 kJ.mol'), o qual remove calor do processo de
combustdo e resfria o material em chamas. Outra propriedade extintora esta
associada a diminuigdo da concentracdo de oxigénio do ar pelo vapor de agua
produzido no combate. Mas a agua apresenta algumas limitagdes, e as espumas
extintoras foram desenvolvidas a fim de contorna-las (ISENBERG, 1992). A alta
tensdo superficial da agua dificulta a molhabilidade da superficie em chamas e a
penetracdo no material, e sua baixa viscosidade provoca escoamento rapido pelas
superficies, dificultando a atuagao do liquido sobre elas, principalmente em superficies
verticais. Além disso, os jatos de agua podem provocar transbordamento de um liquido
em chamas, levando a propagagéao do incéndio (BHAKTA; RUCKENSTEIN, 1995).

As espumas foram desenvolvidas para se obter melhor aderéncia ao material
em chamas, produzindo um recobrimento continuo sobre ele. Como apresentam baixa
densidade, espalham-se sobre a superficie do material em combustéao, abafando-a e
isolando-a do contato com o oxigénio atmosférico. Tanto a supressao do vapor
comburente, quanto o resfriamento do material em chamas pelo liquido presente na
espuma previnem a re-ignicdo. Para aperfeicoar tais caracteristicas, espumas com

estruturas cada vez mais resistentes e fluidas tém sido obtidas para diferentes classes
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de incéndio, visando-se garantir a rapidez e a segurang¢a do combate (FIGUEREDO,
1999).

Na Europa e em parte em outros paises, a classificagcdo de espumas de
incéndio baseia-se na norma europeia para extingdo de incéndio. De acordo com a
norma EN 1568 (2000), as espumas sao classificadas como:

— S (dainicial em inglés synthetic): Concentrados de espuma sintética a base de
misturas de agentes tensoativos de hidrocarboneto que pode também conter
agentes fluorados como estabilizadores adicionais;

— AFFF (da sigla em inglés aqueous film forming foam): Espuma formadora de
filme aquoso a base de misturas de hidrocarbonetos e agentes fluorados
tensoativos com a capacidade para formar um filme aquoso sobre a superficie
de combustiveis de hidrocarbonetos;

— P (dainicial em inglés protein): Concentrado de espuma de proteina a base de
liquidos derivados de materiais com proteina hidrolisada;

— FP (da sigla em inglés fluorinated protein). Concentrados de espuma de
proteina fluorada a base de concentrados de proteina adicionados de
surfactantes fluorados;

— FFFP (da sigla em inglés film forming fluoroprotein): Concentrado de espuma
de proteina fluorada formadora de filme a base de concentrados de
fluorproteinas com a capacidade de formar um filme aquoso em alguns
hidrocarbonetos combustiveis;

— AR (da sigla em inglés alcohol resistant): Concentrados de espuma alcool-
resistentes, que também podem ser usados em hidrocarbonetos e s&o capazes
de precipitar uma membrana polimérica na superficie de alcool. Em geral,
essas espumas sao misturadas aos outros tipos de espuma e descritas como
AFFF-AR, FFFP-AR ou FP-AR.

Espumas de combate a incéndios contém muitas substancias adicionais, a fim
de alcancar a formagao de espuma adequada e também propriedades funcionais. Um
concentrado de espuma tipico contém até oito ingredientes, sendo a maioria deles
tensoativos fluorados ou hidrolisados de proteinas, solventes e dgua. Normalmente, a
informacao disponivel sobre a composi¢ao detalhada de um concentrado de espuma
¢é limitada pelos fabricantes. A Tabela 2 apresenta os ingredientes de diferentes tipos

de espuma, com base em fichas de seguranga dos fabricantes.
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Tabela 2 — Composicido das espumas de incéndio

Tipo de espuma
S

AFFF

FP

FFFP

Componentes
Surfactantes
Solventes organicos
Inibidores de corroséo
Estabilizantes de espuma
Agua

Surfactantes
Surfactantes fluorados
Solventes organicos
Sulfato de magnésio
Etileno glicol

Agua

Proteinas hidrolisadas
Hexileno glicol

Etileno glicol

Cloreto de sodio

Sais metalicos

Oxido de zinco
Conservantes

Agua

Proteinas hidrolisadas
Surfactantes fluorados
Hexileno glicol

Etileno glicol

Cloreto de sodio

Sais metalicos
Conservantes

Agua

Proteinas hidrolisadas
Surfactantes fluorados
Hexileno glicol

Etileno glicol

Cloreto de sodio

Sais metalicos
Conservantes

Agua

Concentracido (m.V-! %)
10, 20

15,30

1,3

<2

1,10

1,5

15,40

<5

<20

<20
<10
<10
5,10
1,5
<1

<2

25,50
<5
<10
<10
5,10
<5

<2

10,50
<5
1,10
<10
5,10
<5

<2

(Adaptado de EN 1568, 2000; Krol, 2010)

Incéndios de combustiveis e hidrocarbonetos, em geral, representam uma séria

ameaca a vida e as propriedades, e eles exigem resposta imediata. Para ativar uma

resposta rapida aos incéndios, sdo necessarios agentes extintores eficazes e

eficientes para evitar danos e re-igni¢ao dos incéndios. Dentre todas as espumas, as

AFFFs foram as primeiras desenvolvidas na década de 1960 como ferramentas
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importantes para extingao de incéndios envolvendo combustiveis liquidos inflamaveis
como por exemplo, gasolina e querosene (DARWIN et al., 1995). Devido a presenga
de grande quantidade de liquidos inflamaveis, os municipios (corpo de bombeiros), a
industria de processamento de hidrocarbonetos (refinarias de petrdleo) e setores
militares utilizam AFFFs (Figura 3). Nos EUA, os militares compreendem 75% do total
mercado, enquanto as entidades municipais e da industria de processamento de
hidrocarbonetos representam 13% e 5%, respectivamente (MOODY; FIELD, 2000).
No Brasil ndo existem dados disponiveis sobre os principais compradores, mas é
seguro afirmar que a propor¢cado de uso pelos militares € menor, considerando a
diferenca de orgamentos militares entre os paises. Em 1985, o mercado norte-
americano para os produtos AFFF (vendidos em solugdes de 3% e 6%) foi de 6,8
milhdes de litros, com uma receita total de 10 milhdes de ddélares em vendas nos
Estados Unidos. Por razdes histéricas, o Departamento de Defesa para
Especificagcdes e Regulamentos Militares dos EUA tém especificado e estabelecido
de critérios de desempenho das AFFFs aos fabricantes (MOODY:; FIELD, 2000).

7%
5%

= Militar
= Municipal

= Industria petroquimica
Outros

Figura 3 — Principais compradores das espumas formadoras de filme aquoso (AFFF)
nos EUA. Fonte: Traduzido e adaptado de IMR International (2006).

A escolha pelas AFFFs é feita pois necessita de uma quantidade muito baixa
de energia para produzir uma espuma de qualidade elevada. Consequentemente, elas

podem ser aplicadas em uma grande variedade de sistemas de distribuicdo de
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espuma. Esta versatilidade faz das AFFF uma escolha &ébvia para aeroportos,
refinarias de petréleo, fabricas, corpos de bombeiros, e toda a outra operacdo que
envolve o transporte, processo, ou manuseio de liquidos inflamaveis (MULLIGAN,
1990).

1.5. Espumas formadoras de filme aquoso (AFFF)

Formulagdes comerciais das AFFFs sao misturas complexas cujos
componentes principais sdo um solvente (tipicamente um éter de glicol), surfactantes
fluorados (perfluorado aniénico ou anfotérico parcialmente fluorado) e agentes
surfactantes a base de hidrocarbonetos (Tabela 3). Tensoativos contendo flior em
misturas de AFFF contribuem para o desempenho como principal substancia para
extingdo de incéndio e como selantes de vapor que previnem a re-ignicdo de
combustivel e solventes (FALK, 1978; ALM; STERN, 1992; KISSA, 1994). O
mecanismo de extingdo dos compostos de AFFF combinados consiste de trés fatores:
(i) a supressao de vapores inflamaveis a partir da superficie do material submetido a
combustdo; (ii) isolamento da superficie inflamavel do ar; e (iii) o resfriamento do
combustivel (CASEY, 1984).

Os surfactantes fluorados podem ser perfluorados, em que todos os carbonos
estdo ligados ao fluor sem hidrogénio na cadeia, ou polifluorados, em que apenas
alguns atomos de fluor estdo ligados a cadeia carbdnica, mas com hidrogénio ou

outros compostos ligados ao carbono (BOBERT et al., 1997).
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Tabela 3 — Composigdo media da AFFF Ansul 6% (AFC-3)

Componente Estrutura quimica Concentragiao Funcao
Agua 0 77~85% Diluente
H” H
Dietilenoglicol \/\/0\/\ /\/OH 12% Co-solvente /
butil éter (Butil O anti-congelante
carbitol)
Alquil-sulfatos o 1~5% Formacéo de
\/\/\/\/\/\/O\S'\ espuma
O'I ~0
Surfactantes F F F F 1~6% Formacéo de
fluorcarbonados FWF’/O espuma,
£ F £ F £ F £ o”S\O_ espalhamento,
limitador de
difuséo de
combustivel
Toliltriazol H 0,05% Inibidor de

\ corrosao
//N
N

(Adaptado de MOODY; FIELD, 2000)

1.5.1. Aplicacao da AFFF

Na geracao de espumas de combate a incéndios, a agua € bombeada mediante

um tubo ou mangueira enquanto uma solugao de agentes tensoativos € aspirada para

a linha, utilizando um sistema de Venturi posicionado na extremidade (no bocal de

espuma), dispostos conforme a Figura 4. Nesses dispositivos, chamados aspiradores

de descarga, a solugao de espuma passa através de um orificio, apds as entradas de

ar, para uma area de expansao para produzir uma espuma expandida (CASEY, 1984).
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ar Venturi
\ espuma

spray de espuma

i
ar  solucado de AFFF

Figura 4 — Esquema da aplicagdo da AFFF na ponta de uma mangueira de incéndio
com o efeito Venturi para mistura de solugdes e formacao de espuma. Fonte:
Traduzido de FIGUEREDO; SABADINI (2003).

Os agentes de espuma para combate a incéndio suprimem o fogo, separando
o combustivel do oxigénio. Dependendo do tipo de agente, a espuma atua de diversas
maneiras: criando colchdes de espuma na superficie do combustivel, sufocando o
fogo e separando as chamas da superficie do combustivel. O colchdo de espuma
suprime a liberacdo dos vapores inflamaveis que poderiam se misturar com o ar e

provocar as chamas novamente (Figura 5).
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Figura 5 — Processo de extingdo de incéndio com o uso da AFFF. Fonte: Traduzido

de Overige Blussystemen (2008).

Deste modo, a AFFF forma uma pelicula aquosa na superficie de um

combustivel de hidrocarboneto e extingue o incéndio.
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AFFF sao os agentes mais eficientes em uso hoje para a extingdo de incéndios
de combustiveis e hidrocarbonetos. O principio que rege a alta capacidade de recobrir
e resfriar a superficie de queima de combustivel é dada pela vaporizagéo rapida da
agua para formar uma pelicula aquosa unica que se espalha sobre a superficie do
hidrocarboneto menos denso. Devido a esta pelicula aquosa, a taxa de evaporacao
do hidrocarboneto é reduzida, esgotando assim o fornecimento de combustivel para
as chamas. Ambos estes fendmenos sao fortemente dependentes das tensdes
superficiais das AFFFs e hidrocarbonetos liquidos e sobre as propriedades da tenséo
superficial e interfacial entre eles (FIGUEIREDO; SABADINI, 2003).

1.5.2. Espalhamento

A caracteristica essencial da AFFF é a possibilidade de espalhar filme aquoso
sobre a superficie de hidrocarboneto liquido e deste modo a impedir o acesso do
oxigénio ao fogo e também para reduzir a evaporagao do hidrocarboneto. Logo, é
Obvio que as propriedades de espalhamento de liquido formador de espuma sejam de
grande importancia para essa fungdo. Para garantir o rapido e completo
espalhamento, o liquido espumante contém hidrocarbonetos e fluorcarbonos
surfactantes: os surfactantes de hidrocarbonetos diminuem a tensao interfacial
hidrocarboneto / agua, enquanto surfactantes fluorcarbonados diminuem a tensao
superficial agua / ar para estabelecer de um coeficiente de espalhamento positivo da
solugdo aquosa em hidrocarboneto liquido (PABON; COPART, 2002; RANJBAR;
SHAHRAKI, 2013).

Ao nivel macroscopico, o equilibrio de molhabilidade de uma gota em superficie

solida (Figura 6) é descrito pela Equacgao 1:

onde:
Osv € a tensao superficial entre sélido e vapor;
Osl € a tensao superficial entre sélido e liquido;

o € a tensao superficial entre liquivo e vapor;
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0 € o angulo de contato.

A Equacao 1 é valida apenas para superficies planas e soélidas, rigidas, lisas e
homogéneas e essencialmente o valor do angulo de contato € a melhor aproximacao
para 6 (KWOK; NEUMAN, 1999). Os angulos diferem de 6 em superficies irregulares
em casos reais previstos com a Equacdo 1. O modelo proposto é apenas uma
abordagem macroscopica, que nao leva em conta a forma complicado de um liquido
e uma linha de contato de trés fases. No entanto, a Equagdo 1 fornece uma boa

primeira aproximagéao e é frequentemente utilizada (MARMUR, 2004).

Vapor

O

\'

Liquido

o)

Figura 6 — Vetores de espalhabilidade pela tensao superficial em gota de liquido

Substrato solido QO

sl SV

com em uma superficie solida. Fonte: Traduzido de Kovalchuk et al. (2014).

O mesmo critério é utilizado também para o espalhamento sobre uma
superficie liquida (JOOS; HUNSEL, 1985). Assim, um liquido é capaz de formar uma
pelicula sobre a superficie de um segundo liquido com base no coeficiente de difuséo,
tal como calculado a partir de medidas de tenséo superficial (ADAMSON, 1960). Para
avaliar o espalhamento das AFFFs e a formacgao espontanea de filmes aquosos, um
coeficiente de espalhamento deve ser calculado. O coeficiente de espalhamento (S)
descrito na Equagdo 2 avalia a reducdo da superficie e da tensdo interfacial
(HARKINS; FELDMAN, 1922).

S =05, — (05 — 0Opp) (2)
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onde,

S é o coeficiente de espalhamento;

Osv € a tensao superficial do liquido de baixo;
Osl € a tensao superficial do liquido de cima;

o € a tensao interfacial entre os dois liquidos.

Segue-se a partir da Equacédo 1 que cos 6>0, ou seja, 8<90°, apenas se Os
<0osv. Por outro lado, de acordo com a Equacéao 2 a molhabilidade completa é apenas
possivel se ow + Osl < Osy, iSto €, a Unica forma de alcancar a molhabilidade completa
com um liquido inicialmente ndo molhavel € diminuir um ou ambos os| e o desde que
Osv permanece constante. E bem conhecido que a adsorgdo de tensoativos nas
interfaces liquido / ar sdlido / liquido diminui as tensdes interfaciais. Esta é a razao
pela qual as solugdes de agentes tensoativos podem se espalhar mais eficiente sobre
as superficies hidrofébicas que nédo sdo completamente molhadas por agua pura
(STAROQV et al., 2008).

Para solucdes de surfactantes, a adsorgao de surfactantes pode mudar as trés
energias de superficie Os, Osv € Ov e diferem substancialmente dos valores
correspondentes para a agua pura (MARMUR, 2004). Este € o motivo mais provavel
da auséncia de uma correlacao direta entre a tensao superficial da solugao aquosa e
as suas propriedades de molhagem. Para compreender as propriedades de
molhagem de solugdes de tensoativas, deve ser tomado em consideragao a adsorgao
tanto nas interfaces liquido / ar quanto sélido / liquido.

Teoricamente, o liquido se espalha sobre um substrato sdlido se S>0
(SCHEFFEY; WRIGHT, 1994). Quando S é positivo, o liquido superior (AFFF) ira
espalhar imediatamente sobre a superficie do liquido inferior (hidrocarboneto). Se S é
zero ou negativo, a AFFF de maior densidade na parte superior caira através da
superficie do combustivel. A solugdo AFFF, embora seja principalmente agua, contém
um surfactante quimico fluorado que reduz a tensao superficial da agua de tal modo
que o coeficiente de difusao é positivo em muitos hidrocarbonetos diferentes.

Desta forma, durante a aplicacdo da AFFF no combate a incéndios os
componentes tensoativos fluorados em AFFFs diminuem a tenséo superficial da
solugdo aquosa em 15-20 dinas.cm™ enquanto os tensoativos de hidrocarbonetos
reduzem a tensao interfacial entre a solucdo aquosa e a fase de hidrocarboneto (do
combustivel em combustdo) para 0-2 dinas.cm' (SHINODA; NOMURA, 1980). Assim,
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os filmes sédo formados por solugdes de surfactantes fluorados e de hidrocarbonetos
constituida por duas monocamadas de agentes tensoativos mistos em que a fase
aquosa monocamada-ar € dominado pelo surfactante fluorado e a fase aquosa
monocamada-hidrocarboneto € dominado pelo tensoativo de hidrocarboneto (Figura
7).

Regiao hidrofdbica

Ar

Surfactante
fluorado

Surfactante
hidrocarboneto

Hidrocarboneto

Figura 7 — Fases da mistura de ar, solugcao de surfactante aquosa e

hidrocarbonetos. Fonte: Elaborado pelo autor.

Ha uma ampla gama de classes de compostos fluorados que exploram o
carater hidrofébico e hidrofilico para repeléncia de agua e 6leo (SCHULTZ et al.,
2004). Surfactantes fluorados sdo distintamente diferentes dos agentes tensoativos
de hidrocarbonetos. Embora os grupos de cabega polares de hidrocarbonetos e
surfactantes fluorcarbonados possam ser semelhantes, a cauda perfluorcarbonada
nao polar é tanto hidrofébica quanto oleofébica, ao contrario da cauda de tensoativos
de hidrocarbonetos, considerada apenas como hidrofébica.

Os surfactantes perfluorados também sdo muito mais tensoativos que os
surfactantes de hidrocarbonetos (SHINODA et al., 1972). A substituigdo dos atomos
de fluor por atomos de hidrogénio diminui a tenséo superficial em solugdes aquosas,
que promove a micelizagdo sob concentragées mais baixas, ou seja, a concentragéo
micelar critica (CMC) é menor. Com isso, a tensdo superficial diminui mais

eficientemente que outros analogos compostos apenas por hidrocarbonetos (KISSA,
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1994). Por exemplo, a tensédo de superficie de acido perfluoroctanoato (PFOA) foi
reportada como 15,2 dinas.cm™'. Os valores de CMC para surfactantes fluorados com
cadeias de 7 e 8 carbonos (sendo referidos deste ponto em diante como C7 e C8,
respectivamente, onde o numero representa a quantidade de carbonos da cadeia) séo
aproximadamente iguais as de hidrocarbonetos surfactantes com cadeias C11 e C12
(KISSA, 1994).

Além disso, uma vez que as varias tensdes sao fungdo da temperatura, a
capacidade de espalhamento pode variar conforme a temperatura. Por esta razao,
uma solugao de AFFF que pode formar um filme aquoso sobre uma superficie de
hidrocarboneto a temperatura ambiente, pode nao formar uma pelicula nas
temperaturas elevadas encontradas quando o hidrocarboneto esta em chamas. Uma
AFFF, quando aplicado pela primeira vez a uma superficie de queima, resfria a
superficie pela rapida evaporag¢ao de agua presente na formulagédo da solugédo AFFF.
Nesta altura, a temperatura da superficie sera proxima de 100°C, facilitando, assim, a
formacgao da pelicula (WOODMAN et al., 1978).

1.6. Compostos fluorados nas espumas de incéndio

A partir do final da década de 1990 e, particularmente, nos ultimos anos,
aumentaram as publicacdes e estudos de monitoramento que descrevem a presencga
de compostos fluorados no ambiente e em seres humanos. Assim como os clorados
e bromados, os contaminantes organofluorados compreendem um grande numero de
compostos de diferentes classes (LEHMLER, 2005). De interesse mais recente sao
os compostos perfluorados ou polifluorados (da sigla em inglés per- ou poly fluorinated
compounds, PFC), uma vez que a substituicdo completa de ligagdes carbono-
hidrogénio para as ligagdes de fluor-carbono sdo mais fortes e conferem propriedades
fisico-quimicas unicas, incluindo alta resisténcia a degradagédo abidtica e bidtica
(MARTIN et al., 2004).

Existem diversas maneiras de classificar os PFCs. Surfactantes fluorados
podem ser classificados como perfluorados, em que todos os atomos de hidrogénio
sao substituidos por atomos de fluor, ou como polifluorados parcialmente fluorado, em
que alguns atomos de carbono contém atomos de hidrogénio. Como outras classes
de surfactantes, os tensoativos fluorados geralmente sao classificados em uma das

quatro categorias: ndo idnicos, aniénicos, catidnicos, e anfotéricos, com surfactantes
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aniénicos fluorados sendo a classe mais importante (BOBERT, 1997). Contudo, a
maneira mais comum ao se referir aos PFCs é com relagdo ao método de producgéo,
que pode ser através de fluortelomeragao, resultando em fluorteldbmeros, ou através
de eletrofluoragéo, resultando em perfluoralquilados (da sigla em inglés poly- ou per-
fluorialquilate substances, PFAS).

Backe et al. (2013) fizeram uma excelente revisdo da literatura sobre as
moléculas de PFCs presentes nas AFFFs conhecidas até hoje. Esses autores
compilaram em uma lista compreensivel todas as classes identificadas até entdo dos
surfactantes perfluorados alquilados (Figura 8) e fluortelomerados (Figura 9). Muitos

deles sao estudados nos capitulos seguintes dessa tese.
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Figura 8 — Surfactantes perfluorados presentes na formulagéo das AFFFs. O
significado das abreviaturas de cada um dos compostos listados pode ser

consultado na Lista de Abreviagdes. Fonte: Traduzido de Backe et al. (2013).
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Figura 9 — Surfactantes fluortelomerados presentes na formulagao das AFFFs. O
significado das abreviaturas de cada um dos compostos listados na pode ser

consultado na Lista de Abreviag¢des. Fonte: Traduzido de Backe et al. (2013).
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Os PFCs compreendem uma classe unica de substancias com propriedades
quimicas cujo comportamento ambiental tem recebido crescente, porém ainda pouca
atencao. Por isso, pouca informacao ainda esta disponivel para permitir uma analise
completa de todos desses compostos no ambiente. Contudo, sdo conhecidos os
dados sobre liberacdo dessas substancias no ambiente, o que permite inferir sobre o
volume esperado em certas areas e determinar quais substancias fluorcarbonadas
sao de fato provenientes das AFFFs.

Sabe-se que dentre os PFCs, as AFFFs contém em maior parte substancias
per e poli fluoralquiladas (PFAS) como principais agentes (MOODY:; FIELD, 2000). As
técnicas atuais permitem detectar com precisdo razoavel a descarga de AFFF em
aeroportos militares onde treinamento de incéndio com AFFF costumavam ser feitos
semanalmente (MOODY; FIELD, 1999). Nesses e em outros locais, como aeroportos
municipais e campos de treinamento do corpo de bombeiros, onde AFFFs foram
langadas sob concentragdes elevadas (>1.000.000 ng.L') sdo detectados acidos
carboxilicos perfluorados (da sigla em inglés perfluorinated carboxylic acid, PFCA),
acidos sulfénicos perfluorados (da sigla em inglés perfluorinated sulfonic acids, PFSA)
e fluorotelomeros sulfonados (da sigla em inglés fluotelomer sulfonate, FtS) em aguas
subterraneas e superficiais (AHRENS, 2011; KARRMAN et al., 2011). As aguas
subterraneas em locais impactados pelo uso de AFFF tém as maiores concentracoes
registadas de PFAS entre qualquer ambiente (SCHULTZ et al., 2004).

1.6.1. Substancias perfluoralquiladas (PFAS)

Os métodos analiticos para muitos dos PFAS identificados recentemente ainda
nao foram totalmente estabelecidos, mas sao necessarios para determinar a extensao
da contaminagdo PFCs nas aguas subterrdneas. A comparagdo dos perfis de
concentracdo de PFAS em formulagbes AFFF para aqueles em aguas subterraneas
tem fornecido maneiras de inferir sobre o destino ambiental desses fluorcarbonados
(MOE et al., 2012).

Em geral, os PFAS encontrados em certas formulagées das AFFFs variam
bastante em comprimento de cadeia carbdnica e classe. Essas substancias sao
normalmente referidas como precursoras e podem ser perfluoralquil sulfonoamido,

PFSA ou PFCA. O PFSA e PFCA sao as mais comumente encontradas. As variacdes
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na proporgcao dessas substancias nas amostras ambientais sao atribuidas muito em
funcéo da formulacao dos fabricantes e tempo de exposi¢ao das moléculas ao local.

Quando um grupo hidrofilico acido é adicionado a um PFC, o resultado séo os
acidos perfluorados, tais como acidos PFSA e acidos PFCA (Figura 10) com alta
versatilidade tensoativa (RAYNE et al., 2008).

i i
Fona1Cr—S—0H

F2n+1Cn)I\OH ST

O
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Figura 10 — Estrutura dos acidos carboxilicos perfluorados (PFCAs) e dos acidos

sulfénicos perfluorados (PFSASs). Fonte: Reproduzido de Rayne et al. (2008).

Dada a alta capacidade tensoativa da estrutura molecular dos PFCs, elas
também s&do usadas em outros produtos além de serem usados diretamente como
agentes de combate a incéndios. Aplica¢gdes comerciais séo tao diversos como téxteis
e tecidos, papel e embalagens, materiais, surfactantes de mineracdo, produtos de
limpeza e pesticidas, entre outros. Estas duas classes de PFAS (PFSA e PFCA)
podem também surgir a partir da degradacdo de outros PFCs, tais como
perfluoroalquil teldmeros sulfonados (da sigla em inglés fluortelomer sulfonates, FtS)
e fluorteldbmero betainas (da sigla em inglés fluortelomer betaines, FiB), e seus
derivados (GIESY; KANNAN, 2002).

O grupo dos PFAS degrada-se em ultima instancia em perfloroctano sulfonados
(PFOS) e perfluoroctanoatos (PFOA). Ao longo do processo de degradagao passam
por diversas formas, como por exemplo acido acido perfluorhexanosulfénico (PFHxS)
ou perfluorheptanoato (PFHpA) (MOODY et al., 2003; RHOADS et al., 2008). As vias

de degradacéao serao discutidas em uma secao especifica dessa revisao da literatura.
1.6.2. Substancias fluortelomeradas
Com o avanco nas pesquisas de quantificacdo de PFCs foram sendo

descobertas outras substancias além dos PFCAs e PFSAs no ambiente. Foi

determinado que PFCAs, PFSAs e derivados, como os PFOSs eram os surfactantes
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mais usados em AFFF até recentemente (CORTINA; KORZENIOWSKI, 2008a).
Contudo, analises ambientais que comprovaram a bioacumulacdo e toxicidade de
alguns dos compostos fizeram que alguns fabricantes, como a 3M alterassem suas
formulacdes. O efeito da liberagdo da AFFF no ambiente sera discutido nas proximas
secOes dessa revisao da literatura.

Assim, ha uma tendéncia crescente do uso de diferentes tipos de
fluorcarbonados, baseados principalmente em fluortelédmeros. A mistura comercial
padrao de FtS conhecida como Lodyne é o principal componente de algumas marcas
de AFFF e tem em sua composi¢ao formas precursoras fluortelomeradas com 4, 6 e
8 carbonos. Esses compostos sdo do grupo fluorteldbmero tiol, conhecidos como
fluorteldbmero tioamido sulfonados (FtTAoS). Existem muitos outros surfactantes
fluorados baseados em fluorteldmero tiol e sulfonados usados na formulagao das
AFFFs (BACKE et al., 2013).

Surfactantes fluorados com base em fluoroteldbmeros de seis carbonos tém
substituido amplamente o PFOS e surfactantes a base de PFSA e PFCA em produtos
AFFF ao longo dos ultimos anos (CORTINA; KORZENIOWSKI, 2008b). Estudos
indicam que existem diferenga significativa nas propriedades fisico-quimicas e nas
rotas metabdlicas de degradacéo de PFAS, PFHxS e 6:2 FtS (BACKE et al., 2013).

Ainda assim, os fluorteldmero tiol e sulfonil também se degradam as formas
persistentes PFOA e PFOS, mas passam antes por formas intermediarias 6:2 FtS, 4:2
FtS e 8:2 FtS (SCHULTZ et al., 2004). Os FtTAoS, por fazer parte de muitas outras
formulacdées de AFFF, sdo encontrados, junto com os seus produtos de degradagéo
em aquiferos, solo e biota (MOODY et al., 2003; SCHULTZ et al., 2004; OAKES et al.,
2010). Nao diferente dos PFAS, os FtS, ao longo da sua degradacédo também passam
por estruturas de PFHxXS e perfluorbutanoato (PFBA), segundo WANG et al. (2005a)

O 6:2 FtS é analogo a outro fluorteldmero de interesse ambiental chamado
alcool fluorotelomero (FTOH), pois se degrada em condi¢gbes aerdbias em inumeras
matrizes ambientais com multiplos grupos CF2 sendo removidos (WANG et al., 2005b;
LIU et al., 2007; WANG et al., 2009). Da mesma forma, o 6:2 FTOH é biodegradavel
em condigbes aerdbias em cultura bacteriana de solo para formar um maior
rendimento de produtos de transformacéo, incluindo acido perfluorbutandico (PFBA)
com mais grupos CF2 removidos (LIU et al., 2013). O problema é que ainda assim

todos eles levam a substancias inertes fluorcarbonadas.
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1.6.3. Produto final de degradacao (PFOA e PFOS)

Conforme revelado em um relatério da Organizagdo para a Cooperagao e
Desenvolvimento Econdmico (OCDE, 2007), ha cerca de mil PFAS produzidos
comercialmente que poderiam degradar a PFOA e PFOS (Figura 11) (OECD, 2007).
Estes sdo a ultima forma de degradacao, seja bidtica ou abidtica dos PFASSs, e por
issO sdo mais detectados em estudos de bioacumulagdo e em locais com longo

histérico de liberacdo de AFFF.
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Figura 11 — Estrutura quimica de perfloroctano sulfonados (PFOS, a direita) e

perfluoroctanoatos (PFOA, a esquerda). Fonte: Adaptado de Field e Moore (2010).

Além deles, porém em concentragdes muito menores, outras 42 familias e
subfamilias e 268 PFASs individuais foram detalhados por Buck et al. (2011)
como compostos de provavel importancia ambiental, enquanto que apenas uma
pequena fragdo destes compostos foram avaliados quanto a sua biodegradabilidade.
As suas estruturas quimicas foram caracterizadas como linear, com um radical
perfluoroetilo. Outros surfactantes comercialmente importantes, como os ésteres
fluorotelobmero fosfato, e os polimeros fluorados de cadeia lateral (por exemplo,
acrilato fluorado, metacrilato e polimeros a base de uretano) sao sintetizados a partir
de intermediarios chaves, tais como os FTOH. A maior parte dos estudos aponta como
todos os compostos estudados se transformarem em produtos inertes.

Tais substancias finais inertes sdo os ja mencionados PFOS e o PFOA (Figura
11). Eles estédo entre os poluentes organicos mais proeminentes no meio ambiente,
biota e sangue humano (HANSEN et al., 2001; GIESY; KANNAN, 2001; YAMASHITA
et al., 2004; HIGGINS et al., 2005; DAVIS et al., 2007; HOUDE et al., 2008; AHRENS,
2011). PFOS é por si s6 um surfactante importante, pois além de inerte, € utilizado
como um precursor para ainda outros surfactantes fluorados e formulacbes de

pesticidas e agrotdxicos (KEY et al., 1998). A OCDE lista os perfluorados compostos
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de C5-C18, o que abrange a maior parte dos surfactantes das AFFFs, como
substancia com volumes de producao de alta escala. Essa classificagao corresponde
aos produtos de quimicos fabricados ou importados para os EUA em volumes
superiores a 500.000 kg (ROGERS, 1999). Devido a presenga em grande quantidade
desses produtos, é fundamental que sejam conhecidas as propriedades fisico-
quimicas, o destino ambiental, a ecotoxicidade, e a toxicologia em mamiferos
(JOHNSON, 1999). A literatura recente ainda carece de trabalhos sobre as
propriedades ambientais desses compostos.

A finalidade principal dos estudos é avaliar se PFCAs, PFSAs, FtS ou outros
PFCs sao formados a partir de precursores quimicos, que representam a maioria dos
PFASSs ou FtS ja produzidos ou utilizados. Nos estudos realizados até o momento, foi
demonstrado que o numero de precursores nas formulagbes comercialmente
disponiveis, estrutura quimica, meia-vida de precursores, a cinética de degradacéo e
contribuigdes quantitativas dos PFCs podem variar drasticamente e dependem de
ambas as estruturas quimicas e condigbes ambientais, tais como o tamanho da cadeia
dos PFAS e teldbmeros, o tipo de ligagdo quimica, o tamanho molecular, tipo de
microcosmos e outros fatores ambientais (como a temperatura). Apesar do elevado
numero de possiveis precursores ja historicamente fabricados (OCDE, 2007),
permanecem pouco conhecidos os detalhes sobre a transformacdo abidtica,
biotransformacao e biodegradabilidade de PFAS e FtS. Com excecado de alguns
precursores que foram mencionados na revisdo, € um fato estabelecido que
informacgdes adicionais sobre a determinacéo sobre os PFCs no ambiente tenha alta

prioridade.

1.6.4. Métodos analiticos recentes

Como muitos outros contaminantes organohalogenados, PFAS também nao
existem como produtos de componentes Unicos, mas sim tém uma ampla gama de
diferentes comprimentos de cadeia perfluoralquil e ramificagédo (LEHMLER, 2005).
Toda a variedade conhecida foi observada nas Figuras 8 e 9, mas existem muitas
outras substancias a serem descobertas. Infelizmente, ndo existem métodos
analiticos e capacidades sintéticas para identificar todas os acidos perfluorados
presentes em produtos comerciais € matrizes ambientais. Atualmente, estes

compostos, muitas vezes, vem sendo quantificados como equivalentes, ou seja, a
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maioria como os isdbmeros de cadeia linear, que tendem a predominar em suas
misturas de origem, restringindo assim a compreensao sobre a sua quimica ambiental
e toxicologia (MARTIN et al., 2004). Até 60% a 90% da massa de organofluorados em
aguas naturais permanece nao identificada, o que sugere que a grande maioria de
acidos fluorados em sistemas aquaticos ainda precisa ser descoberta (MIYAKE et al.,
2007).

A maioria dos métodos de analise desenvolvidos para quantificar PFAS em
amostras aquosas emprega a pré-concentragado e extracao em fase sélida (da sigla
em inglés solid phase extraction, SPE) (DE VOOGT; SAEZ, 2006). No entanto, as
abordagens SPE baseadas em C18 e fases de PFCs retém muito pouco os PFCAs e
PFSAs de C4-C6 e (YAMASHITA et al.,, 2004; TANYASU et al., 2005). Métodos
baseados em permuta aniénica fraca por SPE foram desenvolvidos para PFAS
aniénicos (TANYASU et al., 2008), no entanto, eles podem n&o ser aplicaveis para
PFAS catidnico e zwitteridnico. Além disso, os métodos SPE baseados na geracao de
residuos sélidos e liquidos sao trabalhosos e propensos a contaminagao (HUSET et
al., 2011) e a perda de analitos, além de artefatos com falsos negativos (POOLE et
al., 2000). Existem equipamentos automatizados que podem reduzir o trabalho
associado a SPE; no entanto, esse tipo de equipamento pode ndo ser
economicamente viavel.

Alternativamente, injecao de grande volume (=500 mL) (da sigla em inglés large
volume injection, LVI) de amostras aquosas € vantajoso, porque € necessario um
pequeno volume inicial de amostra bruta (<5 mL) e o pré-tratamento € minimo, como
por exemplo, centrifugagao ou filtragdo. LVI utiliza uma grande parte da amostra do
analito (> 60%) para o enriquecimento no inicio da cromatografia liquida de alto
desempenho (da sigla em inglés, high pressure liquid chromatography, HPLC) em
coluna, em contraste com a HPLC convencional em que apenas uma pequena fraccao
(1% a 10%) da amostra é analisada (BACKE et al., 2013).

Muitos PFAS estratificam, adsorvem a superficies (HOLM et al., 2004) e se
agregam (LOPEZ-FONTAN et al., 2005), que resulta na perda aparente de amostras
durante algumas metodologias. Estas perdas aparentes sao eliminadas por extragao
liquido-liquido (da sigla em inglés liquid-liquid extraction, LLE) porque os analitos sao
extraidos para um solvente orgéanico. Filtragdo ndo é necessaria para LLE, pois assim
os analitos adsorvidos em material particulado em suspensao sao potencialmente co-
extraidos (GONZALES-BARREIRO et al.,, 2006). No entanto, os métodos LLE
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convencionais utilizam tipicamente volumes de amostra de até 1000 mL, sendo 120
mL de solvente organico para a extragcdo, que devem ser ainda passados pela
evaporagao do solvente (CHIRON et al., 1993; GONZALES-BARREIRO et al., 2006).
Embora LVI seja aplicada para utilizagdo com amostras aquosas (CHIAIA et al., 2008),
as LVI de extratos orgénicos ainda precisam ser estudados, pois podem ser
incompativeis a de grandes volumes de solvente orgéanico (extrato) com HPLC de fase
reversa. No entanto, PFAS ndo sido propensos a perda em solventes organicos e,
assim, as abordagens analiticas mais funcionais integram técnicas de extracdo de
simples com solventes orgéanicos associada a inje¢do de grande volume na etapa de

cromatografia.

1.6.5. Resumo sobre a nomenclatura dos PFCs

A Figura 12 simplifica resumidamente toda a colegdo de siglas utilizadas para
descrever as substancias perfluorcarbonadas das AFFFs. Em geral, todos os
compostos sao chamados de PFCs (perfluorcarbonados). Dentre todos os compostos
identificados existem duas grandes categorias: perfluoralquilados precursores de
cadeia longa (PFAS precursores) e os fluorteldmeros sulfonados (FtTAoS) ou alcoois
(FTOH). Enquanto os PFAS se degradam em forma intermediarias de acidos
perfluoralquil carboxilicos (PFCA) e acidos perfluoralquil sulfonicos (PFSA), os
fluorteldbmeros se degradam em formas intermediarias de fluorteldbmero sulfonados
(FtS) e fluortelometos butiratos (FtB). Entretanto existem alguns metabdlitos
intermediarios de PFCs fluortelomerados, como o PFHxS e PFBA que se encaixam
na categoria de perfluoralquilados intermediarios (PFAS). Por fim, todos os compostos
se degradam na ultima forma de perluoroctanoato (PFOA) ou perfluoroctano
sulfonados (PFOS). De modo a facilitar a compreensao e simplificar o esquema das
Figura 12, os PFOA e PFOS foram destacados como substancias separadas, mas séo

classificados como PFAS.
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Figura 12 — Resumo da nomenclatura usual para fluorcarbonados e suas rotas de

degradagao. Fonte: Elaborada pelo autor.

A nomenclatura dos PFCs encontrados nas AFFFs ainda estd em constante
evolucdo conforme novas substancias sao encontradas. A descoberta de novas
substancias so6 esta sendo possivel agora que as metodologias analiticas permitem a
descrigao precisa de moléculas antes desconhecidas. Por ser uma area relativamente
nova, ainda ha grande discussao sobre a padronizagcéo e tendéncias oficiais de
nomenclatura. Um exemplo disso € o uso do termo PFAS, em que a letra S da sigla
pode incorretamente levar a pensar que se trata de um composto sulfonado, afinal
todos as outras siglas contendo a letra S corresponde a um PFC sulfonado (por
exemplo a letra S em PFSA, FtS ou FtTA0S). Entretanto, apenas no caso de PFAS, a
letra S faz referéncia a palavra “substancia”, pois a sigla completa, do inglés poly- and
per-fluoroalkyl substance significa “substancia poli- e per- fluoralquiladas”. Preferiu-se
utilizar as siglas em inglés nessa tese para ser compativel com a nomenclatura

usualmente utilizada na literatura.
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1.7.Producao de AFFF

Os dois processos principais utilizados na fabricagédo de surfactantes fluorados
sdo a fluoragdo eletroquimica (também chamada de eletrofluoracédo) e a
fluortelomeragdo (MOODY; FIELD, 2000), comparados na Tabela 4. Os produtos
provenientes do primeiro processo contém um grupo sulfonil. Os produtos do segundo
processo de producado (teldbmeros) contém um grupo etileno. Perfluorooctano
sulfonilfluorido (POSF) é o mais importante intermediario de producao para fluoragao
eletroquimica. FTOH, por sua vez, € uma substancia mais importante da producéo de

teldbmeros.

Tabela 4 — Comparacéao entre os tipos de AFFF baseados no modo de produgao

Fluoragao eletroquimica Fluortelomeracao
HF IFs
CgH,7S0,X — CgF,,S0, — X xCF, = CF, S F(CF, — CF,)xI
onde X=F, Cl ondex=3,4,5,60u7
30% de cadeias ramificadas Cadeias lineares
PFAS em geral (ex.: PFOA, PFOS, Fluorteldmeros em geral (ex.: FtS,
PFCA) FtTA0S)

Cadeias de 4, 5, 6, 7, 8 e 9 carbonos Cadeias de 6, 8, 10, 12 e 14 carbonos

. Fabricantes: Ansul, Dupont,
Fabricantes: 3M, Bayer, Miteni
Chemguard

(Adaptado de Parsons et al., 2008)

Com fluoragdo eletroquimica (Tabela 4), a substédncia a ser fluorada é
dissolvida em acido fluoridrico e uma corrente elétrica passa através dos meios de
reagdo (HUDLICKY; PAVLATH, 1995). Todas as moléculas de hidrogénio sao
substituidas por fluor resultando em moléculas perfluorados. Apesar de baixo
rendimento dos compostos perfluorados e muitos produtos secundarios, a fluoragao
eletroquimica € economicamente atraente pelos custos relativamente baixos da
eletricidade e do reagente de fluoreto de hidrogénio (HUDLICKY; PAVLATH, 1995).
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No processo de fluortelomeragédo (Tabela 4) ocorre uma reagdo com uma
molécula chamada telogen, com duas ou mais insaturagées que criam um telémero
que contém apenas numeros pares de atomos de carbono (KISSA, 1994). Devido ao
fato de PFCs com numeros pares e impares de carbono resultarem de fluoragao
eletroquimica, os surfactantes de carbono perfluorados no ambiente podem,
potencialmente, serem rastreados para os fabricantes que usam o processo de
fluoracao eletroquimica ou fluortelomeragédo (MOODY:; FIELD, 1999).

As propriedades de hidrocarbonetos e, portanto, os surfactantes, sao
significativamente alteradas quando os atomos de fluor sdo substituidos por atomos
de hidrogénio (KISSA, 1994). Quando fluor € um substituinte em compostos
organicos, propriedades quimicas unicas sao observadas, devido a eletronegatividade
do fluor, bem como a sobreposicdo entre os orbitais 2p e 2s de fluor e os
correspondentes orbitais de carbono (HUDLICKY; PAVLATH, 1995). A presenca de
atomos de fluor contribui para a rigidez de cadeias dos hidrocarbonetos perfluorados
(KEY et al., 1997) em relacado a cadeias de hidrocarbonetos. A ligacao fluor-carbono
€ altamente polarizada e a mais forte de ligacbes covalentes conhecidas com a
energia de ligagdo média C-F em cerca de 25 kcal.mol”' mais forte do que a
correspondente ligagdo C-ClI em monocloroalcanos. Além disso, fluoragéo
normalmente reforga as ligagbes C-C adjacentes (HUDLICKY; PAVLATH, 1995).

Os surfactantes perfluorados sao mais estaveis termicamente do que os seus
analogos hidrocarbonetos correspondentes. Em particular, PFCAs e PFASs séao
considerados os grupos de PFCs mais estaveis termicamente. Além da estabilidade
térmica, os surfactantes perfluorados sédo estaveis a acidos, bases, oxidantes e
redutores. Esta estabilidade permite aos compostos fluorados permanecerem intactos
em ambientes onde surfactantes de hidrocarbonetos sdo degradados (KISSA, 1994).

O custo de surfactantes fluorados € maior do que os de hidrocarbonetos. Por
causa dos altos precos dos surfactantes fluorados, aplicacbes de PFCs estao
limitados a problemas que surfactantes convencionais, de menor preco, nao poderiam
resolver (CROSS, 1998). Dentro de uma aplicagao especifica, surfactantes fluorados
apresentam tipicamente a melhor relagcdo entre custo e beneficio, pois seu preco
relativamente elevado é compensado pelas baixas concentragdes necessarias para
alcangar a diminuicdo da tensao interfacial ou para formar solugbes micelas. Em
algumas aplicagdes, tais como AFFF, uma mistura de um agente surfactante fluorado

e um surfactante a base de hidrocarbonetos é mais eficaz em termos de custos e com
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melhor desempenho do que qualquer outro agente tensoativo separadamente
(MOODY; FIELD, 2000).

1.7.1. Principais fabricantes

Desde o desenvolvimento inicial da AFFF em 1966, sete fabricantes diferentes
desenvolveram AFFFs que correspondiam as especificagdes militares, e um
subconjunto delas foi comprado em contrato em grandes quantidades pelos militares
(Figura 13). Existem muitos fabricantes de AFFF, cada um deles com uma formulagéo
diferente. Os compostos exatos s&o protegidos por patentes e ndo sao divulgados
com precisdo pelos fabricantes, o que € um empecilho para o estudo quantitativo
desses compostos. A composicao das AFFF comerciais varia entre fabricantes. A
AFFF produzido e exportado pela 3M e Ansul sdo os mais comumente encontrados
no mercado, sendo o ultimo exportado para muitos paises, incluindo o Brasil.

De fato, as patentes norte-americanas relacionadas com formulagdes AFFF
contém informagcdes muito limitada sobre os grupos funcionais e o0s possiveis
comprimentos da cadeia perfluoralquil de componentes quimicos fluorados. Apenas
um banco de dados foi compilado, que continha as massas e formulas elementares
de apenas alguns dos compostos quimicos fluorados AFFF que poderiam ser

potencialmente identificados nas patentes.

]Si'}'ﬁ 19?0 19%5 195;0 199|'5 2000 2oclr5 20110 Current
| | | | | 1 | I
3M
Ansul
National Foam
‘ Angus
| Chemguard

| Buckeye

FSP

Figura 13 - Fabricantes de espumas de incéndio e seu historico de producao para
os militares nos EUA. Fonte: Reproduzido de Place e Field (2012).

Place e Field (2012) utilizaram extensivamente a espectrometria de massa
associada ao bombardeamento de atomos em alta velocidade (da sigle em inglés fast

atom bombardment — mass spectrometry, FAB-MS, que ao contrario da maioria dos
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meétodos de cromatografia associada a espectrometria de massa (da sigla em inglés
liquid chromatography — mass spectrometry / mass spectrometry, LC-MS / MS) nao
necessita de conhecimento prévio dos analitos de interesse, para analisar amostras
de AFFF por diferentes fabricantes. O FAB-MS utiliza dados como intervalos de
massa, acidez / basicidade, composi¢cao de misturas e concentragao para descobrir
quais sao as substancias testadas. Utilizaram também a espectrometria de massa de
alta resolugéo (da sigla em inglés high resolution mass spectrometry, HRMS) com
separagao cromatografica para permitir a determinagéo precisa da massa de ions e,
assim, determinar as composigdes de elementos especificos (GROSS, 2004). No
entanto, o maior obstaculo é que a verificacdo completa por HRMS fornece uma
grande quantidade de dados que tem de ser reduzidos, a fim de identificar compostos
de interesse (KELLMANN et al., 2009). Finalmente, a informagao sobre a estrutura
quimica de cada formulagdo de cada fabricante foi comparada as patentes publicas.
Os resultados da andlise das principais formulagcbes de AFFF disponivel
comercialmente pelo uso do FAB-MS desse grupo de pesquisa estdo resumidas nos
itens a segquir:

— 3M AFFF: o espectro de FAB-MS da AFFF 3M obtido em modo de ionizagéo
negativa continha relagdo massa / carga (m/ z) 50, o que € uma caracteristica
dos compostos sintetizados a partir de fluoragao eletroquimica (FIELD et al.,
2003). Na AFFF 3M, PFSA com C6-C8 foram identificadas em todos os
componentes testados, e isto € consistente com a deteccdo de PFOS
frequentemente encontrado em aguas subterraneas impactadas por AFFF.
Existem pesquisas atuais na Universidade da Califérnia em Berkeley que
buscam determinar por LC-MS / MS os componentes vestigiais PFCAs na
AFFF (HOUTZ et al., 2015 - trabalho nao publicado). Além disso, AFFF 3M
apresentou compostos de PFAS de C4-C6 contendo funcionalidades acido
carboxilico e amina terciaria (PLACE; FIELD, 2012);

— National Foam AFFF: os produtos quimicos fluorados principais foram
detectados na razdo m / z 100 em ambos modo positivo e negativo do FAB-
MS, os quais correspondem a unidades que sao caracteristicas de produtos
quimicos fluorados telomerados. Os ions alvejados foram identificados como a
4:2,6:2, 8:2, e 10:2 FtS com dimetil amina quaternaria e grupos funcionais de
acido carboxilico. Em menor abundancia foram identificados com os ions com

razao m / z -58 similares ao 4:2 FtS, que estao relacionadas com a mesma
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estrutura mas sem a funcionalidade acido acético terminal. Resultados
sugerem que estes compostos podem resultar como produto secundario da
sintese do composto principal betaina (PLACE; FIELD, 2012);

— Ansul AFFF: modo de ionizagdo negativa das analises FAB-MS para Ansul
AFFF revelou dois ions abundantes com caracteristicos de fluoroteldbmeros em
+ m / z 100. Os principais componentes identificados na Ansul AFFF foram a
6:2 e 8:2 FtTAoS em m / z 586 e 686, respectivamente. Esta estrutura aparece
em patente (CLARK; KLEINER, 1997) e um numero limitado de outros
relatorios sobre a composi¢cdo da AFFF (SCHULTZ et al., 2004). Ambos s&o
conhecidos por fazer parte da mistura disponivel comercialmente como
Lodyne. Um ion de menor abundancia foi identificado a m / z 602, o que
corresponde a uma diferenca de massa de m/ z de 15,9940 a 6:2 FtTAoS e é,
provavelmente, pela a adigdo de um atomo de oxigénio a molécula. A
identidade desta classe PFC nao foi determinada a partir dos dados espectrais
de massa nem de patentes e pode ser uma impureza. O 6:2 FtS também foi
relatado como sendo detectado por LC / MS / MS em Ansul AFFF, mas o
método de FAB-MS foi incapaz de detectar FtS. A falta de identificacdo do FtS
em formulagcées AFFF ocorreu, provavelmente, devido aos limites de deteccéo
da técnica, e foi um dos fatores que motivou o trabalho desta tese para um
método quantitativo por LC-MS / MS capaz de determinar esses componentes
vestigiais (PLACE; FIELD, 2012);

— Chemguard AFFF: o espectro de FAB-MS dos anos de fabricagcdo mais
recentes mostrou nenhum padrao caracteristico de produtos quimicos
fluorados detectados através de ionizagado positiva € negativa FAB-MS, mas
houve um unico pico forte detectada a m / z 586, que foi previamente
identificado como o 6:2 FtTAoS. Os outros homodlogos do FtTAoS (4:2, 8:2,
10:2) podem estar presentes em concentragdes inferiores ao limite de detecgéo
especificado (PLACE; FIELD, 2012).

Recentemente, a 3M anunciou que, com base em dados coletados
internamente, iria interromper a producéo de PFOS porque o composto foi detectado
em niveis de parte por bilhdo (ppb) em amostras de sangue obtidas a partir de bancos
de sangue nos Estados Unidos, Japao, Europa e China, além de ser persistente no
ambiente (BROWN; MAYER, 2000). A 3M planejou interromper a produgao de PFOA
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em quase todos os produtos, no entanto, a 3M aponta que alguns niveis de produgéo
de PFOS, supostamente mais baixos devem continuar para utilizagdo em espumas
de combate a incéndios (TULLO, 2000).

1.8.Liberacao da AFFF no ambiente

Toneladas de AFFF sao liberadas no ambiente, pois sua aplicagao €
fundamental no controle de diversos incéndios na industria do petréleo. De fato, em
situacdes de incéndio, o uso racionado, visando menor liberagdo e consequente
menor impacto ambiental de AFFF, ndo é uma opcgao, pois situagdes de incéndio em
hidrocarbonetos representam sério risco a vida e aos patriménios locais. As AFFFs
sdo imprescindiveis pela a sua efetividade na prevencao de danos colaterais e re-
ignicao de incéndios nesses locais.

Surfactantes compostos por PFCs sao persistentes, bioacumulaveis, téxicos e
contaminantes. Por isso, a preocupagdo com a sua ocorréncia no ambiente tem
aumentado nos ultimos anos (KISSA, 1994). Eles foram detectados em muitas
amostras ambientais (GIESY; KANNAN, 2002), incluindo ar, aguas superficiais
(MURAKAMI et al., 2008; PLUMLEE et al., 2008), agua potavel (SKUTLAREK et al.,
2006), aguas residuais (SINCLAIR; KANNAN, 2006), aguas de chuva (KIM; KANNAN,
2007), aguas subterraneas (SCHULTZ et al., 2004) e solo (HIGGINS et al., 2005).
PFCs também foram encontrados acumulando-se na biota, incluindo mamiferos
(GIESY; KANNAN, 2002) e seres humanos (KANNAN et al., 2004; HOLZER et al.,
2008).

Os PFCAs, PFSAs e seus precursores potenciais tém atraido a atengdao como
contaminantes globais (BUCK et al., 2011). PFCAs e PFSAs de cadeia longa sao
descritos como muito problematicos pois séo altamente persistentes (PARSONS et
al., 2008; FROMEL; KNEPPER, 2010), bioacumulaveis e foram detectados
espalhados quase que universalmente em ambientes abidticos (RAYNE; FOREST,
2009), na biota (GIESY; KANNAN, 2001), nos alimentos (CLARKE; SMITH, 2011) e
nos seres humanos (VESTERGREN; COUSINS, 2009). Como resultado os PFOS e
substancias relacionadas a base de fluoreto de perfluorooctano sulfonil (POSF) foram
restritos quanto a producéo e utilizagdo pela da Convengao de Estocolmo, em 2009.
Cadeias de PFCAs contendo de C11-C14 foram identificados como produtos quimicos

muito persistentes e muito bioacumulaveis, e foram incluidos na lista de substancias
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candidatas que suscitam elevada preocupagdao no ambito da regulamentagao
europeia de produtos quimicos, REACH (ECHA, 2013). Em 2013, os PFOAs e
perfluorooctanoate de aménia (APFO) foram listados como substancias candidatas
que suscitam elevada preocupagao ECHA (2013).

As AFFFs sdo predominantemente liberadas sob a forma de espuma liquida
em incéndios (Figura 14), o que aumenta o potencial dos PFAS para penetrar nos
ambientes aquaticos. Varios estudos tém apontado o uso de AFFF como origem
exclusiva de PFAS para as aguas subterraneas (MOODY:; FIELD, 1999; MOODY et
al., 2003; SCHULTZ et al., 2004; HOUTZ et al., 2013.), agua potavel (WEISS et al.,
2012), aguas superficiais (DE SOLLA et al.,, 2012; AHRENS et al., 2015) e biota
(OAKES et al., 2010; GEWURTZ et al., 2014). Um dos primeiros estudos para resolver
os problemas com vazamento de AFFFs e contaminagdo por PFAS das aguas
subterraneas em um aerédromo militar foi feito pela MOODY; FIELD (1999). PFOS é
a PFAS mais predominante em locais contaminados por AFFF e foi detectado em
concentragdes >600 ng.L-! nas aguas de superficie e em centenas de ng.g' em peixes
(AWAD et al., 2011). No entanto; ha uma falta de conhecimento sobre a distribuicao e

raio de difusdo dos PFAS dos locais contaminados para o ambiente circundante.



Revisao de Literatura 65

Figura 14 — Liberagédo de grandes volumes de AFFF durante incéndio do avido da

China Airlines em Okinawa (Japao) em 2007. Fonte: Reproduzido de Reuters (2007).

O influxo ao meio ainda pode ocorrer através de quatro vias: (i) a liberagéo de
PFCs volateis para a atmosfera (DINGLASAN-PANLILIO; MABURY, 2006), onde sao
fotoquimicamente oxidados (ELLIS et al., 2004) e de volta para o ciclo da agua por
precipitagdo atmosférica; (ii) descarregados por estagdes de tratamento de aguas
residuais (YU et al., 2009); (iii) descarga por escoamento urbano contaminada por
fontes difusas (ZUSHI; MASUNAGA, 2009; HOUTZ; SEDLAK, 2012), e (iv) a
infiltragdo de locais de eliminagdo e de derrames em aguas subterraneas (MOODY;
FIELD, 1999; MOODY et al., 2003).

Fontes ambientais de PFC s&o geralmente de dificil caracterizagdo, pois
compostos perfluorados sdo usados em uma ampla variedade de produtos e
aplicacoes, e nao apenas espumas de incéndio. Os compostos estdo dispersos por
todo o mundo e passam por vias de transformagdo complexas pouco conhecidos
ainda (GIESY; KANNAN, 2002; PREVEDOUROS et al., 2006), mas geralmente
resultam como ultima forma PFOA e PFOS correspondentes ao comprimento dos

Seus precursores.
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Portanto, a identificacdo da fonte é uma tarefa desafiadora. Em alguns casos,
isto pode ser abordado pelo conhecimento das atividades locais especificas e
comparados a composig¢ao esperada das amostras (MOODY et al., 2003; SCHULTZ
et al., 2004). Em outros casos, a fonte de PFCs pode ser tragada através do estudo
da distribuicdo espacial das concentragdes e a proporgao de componentes diferentes,
por exemplo, o PFOA / PFOS (KIM; KANNAN, 2007) e razdo entre PFHpA / PFOA
(SIMCIK; DORWEILER, 2005). Em agua contaminada por AFFF, os valores de PFOA
/| PFOS e PFOA / 6:2 FtS podem indicar até mesmo o tempo que as amostras estéao
no ambiente (SCHULTZ et al., 2004). Outros estudos com razdo PFOA / PFOS
incluem detecgdo em lagos (Kim; KANNAN, 2007), agua de escoamento tempestade
(LIEN et al., 2008), agua do rio urbano (SAITO et al., 2004) e para aguas residuais
(YU et al., 2009).

Deteccao de PFOA e PFOS no ambiente, humanos e da biota em geral tem
sido amplamente documentada (GIESY; KANNAN, 2001; YAMASHITA et al., 2005;
HIGGINS et al., 2005; DAVIS et al., 2007; HOUDE et al., 2008; AHRENS, 2011).
Contudo, os precursores PFAS e FtTAoS também foram encontrados em diferentes
compartimentos ambientais, embora com menos frequéncia, simplesmente porque
eles sdo menos incluidos nas analises ambientais. Muitos produtos quimicos PFAS
sao detectados no ar ou associada com a matéria em particulas no ar, assim como
telomerados, incluindo os FTOHs e FtS (variando entre 4:2 a 10:2 FTOHs ou FtS),
diésteres de fosfato fluorotelomerados, N-etil perfluorooctano sulfonamida (N-
EtFOSA), N-metil sulfonamidoetanol perfluorooctano (MeFOSE) entre outros
(BARBER et al., 2007; DREYER et al., 2009; HAUG et al., 2011; WEINBERG et al.,
2011). Os PFCs precursores (PFAS precursores e FtTAoS) foram detectados na agua
da chuva, na agua do rio, nos efluentes de tratamento de esgoto, e do solo tratado
com lodo de origem industrial (MAHMOUD et al., 2009; YOO et al., 2010).

1.8.1. Caso do incéndio no Brasil (Paulinia-SP, 1993 e Santos-SP, 2015)

A comercializagdo de AFFF ocorre em grande escala para municipios
brasileiros para ser utilizado por bombeiros, aeroportos, militares e setores da
industria do petréleo. No Brasil, ndo existem dados oficiais quanto a liberagao
ambiental desse produto, mas acredita-se que seja um volume alto, dado o seu amplo

uso em casos recentes, como o incéndio da plataforma de Petréleo Cherne Il, na bacia
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de Campos, no norte fluminense em janeiro de 2011 (FOLHA DE SAO PAULO, 2011)
e na unidade de producdo de gasolina e GLP da Refinaria de Duque de Caxias
(REDUC) da Petrobras, no Rio de Janeiro em setembro de 2010 (O GLOBO, 2010).
Aeroportos e campos de treinamento militar sdo também consumidores e potenciais
liberadores dessa substancia.

No Brasil, um exemplo de uso da AFFF em maior escala foi no incéndio ocorrido
na Refinaria do Planalto Paulista (Replan), localizada em Paulinia / SP, em 8 de
janeiro de 1993, sendo este o0 maior incéndio ja ocorrido em refinarias de petréleo no
Brasil (Figura 15). Um tanque cheio com capacidade maxima de 15 milhdes de litros
de oleo diesel foi atingido por um raio, que provocou a igni¢ado da mistura de gases
inflamaveis contida nele e, imediatamente, uma explosdo seguida de incéndio. A
eficiéncia do combate de um incéndio de grandes proporcdes foi de extrema
importancia. As chamas atingiram uma area de 4300 m?, com labaredas de mais de
40 m de altura, produzindo uma fumaca que se estendia por mais de 50 km de
extensdo (FIGUEREDO et al., 1999).

Figura 15 - Combate ao incéndio ocorrido na Replan usando espumas extintoras do

tipo AFFF. Fonte: Capturado de video por Gifel Engenharia de Incéndio (1998).

O maior risco era de que o fogo se alastrasse e atingisse os tanques vizinhos,
provocando prejuizos altos e representando uma ameaga ao ambiente. Bombeiros da
Replan iniciaram, entdo, a extingdo do fogo que atingia as bacias de contengdo com
aplicagao de jatos da AFFF e o resfriamento do tanque atingido e dos adjacentes
utilizando jatos de agua, enquanto estratégias de combate eram definidas pelos
técnicos da Replan, em colaboracido com o Corpo de Bombeiros de Campinas e o

Plano de Auxilio Mutuo Municipal. Foram necessarias 12 horas para o controle e a
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extincdo do fogo, sendo consumidos 4 milhdes de litros de dleo diesel e liberados 37
mil litros de AFFF, num prejuizo total de cerca de R$ 7.780.000,00, entre diesel
consumido, combate ao fogo e reparo dos equipamentos (valor considerando a
inflacdo entre 1993 a 2015, de acordo com WolframAlpha, 2015). Todo o processo
envolveu a mobilizagdo de 100 bombeiros, civis e militares, para conter o incéndio
(FIGUEREDO et al., 1999).

Recentemente, todo o estoque disponivel no Brasil de espumas utilizadas no
combate a incéndios foi utilizado para extinguir as chamas do acidente ocorrido nos
tanques da refinaria de Santos (FOLHA DE SAO PAULO, 2015). O incéndio, que se
iniciou no segundo dia de abril s6 foi eliminado apos 8 dias de trabalho intenso de
centenas de profissionais do Corpo de Bombeiros do Estado de Sao Paulo. Cerca de
40 milhdes de litros de combustivel foram queimados no incéndio. O fogo foi tao
intenso que foi necessaria até mesmo a importacdo de mais dessas espumas para

controlar a situagao.

1.8.2. Bioacumulagao e Toxicidade da AFFF

Foi apresentado que devido a forte ligacéo entre fluor e carbono, PFOS e PFOA
nao sao facilmente degradados por mecanismos fisicos ou quimicos, uma vez que
foram liberados no ambiente. Uma longa série de estudos tém documentado que eles
sao presentes quase que universalmente no meio ambiente e na vida selvagem (BAO
et al.,, 2009; HOUDE et al, 2011; LOOS et al.,, 2010). PFCs também foram
encontrados em minks suecos (PERSSON et al., 2013), peixes (OAKES et al., 2010)
e tartarugas marinhas canadenses (SOLLA et al., 2012).

A toxicologia de PFOS é, principalmente, associada ao aumento dos niveis de
triglicerideos e colesterol no figado, diminui¢do do colesterol no soro, hipolipidemia, e
reducéo no consumo de alimentos em macacos-cinomolgo (BUTENHOFF et al., 2002
e SEACAT et al., 2002). Além disso, existe também a toxicidade de PFOS no
desenvolvimento hepatotoxicidade, imunotoxicidade e neurotoxicidade em
mamiferos, tais como ratos (FUENTES et al., 2007, JOHANSSON et al., 2009, PEDEN
-ADAMS et al., 2008 e THIBODEAUX et al., 2003) e peixes como zebra-fish (HUANG
etal., 2010), carpa comum (HAGENAARS et al., 2008) e vairao (ANKLEY et al., 2005).
Alguns dos processos comprometidos por esses PFAS sédo a transferéncia e o

metabolismo de acidos graxos, a integridade da membrana celular, a fungéo
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mitocondrial, a atividade da glutationa peroxidase do figado, atividade da superoxido
dismutase e redugéo dos niveis hormonais da tir6ide (LAU et al., 2009).

As propriedades fisicas da AFFF também tém potencial de causar danos a
biota. AFFF langcada em um rio da Florida, em 1993, foi objeto de investigagdo como
uma possivel causa de doencas em aves marinhas e mortes na regido (KINNER,
1998). Por analogia com surfactantes de hidrocarbonetos, surfactantes perfluorados
em AFFF vindos de aguas residuais podem potencialmente fazer com que as aves
percam seus Oleos naturais € morram por hipotermia (STICKLEY et al., 1986).

Além disso, PFOA e PFOS nao sao facilmente removidos por processos de
tratamento de agua potavel convencionais (ESCHAUZIER et al., 2012; XIAO et al.,
2013; RAHMAN et al., 2014). Por se tratar de um novo tipo de contaminante, nao estéao
incluidos na rotina do controle de qualidade da agua potavel. Estes dois produtos
quimicos foram detectados em dezenas de mg.L" para mais de 95% das amostras
recolhidas em diversas amostragens de sangue humano nos EUA em concentragdes
elevadas. A frequéncia de deteccao de concentracdes foi geralmente muito mais
elevada do que outros produtos quimicos ambientais presentes no sangue humano.
Varios outros PFASs também foram detectados em amostras de sangue humano (LOI

et al., 2013), mas a niveis muito mais baixos do que os PFOS e PFOA (Figura 16).

Figura 16 — Exposigao inadequada a AFFF apds incéndio em hangar no aeroporto
de Long Beach, EUA em 1998 pode ser uma das fontes de contaminacao. Fonte:
Reproduzido de AP Photo / Press-Telegram (1998).
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Riscos potenciais para a saude decorrente a exposigao a estes dois compostos
incluem baixo peso ao nascer (FEI et al., 2007), menopausa precoce em mulheres
(KNOX et al., 2011), a baixa fertilidade do sémen em homens jovens (JOENSEN et
al., 2009) e doencga da tiréide na populagdo geral adulta dos EUA (MELZER et al.,
2010). Outros estudos ainda ligam vagamente os PFCs ao transtorno de déficit de
atencao / hiperatividade infantil (HOFFMAN et al., 2010) e baixa a resposta imune a
vacinagao (GRANDJEAN et al., 2012). Estudos também tém sugerido uma associagao
entre a exposicao ao PFOA e insuficiéncia renal e cancer testicular em comunidades
do entorno uma fabrica de PFAS (BARRY et al., 2013). Existem varias rotas atraves
do qual PFOS e PFOA podem entrar no corpo humano, sendo que a ingestao de
aguas subterraneas contaminadas tem se mostrado uma importante via de exposigao
(EMMETT et al., 2006; WEISS et al., 2012), especialmente para as comunidades em
proximidade de uma grande fonte de contaminagao, tais como unidades de fabricagao
de fluorpolimeros ou préximos aos corpos de bombeiros locais (HOFFMAN et al.,
2010).

O potencial de bioacumulagao tem sido bem estudado em termos de meia vida
de eliminagédo sérica do PFBA, PFBS, PFHxA, PFHxS, PFOA e PFOS em seres
humanos e mamiferos. PFHxS tem meias-vidas semelhantes ou mesmo mais longa
do que PFOS em todos os animais testados (com excegao de ratas fémeas) e em
seres humanos, o que torna o PFHxS inadequado como uma alternativa aos PFOS.
Em relagcdo aos niveis de exposicdo absolutos, um estudo recente sobre as
tendéncias sazonais de PFCAs e PFSAs no soro de mulheres na primeira gravidez na
Suécia entre 1996 e 2010 observou aumento acentuado de PFBS e PFHxS ao longo
do tempo (GLYNN et al., 2012). Observagcbes semelhantes de uma tendéncia
crescente de exposicdo ao PFHxS desde 2006 nos EUA também tém sido relatados
por Kato et al. (2011).

Varios estudos encontraram diferencas significativas entre as concentragdes
séricas em humanos do sexo feminino e masculino, de ambos os PFOS e PFOA
(CALAFAT et al.,, 2007; TOMS et al.,, 2009), com os homens apresentando
concentracdes mais elevadas do que as mulheres. Por exemplo, em dados de South
East Queensland, na Australia, onde o estudo foi realizado, foram reunidas amostras
classificadas por idade (30 individuos). A concentragdo de PFOS média masculina foi
de 23,3 ng.mL-', em comparagéo com 18,4 ng.mL"' nas mulheres. Toms et al. (2014)

olhou para as tendéncias nas concentracdes séricas PFAS de australianos entre 2002
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e 2011. Eles descobriram que os homens apresentaram maiores concentragdes de
PFOS, PFOA, PFNA e PFHxS dos 15 anos aos 60 anos de idade, e depois de 60 anos
de idade, homens e mulheres tiveram concentragcdes semelhantes. A diferencga foi
associada a perda de PFCs junto com o sangue durante a menstruagao.

Nao apenas os PFCs sdo téxicos. Varios agentes presentes na AFFF foram
considerados ligeiramente toxico para a vida marinha em concentragdes proximas de
6,0 g.L-' (SALAZAR, 1985). Os componentes adicionais encontrados em formulagdes
de AFFF concentrado s&o os inibidores de corrosao, tais como toliltriazol. Recentes
estudos toxicologicos sobre toliltriazol tém mostrado que estes compostos tém
toxicidade moderada a alta (CANCILLA et al., 1998). No entanto, as avalia¢cdes de
toxicidade reais sobre misturas de AFFF em aguas residuais no meio ambiente sao
dificeis porque efluentes contendo AFFF sao misturas complexas com muitos
componentes misturados a outros poluentes primarios, bem como sub-produtos do
incéndio em que foram aplicados, que poderiam ser toxicos. Além disso, a degradagao
ocorrida durante o transporte de componentes da AFFF podem mudar a composi¢ao
da mistura e toxicidade em funcao da distancia e tempo. A toxicidade dessas misturas
complexas ¢é dificil de avaliar por causa dos possiveis efeitos sinérgicos entre os
componentes da mistura, o que torna dificil prever, a priori, a toxicidade no ambiente.

A liberacdo de surfactantes fluorados em aguas de superficie ndo é
recomendada pelos fabricantes AFFF como rota de escoamento em aguas residuais
(3M, 1999). Felizmente, os relatos de descargas de grande volume de AFFF nas

aguas residuais sao limitados.

1.9.Regulamentagao do uso de AFFF

A legislacao brasileira atesta erroneamente a AFFF 3% e 6% como um Liquido
Gerador de Espuma (LGE), nao toxico e biodegradavel. Os fabricantes comercializam
esses produtos para aeroportos, bases militares e Petrobras sem atestar, de fato, os
fatores de biodegradabilidade e toxicidade desses produtos. A Norma ABNT NBR
12615 e ABNT NBR 11830, em vigor desde 25/03/92, superam os requisitos da norma
Petrobras N-1886 (1983) e torna tais substancias aprovadas para a comercializagéo,
sem a preocupacgao com contaminagdes ambientais subsequentes. Atende também
ao Método de Simulagao de Incéndio — eficiéncia nivel B - do Manual de servigos de
aeroportos — Doc 9137 — NA / 898 Parte 1 da ICAO — Organizagao de Aviagao Civil,
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embora estudos tenham sugerido a problematica ambiental causada por tais
substancias. Nao ha mencéao especifica sobre limites aos PFCs na formulagao das
AFFFs.

Nos Estados Unidos, o governo federal estabelece desde 2009 valores
recomendados de liberagdo de 0,4 e 0,2 ug.L"' de PFOA e PFOS, respectivamente.
Foi exigido no congresso americano que 8 companhias fabricantes de compostos
fluorados langassem um programa de 5 anos, comegando em 2010, com a meta de
eliminar o PFOS e PFOA do processo produtivo (USEPA, 2009a).

Os governos estaduais dos EUA tém regras especificas e variam em cada
estado. O departamento de salde de Minnesota estabelece o limite de 0,3 ug.L™" de
PFOA e PFOS em agua potavel. Os limites para PFBS e PFBA sao mais altos, e
podem atingir 7 ug.L-'. Em New Jersey, o departamento de protegido ambiental, define
limites mais rigidos que o departamento de saude, considerando seguro niveis
inferiores a 0,04 ug.L™' em agua potavel. O estado de Virginia proibe o consumo e
agua em aquiferos contendo mais que 0,5 ug.L"' de PFOA. O estado de Carolina do
Norte € 0 mais permissivo e abrangente, pois estabelece o consume seguro de no
maximo 1,5 ug.L-! de qualquer PFC (USEPA, 2009b).

Na Europa, o EU REACH (como é chamado o acordo de regulamentagdo em
questdes de seguranca ambiental) defende o uso limitado de PFOA e PFOS. O
governo federal da Alemanha recomenda cuidado quanto a concentragdes de 0,1

ug.L" e define o limite maximo em 0,3 ug.L".

1.10. Biodegradabilidade de AFFF

Antes da crescente preocupagao com a pesquisa dos PFCs das AFFFs, havia
uma quantidade consideravel de literatura sobre como ocorre a quebra bioldgica e
quimica da ligagao entre fluor e carbono no ambiente. A maior parte dos trabalhos no
passado, contudo, referiam-se a compostos quimicos organicos com um atomo de
fldor apenas ou compostos aromaticos contendo fluor (KEY et al., 1997; NATARAJAN
et al., 2005; NEILSON; ALLARD, 2002). Somente recentemente, Parsons et al. (2008)
e Fromel e Knepper (2010) apresentaram revisbes abrangentes em sobre a
biodegradagao de PFASSs, sendo que a termodinadmica da defluoragao microbiana foi

especialmente bem discutida por Parsons et al. (2008).
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Em geral, a degradagcdo por microrganismos (biodegradacdo) € um dos
mecanismos mais importantes no qual os contaminantes organicos sao removidos do
ambiente. No entanto, todas as vias de biodegradacao e destino final de PFCs séo
ainda desconhecidos. A forga da ligacao entre carbono e fluor é geralmente o principal
fator de limitagdo da biodegradabilidade dos PFCs. Embora os microrganismos sejam
capazes de remover grupos funcionais n&o fluorados, a questao central € saber se
eles sdo capazes de atacar e remover PFC substituintes de fluor para alcancar a
mineralizagao de moléculas perfluoradas com sucesso (PARSONS et al., 2008).

Compostos organicos halogenados sado caracterizados pela sua elevada
estabilidade no ambiente. No entanto, tornou-se evidente durante as ultimas duas
décadas que muitos destes compostos sdo suscetiveis a degradagcdo microbiana.
Reconhece-se, portanto, que a degradagao microbiana de tais compostos, apesar de
ser relativamente lenta, pode contribuir de forma significativa para minimizar o seu
impacto ambiental em longo prazo (FETZNER, 1998; DOLFING, 2000; WHITACRE,
2008). Todos os compostos organicos halogenados sao caracterizados por fortes
lacos de halogénio ao carbono, levando a estabilidade cinética. E importante, no
entanto, reconhecer que uma reagdo de desalogenagdo é termodinamicamente
favoravel (DOLFING, 2000). Em condigbes aerdbias, compostos orgéanicos
halogenados s&o degradados por vias catabodlicas semelhantes aqueles para os
analogos nao halogenados (ALEXANDER, 1999). Halogenacao tende a dificultar
essas reacdes, possivelmente levando ao acumulo de metabdlitos parcialmente
degradadas. Como resultado, a degradagao aerobia é frequentemente um processo
co-metabdlico, aparentemente sem ceder energia util.

De um ponto de vista termodinamico, ndo ha nenhuma razdo para que os
compostos halogenados (tais como o di-cloroeteno ou mesmo os PFCs) devam ser
degradados co-metabolicamente em vez de servir como fonte de energia diretamente.
Uma mudanga na energia livre de Gibbs indica que a mineralizagdo aerdbia de
compostos halogenados € capaz de produzir energia suficiente para sustentar o
crescimento do organismo envolvido (DOLFING; JANSSEN, 1994). Se organismos
aproveitam essa energia ja € outra questdo. No entanto, os calculos termodinamicos
suportam a hipotese de que os organismos devam ser capazes de crescer em
compostos halogenados. A bactéria isolada por Coleman et al. (2002) suporta essa

hipétese de crescer em um meio que tem como substrato apenas tri-cloroetano.
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Apesar da sua elevada estabilidade, os compostos per e polifluorados podem
sofrer degradagéo no ambiente. Degradagao atmosférica de FTOH por radicais OH
produz PFCAs e tem sido proposta como uma fonte dos acidos presentes no Artico.
Os acidos reagem ainda com radicais OH, mas este é considerado de menor
importancia (ELLIS et al., 2004). O radical hidroxila também reage com 8:2 FTOH em
sistemas aquosos, incluindo no Lago Ontario no Canada, com amostras de
fluorcarbonados encontradas em agua irradiada com luz solar (GAUTHIER; MABURY
2005). Nao havia nenhuma evidéncia para a fotdlise direta do FTOH. Os principais
produtos formados foram o 8:2 fluorotelomero aldeido e PFOA.

As informagdes publicadas sobre a biodegradagao de PFCs ainda s&o muito
limitadas. O estudo de Remde; Debus (1996) é relativamente recente, considerando
o tempo de circulacdo desses compostos no ambiente. No estudo foi relatada a
investigacao sobre a biodegradabilidade do produto de trés surfactantes fluorados em
condigbes aerdbias e anaerdbias. Dois dos surfactantes (de composigdo né&o
especificada) foram degradados em condigbes aerdbias e um também foi degradado
por via anaerodbia. A extensdo da degradagao do primeiro surfactante, expressa pelo
consumo de Oz ou CO2 ou CH4 produzido, era suficiente para classificar o surfactante
como facilmente biodegradavel. No entanto, nesse estudo foi verficado ndo existir
nenhuma evidéncia de libertacao de fluoreto a partir do composto. Foi observado para
o terceiro surfactante, PFOS que nao ha biodegradabilidade tanto em condi¢des
aerdbias quanto anaerdbias.

Um estudo extenso da biodegradacéo dos PFCs foi relatado por Schroder
(2003). Em seu estudo, amostras de aguas residuais foram misturadas com uma
variedade de PFCs, incluindo PFOS, PFOA e surfactantes nao iénicos incluindo, alquil
etoxilatos parcialmente fluorados e perfluorooctanosulfonil-amidopolietoxilato. Os
ensaios foram incubados sob condicbes aerdbias e anaerdbias. Foi observada
biodegradagdo rapida em aguas residuais contendo metabolismo aerdébio dos
compostos fluorados, em parte, para formar acidos carboxilicos (identificados por LC-
MS / MS). Para os compostos perfluorados, em contraste, houve uma rapida remogéao
de PFOS (dentro de 2 dias), sob condi¢gdes anaerdbias, seguido de uma remogao mais
lenta do PFOA. Dos surfactantes nio idnicos, apenas os compostos contendo sulfonil
foram removidos. Metabdlitos ndo foram detectadas nas incubacdes anaerdbias nem
houve qualquer aumento na concentragao de fluor observada (Schroéder, 2003).
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Um outro estudo da biodegradagdo de PFOS e PFOA foi realizado em
bioreatores aerdbios e anaerobios contendo lodo provenientes de estacdes alemas
de tratamento de esgoto (ETE) (MEESTERS; SCHRODER 2004). Nenhuma
biodegradagao primaria foi observada em condi¢gdes anaerdbias, mas a remocao de
PFAS e, subsequentemente, de PFOS de PFOA, foi observada em condigbes
aerodbias, até que, nenhum dos compostos podia ser ainda detectada. Estranhamente
apos 26 dias nao foram detectados metabolitos ou aumentos na concentragéo de ions
de fluor.

O primeiro estudo em escala reduzida com evidéncia de biodegradacao de
fluortelomerados foi um estudo de biodegradacédo de 8:2 FTOH por um consorcio
microbiano misto enriquecido a partir do sedimento e do solo, utilizando-se de 1,2-
dicloroetano e o etanol como fontes de carbono (DINGLASAN et al., 2004). Acreditou-
se que a adicdo de outros organohalogenados poderiam conduzir as rotas
metabdlicas.

A partir disso, a biodegradacao aerdbia de fluorteldbmeros, especialmente os de
8:2 e 6:2 FTOHSs, foram bem estudados (DINGLASAN et al., 2004; LIU et al., 2010;
WANG et al., 2009). Um estudo de biodegradagédo extenso com 8:2 de FTOH foi
realizado por Wang et al. (2005a) em lodo ativado. Liu et al. (2010), por sua vez,
estudaram em solo uma nova proposta de via metabdlico de biodegradagéo aerdbia
de 6:2 FTOH. As vias de biodegradacdo encontradas pelos dois autores foram
combinadas na Figura 17. Em geral, o comportamento de 6:2 FTOH foi semelhante
ao de 8:2 FTOH, mas diferiram no tipo e rendimentos dos produtos de terminais. 6:2
FTOH mostrou maior potencial de defluoragcao que 8:2 FTOH no solo em condi¢cao
aerobia (LIU et al., 2010). Os microrganismos presentes no lodo de esgoto diluido
obtidos a partir de uma ETE degradaram FTOH em PFOA, de acordo com os dados
reportados por Dinglasan et al. (2004). Os autores identificaram também um novo
produto de transformacéo acido-perfluordodecandico (PFDoA), que € um substrato
potencial para oxidac&do na via de degradacgao. Propds-se que este composto tenha
sido formado a partir do acido saturado por defluoragédo redutiva. Varios produtos
menores foram identificados, incluindo: 7:2 FTOH e 7:3 fluorteldmero sulfonamida
(FtSAm) insaturada.
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Figura 17 - Vias de degradacéo aerobia de 6:2 FTOH em lodo ativado e solo. As

setas duplas indicam multiplos passos de biotransformacao. As reacdes de

defluoragao sao indicados por liberagao de ions de fluor (F-). Vias em azul foram

apenas observadas em solo (Liu et al., 2010), enquanto vias em vermelho foram

apenas observadas no lodo (Wang et al., 2011). Compostos estaveis e semi-

estaveis sdo mostrados dentro de retangulos tracejados. Fonte: Adaptado de Wang
et al. (2011) e Liu et al. (2010) por Liu; Avendano (2013).
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Em outro trabalho, Wang et al. (2011) também demonstraram a
biotransformacao aerdbia de 6:2 FtS determinada em frascos fechados por 90 dias
em lodo ativado diluido de residuos de estagcdo de tratamento de agua (ETA) para
comparar o seu potencial de biotransformacdo com o de 6:2 FTOH. O
biotransformacao do 6:2 FtS foi relativamente lenta. Assim, o 6:2 FtS ndo € uma
importante fonte de PFCAs e acidos per e polifluorados nas condi¢cdes de tratamento
do experimento realizado. Nao foi observada a presenca de 6:2 FTOH e PFHpA
durante 90 dias incubagao. A biotransformagao do 6:2 FtS seguiu formando 6:2 FTOH
para formar 6:2 FTUA, que foi subsequentemente degradado por meio de vias
semelhantes a 6:2 FTOH, levando finalmente a PFPeA e PFHxA (Figura 18). Uma
fracado substancial da concentragao inicial de 6:2 FtS (24%) foi considerada ligada de
maneira irreversivel ao lodo ativado catalisado por enzimas microbianas. A
biodegradagao relativamente lenta de 6:2 FtS em lodo ativado pode ser devido a etapa
aerobia de-sulfonagdo necessaria para os passos seguintes de degradagdo. Em um
ambiente anaerdbio esse passa a ser um fator limitante da velocidade de

microrganismos.

Residuo nao
extraido para | F(CF2)sCH,CH,SO;H  (6:2 FTS)
analise & Desulfonagao

1r@ Reacdes de oxidacao
Vias metabdlicas menores v
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y
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Figura 18 - Vias de biotransformacéao aerébia proposta para 6:2 FtS. As setas
duplas indicam varios passos de transformacédo. Fonte: Traduzido de Wang et al.
(2011).
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Um outro estudo recente sobre a degradabilidade de uma vasta gama de PFCs
no sedimento aerdbio e anaerdbio e microcosmos de lodo ativado mostraram alguma
evidéncia para a remogao de fluortelomerados sob condigbes aerdbias (SAEZ; LIU,
2015). Contudo, nenhuma evidéncia foi encontrada de que estes compostos
degradam em anaerobiose, assim como qualquer outro PFC, incluindo PFCA, PFSA,
ou sulfonamidas.

A literatura mostra que existe alguma evidéncia para a biodegradacéao de PFC
no ambiente, mas n&do para a degradacao ou a desalogenagdo completa destes
compostos. O maior desafio € a remocgao de substituintes com flior. No entanto, como
explicado anteriormente, esta € uma reacao termodinamicamente favoravel, mas que
pode ser dificultada pela estabilidade cinética da ligacdo C-F. Uma anadlise mais
descuidada e precipitada poderia concluir a partir destes resultados que a ligagao C-
F é microbiologicamente inerte. Entretanto, a desalogenagéo redutora € uma reagao
bem estabelecida para os compostos organicos bromados, clorados e, em menor
extensao, particularmente sob condicbes anaerdbias. Nesse contexto, a defluoracéo
pode ser muito dificil de acontecer — mas nao é impossivel.

A maioria destes novos PFASs recentemente identificados n&o foram incluidos
na maioria dos protocolos de monitoramento ambiental, e a sua biodegradabilidade
permanece largamente desconhecida. E impraticavel e tecnicamente muito desafiador
catalogar e conhecer o grande numero de compostos per e polifluoroalquilados
presentes no meio ambiente. Assim, ao estudar os processos de transformagao dos
precursores essenciais PFAS e fluorteldmeros, incluindo a identificacao especifica de
metabdlicos e subprodutos de degradagédo, mais informagbes podem ser obtidas
sobre o potencial impacto dos PFCs sobre o meio ambiente. Essa lacuna de
conhecimento pode ser superada por estudos de degradagao em laboratério, assim

como 0s experimentos apresentados nos capitulos desta tese.

1.11. Desafios no estudo da AFFF e seus compostos

Incéndios de hidrocarbonetos representam uma séria ameaga a vida e a
propriedade e, portanto, a questdo da seguranga contra incéndios deve ser medida
com relacao aos riscos que AFFF e seus surfactantes perfluorados representam para
o0 ambiente. Surfactantes fluorados sdo uma classe Unica de produtos quimicos que

sdo descarregadas diretamente para os sistemas aquaticos naturais e artificiais. A
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variedade de aplicagbes para estes tipos de surfactantes continua a aumentar,
enquanto ainda existe pouca informagcdo sobre o comportamento ambiental das
substéancias.

Logo, o comportamento ambiental de PFCs é objeto de maiores investigagdes.
As formulagbes comerciais de AFFF sado misturas complexas, e o emprego destas
misturas em incéndios introduz em longo prazo toneladas de poluentes persistentes
no meio ambiente. Existem lacunas significativas no conhecimento que vao desde a
etapa de separagdo cromatografica aos ensaios de toxicidade. Surfactantes
perfluorados persistem no ambiente e podem ser alterados somente por processos
biogeoquimicos muito especificos. Sabe-se que os PFCs afetam a distribuicdo e
biodisponibilidade de co-contaminantes, mas os efeitos que eles tém sobre os
componentes da AFFF na ecologia microbiana é pouco estudado.

Atualmente, tem-se uma compreensado muito limitada sobre as propriedades
fisico-quimicas e transformacdo dos PFCs. Nao existem dados para todo o grande
numero de moléculas de PFAS e fluorteldmeros ainda. Abordagens atuais de
modelagem in silico parecem, na melhor das hipoteses, apenas modestamente
estimar as propriedades de PFCs (RAYNE; FOREST, 2009), e em um numero de
casos, erros importantes de mais de uma ordem de grandeza sao aparentes quanto
ao seu comportamento ambiental. Estas dificuldades destacam as lacunas
importantes em nossa compreensao de como modelar as propriedades fisico-
quimicas e biologicas dos compostos perfluorados e seus co-contaminantes. A
comunidade cientifica precisa de muito trabalho experimental e tedrico adicional para
investigar completamente a AFFF e seus PFCs.

Por isso, € oportuno continuar a estudar o potencial de degradagdo dos
compostos perfluorados em experimentos cuidadosamente projetados em que
populagdes microbianas consigam utilizar o potencial dehalogenagéao e a partir disso
aumentar nossa compreensao sobre a complexa etapa de biotransformacao de AFFF

no ambiente.



2. Objetivos

2.1.0Objetivos Gerais

Estudar a biodegradacdo de compostos fluor-carbonados contendo
hidrocarbonetos de petrdleo e espumas formadoras de filmes aquosos (AFFF) por

microbiota de solo, em diferentes condig¢des.

2.2.0Objetivos Especificos

Foram definidos objetivos especificos para esse estudo:

— Obter uma microbiota capaz de crescer em area afetada por AFFF e
hidrocarbonetos, a partir da contaminagao controlada do solo;

— Avaliar os efeitos aditivos de hidrocarbonetos de petroleo - BTEX (benzeno,
tolueno, etil-benzeno e o-xileno) - como co-contaminante na biorremediacéo de
AFFF;

— Testar a capacidade de biodegradacdo de AFFF + BTEX em aerobiose e
anaerobiose;

— Determinar a composicao de fluor-carbonados presentes em AFFF em agua e
sedimentos, em diferentes tempos de biodegradacao;

— Estudar a biodegradabilidade de efluentes contendo misturas de
hidrocarbonetos de petrdleo e AFFF, semelhantes aos presentes em areas

afetadas por incéndios;
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Verificar a fito-toxicidade dos residuos contendo AFFF, apds diferentes tempos
de biodegradacéo;
Determinar o efeito da aplicagao de solugbes com AFFF, quanto a alteragdes

na estrutura da comunidade microbiana, por meio de técnicas de biologia
molecular.



3. Capitulo 1

Biotransformacao de AFFF em Meio Contendo BTEX

3.1.Introdugao

Pouco se sabe sobre as condigbes ambientais e bioldgicas que facilitam as
reacdes de transformacdo de PFCs (PFAS e fluorteldbmeros), especialmente para as
formulagcées mais comuns de AFFF baseadas em FtTAoS. Além disso, devido a
natureza das rotinas de treinamento em corpos de bombeiros ou dos incéndios da
industria petroquimica, a contaminagcdo ambiental por PFCs €& geralmente
acompanhada por hidrocarbonetos. Conhecer a relagdo entre a degradagdo dos
hidrocarbonetos e a transformacao de PFAS é crucial para estabelecer sistemas de
bioremediacao que tenham como alvo tanto a defluoragado quanto a mineralizacao de
hidrocarbonetos em ambientes contaminados por AFFF.

O conhecimento fundamental das bactérias e enzimas responsaveis pela
degradagao de compostos presentes em AFFF ndo apenas seria capaz de expandir
o conhecimento atual sobre mecanismos de transformacao de PFAS e fluortelémeros,
como também estabelecer fatores ambientais especificos que podem ser manipulados
para melhorar o processo de biotransformacao. Com isso, espera-se conseguir aplicar
estratégias mais eficientes na bioremediagcdo de areas impactadas por AFFF. As
estratégias de caracterizacdo de PFCs dentro do contexto da degradacao de
hidrocarbonetos de petrdleo propostas nesse primeiro capitulo serve como uma ponte
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entre o ja tdo conhecido processo de biorremediagao de hidrocarbonetos de petréleo
e a emergente preocupagado com os PFCs das espumas de incéndio.

Esse trabalho visa a compreensao fundamental de processos ambientais sobre
o destino de PFAS, PFCA, PFSA, FtTAoS e FtS encontrados em areas impactadas
por AFFF, e pretende avaliar os possiveis resultados da atenuag¢do natural por
microrganismos em um ambiente monitorado.

Um enfoque maior deve ser dado aos compostos fluortelomerados. Trés
fabricantes de AFFF utilizam o FtTAoS como principal agente fluoroquimico em sua
formulacdo: Ansul, Angus e Chemguard (BACKE et al., 2013). Por esse motivo,
amostras ambientais sdo frequentemente associadas a esses contaminantes. O
FtTAOS é presente principalmente como 6:2 FtTA0S, mas analises mais aprofundadas
revelaram a presenga em menor quantidade nas variagdes 8:2 e 4:2 FtTAoS (PLACE;
FIELD, 2012).

A biorremediacéo eficiente em aerobiose de hidrocarbonetos de petréleo in situ
ja foi estabelecida na literatura, mas nunca como um co-contaminante da AFFF.
Hidrocarbonetos aromaticos como a mistura de benzeno, tolueno, etil-benzeno e
xileno (BTEX, Figura 19) podem ser efetivamente biodegradados por diversas
comunidades microbianas na presencga de oxigénio. Isso leva a crer no potencial uso
para o estabelecimento de uma relagdo co-metabdlica que possa auxiliar a

transformacao de PFCs a produtos carboxilicos menos fluorados.

Benzeno Tolueno Etil-benzeno p-Xileno

Figura 19 — Estrutura quimica dos compostos na mistura de benzeno, tolueno, etil-

benzeno e xileno (BTEX). Fonte: Elaborado pelo autor.

Neste capitulo sdo apresentados ensaios no contexto da biorremediacédo de

uma regiao da industria petroquimica contaminada por AFFF de modo a fornecer
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dados que levem ao desenvolvimento de uma estratégia de biorremediagdo completa,
que nao apenas atinja maxima defluoragdo, como também influencie as interagdes
ecoldgicas dentro das comunidades oxidantes de hidrocarbonetos com o objetivo de
remover ambos os poluentes (AFFF e BTEX).

A habilidade de uma vasta gama de microrganismos que degradam BTEX
aerobiamente & conhecida e bem estabelecida na literatura (DEEB; ALVAREZ-
COHEN, 1999; MERGESIN; SCHINNER, 2001; LEAHY; OLSEN, 2006). Contudo, ndo
se sabe se a presenca de microrganismos degradadores de BTEX afeta a dindmica
de transformagdo de PFAS e fluorteldbmeros. E possivel que, sob condigdes
apropriadas, os componentes possam ser co-remediados, rendendo um maximo de
defluoragéo e mineralizagao completa a CO2 e agua — desde que encontradas as
condig¢des corretas.

Assim, considerando a grande variedade de locais em que de fato ocorre a co-
contaminagao por BTEX e AFFF, somados as propriedades robustas de oxidagao das
oxigenases ativadas pelo metabolismo de BTEX, acredita-se que os hidrocarbonetos
sejam substratos co-metabdlicos interessantes que podem dirigir as vias de
transformacao do FtTAoS. Ao selecionar certas populagcbes por BTEX, é possivel
produzir diferencas na transformacao dos PFCs, incluindo quais e quantos produtos
finais sdo quantificados.

A biodegradacéo de BTEX ja foi demonstrada como dependente de muitos
fatores ambientais, como pH, temperatura, aeracdo e disponibilidade de nutriente
(DEEB; ALVAREZ-COHEN, 1999). Entretanto, a abordagem desse capitulo sobre a
confluéncia de fatores nas vias metabdlicas de biotransformacao de FtTAoS era até

entao desconhecida.

3.1.1. Motivagao

Dada uma condigdo ambiental especifica, é possivel que os PFCs possam ser
seletivamente remediados de modo mais eficiente enquanto os hidrocarbonetos de
petroleo sdo mineralizados. Admitiu-se que, além disso, os surfactantes fluorados
poderiam auxiliar no processo de degradagdo do BTEX. Foram entdo definidos
experimentos para promover e identificar as vias de biotransformagao do FtTAoS
presente no AFFF Ansul aerobiamente e anaerobiamente.
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Apesar dos impactos do BTEX nas comunidades capazes de defluoragao
nunca foram reportados, os experimentos foram motivados pela possibilidade dos
microrganismos utilizarem a energia adquirida na biodegradacéo do BTEX para dirigir
o metabolismo da biotransformagdo dos compostos presentes na AFFF mais
eficientemente, podendo assim evitar a producao dos compostos persistentes PFOA
e PFOS.
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3.2.Metodologia
3.2.1. Materiais

Todos os padrdes isotopicamente marcados, PFAS, PFCA, PFSA, 6:2 FtS, 8:2
FtS e sulfonamida perfluorada (FOSA) foram comprados de Wellington Laboratories.
Os padrdes para as substancias precursoras FtTAoS estudadas estao apresentados
na Figura 20.

Materiais disponiveis comercialmente contendo 6:2 fluorteldomero sulfonamida
betaina (PFNSAmA), 6:2 fluorteldbmero sulfonamida amina (PFnSAm), 6:2
fluorteldbmero tioamido sulfonado (FtTAo0S), 6:2 fluorteldbmero tio hidroxi amdnio
(FtTTHN+) e 5:1:2, 7:1:2, 9:1:2, 5:3, 7:3, e 9:3 fluorotelébmero betainas foram fornecidos
por Fire Fighting Foam Coalition e adquiridos com Ansul Tyco Fire Protection. Essas
moléculas foram utilizadas no escaneamento e quantificacdo das substancias

analisadas.

I

Ansul, (n:2 FtTAoS). n=4.6.8.
3M: (PFnSAmA). n=4.5.,6.

Figura 20 — Estruturas de compostos precursores padrées encontrados em
formulacdes de AFFF. Fonte: Adaptado de Place; Field (2012).

Todos os outros solventes foram comprados da Sigma Aldrich no maior grau
de pureza disponivel. Foi utilizada agua ultra pura para HPLC e metanol da Fisher
Scientific. Amostras arquivadas de AFFF em diferentes formulagcdes foram fabricadas
por Ansul. As amostras foram obtidas na base militar americana de Ellsworth, onde
foram realizados treinamentos de emergéncia com incéndio.

A formulacao de AFFF fabricada pela 3M ja foi utilizada em estudos anteriores,
para identificacado de outras estruturas de PFAS em AFFF (PLACE; FIELD, 2012) e,

por isso, utilizada nesse estudo como comparag¢ao a AFFF formulada por Ansul.
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Para produzir a mistura de BTEX, foram utilizados em partes iguais benzeno,
etil-bezeno, tolueno e o-xileno da Sigma Aldrich.

3.2.2. Amostras de solo
3.2.2.1. Base da Forga Aérea Americana em Elisworth (EUA)

Amostras de solo foram coletadas na base da forgca aérea americana de
Ellsworth em Piedmont, SD, EUA (Figura 21), localizada em 44°08'44.9"N
103°05'33.1"W.

Estacao de
tratamento de

; - residuos
Area de

simulacao de
incendio e
despejo de
AFFF

Escoamento dos residuos

o concentrados

Figura 21 — Imagem de satélite da antiga area de treinamento de incéndio na base
da forga aérea Ellsworth. Foram marcadas a area de coleta onde eram realizados os
treinamentos de incéndio, local das plumas de benzeno e os locais de remediacao
ambiental, contendo barreiras para as plumas (linha amarela) e pogos de aeragao
(pontos verdes). Fonte: Google Inc. (2014); Anotagdes elaboradas pelo autor.
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Treinamentos de emergéncia com incéndio foram conduzidos entre os 1942 e
1990 nesse local. Como parte dessas atividades, 6leo, solventes e combustiveis foram
liberados no ambiente para induzir as chamas. Varios agentes extintores de incéndio,
incluindo AFFF, foram extensivamente utilizados nessas areas.

O ambiente contaminado passou por varios procedimentos de remediacao
ambiental durante a ultima década, como: influsdo de oxigénio e aeragao, extragdo de
volateis do solo e remogao de solo para tratamento ex-situ. O sedimento local fica
sobre a rocha-mée de Pierre Shale, contendo solo de caracteristica argilosa de baixa
permeabilidade, contendo areas de areia média e silte.

N&o existem registros exatos sobre as formulacdes de AFFF liberada nesse
local durante os treinamentos de incéndio, contudo, é provavel que as marcas
manufaturadas por 3M, Ansul e National Foam foram utilizadas, pois estas eram as
marcas aprovadas para uso militar entre 1976 a 1990 (MOODY; FIELD, 2000). A 3M
foi a maior fornecedora de AFFF aos militares até o encerramento de sua produgao
em 2001. Atualmente, as espumas de incéndio sao fornecidas por Ansul,
responsavel por 90% do estoque militar (BACKE et al., 2013).

As amostras de solo foram coletadas em outubro de 2011 em uma area de
testes de 1200 m por 600 m. O solo foi removido com instrumentos livres de PFAS na
profundidade de até 0,6 m abaixo do solo. As amostras foram entdo colocadas em
recipientes livres de flior e encaminhadas ao Departamento de Engenharia Ambiental
e Civil da Universidade da Califérnia em Berkeley (EUA), onde as amostras foram

estocadas e analisadas.

3.2.2.2. Refinaria de petréleo da Petrobras em Paulinia (Brasil)

Foram coletadas amostras de solo da Refinaria de petréleo da Petrobras em
Paulinia, SP, Brasil (Figura 22).

A espuma do tipo AFFF foi aplicada em grande escala no incéndio ocorrido na
Refinaria do Planalto Paulista (Replan), localizada em Paulinia / SP (22°43'24.2"S
47°08'00.3"W), em 8 de janeiro de 1993, sendo este o maior incéndio ja ocorrido em
refinarias de petréleo no Brasil. Bombeiros fizeram a extingdo do fogo que atingia as
bacias de contengdo com aplicacdo de jatos de AFFF e o resfriamento do tanque
atingido e dos adjacentes utilizando jatos de agua. Foram consumidos 4.000.000 L de
Oleo diesel e gastos 37.000 L de AFFF liberados no solo (FIGUEREDO et al., 1999).
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<4
Regido afétada pelo incéndio
r?

L .
.

Figura 22 — Imagem de satélite dos tanques de armazenamento da Replan. Foi
marcada a area de coleta onde historicamente ocorreu o grande incéndio de 1993.

Fonte: Google Inc. (2014); Anotagdes elaboradas pelo autor.

Assim como na base americana de Ellsworth ndo existem registros sobre as
marcas de AFFF utilizados, contudo, sabe-se que a maior parte da AFFF produzido
no mundo nessa época eram da marca Ansul e 3M, sendo estas as possiveis
formulagdes aplicadas no local.

As amostras de solo foram coletadas em junho de 2012 em uma area proxima
aos tanques de estoque de combustivel da refinaria. O solo foi removido com
instrumentos livres de PFAS na profundidade de até 0,2 m abaixo do solo. As
amostras foram entédo colocadas em recipientes livres de fluor e enviadas por correio
ao Departamento de Engenharia Ambiental e Civil da Universidade da Califérnia em
Berkeley. As amostras ficaram 41 dias em transito, sob condigdes ambientais ndo
especificadas.

3.2.3. Local de estudo e experimentos

Os procedimentos de quimica analitica e quantificacdo de PFCs da AFFF foram
realizados sob co-orientacdo da Profa. Dra. Lisa Alvarez-Cohen no Laboratério de
Ecologia Microbiana do Departamento de Engenharia Ambiental e Civil da
Universidade da Califérnia em Berkeley (UC-Berkeley), Berkeley, CA, EUA.
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3.2.4. Montagem dos ensaios

Todos os experimentos, anaerdbios e aerdbios, foram conduzidos em frascos
de vidro de 160 mL (Figura 23). As amostras foram periodicamente retiradas para a
analise de biotransformacédo de AFFF e biodegradacdo de BTEX.

O processo de biodegradacdo em cada ensaio contendo AFFF e BTEX foi
observado por 90 dias, com os seguintes componentes:

— 50 mL de meio salino minimo BAV1, composto por 85 mg.L" de KH2PQ4, 218
mg.L" de K2HPO4, 334 mg.L-' de Na2HPO4.2H20, 5 mg.L' de NH4Cl, 36,4 mg.L" de
CaCl2.2H20, 22,5 mg.L' de MgS04.7H20 e 0,25 mg.L"' de FeCls.6H20. Foram
incluidos os elementos trago nas quantidades de 13 mg.L-' de NiSO4.6H20, 0,65 mg.L"
" de (NH4)sM0702.4H20, 105 mg.L"" de Na2Si03.5H20, 0,17 mg.L"' de MnSO4, 0,14
mg.L' de SnCl2.2H20 e 17,3 mg.L' de Na2SeOs anidro. Foi adicionado acido N-
[Tris(hidroximetil)metil]-2-aminoetanosulfénico (TES) e ajustado o pH para 7,2. O meio
foi fervido durante para remocao dos gases. Rezasurina (0,2 mL.L-") e L-cisteina-
sulfato (4 mL.L") foram adicionados para as reagdes anaerdbias como indicador e
agente redutor, respectivamente. O tampao utilizado foi NaHCO3s na concentragéo
aproximada de 2,7 g.L;

— 50 yL de AFFF da formulacdo Ansul. A por¢cao contendo as substancias
perfluoradas é conhecida pelo nome comercial Lodyne, e a porgao de dietilenoglicol-
butil-éter é conhecida como butil carbitol. Juntas, essas substancias compéem a maior
parte da formulacdo concentrada da AFFF da marca Ansul. Uma diluicao de 1000x a
partir da férmula original foi necessaria para se adequar aos limites de detec¢ao das
técnicas utilizadas;

— 9 uL de BTEX, obtendo-se a concentragdo de 100 mg.L™", sendo 25 mg.L"
de cada um dos compostos da mistura. Foi utilizado o-xileno dentre os isbmeros, pois
€ 0 unico que ocorre naturalmente. Dada a volatiidade dos compostos, a
concentracao final levou em consideracgao os calculos pela Lei de Henry. A mistura de
BTEX foi estabilizada por 24 horas antes de ser injetada nos frascos;

— 5 g de amostra de solo, utilizando solo contaminado com AFFF e BTEX do
Campo de treinamento de incéndio de Ellsworth, SD, EUA e Replan, SP, Brasil, sendo
estes chamados respectivamente de Solo A e B ao longo do texto. Em alguns
experimentos piloto, foi também utilizado um solo sem microbiota adaptada obtido no

préprio campus da Universidade da Califérnia em Berkeley, coletado proximo a
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Strawberry Creek, no lado sul do campus, em frente ao Stanley Hall (37°52'25.6"N
122°15'24.3"W);

— 300 pg de B12, componente necessario para o crescimento da cultura. A
concentragcao de B12 como co-fator no meio foi definida como efetiva no crescimento
em BAV1 por estudos anteriores no mesmo laboratorio, e por isso, associada aos
protocolos praticados (YUJIE et al., 2013).

Figura 23 — Frascos de 160 mL utilizados nos experimentos. Fonte: Elaborado pelo

autor.

As culturas dos frascos aerobios foram preparadas em bancadas esterilizadas.
Os frascos anaerdbios foram lavados e injetados com gas nitrogénio / hidrogénio
(90:10) por 30 segundos e vedados apos receberem o meio de cultura. A adi¢do dos
outros compostos, incluindo o solo, foi feita em camara anaerébia a 1,02 atm de
pressdo, contendo gas N2 Os frascos anaerébios foram preparados em duas
condigdes: metanogénese e redugao de nitrato. Os frascos em condigdes de redugao
de nitrato receberam 10 mM de NOs". Os solos utilizados nos frascos anaerobios,
embora do mesmo local, eram de pontos mais profundos de coleta (0,5 m), enquanto
o solo utilizado nos ensaios aerébios eram de pontos proximos a superficie.

Os frascos foram vedados com tampa de borracha isenta de compostos

fluorados e presos por tampa de borda de aluminio. O material utilizado também



Capitulo 1 - Biotransformagédo de AFFF em Meio Contendo BTEX 92

impede a volatilizagcdo de BTEX e a adsor¢ao dos compostos volateis ao longo do
prazo do experimento.

Uma série de controles foi aplicada para as diferentes condigbes utilizadas
conforme Tabela 5. O controle autoclavado foi suplementado com solugdo de

antibidtico para garantir a supresséao de atividade microbiana.

Tabela 5 - Conteudo dos frascos controle nos ensaios aerdbios e anaerdbios

Ensaio Controle do Controle do Controle do Controle do Controle Ensaio de
Meio AFFF Solo A SoloB Autoclavado Biodegradagao

(Ellsworth — (Replan -
EUA) Brasil)

Identificacao* MC+ ou MC- FC+ ou FC- SCA+ ou SCB+ ou AC (A/B)+ ou LV (A/B)+ ou
SCA- SCB- AC (A/B)- LV (A/B)-

Meio BAV1 CONTEM CONTEM CONTEM CONTEM CONTEM CONTEM

(100 mL)

Amostra de -- CONTEM CONTEM CONTEM CONTEM

Solo (5 g) (estéril)

AFFF (diluicdo = --- CONTEM CONTEM CONTEM

100x)

Co-fator B12 CONTEM CONTEM CONTEM CONTEM CONTEM CONTEM

(50ug.L™)

*Os ensaios descritos na Tabela 5 foram construidos em variantes contendo BTEX
(indicados por “+”) e na auséncia de BTEX (indicadas por “-”) nas condi¢cdes aerdbias
e anaeroébias. Assim, um ensaio de biodegradag¢ao contendo solo da Replan (solo B)
e BTEX (marcado com “+”), é identificado como LVB+, por exemplo. Ja um controle
com AFFF sem solo e sem BTEX é identificado como FC-, por exemplo. Os
experimentos foram conduzidos em ftriplicata.

(Elaborado pelo autor)

3.2.4.1. Manutencgao das culturas aerdbias e anaerébias

Para a manutencado do ambiente anaerdbio nos frascos com essa condigao, o
ar foi substituido com N2/ H2, além da adi¢cao de rezasurina e cisteina-sulfato. Os
frascos aerodbios tiveram a concentragcao de Oz, monitorada periodicamente e foram
injetados com mais gas Oz, quando a quantidade ficava abaixo de 10% v/v.

O enriquecimento das culturas com BTEX foi feito conforme os hidrocarbonetos
eram consumidos pela cultura microbiana. Inicialmente foi adicionado BTEX em um

intervalo de 20 dias na concentragcao de aproximadamente 1,7+0,3 mM de cada
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componente e apos 40 dias foi adicionado aproximadamente 0,8+0,2 mM de BTEX a
cada 10 dias.

Os frascos foram armazenados sem agitacdo em estufa a 27,0£0,1°C e
medidos ao longo processo de biodegradagdo com as técnicas descritas. Amostras
do meio de cultura e do espago preenchido por gas foram retiradas periodicamente e

analisadas.

3.2.5. Biotransformacgao de AFFF

3.2.5.1. Preparo das amostras e extragao de AFFF

Para a quantificagdo da biotransformacao dos compostos fluorcarbonados
foram retiradas aliquotas periédicas dos frascos descritos na se¢ao anterior. Foram
retirados 2,0 mL do meio, cerca de 1,0 cm abaixo da superficie, evitando-se particulas
de solo. O procedimento foi feito em triplicata. As aliquotas foram estocadas em tubos
eppendorf e mantidas em freezer a -4,0+£0,1°C.

A extragao dos PFCs ocorreu misturando 300 pL da amostra estocada a 300 ul
de metanol. Foi utilizado metanol como solvente, pois aumenta a miscibilidade entre
o solvente e a amostra durante a fase inicial da cromatografia. As etapas seguintes
foram modificadas a partir de Higgins et al. (2005) e otimizadas para a extracdo dos
fluorcarbonados encontrados na formulagao Ansul de AFFF. A mistura 1:1 de solvente
e amostra foi submetida a agitagdo em vortex por 1 hora e sonicados por 30 minutos.
Todas as extragdes foram feitas em triplicata. As particulas de solo foram entéo
separadas da fase liquida por centrifugacédo a 15000 g por 15 minutos.

Determinou-se que apenas uma etapa de extracao era suficiente para remover
o PFCs de interesse para anadlise. Foi adicionado também 25,0 mg de Supelclean
Envi-Carb (Sigma-Aldrich) aos extratos para remover o excesso de matéria organica
que pudesse interferir na ionizacdo dos compostos durante a espectrometria de
massa e ensaios oxidativos posteriores. Ensaios controles demonstraram que o Envi-
Carb ndo removeu os fluorcarbonados a serem analisados.

As amostras foram entdo submetidas a uma segunda etapa de preparagao, em
que os padrdes internos foram adicionados para leitura em cromatografia liquida

associada a espectrometria de massa com quadrupolo triplo (LC-MS / MS).
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3.2.5.2. Cromatografia liquida associada a espectrometria de massa
com quadrupolo triplo (LC-MS / MS)

Nesta secdo serdo explicados os conceitos que explicam o funcionamento
interno do espectrdmetro de massa com quadrupolo triplo da Série 6400 da Agilent
Technologies utilizado nos experimentos. Os exemplos e figuras foram obtidos no
préprio manual do equipamento (AGILENT TECHNOLOGIES, 2013), mas se aplicam
conceitualmente a qualquer outro tipo de espectrometria de massa com triplo
quadrupolo e camara de colisao.

A base para a compreensao do funcionamento de um espectrdmetro de massa
triplo quadrupolo comecga pela operagcdo de um quadrupolo unico. Por isso, uma
explicacdo do funcionamento de um espectrometro de massa de quadrupolo Unico

sera apresentada primeiro.

3.2.5.21. Espectrometria de massa com quadrupolo unico

A espectrometria de massa baseia-se na analise de ions que se deslocam por
um vacuo.

A ionizacdo de uma amostra ocorre na fonte de ions mostrada
esquematicamente na Figura 24. Os ions sao analisados por um analisador de massa
(filtro de massa), que controla 0 movimento dos ions que viajam para o detector, para
ser convertido em sinais digitais.

0 Fonte de ions
ortogonal

Q Filtro de massa (Q1)

L Jo O\l

Detector

_‘h‘“
A il |
L Lentes1e2
1 11 11

Figure 24 — Esquema de um espectrometro de massa (MS) de quadrupolo unico
(Q1). Fonte: Traduzido de Agilent Technologies (2013).
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O analisador de massas quadrupolar consiste em quatro hastes paralelas para
as quais voltagens de corrente continua (da sigla em inglés direct current, DC) e de
radio-frequéncia (RF) especificas sdo aplicadas. Estas hastes filtram todos os ions
exceto os de um ou mais valores especificos na razdo massa / carga (m/ z) desejada,
tal como determinado pelas tensdes aplicadas.

O RF ¢é aplicado a todas as quatro hastes, mas as hastes negativas (-) sédo 180
graus fora de fase com as hastes positivas (+). As hastes sdo rotuladas + e - em
referéncia as tensées DC aplicadas. Todos os ions que compdem as amostras séo
gerados na fonte. No entanto, quando um conjunto especifico de tensdes é aplicada,
ions de apenas o valor de m / z especificado podem passar através do quadrupolo
para atingir o detector. A medida que as tensdes s&o aumentadas para outros valores,
0s ions com outros valores de m / z séo liberados a passar através das hastes. Uma
varredura MS completa é obtida através do aumento das tensdes de DC e RF
aplicadas as quatro hastes ao longo de uma ampla gama de valores.

Um modelo em diagrama pode ser usado para ilustrar o conceito de como um

unico instrumento quadrupolo funciona (Figura 25).

Figura 25 — Modelo conceitual de um espectrometro de massa (MS) de quadrupolo

unico (Q1). Fonte: Traduzido de Agilent Technologies (2013).

No modelo:
— Todos os ions contidos numa amostra sao formados na fonte de ionizacéo
externa e recolhidos em um funil. As bolas de diferentes cores e tamanhos

representam diferentes ions com diferentes valores de m/ z;
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— O analisador de massa de quadrupolo é representado por uma correia movel
que serve para filtrar os ions que passam através de aberturas de diferentes
tamanhos. Os ions passam do funil, através do filtro, para o detector. Embora
neste modelo os ions que s&ao menores poderiam caber atraves das aberturas
maiores, um analisador de massa quadrupolo filtraria os ions de modo que
somente os ions corretos passariam para o detector, ou seja, as bolas menores
nao passariam pelos furos maiores, mas sim, somente nos furos de tamanho
correto;

— O detector é representado pelo funil de recolhimento por baixo da correia

filtrante.

A medida que a correia (analisador) move-se, ou seja, as voltagens nas hastes
do quadrupolo séo alteradas, os ions com diferentes valores de m / z sio filtradas
através do espectrometro de massa. Como o analisador se move de um pequeno valor
de m/ z para cada vez mais valores maiores, uma varredura MS completa é criada.

Se a correia ndo se move, o detector continua a monitorar o mesmo valor de m
/ z ao longo de todo o periodo de varredura. Este tipo de analise € conhecido como
monitoramento de ion unico (da sigla em inglés single ion monitoring, SIM). E o modo
de funcionamento mais sensivel para um espectrometro de massa de quadrupolo
unico. O periodo de escaneamento é selecionado (fixo) pelo usuario. O usuario pode
definir o tempo de espera para escanear uma faixa de massa especifica (por exemplo,
m / z 50 a 1000) ou permanecer em um ion selecionado (SIM) ou para se deslocar
para varios ions predefinidos durante o periodo de analise. O filtro de massa
quadrupolo néo é verificado neste modo. As tensdes RF / DC sao muitas vezes criados
para filtrar uma Unica massa de uma so vez.

Para obter a melhor sensibilidade ou quantificacdo, o quadrupolo simples é
operado no modo SIM (Figura 26). No modo SIM o quadrupolo unico analisa o sinal
especifico de um ion m / z quase todo o tempo. Isto resulta em quase 100% de

aquisicao durante o ciclo de trabalho.
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Figura 26 — Monitoramento de unico ion (SIM). Fonte: Traduzido de Agilent
Technologies (2013).

No modelo:

— Todos os ions (+, -, e neutros) sao formados na fonte de ionizagédo a pressao
atmosférica (da sigla em inglés atmospheric pressure ionization, API);

— Optica orienta os ions para o analisador de massa quadrupolo utilizando um
filtro octopolo de oito hastes igualmente espacados;

— No analisador, apenas os ions com um valor de m / z especifico, representado
por esferas azuis, sao liberados para passar através do detector;

— O detector concluir a andlise. Este sistema tem varias vantagens: como
oferecer a melhor sensibilidade para a quantificacdo, aumentar a seletividade,
melhorar a especificidade cromatografica. Contudo, esse modo de operagao

nao fornece nenhuma informacgao estrutural.

Em modo de escaneamento total MS (full scan MS), o quadrupolo serve como
um filtro de massa ao longo do tempo, e uma verificagdo é realizada percorrendo
tensdes RF e DC continuamente aumentadas. Isso proporciona a filtragem através
dos correspondentes valores m / z ao longo de todo um espectro de massa (Figura
27).
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Figura 27 — Quadrupolo unico funcionando em modo full scan MS. Fonte: Traduzido
de Agilent Technologies (2013).

O modo full scan MS é menos sensivel porque o ciclo de trabalho para cada m
/ z é consideravelmente menor do que 100%. O analisador quadrupolar de massa faz
varreduras sequencialmente, passando cada m / z da massa selecionada em um
intervalo especificado para o detector. Ainda sim, esse método € um util para operacao
porque mostra todos os ions que estao sendo formados na fonte de ions. Isso é util
para a aquisicbes de dados em SIM, pois também alerta sobre a outros compostos
co-eluidos nos compostos de interesse.

Full scan MS também pode ser usado para estudar os ions fragmentados
(Figura 28).
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Figura 28 — jons fragmento em um MS de quadrupolo Gnico. Fonte: Traduzido de
Agilent Technologies (2013).

O diagrama mostra que os fragmentos de ions, também conhecida como ions
produtos, sdo formados por fragmentacdo ao quebrar os ions precursores. ions
precursores formados na fonte de ions através do analisador de massa, sem
alteracdo, a menos que seja aplicada energia extra ao seu movimento, numa regiao
em que a fragmentacao pode ainda ocorrer. Conforme a tensao € aumentada, os ions
tém mais energia translacional. Entao, se os ions de percorrem moléculas de gas, as
colisbes convertem a energia translacional em vibragées moleculares que podem
fazer com que os ions fragmentem de forma especifica.

Um espectrobmetro de massa de quadrupolo unico nao pode ser usado para
fazer MS / MS, porque todos os ions formados na fonte de ions s&o transferidos para
0 quadrupolo seja ele fragmentado ou ndo. No final, quando o analisador de massa
filtra os ions nao é possivel identificar quais os ions produto vieram a partir de quais
ions precursores.

Um espectrometro de massa com triplo quadrupolo pode fazer MS / MS, com
a fragmentacgéao dentro de sua célula de colisdo, conforme descrito na proxima segao.

3.2.5.2.2. Espectrometria de massa com quadrupolo triplo

O espectrometro de massa de quadrupolo triplo é constituido por uma fonte de

ions, tecnologia de dessolvatagdo melhorada, seguido pela éptica de ions que
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transferem os ions do quadrupolo para a primeira posigao a direita. Um diagrama de

€ mostrado na Figura 29.

Filtro de massa (Q1) Filtro de massa (Q3)

N\ sl | _h | -
7 sl | || |, ™

Lentes 1 e 2 Célula de coliso de 10KV

Capilar

TELE LR R R R L R L

]
Boml;?l?trgento: Bombeamento em trés estagios '

Figura 29 - Esquema de um espectrometro de massa (MS) de quadrupolo triplo
(Q3). A célula de colisdo é usualmente considerada um quadrupolo (Q2). Fonte:
Traduzido de Agilent Technologies (2013).

O quadrupolo consiste em quatro hastes hiperbdlicas paralelas através das
quais os ions selecionados sao filtrados antes de atingir uma célula de colisdo, onde
sao fragmentados. A célula de colisdo é geralmente chamada de segundo quadrupolo,
e geometricamente é realmente um hexapolo preenchida com nitrogénio, 0 mesmo
gas utilizado na fonte de ions.

Os ions fragmentados formados na camara de colisdo s&o entdo enviados para
o terceiro quadrupolo para um segundo estagio de filtragem para permitir que um
utilizador isole e examine as multiplas transi¢gdes de precursores para ions produto
(da sigla em inglés multiple reaction monitoring, MRM). Este foi o0 modo de analise
utilizado para detectar os compostos descritos nesse capitulo da tese.

Quadrupolo triplo tem a capacidade de fazer MS / MS de varias maneiras
(Figura 30).



Capitulo 1 - Biotransformagédo de AFFF em Meio Contendo BTEX 101

Figura 30 — Modelo conceitual de um espectrometro de massa de quadrupodo triplo.
No modo SIM, Q1 e Q3 sao definidos para um m / z especificado, enquanto que em
full scan MS Q1 é mantido em um m / z especificado e Q3 escaneia completamente

as amostras. Fonte: Traduzido de Agilent Technologies (2013).

No modelo foram representandos os quadrupolos escaneadores de massa
como correias em movimento e uma célula de colisdo colocada entre as correias para
fragmentar os ions. A primeira correia pode ser fixa para selecionar quais ions
precursores viajam para a camara de colisdo. Diferentes tipos de células de colisdo
podem ser utilizadas.

Qualquer que seja a geometria usada, um gas de colisdo €& necessario
(preferencialmente um gas inerte nao-reactivo, tal como nitrogénio ou argbnio). Nos
experimentos dessa tese foi utilizado o nitrogénio. Além disso, as tensdes aplicadas a
célula de colisao devem ser diferentes da que se refere aos quadrupolos para
melhorar a movimentacdo de todos os ions produtos em relacdo ao terceiro
quadrupolo.

Neste exemplo, um ion precursor € selecionado utilizando o primeiro
quadrupolo e é enviada para a camara de colisdao por fragmentagéo. Os fragmentos
sdo escaneados através do terceiro quadrupolo resultando em um conjunto de ions-
produto MS / MS. Uma vez que os ions fragmentados sé&o pegas de o precursor eles
representam porgdes da estrutura global da molécula precursora. Um instrumento de

quadrupolo triplo pode ser utilizado deste modo para identificar um composto de
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impressao digital ao comparar os ions produtos a uma biblioteca previamente

estabelecida com cada uma das substancias precursoras puras (Figura 31).

Q1 Q3
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/| |

Célula de colisao

Espectro mostrando Q1 s6 deixa o ion Célula de colisdo quebra Q3 monitora apenas
ions de fundo alvo passar (no caso o ion 210 em varios fragmentos 158 e 191
do exemplo, 210) fragmentos caracteristicos do pre-
cursor 210

e (L oL

170 210 250 29 190 210 150 170 190 210 160 190

Figura 31 — Monitoramento de multiplas reagdes (MRM). Fonte: Traduzido de
Agilent Technologies (2013).

A full scan MS / MS usando um triplo quadrupolo MS também nao é o modo
mais sensivel, pela mesma razao que uma full scan MS usando um unico quadrupolo
nao € o modo mais sensivel de operagao possivel (primeira correia permanece
constante; move-se a segunda correia). O modo de operagcdo mais sensivel para o
instrumento de triplo quadrupolo MS é o de fixar as duas correias e monitorar apenas
um ion precursor especifico e um ion do produto especifico. Este modo é chamado
de monitoramento de reagdes selecionadas ou SRM (da sigla em inglés selected
reaction monitoring).

Em operagdo normal (utilizada nos experimentos dessa tese), contudo, um
quadrupolo triplo MS realiza a execucdo de multiplas SRM para os mesmos ions

precursores. Isso € chamado de monitoramento multiplo de reagbes ou MRM.
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3.2.5.3. Monitoramento da biotransformac¢ao de AFFF por LC-MS / MS

Todas as amostras foram analisadas em triplicata em duas diluigdes: alta e
baixa, a partir do extrato contendo a mistura 1:1 de amostra e metanol. A alta diluicao
serve para monitorar a transformagdo dos compostos precursores presentes na
formulacdo original. A baixa diluicdo teve como objetivo detectar os compostos
formados a partir da biotransformagdo. Como a quantidade de PFCs formados € bem
menor, uma menor diluicdo foi necessaria para conseguir detectar os compostos alvo.

Além disso, 50,0 yL de padrao interno para quantificagdo dos PFCs foi
adicionado a todos os ensaios (Tabela 5). Com isso, o conteudo dos frascos inseridos
no LC-MS / MS foi 249,0 uL de H20, 199,0 yL de metanol, 2,0 yL de amostra e 50,0
ML de padrao interno — para alta diluicdo; e 150,0 uL de H20, 100,0 uL de metanol,
200,0 uL de amostra e 50,0 pyL de padrao interno — para baixa diluigao.

Foi realizada uma curva de calibragao com seis niveis a partir de uma solucao
contendo concentracédo conhecida de fluorcarbonados, denominada padrao externo
(Tabela 6).

Tabela 6 — Componentes dos padroes de calibragdo e quantificagao utilizados nos
frascos de LC-MS / MS. O significado das abreviaturas de cada um dos compostos

listados pode ser consultado na Lista de Abreviagdes

Padrao Interno Padréo externo

Substancia Concentragéo (ug.L™")

N-EtFOSE 5,0

PFCA 25,0

8:2 Fts 25,0
Substancia Concentracéo (ug.L”") FOSA 5,0
PFCA 20,0 6:2 FAS 25,0
EtFOSAA 20,0 MeFOSA 5,0
M8FOSA-mix 20,0 EtFOSA 5,0
N-EtFOSA 20,0 EtFOSAA 5,0

(Elaborado pelo autor)
A cada 9 amostras dispostas na bandeja do amostrador automatico do LC-MS
/ MS foi colocado um frasco controle para verificar contaminacao residual entre grupos
de amostra contendo agua e metanol.
A analise foi conduzida em um cromatégrafo liquido de alta pressao associado
a um espectrometro de massa com quadrupolo triplo (HPLC-MS / MS) da marca
Agilent, modelo 6410 (Figura 32).
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Figura 32 - Cromatdgrafo liquido associado a espectrdmetro de massa com

quadrupolo triplo utilizado nos experimentos. Fonte: Elaborado pelo autor.

A espectrometria de massa operou no modo de ionizagdo negativo de
eletrospray. O modulo de HPLC foi modificado para diminuir o ruido de fundo e
potencial contaminagao por fluor, ao substituir os canos de politetrafluoretileno (PTFE)
por polieteretercetona (PEEK). Outra mudancga foi a retirada do de-gaseificador de
solvente do equipamento, uma vez que os solventes foram de-gaseificados,
manualmente, fora do sistema, utilizando uma bomba de vacuo e sonificagdo. Uma
pré-coluna Zorbax SB C-18 foi adicionada a fase aquosa movel e colocada antes do
ponto de mistura da fase aquosa com organica para remover outros possiveis
compostos fluorados contaminantes da agua. A pré-coluna foi eluida a cada 50
amostras, aproximadamente, para prevenir a retencao excessiva de PFCs.

O programa de gradiente de solvente operou com 10 mM de acetato de aménia
em metanol e 10 mM de acetato de aménia em agua para HPLC. O solvente teve a

vazéo de 0,4 mL.minuto’. A rampa de metanol foi de 10% a 90% em 6 minutos,
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mantida a 90% por 6 minutos e depois trazida de volta para 10% por 1 minuto e
mantida assim por 3 minutos. A separagédo cromatografica foi conseguida com o uso
de uma coluna Zorbax Eclipse XCB-C18 4.6 x 50 mm, 1.8 um acoplada a um filtro
inline de 2-pym e outra coluna Eclipse XDB-C18 4.6 x 12.5 mm, 5 ym.

Uma ou duas transicdes MRM foram monitoradas no detector do triplo
quadrupolo por substancia analisada e a maioria delas foram quantificadas pela
diluicdo dos isétopos. Substancias contendo isbmeros multiplos foram quantificadas
como unicas baseada no unico padrdao. As amostras em alta diluicdo foram medidas
com volume de injegdo de 100 uL, enquanto as amotras em baixa diluigdo foram
injetadas a 50 yL. Os parametros de espectrometria de massa utilizados foram:
potencial capilar de +2800 V; extrator potencial de +2 V; temperatura fonte e de
dessolvagao a 150 e 450°C respectivamente; fluxo de gas de desolvagao e cone a
1100 L.hora™' e 75 L.hora™", respectivamente. Os parametros para aquisicdo de dados
dependentes dos compostos, como por exemplo a energia de colisdo e voltagem do

cone, foram otimizados com as substancias puras e padroes.

3.2.5.4. Determinacao de produtos de biotransformacao

Seis formulacdes estoque de AFFF fluortelomerizadas e cinco formulacdes
eletro-fluoradas foram utilizadas como padrao de deteccgao e diluidas em metanol para
testar o limite de resolugédo dos equipamentos e comparar com a capacidade de
extragao de fluorcarbonados das amostras ambinentais. Uma aliquota de 1,5 mL de
cada mistura de AFFF diluidas foram transferidas para um frasco limpo de
polipropileno (para evitar contaminagao por fluor) para auto-amostrador (MicroSolv,
Eatontown, NJ, Parte 9502S-PP-Ambar), no qual 1,05 ng de cada padrao interno foi
adicionado. Foram feitas multiplas diluicbes de cada substancia, até que se
conseguisse ter uma resposta dos equipamentos, dentro do alcance das curvas de
calibracédo.

Todos os compostos fluorados, PFCA, PFOS, 6:2 FtS, 8:2 FtS, e FOSA foram
quantificados pela diluicido de cada is6topo com padrdes analiticos certificados. Com
isso foi possivel obter uma vasta biblioteca de substancias fluorcarbonadas
detectaveis. Uma lista de todas as transi¢cdes ibnicas que foram monitoradas esta
apresentada na Tabela 7.
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Tabela 7 — Transigdes monitoradas por espectrometria de massa durante a
biotransformacao de AFFF. O significado das abreviaturas de cada um dos compostos

listados pode ser consultado na Lista de Abreviagdes

Compostos formados por eletrofluoracao

Composto Padréo lon Voltagem lon Energia lon Energia Polari-
Interno molecular Fragmen- quantif. de qualif. de dade
tador (m/z) colisdo (m/z) coliséo
V) (V) V)
Perfluoroalquil sulfonamida amino carboxilados (PFSAmMA)
PFBSAmA ['®02] PFHXS 457 135 85 30 70 60 +
PFPeSAMA ['802] PFHXS 507 135 85 30 70 60 +
PFHxSAmA ['®02] PFHXS 557 135 85 30 70 60 +
Perfluoroalquil sulfonamido aminas (PFSAm)
PFBSAm ['80z2] PFHXS 385 135 85 30 58 60 +
PFPeSAm ['®02] PFHXS 435 135 85 30 58 60 +
PFHxSAm ['80z] PFHXS 485 135 85 30 58 60 +
Perfluorados sulfonados
PFBS ['80z] PFHXS 299 120 80 70 99 30 -
PFHxS ['®02] PFHXS 399 160 80 80 99 50 -
PFHpS ['3C4] PFOS 449 160 80 80 99 50 -
PFOS ['3C4] PFOS 499 180 80 80 99 50 -
PFDS ['3C4] PFOS 599 150 80 50 99 50 -
Perfluoralquil sulfonamidas
FHxSA ['3Cg] FOSA 398 180 78 40 -
FOSA ['3Cs] FOSA 498 180 78 40 -

(Elaborado pelo autor)
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Tabela 7 — (Continuagao) Transicbes monitoradas por espectrometria de massa

durante a biotransformagéo de AFFF. O significado das abreviaturas de cada um dos

compostos listados pode ser consultado na Lista de Abreviagdes

Composto

5:1:2 FtB
5:3 FtB
7:1:2 FtB
7:3 FtB
9:1:2 FtB
9:3 FtB

6:2 FtTHN+

4:2 FtTAoS
6:2 FtTAoS
8:2 FtTAoS

6:2 FtS
8:2 FtS

6:2 FtSaB
8:2 FtSaB
10:2 FtSaB
12:2 FtSaB

6:2 FtSaAm
8:2 FtSaAm

Padréao
Interno

[3C2] 6:2 FtS
[3C2] 6:2 FtS
[3C2] 6:2 FtS
[3C2] 6:2 FtS
[3C2] 6:2 FtS
[3C2] 6:2 FtS

[3C;] 6:2 FtS

[3C2] 6:2 FtS
[13C2] 6:2 FtS
[3C2] 6:2 FtS

[13C5] 6:2 FtS
[3C2] 6:2 FtS

[3C,] 6:2 FtS
[3C5] 6:2 FtS
[3C2] 6:2 FtS
[3C2] 6:2 FtS

[3C5] 6:2 FtS
[3C2] 6:2 FtS

Compostos Fluotelomerados

lon
molecular

432
414
532
514
632
614

Voltagem
Fragmen-
tador
V)

Fluorteldmero betaina (FtB)

180
180
180
180
180
180

lon
quantif.
(m/z)

58
58
58
58
58
58

Energia lon

de

coliséo

(V)

50
60
60
60
60
60

Fluortelédmero tio hidroxi amonio (FtTHN+)

496

180

393

40

Fluorteldmer tioamido sulfonados (FtTA0S)

486
586
686

427
527

Fluorteldmero sulfonamido betaines (FtSaB)

571
671
771
871

Fluoroteldmer sulfonamido aminas (FtSaAm)

513
613

180
190
180

Fluorteldmer sulfonados (FtS)

140
140

180
180
180
180

180
180

206
135
206

407
507

58
104
104
104

58
86

45
45
50

25
30

40
40
40
40

60
60

qualif.
(m/z)

437

135
206
135

80
80

104
58
58
58

86
58

Energia
de
colisao
V)

30

45
40
50

35
40

40
60
60
60

60
80

Polari-
dade

+ o+ o+

+

+ 4+ o+ 4+

+

+

(Elaborado pelo autor)
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Tabela 7 — (Continuagao) Transicbes monitoradas por espectrometria de massa
durante a biotransformagéo de AFFF. O significado das abreviaturas de cada um dos

compostos listados pode ser consultado na Lista de Abreviagdes

Perfluorados carboxilados — eletrofluorados ou fluortelomerados

Composto Padréo lon Voltagem lon Energia lon Energia = Polari-
Interno molecular =~ Fragmen- quantif. de qualif. de dade
tador (m/z) coliséo (m/z) colisdo
V) \% V)
PFPeA ['3C4] PFBA 263 60 219 2 -
PFHxA ['3C2] PFHXA 313 80 269 2 119 15 -
PFHpA ['3C2] PFHXA 363 80 319 2 169 2 -
PFOA ['3C4] PFOA 413 80 369 3 169 14 -
PFNA [3Cs] PFNA 463 80 419 2 219 15 -
PFDA ['3C2] PFDA 513 80 469 5 169 10 -
PFUNnA [°C2] PFUNA 563 80 519 10 269 15 -
PFDoA ['3C2] PFDoA 613 100 569 5 169 25 -
PFTrdA ['°C2] PFDoA 663 100 619 10 -
PFTeDA ['3C2] PFDoA 713 100 669 10 -
Padroes internos de quantificagao
['3Cs] FOSA 506 150 77.8 50 -
['802] PFHXxS 403 150 103 40 -
['3C4] PFOS 503 190 80 60 -
['3C4] PFBA 217 50 172 5 -
['3C2] PFHXA 315 60 270 5 -
['3C4] PFOA 417 70 372 2 -
['3Cs] PFNA 468 70 423 5 -
['3C2] PFDA 515 70 470 10 -
['3C2] PFUNA 565 80 520 10 -
['3C2] PFDoA 615 80 570 10 -
[3C2] 6:2 FtS 429 140 409 25 -

(Elaborado pelo autor)

Os precursores fluortelomerados (6:2 FtS) predominantemente presentes na
formulacdo Ansul de AFFF s6 puderam ser quantificados utilizando os homaologos de
6 carbonos, pois sao os unicos disponiveis comercialmente. Para cadeias com 4 (4:2
FtS) ou 8 carbonos (8:2 FtS), a curva de calibragdo do composto com 6 carbonos foi
utilizada para estimar a concentracdo da familia inteira de homélogos. Ndo havia
padrao certificado para FHxSA, logo foi necessario estimar a concentragdo também
com base na curva de calibracdo de FOSA.

A metodologia aplicada garantiu que a contaminagao residual estaria abaixo

dos limites de resolugéo entre 0,1 e 0,5 ng.L™". A resposta de detecgéo variou entre 90
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a 105% para todos os compostos, exceto para PFPeA, PFDoA, PFTeA, PFBS, PFDS,
e FOSA, cuja deteccgao foi entre 60 a 80%. A resposta de 8:2 FtS foi de 133 a 146% e
a de 6:2 FtS foi de 200 a 300%.

3.2.5.5. Ensaios complementares de precursores oxidativos totais
(POT)

Varias ferramentas analiticas sdo necessarias para avaliar a transformacao dos
precursores na AFFF, porque os produtos de transformacgao ndo podem ser facilmente
identificados. Um ensaio desenvolvido para detectar precursores PFAA em agua da
chuva (HOUTZ; SEDLAK, 2012) foi adaptado para as condigdes encontradas nas
extragdes de AFFF. O ensaio foi utilizado para quantificar a concentragao total de
precursores perfluorados nas amostras, convertendo-os em carboxilados
perfluorados, facilmente mensuraveis por meio de reacdes com radicais hidroxil. O
ensaio de precursores oxidativos foi aplicado as amostras extraidas com metanol para
buscar potenciais produtos intermediarios de transformacgdo, para os quais havia
padroes disponiveis. Nao detectar recuperacao total dos precursores, apds processo
oxidativo, indica a existéncia de compostos diferentes sendo formados, ausentes na
biblioteca de fluorcarbonados disponivel. Os resultados foram utilizados para avaliar
a persisténcia dos precursores AFFF-derivados e a sua transformacgao in situ para
PFAS ou outras substancias.

A técnica POT (HOUTZ et al., 2013) consiste em degradar totalmente os
compostos precursores no tempo inicial e final por meio de um processo quimico. E
analogo a analise de TOC (Carbono Orgénico Total), em que a molécula precursora
€ quebrada em partes menores, detectaveis pelo LC-MS / MS. Contudo, neste caso,
os radicais agem como um processo de biodegradagao total muito acelerado (Figura
33). Assim, apos a geragao de todos os produtos, espera-se para o tempo final, a

recuperagao de 100% dos compostos.
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Fluortelomerado C8 PFOA Varios PFCAs

de cadeia curta

Figura 33 — Reagao de Precursores Oxidativos Totais com quebra das moléculas

pelo radical hidroxila. Fonte: Elaborado pelo autor.

O preparo das amostras para os ensaios POT é pouco diferente da analise
comum por LC-MS / MS. Sob as condi¢des do ensaio, os precursores para ambos 0s
PFAO e PFAS sao convertidos para PFCA. Em outras palavras, as moléculas
precursoras sao quebradas em compostos perfluorados menores com 60,0 mM de
persulfato de potassio 0,125 M em NaOH, seguido de aquecimento, durante seis
horas a 85°C. Esse procedimento garante uma quantidade de radicais hidroxilo que
suficiente para converter todos os precursores em carboxilados fluorados. Depois da
reagao e oxidagao, todas as amostras foram neutralizadas com HCI concentrado e
tratado com metanol, antes de serem sub-amostradas para analise em LC-MS / MS.

Com isso, a soma da concentracdo molar de todos as substancias perfluoradas
detectadas, apdés serem submetidos a oxidacdo, pode ser usada para estimar a
concentracado total dos precursores PFAS e fluortelomerados, a partir de seus

subprodutos presentes em uma amostra.

3.2.6. Biodegradagao de BTEX

3.2.6.1. Cromatografia gasosa com detector de chama ionizada (GC-
FID)

A concentragdo de BTEX e a sua biodegradagdo foram monitorados
regularmente ao injetar em uma coluna cromatografica GS-GasPro (30 m x 0.32 mm,;
Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, EUA) 100 uL do espago gasoso do frasco de
160 mL onde ocorreram os experimentos. A cromatografia foi feita em um
cromatoégrafo gasoso com detector de chama ionizado (da sigla em inglés gas
chromatography — flame ionization detector, GC-FID) Agilent 7890A (Figura 34).
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Figura 34 — Cromatografo gasoso GC-FID Agilent 7890A. Fonte: Elaborado pelo

autor.

Os parametros utilizados foram modificados do método 113-4332 da Agilent
Technologies para diminuir o tempo de corrida de 20 minutos para 5 minutos por
amostra (MONTAGNOLLI et al., 2013). A temperatura inicial foi de 110°C por 50
segundos, seguido de um aumento gradual de 110°C para 205°C a 20°C.minuto™! e
depois de 205°C a 260°C a 50°C por minuto. Por fim, manteve-se a temperatura final
de 260°C por 3 minutos. O gas carregador foi hélio, com fluxo de 39,7 cm.segundo™’
aquecido a 110°C. A temperatura do injetor do tipo split e do detector FID foi de 250°C.

A volatilizagdo dos compostos foi levada em consideragédo quanto a Lei de
Henry, a fim de se obter a concentragdo desejada em dissolu¢gao no volume liquido
dos frascos. O volume adicionado foi corrigido, conforme o sistema de Equacgdes (3,
4):
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M = Sliquliq + Sgas X Vgas

Vi 3, 4
M — Jas X lig ( )

onde:

M é a massa do composto aromatico volatil adicionada;
Siiq € a concentragao na fase liquida;

Viq € 0 volume na fase liquida;

Sgas € a concentracdo na fase gasosa;

Vgas € 0 volume na fase gasosa,;

Hc € a constante de Henry especifica para o composto.

Assim, para obter-se a concentragdo de 25,0 mg.L-! de cada um dos compostos
de BTEX, foi adicionado 1,7 mM de benzeno, 1,5 mM de tolueno, 1,4 mM de etil-
benzeno e 1,4 mM de o-tolueno aos frascos inicialmente.

O espectro de BTEX obtido com o método descrito apresentou resolugao

suficiente para quantificar o consumo de BTEX (Figura 35).
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Figura 35 — Cromatografia gasosa de BTEX. Os picos de resposta indicam
diferentes substancias com base nos diferentes tempos de retengao, sendo 4,2
minuto para benzeno, 5,2 minuto para tolueno, 6,1 minuto para etil-benzeno e 6,5

minuto para o-xileno. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Foram estabelecidas curvas de calibragdo para cada um dos componentes do
BTEX entre 0,1 mM a 1,0 mM (Figura 36).

As amostras de gas nao passaram por qualquer tipo de preparagao e foram
injetadas da mesma maneira que foram retiradas do frasco. A retirada das amostras
de gas foi feita por uma seringa de vidro com valvula de gas através da tampa de
borracha (por meio de uma agulha), para evitar a abertura dos frascos ao longo do
processo de biodegradacao.

Conforme o BTEX era consumido pelas comunidades microbianas, mais BTEX
era adicionado aos fracos. Os enriquecimentos da cultura ocorriam logo apds sua
deplecao, visando a retomada da concentracdo inicial de hidrocarbonetos aromaticos

nos frascos.
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Figura 36 — Curva de calibragcao para componentes do BTEX. Fonte: Elaborado pelo

autor.
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3.2.7. Monitoramento dos processos aerébios e anaerobios

3.2.7.1. Cromatografia iénica (IC)

O consumo dos doadores de elétron em um sistema anaerdbio indica atividade
metabdlica em uma comunidade microbiana. O conteudo de nitrato e de nitrito dos
ensaios anaerobios foi medido, utilizando um sistema de cromatografia idnica ICS-900
(Dionex, Sunnyvale, CA, EUA) equipado com uma bomba de pistdo duplo, um auto-
amostrador modelo AS-DV, uma coluna isocratica a temperatura ambiente, um
detector de condutividade e um DS5 supressor 300 SMDA (4 mm). O software
CHROMELEON 6.5 CHOMATOGRAPHY MANAGEMENT foi usado para o controle
do sistema e processamento de dados. Uma coluna Dionex lon Pac-AS23 analitica (4
mm Xx 250 mm) e uma coluna de guarda (4 mm x 50 mm) foram usadas para a
separacgao. O eluente consistiu em carbonato de sédio 4,5 mM e bicarbonato de sédio
0,8 mM, com um fluxo de 1 mL.minuto™'. Nitrato e nitrito foram quantificados apds
definida uma curva de calibragéo. Solugdes foram tomados como padrdes e as curvas
de calibragao foram gerados com concentragdes que variam de 0,4 mg.L"" a 20 mg.L-
e de 0,5mg.L""a 50 mg.L".

3.2.7.2. Producgao de Oz e metanogénese

A concentragdo de metano e oxigénio foi analisada por cromatografia gasosa
(GC Agilent 6980A) com um detector de condutividade térmica (da sigla em inglés
termal conductivity detector, TCD), com hélio como gas transportador com um fluxo
de 46,7 mL.minuto™'. A temperatura de injegéo foi de 280°C, a temperatura do forno
foi de 60°C e a temperatura do detector foi de 250°C. A coluna capilar HP-Plot Q 30
m x 530 mm x 40 mm coluna foi utilizado no sistema. Os volumes de metano
produzidas e oxigénio foram normalizados para condigdo padrao de temperatura e
presséo (273 K e 101,3 kPa).

Durante o teste, o metano e oxigénio foi retirado dos frascos da mesma maneira
que o BTEX, contudo, o volume de inje¢do no GC-TCD foi de 250 pL.

A fim de calibrar o equipamento, em cada dia de medic¢ao, as duas misturas de
gas padrao foram utilizados com as composicdes de 65, 25 e 10%; e 25, 55 e 20% de

metano e oxigénio, respectivamente.
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3.2.7.3. pH

Devido a impossibilidade de abrir os frascos durante o processo de
biodegradagao néao foi possivel utilizar um pHmetro. Contudo, pequenas gotas das
aliquotas liquidas periddicas foram despejadas em papel indicador para monitorar

mudancgas bruscas no pH do meio de cultura.
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3.3.Resultados e Discussoes

Pelos ensaios realizados, foi possivel entender como funciona a
biotransformacéo de fluorcarbonados dos materiais de estudo. Além disso, a interacao
entre AFFF e BTEX durante a biotransformagdo dos compostos foi investigada. As
metodologias foram adotadas para determinar se a AFFF poderia ser
preferencialmente degradada em presenca de BTEX. Mudangas no metabolismo da
comunidade microbiana indicariam uma via de biodegradagcdo compartilhada entre
esses compostos. A observacido de que ocorre a otimizagao de biotransformacao de
compostos perfluorados ao adicionar BTEX, ou o aumento da biodegradacao de BTEX
pela presenca de AFFF indicaria uma interferéncia entre os compostos em situagdes
de co-contaminagao que ocorrem em cenarios ambientais reais.

Os resultados apresentados nesta tese correspondem a ultima de quatro séries
de experimentos piloto. As séries anteriores foram necessarias para otimizagao de
protocolo e obtencao de dados sobre os produtos de biodegradagao encontrados. Os
resultados anteriores podem ser observados no Apéndice A (resultados de LC-MS /
MS) e B (resultados de GC-FID).

3.3.1. Biodegradacao de BTEX

A biodegradagao da mistura de BTEX ocorreu em proporgdes aproximadas
para cada um dos componentes. Em nenhum dos ensaios houve uma maior ou menor
taxa de biodegradacédo de um dos elementos especificamente. Em outras palavras, o
benzeno nao foi degradado em maior taxa que o tolueno, ou o o-xileno foi degradado
em maior taxa que o benzeno, por exemplo. A taxa de biodegradacao de todos os
componentes de BTEX foi igual. Assim, para discutir os resultados desse estudo mais
objetivamente, deu-se preferéncia a demonstrar apenas os resultados para benzeno
nessa sec¢ao. Os resultados para tolueno, etil-benzeno e o-xileno obtidos no GC-FID
podem ser observados no Apéndice B.

Para a manutencio da cultura nos frascos aerébios, a mistura de BTEX foi
adicionada periodicamente a todos os frascos de 160 mL conforme as Figuras 37 e
38. Os ensaios anaerdbios ndo passaram por processo de biodegradacao no
intervalo de tempo estudado e serdo discutidos posteriormente nesse capitulo. As

quantidades de BTEX adicionadas aos frascos foram iguais para todos os ensaios e
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estdo indicadas pelas linhas em laranja (Figura 37 e 38). O enriquecimento das
culturas com BTEX foi feita inicialmente em um intervalo de 20 dias na concentragao
de aproximadamente 1,5 mM de cada componente e apos 40 dias foi adicionado
aproximadamente 0,7 mM de BTEX a cada 10 dias. Tanto o controle do meio com
BTEX (ensaio MC+), quanto o controle de AFFF com BTEX (ensaio FC+) ndo
possuiam solo, logo, a microbiota local era muito reduzida - ou inexistente - para que
ocorresse a biodegradagdo dos hidrocarbonetos aromaticos. Com isso, o
monitoramento desses meios permitiu verificar se as quantidades adicionadas aos
ensaios estavam corretas, além de determinar possiveis vazamentos de BTEX ao

longo do experimento ou a adsorgao dos volateis a tampa dos frascos.
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Figura 37 - Concentracao de benzeno periodicamente adicionado ao frasco FC+
durante o monitoramento da biodegradagao. As linhas laranja indicam os periodos
em que benzeno foi adicionado a cada enriquecimento da cultura. A concentragao
adicionada ao meio € indicada pelos numeros acima das linhas verticais (FC+:
Controle de AFFF contendo BTEX). Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 38 - Concentragao de benzeno periodicamente adicionado ao frasco MC+
durante o monitoramento da biodegradagdo. As linhas laranja indicam os periodos
em que benzeno foi adicionado a cada enriquecimento da cultura. A concentragao
adicionada ao meio € indicada pelos numeros acima das linhas verticais (MC+:

Controle do meio contendo BTEX). Fonte: Elaborado pelo autor.

Foi importante ter cuidado com a concentracdo de substrato de
hidrocarbonetos aromaticos a serem adicionados ao meio de cultura. Se a quantidade
de BTEX fosse muito alta, poderia ocorrer um efeito toxico para as células. A inibicao
pelo substrato e sua concentragéo critica varia bastante entre microrganismos e
consorcios microbianos. A adigdo de 100,0 mg.L-' de BTEX aos ensaios foi um ajuste
seguro, considerando tanto a literatura quanto os ensaios piloto. Li et al. (2006)
demonstraram, por exemplo, inibicdo de Planococcus sp. em concentracdes de
benzeno superior a 100 mg.L™", assim como Hamed et al. (2003) demonstraram que
Pseudomonas putida nao consegue metabolizar completamente benzeno e tolueno
em concentragdes superiores a 380 mg.L"' e 420 mg.L"', respectivamente.
Concentragdes iniciais altas de BTEX podem inibir a atividade microbiana devido a
complexas interagdes em nivel molecular com mecanismos enzimaticos e (MATHUR,;
MAJUMDER, 2010), por isso, devem ser bem delimitadas em um desenho
experimental para biodegradacgdo. A escolha de 25,0 mg.L™' por componente foi
definida também levando em conta os experimentos de Dou et al. (2007), para

metabolismo de BTEX em anaerobiose sob condi¢cdes de reducgao de nitrato e sulfato.
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A Figura 39 mostra a concentragdo de benzeno no controle autoclavado
contendo BTEX (AC+).

O ensaio autoclavado permitiu verificar a esterilidade dos ensaios ao longo do
tempo. Tanto o procedimento de amostragem do meio liquido quanto dos gases eram
feitos com seringas e agulhas descartaveis e estéreis. Contudo, foi observado em
ensaios piloto que o prolongamento do experimento para intervalos superiores a 100
dias, utilizando os mesmos protocolos de amostragem e analise, causava a pequenos
indicios de contaminagao, devido ao desgaste da tampa de borracha dos frascos. A
contaminagao inviabiliza os experimentos e as conclusdes sobre biodegradacao e
biotransformacgao. Por esse motivo, a coleta de dados final de todos os experimentos

seguintes foi no periodo de 75 a 90 dias.
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Figura 39 - Concentragao de benzeno periodicamente adicionado ao frasco AC+
durante o monitoramento da biodegradagéo. (AC+: Controle autoclavado contendo

BTEX). Fonte: Elaborado pelo autor.

Foi observada a biodegradacdo de BTEX nos ensaios aerobios no solo A
(Campo de treinamento Ellsworth da forca aérea americana) e B (Refinaria de petréleo

Replan), conforme as Figuras 40 e 41, respectivamente.
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Figura 40 - Concentragao de benzeno nos ensaios de biodegradacdo com solo A
(SCA+: Controle de solo A, LVA+: Ensaio de biodegradagéo com solo A). Fonte:

Elaborado pelo autor.
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Figura 41 - Concentragao de benzeno nos ensaios de biodegradagcao com solo B

(SCB+: Controle de solo B, LVB+: Ensaio de biodegradagao com Solo B). Fonte:

Elaborado pelo autor.

O solo A, apresentou melhor desempenho na biodegradacao de benzeno que
o solo da B nos primeiros 40 dias nos ensaios de biodegradagao LV+ (Figura 40 e 41).

Isso é observado pelo menor tempo para deplecdo completa do benzeno a cada



Capitulo 1 - Biotransformagédo de AFFF em Meio Contendo BTEX 121

intervalo de enriquecimento da cultura. Em outras palavras, enquanto nos ensaios
LVA+ nao existia mais concentracdo de benzeno detectavel nos primeiros 10 dias,
nos ensaios LVB+ ainda existia 0,874+0,040 mM de benzeno disponivel para os
microrganismos do meio.

Entretanto, apos 70 dias, ambas as comunidades microbianas se adaptaram
ao substrato e metabolizaram o BTEX em taxas comparaveis.

A adaptacado microbiana ao BTEX foi extensivamente estudada (EL-NAAS et
al., 2014). Sabe-se que o historico adaptativo de uma comunidade microbiana afeta o
padrao de biodegradagdo de compostos e melhora o desempenho de remogéo dos
compostos aromaticos do ambiente. Yeom et al. (1997) demonstrou, por exemplo, que
até mesmo adaptado a apenas um dos compostos aromaticos, no caso benzeno,
Alcaligenes xylosoxidans foi capaz de degradar tolueno, m-xileno e etil-benzeno mais
rapidamente que ensaios controle.

Pseudomonas é um género bastante conhecido pela capacidade de degradar
compostos aromaticos (MARTINO et al., 2012). Em linhas gerais, o processo de
biodegradagao de BTEX pode ser exemplificado baseado no estudo de Mazzeo et al.
(2010). De acordo com os autores, Pseudomonas putida € capaz de quebrar os
components de BTEX utilizando um caminho metabdlico baseado na oxidagao direta
de anéis aromaticos por mono-oxigenases ou di-oxigenases para formar catecol. Este,
por sua vez, € subsequentemente quebrado em 2,3-dioxigenase e os metabdlitos
gerados nesse segundo estagios sao consumidos no ciclo de Krebs.

A diferenca entre os controles de solo contendo BTEX sem AFFF (SCA+ e
SCB+) e ensaios de biodegradacéo contendo solo, BTEX e AFFF (LVA+ e LVB+)
mostra como funciona a dindmica de co-metabolizacdo de poluentes por duas
comunidades de solo. Uma delas é mais adaptada (Solo A) e outra menos (Solo B) a
casos de co-contaminagao de BTEX e AFFF.

No caso do solo A (Ellsworth), ha registros de intensa e frequente liberagao de
AFFF e hidrocarbonetos, incluindo BTEX. Com isso, a microbiota € capaz de
metabolizar de maneira mais eficiente o BTEX junto a AFFF. No caso do solo B
(Replan), a liberagao de AFFF foi muito menos frequente, pois apenas raras situagoes
de emergéncia necessitavam a liberagdo de compostos fluorcarbonados no ambiente.
A co-contaminacao, neste caso, causou um disturbio na microbiota e teve influéncia

negativa no processo de biodegradacao de BTEX.
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Ensaios piloto com solo Controle, livre de histérico de contaminagéo por BTEX
e AFFF, obtidos no proprio campus da Universidade da Califérnia em Berkeley,
coletado proximo a Strawberry Creek (em frente ao Stanley Hall) demonstram que,
ainda sim, tanto o solo A (Ellsworth) quanto o B (Replan) apresentam maior potencial
de biodegradagao de BTEX (Figura 42). Isso pode ser explicado pela microbiota
adaptada a hidrocarbonetos de petroleo.

nmmn

Tempo inicial 10 ias | Tempo inicial 10 ias  Tempo inicial 10 ias  Tempo inicial 10 ias

2,5

1,

(%]

Concentragdo (mM)
=

0,

[O,]

o

Benzeno Tolueno Etil-Benzeno o-Xileno
-0,5

H Solo Controle mSoloA mSoloB

Figura 42 — Biodegradacédo de BTEX nos solos controle (Strawberry Creek), A
(Ellsworth) e B (Replan) no tempo inicial e 10 dias. As barras de erro maiores em
amostras de solo A corresponde a uma amostra discrepante da triplicata contendo

maior quantidade de BTEX. Fonte: Elaborado pelo autor.

A analise de apenas BTEX n&o pode indicar, no entanto, se a lentiddo na
biodegradagao de BTEX do solo B € devido a presenga da AFFF. No entanto, foi
possivel concluir que ambas as microbiotas eram adaptadas ao BTEX, quando
comparadas a um solo livre de contaminacgao. Isso é confirmado por outros trabalhos
que indicam um desempenho melhor de biodegradagé&o de BTEX, a partir de solos de

refinaria de petréleo ou postos de gasolina (NICHOLSON; FATHEPURE, 2004,
MORLETT-CHAVEZ et al., 2010).
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Com relagcdo aos ensaios de anaerobiose, a medidas por GC-FID nédo
detectaram grande atividade de biodegradac&o dos hidrocarbonetos de petroleo em
anaerobiose, ao longo da duragao do experimento. Os picos de resposta de BTEX no
tempo final foram levemente menores que no inicio, indicando uma biodegradagao
muito menor, ou mesmo inexistente em alguns ensaios, quando comparado aos
ensaios aerodbios, conforme Figura 43. Nao foram feitos enriquecimentos periddicos

nesses frascos.
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Figura 43 — Cromatografia dos ensaios anaerébios de biodegradagao contendo

BTEX LVA+ em condi¢des de redugao de nitrato. Fonte: Elaborado pelo autor.

As condicbes metanogénicas de anaerobiose também ndo apresentaram
atividade significativa de biodegradac&o ao término de 90 dias. Todos os dados sobre
anaerobiose podem ser consultados no Apéndice B.

A persisténcia de BTEX observado nos experimentos contaminados por AFFF
foi observada também por Barbaro et al. (1992) e Kao; Borden (1997), para outros
ambientes, sob condigdes de reducdo de nitrato. Apesar dos ambientes nao
apresentarem nenhuma contaminagcdo por AFFF, os autores demonstraram que
benzeno, dentre outros metabdlitos secundarios de BTEX, podem ser persistentes em
anaerobiose.

A biodegradagcao de BTEX acontece em grande parte por comunidades
microbianas aerdbias (DEEB; ALVAREZ-COHEN, 2000). Os compostos aromaticos
sao rapidamente degradados sob condi¢cdes aerdbias, mas demoram um tempo longo
em condi¢gdes anaerdbias (DEEB; ALVAREZ-COHEN, 1999; SCHREIBER; BAHR,
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2002). A biodegradacéao aerobia tem um alcance catabolico e velocidades de reacéo
maiores (CHIANG et al., 1989, RUIZ-AGUILAR et al., 2002).

E necessario acrescentar a essa discuss&o, no entanto, que 0s processos
aerobios ndo sao a unica maneira na qual BTEX esta exposto no ambiente. Camadas
inferiores de solos contaminados com hidrocarbonetos s&o frequentemente
anaerdbios, como um resultado de microrganismos nativos consumirem o oxigénio
molecular disponivel rapidamente. A maioria dos contaminantes de hidrocarbonetos
penetram o solo e s&o degradados dentro das zonas anaerobiaas, o que implica que
eles estdo sendo biodegradados por bactérias anaerdbias. Portanto, nestes locais, a
degradagdo anaerobia de hidrocarbonetos aromaticos pode ser um mecanismo
dependente da atividade de bactérias capazes de metabolizar hidrocarbonetos
(CUNNINGHAM et al.,, 2001). BTEX pode ser degradado e muitas vezes
completamente oxidado em CO2, sob condi¢des desnitrificantes (SCHREIBER,;

BAHR, 2002), quando existe uma microbiota adaptada.

3.3.2. Biotransformacgao de AFFF

3.3.2.1. Analise qualitativa da via metabdlica

A AFFF é uma mistura complexa de substincias contendo fluor em sua
estrutura e resultados sobre sua biotransformacédo sdao poucos na literatura. Os
diversos tipos de compostos fluorcarbonados na formulacdo de AFFF comercial foram
monitorados com sucesso nos experimentos. A biotransformacéo deles indica que
algum processo biologico pode estar alterando a estrutura e metabolizando a
substancia.

A porcao contendo os compostos perfluorados é conhecida pelo nome
comercial Lodyne (mistura de 4:2, 6:2 e 8:2 FtTAo0S), e a por¢cado nao fluorada de
surfactante dietilenoglicol-butil-éter € conhecida como butil carbitol. Juntas, essas
substancias compdem a formulagdo da AFFF da marca Ansul. Em geral, os principais
componentes da porgdo Lodyne seguem a via metabdlica de biotransformagéao

descrita por Backe et al. (2013) na Figura 43.
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Figura 43 — Formacao de PFCAs em microcosmos aerébios a partir de Lodyne em
cadeias carbonicas perfluoradas de 4 a 8 carbonos - (n) indica o numero de

carbonos perfluorados na cadeia. Fonte: Reproduzido de Backe et al. (2013).

De acordo com a analise por LC-MS / MS em baixa diluicdo, Lodyne de 6
carbonos perfluorados corresponde a 90% de todos os PFCs da AFFF estudada,
contudo sdo detectaveis também cadeias perfluoradas de 8 e 4 carbonos (Figura 44)
em concentragdes de duas ordens de magnitude mais baixas. Logo, a concentragéo
de 6:2 FtTAOS é cerca de 100x maior que 4:2 FtTAoS ou 8:2 FtTAoS.

Além disso, desconsiderando a maior propor¢cao de 6:2 FtTAoS, houve uma
preferéncia do metabolismo microbiano para transformar as cadeias de 6 carbonos,
ao invés das cadeias de 4 e 8 carbonos. A remogao de 6:2 FtTAoS foi completa em
alguns ensaios, enquanto a remogao de 4:2 e 8:2 FtTAoS foi de até 12,7+3,2% e

8,0%4,2%, respectivamente.
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Figura 44 - Compostos perfluorados telomerados encontrados em AFFF produzida

pela Ansul. Fonte: Elaborado pelo autor.

O principal componente 6:2 FtTAoS apresentou maior biodegradagéo. Foi
observado também o aparecimento de outros 2 compostos. A hipotese foi de que
esses novos compostos foram produzidos a partir do metabolismo de 6:2 FtTAoS,
produzindo assim 6:2 FtS e posteriormente PFHXA. Foi estabelecido que o padrao
mais importante na biotransformagédo da AFFF da marca Ansul utilizada na série de
experimentos estudada € o descrito na Figura 45. Este padrao principal foi o foco de

discussao na quantificagao dos produtos de biotransformacao.

0:2 FtTAOS — 6:2 FtS — PFHXA

I
0

Figura 45 - Principal via metabdlica de biodegradagao de 6:2 FtTAoS (Lodyne).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os resultados encontrados nesse estudo diferem da proposta de Backe et al.
(2013). Em seu trabalho, acreditava-se que 6:2 FtS pode ser transformado em PFPeA
em quantidades iguais a PFHxA, contudo, as concentracdes detectadas dessas

moléculas foram muito baixas, bem proximas ao limite de resolugao do aparelho.
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Schulz et al. (2004) encontraram, em um dos primeiros trabalhos de
identificacdo dos compostos de AFFF, altas concentragdes de fluorteldbmeros tioamido
sulfonados nas formulagdes, embora ndo havia dados sobre sua ocorréncia e
comportamento em ambientes simulados ou reais. A detec¢cédo desses compostos em
amostras ambientais, contudo é bastante dificil, mesmo para analises qualitativas,
conforme ensaios anteriores com 6:2 e 8:2 FtS por Oakes et al. (2010). Por isso, a
delimitagdo de uma via metabdlica como alvo de estudo € importante na determinagao
dos produtos de biotransformacgéo de AFFF.

A variedade de formulagdes disponiveis no mercado dificulta o entendimento
do comportamento dos fluorcarbonados. Contudo, a elucidagdo sobre as vias
metabdlicas em procedimentos experimentais permiter delimitar com maior preciséo
o0 que ocorre de fato com os PFCs. Nos ultimos 5 anos, o esfor¢o conjunto de
pesquisadores tem promovido avangos significativos na detecgdo, analise e

quantificacdo das amostras de fluorcarbonados.

3.3.2.2. Analise quantitativa da biotransformacgao

A analise qualitativa das moléculas ao longo do processo de biotransformagéao
permitiu definir o caminho metabdlico a ser explorado, quantitativamente, em todos os
ensaios aeroébios. Utilizando LC-MS / MS, foi possivel detectar variagbes na molécula
precursora da formulagédo original da AFFF (6:2 FtTAoS), ao longo do tempo de
biodegradagdo em aerobiose (Figuras 46 e 47). O processo de biotransformagao

anaerdbio sera discutido posteriormente nessa secéo.
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Figura 46 - Concentragéo de 6:2 FtTAoS (principal componente de Lodyne) nos ensaios aerobios ao

longo do processo de biotransformagao sem BTEX (FC-: Controle de AFFF, AC-: Controle

autoclavado, LVA-: Ensaio de biodegradagédo com solo A, LVB:Ensaio de biodegradagéo com solo B).
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Figura 47 - Concentragao de 6:2 FtTAoS (principal componente de Lodyne) nos ensaios aerdbios ao

longo do processo de biotransformag¢ao com BTEX (FC: Controle de AFFF, AC: Controle autoclavado,

LVA+: Ensaio de biodegradagédo com solo A, LVB+: Ensaio de biodegradagdo com solo B). Fonte:

Elaborado pelo autor.
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As Figuras 46 e 47 mostraram que a presenga de BTEX influenciou
negativamente o metabolismo dos compostos nos ensaios de solo A. Na auséncia de
BTEX, o processo de biotransformacao diminuiu a concentragdo de 135,63+18,86
mg.L-" para 12,9249,90 mg.L"", enquanto na presenga de BTEX a diminuigdo foi de
140,81+21,52 mg.L" para 47,99+20,48 mg.L".

O solo B, por sua vez, teve um menor desempenho na biotransformacgao de 6:2
FtTAoS comparado ao solo A, embora tenha sido afetado pela presenga de BTEX.

Esperava-se idealmente que nao ocorreria o desenvolvimento de uma cultura
de microrganismos ao longo do experimento nos controles autoclavados. Devido ao
manuseio durante os procedimentos amostragem, mesmo que seguindo os protocolos
de esterilizagdo, ocorre a inoculagdo em pequenas partes da microbiota local.
Contudo, observou-se que a atividade microbiana nos controles autoclavados (AC+ e
AC-) foi baixa e, significativamente, diferente dos ensaios SC e LV, quando comparado
aos ensaios com uma microbiota ativa.

A diferenca nos valores iniciais em ensaios contendo solo (AC e LC) e nos
ensaios controle sem solo (FC) é explicada pela adsor¢do dos fluorcarbonados as
particulas de solo.

Ao prosseguir com a analise quantitativa da via metabdlica de Lodyne,
observou-se que a concentragdo dos subprodutos de biotransformacdo aumentou
conforme a molécula precursora era metabolizada. Foi observado o aumento na
concentracao de 6:2 FtS (Figuras 48 e 49). Vale mencionar que, diferentemente da
molécula precursora, a escala de produgéo desses subprodutos € de ug, ao invés de

mg.
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Figura 48 - Concentragéo de 6:2 FtS nos ensaios aerdbios ao longo do processo de

biotransformacao sem BTEX (FC: Controle de AFFF, AC: Controle autoclavado,

LVA: Ensaio de biodegradacdo com solo A, LVB: Ensaio de biodegradagao com solo

B). Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 49 - Concentracao de 6:2 FtS nos ensaios aerdbios ao longo do processo de
biotransformagao com BTEX (FC: Controle de AFFF, AC: Controle autoclavado,
LVA: Ensaio de biodegradagao com solo A, LVB: Ensaio de biodegradagéo com solo

B). Fonte: Elaborado pelo autor.

Novamente, a produgao de produto intermediario da transformacao de Lodyne
foi menor em ensaios contendo BTEX, principalmente, em ensaios contendo solo A
(LVA).

O caminho metabdlico proposto na Figura 45 seguiu para o ultimo estagio e,
assim, houve aumento da concentragao de moléculas de PFHxA a partir de 6:2 FtS
(Figuras 50 e 51).
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Figura 50 - Concentragdao de PFHXA nos ensaios aerdbios ao longo do processo de
biotransformagédo sem BTEX (FC: Controle de AFFF, AC: Controle autoclavado,
LVA: Ensaio de biodegradacao com solo A, LVB: Ensaio de biodegradagéo com solo

B). Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 51 - Concentragdo de PFHXA nos ensaios aerdbios ao longo do processo de
biotransformacéo com BTEX (FC: Controle de AFFF, AC: Controle autoclavado,
LVA: Ensaio de biodegradagao com solo A, LVB: Ensaio de biodegradagdo com solo
B). Fonte: Elaborado pelo autor.
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Assim como nos ensaios de biodegradacao de BTEX, a biotransformacgao de
AFFF foi mais acentuada nos ensaios contendo o solo do centro de treinamento de
incéndios de Ellsworth (Solo A). A concentragdo mais alta de 6:2 FtS como produto
de biotransformagdo também foi encontrada no solo A (621,13+12,40 ug.L"), em
comparagdo com o solo B (275,52+19,78 ug.L™").

Com relagdo aos ensaios anaerobios, n&o foi detectada a biodegradacao de

AFFF durante o periodo observado (Figura 52).
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Figura 52 - Concentragéo de 6:2 FtTA0S e 6:2 FtS nos ensaios anaerdbios ao longo

do processo de biotransformagao com BTEX. Fonte: Elaborado pelo autor.

Os dados de cromatografia idnica da segédo 3.3.4 confirmam a auséncia de
processos bioldgicos nos ensaios anaerdbios. Apesar disso, o aumento na
concentracao de outro composto fluorcarbonado denominado Zonyl foi detectado. Por
nao existirem padrdes de quantificacdo para o composto, e a resposta do
equipamento estar inaceitavelmente baixa, nao foi possivel quantificar o metabolismo
anaerdbio de producdo desse composto. A deteccado foi muito préoxima ao limite

operacional do LC-MS / MS. Contudo, a detecg¢ao de tragos desse composto pode
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indicar um outro caminho metabdlico exclusivo para anaerobiose ainda nao proposto

e investigado.
3.3.3. Produtos de biotransformacgao e ensaios POT

Nos ensaios aerobios, aconteceu a biotransformacdo do PFC principal da
formulacéo de Lodyne. A Figura 53 resume a diminuigdo de concentragao de 4:2, 6:2

e 8:2 FtTAoS somados nos ensaios de biodegradacgao.
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Figura 53 — Concentragao de Lodyne nos ensaios de biodegradagdo com solo A
(LVA) e com solo B (LVB) no tempo iniciail (TO) e final (T95) na presencga (+) ou

auséncia (-) de BTEX. Fonte: Elaborado pelo autor.

Além do caminho metabdlico, apresentado na Figura 45, foi observada a
producao de PFPeA em na presenga ou auséncia de BTEX apds 95 dias. A Figura 54
resume os produtos de biodegradagao detectados no solo A e no solo B. Foi
observado que o composto PFBA, embora encontrado antes e depois do processo de

biotransformacgao, manteve-se inerte ao longo do processo aerébio de biodegradacao.
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Produtos de Biotransformacao Produtos de Biotransformacao
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Figura 54 - Concentragao dos produtos de biotransformacao nos ensaios de
biodegradagdo com solo A (LVA) e com solo B (LVB) no tempo iniciail (TO) e final

(T95) na presenca (+) ou auséncia (-) de BTEX. Fonte: Elaborado pelo autor.

A quantificagao dos produtos de biotransformacgao forneceram, até o momento,
indicios que a presenga de uma co-contaminagdo por BTEX é prejudicial na
metaboliza¢ao dos fluorcarbonados. A partir dessa afirmacgéao foram utilizados ensaios
POT (Precursores Totais por Oxidagao), para determinar se o metabolismo estaria
sendo, na verdade, alterado, gerando novas substéancias.
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Para determinar se a presenca de BTEX pode alterar o processo de
biotransformacdo de AFFF foram conduzidos ensaios POT e, posteriormente,
submetidos a analise por LC-MS / MS. A técnica POT (HOUTZ; SEDLAK, 2012)
consiste em degradar totalmente os compostos precursores no tempo inicial e final,
por meio de um processo quimico. E analogo a analise de TOC (Carbono Organico
Total), em que a molécula precursora € quebrada em partes menores, detectaveis
pelo LC-MS/MS. Conforme a metodologia apresentada em 3.2.5.5: as amostras dos
frascos sdo aquecidas a 85°C por 12h em uma reagdo com K2S20s em pH>11, agindo
como um processo de biodegradagéao total semi-instanténeo.

Assim, apds todos os produtos serem gerados, espera-se a recuperagao de
100% dos compostos no tempo final. Contudo, caso haja defluoragéo, a recuperagao
detectavel por LC-MS / MS é menor. Isso pode indicar alteracbes no caminho
metabdlico e indicar sucesso na remogéao do fluor nas moléculas organicas presentes
(Figura 55).
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Figura 55 - Concentragao de precursores totais por oxidagdo nos ensaios de
biodegradagao com solo A (LVA) no tempo inicial (0) e final (90) na presenga (+) ou
auséncia (-) de BTEX. Fonte: Elaborado pelo autor.

Conforme observado, a adicdo de BTEX aos ensaios aerbébios de
biodegradagao de AFFF interferiu no processo de biotransformacdo dos compostos
fluorcarbonados e pode ter alterado o caminho metabdlico estabelecido na literatura
recente. Entretanto, essa afirmagédo ndo implica na contaminagdo proposital com
BTEX como solugao para descontaminar areas afetadas por AFFF, pois isso seria
irresponsavel do ponto de vista ambiental. Foi apenas apontado que, dependendo das
condi¢des do ambiente, a transformacao da AFFF em subprodutos pode ser diferente
do proposto por modelos anteriores.

O potencial para detectar novos subprodutos perfluorcarbonados é
estabelecido pela formulacdo de AFFF, o tipo de ambiente de biotransformagao
(incluindo co-contaminantes) e o tempo de exposicdo a processos de

biotransformacgao ou intemperismo (BACKE et al. 2013). Em um dos poucos estudos

biotransformacao

esta presente nos
meios de cultura
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sobre determinacao de PFAS, Moe et al. (2012) aponta para o potencial de aeroportos
e refinarias de petréleo dentro e fora dos Estados Unidos, como locais de estudo em
potencial para descoberta de novos subprodutos.

Com base nos resultados quantitativos obtidos, observou-se que é possivel
remover os compostos fluortelomerados do ambiente de refinaria de petrdleo e
treinamento militar. Aos poucos, o conhecimento sobre o destino da AFFF no
ambiente comecga a ser compreendido. Wang et al. (2011) estudaram a degradacgéao
de fluorteldmeros e os fluorcarboxilados correspondentes em lodo ativado de usinas
de tratamento de esgoto na regido de Sao Francisco, CA, EUA, enquanto Harding et
al. (2015) estudam atualmente a co-contaminacao de AFFF por TCE.

Contudo, mais pesquisas sobre o destino da AFFF por biotransformacao sao
necessarios. Ainda assim, mesmo os tratamentos fisico-quimicos nao foram
completamente estudados. Além de compreender o comportamento ambiental desses
compostos fluorados, € importante compreender as implicagdes das estratégias de
remediagao aplicadas no campo. Por exemplo, bombas de remediagcdo nao sao
capazes de acessar todos florcarbonados com carga positiva associados aos
sedimentos. Além disso, a oxidacdo avancada poderia potencialmente resultar no
aumento de produtos finais inertes (tais como os carboxilatos perfluorados), alguns
dos quais sdo compostos perigosos (PLACE; FIELD, 2013). Desenvolvimento de
novas abordagens para a remediagao fluorcarbonados pode ser importante para dar
conta totalmente das diversas classes identificadas nesta pesquisa.

Os resultados dessas pesquisas podem ter decisdes importantes sobre o
fechamento ou leis de contencdo de areas contaminadas por tais substancias. A
formulacédo e fabricagdo das substancias devem passar por alteracdes, conforme
avangos na pesquisa sejam feitos.

A 3M modificou, voluntariamente, em ha mais de uma década a fabricagao de
suas espumas AFFF, devido a uma alta preocupacao sobre os PFOA e PFOS (3M,
1999). Estas formulagdes AFFF vendidas pela 3M, contendo os compostos quimicos
fluorados sintetizados por fluoracao electroquimica representou 75% do total de AFFF
armazenadas em bases militares e corpos de bombeiro. O restante de AFFF
armazenadas contém produtos quimicos fluorados pelo processo de telomerizacao,
que sao estruturalmente distintos daqueles feitos por fluoragdo electroquimica, um
processo de dominada por 3M (PREVEDOUROS et al.,, 2006) e posteriormente

aplicado por Ansul. O Brasil ja importava esses produtos antes da data de mudancga
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na formulacdo, e ainda atualmente nao existem restricbes quanto ao uso de itens
estocados desde aquela época. Tanto e Unido Europeia quanto o Canada ja exigiram
a remogao e cancelamento do uso de produtos estocados contendo PFOA e PFOS
(KISSA, 1994).

Os compostos persistentes PFOA e PFOS foram medidos nos experimentos
por LC-MS / MS tanto para ensaios aerdbios quanto anaerébios. Esses compostos,
por sua vez, nao tiveram suas concentragdes alteradas durante o periodo monitorado
nos experimentos dessa tese. Eles foram, de fato, detectados como parte da
formulacdo da AFFF, conforme esperado. A concentragdo média de PFOA foi de
28,59+7,19 mg.L' e a de PFOS foi 343,88+29,02 mg.L". A manutengdo de suas
quantidades indica que o tempo de experimento nao foi o suficiente para as rotas
metabdlicas atingirem seu ultimo estagio de degradacado. Geralmente, os PFOA e
PFOS resultantes de processo de degradagao aparecem no ambiente em longo prazo
apdés ao tempo inicial de liberagdo. As concentracbes de todos os compostos
encontrados podem ser consultadas no Apéndice A.

Ainda existe a necessidade de identificar varias outras fontes de
fluorcarbonados que nao séo rotineiramente medidos. A elucidagédo da estrutura de
precursores e seus subprodutos desconhecidos tem implicacbes para predizer a
mobilidade destes compostos em sistemas heterogéneos, a sua susceptibilidade a
transformacao biolégica e abidtico, e sua toxicidade. As ferramentas tais como a
espectrometria de massa de bombardeamento atdmico rapido, espectrometria de
massa por time-of-flight (QTOF / MS) e espectrometria de massa de alta resolugéo

poderiam ser Uteis em pesquisas futuras.

3.3.4. Dados complementares de IC e GC-TCD

Conforme citado anteriormente, o processo de biotransformagédo foi
considerado irrelevante nos ensaios anaerdbios. Dentre as diferentes condigdes
anaerobias empregadas em séries de experimentos anteriores: metanogénese e
reducao de nitrato, nenhuma apresentou resultados comparaveis a aerobiose apos 90
dias de experimentos. Durante o tempo de monitoramento da série de experimentos
apresentada, nao foi observado atividade significativa em redugao de nitrato conforme
a Figura 56.
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Figura 56 - Concentragdo constante de NOs nos ensaios anaerdébios em condi¢ao
redutora de nitrato, indicando baixa ou nenhuma atividade metabdlica nos frascos
contendo BTEX (FC: Controle de AFFF, AC: Controle autoclavado e LVA: Ensaio de
biodegradagao com solo A, LVB: Ensaio de biodegradagéo com solo B). Fonte:

Elaborado pelo autor.

Os dados apresentados da Figura 56 correspondem aos ensaios contendo
BTEX. A variagdo observada nao foi considerada significativamente diferente dos
ensaios controle. Os experimentos sem BTEX apresentaram o mesmo padrao de
inatividade.

Com relagdo aos ensaios de metanogénese, pouca atividade foi observada

pelo uso do GC-TCD, conforme Figura 57.
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Figura 57 — Concentracao de CH4 nos ensaios anaerdbios em condigao
metanogénica, indicando baixa ou nenhuma atividade metabdlica nos frascos
contendo BTEX (FC: Controle de AFFF, LVA: Ensaio de biodegradagdo com solo A,

LVB: Ensaio de biodegradacdo com solo B). Fonte: Elaborado pelo autor.

De acordo com a Figura 57, embora crescente, a produgcdo de metano
detectada € muito inferior ao encontrado em ensaios anaerdbios de biodegradagéo,
geralmente reportados na ordem de L.kg™? (YANG; LI, 2014; SHAH et al., 2015). De
fato, a concentracdo do metano encontrada foi préoxima aos valores residuais
encontrados na atmosfera (BASTVIKEN, 2009; DLUGOKENCKY; HOUWELING,
2003).

Uma hipdtese para a baixa atividade observada nos ensaios anaerdbios € o
fato das amostras de solo terem sido conservadas em ambiente com saturacéo de
oxigénio e, por isso, inativou uma boa parte da microbiota estritamente anaerdbia
capaz de metabolizar BTEX e AFFF. Outra possibilidade € a inabilidade de crescer a
microbiota anaerdbia nas condicdes especificas do ambiente de laboratério, conforme
observado em alguns dos ensaios de Yujie et al. (2013), da mesma equipe de
pesquisa da Prof. Dra. Lisa Alvarez-Cohen.

O restante dos dados sobre os ensaios anaerdbios pode ser consultado no
Apéndice A e B.

O GC-TCD foi utilizado também para monitorar o consumo de Oz nos ensaios
aerobios. A concentracao de Oz foi mantida em niveis superiores a ~10% ao longo de
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todo o experimento para manutencao da aerobiose (Figura 58) e pH foi monitorado
conforme a producdo de CO2 nos frascos aumentava. O mesmo cuidado foi aplicado

nos ensaios com solo B.
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Figura 58 - Concentragdo de Oz nos ensaios MC+ (controle do meio) e LV+

(biodegradacéo) em solo A. Fonte: Elaborado pelo autor.

O pH dos ensaios manteve-se na faixa de 8,0 nos ensaios controle e 7,0 nos
ensaios biolégicos ao longo de todo tempo do experimento. O efeito tamponante de
NaHCOs foi o suficiente para manutencdo do ambiente estavel da cultura de
microrganismos. A maioria das bactérias sdo neutrdfilas, logo, o pH 6étimo para
biodegradagdo de BTEX a ser conseguido estaria na faixa dos 7,5£1,0 (LESON,;
WINER, 1991). Isso porque o CO:2 produzido nos ensaios aerébios tende a diminuir o
pH do sistema. Assim, caso o tampao ou os intermediarios metabdlicos ndo sejam
capazes de manter o pH o metabolismo poderia sofrer a influéncia de um fator que

nao era de interesse.

3.3.5. Interacao entre AFFF e BTEX

A presencga de hidrocarbonetos de petréleo da mistura BTEX causou menor
taxa de biotransformacdo dos compostos fluorcarbonados comparada aos ensaios
sem BTEX. A microbiota presente nos frascos metaboliza, preferencialmente, os
hidrocarbonetos, ao invés dos componentes da AFFF.
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Contudo, foi observado também que a adigcdo de AFFF nos ensaios contendo
biodegradagao foi responsavel por diminuir a velocidade de biodegradacado de BTEX.
Inicialmente, foi-se discutido o efeito toxico da AFFF sobre a microbiota, entretanto,
as concentragbes utilizadas foram previamente testadas, quanto a toxicidade, e os
limites definidos estavam abaixo de qualquer interferéncia no metabolismo
microbiano. A toxicidade de AFFF sera abordada em mais detalhes no capitulo 3.

O unico estudo a mencionar a co-contaminagao entre uma area contaminada
por AFFF e a biodegradacédo de BTEX foi feito em 1997 por Levine et al. (1997). A
descoberta da contaminacdo por AFFF em sua area de estudo foi descrita pelos
autores como inesperada e completamente incidental. Assim como a base americana
de Ellsworth, ali também ocorriam treinamentos de incéndio.

Ainda sobre o estudo de Levine et al. (1997), a presenca de AFFF em agua
subterranea e solo levantou varias questbes importantes sobre os processos de
biorremediagcdo do local. Dados sobre a biotransformacado desses compostos so
apareceriam uma década depois, mas ainda assim foi especulado que a AFFF tinha
um papel na mediagdo ou inibigdo de reagdes bioquimicas com BTEX, mas os
detalhes nédo foram elucidados. A auséncia de acidos benzil-succinico e benzil-
fumarico, tipicos subprodutos de biodegradagao de BTEX, ndo foram encontrados na
area de estudo contaminada por AFFF, corroborando a hipétese de influéncia mutua
da AFFF sobre BTEX. Assim como observado nos resultados dessa tese, a co-
contaminagdo de AFFF e BTEX alterou os processos biogeoquimicos de
biodegradagao e biotransformacao.

Um outro ponto importante para se ressaltar € que, conforme discutido, a
formulacao de AFFF utilizada (Ansul) também contém o surfactante butil carbitol. Para
verificar se existe competi¢cao entre diferentes fontes de carbono (butil carbitol e BTEX)
foram feitos ensaios contendo apenas Lodyne. Lodyne é a molécula fluorcarbonada
principal encontrada em AFFF. Com isso, foi possivel comparar o processo de
biodegradagao BTEX sem a interferéncia de outra fonte de carbono (Figura 59). Esses

ensaios foram monitorados por 20 dias.
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Figura 59 - Concentragédo de benzeno em ensaios contendo Lodyne sem bultil
carbitol em controle autoclavado (AC), controle de AFFF (FC) e ensaio de

biodegradacao em solo A (LVA) e B (LVB). Fonte: Elaborado pelo autor.

Era esperado que as propriedades surfactantes do butil carbitol acelerassem o
consumo de BTEX, contudo isso ndo ocorreu. Foi observado que a degradacéo do
benzeno, assim como do tolueno, etil-benzeno e o-xileno foi mais rapida na auséncia
de butil carbitol. Ou seja, quando a unica fonte de carbono nao fluorcarbonada foi o
BTEX, a biodegradagéao foi mais rapida. Na auséncia de butil carbitol, o benzeno foi
consumido em 50% menos tempo. Assim, conclui-se que o butil carbitol compete
como fonte de carbono, aproveitado pela microbiota, quando presente em co-
contaminagao com BTEX e, por isso, interfere no processo de biodegradacao desses
hidrocarbonetos. Isso explica a biodegradagdo mais lenta de BTEX na presencga de
AFFF. Sendo assim, nao foram os compostos fluor-carbonados que influenciaram o
processo de biodegradacdo de BTEX, mas sim, o surfactante butil carbitol também

presente na formulacdo da AFFF Ansul.



4. Capitulo 2

Respirometria de Solo com AFFF e Gasolina

4.1.Introducao

As abordagens e técnicas para compreender a biodegradagdo de compostos
de AFFF e hidrocarbonetos de petréleo no ambiente podem ser diversas. A partir de
diferentes metodologias, o conhecimento sobre substancias e processos envolvidos
na biorremediacdo de espumas de incéndio passam a se complementar e fornecer
pontos de vista sobre como € o comportamento ambiental das substancias analisadas.

No capitulo 1 foi dada énfase a biotransformacéo dos compostos contendo fluor
em sua estrutura quimica. Grande parte dos esforcos experimentais realizados na
Universidade da Califérnia foram destinadas a demonstrar e promover a
transformacao de substancias persistentes. Entretanto, a formulacdo da AFFF
contém outras substancias, como o dietileno glicol butil éter, também conhecido e
disponivel comercialmente pelo nome de butil carbiol (Figura 60). O butil carbitol serve
como substrato e fonte de carbono para comunidades microbianas. Neste segundo
capitulo foi investigada a influéncia da AFFF na biodegradagédo de gasolina,
considerando que grande parte dos processos foram afetados pela presenga de butil
carbitol. Esse composto, que age como co-solvente e agente anti-congelamento das

espumas de incéndio, compde de 12% a 15% da formulagao total de AFFF.
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Figura 60 — Estrutura quimica do dietileno glicol butil éter (butil carbitol). Fonte:

Elaborado pelo autor.

Assim como os PFCs, os éteres e acetatos de etileno glicol entram no
ambiente, principalmente, em emissbdes de fabricantes, e apds isso na liberagéo
durante a sua utilizagdo em produtos comerciais. As AFFF s&o grande parte da
liberagdo desses compostos e, portanto, se justifica uma analise do seu destino final,
biodegradagao, e potencial de exposicdo. Foi estimada por Staples (1998) a
distribuicdo potencial de alguns éteres de etileno glicol no ambiente, conforme
modelagem de dispersao de poluentes proposta por Mackay; Paterson, 1991. Essa
modelagem foi utilizada para estimar a distribuigéo relativa de alguns éteres de etileno
glicol em diferentes compartimentos ambientais. Esta abordagem utiliza propriedades
fisicas fundamentais para sugerir como um produto quimico pode tornar-se distribuida

entre os meios e com isso um potencial contaminante ambiental.

Tabela 8 — Distribuicdo no ambiente de butil carbitol

Meio Volume (m?3) Densidade média Concentracao de
(kg.m3) butil carbitol (%)

Ar 6,0.10° 1,19 <0,1

Solo 4,5.104 2400 2

Agua 7,0.108 1000 96

Sedimento 35 2400 2

Sdlidos 2,1.104 1500 <0,1

suspensos

(Adaptado de Staples, 1998)

Esta abordagem nado leva em consideracdo a possivel degradacdo de
compostos, apenas a tendéncia do composto em se distribuir entre os compartimentos
ambientais. Ao contrario dos PFCs, o butil carbitol ndo apresenta fllor em sua
estrutura e, logo, ndo € uma porcao inerte. Desse modo, € seguro assumir que
mudancas nos fatores ambientais podem afetar o processo de degradagdo. Assim

como o efeito de BTEX pode alterar a biotransformac¢ao de PFCs, o co-metabolismo
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de outros hidrocarbonetos de petroleo, como a gasolina, pode modificar a distribuicdo
ambiental e biodegradagao de AFFF no ambiente.

O contrario também pode ser verdadeiro e, assim, a AFFF pode afetar a
degradacao da gasolina. A gasolina € um dos liquidos orgéanicos mais amplamente
utilizados na nossa sociedade, resultando em uma exposigdo grande da maioria de
seres humanos, seja em casos de liberagdo no ambiente acidentais ou crénicos. No
caso de incéndios da industria petroquimica, existem grandes chances da gasolina
estar presente como co-contaminante das areas afetadas. Propriedades da gasolina
podem afetar a infiltrag&o, distribuicdo, retencao e biodegradagao de compostos finais
do AFFF, assim como os componentes do AFFF poderiam influenciar a

biodegradacgao da gasolina.

4.1.1. Motivacao

Esta parte do estudo procurou aumentar a escala de analise sobre
biorremediacao de AFFF em hidrocarbonetos de petroleo. Foi abandonada a analise
quimica em nivel molecular e adotada a respirometria para quantificar o metabolismo
microbiano total do solo quanto a produgédo de CO2. Um maior enfoque foi dado para
a discussao sobre o butil carbitol, sendo ele a principal fonte de carbono que
impulsiona o metabolismo aerdbio dos microrganismos de solo. Com isso seria
possivel demonstrar a biodegradagao do butil carbitol em um ambiente de maior
volume em que os dois compostos estejam misturados em uma matriz de solo e inferir
sobre qualquer interferéncia mutua recorrente da co-contaminacao.

Admitiu-se a possibilidade de que a biodegradagcdo de gasolina seria
melhorada pela contaminacgao por AFFF, devido a presenca de PFCs que agem como
surfactantes, aumentando a biodisponibilidade do 6leo aos microrganismos com

potencial de biodegradagao.
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4.2.Metodologia

Neste estudo foi utilizada a metodologia de respirometria descrita por Bartha;
Pramer (1965), com concentragbes adaptadas ao solo contaminado por
hidrocarbonetos de petrdleo e AFFF. Utilizando-se essa metodologia foi possivel
determinar as concentracdes de CO2 da atmosfera criada no interior do respirémetro,

como evidéncia indireta de biodegradacgao.

4.2.1. Preparo dos reagentes

Agua desionizada obtida a partir de purificador de dgua por osmose reversa
Biotech foi fervida durante 30 minutos, para a redug¢ao da solubilidade dos gases no
liquido que possam interferir nos dados coletados. Apds este periodo, esperou-se o
resfriamento para utilizagdo da agua na coleta de dados dos respirdmetros. Para
obtencao de uma solugéo 0,2 M de KOH (Synth PA) dissolveram-se 11,2 g de KOH
em 1000 mL de agua isenta de CO2. Guardou-se a solugdo em recipiente plastico.
Padronizou-se, utilizando 100 mL de solugédo 0,200 N de ftalato acido de potassio
(KHCsH404), com duas gotas de indicador vermelho de metila e calculou-se a
normalidade real do KOH. Para obtengdo de uma solucéo 0,1 M de HCI (Vetec PA)
transferiu-se 8,5 mL de HCI concentrado para um baldo volumétrico de 1000,0 mL e
completou-se o volume com agua desionizada. Padronizou-se utilizando 100,0 mL de
solugao de carbonato de sédio 0,1 M, usando-se 2 gotas de alaranjado de metila como
indicador, e calculando-se a normalidade real do HCI (Norma técnica L6.350 da
CETESB (1990).

No preparo da solugéo 0,1 M de BaClz (Synth PA) dissolveram-se 6,1 g de
cloreto de bario e completou-se o volume para 500 mL com agua desionizada isenta
de CO2 e guardou-se em recipiente de plastico. Para a solugdo indicadora de
fenolftaleina, dissolveram-se 0,2 g de fenolftaleina em 60 mL de etanol e completou-
se com agua desionizada para 100,0 mL, sob agitacdo constante. A solucao foi filtrada
em algodéao, quando houve formagéao de precipitado conforme Norma técnica L6.350
da CETESB (1990).
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4.2.2. Coleta do solo

Foram adicionados aos frascos respirométricos solo obtido no Jardim
Experimental — 1B / UNESP, campus Rio Claro (Figura 61), localizado em 22°23'47.4"S
47°32'40.0"W. O solo foi utilizado para elaborar diferentes amostras contendo AFFF
em diferentes condigdes de tratamento. Os procedimentos seguiram uma adaptagao
da Norma técnica L6.350 da CETESB.

Figura 61 — Imagem de satélite do Jardim Experimental (dentro da area do retangulo

amarelo) — IB / UNESP, campus Rio Claro. Fonte: Google Inc. (2014); Anotagdes
elaboradas pelo autor.

O canteiro utilizado para os ensaios apresenta histérico de contaminagao por
hidrocarbonetos de petrdleo. O solo dessa area tem sido utilizado exclusivamente
para experimentos com gasolina, diesel, querosene e petrdleo, ao longo dos ultimos

8 anos.
4.2.3. Montagem dos ensaios
O experimento foi conduzido em frascos de Bartha, esquematizado na Figura

62. O respirbmetro de Bartha; Pramer (1965) consiste em um sistema fechado,

apresentando duas camaras conectadas, onde ocorre a biodegradacao do efluente
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em analise (Figura 62, indicada por G) e outra que possui a solugao alcalina capaz de
identificar o CO2 produzido pela respiragdo microbiana (Figura 62, indicada por D).

A respirometria aplicada a biorremediagao oferece uma série de vantagens por
obter dados de producao de CO: dificeis de serem conseguidos por outras maneiras
(BARTHA; PRAMER, 1965; GRAVES et al.,, 1991, LOPES; BIDOIA, 2009;
MONTAGNOLLI et al., 2009; MONTAGNOLLI et al., 2014). Utilizando-se essa
metodologia € possivel determinar informacgdes a respeito das concentragdes de CO2
da atmosfera criada no interior do respirdbmetro. Com isso realiza-se a quantificagéo
dos parametros sobre a biodegradagdo em um periodo de tempo, envolvendo
diferentes fases de adaptacéo, degradagao ativa e encerramento da biodegradagao
(WU et al., 2004). Essa informacéao pode entdo ser imediatamente relacionada a taxa
de biodegradagao e até mesmo a evolugao da biomassa presente ao longo do tempo
(FIUZA et al., 2004).

Com os testes de respirometria, foi possivel monitorar as taxas de evolugao de
CO2. O COz evoluido durante o processo de respiragao pode ser capturado em uma
solugao de hidroxido de potassio (KOH) localizada no braco lateral ligado ao frasco

respiromeétrico.
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75 mm

50 mm

Figura 62 - Esquema de um respirdmetro de Bartha (CETESB, 1990). A: Tampa da
canula, B: Canula (didmetro de 1 a 2 mm). C: Rolha de borracha. D: Brago lateral
(didmetro de 40 mm; altura de 100 mm). E: Solugcdo de KOH. F: Meio aquoso com a
substancia analisada. G: Frasco erlenmeyer (250 mL). H: Valvula. I: Suporte (14 de
vidro ou algodao). J: Filtro de cal sodada (didmetro de 15 mm; altura de 40 mm).

Fonte: Elaborada pelo autor, publicada em Montagnolli et al. (2009).

As substancias analisadas foram gasolina (Premium Petrobras - sem alcool) e
AFFF 6% (Sintex). O AFFF é disponivel comercialmente em galdes de 20 L nas
concentragdes de 1%, 3% e 6% (Figura 63). A formulacao distribuida por Sintex é a
mesma da marca Ansul analisada no Capitulo 1. A empresa responsavel pela venda
da AFFF marca Sintex no Brasil € a mesma que importa, envasa e distribui o AFFF

da marca Ansul.
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Figura 63 — Galdo de AFFF contendo a solugéo utilizadas nos experimentos de

respirometria. Fonte: Elaborado pelo autor.

O roétulo descreve o produto como “classificado como nao perigoso, atoxico e
biodegradavel, conforme Norma NBR 15511”. O rotulo também confirma a
composicao similar ao AFFF Ansul, contendo compostos perfluorados, butil carbitol e
agua.

Gasolina foi escolhida como substancia de analise devido a alta presenca de
BTEX em sua composigéo, que varia entre 18 a 20% v/v (MARTINES et al., 1996). A
Figura 64 mostra a quantidade de BTEX na gasolina, além da proporgdo de cada
componente individual da mistura de BTEX. A escolha da gasolina como substrato de
hidrocarbonetos foi para manter a consisténcia entre os experimentos anteriormente
realizados na Universidade da Califérnia em Berkeley e por ser um produto
contaminante comum em refinarias e postos de combustivel. A gasolina teve sua

porcao de alcool removida para aplicagao nos ensaios.
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Porcentagem dos componentes

BTEX em gasolina (% massa) individuais do BTEX em gasolina
(% massa)
i Etil-benzeno
Outros hl(érZC);)arbonetos BTEX 18% p-Xileno 1% Benzeno

9% 11%

Tolueno
26%

m-Xileno .
31% o-Xileno
12%

Figura 64 — Proporgdo de BTEX em gasolina e componentes individuais de BTEX.
Fonte: Traduzido de Martines et al. (1996).

As concentragdes a serem utilizadas foram extensivamente testadas ao longo
de 2 meses em experimentos piloto (junho —julho/2014), para determinar a quantidade
a ser utilizada nos ensaios de biodegradagao. As concentragdes de gasolina e AFFF
deveriam corresponder a quatro critérios: (i) semelhangca aos dados reais de
contaminagao ambiental (MARTINES et al., 1996); (ii) baixa toxicidade; (iii) resposta
da comunidade microbiana com diferenga, estatisticamente, significativa entre os
ensaios; e (iv) dentro da janela de medicao da técnica adotada, entre 100 a 1500 umol
de CO2. Apds determinadas as condigbes ideais para estudo, os frascos foram

montados conforme a Tabela 9.

Tabela 9 — Ensaios de respirometria realizados

Ensaio Solo Gasolina AFFF
Controle (C) 50,0 g --- -
Controle AFFF (F) 50,0g -—- 100,0 mL
Controle gasolina 50,09 0,5 mL -

(G)

Biodegradacgao 50,0 ¢ 0,5mL 100,0 mL

(B)

(Elaborado pelo autor)
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4.2.4. Método tradicional por titulagao

A quantidade de diéxido de carbono (CO2) absorvida foi entdo analisada por
titulacdo do KOH residual com uma solugéo padrao de acido cloridrico (HCI), apés a
adicdo do cloreto de bario (BaClz2) para precipitar os ions carbonato. Os niveis de
dioxido de carbono evoluido podem ser calculados e representados em funcido do
tempo de incubacao (BALBA et al., 1998). O processo pode ser esquematizado pelas

Equacdes 5a 9:

Biodegradacao da matéria organica (MO):

MO + 02— H20 + CO2 (5)

Absorgéo do CO2 gerado:
2 KOH + CO2— K2C03 + H20 + KOH (excesso) (6)

Cloreto de bario reage com o carbonato de potassio:

K2C03 + BaClz - BaCOs + 2 KCI (7)

Titulacdo do excesso de KOH com HCI:

KOH (excesso) + HCl — KCI + H20 (8)

Substancias resultantes:

KCl + BaCOs3 + HCI (gota excesso) (9)

Cada respirbmetro contém um braco lateral, ao qual foi adicionado 10,0 mL de
solugao de KOH 0,2 M, para capturar o CO: liberado durante a biodegradagéo. Todos
os respirbmetros foram hermeticamente fechados e incubados em duplicata a
28,0£0,1°C. O estudo foi constituido por 4 sistemas em triplicata, totalizando 12
respirbmetros de Bartha. Todos os respirdmetros continham solo.

Para cada respirdmetro, a biodegradacéao foi estabelecida pela determinacao
da quantidade de CO:2 produzido semanalmente e foi feita, primeiramente,

preparando-se, para cada frasco de Bartha, um erlenmeyer de 100,0 mL com duas
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gotas de fenolftaleina e 1,0 mL da solug&o de cloreto de bario (BaClz2 0,1 M). Retirou-
se a rolha de borracha abrindo-se a valvula do filtro de cal sodada (Vetec PA), para
remocao de CO2 do ar. Removeu-se a vedagao da canula do brago lateral do
respirdbmetro e, com uma seringa de 10,0 mL, transferiu-se a solu¢ao de KOH 0,2 M
do brago lateral para o erlenmeyer. Preencheu-se a seringa com 10,0 mL de agua
desionizada e injetou-se no bracgo lateral do respirbmetro para a lavagem e com esta
mesma seringa a agua de lavagem foi transferida para o erlenmeyer. Repetiu-se essa
lavagem por mais duas vezes, completando-se até 30,0 mL. O conteudo retirado do
bracgo lateral do frasco de Bartha (Figura 62, indicado por E) foi titulado imediatamente
com o conteudo do erlenmeyer e HCI 0,1 M. Com a canula do brago lateral aberta
injetou-se ar comprimido com uma bomba de ar. O ar passou através do filtro de cal
sodada, cuja funcédo foi reter o CO2 do ar introduzido, de forma a garantir a
reoxigeragao do sistema, sem permitir a entrada de COz2. Por fim, adicionou-se 10,0
mL de uma solucdo de KOH 0,2 M no braco lateral e recolocou-se a vedacao da
canula, fechando-se a valvula e recolocando-se a rolha de borracha no filtro de cal
sodada. Apds esses procedimentos, cada respirdmetro foi colocado na estufa de
incubacao, até a proxima determinagao do COa.

Como base de calculo para a proxima determinacdo do COz2 incorporado, foi
preparada uma nova prova em branco contendo 10,0 mL de solucdo KOH 0,2 M,
adicionado com seringa de 10,0 mL, e 2 gotas de fenolftaleina, 1,0 mL de solucao de
BaCl20,1 M e 30,0 mL de agua desionizada. A solugéo foi titulada com HCI 0,1 M,
anotando-se a quantidade de acido necessaria para a viragem da fenolftaleina. O
calculo do COz2 gerado foi feito de acordo com o volume gasto de HCI na titulagéo do

KOH na Equacéao 10 abaixo:

GCO, = (A — B) * 50 * Oy * 0,044 (10)
onde:
GCO: ¢é a geragao de gas carbdnico;
A é o volume de HCI 0,1 M gasto, em mL, na titulagdo do branco;
B é o volume de HCI 0,1 M gasto, em mL, na titulagdo da amostra;
50 é o fator para transformar equivalente em pmol de COg;
BHciy é o fator do HCI 0,1 M;
0,044 é o fator para transformar umol em mg de COo.
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4.2.5. Novo método por condutividade

O acompanhamento da biodegradagdo das substancias dentro dos
respirdbmetros de Bartha realizadas neste estudo, foram feitas por uma nova técnica
estabelecida por Uemura et al. (2013) no Laboratorio de Microbiologia da Profa.
Dejanira de Franceschi Angelis da UNESP — Campus Rio Claro. Com essa nova
técnica, foi possivel medir a saturagdo de CO2 na solugéo 0,2 M de KOH pelas
medidas de condutividade. Assim, garantiu-se eficiéncia e menor risco de interferéncia
dos resultados por variagdes nos protocolos experimentais.

De uma maneira prudente, contudo, decidiu-se também acompanhar os
experimentos via titulagdo, durante os primeiros 40 dias. A analise por condutividade
nao exclui a possibilidade de titulagdo posteriormente, apds a leitura pelo sensor de
condutividade. Por ter sido verificado que os métodos apresentam resultados
equivalentes, apenas os dados obtidos pela condutividade serdo utilizados na
discussdo dos resultados em 4.3. Os dados da titulacdo, entretanto, podem ser
consultados no Apéndice C dessa tese.

Igualmente aos procedimentos para titulagao, retirou-se o KOH do braco lateral,
porém, ai invés de titula-los, foi inserido um sensor de condutividade previamente
calibrado e seco. Com base na reta padréo da Figura 65, foi possivel transformar os

valores de condutividade em mS para umol de COx.
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Figura 65 — Curva de calibragdo de CO2 em fungéo da condutividade em solugéo
0,2 M de KOH. Fonte: Adaptada de Uemura et al. (2013).

O principio da técnica funciona a partir da reagdo no braco lateral do

respirometro descrita na Equacéao 11.

2KOH + H,CO5 » K,CO5 + 2H,0 (11)

Nota-se que, de acordo com a estequiometria da reagao, 0,2 M de KOH geram
0,1 M de K2COs. Logo, na medida em que o sistema se enche de CO:2 proveniente do
metabolismo microbiano, aumenta a quantidade de sal na solu¢do, diminuindo assim
a condutividade da solugdo de KOH. Foi com base nisso que se estabeleceu o
principio de correlagao direta e linear entre as duas grandezas. Deste modo, quando
condutividade é maxima (cerca de 15,7 mS) a concentragdo de CO2 € minima, assim
como quando a condutividade é minima (cerca de 6,0 mS) a concentragdo de CO2 é
maxima.

A obtencao dos pontos da curva de calibracao foi obtida variando de misturas
de proporcdo conhecida de KOH e K2COs e medindo-se a condutividade.
Conhecendo-se a concentracdo e pureza das solugdes utilizadas, bastaram calculos

estequiométricos da reacao para determinar a molaridade do COx.
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4.2.6. Modelagem matematica

Os dados de producdo de CO2 foram usados no ajuste de modelos
matematicos que descrevem o processo de biodegradacado. A modelagem dos dados
permite um melhor conhecimento da cinética de biodegradagéo, permitindo assim
prever e otimizar o processo (KERNANSHANI et al., 2006). O uso de ferramentas
matematicas e estatisticas € uma maneira eficaz de descrever os parametros
envolvidos na remocéao de poluentes durante a biodegradagao (PALA et al., 2006). A
proposicado de diferentes modelos de biodegradagédo para cada tipo de substancia
biodegradada permitiu determinar de que maneira os perfis de biodegradagao variam
para cada substancia ao longo do processo de biodegradacgao.

Os dados foram analisados por ferramentas estatisticas no SYSTAT
SIGMASTAT 10. A geracéao de graficos foi feita pelos softwares MICROCAL ORIGIN
6.0 e SYSTAT SIGMAPLOT 10. Para a modelagem dos dados e ajuste em equagdes
foi utilizada a plataforma WOLFRAM MATHEMATICA 6 e o SYSTAT SIGMAPLOT 10.

Sobre os modelos utilizados, devem ser feitas duas consideragdes. Foi utilizado
para cada tipo de respirometria (acumulada e semanal) um modelo diferente, ja que a
forma das curvas geradas nos dois casos difere bastante (i), e, além disso, uma série
de modelos foi testada para cada caso, mas o critério para selecdo do melhor modelo
foi baseado na maior média de R? obtido entre os ajustes feitos (ii). A maioria dos
modelos testados para ajuste foram aqueles que correspondem a cinética de
crescimento de culturas microbianas.

O primeiro modelo proposto de melhor ajuste foi uma adaptagdo da equagao
logistica de Schmidt et al. (1985), que foi usado inicialmente pelo autor para descrever
o crescimento de microrganismos em meios de cultura. A Equacao 12 foi adaptada
por Montagnolli et al. (2009) para fornecer a previsdo da maxima produgéao de CO2

pelos microrganismos no processo de biodegradacgéo.

Bmax—Bo

B = Bmax/(1 + [ o

] e™™) (12)

onde:
B é o CO2 Produzido;
Bmax é a Producdo maxima de COg;
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Bo é a Producéo inicial de COg;
r € a Taxa maxima de producao especifica para determinado 6leo;

t é o Tempo.

Outro modelo foi ajustado para as curvas de respirometria semanal. Tais
graficos compreendem curvas mais complexas e exigiram, portanto, um modelo com
maior quantidade de parametros. Foi utilizado o modelo proposto por Membré et al.
(1996) para crescimento e morte de comunidades microbianas, adaptado por

Montagnolli et al. (2009) conforme a Equagao 13:

-1

o= [()em)+ ((2)em)

onde:

B é o CO2 Produzido;

K1 é a Constante de Aumento de Producéo;

K2 é a Constante de Diminuigao de Producao;
m1 é a Taxa de Aumento na Producao de COg;
m2 é a Taxa de Diminuicdo na Producao de COz;

t é o Tempo.

Ambos os modelos foram criados para descrever o crescimento microbiano.
Assumindo que exista uma correlagcdo entre a dinamica populacional de
microrganismos e a producao de CO2 semanal, esses modelos foram utilizados no

conjunto de dados obtidos na respirometria.
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4.3.Resultados e Discussoes

A produgdo de CO:2 foi calculada a partir do metabolismo microbiano e
representada em fungdo do tempo de biodegradacédo, utilizando gasolina e AFFF
como substrato para os sistemas realizados. Na Figura 66 esta a produgao semanal

de CO2 em cada um dos tratamentos realizados.
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Figura 66 - Producao de CO2 semanal pelo tempo de incubagdo em ensaios C
(controle), F (AFFF), G (gasolina) e B (AFFF+Gasolina). Fonte: Elaborado pelo

autor.

A partir desses dados € possivel observar quais dos tratamentos contendo
AFFF, gasolina e in6culo bacteriano apresentaram maior taxa de biodegradacéo, e
quanto de CO: foi liberado dos sistemas durante e ao término do monitoramento da
biodegradacao.

Na Tabela 10, estdo expressos os valores acumulados totais de CO2 produzido
em cada sistema, ou seja, a somatodria do total de gas carbdnico gerado em cada um

dos sistemas em duplicatas ao longo do tempo, apds 105 dias de monitoramento.
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Tabela 10 - Producdo acumulada de COz2 nos ensaios respirométricos, apds 105 dias

Sistema CO2 acumulado
(umol)

C (controle) 558,7

F (AFFF) 3059,7

G (gasolina) 2354,5

B (gasolina+AFFF) 5930,6

(Elaborado pelo autor)

Foram observadas diferentes curvas de produgédo semanal de COz2 (Figura 66).
Como esperado, o ensaio C foi o que apresentou a menor produgcdo de semanal de
CO2 (média de 39,4 2,7 umol de CO2.semana-'). Tal fato deve-se a baixa quantidade
de matéria organica presente no solo controle, revelando apenas uma respiragao
basal da microbiota indigena deste substrato.

Os sistemas com AFFF (F) e gasolina (G) foram também utilizados como
ensaios controle para observar a influéncia individual desses componentes no
processo de biodegradacéo

Todos os ensaios apresentaram e perfis de biodegradagdo semanal distintos.
As médias de producgdo ficaram em 147,47+3,1 ymol de CO2.semana-! nos frascos
contendo apenas AFFF e 326,91+15,3 umol de CO2.semana! nos frascos contendo
AFFF e gasolina. O impacto da adigao das solugdes de AFFF no solo foi observavel,
visto que os resultados afetaram os ensaios F e B, de modo bastante diferente dos
ensaios C. A analise de ANOVA do conjunto dos dados considerou a diferenga entre
os grupos de tratamento, significativa ao nivel de significancia p<0,05.

O pico de producdo de 613,56+3,2 umol de CO2 encontrado nas primeiras
semanas em G evidencia que a microbiota de solo foi capaz de rapidamente degradar
o hidrocarboneto logo nos primeiros dias. Contudo, logo apés o pico de produgao, ha
uma queda a valores préoximos ao controle. A queda na taxa de producédo de CO:
acontece muito antes dos outros ensaios. Em trabalhos anteriores, Montagnolli (2011)
indicou que a rapida queda de producao de CO2 em comparacao a outros substratos
em gasolina pode ocorrer devido ao efeito téxico dos subprodutos de degradacao da
gasolina, além da volatilizacdo dos compostos a serem utilizados como substrato, e

nao apenas em decorréncia do consumo total de matéria organica presente nos
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ensaios. Durante a biodegradacgédo, sao formados intermediarios potencialmente
téxicos como o alcool terc-butilico (TBA), formato terc-butilico (TBF) e o éter metil terc-
butilico (MARTIENSSEN et al., 2006; SCHMIDT et al., 2002; DEEB et al.; 2002). Os
resultados para biodegradagao de gasolina comprovam o que ja foi encontrado em
trabalhos anteriores, realizados no Laboratério Multidisciplinar de Pesquisas do Meio
Ambiente na UNESP-Rio Claro por MONTAGNOLLI et al. (2009), LOPES (2014) e
MONTAGNOLLI et al. (2014).

As cadeias de Cr até C11 estdo presentes na gasolina, na qual ha uma alta
concentragéo de alcenos comparada a outros derivados do petréleo. Em geral alcenos
sdao facilmente biodegradados (SOLANO-SERENA et al.,, 1999), ja que estes
compostos, como propileno e eteno, ativam enzimas especificas (monooxigenases)
que sao carboxiladas e passam para o metabolismo do microrganismo (ENSIGN,
2001). Também ja foi descrito que pequenas moléculas de lineares de
hidrocarbonetos sdo mais facilmente biodegradadas do que os compostos BTEX,
também presentes na gasolina (SASAKI et al., 1998).

No caso dos ensaios F, foram encontrados menores valores médios de
producdo (191,23 7,0 umol de COz2). Os niveis de biodegradagcdo se mantiveram
baixos e constantes, a partir da terceira semana até a oitava. Embora a porg¢ao de
fluorcarbonados seja inerte e ndo tenha biodegradado, por¢gbes nao fluoradas da
substancia introduzida na microbiota, como o butil carbitol, foram prontamente
consumidas pelos microrganismos do solo testado. O butil carbitol compde cerca de
12% a 15% da formulacdo da AFFF. De acordo com os testes com LC-MS / MS
descritos no Capitulo 1, ndo existe a possibilidade do consumo de apenas Lodyne (e
a biotransformagao dos PFCs) ter produzido os niveis de CO:2 registrados por
respirometria, sendo estes entao atribuidos em grande parte ao butil carbitol.

A biodegradabilidade de butil carbitol ja € conhecida pela literatura, contudo
ndao em cenarios de co-contaminagcdo com gasolina ou outros hidrocarbonetos
derivados do petroleo. Esse composto é rapidamente biodegradado em testes
utilizando tanto indculos adaptados quanto in6culos ndo adaptadas. Foram relatadas
por Waggy et al. (1994), a remocgao de 88% de butil cabitol de uma amostra de agua
em 28 dias. Em geral, a maioria dos estudos com butil carbitol relataram entre 58% e
100% de biodegradacgao entre 15 a 28 dias. Outros trabalhos ainda relataram uma
rapida biodegradagao com essencialmente 100% biooxidagao alcangcado em menos
de 10 dias (ZAHN; WELLENS, 1980). Ainda sobre o butil carbitol, & importante citar
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também que os éteres de glicol sdo altamente mdveis e ndo sao adsorvidos as
particulas de solo (CMA, 1994).

Estes resultados sugerem que butil carbitol, assim como outros ésteres etileno
glicol biodegradam rapidamente e nao devem persistir no ambiente. Estes dados
confirmam a curva de respirometria e os valores de produg¢ao de COg, visto na Tabela
10, e mostram que butil carbitol é facilmente biodegradavel. O maior empecilho para
a remocao total de AFFF do ambiente, portanto, continua sendo os
perfluorcarbonados.

Os resultados do monitoramento semanal (Figura 66) e a taxa acumulada
(Tabela 10) revelaram que a aplicagcado de AFFF a gasolina resultou em valores ainda
maiores de produgéo de CO:2 pela microbiota de solo do que a soma de cada um dos
elementos separados. O efeito positivo na produgcédo de CO2 em B (5930,61 umol)
foram superiores aos valores acumulados dos ensaios individuais G e F (3059,71 e
2354,54 ymol, respectivamente). Sendo assim, houve uma interagdo positiva entre os
dois compostos no processo de biodegradacao. A adicao de AFFF desempenhou uma
maior eficiéncia de degradagdo em B, principalmente, no inicio do tratamento,
promovendo maior produgdo média de CO2 (326,91£15,3 umol). Isso pode ser devido
ao efeito surfactante da solugdo de AFFF nas moléculas hidrofébicas presentes na

gasolina (Figura 67).

Hidrocarboneto Surfactante

surfactante fluoroquimico
Dodecil sulfato

pr—

PFOA PFOS

hidrofébico hidrofébico
0. °
<S. hidrofilico hidrofilico
d' o_

Figura 67 — Moléculas surfactantes presentes na formulagdo de AFFF Sintex e

Ansul. Fonte: Elaborado pelo autor.
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A maior taxa de producéo de CO2 dentre os ensaios ocorre quando gasolina e
AFFF estdo combinados em uma mesma matriz de solo. A contaminagao por AFFF
pode levar mais etapas metabdlicas durante o processo de biodegradagdo de
hidrocarbonetos devido a capacidade emulsificante, atingindo ganhos de 28,63% na
liberacdo de CO2. Essas moléculas aumentam a biodisponibilidade dos
hidrocarbonetos e, portanto, favorecem seu metabolismo (NITSCHKE et al., 2004). O
aumento na biodegradacao de hidrocarbonetos de petréleo é devido a interagéo 6leo-
surfactante-microrganismo que facilita e estimula a microbiota do solo em degradar os
compostos poluentes (JAIN et al., 1992; WHANG et al., 2008).

De fato, testes complementares de emulsificagdo E24 realizados com a interface
gasolina / AFFF demonstram que as caracteristicas fisico-quimicas do ambiente em
que se encontram os hidrocarbonetos sdo um fator decisivo na cinética de
biodegradagao. A atividade surfactante da AFFF em gasolina foi avaliada ao adicionar
a tubos de ensaio 2 mL de AFFF 6% a gasolina isenta de alcool. O conteudo dos
frascos foi agitado em agitador de tubos (vortex) por 1 minuto em alta rotacédo. Apos
24 horas calculou-se a razao entre a altura da regidao emulsificada e altura total, apos
medi¢cdo com régua.

Os microrganismos agem, principalmente, na interface dleo-agua (AMUND;
ADEBIYI, 1991) e por isso o aumento da area de superficie causado pelos
surfactantes acelerou a biodegradagcdo, aumentando o potencial de dispersao dos
compostos em meios aquosos. A adi¢cao de surfactantes fez com que a emulsificacao
(E24) dos compostos hidrofobicos presentes na mistura AFFF e gasolina fosse em
meédia 76,25% maior que em sua auséncia, comparavel ao controle utilizando outro
detergente sintético Tween 80, cujo indice de emulsificacdo para gasolina é de
90,10%.

Outro fator de sucesso na biodegradagéo de AFFF e gasolina se deve ao fato
do indculo obtido no solo do Jardim Experimental da UNESP Rio-Claro ter sido pré
selecionado para ambas as substancias, dado o historico e contaminagbes com
hidrocarbonetos de petroleo do local de coleta e a bioestimulacdo com AFFF durante
o preparo dos inéculos. O sucesso em inocular esses microrganismos nos solos deve-
se a capacidade destes microrganismos em assimilar os contaminantes em seu
metabolismo mais facilmente e / ou mais rapidamente que outros grupos. Assim, a

bioaumentacdo ocorrida ali representou uma alternativa de grande valor no
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aperfeicoamento do processo de biorremediagdo, assim como ja descrito para outras
substancias por Taccari et al. (2012) e Szulc et al. (2014).

Apesar da maior atividade observada nestes sistemas de co-contaminagao,
essa tese ndo propde o uso de surfactantes fluorados para auxiliar processos de
biorremediacéo de solos contaminados com gasolina. E irresponsavel considerar a
adicdo de um poluente para remediar outro poluente, afinal, ambas substancias s&o
perigosas. O ideal é buscar, neste caso, um surfactante ideal para remogao de
hidrocarbonetos. Biossurfactantes s&o, para isso, uma boa alternativa
(MONTAGNOLLI; BIDOIA, 2012; MONTAGNOLLI et al., 2014; LOPES 2014).

4.3.1. Modelagem matematica e biodegradacgao prevista

Os padrées na distribuicdo dos dados de produgéo de CO2 ao longo do tempo,
observados na Figuras 66, permitiram a proposta de modelos matematicos acerca do
processo de biodegradagcdo. A modelagem dos dados permitiu um melhor
conhecimento da cinética do processo e, com isso, prever e otimizar as condigdes de
tratamento (KERNANSHANI et al., 2006).

Na Figura 68 estdo apresentados os ajustes das curvas experimentais pela
producdo de CO2 semanal, utilizando o modelo de Membré et al. (1996) adaptado por
Montagnolli et al. (2009). Cada curva obtida gerou um indice de correlagao (R?) que
demonstra a adequacédo do ajuste dos dados ao modelo. A equagao do modelo
utilizado consiste de duas partes, uma delas descreve o crescimento e a outra o
declinio da curva. A partir do ajuste aos dados foi possivel prever o comportamento
cinético esperado de cada sistema respirométrico nas suas respectivas taxas de

producéo semanal de CO2 durante o processo de biodegradagéo.
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Figura 68 - Produgcao de CO2 semanal pelo tempo de incubacdo em ensaios C
(controle), F (AFFF), G (gasolina) e B (AFFF+Gasolina) ajustada ao modelo de
Membré et al. (1996) e Montagnolli et al. (2009). Fonte: Elaborado pelo autor.

Além disso, na Figura 68, o eixo que designa o tempo de incubagao foi
estendido para 300 dias, superior ao intervalo de 105 dias utilizado para coleta de
dados. Assim, utilizou-se o0 modelo para prever a cinética de producao de CO2 com
monitoramento até 300 dias de biodegradacéo.

Todos os conjuntos de dados de produgao semanal de COz2 se ajustaram ao o
modelo proposto. Apos cerca de um milhdo de iteragdes dos parametros no ajuste ao
modelo, o R? apresentou valores de 0,700 a 0,980.

Dado os valores altos de correlagdo ao ajuste dos dados (R? > 0,700) foi feita
a previsao do tempo estimado, para o término da biodegradagéo (BRminT), ou seja,
o final do processo de biodegradagao de cada ensaio previsto pelo modelo ajustado
aos dados de respirometria. Neste sentido, na Tabela 10 estdo demonstrados os

valores de R? e do tempo estimado para o término da biodegradagdo (BRminT).
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O modelo proposto quantificou com precisdo o padrao observado de aumento
e declinio na producéo de CO2 nos sistemas respirométricos.

Os dados de produgdo acumulada de CO2 foram ajustados de acordo com o
modelo de Schimdt et al. (1985) e adaptado por Montagnolii et al. (2014). Foi visto nos
perfis de biodegradagédo que existe um padrédo de distribuigdo préximo ao linear ou
exponencial. Desta forma, foi possivel desenvolver modelos matematicos que se
ajustaram aos dados. Na Figura 69 estao representados todos estes ajustes, em que
foi observada uma tendéncia a desaceleragao da produgéo acumulada de CO2, apds
40 dias. Por esse motivo foi dada preferéncia a um modelo logistico n&o linear, pois
um modelo linear ndo se adaptaria com preciséo a todos os casos observados. Com
esta estratégia, foi possivel obter valores de R? acima de 0,982 em todos os ajustes

e, consequentemente, estabelecer o valor maximo de biodegradacao previsto (Bmax).
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Figura 69 - Producédo de CO2 acumulada pelo tempo de incubagcado em ensaios C
(controle), F (AFFF), G (gasolina) e B (AFFF+Gasolina) ajustada ao modelo de

Schmidt et al. (1985) e Montagnolli et al. (2014). Fonte: Elaborado pelo autor.
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Com o ajuste dos dados (Figura 69), foram gerados dois parametros
importantes pela analise: valor maximo de biodegradagéo previsto (Bmax) e tempo
estimado para o valor maximo de biodegradacgéao previsto (BmaxT). A partir disso, foi
possivel prever o maximo possivel de CO2 que seria produzido e o tempo final de
biodegradagéo de cada biotratamento realizado (Tabela 11).

O valor de Bmax € estabelecido quando a curva gerada pelo modelo se
estabiliza e ndo ocorre mais aumento significativo no parametro B, definido na
equacédo como producado acumulada de COz, ao longo do tempo. Foi considerado
como aumento significativo valores de B < 0,99 x Bmax. Na Figura 69 esta
representado o ajuste dos dados, onde a linha Bmax indica o valor maximo que a
curva ajustada alcangara. O tempo de término de biodegradacéo foi considerado,
entado, como o tempo de produgédo de COzigual a B = 0,95 x Bmax (MONTAGNOLLI
et al., 2009).

Comparando-se os valores de Bmax (Tabela 11), tem-se uma maior produgéo
de CO: total esperada para os sistemas B, com AFFF e gasolina. Ja a respiragcéo
basal do solo, obtida no ensaio C, apresentou um valor maximo de biodegradagao
previsto igual a 595,98 umol de COa.

Ao analisar o tempo que se leva para que o valor de Bmax seja alcangado
(BmaxT), nota-se que, os sistemas contendo apenas gasolina sdo os mais rapidos (G)
(Tabela 11). O processo de biodegradacéao foi realizado em um tempo mais curto,
conforme os dados experimentais e também reportado nos estudos de Jain et al.
(1992), Kosaric (2001). Christofi; Ivshina (2002) e Montagnolli et al. (2014).

Tabela 11 - BRminT, Bmax, BmaxT e R? dos modelos matematicos ajustados as

produgdes semanal e acumulada de CO:

Semanal Acumulado
Sistema BRminT R? Bmax BmaxT R?
dias umol CO> dias
Controle (C) * 0,7754 595,9875 * 0,9825
AFFF (F) 136 0,9813 3157,1981 120 0,9941
Gasolina (G) 45 0,9008 2572,2521 49 0,9726
Gasolina+AFFF (B) 170 0,9769 6140,6744 202 0,9909

*Nao relevantes devido aos valores extremamente baixos dos dados

no ajuste

(Elaborado pelo autor)
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A validagdo dos modelos pode ser feita quando ambos os ajustes atinjam
resultados coerentes e semelhantes em um dos parametros estimados (HILLS;
TRUCANO, 1999). Sendo assim, o parametro do tempo final do processo de
biodegradagao foi analisado nos dois modelos propostos. Para isso foi feita a
comparagao entre BRminT do modelo ajustado a produgdo semanal de CO:2
(MEMBRE et al., 1996) e BmaxT daquele com os dados de produgdo acumulada
(SCHIMDT et al., 1985), conforme demonstrado na Figura 70.
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Figura 70 - Comparacao entre os valores de tempo final de biodegradagao previsto
pelos dois modelos para os dados de produgcao de CO2. BRminT — semanal
(Membré et al., 1996); BmaxT — acumulada (Schmidt et al., 1985). Fonte: Elaborado

pelo autor.

Na Figura 70 é possivel observar que as semelhancas entre os dois ajustes
sd0 maiores na previsado de valores menores de tempo. A previsdo em longo prazo
causa uma maior diferenga entre valores previstos para o final da biodegradagao. O
ajuste obtido foi coerente entre os dois modelos propostos, o suficiente para prever o
comportamento destes processos de biodegradagao em sistemas de respirometria de
Bartha, sob as condigdes do estudo.

Portanto, observou-se que o processo de biodegradagdo de AFFF em solo
contaminado com hidrocarbonetos de petréleo pode ser modelado na abordagem

laboratorial aplicada. Embora os estudos tratados aqui estejam restritos a
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compreensao em menor escala dos processos de respiragdo de uma comunidade
microbiana em um ambiente com fatores extremamente controlados (temperatura,
capacidade de campo, iluminagao), foi também mostrado que pode ser previsto o
comportamento ambiental da AFFF no ambiente em cenarios de co-contaminagao.
Essa conclusao abre espaco para o escalonamento cada vez maior dos experimentos
a fim de conseguir prever o comportamento desses poluentes em cenarios reais de

derramamentos e de descarte inadequado dos contaminantes.



5. Capitulo 3

Fito-toxicidade de AFFF

5.1.Introdugao

O principio dos testes de fitoxicidade baseia-se na determinagédo do potencial
de impacto de um poluente na biota presente em certo ambiente. Os dados obtidos
podem ser utilizados na regulacdo do uso destes compostos quimicos e no
diagndstico de tratamento, apds a contaminacao da area (HAGNER et al., 2010).

Testes ecotoxicologicos tém sido ha muito tempo utilizados com relativo
sucesso como uma ferramenta complementar para monitorar a eficiéncia na
biorremediagao do solo, tornando-se essencial para avaliar os riscos ecoldgicos em
ambientes contaminados (WANG et al., 1987). No entanto, poucos trabalhos
combinam a realizacdo de ensaios ecotoxicolégicos com um estudo detalhado das
comunidades microbianas em solos contaminados com hidrocarbonetos de petréleo
e espumas de incéndio (SHEPPARD et al., 2011; LLADO et al., 2012). Além disso,
nenhum trabalho relacionou a toxicidade de espumas de incéndio do tipo AFFF (ou
compostos perfluorados) ao petroleo.

Embora existam muitos ensaios sobre a toxicidade de AFFF citados na revisao
da literatura dessa tese, € consenso que a avaliagao realista de toxicidade de misturas
AFFF no meio ambiente é dificil porque efluentes AFFF s&o misturas complexas que

contém, além dos componentes da formulagdo variada de AFFF, outros poluentes
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primarios, bem como sub produtos potencialmente toxicos do incéndio em que foram
aplicados.

A formulagdo de AFFF apresenta varios componentes potencialmente toxicos,
que podem ser os proprios fluorcarbonados ou mesmo o butil carbitol.

Enquanto as moléculas precursoras da formulagdo original da AFFF
(fluortelébmeros e PFAS) sao pouco estudados, os efeitos das substéncias persistentes
PFOA e PFOS do final das vias de degradacgao ja foram estudados em embrides de
zebra-fish. Huang et al. (2010) demontraram que embrides expostos a esses PFAS
apresentaram problemas no desenvolvimento de espinha, bexiga natatoéria néo
inflada, diminuicdo da frequéncia cardiaca e movimentos espontaneo anormais apos
a exposig¢do a varias concentragdes de PFOS e PFOA (0-8 mg.L™") em 6-120 horas
pos-fecundacdo. Concentracdes mais elevadas de um fluorteldmeros em peixes, por
bioacumulagdo, aumentam figados nos meios que estao distribuidos proximos a locais
de liberacdo do AFFF, somado a niveis baixos de (-oxidacido peroxisomal e estresse
oxidativo hepatico, demonstrando assim impacto em curto prazo (9 dias) da AFFF nos
peixes expostos.

Em relag&o ao butil carbitol, organismos aquaticos foram testados usando uma
variedade de peixe, invertebrados, algas, e espécies microbianas. Pelo menos cinco
espécies de peixe foram testadas quanto a toxicidade aguda, para butil carbitol,
usando uma variedade de protocolos de testes e parametros toxicolégicos. Embora
tenham apresentado resposta toxica, a classificagdo da USEPA atesta o produto como
nao toxico, em alguns casos, e de baixa toxicidade em outros (STAPLES et al., 1998).

Nao existem testes em plantas para os PFCs encontrados em formulagdes de
AFFF, tanto dos precursores PFAS e fluorteldmeros, quanto os persistentes PFOA e
PFOS. Logo, este foi um argumento interessantes para os ensaios de toxicidade

realizados apresentados nesse capitulo.

5.1.1. Motivagao

Para garantir uma avaliacdo adequada do risco da contaminagao e o
monitoramento do processo de biorremediacao, os testes de toxicidade, as analises
quimicas e os estudos de ecologia microbiana das comunidades devem ser
complementares entre si (AL-MUTAIRI et al., 2008; PLAZA et al.,, 2010). A fito-

toxicidade faz parte dessa abordagem, para demonstrar os efeitos da liberagado da
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AFFF no ambiente. O fato de nao existir publicacbes com ensaios de fito-toxicidade
com AFFF, sejam eles em co-contaminagdo com petroleo ou ndo, motivaram a criagao
dos experimentos desse capitulo.

Os sub-produtos da degradacgao dos PFAS e fluorteldmeros poderiam afetar o
desenvolvimento de plantas ao longo do tempo. Diferentemente da maioria dos
estudos encontrados na literatura, que monitoram apenas os produtos encontrados
originalmente na formulagdo da AFFF ou os compostos persistentes finais, a
toxicidade foi observada em tempo inicial, intermediario e final. Alteragbées que afetam
o desenvolvimento e / ou a sobrevivéncia de um organismo-teste poderiam, portanto,
fornecer uma avaliacdo geral do progresso da biorremediacdo em solos

contaminados.
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5.2.Metodologia

5.2.1. AFFF Utilizado

Para os experimentos de toxicidade, foi utilizado a AFFF 6% da marca Sintex
do lote S1371 /11, assim como no capitulo 2. A formulagao distribuida por Sintex é a

mesma da marca Ansul analisada no capitulo 1.

5.2.2. Solo Utilizado

Apos peneirado com granulometria 1,68 mm, o solo do Jardim Experimental —
IB / UNESP, campus Rio Claro foi utilizado para elaborar diferentes amostras
contendo AFFF em diferentes condi¢des de tratamento (concentragdo das solugdes e
tempo). Os procedimentos seguiram uma adaptagdo da Norma técnica L6.350 da
CETESB.

O canteiro utilizado para os ensaios apresenta historico de contaminagao por
hidrocarbonetos de petréleo. O solo dessa area tem sido utilizado exclusivamente
para experimentos com gasolina, diesel, querosene e petrdleo ao longo dos ultimos 8
anos.

Os grupos de tratamento foram separados para retirada em 60 e 120 dias. Apos
coletados, os solos foram estocados a 4,0+0,1°C para posterior analise toxicologica e

metagendmica.

5.2.3. Primeiro grupo de experimentos - Toxicidade das diluigcoes de AFFF

Inicialmente, foram preparadas amostras de AFFF em diferentes diluicées a
partir da formulagdo disponivel comercialmente de AFFF 6%. Nesse grupo de
experimentos nao foi utilizado solo, mas apenas a AFFF pura, sendo que a
concentragdo de compostos perfluorados é de aproximadamente 195 g.L'. As
diluicbes entdo foram feitas para chegar as concentracbes de 3% e 1%,
respectivamente 97,5 g.L-' e 19,5 g.L"'. As concentragdes de 3% e 1% sdo também
comercializadas em galdes, assim como o produto AFFF 6%. As amostras de foram

inseridas diretamente aos bioensaios de toxicidade, a partir da germinacéo de
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sementes e desenvolvimento de plantulas de duas espécies (Lactuca sativa e Eruca

sativa).

5.2.4. Segundo grupo de experimentos — Toxicidade ao longo do tempo

O segundo grupo de experimentos sobre toxicidade foi feito para avaliar a
toxicidade de AFFF em diferentes concentragbes ao longo do tempo em solo.

O ambiente de biodegradacdo foram montados através da simulacdo da
contaminagdo do solo em uma sacola plastica preenchida por 3 kg de solo e
quantidades variaves de AFFF (Tabela 12). O recipiente foi entdo preenchido por
pequenos furos de aproximadamente 1 mm de didmetro, espagados em 1 cm cada, a
fim de permitir a troca de microrganismos entre o solo contendo 6leo e o solo do meio
externo. O recipiente foi enterrado a 10 cm da superficie (Figura 71). O preparo do
in6culo foi uma adaptagdo da Norma técnica L6.350 da CETESB (1990).

Figura 71 — Amostras sendo enterradas no Jardim Experimental — IB / UNESP,

campus Rio Claro. Fonte: Elaborado pelo autor.

A AFFF foi adicionado numa proporgao semelhante a derrames ocorridos em
ambientes terrestres (USEPA, 2009b). As concentrag¢des foram entdo ajustadas para
melhor representar um ambiente real de uma refinaria de petréleo apds aplicacdo da
espuma de incendio. A concentracao tipica de AFFF encontrada em solo onde é
utilizado é de até 15,0 g.L" de solo (USEPA, 2009b), o que resulta em 4,5 mL.kg™",
considerando a densidade média do solo 1,5 g.cm= e da AFFF 1,12 g.cm. Portanto,
a quantidade de AFFF nas contaminagdes simuladas de solo foi conduzida em 3 graus
de magnitude, sendo elas: 0,1x (ou 0,45mL.kg™"), 1x (4,5 mL.kg™") e 10x (45 ml.kg™").

Foram preparadas 12 amostras de solo com variagcbes nas condi¢cdes de

tratamento a que foram submetidas (Tabela 12). Estas amostras foram dispostas em
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sacos plasticos e foram enterrados no Jardim Experimental do Instituto de Biociéncias
- UNESP, campus Rio Claro.
Transcorrido o periodo de 60 e 120, os solos foram desenterrados e

imediatamente realizadas as analises de ecotoxicidade.

Tabela 12 - Amostras de solo para analises toxicoldgicas

Amostras de solo Composigao Tempo de
analise

1 Cco Solo 0 dias

2 FO 0,1x Solo + AFFF 0,1x m/v 0 dias

3 FO 1x Solo + AFFF 1x m/v 0 dias

4 FO 10x Solo + AFFF 10x m/v 0 dias

5 C60 Solo 60 dias

6 F60 0,1x Solo + AFFF 0,1x m/v 60 dias

7 F60 1x Solo + AFFF 1x m/v 60 dias

8 F60 10x Solo + AFFF 10x m/v 60 dias

9 C120 Solo 120 dias

10 F120 0,1x Solo + AFFF 0,1x m/v 120 dias

11 F120 1x Solo + AFFF 1x m/v 120 dias

12 F120 10x Solo + AFFF 10x m/v 120 dias

(Elaborado pelo autor)

5.2.5. Bioensaios de toxicidade — Testes de germinacao de sementes

A germinagdo € um fendmeno biolégico da retomada do crescimento do
embrido, com o subsequente rompimento do tegumento pela radicula. Do ponto de
vista fisiolégico, germinar é simplesmente quando o embridao sai do repouso fisiolégico
e entra em atividade metabdlica (NASSIF et al., 1998), desde que satisfeitas as
condigbes internas e ambientais necessarias para que o0 organismo possa se
desenvolver. Qualquer alteragao nesses parametros por substancias téxicas podem
afetar o desenvolvimento do tecido vegetal (AYERS; WESTCOT, 1999).

A avaliagao da toxicidade das amostras de solo foi realizada por meio de testes

fitotoxicoldgicos por metodologias padronizadas. O método empregado baseou-se
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nas metodologias propostas por Dutka (1989), Tiquia et al. (1996), Morales et al.
(2004) e Montagnolli et al. (2015). O efeito da contaminagdo do solo com AFFF foi
avaliado utilizando sementes de dois organismos-teste: L. sativa (alface) e E. sativa

(rucula), conforme apresentado na Figura 72.

et sl
o aine DOS
Figura 72 — Sementes de alface utilizadas como organismos-teste nos bioensaios

de toxicidade (tempo zero) dentro das placas de Petri. Fonte: Elaborado pelo autor.

Os bioensaios de toxicidade com as espécies vegetais foram avaliados pela
germinagado de sementes e desenvolvimento da raiz e do hipocdétilo. As sementes
foram adquiridas de um mesmo fornecedor (TopSeed® — Linha Azul), de mesmo lote
e livre de defensivos quimicos agricolas.

Para cada organismo-teste, foi realizado ensaios em triplicata com cada
amostra de solo. Também, foram realizados o controle positivo (CP) com agua e o
controle negativo (CN) com ZnSO4 na amostra de solo controle sem adigédo de AFFF.
Para os testes de germinacao, foi colocado em cada placa de Petri um papel de filtro.
Sobre o papel de filtro foi adicionado 4,0 mL da solugado testada e certificou-se a
inexisténcia de bolhas de ar durante o preparo das placas. As solugdes utilizadas
foram a porcado sobrenadante dos lixiviados das amostras de solo da Tabela 12,
mantidas sob agitacdo a 210 rpm em mesa agitadora Catel por 24 horas. Os frascos
continham 5,0 g de solo e 100,0 mL de agua desionizada.
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As sementes foram colocadas em seguida sobre o papel de filtro com a solugéo
testada. Tanto no ensaio com alface quanto com rucula foram colocadas 20 sementes
(Figura 73). Os experimentos foram conduzidos em triplicata para cada substancia

testada.

Figura 73 — Montagem dos ensaios de toxicidade. Fonte: Elaborado pelo autor.

Em seguida, os recipientes plasticos foram cobertos com filme de PVC a fim de
nao perder umidade e incubados a 20,0£0,1°C por 120 horas ao abrigo da luz. No
controle positivo (CP) foi adicionado 1,0 mL de sulfato de zinco 0,050 M, para testar a

sensibilidade das sementes utilizadas.

5.2.5.1. Germinagao e crescimento

Na analise do desenvolvimento da plantula, o método consistiu inicialmente no
congelamento das plantulas ap6s 120 horas de incubagdo. Este procedimento, além
de interromper o crescimento das plantulas de modo uniforme, facilita as medicbes

pela diminuicdo da rigidez dos tecidos vegetais, evitando possiveis quebras das
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plantulas durante a realizagdo das medi¢des. Para cada plantula foram tomadas
medidas da raiz e hipocoatilo.

A contagem de sementes germinadas foi realizada apés 120 horas, sendo
consideradas germinadas as sementes que apresentassem 2 mm de protrusdo da
radicula. Os dados obtidos nos ensaios foram utilizados para calcular a porcentagem

de germinacéao (%G) dada por Labouriau; Agudo (1987) conforme a Equacéo 14.

%G = 2= X 100 (1)

onde:
SGa é o o numero total de sementes germinadas;

SGt é o numero total de sementes na placa de Petri;

Os dados foram analisados estatisticamente e as médias de germinagéo foram
comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade conforme Sokal; Rohfl (1995)
apos a transformagao dos dados percentuais %G em arco seno (SNEDECOR, 1962;
LABOURIAU, 1983; PIMENTEL; GOMES, 1987) conforme a Equagdo 15. A
transformacao dos valores foi feita para normalizar o conjunto de dados e permitir a

aplicagao do teste estatistico.

Valor transformado = arco seno (%G)%° (15)

A porcentagem de germinacao foi transformada apenas para os testes de
Tukey, porém nas Figuras e Tabelas sdo apresentadas as porcentagens médias

originais.
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5.2.5.2. Crescimento de raiz e hipocétilo

A realizagao dos testes de toxicidade ao desenvolvimento da raiz e hipocdétilo
seguiu os procedimentos descritos por Morales (2004) e foram feitos com as mesmas
placas montadas em 5.2.5. Entretanto, nesse caso, apds 120 horas as placas foram
submetidas ao congelamento em freezer. Este procedimento, além de interromper o
crescimento das plantulas de modo uniforme, facilita as medi¢cdes pela diminui¢ao da
rigidez dos tecidos vegetais, evitando possiveis quebras das plantulas durante a
realizacdo das medigdes. Para cada plantula foram tomadas medidas da raiz e

hipocotilo (Figura 74).

Figura 74 — Semente de pepino e estruturas medidas. As mesmas estruturas
aparecem nas sementes de alface e rucula utilizadas nesse estudo, contudo sao

melhor ilustradas em sementes de pepino. Fonte: Elaborado pelo autor.

O conjunto de medidas da raiz e hipocétilo permitiu a observagao da influéncia
da exposigao a substancia testada no crescimento do tecido vegetal apos 120 horas

pela observagdo do comprimento e %l (Equacéo 16).

CMc—-Ca
CMc

%I = [1—( )]x1oo (16)
onde:

CMc é o comprimento médio da raiz ou hipocétilo no controle negativo;

Ca é o comprimento médio da amostra analisada.
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5.2.6. Analise dos resultados

A andlise dos dados de germinagao foi feita utilizando uma superficie de
resposta tridimensional relacionando a germinagao, tempo e concentragdao de AFFF
em um eixo x, y e z. Esse tratamento dos dados permitiu observar a influéncia que os
dois fatores, tempo e AFFF) exercem, simultaneamente, na germinagao das sementes
de rucula e alface. Os graficos foram feitos através do software MICROCAL ORIGIN
8.0. E importante citar que os experimentos ndo foram feitos com base em
planejamento fatorial e, diferentemente desse desenho experimental, o gradiente &
preenchido pela extrapolacdo linear multidirecional direta dos dados experimentais
propostos por Renka (1984) e Yuan (1998).

A superficie de resposta é criada a partir dos dados e convertidas em um plano
com coordenadas cartesianas tridimensionais (Figura 75), a partir da converséo

utilizando as equacgdes 17, 18 e 19.

(zy.z)=F =(.8z)

T
&

Figura 75 — Disposi¢cdo dos dados em um ambiente tridimensional dadas 3 variaveis

(x, y e z). Fonte: Reproduzido de Microcal Origin (2009).

r=x%+y2 (17)

0 = tan™! (%) (18)
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r € a distancia da coordenada em um plano;

0 € o angulo que determina posigéo da variavel;
Z é a germinacgao;

X € 0 tempo de biodegradacgao;

y é a concentracdo de AFFF.

A partir dai o conjunto de dados passa por um processo de triangulagao e
definigdo dos contornos da superficie de resposta.
A primeira etapa é a criagdo de um mapa tridimensional e triangulagdo dos

dados com base na distancia entre ele (Figura 76).

Figura 76 — Mapa de triangulagdo dos dados nos eixos Xx,y. Fonte: Reproduzido de
Microcal Origin (2009).

Todos os pontos sdo conectados para criar tirangulos em um plano x,y. Cada
um desses pontos possui um valor de z. Eles sdo criados de modo a ser o mais
proximo e de mesmo angulo possivel entre si. Somado a isso, os triangulos nao
devem se interseccionar.

O software passa por todos os planos do eixo z procurando pelas laterais dos
triangulos do mapa tridimensional. Onde a lateral de cada tridngulo intersecciona o
plano, o ponto é definido. Cada um desses pontos nos planos separados foram
computados por interpolacdo linear para gerar os poligonos com uma linha de
contorno da superficie de resposta (xc,Yyc,zc). Em outras palavras: a linha de contorno
€ tracada na borda dos triangulos que formam o mapa tridimensional dos dados,

conforme observa-se na piramide da Figura 77.
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Figura 77 — Linha de contorno tragada na lateral da piramide de triangulagéo dos
dados. Fonte: Traduzido de Microcal Origin (2009).

O processo de procura de pontos de interse¢ao do mapa tridimensional de
triangulagdo se repete em varios planos para criacdo de varias linhas de contorno
(Figura 78).

Figura 78 — Linhas de contorno tragcadas em varios planos em que open contour:
contorno aberto, close contour: contorno fechado e intersection: interseccao. Fonte:
Reproduzido de Microcal Origin (2009).

O contorno pode ser suavizado com curvas do tipo spline, caso necessario. A
resolucao da superficie de resposta é dada pela quantidade de niveis de contorno
feitas sobre o plano da triangulagdo dos dados. A cada um dos planos é atribuida uma

cor. Para descrever os dados de germinacgao desse estudo foram utilizados 50 niveis.
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5.3.Resultados e Discussoes

A germinacao de sementes e o desenvolvimento das plantulas foram avaliados
para alface e rucula. A germinacéao é discutida aqui com base apenas nas superficies
de resposta, entretanto, as tabelas contendo os resultados de germinagao podem ser

observadas Apéndice D.

5.3.1. Toxicidade das diluicoes de AFFF

N&o ocorreu germinagao de nenhuma das sementes nos bioensaios contendo
AFFF, nas concentragdes encontradas nos galdes vendidos. A concentragao original
de 6% e a diluicdo para 3% nao resultaram em germinacdo em nenhuma das
triplicatas. No caso da diluigdo de 1%, observou-se a germinagdo média de apenas
3,4% das sementes de alface e 1,7% das sementes de rucula.

A formulacao original de AFFF é bastante concentrada e causou perturbagao
no ambiente de germinacao das sementes. A acidez e os componentes organicos da
AFFF podem ter inibido a germinagdo dos organismos testados. Os compostos
fluorados sdo considerados inertes devido ao numero de ligagdes C-F em sua
molécula mas, ainda assim, é provavel que tenham sido fatores de inibicado da
germinacdo. E valido citar também que os valores testados foram superiores aos
encontrados em amostras ambientais, que devem ser inferiores a 15,0 g.L-' de acordo
com a USEPA (2009a).

5.3.2. Alface (Lactuca sativa)

Apos 120 horas de incubacdo no escuro foi observado que nido houve
germinagao no ensaio CP para todos os tempos. Para as sementes de alface foram
determinadas as porcentagens de germinacao (Figura 79) e os calculos de inibicao
alongamento do hipocdtilo e da raiz, relativos ao controle negativo — CN (Figuras 80 e
81).
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Figura 79 — Germinagao de alface em AFFF em diferentes concentragdes. A regiao
A mostra a maior germinagao na concentracao de 1% em 60 dias. As regides de
menor e maior germinagao sao indicadas pela letra B e C, respectivamente. Fonte:

Elaborado pelo autor.

Conforme esperado, a germinagao das sementes sem exposi¢cao a AFFF nos
ensaios controle CO, C60 e C120 atingiu os valores mais altos, entre 90 e 100%. Isso
pode ser observado ao longo de toda a regido inferior da superficie de resposta da
Figura 79.

Com relagédo a germinagédo dos bioensaios de toxicidade com sementes de
alface, tem-se que as amostras mais téxicas foram aquelas com maior concentragao
de AFFF proximas ao tempo inicial e 60 dias (FO-10x e F60-10x). A regido B da
superficie de resposta (Figura 79) mostra que os valores chegam a 0-10% na
extremidade superior esquerda. Contudo, ocorreu também um aumento na
germinagao (e diminuigao na toxicidade) ao longo do tempo, sendo que apds 120 dias,
mesmo as concentragdes mais altas de AFFF nos ensaios permitiram a germinagao
na faixa de 30-40%.
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E possivel que a biodegradacdo de componentes néo fluorados da formulagéo
da AFFF possa ter contribuido para a menor toxicidade com o tempo, resultando numa
maior germinacgao apos 120 dias.

Entretanto, o fator de sazonalidade das condi¢dbes do solo no Jardim
Experimental, que possa ter beneficiado a germinagdo de todas as sementes do
experimento, foi considerado antes dessa conclusdo. Observa-se na regido C da
Figura 79 um aumento na germinagao dos ensaios controle sem AFFF. A analise com
o teste de Tukey foi util para esclarecer se as amostras contendo AFFF variaram junto
com o controle ou foram significativamente diferentes de uma variagdo sazonal. O
teste estatistico estabeleceu que houve diferenga significativa de todos os ensaios em
relagdo aos controles e entre si. Assim, a variagao sazonal das condi¢des do solo ndo
foi o fator responsavel para o aumento da germinagcédo, mas sim, a diferenca dos
tratamentos entre si e fatores internos.

Com isso, observou-se que a AFFF tem uma toxicidade progressivamente
menor ao longo do tempo nas concentragdes testadas. Ainda assim, a regido A da
superficie de resposta (Figura 79) mostra uma mudanca interessante nesse padrao.
Observou-se um aumento na germinagao ocorrendo, especificamente, ao redor de 60
dias na concentragédo 1x (F60-1x). Embora essas amostras de solo ndo tenham sido
analisadas quimicamente, € provavel que diferentes metabdlitos secundarios da
biodegradacdo da AFFF tenham aparecido ao longo do processo. Aqueles que
aparecem exclusivamente no tempo intermediario sob o ensaio de concentragéo 1x
foram, portanto, menos toxicos. Observa-se também na Figura 80 e 81 que o maior
crescimento e menor inbigdo, excluindo-se os controles, ocorre nos ensaios contendo

AFFF em ensaio de concentragao de 1x (F60-1x e F120-1x).
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Figura 80 — Crescimento de alface em AFFF em bioensaios de toxicidade no tempo

inicial (TO), intermediario (T60) e final (T120). Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 81 — Inibi¢ao relativa do crescimento de alface por AFFF em bioensaios de
toxicidade no tempo inicial (TO), intermediario (T60) e final (T120). A palavra
experimento foi abreviada para exp. para caber na Figura. Fonte: Elaborado pelo

autor.
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As Figuras 80 e 81 facilitam a visualizagdo da resposta de alface a AFFF.
Evidencia-se que no tempo final, sob ensaios com as concentragbes de 0,1x e 1x
existe maior crescimento e menos inibicao de alface. O solo sem contaminagéo por

AFFF, entretanto, apresenta ainda assim maiores valores de crescimento.

5.3.3. Rucula (Eruca sativa)

Apds 120 horas de incubacdo no escuro foi observado que nado houve
germinagao no ensaio CP para todos os tempos. Para as sementes de rucula foram
determinados a porcentagem de germinagao (Figura 82) e os calculos de inibigao
alongamento do hipocétilo e da raiz relativos ao controle negativo — CN (Figuras 83 e
84).
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Figura 82 - Germinagéo de alface em AFFF em diferentes concentragées. A regiao
A indica menor germinagao na concentragao de 0,1% no tempo inicial. A regido de
maior germinag¢ao na concentragdo 10x é indicada pela letra B. Fonte: Elaborado

pelo autor.
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Novamente, a germinagdo das sementes sem exposi¢cao a AFFF nos ensaios
controle CO, C60 e C120 atingiu os valores mais altos, entre 90 e 100%. Isso pode ser
observado ao longo de toda a regiao inferior da superficie de resposta da Figura 82.

Com excecgao das regides A e B (Figura 82), toda a superficie de resposta
aproxima-se de uma relagdo linear entre concentragdo e germinagdo, em que a
variavel de tempo n&o afeta a germinagcdo. Em outras palavras, a superficie de
resposta obtida ndo conta com muita variagdo entre AFFF (y) e germinacgao (z)
ocasionadas pelo tempo (x), sendo a germinagdo uma fungdo quase exclusiva da
concentragéo de AFFF (y).

Os bioensaios de toxicidade com sementes de rucula (Figura 82) se
assemelham aos resultados obtidos sobre toxicidade de AFFF para alface (Figura 79).
As amostras mais tdxicas foram aquelas com maior concentragao de AFFF. A regido
B da superficie de resposta (Figura 82) mostra que o tempo é um fator responsavel
por diminuir a toxicidade de AFFF para rucula, embora menos que o observado nos
ensaios com alface (Figura 79). O aumento na germinagdo (e diminuicdo na
toxicidade) ao longo do tempo foi menos pronunciado nas sementes de rucula. Assim,
a alface € um melhor bioindicador de toxicidade para as espumas de incéndio.

Curiosamente, os menores valores médios de germinacdo (Figura 82),
crescimento (Figura 83) e inibicdo (Figura 84) sdo encontrados nos grupos com

concentracdes 0,1x, e nao em 1x.
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Figura 83 — Crescimento de rucula em AFFF em bioensaios de toxicidade. Fonte:
Elaborado pelo autor.
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Figura 84 - Inibic&o relativa do crescimento de rucula por AFFF em bioensaios de
toxicidade. A palavra experimento foi abreviada para exp. para caber na Figura.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Ainda assim, os resultados com maior valor de crescimento (e menor inibigéo)
correspondem aos ensaios de 120 dias.

Juntamente aos dados de alface foi confirmada a influéncia do tempo na
diminuicdo da toxicidade da AFFF para a rucula. Existe uma tendéncia ao aumento
na germinagao, indicando que o meio passa a ser mais favoravel ao crescimento das
sementes apds 120 dias. A superficie de resposta para germinagao (Figuras 79 e 82)
indica isso com o alargamento na area verde e amarela (faixas intermediarias de

germinagao) no lado direito do grafico.
5.3.4. Fito-toxicidade de AFFF e bioacumulagao
Com relacao a formulagao total da AFFF, existem muitas referéncias sobre a

baixa toxicidade do butil carbitol (JOHANSSON, 1988; STAPLES et al. 1998). Ja a

toxicidade de muitos compostos perfluorados para plantas é ainda desconhecida.
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Com isso, & seguro atribuir a toxicidade observada nos bioensaios aos
compostos perfluorados. Entretanto, ndo existem publicagcbes com dados sobre fito
toxicidade de AFFF e seus compostos para plantas para comparar com os resultados
obtidos nos experimentos desse capitulo. A literatura carece de testes de toxicidade
em plantas tanto na formulagdo original das espumas quanto os componentes
individuais (PFAS ou fluortelomerados). Além disso, poucos trabalhos em toxicidade
analisam componentes individuais, ja que tanto a formulagdo quanto os metabdlitos
secundarios de biotransformacao dos PFCs ainda sdo pouco conhecidos.

Os resultados encontrados neste trabalho sdo parte de uma primeira iniciativa
em demonstrar o efeito da AFFF em plantas. Mais estudos sdo necessarios para
delimitar a influéncia de AFFF no desenvolvimento de muitos outros organismos-teste.

Existe conhecimento, entretanto, sobre a bioacumulagdo desses compostos na
cadeia alimentar, incluindo plantas (VAN ASSELT et al., 2011). Os dados obtidos nos
bioensaios de toxicidade, demonstrados principalmente nas Figuras 79 e 82, indicam
que, apesar da toxicidade inicial da AFFF liberada no ambiente, tanto alface quanto
ruacula crescem em solo contaminado. Embora isso signifique algo bom, quanto a
diminuicdo da toxicidade desses compostos ao longo do tempo (120 dias), para alface
e rucula, isso ndo significa que a baixa toxicidade esteja associada a biodegradagéo
dos perfluorados no meio. Conforme discutido no capitulo 2 (Figura 66), o butil carbitol
€ a porgao mais biodegradada, enquanto que as moléculas contendo varias ligagcoes
entre carbono e fluor, consideradas biologicamente inertes para esses organismos,
entram nos tecidos dos organismos durante seu desenvolvimento e acumulam-se na
cadeia alimentar por até 45 anos (CLARKE et al., 2010). Isso é preocupante, afinal &
conhecido a mais de uma década que compostos fluorados organicos com
propriedades bioacumulativas apresentaram toxicidade para organismos, incluindo
mamiferos. (SCHULTZ et al., 2003).

Baseando-se no aumento da germinacdo de alface e rucula, apesar da
presenca de alta concentragdo da AFFF no solo, combinados com a literatura sobre
bioacumulagdo aqui discutidas, € proposto o esquema da Figura 85 sobre como

acontece o processo de bioacumulacao da AFFF.
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Figura 85 — Visao geral da bioacumulagdo da AFFF. As setas azuis representam as
rotas associadas a agua, as setas verdes representam as rotas bidticas, as setas
laranjas representam a liberagéo direta da AFFF e as setas em cinza representam

fatores abiéticos. Fonte: Elaborado pelo autor.
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A baixa fitotoxicidade apds 120 dias e potencial para bioacumulagdo em plantas
aumenta a problematica da persisténcia desses compostos. A metodologia proposta
nessa tese de fato ndo fez analises quimicas nos tecidos vegetais para deteccao de
compostos bioacumulados. Entretanto, a bioacumulagdo dos PFCs da AFFF nos
organismos-teste (rucula e alface) € uma suposigéo provavel.

Estudos relatam que esses PFCs persistentes estdo amplamente distribuidos
em animais. Sabe-se que a exposicao a eles resulta em hepatotoxicidade, problemas
no desenvolvimento, imunotoxicidade, efeitos hormonais adversos e potencial
carcinogénico em animais (CLARKE et al., 2010; HOLZER et al., 2008). Em um estudo
recente por Lorber et al. (2015) foram encontrados até 19 ng.mL-' de compostos
perfluorados (PFOA, PFOS, PFBA e PFHxA) no plasma sanguineo humano. O grupo
principal de PFCs inclui os PFOS, e ja foi frequentemente detectado em produtos
alimenticios em altas concentragdes (FSA, 2009). A rota de exposigdo de humanos
aos PFOS, no entanto, ainda n&o foi caraterizada (HALLDORSSON et al., 2008). A
proposta é que ela ocorra conforme a Figura 85. Embora fontes ndo alimentares, como
até mesmo particulas de poeira, possam conter PFCs (e levadas em consideragao na
Figura 85), o consumo através da alimentacdo é a causa de 98% da exposigcao
humana aos fluorcarbonados (ERICSON et al., 2008; WILHELM et al., 2008;
FROMME et al., 2009).

Por fim, todas as substancias discutidas nos trabalhos sobre bioacumulagao e
toxicidade foram detectadas nas analises quantitativas do capitulo 1. Por isso, alerta-
se para a falta de legislagdo rigida e controle sobre o uso, venda e descarte das
AFFFs.



6. Capitulo 4

Metagenémica de Solo com AFFF

6.1.Introducgao

O cultivo de microrganismos e técnicas independentes de cultivos séo as
metodologias que permitem explorar a diversidade microbiana presente no solo (KIRK
et al., 2004). Atualmente, sabe-se que um grama de solo pode conter até 10° células
microbianas, distribuidas em milhares de espécies distintas, em que apenas 0,1% a
10% possa ser cultivavel (TORSVIK et al., 2002). Dessa maneira, a obtengédo de
informagdes sobre biodiversidade, ecologia, dindmica e riqueza da comunidade
microbiana, em determinado ambiente, pode ser conquistada por meio de técnicas
independente de cultivo, sendo estas baseadas em métodos moleculares, os quais
tem como principal objetivo a extragdo do DNA total deste ambiente, para posteriores
analises (KIRK et al., 2004; GONZALEZ et al., 2011).

Estas novas metodologias aumentaram a capacidade de correlacionar os
dados microbiologicos com os fatores fisico-quimicos, distancia geografica e
cobertura vegetal, permitindo inferéncias mais robustas a respeito das comunidades
microbianas (KIRK et al., 2004).

O desenvolvimento e a adaptacao de técnicas da biologia molecular, como
aquelas baseadas na reagdo em cadeia da polimerase (PCR), tém permitido a

identificacdo destes organismos de forma independente da morfologia, e também de
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forma independente de cultivo, levando a um maior conhecimento dos seres
constituintes da microbiota (AVIO et al., 2009).

Desde o inicio do ano 2000, as técnicas moleculares com tém sido cada vez
mais utilizadas para acessar diretamente toda o pool de microrganismos ambientais
sem as limitagdes associadas com o cultivo em laboratério de cepas microbianas
(EYERS et al. 2004). Apesar disso, o grupo dos procariotos permanece como o maior
reservatorio inexplorado de atividades enzimaticas na biosfera. Para aumentar o
conhecimento sobre eles, técnicas de 'metagendémica’ estdo ganhando popularidade.
Essas técnicas consistem na analise de toda uma comunidade em uma amostra
ambiental, ao invés de cultivos de isolados individuais. Em outras palavras, o foco da
metagendmica s&o os genomas totais de organismos que habitam um determinado
ambiente. Isso mudou completamente o cenario anterior em que a analise orientada
por fungédo das capacidades biodegradante eram tipicamente baseadas na detecg¢ao
visual do crescimento em meios seletivos, contendo poluentes como aceptor de
elétrons, como unica fonte de carbono ou na produgdo de metabdlitos coloridos /
marcados. O termo "metagenémica” também se refere a “genémica aleatérios de
comunidade”, isto €, o sequenciamento em larga escala de metagenomas ambientais
com maior preocupagao sobre a funcdo dos genes das amostras, ao invés da
taxonomia (GEORGE et al., 2011).

A metagendmica € considerada uma grande promessa para a biorremediagao
(COWAN et al.,, 2005; GABOR et al., 2007). De fato, ela permite o estudo de
comunidades ambientais em toda a sua complexidade, o que inclui as interacdes entre
os membros da comunidade. Frequentemente, atribuiu-se que a mineralizagao
completa de um poluente requer intercambio metabdlico entre espécies diferentes e,
portanto, é realizado por consorcios bacteriana (JIMENEZ et al., 1991; SMIDT; DE
VOS, 2004; ABRAHAM et al., 2002) em vez de uma unica espécie. Mas, acima de
tudo, a metagend6mica tem o potencial de aumentar substancialmente a descoberta e
caracterizagao das vias metabdlicas bacterianas envolvidas na degradacao de AFFF
e compostos perfluorados, muitos dos quais ainda sao desconhecidos.

A maioria das pesquisas sobre estes compostos tém sido tradicionalmente
focada na avaliacédo da sua eficacia no auxilio de combate a incéndios, deteccao, vias
de degradacao e persisténcia. Ha relativamente pouca informacao disponivel sobre
os potenciais efeitos ambientais nas comunidades microbianas de solo (GIMENEZ et

al.,, 2004). Estes produtos quimicos de combate a incéndios sdo usados
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extensivamente em areas naturais de elevado valor ambiental, e os dados disponiveis
sugerem que existe um potencial significativo de danos a vegetagéo terrestre e aos
ecossistemas aquaticos por alguns destes compostos (ADAMS; SIMMONS, 1999;
LUNA et al.,, 2007). H4 uma necessidade de quantificar o impacto de produtos
quimicos de combate a incéndios e verificar seus efeitos sobre a metagenoma do solo.

Medicbes baseadas na comunidade microbiana podem ser potencialmente
uteis para a deteccédo de alteragcbes na qualidade do solo, devido a aplicagéo de
produtos quimicos de combate a incéndios e, portanto, para avaliar a compatibilidade
ambiental destes compostos e a assimilagdo pela microbiota local (PANKHURST et
al.,, 1997). No entanto, apesar do uso intensivo de retardadores de fogo,
surpreendentemente, ndo ha nenhuma informacéao sobre os seus efeitos sobre a
comunidade microbiana do solo. Estudos recentes realizados em zona humida
temperada tém mostrado que, sob condi¢gdes de laboratério, a estrutura da
comunidade microbiana de diferentes amostras de solo, pode ser afetada a curto
prazo por uma espuma de incéndio com polimeros a base de acrilico e proteinas
(BASANTA et al., 2003; DIAZ-RAVINA et al., 2006). Contudo, esses estudos
anteriores abordaram outro tipo de espuma de incéndio (FP, descrita na Tabela 2), e
nao as AFFFs.

6.1.1. Motivagao

Os produtos quimicos de combate a incéndios podem induzir mudancgas de
médio a longo prazo nas comunidades microbianas do solo e, portanto, no
funcionamento e qualidade do solo, fazendo com que que utilizagdes futuras da area
sejam planejadas com cautela. Microrganismos do solo sdo os principais agentes
responsaveis pela sustentabilidade a longo prazo dos ecossistemas do solo, uma vez
que controlam a decomposi¢cao de matéria organica e, consequentemente, os fluxos
e rendimentos de carbono no solo e nutrientes, por meio de processos de
decomposigéo, mineralizagdo e imobilizagdo (NANNIPIERI et al., 2003). Mudangas
em varios aspectos de microrganismos do solo (numero, massa, atividade e
diversidade) causados pelas atividades naturais ou humanas podem perturbar o
funcionamento do ecossistema e levar a perda de qualidade do solo. Somado a isso,
0s parametros microbianos e alteragdes no perfil da comunidade de solo podem ser
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usados como bioindicadores de sensibilidade do solo a mudangas induzidas por
diferentes disturbios e contaminantes.

Para entender o processo de alteracdo da microbiota nesta ultima etapa do
estudo, verificou-se o efeito da aplicagdo das solu¢gdes de AFFF na alteracédo da
estrutura de comunidade bacteriana de solo contaminado por compostos
fluorcarbonados por PCR-DGGE.
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6.2. Metodologia

Foram analisadas 25 amostras de solo. Trés amostras no tempo inicial e outras
doze no tempo final fazem parte do conjunto de amostras de solo submetidas as
técnicas moleculares (Tabela 13). O solo preparado no capitulo 3, na se¢éo 5.2.4 foi
utilizado como amostra analisada. Foram avaliados para os tempos de 0 e 60 dias as

amostras.

Tabela 13 - Amostras de solo para realizagao de analises moleculares
Tempo Tempo inicial 60 dias

(identificagao entre (identificagao entre

Amostra parénteses) parénteses)
Controle Solo 3 amostras (CO) 3 amostras (C60)
AFFF 0,1 x --- 3 amostras (0,1x)
AFFF 1x --- 3 amostras (1x)
AFFF 10x --- 3 amostras (10x)

(Elaborado pelo autor)

6.2.1. Local de estudo

A simulagdo de solo contaminado por petréleo e AFFF foi feita no Jardim
Experimental do campus da UNESP - Rio Claro.

Os procedimentos de biologia molecular foram realizados em conjunto com o
Prof. Dr. Fernando Dini Andreote no Laboratério de Biologia Molecular do
Departamento de Ciéncias do Solo da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”
- Universidade de Sao Paulo (ESALQ / USP), Piracicaba-SP.

6.3.Metagendémica por gel de eletroforese em gradiente desnaturante (DGGE)

De um ponto de vista pratico, a riqueza de dados produzidos de estudos
metagenomica identifica tragos funcionais em comunidades microbianas que
conferem robustez a poluigdo e / ou capacidade de biodegradagao, permitindo,
portanto, a distingdo entre areas contaminadas, onde a atenuagao natural é suficiente

a partir de locais onde biorremediagcao ativa € necessaria. Atualmente, diversas
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metodologias sdo desenvolvidas para estudo da comunidade microbiana no ambiente,
sendo o ponto de partida a extragdo do DNA e / ou RNA total diretamente das
amostras ambientais (SINGH et al., 2006; ANDREOTE et al., 2009). Metodologias
conhecidas como fingerprint estudam a estrutura da comunidade, a partir de um perfil
de produtos de amplificacdo por PCR, que podem ser diferenciados a partir de
alteragcdes nas concentragbes de guanina (G) e citosina (C), por meio de uma
metodologia intitulada gel de eletroforese em gradiente desnaturante — DGGE
(MUYZER et al., 1993).

Fragmentos de DNA de cadeia dupla com o mesmo comprimento mas
diferentes pares de base podem ser separados num gel de poliacrilamida, que tem
um gradiente linear de produtos quimicos de desnaturagdo: ureia e formamida
(electroforese em gel de gradiente desnaturante, DGGE). Os fragmentos de DNA
migram no gel, até que sejam parcialmente desnaturados. A separagéo de fragmentos
de DNA ocorre com o uso de um grampo GC, que € uma longa sequéncia rica em
guanina (G) e citosina (C) incorporada a um dos primers.

A desnaturagao de uma sequéncia rica em GC é muito mais dificil do que a do
resto da sequéncia e, por conseguinte, os fragmentos de DNA sdo apenas
parcialmente desnaturados no gel. A diferenga na tendéncia desnaturagdo dos
compostos ricos em GC contra regides ricas em AT é causada pela diferente

quantidade de ligacdes de hidrogénio que mantém as bases em conjunto (Figura 86).
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Figura 86 - Pares de base adenina-timina (a) e guanina-citosina (b). As pontes de

hidrogénio sdo mostradas dentro dos circulos em vermelho. Fonte: Reproduzido de
Kaksonen (2014).

O numero de fragmentos no gel DGGE indica a diversidade na comunidade
microbiana. Os fragmentos de DNA em géis de electroforese podem, posteriormente,
ser sequenciados. Para este fim, os fragmentos sao cortados do gel, re-amplificado,

purificado a partir de primers e, em seguida, sequenciados. Neste estudo, contudo,
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apenas foi analisada a variedade dos perfis microbianos de solo. A abordagem
adotada foi para determinar a associagao das bandas de DGGE para as principais
subclasses filogenéticas. A Figura 87 mostra uma visao geral dos passos do protocolo
de DGGE.
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Figura 87 — Visdo geral da técnica de gel de eletroforese em gradiente desnaturante
(DGGE). Fonte: Traduzido de Kaksonen (2014).

Na analise dos resultados obtidos por PCR-DGGE, verifica-se que cada banda
identificada no gel representa um grupo de microrganismo com a mesma sequéncia
de nucleotideos ou sequéncias similares com o0 mesmo comportamento de
desnaturacao (SINGH et al., 2006). Essa técnica é adequada na comparagao de duas
ou mais comunidades microbianas (MUYZER; SMALLA, 2003). No caso das amostras
apresentarem padrbes de bandas distintos no gel, certamente as comunidades

analisadas sédo diferentes entre si (BOON et al., 2000).
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6.3.1. Extracdao de DNA total das amostras de solo

As amostras de solo para a analise foram submetidas a extragdo de DNA com
o kit comercial PowerSoil® DNA Isolation (MoBio Laboratories Inc., Carlsbad, CA,
EUA) de acordo com as instrugdes do fabricante.

Em balanga semi analitica, foi pesado 0,400 g de cada amostra e adicionado
em tubos PowerBead de 2,0 mL. Foram adicionados 60 yL da solugao C1, invertendo
o tubo varias vezes, e, posteriormente, foi agitado em agitador de tubos na velocidade
maxima por 10 minutos e centrifugado a 10.000 g por 30 segundos. O sobrenadante,
de aproximadamente 450 L, foi transferido para um novo tubo, adicionado 250 uL da
solugdo C2, agitado por 5 segundos e incubado a 4°C por 5 minutos. Transcorrido
este periodo, centrifugou-se a 10.000 g por 1 minuto e entdo 600 pL do sobrenadante
foi transferido para um novo tubo. Foram adicionados 200 pL da solugéo C3, seguido
com agitagcdo por 5 segundos e incubacdo a 4°C por 5 minutos. Logo apés,
centrifugou-se a 10.000 g por 1 minuto e transferiu-se 750 L do sobrenadante a um
novo tubo; adicionou-se 1200 pL da solugédo C4, agitou-se por 5 segundos, carregou-
se 675 L da solugao no tubo contendo a coluna e, entéo, centrifugou-se por 1 minuto
a 10.000 g. A solucgao coletada no tubo foi descartada e 675 L foi carregado na coluna
e centrifugado por 1 minuto a 10.000 g. A solugéo coletada no tubo foi novamente
descartada e o restante foi aplicado na coluna, centrifugado da mesma maneira que
nas condi¢des anteriores. Em seguida, adicionou-se 500 pL da solugdo C5 na coluna
e centrifugou-se a 10.000 g por 30 segundos; descartou-se o sobrenadante e
centrifugou-se novamente o tubo vazio por mais 1 minuto a 10.000 g. Realizada esta
etapa, a coluna foi transferida para um novo tubo com a adi¢ao de 100 uL da solugéo
C6 no centro da coluna. Por fim, estes tubos foram centrifugados por 30 segundos a
10.000 g e obteve-se o DNA extraido das amostras de solo.

O resultado das extragdes foi avaliado por meio de uma aliquota de 5 pL do
DNA extraido, submetida a eletroforese em gel de agarose a 1,5% (m/v), corado com
GelRed (Biotium Inc., Hayward, CA) em tampao TAE (400 mM Tris, 20 mM &acido
acético glacial, 1 mM EDTA). A corrida das amostras no gel foi realizada em campo
elétrico de 80 V, por aproximadamente 30 minutos. Utilizou-se como marcador padrao
de massa molecular Low Mass DNA Ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e o gel

foi, posteriormente, visualizado e fotografado em luz UV.
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6.3.2. Amplificagao de genes especificos do DNA extraido por PCR

A metodologia de PCR, seguida por DGGE, foi aplicada a fim de comparar a
diversidade e a estrutura das comunidades bacteriana e fungica em fungao dos
diferentes tratamentos do solo contaminado. O procedimento baseou-se no estudo de
Haichar et al. (2008), com adaptagdes. O DNA extraido das treze amostras de solo foi
submetido a rea¢des de PCR para amplificagdo de genes-alvo especificos a partir de
primers e condi¢des descritas na Tabela 14, utilizando termociclador modelo
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems).

Tabela 14 - Lista de primers utilizados para amplificacdo de diferentes alvos a partir
do DNA total

Primer Sequéncia (5'-3") Alvo Referéncia

1492R ACC.TTG.TTA.CGA.CTT Gene 16S LANE et
DNAr al., 1991

27F AGA.GTT.TGA.TCM.TGG.CTC.AG Gene 16S LANE et
DNAr al., 1991

1387R  CGG.TGT.GTA.CAA.CCG.GGA.ACG Gene 16S HEUER et
DNAr al., 1997

968-GC GCG.CCG.GGG.AGC.GCC.CCG.GGC.GGG. Gene 16S HEUER et
GCG.GGG.GCA.CGG.GGG.GAA.CGC.GAA.G DNAr al., 1997

(Adaptado de referéncias; elaborado pelo autor)

A amplificacdo do gene 16S DNAr, para o grupo de Bactéria, foi realizada com
os primers 1492R e 27F, a partir do seguinte ciclo: desnaturagao inicial de 4 minutos
a 94°C; seguida de 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 1 minuto a 63° C, 1 minuto a
72°C; e uma extensao final de 10 minutos a 72°C; resultando em 25 uL de produto de
PCR (Tabela 15). Na segunda reagdo para o grupo de Bactéria, utilizaram-se os
primers 1387R e 968-GC e os ciclos de amplificacao foram: desnaturacao inicial de 4
minutos a 94°C; seguida de 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 56°C, 2 minutos
a 72°C; e uma extensao final de 10 minutos a 72°C; resultando em 50 pL de produto
de PCR (Tabela 16).
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Tabela 15 - Protocolo de amplificacdo da primeira reacdo de PCR

PCR1 - Bactéria

Agua Milli-Q
Amostra

PCR buffer
MgCl2

BSA

dNTPs

forward primer
reverse primer
Taq polimerase
Total

Tabela 16 - Protocolo de amplificacdo da segunda reagdo de PCR

PCR2 - Bactéria

Agua Milli-Q
Amostra
PCR buffer
MgCl2
Formamida
dNTPs

forward primer

reverse primer

Taq polimerase
Total

Concentragao final

1X

3,75 mM
100,00%
0,20 mM
0,20 pmol.pul-’
0,20 pmol.pul-’
0,05 U.pl!

Concentragao final

1X

2,50 mM
100,00%
0,20 mM
0,40 pmol.pul-’
0,40 pmol.pul-’
0,05 U.pl

Volume por
reagao (L)
14,15

2,00

2,50

3,75

0,25

2,00

0,05

0,05

0,25

25

Volume
total (uL)
212,3

37,5
56,3
3,8
30,0
0,8
0,8
3,8
345,0

(Elaborado pelo autor)

Volume por
reagao (L)
33,60

1,00

5,00

5,00

0,50

4,00

0,20

0,20

0,50

50

Volume
total (pL)
504,0

75,0
75,0
7,5
60,0
3,0
3,0
7,5
735,0

(Elaborado pelo autor)

Apés a obtengao dos amplicons, os produtos da PCR (segunda reagao) foram

avaliados em gel de agarose 1,2% (m/v), seguido de coloracdo em brometo de etideo

com visualizagao e registro fotografico em luz UV (Figura 88).
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Figura 88 — Equipamento para registro fotografico do gel de agarose em lux UV.

Fonte: Elaborado pelo autor.

6.3.3. Anadlise da estrutura da comunidade microbiana pela técnica de
PCR-DGGE

As analises de DGGE foram efetuadas com o phorU2 system (Ingeny, Leiden,
Holanda) em um gel de poliacrilamida 6,0%, com um gradiente de desnaturacéo de

45-65% para as bactérias de solo (Figura 89).
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Figura 89 — Equipamento para eletroforese em gel de DGGE. Fonte: Elaborado pelo

autor.

Para o preparo do gel, os respectivos gradientes de 45% (Low) e 65% (High)
foram realizados misturando-se as solugdes A (0%, acrilamida 6,0%) e B (80%,
acrilamida 8,0%, ureia 5,6 M e formamida deionizada 32%), além de 75 uL de
persulfato de amonia (APS) 20% e 12 yL de TEMED, em cada uma das solugdes. Em
seguida, as solugcdes foram utilizadas na montagem do gel com auxilio de bomba
misturadora; e, apds 50 minutos, o stacking gel foi confeccionado a partir de 7 mL da
solugéo A, 45 pL de APS 20% e 10 uL de TEMED, sendo aguardado mais 60 minutos
para sua polimerizacdo. Assim, foram aplicados no gel 8,0 yL do produto de PCR,
juntamente com 3,0 yL de tampé&o de carregamento.

As condicdes da eletroforese foram de 60°C por 16 horas a 90 V em tampao
TAE 0,5 x. Realizado este passo, o gel de poliacrilamida com as amostras foi corado
com SYBR-gold (Invitrogen, Breda, Holanda) em TAE 0,5 x no escuro por 120 minutos.
As imagens resultantes forma usadas para conversao em matrizes de bandas com o
software IMAGEQUANT TL UNIDIMENSIONAL - Amersham Biosciences, Amersham,
UK, v.2003 (McCaig et al. 2001).



Capitulo 4 - Metagendémica de Solo com AFFF 206

6.3.4. Analises estatisticas

Os software PAST 1.90 (HAMMER et al., 2001) e CANOCO 4.5 (Biometris,
Wageningen, Holanda) foram utilizados para a analise dos dados, utilizando como
matriz de similaridade o algoritmo de Bray Curtis.

Para avaliar a similaridade entre os grupos observados também foram
realizados os métodos multivariados de Analise de Coordenadas Principais (da sigla
em inglés Principal Coordinates Analysis, PCoA). A PCoA fundamenta em um
mapeamento linear da distancia ou diferengas entre os grupos para o espago de
ordenagdo, ou seja, para a projegao no espago cartesiano. Neste sentido, utiliza-se
um algoritmo a fim de explicar a maior parte da variagao no conjunto de dados obtidos.
Logo, os conjuntos de dados de cada amostra sao representados como pontos no
espaco. A analise também fornece valores que estabelece o quanto de variagao é
explicada em cada eixo (RAMETTE, 2007).

Calcula-se o coeficiente de correlagao entre as posi¢cdes correspondentes nas
matrizes de pontos, e avalia-se seu significado baseado nas permutacbes das
amostras em uma das matrizes (RAMETTE, 2007). Para tal, foram utilizados os
algoritmos de Bray-Curtis e Euclidiano para as matrizes de DGGE. Em ecologia
microbiana é bastante utilizado com o intuito de testar as relacbes entre matrizes de
distdncia moleculares e de dados geograficos para um mesmo conjunto de
organismos ou de se relacionar diversidade comunidade a heterogeneidade ambiental
(PARKER; SPOERKE, 1998; CHO; TIEDJE, 2000; HORNER-DEVINE et al., 2004;
SCORTICHINI et al., 2006).
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6.4. Resultados e Discussoes
6.4.1. Extracao de DNA e PCR

A extracdo de DNA das amostras de solo, descritas em 6.3.1., foi feita pelo kit
comercial PowerSoil® DNA Isolation, funcionou apods ajustes de concentragdo e
diluicdes da amostra inicial.

O resultado das extracdes foi avaliado por meio de uma aliquota de 5 pL do
DNA extraido, submetida a eletroforese em gel de agarose corado com GelRed
(Figura 90).
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Figura 90 — Eletroforese da extracdo de DNA de solo em gel de agarose (C: controle

sem solo). Fonte: Elaborado pelo autor.

A presenca de rastro no gel indica sucesso na extragao de DNA do solo nas
amostras analisadas.

As reacgbes de PCR (primeira — 16S, segunda — regido de variabilidade 16S)
também ocorreram e produziram a quantidade necessaria de produto (Figura 91), para
a aplicacao posterior em analise metagenomica no gel de poliacrilamida pela técnica
de DGGE. Nao foi observada contaminacédo por DNA, conforme auséncia de bandas

no ensaio C (Controle).
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Figura 91 - Eletroforese da primeira reacdo de PCR (a) e da segunda reagao de
PRC (b) em gel de agarose (C: controle, M: marcador molecular Gene Ladder para
1000 kb). As setas indicam as bandas de produtos da primeira reagéo de PCR (1)

em excesso e produtos da segunda reagao de PCR (2). Fonte: Elaborado pelo autor.

A presencga de 2 bandas no gel de agarose observada na Figura 91 indica que
a amplificacdo do DNA pelos primers utilizados funcionou. A banda 2, por sua vez, é
mais importante, pois sera expandida pela técnica de DGGE e verificada a
metagendmica da comunidade do solo pela divisdo em grupos de diversidade. A
formacao dessa banda foi observada em todos os ensaios. A banda 1 corresponde ao
excesso de amplicons da primeira reacdo de PCR e nao interfere nos passos

subsequentes da técnica de DGGE.



Capitulo 4 - Metagendmica de Solo com AFFF 209

6.4.2. Analise da estrutura da comunidade microbiana por DGGE
As imagens dos géis de DGGE foram analisadas conforme a presenca de

bandas em cada amostra (MCCAIG et al.,, 2001). Abaixo, estdo apresentados os

padrdes de bandas para bactéria (Figura 92).
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Figura 92 - Amplicons do gene 16S DNAr de Bactéria, apds separagao por DGGE.

Poliacrilamida 6,0%; gradiente desnaturante 45-65%; TAE 0,5 x; 60° C; 90 volts; 16
horas (M: marcador molecular Gene Ladder para 1000 kb, CO: controle sem AFFF
no tempo inicial, C60: controle sem AFFF apds 60 dias, 0,1x, 1x e 10x: amostras

com concentragdes diferentes de AFFF). Fonte: Elaborado pelo autor.
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A janela de gradiente desnaturante escolhida permitiu a observagao de bandas
nas amostras, conforme indicado na Figura 93. Cada banda representa um grupo de
bactérias semelhantes. A quantidade e a posi¢cao das bandas no gel foram obtidas em

resolugao suficiente para definir o perfil da comunidade microbiana de solo.

Figura 93 — Detalhe dos amplicons do gene 16S DNAr de Bactéria, apds separagao
por DGGE. Cada uma das setas indica bandas de grupos especificos de bactérias
encontrados no solo contaminado por hidrocarbonetos e AFFF. Fonte: Elaborado

pelo autor.

As bandas significam grupos individuais de microrganismos na amostra
contaminada por hidrocarbonetos e AFFF. Ao comparar bandas diferentes entre
amostras é possivel determinar a influéncia de um tratamento (no caso, contaminagao
por petréleo ou AFFF) na variabilidade de grupos na microbiota de solo.

As analises multivariadas de PCoA realizadas com as imagens de DGGE foram

entao aplicadas ao grupo de bactéria (Figura 94).
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Figura 94 - Analise de coordenadas principais (PCoA) dos grupos formados com
base na analise de DGGE, para comunidades de bactérias totais (gene 16S rDNA).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na Figura 94, esta apresentada a analise coordenadas principais (PCoA) para
as bactérias da comunidade de solo. Para melhor visualizacdo e compreensao, as
amostras foram agrupadas em conjuntos de cores, de acordo com suas distancias no
plano e com sua representatividade.

Foi utilizado o algoritmo Bray-Curtis para explicar a variagdo no conjunto de
dados obtidos. A variagao entre amostras foi de 82,41%.

Na interpretagcdo da PCoA (Figura 94), considera-se a regra do cosseno
baseada no eixo central. Assim, quando o angulo entre os pontos com o eixo central
(x, y = 0) for menor que 90°, estas amostras apresentam correlagcao positiva (dngulo
0° = +1). Em angulos maiores que 90°, a correlagao entre elas é negativa (dngulo 180°
= -1). Por fim, quando existe um angulo reto entre os pontos com o eixo central, as
amostras ndo possuem correlagao entre si — neutro (angulo 90° = 0). Também, a
posicao e agrupamento dos pontos nas coordenadas do plano indicam proximidade e

similaridade entre elas.
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As amostras de solo no tempo inicial (Controle C0O) ocupam posigao central no
plano da PCoA. As amostras, em geral, encontram-se distribuidas ao longo do plano,
mas as triplicatas encontram-se agrupadas entre si. E possivel identificar clusters, ou
agrupamentos de dados e inferir sobre a maneira com que a comunidade microbiana
variou ao longo do tempo.

Partindo do tempo inicial, observou-se nos ensaios controle C60 que, apos 60
dias, a microbiota tende a uma variacado natural. Existe um cluster de amostras C60
no quadrante superior esquerdo da PCoA. Esta variagado independe da contaminagao
por AFFF e pode ser associada a mudancas sazonais do solo, por exemplo.

A mesma variagao foi observada com a adicdo de AFFF nas comunidades
microbianas de solo. O uso de concentragdes mais baixas (0,1x e 1x) de AFFF causou
uma diferenciagao do perfil de bactérias no solo diferente do controle inicial (C0O) e da
evolugdo natural da comunidade em 60 dias (C60). Observou-se um cluster no
quadrante inferior esquerdo. Isso indica que a presenca de AFFF em baixas e médias
concentracdes afeta a comunidade microbiana do solo. Este resultado corresponde a
conclusao de Andreoni et al. (2004), que afirma que a microbiota € muito sensivel,
mesmo a baixa concentragdo de um contaminante e, portanto, responde rapidamente
a perturbacdo no ambiente.

No caso de concentragdes altas de AFFF em solo foram notadas maiores
mudancas na comunidade bacteriana de solo. De fato, é possivel observar até mesmo
no gel de eletroforese (Figura 92) a grande diferenca no padrao de bandas. Na analise
de PCoA, os pontos mais distantes da comunidade original do controle CO esta
agrupado a extrema direita do grafico (Figura 94). Deste modo, a comunidade
bacteriana sofreu muita alteracdo em sua estrutura, em funcdo da presenga do
poluente.

O novo perfil microbiano é possivelmente melhor adaptado para metabolizar o
contaminante em altas concentragdes, indicando que, apesar dos compostos
fluorcarbonados serem em grande parte inertes, a formulacdo total da AFFF,
distribuida comercialmente, afeta a comunidade de solo. Assim, a AFFF promove um
desequilibrio na comunidade edafica com o favorecimento de algumas populag¢des
microbianas em detrimento de outras (LLADO et al., 2012), conforme observado no
capitulo 1 pelas diferentes especializacbes de solo A, B e Controle na
biotransformacao dos perfluorados de AFFF Ansul.
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Poucos mecanismos enzimaticos da biodegradacdo de AFFF foram
esclarecidos pela literatura recente. Ainda ndo existem estudos de diversidade
genética ou perfil fisiolégico de comunidades de solo contaminados por AFFF assim
como os encontrados para pesticidas, agrotdéxicos ou muitos outros poluentes. Existe
apenas um estudo por Barreiro et al. (2010), que aponta para mudangas em longo
prazo na biomassa de solos contaminados por espumas de incéndio. A abordagem
dos dados desta tese, embora ndo conclua sobre a taxonomia do solo, permite,
entretanto, algumas inferéncias. E provavel que microrganismos dahalogenantes
sejam o0s principais grupos capazes de se desenvolver em comunidades
contaminadas por compostos perfluorados e o crescimento desses microrganismos
seja responsavel pela mudancga nos perfis de solo observados na Figura 94. Bactérias
como Dehalococcoides etanogenes (YUJIE et al., 2013), Pseudomonas sp. 2CBS
(FETZNER et al. 1998), Sphingomonas chlorophenolica (XUN; ORSER 1991),
Mycobacterium chlorophenolicum (UOTILA et al. 1992) e Sphingomonas paucimobilis
(NAGATA et al., 1993) podem ser predominantes em um novo perfil de comunidade
microbiana observado em solos contendo AFFF em nivel de contaminagao 10x.

O conhecimento das comunidades microbianas presentes no ambiente
contaminado revela-se ser uma importante ferramenta na determinacdo das
estratégias a serem adotadas para a biorremediacéo in situ (ROS et al., 2010; SUN et
al., 2012). Compreender como a biorremediacdo influencia a diversidade da
comunidade microbiana do solo torna-se um passo crucial para um melhor
conhecimento sobre o comportamento e fungao dessas populacdes

Desta forma, o uso de solo contaminado (para ocupagao humana ou produgéo
de alimento) pode levar, além dos riscos toxicoldgicos, a interferéncia de novos grupos
de microrganismos. O novo perfil microbiano induzido pela contaminagcao por AFFF
poderia inviabilizar o uso de areas, como por exemplo pelo favorecimento de

microrganismos patégenos ou pela queda da produtividade agricola.



7. Conclusoes

Neste estudo foram avaliados os efeitos da co-contaminagao das AFFFs com

hidrocarbonetos, sob diversas abordagens, que permitiram concluir:

A microbiota de locais contaminados com AFFF s&o capazes de metabolizar
substratos contendo contaminacao por AFFF e BTEX;

A principal rota metabdlica de biotransformacao da formulagdo de AFFF Ansul
produz principalmente 6:2 FtS e PFHXA, a partir de precursores 6:2 FtTAoS;
O metabolismo de biotransformacgdo de PFCs ocorre somente em condigdes
aerobias, assim como a biodegradacéo de BTEX;

A presenca de BTEX em ensaios aerdbios de co-contaminagdo com AFFF
Ansul gerou produtos intermediarios de biotransformacao alternativos, que
podem indicar a formacgao de novos compostos desconhecidos, cujos métodos
de deteccéo nao foram descritos;

A biodegradagao de BTEX € menos eficiente na presenca de AFFF, apesar da
propriedade surfactante desses compostos. Isso ocorre pela competigdo com
o butil carbiol como substrato da comunidade microbiana;

A observacao de processos de biotransformagao ndo ocorreu em anaerobiose;
A presenca de AFFF Sintex promoveu maior rendimento de CO2 em ensaios
respirométricos contendo gasolina em solo;

A fito-toxicidade de AFFF para rucula e alface é alta, aumentando em fungao
da concentragao e diminuindo em funcao do tempo de exposicdo ao ambiente;
A contaminagéo do solo por AFFF induz mudangas metagenémicas no perfil

de comunidade bacteriano encontrado.
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7.1. Consideragoes finais

Os dados deste trabalho apresentaram uma série de consequéncias, quanto a
liberacdo do AFFF no contexto de incéndios na industria petroquimica. A liberagao de
compostos persistentes deve ser evitada. Entretanto, o contexto dessa liberagdo € o
de situagdes de emergéncia, em que vidas e patriménio estdo em risco. Desta forma,
apesar de todas as recomendacdes, € muito importante realgcar o bom senso sobre
prioridades, em que a remediacdo ambiental deve ser colocada em segundo plano,
quando a seguranga de seres humanos pode ser comprometida. Nao foi feita aqui a
proposta de preservar o ambiente em detrimento de vidas. Afinal, por esse motivo,
existem técnicas de biorremediagao: recuperar areas degradadas apos a liberagao de
contaminantes. Contudo, apenas com o conhecimento preciso do comportamento
ambiental das AFFFs, apresentadas neste trabalho e em outros na literatura, que
protocolos otimizados e potencialmente menos danosos ao ambiente podem ser

futuramente elaborados.
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Apéndice A — Dados de LC-MS / MS

Tabela A1 — Concentragdo de PFCs (ug.L™') em experimentos piloto com AFFF 3M

Amostra 5:1:2 FtB 5:3 FtB 6:2 FtTAoS 62Z-FAS = 6:2 FtS 6:2 FtSaB 6:2 FtTHN+ 7:1:2 FtB 7:3 FtB 82Z-FAS = 8:2FtS

_ EC3 0,00277 0,00279 0,00001 0,00004  0,53687 0,00001 0,00000 0,00000 0,00000 0,58749 | 0,00000
3 FC+ 0,00200 0,00240 0,00001 0,00001 0,05449 0,00000 0,00000 0,00001 0,00001 0,38684 | 0,00000
£ AC- 0,00219 0,00235 0,00000 0,00001 0,69622 0,00001 0,00000 0,00001 0,00000 0,16597 | 0,00000
2 AC+ 0,00117 0,00101 0,00000 0,00001 0,37882 0,00000 0,00000 0,00001 0,00000 0,02696 | 0,00000
§ LV- 0,00290 0,00136 0,00001 0,00000 0,16333 0,00001 0,00001 0,00001 0,00000 0,44254 | 0,00001
LV+ 0,00267 0,00150 0,00000 0,00000 0,34989 0,00000 0,00000 0,00000 0,00001 0,15117 | 0,00001
EC3 0,00211 0,00195 0,00001 0,00000 0,02433 0,00001 0,00000 0,00001 0,00001 0,43582 | 0,00000
FC+ 0,00283 0,00276 0,00001 0,00001 0,06616 0,00001 0,00001 0,00000 0,00000 0,16004 | 0,00001
é AC- 0,00181 0,00255 0,00001 0,00000 0,06191 0,00001 0,00001 0,00001 0,00001 0,37081 | 0,00000
Q AC+ 0,00179 0,00227 0,00000 0,00000 0,80293 0,00001 0,00001 0,00001 0,00000 0,37544 | 0,00000
LV- 0,00125 0,00105 0,00000 0,00001 0,82510 0,00001 0,00000 0,00001 0,00000 0,35219 | 0,00001
LV+ 0,00202 0,00108 0,00001 0,00000 0,38499 0,00001 0,00000 0,00001 0,00000 0,51778 | 0,00001
EC3 0,00200 0,00159 0,00000 0,00000 0,83367 0,00000 0,00000 0,00001 0,00001 0,06927 | 0,00000
" FC+ 0,00260 0,00201 0,00000 0,00000 0,76975 0,00001 0,00001 0,00001 0,00000 0,60321 | 0,00000
% AC- 0,00123 0,00281 0,00000 0,00000 0,56567 0,00001 0,00001 0,00000 0,00000 0,88772 | 0,00001
2 AC+ 0,00257 0,00196 0,00000 0,00001 0,54626 0,00001 0,00000 0,00001 0,00000 0,59255 | 0,00001
LV- 0,00186 0,00130 0,00000 0,00000 0,14635 0,00001 0,00001 0,00000 0,00001 0,89933 | 0,00001
LV+ 0,00280 0,00257 0,00000 0,00000 0,70112 0,00000 0,00000 0,00001 0,00000 0,40932 | 0,00001
EC3 0,00174 0,00136 0,00001 0,00001 0,22311 0,00001 0,00001 0,00000 0,00001 0,24175 | 0,00001
FC+ 0,00278 0,00258 0,00001 0,00000 0,48762 0,00001 0,00001 0,00001 0,00001 0,24489 | 0,00001
é AC- 0,00183 0,00137 0,00000 0,00000 0,47483 0,00000 0,00001 0,00000 0,00000 0,23357 | 0,00000
=3 AC+ 0,00271 0,00216 0,00001 0,00001 0,53349 0,00001 0,00001 0,00000 0,00001 0,68617 | 0,00000
LV- 0,00297 0,00101 0,00000 0,00001 0,10163 0,00000 0,00000 0,00001 0,00000 0,41568 | 0,00000
LV+ 0,00276 0,00154 0,00001 0,00000 0,16348 0,00001 0,00000 0,00001 0,00001 0,79965 | 0,00000

(Elaborado pelo autor)

Tabela A1 — Concentragdo de PFCs (ug.L') em experimentos piloto com AFFF 3M

(Continuacéao)

Amostra 9:1:2 FtB EtFOSA EtFOSE FHxSA FOSA PFBA PFBS PFBSaAm PFBSaAmA PFDA
_ FC- 0,00008 0,00000 0,00001 292,95784 0,70077 72,49954 140,28564 0,51422 0,63169 0,68235
3 FC+ 0,00004 0,00000 0,00001 670,43934 0,33120 178,57317 188,41483 0,47556 0,45461 0,52479
£ AC- 0,00004 0,00001 0,00000 680,42601 0,83815 17,68897 89,15506 0,73115 0,88155 0,17938
2 AC+ 0,00004 0,00001 0,00001 615,81710 0,66178 64,28484 135,44351 0,60328 0,67820 0,01582
E LV- 0,00008 0,00001 0,00001 760,56899 0,41662 176,49534 161,28421 0,11926 0,22813 0,80274
LV+ 0,00004 0,00001 0,00001 688,93590 0,76718 54,47946 86,81306 0,21279 0,38265 0,37606
FC- 0,00004 0,00001 0,00001 398,37050 0,64813 24,26741 24,71628 0,28524 0,78901 0,17949
" FC+ 0,00005 0,00001 0,00000 308,88479 0,24919 148,72566 170,39781 0,66562 0,07150 0,46468
% AC- 0,00003 0,00000 0,00001 354,39924 0,69701 95,51105 147,24552 0,55751 0,10869 0,46225
=3 AC+ 0,00008 0,00001 0,00001 642,75286 0,72749 175,73408 47,29223 0,24673 0,55846 0,09116
LV- 0,00005 0,00000 0,00000 449,45089 0,82132 104,67355 105,77364 0,06630 0,51439 0,80930
LV+ 0,00002 0,00000 0,00000 352,26548 0,18735 175,90327 176,07254 0,15073 0,05166 0,07210
FC- 0,00007 0,00001 0,00000 492,34755 0,54425 148,53906 70,66331 0,15544 0,63085 0,69571
" FC+ 0,00005 0,00001 0,00000 79,86128 0,62914 160,62922 119,57999 0,21508 0,18467 0,57103
% AC- 0,00002 0,00000 0,00000 100,85755 0,17452 81,73813 12,78631 0,88854 0,80522 0,17023
2 AC+ 0,00009 0,00000 0,00001 178,83906 0,29705 60,72508 199,63847 0,44581 0,66893 0,22847
LV- 0,00003 0,00001 0,00000 341,96110 0,84133 125,89220 142,91722 0,44882 0,49203 0,20199
LV+ 0,00003 0,00000 0,00001 203,16079 0,17169 91,13206 80,73523 0,75111 0,17189 0,58964
FC- 0,00009 0,00001 0,00001 174,60569 0,87930 146,82953 189,93155 0,09364 0,72480 0,43099
FC+ 0,00009 0,00000 0,00000 536,29058 0,79462 47,39068 73,36599 0,15716 0,22776 0,74775
é AC- 0,00006 0,00001 0,00001 468,06456 0,51871 162,00650 18,69517 0,52043 0,14466 0,61024
= AC+ 0,00002 0,00001 0,00001 626,59933 0,25339 168,60394 169,67311 0,70573 0,86410 0,49281
LV- 0,00002 0,00000 0,00001 313,14651 0,17982 108,99297 125,74230 0,07010 0,55681 0,69527
LV+ 0,00008 0,00000 0,00000 302,01589 0,18110 151,11638 56,64519 0,58377 0,27694 0,76260

(Elaborado pelo autor)
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Tabela A1 — Concentragédo de PFCs (ug.L™") em experimentos piloto com AFFF 3M

(Continuagéo)
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o
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B

60 dias 30 dias Tempo inicial

90 dias

,_
<8383 3
<00 QK¢

LV+

LV+

LV+

LV+

PFDS

6,347
0,373
8,413
7,993
8,267
2,781
1,928
2,423
6,691
5,222
2,826
6,030
4,278
2,650
1,749
1,771
5,638
5,122
7,632
0,769
7,617
8,799
3,638
3,038

PFDoA = PFHpA

0,083
0,011
0,037
0,052
0,032
0,026
0,033
0,084
0,028
0,082
0,010
0,027
0,078
0,085
0,020
0,070
0,065
0,048
0,065
0,084
0,076
0,016
0,004
0,048

0,184
0,683
0,741
0,596
0,330
0,243
0,722
0,485
0,718
0,620
0,710
0,832
0,745
0,367
0,817
0,248
0,625
0,445
0,506
0,052
0,766
0,849
0,751
0,743

PFHpS
12,935
10,498
14,784
16,062
18,307
15,498
14,542
12,032
19,541
10,420
19,395
15,874
10,549
13,405
11,495
18,606
19,803
19,795
11,701
18,740
11,043
12,913
12,704
19,171

PFHXA
31,671
29,007
39,407
32,562
29,249
30,276
37,596
20,139
27,246
21,117
15,745
25,058
13,927
35,590
11,587
32,740
13,172
37,022
36,169
17,608
16,466
37,043
23,788
12,348

PEHXS

16,650
332,166

69,444
389,059
138,328
150,831
117,520
287,221
343,156
233,780

31,348

43,954
309,807

43,331
245,976
122,580

73,706
182,477
238,174
122,648
223,503
234,804
175,946
291,560

PFHxSaAm
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

PFHxSaAmA
0,002
0,001
0,001
0,001
0,001
0,002
0,001
0,001
0,002
0,002
0,003
0,003
0,002
0,003
0,003
0,001
0,002
0,003
0,003
0,002
0,001
0,003
0,003
0,002

PFNA
0,001
0,002
0,003
0,001
0,003
0,001
0,003
0,002
0,003
0,002
0,001
0,003
0,003
0,002
0,001
0,002
0,001
0,001
0,002
0,002
0,003
0,002
0,002
0,001

PFTeDA
0,010
0,047
0,050
0,021
0,039
0,036
0,073
0,053
0,029
0,039
0,037
0,013
0,039
0,085
0,047
0,081
0,021
0,070
0,081
0,074
0,035
0,021
0,075
0,041

PFOA

20,249
24,641
22,213
26,871
39,262
38,906
38,962
32,021
21,234
37,091
30,956
32,526
26,229
21,509
23,624
25,049
37,342
29,574
32,675
35,486
28,992
29,365
39,831
21,422

PFOS
4360,324
2312,347
4651,020
3338,731
1805,615
2141,376
1618,663
3026,342
2858,114
4148,308
2358,209
1455,346
2467,915
4506,522
3418,354
3648,007
3363,538
1209,976
1613,482
1913,539
2210,178
2397,388
4152,361
4882,927

(Elaborado pelo autor)

Tabela A2 — Concentragéo de PFCs (ug.L™') em experimentos piloto com AFFF Ansul

>
3
o
)
B

Tempo inicial

60 dias 30 dias

90 dias

FC-

AC+

LV+

LV+

5:1:2 FtB
0,649
0,738
0,129
0,346
0,285
0,041
0,229
0,074
0,735
0,353
0,790
0,460
0,131
0,840
0,040
0,353
0,054
0,106
0,621
0,323
0,125
0,576
0,480
0,235

5:3 FtB
0,359
0,336
0,270
0,570
0,806
0,145
0,128
0,523
0,077
0,255
0,396
0,606
0,809
0,160
0,514
0,470
0,750
0,679
0,335
0,206
0,499
0,813
0,117
0,130

6:2 FtTAoS
4927,421
4422,910
4309,990
4699,931
4513,019
4708,904
4177,920
4864,065
4791,992
4342,024

11891,642
9198,399
4151,323
4325,352
4428,844
4367,991

19603,724

19832,276
4091,927
4566,020
8970,903
8525,133

27464,057

26361,268

62Z-FAS
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

6:2 FtS
170,851
176,900
184,484
158,005
189,995
188,578
150,313
193,795
195,663
183,107
402,983
344,603
170,652
181,678
181,923
176,264
818,912
644,493
179,903
182,891
390,951
391,930

1250,129

1138,143

6:2 FtSaB
195,008
162,129
167,557
163,614
166,224
182,095
177,090
182,298
183,718
199,009
178,798
153,741
179,793
162,264
153,116
183,033
163,118
154,481
173,079
158,837
186,215
194,249
166,600
151,092

6:2 FtTHN+
31,117
22,245
19,858
39,334
33,830
12,466
20,794
10,862
16,588
30,565
32,512
33,474
10,056
27,734
35,761
39,671
16,963
23,858
11,098
34,603
31,562
16,094
22,379
13,514

7:1:2 FtB
0,465
0,813
0,301
0,732
0,475
0,369
0,405
0,655
0,257
0,502
0,734
0,802
0,622
0,306
0,200
0,498
0,690
0,612
0,142
0,089
0,035
0,199
0,018
0,681

7:3 FtB
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

82Z-FAS
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

8:2 FtS
0,482
0,620
0,845
0,324
0,449
0,118
0,301
0,237
0,727
0,138
0,280
0,304
0,193
0,305
0,212
0,259
0,874
0,096
0,370
0,838
0,221
0,796
0,148
0,652

(Elaborado pelo autor)
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Tabela A2 — Concentragéo de PFCs (ug.L™') em experimentos piloto com AFFF Ansul

(Continuagéo)

Amostra

60 dias 30 dias Tempo inicial

90 dias

FC-
FC+
AC-
AC+
LV-
LV+
FC-
FC+
AC-
AC+
LV-
LV+
FC-
FC+
AC-
AC+
LV-
LV+
FC-
FC+
AC-
AC+
LV-
LV+

9:1:2 FtB EtFOSA
0,015 0,000
0,070 0,000
0,077 0,000
0,062 0,000
0,018 0,000
0,084 0,000
0,019 0,000
0,068 0,000
0,005 0,000
0,087 0,000
0,012 0,000
0,066 0,000
0,072 0,000
0,042 0,000
0,038 0,000
0,052 0,000
0,070 0,000
0,009 0,000
0,070 0,000
0,005 0,000
0,051 0,000
0,032 0,000
0,032 0,000
0,052 0,000

EtFOSAA
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

EtFOSE
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

FHxSA
0,311
0,025
0,236
0,320
0,808
0,156
0,363
0,720
0,630
0,373
0,811
0,753
0,251
0,415
0,619
0,896
0,415
0,273
0,357
0,283
0,526
0,448
0,240
0,320

FOSA
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

PFBA
0,036
0,007
0,082
0,034
0,087
0,027
0,002
0,030
0,087
0,049
0,051
0,062
0,046
0,015
0,055
0,069
0,004
0,024
0,053
0,077
0,072
0,042
0,031
0,026

PFBS
0,617
0,894
0,545
0,266
0,623
0,021
0,523
0,130
0,533
0,682
0,037
0,057
0,436
0,275
0,445
0,036
0,303
0,047
0,323
0,821
0,133
0,405
0,622
0,689

PFBSaAm PFBSaAmA
0,743 0,763
0,125 0,151
0,172 0,750
0,647 0,365
0,110 0,478
0,782 0,404
0,818 0,376
0,544 0,745
0,595 0,156
0,748 0,291
0,338 0,610
0,564 0,888
0,748 0,122
0,848 0,790
0,446 0,271
0,614 0,482
0,367 0,655
0,655 0,526
0,328 0,043
0,852 0,663
0,441 0,443
0,768 0,210
0,502 0,169
0,246 0,097

PFDA
0,202
0,463
0,258
0,156
0,798
0,087
0,403
0,333
0,011
0,702
0,429
0,123
0,536
0,229
0,302
0,045
0,716
0,408
0,284
0,262
0,585
0,817
0,671
0,018

(Elaborado pelo autor)

Tabela A2 — Concentragéo de PFCs (ug.L-') em experimentos piloto com AFFF Ansul

(Continuacéao)

Amostra

Tempo inicial

60 dias 30 dias

90 dias

FC-
FC+
AC-
AC+
LV-
LV+
FC-
FC+
AC-
AC+
LV-
LV+
FC-
FC+
AC-
AC+
LV-
LV+
FC-
FC+
AC-
AC+
LV-
LV+

PFDS

0,037
0,084
0,058
0,063
0,078
0,073
0,071
0,055
0,085
0,061
0,010
0,037
0,027
0,052
0,046
0,010
0,036
0,037
0,055
0,075
0,065
0,054
0,012
0,062

PFDoA
0,064
0,079
0,017
0,010
0,047
0,030
0,060
0,079
0,046
0,020
0,073
0,075
0,039
0,067
0,045
0,075
0,032
0,012
0,053
0,062
0,084
0,056
0,020
0,021

PFHpA
0,527
0,884
0,207
0,130
0,369
0,727
0,045
0,071
0,877
0,734
0,250
0,652
0,826
0,775
0,458
0,590
0,019
0,438
0,578
0,380
0,153
0,404
0,834
0,799

PFHpS
17,513
18,016
16,354
10,542
15,008
13,333
17,800
12,740
10,539
10,010
12,936
16,972
14,759
18,297
19,845
17,809
12,960
15,013
19,653
13,258
16,331
15,996
19,556
12,437

PFHxA
38,245
31,174
32,219
33,423
39,429
32,140
39,329
31,178
37,535
31,760
70,001
83,938
32,488
37,310
38,870
39,871

120,855

163,478
38,007
39,905
79,269
65,140

221,685

181,585

PFHxS

315,720
311,670
369,493
382,893
330,602
312,710
370,569
375,181
326,512
351,802
337,721
390,674
397,513
378,891
394,991
379,937
367,359
306,990
309,403
350,446
365,120
318,069
385,453
310,244

PFHxSaAm
12,397
13,245
17,715
18,010
15,314
18,484
10,588
19,473
10,347
11,100
14,052
18,902
13,143
11,498
19,230
17,679
19,311
12,106
16,086
17,706
10,624
14,860
17,016
12,547

PFHxSaAmA

19,414
14,687
11,017
17,403
10,035
17,093
18,653
17,984
17,477
12,885
19,875
13,091
13,003
18,917
11,899
18,624
17,607
10,954
11,395
17,839
19,678
10,160
17,748
15,529

PFNA
0,002
0,001
0,001
0,003
0,003
0,003
0,002
0,001
0,002
0,001
0,002
0,002
0,002
0,002
0,001
0,001
0,002
0,002
0,001
0,003
0,001
0,001
0,002
0,001

PFTeDA
0,083
0,011
0,019
0,086
0,010
0,076
0,019
0,038
0,060
0,060
0,040
0,023
0,029
0,036
0,025
0,024
0,058
0,013
0,086
0,031
0,087
0,078
0,018
0,014

PFOA

33,396
38,414
34,087
33,238
35,918
32,204
38,601
35,255
33,327
23,759
20,486
35,143
30,094
38,447
28,478
32,585
30,690
35,614
35,556
38,407
28,976
29,044
30,781
27,614

PFOS

357,312
380,414
333,094
372,606
347,929
364,470
354,481
323,235
360,843
336,747
360,812
339,053
303,436
317,533
355,217
301,697
326,374
370,076
350,832
333,893
391,481
328,023
308,936
318,024

(Elaborado pelo autor)
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Tabela A3 — Concentragdo de PFCs (ug.L™") nos ensaios de anaerobiose com AFFF

Ansul

Amostra

60 dias 30 dias Tempo inicial

90 dias

Tabela A3 — Concentragdo de PFCs (ug.L™")

FC-
FC+
AC-
AC+
LV-
LV+

FC+

AC+

5:1:2 FtB

0,354
0,380
0,285
0,682
0,641
0,421
0,037
0,202
0,858
0,370
0,146
0,130
0,424
0,092
0,849
0,702
0,590
0,073
0,286
0,528
0,065
0,460
0,399
0,851

Ansul (Continuacéao)

Amostra

Tempo inicial

60 dias 30 dias

90 dias

FC-
FC+
AC-
AC+
LV-
LV+
FC-
FC+
AC-
AC+
LV-
LV+
FC-
FC+
AC-
AC+
LV-
LV+
FC-
FC+
AC-
AC+
LV-
LV+

9:1:2 FtB
0,057
0,086
0,052
0,067
0,066
0,033
0,018
0,047
0,063
0,051
0,058
0,087
0,087
0,089
0,003
0,018
0,018
0,080
0,018
0,056
0,043
0,085
0,075
0,057

EtFOSA
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

5:3 FtB 6:2 FtTAoS
0,680 4481,810
0,526 4902,141
0,370 4256,045
0,546 4325,219
0,375 4446,465
0,169 4587,526
0,896 4520,892
0,247 4983,144
0,407 4072,854
0,130 4094,522
0,856 4937,255
0,461 4112,133
0,060 4112,233
0,459 4577,153
0,499 4087,181
0,126 4627,628
0,654 4790,601
0,293 4724,535
0,238 4049,501
0,451 4625,230
0,083 4595,418
0,294 4712,821
0,386 4857,848
0,611 4948,144

EtFOSAA
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

62Z-FAS

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

EtFOSE
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

6:2 FtS

152,281
159,100
175,657
156,815
199,411
161,833
186,974
152,878
183,740
179,346
174,059
150,515
177,858
176,939
165,662
198,721
163,778
176,300
171,320
182,133
182,440
174,373
167,152
191,712

FHxSA
0,250
0,733
0,869
0,026
0,379
0,026
0,866
0,578
0,332
0,339
0,523
0,684
0,191
0,245
0,662
0,089
0,545
0,819
0,243
0,464
0,680
0,328
0,845
0,307

6:2 FtSaB
176,268
188,990
182,313
190,871
158,480
161,029
168,491
165,139
170,081
185,635
164,576
190,549
165,840
174,800
197,078
163,418
192,813
168,732
193,300
164,893
181,404
171,217
168,333
152,731

FOSA
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

6:2 FtTHN+ 7:1:2 FtB
34,659 0,235
35,464 0,103
35,472 0,553
21,737 0,592
15,084 0,197
24,094 0,025
16,714 0,730
18,435 0,380
29,518 0,798
39,976 0,180
35,896 0,296
19,926 0,477
25,928 0,793
11,721 0,830
32,817 0,290
21,824 0,127
16,462 0,417
18,814 0,178
18,005 0,492
14,895 0,638
17,132 0,612
15,290 0,171
35,464 0,286
32,065 0,380

PFBA PFBS
0,024 0,537
0,017 0,780
0,001 0,737
0,090 0,800
0,025 0,241
0,067 0,410
0,080 0,471
0,079 0,653
0,019 0,586
0,045 0,750
0,074 0,267
0,064 0,476
0,039 0,053
0,053 0,277
0,057 0,137
0,029 0,164
0,060 0,670
0,014 0,047
0,023 0,564
0,027 0,425
0,016 0,166
0,029 0,865
0,012 0,458
0,020 0,162

7:3 FtB
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

82Z-FAS
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

8:2 FtS
0,071
0,343
0,629
0,579
0,502
0,065
0,422
0,102
0,132
0,079
0,751
0,442
0,110
0,332
0,738
0,036
0,320
0,470
0,597
0,615
0,857
0,402
0,070
0,364

(Elaborado pelo autor)

PFBSaAm

0,878
0,123
0,197
0,609
0,435
0,705
0,372
0,758
0,614
0,173
0,584
0,878
0,323
0,018
0,312
0,366
0,898
0,528
0,589
0,887
0,488
0,614
0,330
0,192

PFBSaAmA

0,016
0,677
0,529
0,672
0,458
0,327
0,583
0,860
0,188
0,645
0,456
0,584
0,373
0,737
0,558
0,677
0,502
0,213
0,474
0,639
0,865
0,708
0,338
0,667

nos ensaios de anaerobiose com AFFF

PFDA
0,350
0,020
0,080
0,795
0,685
0,134
0,254
0,320
0,347
0,044
0,847
0,884
0,837
0,356
0,599
0,321
0,672
0,487
0,495
0,605
0,782
0,234
0,393
0,426

(Elaborado pelo autor)
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Tabela A3 — Concentragdo de PFCs (ug.L™") nos ensaios de anaerobiose com AFFF

Ansul (Continuacao)

>
3
o
)
B

60 dias 30 dias Tempo inicial

90 dias

.n
o

FC+

FC+

AC+

PFDS

0,039
0,017
0,005
0,078
0,089
0,041
0,084
0,081
0,063
0,072
0,028
0,062
0,024
0,076
0,051
0,020
0,031
0,047
0,010
0,082
0,026
0,063
0,046
0,055

PFDoA
0,003
0,003
0,046
0,052
0,088
0,039
0,005
0,083
0,071
0,043
0,035
0,015
0,042
0,058
0,086
0,023
0,002
0,063
0,035
0,010
0,041
0,078
0,085
0,019

PFHpA
0,177
0,419
0,454
0,255
0,724
0,437
0,859
0,431
0,806
0,440
0,391
0,771
0,343
0,236
0,824
0,514
0,674
0,310
0,854
0,684
0,313
0,579
0,667
0,458

PFHpS
13,815
15,964
13,106
14,981
14,499
13,966
19,525
19,788
10,281
15,120
11,296
14,776
11,451
18,592
16,120
12,019
17,589
14,408
18,113
11,562
14,162
11,692
18,554
10,635

PFHxA

39,875
33,428
33,710
30,739
35,910
39,843
36,342
30,450
33,824
30,508
33,434
32,284
32,656
37,419
36,261
36,426
33,877
36,338
32,192
35,722
33,979
30,760
38,509
38,818

PFHxS
353,854
328,965
367,347
336,676
379,480
329,964
365,263
325,693
394,690
358,783
372,374
364,729
358,878
378,991
309,446
379,182
319,803
311,171
308,552
346,515
386,040
353,427
394,191
321,712

PFHxSaAm
16,065
18,175
18,753
17,162
17,818
19,367
17,788
10,566
10,781
13,853
12,615
15,732
10,192
10,766
18,970
11,580
10,085
10,741
12,088
16,899
17,914
19,367
15,379
17,633

PFHxSaAmA
18,852
14,419
17,161
16,267
15,126
19,500
10,598
14,284
15,564
13,419
12,367
19,063
11,894
11,580
17,689
19,621
12,372
12,280
11,148
15,310
16,456
10,226
13,401
16,432

PFNA
0,002
0,002
0,003
0,002
0,002
0,002
0,002
0,001
0,001
0,003
0,003
0,001
0,001
0,002
0,002
0,002
0,003
0,003
0,001
0,002
0,003
0,003
0,002
0,003

PFTeDA
0,067
0,011
0,071
0,027
0,089
0,082
0,062
0,073
0,036
0,024
0,046
0,047
0,032
0,086
0,035
0,031
0,011
0,044
0,076
0,056
0,014
0,017
0,084
0,064

PFOA

21,064
20,998
21,923
33,975
30,826
30,030
20,117
22,407
38,078
21,154
38,973
34,174
23,302
32,976
26,675
22,852
37,695
38,205
22,337
30,392
20,410
39,576
36,510
21,589

PFOS
374,857
323,515
304,942
316,003
315,078
350,555
341,220
386,696
341,211
319,828
334,652
342,335
336,524
398,993
324,444
303,146
374,035
303,336
370,417
377,755
391,530
348,469
322,743
350,841

(Elaborado pelo autor)
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Apéndice B — Dados de GC-FID

Tabela A4 — Concentragcao de benzeno (mM) em experimentos piloto com AFFF 3M

Tempo MC+ FC+ AC+ SC+ LV+
Inicial 1,46 1,54 1,41 1,64 1,75
7 1,57 1,67 1,55 0,63 0,41
14 1,67 1,50 1,70 0,20 0,10
21 3,52 3,45 3,70 1,55 1,63
28 3,09 4,15 4,30 0,54 0,40
35 3,12 2,99 2,97 0,16 0,21
42 4,93 5,03 4,41 1,55 1,74
49 4,81 5,05 4,64 0,10 0,21
56 4,74 4,56 4,47 0,93 0,84
63 5,24 5,93 5,02 0,09 0,10
70 5,10 5,19 5,08 0,93 0,97
77 6,25 6,26 6,23 0,14 0,01
84 6,35 6,23 6,31 0,14 0,06

(Elaborado pelo autor)

Tabela A5 — Concentragao de benzeno (mM) em ensaios de aerobiose com AFFF

Ansul
Tempo MC+ FC+ AC+ SCA+ SCB+ LVA+ LVB+
Inicial 1,41 1,61 1,58 1,76 1,76 1,40 1,66
7 1,68 1,62 1,46 0,80 0,68 0,75 0,87
14 1,56 1,49 1,59 0,16 0,24 0,24 0,20
21 3,67 3,50 4,03 1,55 1,55 1,40 1,71
28 3,51 3,29 3,42 0,81 0,60 0,61 0,43
35 3,40 3,78 3,03 0,15 0,12 0,13 0,21
42 4,71 4,54 4,59 1,60 1,68 1,67 1,50
49 4,83 4,80 5,04 0,11 0,18 0,17 0,25
56 5,03 4,90 4,79 0,88 0,90 0,92 0,91
63 6,11 5,93 6,02 0,07 0,09 0,13 0,08
70 5,76 5,79 5,56 0,86 0,93 0,94 0,88
77 6,26 6,39 6,23 0,03 0,05 0,10 0,09
84 6,20 6,20 6,30 0,05 0,01 0,03 0,03

(Elaborado pelo autor)
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Tabela A6 — Concentragédo de tolueno (mM) em ensaios de aerobiose com AFFF

Ansul
Tempo MC+ FC+ AC+ SCA+ SCB+ LVA+ LVB+
Inicial 1,45 1,40 1,51 1,69 1,64 1,52 1,58
7 1,54 1,61 1,43 0,69 0,84 0,57 0,45
14 1,56 1,40 1,57 0,15 0,10 0,12 0,10
21 3,04 4,27 3,84 1,44 1,60 1,73 1,52
28 4,37 3,89 2,95 0,70 0,46 0,51 0,58
35 4,12 4,22 3,78 0,22 0,17 0,16 0,22
42 4,46 4,63 5,03 1,76 1,69 1,68 1,41
49 4,84 4,54 4,53 0,10 0,19 0,10 0,16
56 4,66 4,53 4,78 0,83 0,81 1,00 0,98
63 5,67 5,18 6,05 0,03 0,03 0,01 0,02
70 5,13 5,14 5,85 0,92 0,85 0,85 0,94
77 6,38 6,29 6,21 0,10 0,07 0,07 0,12
84 6,33 6,38 6,30 0,11 0,04 0,11 0,09

(Elaborado pelo autor)

Tabela A7 — Concentragao de etil-benzeno (mM) em ensaios de aerobiose com AFFF

Ansul
Tempo MC+ FC+ AC+ SCA+ SCB+ LVA+ LVB+
Inicial 1,61 1,52 1,57 1,47 1,56 1,72 1,75
7 1,67 1,67 1,69 0,77 0,63 0,53 0,57
14 1,55 1,60 1,55 0,14 0,13 0,12 0,14
21 3,19 3,22 3,44 1,43 1,65 1,42 1,75
28 3,51 3,52 3,62 0,72 0,92 0,99 0,79
35 3,41 3,92 3,40 0,12 0,19 0,23 0,14
42 4,49 4,66 4,77 1,64 1,80 1,64 1,79
49 4,55 4,90 5,07 0,11 0,10 0,15 0,18
56 4,87 4,87 4,52 0,96 0,84 0,95 0,93
63 6,14 5,69 5,15 0,03 0,01 0,06 0,12
70 5,55 5,45 5,49 0,86 0,89 0,99 0,88
77 6,21 6,21 6,26 0,11 0,05 0,10 0,15
84 6,21 6,24 6,20 0,03 0,02 0,04 0,01

(Elaborado pelo autor)
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Tabela A8 — Concentragdo de o-xileno (mM) em ensaios de aerobiose com AFFF

Ansul
Tempo MC+ FC+ AC+ SCA+ SCB+ LVA+ LVB+
Inicial 1,50 1,60 1,63 1,66 1,76 1,54 1,73
7 1,40 1,54 1,55 0,60 0,62 0,53 0,72
14 1,44 1,50 1,49 0,14 0,22 0,19 0,23
21 3,85 3,42 3,83 1,73 1,55 1,53 1,74
28 3,78 3,77 3,58 0,73 0,45 0,54 0,68
35 3,48 3,49 3,71 0,25 0,21 0,10 0,25
42 4,80 4,73 4,96 1,44 1,46 1,66 1,58
49 4,49 4,80 4,95 0,12 0,22 0,13 0,13
56 4,56 4,78 4,69 0,81 0,94 0,89 0,82
63 5,98 5,43 5,40 0,02 0,02 0,07 0,02
70 5,44 5,28 5,95 0,81 0,83 0,94 0,85
77 6,28 6,22 6,40 0,06 0,01 0,05 0,05
84 6,29 6,27 6,27 0,03 0,04 0,04 0,02

(Elaborado pelo autor)

Tabela A9 — Concentragédo de benzeno (mM) nos ensaios de anaerobiose com AFFF

Ansul
Tempo MC+ FC+ AC+ SCA+ SCB+ LVA+ LVB+
Inicial 1,46 1,55 1,42 1,56 1,40 1,45 1,52
7 1,46 1,59 1,51 1,60 1,51 1,54 1,53
14 1,44 1,48 1,50 1,49 1,44 1,53 1,48
21 1,44 1,51 1,52 1,46 1,53 1,49 1,59
28 1,42 1,41 1,45 1,43 1,54 1,59 1,52
35 1,46 1,58 1,40 1,41 1,60 1,43 1,60
42 1,55 1,49 1,49 1,49 1,55 1,59 1,59
49 1,43 1,50 1,54 1,55 1,54 1,53 1,60
56 1,45 1,53 1,55 1,59 1,58 1,42 1,40
63 1,53 1,46 1,43 1,40 1,40 1,55 1,50
70 1,36 1,36 1,28 1,33 1,34 1,33 1,33
77 1,38 1,28 1,40 1,36 1,39 1,40 1,36
84 1,34 1,31 1,36 1,25 1,35 1,32 1,28

(Elaborado pelo autor)



Apéndices e Anexos

262

Apéndice C — Dados de respirometria

Tabela A10 — Produgdo semanal de CO2 medida por titulagdo (mg.semana™) e

condutividade (umol.semana)

Tempo

14
21
28
35
42
49
56
63
70
77
84
91
98
105

Controle
pmol mg
30,63232 1,747822
45,31031  3,493653
52,17067  2,795509
59,03103  3,697365
48,18209 @ 2,720012
47,70346  3,898952
47,22483  3,377892
23,29333
20,262
20,262 -
17,23068
38,2904
30,15369
30,15369
22,01698
26,80328

AFFF

pmol mg
19,78337 @ 2,270468
204,2155 9,785481
313,5027 14,19412
390,8812  17,39877
399,4965 18,87785
357,5366 17,43161
315,5767 14,58538
198,4719 —--
174,0618
174,0618 ==

117,743

90,9397
84,23888
84,23888
77,53806

57,4356

Gasolina
pmol mg
25,52693  1,523185
269,6282 12,86364
489,3194  23,33005
613,2846  28,98452
232,2951  10,92098
98,75732  5,545322
92,85422  5,385586
65,41277 ---
59,82875
59,82875
54,24473
59,66921
59,03103
59,03103
58,39286
57,4356

Biodegradagdo
pmol mg
24,25059  2,267026
144,5463  6,660035
200,7055 9,731043
575,9514  26,14186
724,3267 32,97038
595,2562  27,09127
604,0311 27,97737
631,5984
482,1063
514,015
428,3402
291,7711
231,3042 -
295,1215
102,7459 ---
84,55797 ===

(Elaborado pelo autor)
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Apéndice D — Dados de fito-toxicidade

Tabela A11 — Germinacao de alface (%) em diferentes concentragbes de AFFF

Tempo (dias)

AFFF

0,1

10

0

95
30
45

60 120
85 90
55 65
80 70

5 35

(Elaborado pelo autor)

Tabela A12 — Germinacgao de rucula (%) em diferentes concentra¢des de AFFF

Tempo (dias)

AFFF

0,1

10

0

100

20
40

60 120
95 90
40 55
40 60
5 0

(Elaborado pelo autor)
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Anexo

Especificagao técnica da AFFF pelo fabricante:

— Ansul

— Sintex
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ANSULITE 3% AFFF

DESCRICAO

concentrado ANSULITE 3% AFFF é um liguido

sintético, ndo-téxico, ndo-corrosivo,

biodegradédvel, formulado a partir de
surfactanies fluorados e hidrocarbonados.

ANSULITE 3% AFFF foi projetado para ser utilizado na
proporgdo de 3% em 4gua doce ou do mar, ou mesmo
salobra. A dureza da agua, entrefanto, ndo deve ser
superior a 500 ppm expresso em Célcio ou Magnésio.
Também pode ser amazenado como pré-mistura em
égua doce, parauso emexlintores.

Para correla dosagem a 3%, mislurar 3 parles do
concenirado 2 97 partes de dgua.

Siéo frés os mecanismos de extingdo de incéndio em
liguidos inflaméveis JOANSULITE 3%AFFF:

F , em d dos de p {como g
diesel, e{c) um filme aquuso é formado a partnr da
espuma, paraimpediraliberagio de vapores.

Importante: O ANSULITE 3% AFFF ndo deve ser
utilizado em solventes polares (tals como dlcoois,
acetonas, etc.),

Segundo, um colcho de espuma & formada isolando o
oxigénio da superficie do combustivel e regenerando
constantemente ofilme aquoso.

, & Agua exi na esp drena e, resfria
as superficies metélicas.
PROPRIEDADES
Expansao
Quando utilizada com dgua dooe ou domar, na propor-
a da iré variar de

acordo com o qupdmento utilizado. Sistemas de des-
Carga com aspiragao de arproduzemuma expansio en-
tre B:1 e 10:1, dey 1do do sist e da velocidad
dasolugdo.

Sistemas sem aspiragdo de ar, promoverao uma expan-
sdonaordemde 2:1a4:1

Proporcionamento e Utilizagio

ANSULITE 3% AFFF pode ser faciimente proporciona-
do com a maioria dos sistemas de dosagem convencio-
nais, tais como:

-Edutores de linha portéteis ou fixos;

ESPECIFICAGAO TECNICA

CARACTERISTICAS

Propriedades fisico-q (25°C)

Aparéncia Liguido Amarelado

Densidade 1,011 £ 0,050 g/mi
5

g’ldif’e de Refragdo 1,3640 z 0,0020

Coeficiente de

Espalhamento 57x15

Compatibilidade Entre Concentrados

Em fum;ao do wneentrado ANSULI‘TE 3% AFFF pos-
suiruma formulag. d nao mis-
{ura-lo com ados de oulros i Sob
nenhuma hipdlese deve-se armazenar o ANSULITE
3% AFFF misturado com concentrados de oulra familia
(i.e . Proleinas, Fluor-proteinas, elc.)

Compatibilidade com Materiais de Consfrucio
Testes efetuados com ANSULITE 3% AFFF demons-
fraram sua compalibilidade com diversos maleriais de
consfrugdo. Os matenais recomendados para as diver-
sasaplicacbes sdo:

« Tanques de Armazenagem;

+ Fibrade Vidro - Resina Epoxi ca ou Isofidlica;

« Polietileno de Alta Densicade;

« Ago Inox 304 ou 316;

« Ago Carbono - Sem revestimentointemo;

+ Tubulagdo para o Concenfrado;

« Bronze;

» AgoInox 304 ou 3186;

« PVC;

« Fibra de Vidro;

« Ago Carbono.

Tubulagbes em ago galvanizado nio deverdo ser ulili-
zadas. Poderd ocorrer comroséo

INSPECAOQ
Como todo agente extinor, o concentrado ANSULITE
3% AFFF deve, independente da condicdo de ama-
zenagem, ser inspecionado perodicamente a fim dc

rantir-se sua qualidadc para uso quando a

—_— ———
ifel®
g engenharia de incéndio

|
Certificada 1ISO9001%

APLICAGAO & USO

APLICACAO

O concentrado ANSULITE 3% AFFF € uma espuma
formadora de filme aquoso, sintética, projetada para
prevenir ¢ combater incéndios da "Classe B", em hi-
drocarbonetos (querosene, gasolina, diesel, xilol, fo-
luol, efc.). Suas excelentes caracteristicas de umec-
tagao, fazem-no Uil também para o combaie a incén-
dios da "Classe A" (madeira, papel, algodéo, tecidos,
efc.).

ANSULITE 3% AFFF deve ser misturado, com &gua do-
ce ou do mar, na proporgao de 3% de concentrado para
97% de dgua, para combale a incéndios de derivados
de pelrdleo, podendo ser aplicado por eguipamentos
COm ou sem aspiragio de ar.

Além disto, o ANSULITE 3% AFFF é compativel com o
pé quimico seco, padendo ser utilizado em conjunto,
aumentando assim sua capacidade extintora.

APROVACOES

O concenfrado ANSULITE 3% AFFF € aprovado pela
Underwriters Laboratories afravés da norma UL-162 -
Standard for Air Foam Equipment & Liguid Concen-
frates, tendo sido submetida a provas que incluem:
1-Teste de Qualidade do Concentrado;

2-Teste de Fogo com Hidrocarbonetos;

3-Teste deidentificacio da Espuma;

4 -Teste de Embalagem;

5-Teste em Sprinklers para Solventes Polares e
Hidrocarbonetos;

Também atende aos parametros da norma MIL-F-
24385 C( U.S. Military Spedification).

A gualidade do ANSULITE 3% AFFF ¢é garantida pela

IS0 9002 - Lloyds Register Quality Assurance - Cerlifi-
cado 102.388

EMBALAG_ENS

recomendadoumainspecao anual,

TESTES DE FOGO COM ANSULITE
3%AFFF

Atabela abaixo a excelente i de
extingdo doANSULITE 3% AFFF. Os testes foram reali-
zados de acordo com as normas MIL-F-24385-C (Mili-
{ary Specification) e Underwriters Laboratories UL-162.

de 20 litros ou Tambores pléstloos
de 208 Mms Ej 15 esf p a0 ser
fornecidas mediante consulta,

ANSULITE 3%AFFF é Marca Registrada de ANSUL.

0BS.: Os dados acima poderdo sofrer alferacdes sem prévio
aviso.

-Tanques diafragma;
-Sistemas de presséo balanceada;
-Esguichos com proporcionadores acoplados. Método MIL - F - 24385 - C UL - 162

o R o Teste | Limite | Teste Limite
As temperaturas minima e maxima de (tilizagdo do Area de Fogo 5 20 o h”
ANSULITE 3% AFFF sdo 2°'C e 49°C, respeciivamente. Combusivel asolina hheptano
Aulilizagio do produto fora desta faixa de !empﬂ'alura Quantidade (ltros) 38 240
poderéd ocasionar em alteragdo de sua per |Taa de Aplicacho (Lpm/m')_ 29 : 18

Tempo de Aplicacéo (s) 90 189

Vida Util Tempo de Pré Queima (s} 10 60
Quando armazenado em sua embalagem original, ou Tempo do Extincfio (s} 23 <30 143 <180
em redy aexy iva de vida Gtil do Tempo de Resisténca a Reigniciio (s} | 469 >360 0K ___[Sem Reigr
concentrado ANSULITE 3% AFFF é superior a vinte Tempo de Drenagem 25% (s} 275 | >130 310 i =150
anos, Fatores como temperatura, condigbes de armaze- Taxa de E: 771 >6 74 6

nagem, e manuseio, podem alterar esfa expeciaiva. ) Taxa do projoto uliiza um falor de sequranca de &/3 refalivo Ao toste

Quando ar tangue férico, col

te de um sistema de combate a incéndio, sob nenhuma
hipdlese, deve-se pintar & parede interna do langue on-
de seré armazenado o concentrado.

GIFEL ENGENHARIA DE INCENDIO LTDA

CPostal 54 - CEP: 13315.000 - Cabredva - S Paulo - Brasil - Tel: 11. 4520.7511 - Fax 11.4529.7534 . Web. www.gifel com br e-mail. gifel@gifel com.br
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Liquido Gerador de Espuma
Sintex AFFF 1%

Descricao

O Sintex® AFFF 1% é um Liquido Gerador de Espuma (LGE), nao téxico e biodegradavel, composto
de tensoativos fluorados, hidrocarbonos, e solventes. Atende a norma ABNT NBR 15511 para tipo
1, Classe HC - para a extincdo de incéndios em hidrocarbonetos. A Norma ABNT NBR 15511, em vigor
desde 25/03/08, supera os requisitos da norma Petrobras N-2142, na qual toda a Linha Sintex AFFF,
fabricada pela Kidde Brasil, esta aprovada. Os mecanismos de extingdo de incéndios empregados
pelo LGE Sintex® AFFF sdo:

* Primeiro: Um filme aquoso é formado para prevenir a liberacdo de vapores dos derivados de petréleo;
* Segundo: Um colchdo de espuma exclui efetivamente o oxigénio da superficie do combustivel;

e Terceiro: O liquido drenado da espuma atua resfriando as superficies metalicas.

Propriedadesa 25° C

Aparéncia Liquido transparente
Massa especifica (g/ml) 1,05
pH 75 -85

Temperatura de
armazenamento minima

Temperatura de 49° C
armazenamento maxima

22

Aplicacao

O Sintex® AFFF 1% é uma espuma formadora de filme aquoso completamente sintética, desenvolvida
para prevenir e extinguir incéndios de classe B envolvendo derivados de petréleo (gasolina, querosene,
6leo diesel, toluol, xilol, etc.). Suas excelentes caracteristicas de umectagdo também o fazem util no
combate a incéndios de classe A (madeira, papel, algodao, tecidos, plasticos, etc.). Além disso, os
liquidos geradores de espuma Sintex® AFFF sdo totalmente compativeis com o pé quimico seco,
podendo ser utilizados em conjunto, aumentando assim a capacidade extintora. O LGE sintex® AFFF
1% deve ser misturado com agua doce ou do mar na proporg¢ao de 1% de LGE para 99% de agua.
Em funcdo da baixa energia requerida para a formagao de espuma, o sintex® AFFF 1% pode ser
usado em equipamentos com ou sem aspiragao de ar.
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