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Resumo 
 

 Dos poços e plataformas de petróleo ao transporte e distribuição de 
petroquímicos, sempre há o risco de acidentes que resultam em incêndios. Nesses 

casos são 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 incêndio. Em situações de emergência, toneladas de 

AFFF são liberadas no ambiente e, portanto, podem afetar em longo prazo o ambiente 

mesmo depois do incêndio ser apagado, pois contém substâncias que escoam para 
corpos d’água. Os flúor-carbonados são altamente resistentes à biodegradação e, por 

isso, têm prolongada persistência ambiental. As vias de biodegradação dos organo-

halogenados são bastante específicas e lentas. Nesse estudo foi determinado o 
potencial de biodegradação de diferentes microbiotas sobre misturas da AFFF em 

hidrocarbonetos, e estudado o processo de biotransformação dos compostos 

presentes na formulação da AFFF. Pela combinação de metodologias foi possível 
conhecer melhor sobre o impacto dos compostos flúor-carbonados no ambiente. 

Foram realizados estudos com a técnica de espectrometria de massa, para determinar 

as vias de biotransformação dos componentes perfluorcarbonados; técnicas 
respirométricas, para estudar a biodegradabilidade da AFFF em associação com 

hidrocarbonetos de petróleo; bioensaios com plantas, para determinar a toxicidade da 

AFFF; e técnicas de biologia molecular, para análise metagenômica de alteração no 
perfil da comunidade microbiana de solo após a introdução da AFFF ao meio. Os 

hidrocarbonetos de petróleo influenciaram, durante a aplicação de espumas de 

incêndio, o processo de transformação de fluorcarbonados, alterando o metabolismo 
de comunidades microbianas. Em geral, a biotransformação de fluorcarbonados foi 

mais lenta por uma interferência mútua entre BTEX e AFFF, mas a produção de CO2 

foi maior pelo efeito surfactante dos compostos perfluorados combinados com a 
gasolina. Somado a isso, outros compostos ainda não detectados são formados a 

partir de AFFF quando em casos de co-contaminação com BTEX. Solos contaminados 

com AFFF em altas concentrações são tóxicos para plantas e alteram o perfil 
microbiano do solo. 
 

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

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. Revisão de Literatura 
 

1.1. Histórico da proteção contra incêndios 
 
 O primeiro poço de petróleo comercialmente viável e bem sucedido foi 

perfurado em agosto de 1859, em Titusville (Oil Creek), Pensilvânia (EUA), por Edwin 

Drake, embora este fato seja debatido pelos registros históricos de poços pioneiros 

construídos em 1853 na Polônia. O poço de petróleo construído por Drake pegou fogo 

e alguns danos na sua estrutura afetaram seu funcionamento, pouco depois do início 

de sua operação. Mais tarde, em 1861, um outro poço de petróleo em Oil Creek, perto 

do poço de Drake, pegou fogo. O incêndio se espalhou por uma área ocupada, 

queimando durante três dias e causando 19 mortes (KNOWLES, 1983). Uma das 

primeiras refinarias de petróleo na área, Acme Oil Company, também sofreu com um 

grande incêndio em 1880, da qual a empresa nunca se recuperou, sendo decretada 

sua falência (TIPPET, 2013).  

 Foi nesse contexto que, em 1863, o estado da Pensilvânia passou as primeiras 

leis antipoluição para a indústria petrolífera. Estas leis foram aprovadas para a evitar 

a liberação de petróleo bruto em cursos de água ao lado de áreas de produção de 

petróleo. Em outro campo de petróleo, o Spindletop, famoso pela icônica liberação de 

petróleo jorrando como um chafariz, sofreu um incêndio causado por um indivíduo 

fumante, pouco cuidadoso, nas proximidades. A partir desse incêndio iniciaram-se 

vários outros focos de incêndios em uma catástrofe que durou uma semana, apenas 

três anos após a descoberta do reservatório. Grandes incêndios, como os que 
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ocorreram em Spindletop, surgiram na indústria petroquímica quase todos os anos 

após a sua produção inicial (NOLAN, 1996). 

 De acordo com registros históricos, os incêndios de hidrocarbonetos eram 

bastante comuns nos primeiros campos de petróleo. Estes incêndios ocorreram a 

partir de falhas humanas, desastres naturais, ou de queima deliberada e extensa do, 

até então, invendável gás natural. Incêndios de hidrocarbonetos eram aceitos como 

eventos comuns da indústria onde geralmente eram feitos pequenos esforços para 

conter a sua existência (MACDONALD, 1990). 

 Desde o início da indústria do petróleo, a quantidade de incêndios, as 

explosões e a poluição ambiental que surgiu a partir dela cresceu proporcionalmente 

ao desenvolvimento do setor (WILLIAMS; OLANIRAN, 1994). Conforme a indústria do 

petróleo crescia, aumentava também a magnitude de seus acidentes. Eventos 

relativamente recentes, como o derramamento de óleo da Exxon Valdez em 1989 

(BRADDOCK et al., 1995) ou a explosão no duto da Deepwater Horizon da British 

Petroleum em 2010 (ROBERTSON; KRAUSS, 2010) demonstraram o impacto 

financeiro extremo que esses acidentes podem causar. 

 Após o incêndio catastrófico que queimou a Roma antiga, em 64 A.C., o 

imperador Nero reconstruiu a cidade e estabeleceu políticas de precauções contra 

incêndios, que incluía amplas avenidas públicas, limitações em alturas de construção, 

criação de estruturas à prova de fogo e melhorias para o abastecimento de água da 

cidade para ajudar no combate a incêndios (Figura 1). Assim, é muito evidente que os 

requisitos modernos de proteção básicos contra incêndios, tais como a limitação de 

suprimentos combustíveis (construção à prova de fogo), remoção das fontes 

disponíveis de ignição (avenidas largas e alturas de edifícios limitados para evitar o 

carregamento de brasas pelo vento) e criação de um mecanismo local de controle e 

supressão do fogo (abastecimento de água) têm 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 diários um mecanismo de bombeamento de dois 

cilindros com um bico flexível e direcionador de jatos para combater incêndios. O 

mecanismo é muito parecido com um sistema romano de bombeamento de água em 

exposição no Museu Britânico, em Londres (BLACK, 2014). Dispositivos similares 

também foram usados no século XVIII e XIX na Europa e Américas, para fornecer 

água em situações de incêndio. Existem, portanto, evidências consideráveis que a 
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sociedade de um modo geral tentou evitar ou atenuar os efeitos dos incêndios, 

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

 

 
Figura 1 – Representação artística do grande incêndio em Roma em 64 A.C. a partir 

de quando as primeiras medidas de proteção a incêndio 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 indústria petroquímica foi por muito tempo relutante em investir capital onde 

um retorno direto e imediato sobre o investimento para a empresa não era óbvio, como 

faria qualquer empresa. Além disso, perdas financeiras nas indústrias de petróleo 

causadas por incêndio eram relativamente pequenas até cerca de 1950, quando 

comparadas aos altos lucros da época. Isto era devido ao tamanho pequeno das 

instalações e o valor baixo de óleo e gás comparados ao volume total de produção 

(TUGNOLI et al., 2012). 

 Até 1950, um incêndio ou explosão cujas perdas somaram mais de cinco 

milhões de dólares não haviam ocorrido na indústria de refino nos EUA. Também 

neste período, o grande fluxo de capital para a exploração de petróleo e produção 



Revisão de Literatura  29 
 

offshore estavam apenas começando. O uso de gás natural também era bastante 

limitado no início do século. Consequentemente, seu valor também era muito baixo. 

Normalmente, a produção de gás era imediatamente queimada ou o poço era 

tampado e considerado como um reservatório inexplorável economicamente. Dado 

que o manuseio de gás era limitado, grandes explosões de vapor eram relativamente 

raras e a destruição catastrófica por incidentes de petróleo era algo pouco comum 

(TOWLER; SINNOTT, 2013). Os gastos da indústria do petróleo com dispositivos de 

segurança eram tradicionalmente o mínimo exigido pelos regulamentos 

governamentais. Assim, o desenvolvimento de filosofias e práticas de prevenção de 

perdas, portanto, não foi efetivamente desenvolvido dentro da indústria desde seu 

início. 

 Nos primórdios da indústria do petróleo, os recursos para segurança em caso 

de incêndio ou proteção contra explosão eram limitados. Isso é evidente pela 

quantidade de explosões e incêndios na época. A indústria ficou conhecida como uma 

operação "de risco", não só com relação ao retorno econômico, mas também quanto 

à segurança (perda de vidas e destruição de propriedade) e até mesmo seus impactos 

ambientais (EMMONS, 1985), embora o conceito de ecologia ainda não fosse bem 

compreendido na época. 

 Somente nas últimas décadas as medidas de proteção contra incêndio e 

explosão foram bem compreendidas e aceitas pela maioria das indústrias como uma 

medida de melhoramento operacional, simplesmente pelo fato de proteger a 

instalação contra a destruição (PASMAN; SUTER, 2005). Um exemplo de como o 

princípio da boa prática de segurança equivale a boas práticas operacionais é a 

instalação de válvulas de isolamento de emergência na entrada e saída de dutos. Em 

caso de emergência, elas servem para isolar o fornecimento de combustível para uma 

área em chamas e, portanto, limitar os danos. Em teoria, eles poderiam também servir 

como uma maneira adicional de isolamento de uma instalação para manutenção de 

suas atividades operacionais, mesmo no caso de algum incidente maior (ABBASI; 

ABBASI, 2005).  

 Atualmente, os recursos de segurança devem promulgar o projeto e 

planejamento de todas as instalações de petróleo. De fato, em sociedades industriais, 

o setor petroquímico deve demonstrar aos órgãos reguladores que a instalação foi 

adequadamente projetada para a segurança de pessoas e do ambiente, antes que 

seja dada permissão para a sua construção. É, portanto, imperativo que estas 



Revisão de Literatura  30 
 

medidas sejam bem definidas, desde o início do conceito ou design, a fim de evitar 

projetos dispendiosos, pedidos de alteração ou incidentes tardios com despesas 

corretivas exigidas pelos órgãos reguladores. A experiência da indústria tem 

demonstrado que rever a concepção do projeto no início das fases conceituais e 

etapas preliminares, quanto à segurança e proteção contra incêndio é mais rentável 

do que realizar consertos e revisões, após a conclusão dos projetos.  

 A curva de custo-benefício para qualquer projeto propõe que 75% do custo de 

um projeto é 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 modificação estão estimados em 10 vezes o custo inicial 

depois que uma instalação é construída e 100 vezes depois de um incidente ocorre. 

Além disso, deve-se perceber que os princípios e práticas de segurança para proteção 

contra incêndios são também medidas comerciais prudentes que contribuem para a 

eficiência operacional de uma instalação. A maioria destas medidas são atualmente 

identificadas e avaliados através de extensas e sistemáticas análises de risco 

operacional e ambiental (CROKER; NAPIER, 1998). 

 
1.2. Classes de incêndio 

 
 Para que as reações em cadeia responsáveis pelos incêndios ocorram, são 

necessários três componentes fundamentais: combustível, oxigênio e uma fonte de 

calor para o início do fogo (CLARK, 1991).  

 Os objetivos dos sistemas de extinção de incêndios são fornecer refrigeração, 

controlar o fogo (ou seja, evitar a sua propagação) e fornecer extinção do fogo no local 

do incidente. Existe uma variedade de métodos de extinção de incêndios para 

proteger instalações. Ambos os sistemas portáteis (extintores) e fixos (hidrantes e 

caminhões de bombeiros) podem ser usados. A eficácia de todas as medidas de 

extinção de incêndios pode ser determinada pelo fluxo do agente extintor e o método 

de aplicação. No Brasil os incêndios são 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 – Classificação de tipos de incêndio baseados no material 
Classe Agente extintor Aplicação 

A Extintores de incêndio classe A são geralmente à base de água. A água 

proporciona um efeito de absorção de calor (arrefecimento) no material em 

chamas para extinguir o fogo. Extintores de água pressurizada utilizam ar 

sob pressão para expulsar a água. 

Materiais que queimam em 

superfície e profundidade (ex. 

madeira, papel, tecido) 

B Incêndios de classe B são extintos através da exclusão de ar ao abrandar 

a liberação de vapores inflamáveis ou pela interrupção da reação em 

cadeia de combustão. Três tipos de agentes extintores podem ser 

utilizados para incêndios envolvendo líquidos inflamáveis, graxas e óleos: 

dióxido de carbono, pó químico seco, e espuma aquosa. O dióxido de 

carbono é um agente de gás comprimido que evita a combustão pelo 

deslocamento do oxigénio no ar circundante o fogo. Os dois tipos de 

extintores de pó químicos secos incluem um que contém bicarbonato de 

sódio comum ou de potássio, bicarbonato de potássio e ureia, e agentes a 

base de cloreto de potássio. O segundo tipo, multiuso, contém uma base 

de fosfato de amônio. O terceiro tipo são os extintores de espuma, 

geralmente para formação de um filme aquoso que expele uma camada 

de espuma quando é descarregado através um bocal, atuando como uma 

barreira para excluir oxigênio do fogo. 

Líquidos inflamáveis (ex. alcool, 

gasolina, querosene) 

C O agente extintor de classe C deve ser não condutor de eletricidade. Tanto 

o dióxido de carbono e os produtos químicos secos podem ser utilizados 

em incêndios em instalações eléctricas. Uma vantagem do dióxido de 

carbono é que ele não deixa resíduos depois que o fogo é extinto. Quando 

o equipamento elétrico não é energizado, podem ser utilizados extintores 

de incêndios de classe A ou B. 

Equipamentos elétricos e 

energizados (ex. eletrônicos e 

eletrodomésticos, motores, 

cabos elétricos) 

D É necessário um agente extintor de absorção de calor para incêndios em 

metais combustíveis. Além disso, o agente extintor não deve reagir com o 

metal da queima. Os agentes de extinção devem cobrir o metal 

incandescente e fornecer um cobertor isolante. 

Metais e sais combustíveis (ex. 

sódio, magnésio e potássio) 

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

 

 O tratamento exigido em caso de incêndio desses materiais depende de uma 

logística capaz de fornecer agentes extintores em abundância e com agilidade. Deve 

ser dada grande importância para que sejam escolhidas as técnicas adequadas de 

combate aos incêndios, considerando também as consequências e problemas 

ambientais associados às técnicas aplicadas aos diferentes materiais (MARZOUK; 

GHOULMAN, 2007). 

 O rótulo do extintor dá instruções de operação e identifica a classe ou classes 

de fogo em que o extintor pode ser usado com segurança. Supõe-se que o corpo de 

bombeiros seja treinado para reconhecer e aplicar os produtos extintores adequados 

à cada situação. Agentes extintores aprovados também carregam os rótulos dos 

laboratórios em que foram testadas (NFPA, 1991). 
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1.3. Incêndios da indústria petroquímica 
 
 Dos poços e plataformas de petróleo ao refino e distribuição desses produtos, 

sempre há o risco de acidentes e catástrofes que resultem na combustão dos 

petroquímicos (Figura 2). Para que o processo se inicie com a ignição das 

substâncias, basta que o combustível apresente-se em porções voláteis. A partir 

disso, um único ponto de maior calor perto da superfície já é suficiente para que a 

combustão ocorra e uma situação de incêndio se estabeleça. De acordo com a NFPA 

(1991), incêndios e explosões subsequentes podem ocorrer tanto em espaços 

confinados (como tanques de armazenamento de combustíveis em refinarias ou 

postos de gasolina), quanto em áreas abertas (como poços de petróleo e 

derramamentos).  

 Incêndios, explosões e poluição ambiental são os mais graves e imprevisíveis 

eventos que podem acontecer na indústria petroquímica. Em geral, as perdas são 

altas e a recuperação sobre os prejuízos ocorre em longo prazo. Estas questões 

existem, essencialmente, desde o início das operações petrolíferas e químicas, 

realizadas em escala industrial, do meio do século passado, e, apesar de todos os 

métodos de prevenção disponíveis, eles continuam a ocorrer com crescentes 

prejuízos financeiros. Parece que a gestão da indústria é alheia, ou então descuidada, 

aos potenciais perigos das atividades que ocorrem sob seu comando. Embora 

acredite-se que a maioria dos acidentes não possa ser evitada, a verdade é que todos 

os acidentes são, de fato, possíveis de se prevenir (NOLAN, 1996).  

  

  
Figura 2 – Incêndio em plataforma de petróleo de Montara na Austrália 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 indústria petroquímica são os 

erros humanos (HEAD; HORN, 1985). A maioria das pessoas têm boas intenções para 

desempenhar suas funções corretamente, mas, onde os atalhos ou métodos mais 

fáceis associados às consideráveis oportunidades de ganho econômico acontecem, a 

vulnerabilidade humana geralmente sucumbe à tentação. Por isso, é prudente em 

qualquer organização, especialmente onde haja instalações de alto risco, ter um 

sistema para realizar verificações independentes, inspeções e auditorias de 

segurança da planta, construção e manutenção das instalações.  

 Incêndios envolvendo petróleo são mais difíceis de extinguir comparados a 

outros devido ao enorme volume de combustível geralmente disponível para o 

aumento da intensidade do fogo. Na luta contra incêndios em poços de petróleo são 

utilizados até mesmo explosivos como dinamite para consumir todo o oxigênio da 

atmosfera local. Contudo essa estratégia é aplicada apenas a poços de petróleo 

bastante profundos (HUSAIN, 1995). Nas proximidades de regiões habitadas ou 

mesmo em tanques de estocagem de combustíveis em refinarias, onde existam 

combustível e oxigênio abundante, é recomendado recorrer a outras estratégias 

menos destrutivas de extinção de incêndios. Além disso, qualquer faísca resultante 

do atrito de metais retorcidos pode incendiar novamente o petróleo e seus derivados 

presentes no local (GURURAJ et al., 1995). 
 

1.4. Espumas extintoras de incêndio 
 
 A água é ainda o meio mais comum e abundantemente usado na extinção de 

incêndios por não apenas apagar o fogo, como também impedir que ele se alastre. 

Contudo, a água também pode aumentar a intensidade e danos causados por 

incêndios de derivados de petróleo contendo hidrocarbonetos (KLEIN, 2004). 

Conforme descrito na Tabela 1, são atribuídas classes aos incêndios, que determinam 

o sistema adequado de extinção. Nos incêndios de classe B, em que se incluem os 

hidrocarbonetos e muitos derivados do petróleo, não é recomendado o uso de água. 

O uso de espumas melhora a eficácia das operações de combate a incêndio e é 

considerado como um fator significativo para o sucesso de uma ação de combate ao 

fogo. Isto é verdade para a maioria dos incêndios, exceto para os casos em que a 

água e agentes à base de água possam ser perigosos (SARDQVIST, 2002). Assim, é 
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necessário o uso de espumas extintoras de incêndios capazes de apagá-los e impedir 

o espalhamento das chamas (NFPA, 2005).   

 A espuma é utilizada em sistemas fixos e móveis. Sistemas de espuma fixo 

utilizados em tanques contendo líquidos inflamáveis e tubulações industriais 

geralmente estão localizados próximos às áreas de risco. Quando existe um 

planejamento técnico adequado, os sistemas fixos evitam que resíduos, incluindo as 

próprias espumas de combate a incêndios, sejam liberadas ao ambiente (KLEIN, 

2004). No entanto, há momentos em que as espumas são usadas em locais onde o 

fornecimento de proteção imediata contra possíveis resíduos pós-extinção é difícil ou 

impossível. Para esses casos, o risco de poluir o meio ambiente é alto e os efeitos 

negativos dos resíduos no solo e na água podem ser desastrosos (RUPPERT et al., 

2005). 

 A estrutura particular apresentada pelas espumas garante uma vasta aplicação 

desse sistema. Espumas produzidas com soluções aquosas são utilizadas em 

combates a incêndios por apresentarem propriedades que as tornam um eficiente 

agente extintor em comparação com a água. 

  A aplicação de água em incêndios deve-se ao efeito refrigerador provocado 

pelo seu calor de vaporização (40,66 kJ.mol-1), o qual remove calor do processo de 

combustão e resfria o material em chamas. Outra propriedade extintora está 

associada à diminuição da concentração de oxigênio do ar pelo vapor de água 

produzido no combate. Mas a água apresenta algumas limitações, e as espumas 

extintoras foram desenvolvidas a fim de contorná-las (ISENBERG, 1992). A alta 

tensão superficial da água dificulta a molhabilidade da superfície em chamas e a 

penetração no material, e sua baixa viscosidade provoca escoamento rápido pelas 

superfícies, dificultando a atuação do líquido sobre elas, principalmente em superfícies 

verticais. Além disso, os jatos de água podem provocar transbordamento de um líquido 

em chamas, levando à propagação do incêndio (BHAKTA; RUCKENSTEIN, 1995). 

 As espumas foram desenvolvidas para se obter melhor aderência ao material 

em chamas, produzindo um recobrimento contínuo sobre ele. Como apresentam baixa 

densidade, espalham-se sobre a superfície do material em combustão, abafando-a e 

isolando-a do contato com o oxigênio atmosférico. Tanto a supressão do vapor 

comburente, quanto o resfriamento do material em chamas pelo líquido presente na 

espuma previnem a re-ignição. Para aperfeiçoar tais características, espumas com 

estruturas cada vez mais resistentes e fluidas têm sido obtidas para diferentes classes 
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de incêndio, visando-se garantir a rapidez e a segurança do combate (FIGUEREDO, 

1999). 

 Na Europa e em parte em outros países, a classificação de espumas de 

incêndio baseia-se na norma europeia para extinção de incêndio. De acordo com a 

norma EN 1568 (2000), as espumas são classificadas como:  

‒  S (da inicial em inglês synthetic): Concentrados de espuma sintética à base de 

misturas de agentes tensoativos de hidrocarboneto que pode também conter 

agentes fluorados como estabilizadores adicionais;   

‒  AFFF (da sigla em inglês aqueous film forming foam): Espuma formadora de 

filme aquoso à base de misturas de hidrocarbonetos e agentes fluorados 

tensoativos com a capacidade para formar um filme aquoso sobre a superfície 

de combustíveis de hidrocarbonetos; 

‒  P (da inicial em inglês protein): Concentrado de espuma de proteína à base de 

líquidos derivados de materiais com proteína hidrolisada; 

‒ FP (da sigla em inglês fluorinated protein): Concentrados de espuma de 

proteína fluorada à base de concentrados de proteína adicionados de 

surfactantes fluorados; 

‒ FFFP (da sigla em inglês film forming fluoroprotein): Concentrado de espuma 

de proteína fluorada formadora de filme à base de concentrados de 

fluorproteínas com a capacidade de formar um filme aquoso em alguns 

hidrocarbonetos combustíveis; 

‒ AR (da sigla em inglês alcohol resistant): Concentrados de espuma álcool-

resistentes, que também podem ser usados em hidrocarbonetos e são capazes 

de precipitar uma membrana polimérica na superfície de álcool. Em geral, 

essas espumas são misturadas aos outros tipos de espuma e descritas como 

AFFF-AR, FFFP-AR ou FP-AR. 

 

 Espumas de combate a incêndios contêm muitas substâncias adicionais, a fim 

de alcançar a formação de espuma adequada e também propriedades funcionais. Um 

concentrado de espuma típico contém até oito ingredientes, sendo a maioria deles 

tensoativos fluorados ou hidrolisados de proteínas, solventes e água. Normalmente, a 

informação disponível sobre a composição 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 segurança dos fabricantes. 
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Tabela 2 – Composição das espumas de incêndio 
Tipo de espuma                                                                                                  Componentes Concentração (m.V-1 %) 
S Surfactantes 10 ‚ 20 

Solventes orgânicos 15 ‚ 30 
Inibidores de corrosão 1 ‚ 3 
Estabilizantes de espuma <2 
Água --- 

AFFF Surfactantes 1 ‚ 10 
Surfactantes fluorados 1 ‚ 5 
Solventes orgânicos 15 ‚ 40 
Sulfato de magnésio <5 
Etileno glicol <20 
Água --- 

P Proteínas hidrolisadas <20 
Hexileno glicol <10 
Etileno glicol <10 
Cloreto de sódio 5 ‚ 10 
Sais metálicos 1 ‚ 5 
Óxido de zinco <1 
Conservantes <2 
Água --- 

FP Proteínas hidrolisadas 25 ‚ 50 
Surfactantes fluorados <5 
Hexileno glicol <10 
Etileno glicol <10 
Cloreto de sódio 5 ‚ 10 
Sais metálicos <5 
Conservantes <2 
Água --- 

FFFP Proteínas hidrolisadas 10 ‚ 50 
Surfactantes fluorados <5 
Hexileno glicol 1 ‚ 10 
Etileno glicol <10 
Cloreto de sódio 5 ‚ 10 
Sais metálicos <5 
Conservantes <2 
Água --- 

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

 

 Incêndios de combustíveis e hidrocarbonetos, em geral, representam uma séria 

ameaça à vida e às propriedades, e eles exigem resposta imediata. Para ativar uma 

resposta rápida aos incêndios, são necessários agentes extintores eficazes e 

eficientes para evitar danos e re-ignição dos incêndios. Dentre todas as espumas, as 

AFFFs foram as primeiras desenvolvidas na década de 1960 como ferramentas 
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importantes para extinção de incêndios envolvendo combustíveis líquidos inflamáveis 

como por exemplo, gasolina e querosene (DARWIN et al., 1995). Devido à presença 

de grande quantidade de líquidos inflamáveis, os municípios (corpo de bombeiros), a 

indústria de processamento de hidrocarbonetos (refinarias de petróleo) e setores 

militares utilizam AFFFs (Figura 3). Nos EUA, os militares compreendem 75% do total 

mercado, enquanto as entidades municipais e da indústria de processamento de 

hidrocarbonetos representam 13% e 5%, respectivamente (MOODY; FIELD, 2000). 

No Brasil não existem dados disponíveis sobre os principais compradores, mas é 

seguro afirmar que a proporção de uso pelos militares é menor, considerando a 

diferença de orçamentos militares entre os países. Em 1985, o mercado norte-

americano para os produtos AFFF (vendidos em soluções de 3% e 6%) foi de 6,8 

milhões de litros, com uma receita total de 10 milhões de dólares em vendas nos 

Estados Unidos. Por razões históricas, o Departamento de Defesa para 

Especificações e Regulamentos Militares dos EUA têm especificado e estabelecido 

de critérios de desempenho das AFFFs aos fabricantes (MOODY; FIELD, 2000).  

 

 
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 distribuição de 
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espuma. Esta versatilidade faz das AFFF uma escolha óbvia para aeroportos, 

refinarias de petróleo, fábricas, corpos de bombeiros, e toda a outra operação que 

envolve o transporte, processo, ou manuseio de líquidos inflamáveis (MULLIGAN, 

1990).  

  

1.5. Espumas formadoras de filme aquoso (AFFF) 
 
 Formulações comerciais das AFFFs são misturas complexas cujos 

componentes principais são um solvente (tipicamente um éter de glicol), surfactantes 

fluorados (perfluorado aniônico ou anfotérico parcialmente fluorado) e agentes 

surfactantes à base de hidrocarbonetos (Tabela 3). Tensoativos contendo flúor em 

misturas de AFFF contribuem para o desempenho como principal substância para 

extinção de incêndio e como selantes de vapor que previnem a re-ignição de 

combustível e solventes (FALK, 1978; ALM; STERN, 1992; KISSA, 1994). O 

mecanismo de extinção dos compostos de AFFF combinados consiste de três fatores: 

(i) a supressão de vapores inflamáveis a partir da superfície do material submetido a 

combustão; (ii) isolamento da superfície inflamável do ar; e (iii) o resfriamento do 

combustível (CASEY, 1984).  

 Os surfactantes fluorados podem ser perfluorados, em que todos os carbonos 

estão ligados ao flúor sem hidrogênio na cadeia, ou polifluorados, em que apenas 

alguns átomos de flúor estão ligados à cadeia carbônica, mas com hidrogênio ou 

outros compostos ligados ao carbono (BOBERT et al., 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Revisão de Literatura  39 
 

Tabela 3 – Composição media da AFFF Ansul 6% (AFC-3) 
Componente Estrutura química Concentração Função 

Água 

 

77~85% Diluente 

Dietilenoglicol 
butil éter (Butil 
carbitol) 

 

12% Co-solvente / 

anti-congelante 

Alquil-sulfatos 

 

1~5% Formação de 

espuma 

Surfactantes 
fluorcarbonados 

 

1~6% Formação de 

espuma, 

espalhamento, 

limitador de 

difusão de 

combustível 

Toliltriazol 

 

0,05% Inibidor de 

corrosão 

(Adaptado de MOODY; FIELD, 2000) 

  

1.5.1. Aplicação da AFFF 
 

 Na geração de espumas de combate a incêndios, a água é bombeada mediante 

um tubo ou mangueira enquanto uma solução de agentes tensoativos é 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 solução de espuma passa através de um orifício, após as entradas de 

ar, para uma área de expansão para produzir uma espuma expandida (CASEY, 1984). 
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Figura 4 – Esquema da aplicação da AFFF na ponta de uma mangueira de incêndio 

com o efeito Venturi para mistura de soluções e formação de espuma. Fonte: 

Traduzido de FIGUEREDO; SABADINI (2003). 

 

 Os agentes de espuma para combate a incêndio suprimem o fogo, separando 

o combustível do oxigênio. Dependendo do tipo de agente, a espuma atua de diversas 

maneiras: criando colchões de espuma na superfície do combustível, sufocando o 

fogo e separando as chamas da superfície do combustível. O colchão de espuma 

suprime a liberação dos vapores inflamáveis que poderiam se misturar com o ar e 

provocar as chamas novamente (Figura 5). 
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Figura 5 – Processo de extinção de incêndio com o uso da AFFF. Fonte: Traduzido 

de Overige Blussystemen (2008). 

 

 Deste modo, a AFFF forma uma película aquosa na superfície de um 

combustível de hidrocarboneto e extingue o incêndio. 
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 AFFF são os agentes mais eficientes em uso hoje para a extinção de incêndios 

de combustíveis e hidrocarbonetos. O princípio que rege a alta capacidade de recobrir 

e resfriar a superfície de queima de combustível é dada pela vaporização rápida da 

água para formar uma película aquosa única que se espalha sobre a superfície do 

hidrocarboneto menos denso. Devido a esta película aquosa, a taxa de evaporação 

do hidrocarboneto é reduzida, esgotando assim o fornecimento de combustível para 

as chamas. Ambos estes fenômenos são fortemente dependentes das tensões 

superficiais das AFFFs e hidrocarbonetos líquidos e sobre as propriedades da tensão 

superficial e interfacial entre eles (FIGUEIREDO; SABADINI, 2003).  

 

1.5.2. Espalhamento 
 

 A característica essencial da AFFF é a possibilidade de espalhar filme aquoso 

sobre a superfície de hidrocarboneto líquido e deste modo a impedir o acesso do 

oxigénio ao fogo e também para reduzir a evaporação do hidrocarboneto. Logo, é 

óbvio que as propriedades de espalhamento de líquido formador de espuma sejam de 

grande importância para essa função. Para garantir o rápido e completo 

espalhamento, o líquido espumante contém hidrocarbonetos e fluorcarbonos 

surfactantes: os surfactantes de hidrocarbonetos diminuem a tensão interfacial 

hidrocarboneto / água, enquanto surfactantes fluorcarbonados diminuem a tensão 

superficial água / ar para estabelecer de um coeficiente de espalhamento positivo da 

solução aquosa em hidrocarboneto líquido (PABON; COPART, 2002; RANJBAR; 

SHAHRAKI, 2013). 

 Ao nível macroscópico, o equilíbrio de molhabilidade de uma gota em superfície 

sólida (Figura 6) é descrito pela Equação 1: 

 

 𝜎𝑠𝑣 = 𝜎𝑠𝑙 + 𝜎𝑙𝑣𝑐𝑜𝑠𝜃        (1) 

 

 

onde: 

σsv é a  tensão superficial entre sólido e vapor; 

σsl é a tensão superficial entre sólido e líquido; 

σlv é a tensão superficial entre liquivo e vapor; 
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θ é o ângulo de contato. 

 

 A Equação 1 é válida apenas para superfícies planas e sólidas, rígidas, lisas e 

homogéneas e essencialmente o valor do ângulo de contato é a melhor aproximação 

para θ (KWOK; NEUMAN, 1999). Os ângulos diferem de θ em superfícies irregulares 

em casos reais previstos com a Equação 1. O modelo proposto é apenas uma 

abordagem macroscópica, que não leva em conta a forma complicado de um líquido 

e uma linha de contato de três fases. No entanto, a Equação 1 fornece uma boa 

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

 

 
Figura 6 – Vetores de espalhabilidade pela tensão superficial em gota de líquido 

com em uma superfície sólida. Fonte: Traduzido de Kovalchuk et al. (2014). 

 

 O mesmo critério é utilizado também para o espalhamento sobre uma 

superfície líquida (JOOS; HUNSEL, 1985). Assim, um líquido é capaz de formar uma 

película sobre a superfície de um segundo líquido com base no coeficiente de difusão, 

tal como calculado a partir de medidas de tensão superficial (ADAMSON, 1960). Para 

avaliar o espalhamento das AFFFs e a formação espontânea de filmes aquosos, um 

coeficiente de espalhamento deve ser calculado. O coeficiente de espalhamento (S) 

descrito na Equação 2 avalia a redução da superfície e da tensão interfacial 

(HARKINS; FELDMAN, 1922). 

 

 𝑆 = 𝜎𝑠𝑣 − (𝜎𝑠𝑙 − 𝜎𝑙𝑣)       (2) 
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onde, 

S é o coeficiente de espalhamento; 

σsv é a tensão superficial do liquido de baixo; 

σsl é a tensão superficial do liquido de cima; 

σlv é a tensão interfacial entre os dois líquidos. 

  

 Segue-se a partir da Equação 1 que cos θ>0, ou seja, θ<90°, apenas se σsl 

<σsv. Por outro lado, de acordo com a Equação 2 a molhabilidade completa é apenas 

possível se σlv + σsl ≤ σsv, isto é, a única forma de alcançar a molhabilidade completa 

com um líquido inicialmente não molhável é diminuir um ou ambos σsl e σlv desde que 

σsv permanece constante. É bem conhecido que a adsorção de tensoativos nas 

interfaces líquido / ar sólido / líquido diminui as tensões interfaciais. Esta é a razão 

pela qual as soluções de agentes tensoativos podem se espalhar mais eficiente sobre 

as superfícies hidrofóbicas que não são completamente molhadas por água pura 

(STAROV et al., 2008).  

 Para soluções de surfactantes, a adsorção de surfactantes pode mudar as três 

energias de superfície σsl, σsv e σlv e diferem substancialmente dos valores 

correspondentes para a água pura (MARMUR, 2004). Este é o motivo mais provável 

da ausência de uma correlação direta entre a tensão superficial da solução aquosa e 

as suas propriedades de molhagem. Para compreender as propriedades de 

molhagem de soluções de tensoativas, deve ser tomado em consideração a adsorção 

tanto nas interfaces líquido / ar quanto sólido / líquido. 

 Teoricamente, o líquido se espalha sobre um substrato sólido se S>0 

(SCHEFFEY; WRIGHT, 1994). Quando S é positivo, o líquido superior (AFFF) irá 

espalhar imediatamente sobre a superfície do líquido inferior (hidrocarboneto). Se S é 

zero ou negativo, a AFFF de maior densidade na parte superior cairá através da 

superfície do combustível. A solução AFFF, embora seja principalmente água, contém 

um surfactante químico fluorado que reduz a tensão superficial da água de tal modo 

que o coeficiente de difusão é positivo em muitos hidrocarbonetos diferentes. 

 Desta forma, durante a aplicação da AFFF no combate a incêndios os 

componentes tensoativos fluorados em AFFFs diminuem a tensão superficial da 

solução aquosa em 15-20 dinas.cm-1 enquanto os tensoativos de hidrocarbonetos 

reduzem a tensão interfacial entre a solução aquosa e a fase de hidrocarboneto (do 

combustível em combustão) para 0-2 dinas.cm-1 (SHINODA; NOMURA, 1980). Assim, 
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os filmes são formados por soluções de surfactantes fluorados e de hidrocarbonetos 

constituída por duas monocamadas de agentes tensoativos mistos em que a fase 

aquosa monocamada-ar é dominado pelo surfactante fluorado e a fase aquosa 

monocamada-hidrocarboneto é dominado pelo tensoativo de hidrocarboneto (Figura 

7).  

 

 
Figura 7 – Fases da mistura de ar, solução de surfactante aquosa e 

hidrocarbonetos. Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 Há uma ampla gama de classes de compostos fluorados que exploram o 

caráter hidrofóbico e hidrofílico para repelência de água e óleo (SCHULTZ et al., 

2004). Surfactantes fluorados são distintamente diferentes dos agentes tensoativos 

de hidrocarbonetos. Embora os grupos de cabeça polares de hidrocarbonetos e 

surfactantes fluorcarbonados possam ser semelhantes, a cauda perfluorcarbonada 

não polar é tanto hidrofóbica quanto oleofóbica, ao contrário da cauda de tensoativos 

de hidrocarbonetos, considerada apenas como hidrofóbica. 

 Os surfactantes perfluorados também são muito mais tensoativos que os 

surfactantes de hidrocarbonetos (SHINODA et al., 1972). A substituição dos átomos 

de flúor por átomos de hidrogénio diminui a tensão superficial em soluções aquosas, 

que promove a micelização sob concentrações mais baixas, ou seja, a concentração 

micelar crítica (CMC) é menor. Com isso, a tensão superficial diminui mais 

eficientemente que outros análogos compostos apenas por hidrocarbonetos (KISSA, 

Região hidrofílica 
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1994). Por exemplo, a tensão de superfície de ácido perfluoroctanoato (PFOA) foi 

reportada como 15,2 dinas.cm-1. 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 número representa a quantidade de carbonos da cadeia) são 

aproximadamente iguais às de hidrocarbonetos surfactantes com cadeias C11 e C12 

(KISSA, 1994). 

 Além disso, uma vez que as várias tensões são função da temperatura, a 

capacidade de espalhamento pode variar conforme a temperatura. Por esta razão, 

uma solução de AFFF que pode formar um filme aquoso sobre uma superfície de 

hidrocarboneto à temperatura ambiente, pode não formar uma película nas 

temperaturas elevadas encontradas quando o hidrocarboneto está em chamas. Uma 

AFFF, quando aplicado pela primeira vez a uma superfície de queima, resfria a 

superfície pela rápida evaporação de água presente na formulação da solução AFFF. 

Nesta altura, a temperatura da superfície será próxima de 100°C, facilitando, assim, a 

formação da película (WOODMAN et al., 1978). 
 

1.6. Compostos fluorados nas espumas de incêndio 
 
 A partir do final da década de 1990 e, particularmente, nos últimos anos, 

aumentaram as publicações e estudos de monitoramento que descrevem a presença 

de compostos fluorados no ambiente e em seres humanos. Assim como os clorados 

e bromados, os contaminantes organofluorados compreendem um grande número de 

compostos de diferentes classes (LEHMLER, 2005). De interesse mais recente são 

os compostos perfluorados ou polifluorados (da sigla em inglês per- ou poly fluorinated 

compounds, PFC), uma vez que a substituição completa de ligações carbono-

hidrogênio para as ligações de flúor-carbono são mais fortes e conferem propriedades 

físico-químicas únicas, incluindo alta resistência à degradação abiótica e biótica 

(MARTIN et al., 2004).  

 Existem diversas maneiras de classificar os PFCs. Surfactantes fluorados 

podem ser classificados como perfluorados, em que todos os átomos de hidrogénio 

são substituídos por átomos de flúor, ou como polifluorados parcialmente fluorado, em 

que alguns átomos de carbono contêm átomos de hidrogênio. Como outras classes 

de surfactantes, os tensoativos fluorados geralmente são classificados em uma das 

quatro categorias: não iônicos, aniônicos, catiônicos, e anfotéricos, com surfactantes 
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aniônicos fluorados sendo a classe mais importante (BOBERT, 1997). Contudo, a 

maneira mais comum ao se referir aos PFCs é com relação ao método de produção, 

que pode ser através de fluortelomeração, resultando em fluortelômeros, ou através 

de eletrofluoração, resultando em perfluoralquilados (da sigla em inglês poly- ou per- 

fluorialquilate substances, PFAS). 

 Backe et al. (2013) fizeram uma excelente revisão da literatura sobre as 

moléculas de PFCs presentes nas AFFFs conhecidas até hoje. Esses autores 

compilaram em uma lista compreensível todas as classes identificadas até então dos 

surfactantes perfluorados alquilados (Figura 8) e fluortelomerados (Figura 9). Muitos 

deles são estudados nos capítulos seguintes dessa tese. 



Revisão de Literatura  48 
 

 
Figura 8 – Surfactantes perfluorados presentes na formulação das AFFFs. O 

significado das abreviaturas de cada um dos compostos listados pode ser 

consultado na Lista de Abreviações. Fonte: Traduzido de Backe et al. (2013). 
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Figura 9 – Surfactantes fluortelomerados presentes na formulação das AFFFs. O 

significado das abreviaturas de cada um dos compostos listados na pode ser 

consultado na Lista de Abreviações. Fonte: Traduzido de Backe et al. (2013). 
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 Os PFCs compreendem uma classe única de substâncias com propriedades 

químicas cujo comportamento ambiental tem recebido crescente, porém ainda pouca 

atenção. Por isso, pouca informação ainda está disponível para permitir uma análise 

completa de todos desses compostos no ambiente. Contudo, são conhecidos os 

dados sobre liberação dessas substâncias no ambiente, o que permite inferir sobre o 

volume esperado em certas áreas e determinar quais substâncias fluorcarbonadas 

são de fato provenientes das AFFFs.  

 Sabe-se que dentre os PFCs, as AFFFs contêm em maior parte substâncias 

per e poli fluoralquiladas (PFAS) como principais agentes (MOODY; FIELD, 2000). As 

técnicas atuais permitem detectar com precisão razoável a descarga de AFFF em 

aeroportos militares onde treinamento de incêndio 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 

lançadas sob concentrações elevadas (>1.000.000 ng.L-1) são detectados ácidos 

carboxílicos perfluorados (da sigla em inglês perfluorinated carboxylic acid, PFCA), 

ácidos sulfônicos perfluorados (da sigla em inglês perfluorinated sulfonic acids, PFSA) 

e fluorotelomeros sulfonados (da sigla em inglês fluotelomer sulfonate, FtS) em águas 

subterrâneas e superficiais (AHRENS, 2011; KÄRRMAN et al., 2011). As águas 

subterrâneas em locais impactados pelo uso de AFFF têm as maiores concentrações 

registadas de PFAS entre qualquer ambiente (SCHULTZ et al., 2004). 

 

1.6.1. Substâncias perfluoralquiladas (PFAS) 
   

 Os métodos analíticos para muitos dos PFAS identificados recentemente ainda 

não foram totalmente estabelecidos, mas são necessários para determinar a extensão 

da contaminação PFCs nas águas subterrâneas. A comparação dos perfis de 

concentração de PFAS em formulações AFFF para aqueles em águas subterrâneas 

tem fornecido maneiras de inferir sobre o destino ambiental desses fluorcarbonados 

(MOE et al., 2012).  

 Em geral, os PFAS encontrados em certas formulações das AFFFs variam 

bastante em comprimento de cadeia carbônica e classe. Essas substâncias são 

normalmente referidas como precursoras e podem ser perfluoralquil sulfonoamido, 

PFSA ou PFCA. O PFSA e PFCA são as mais comumente encontradas. As variações 
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na proporção dessas substâncias nas amostras ambientais são atribuídas muito em 

função da formulação dos fabricantes e tempo de exposição das moléculas ao local. 

 Quando um grupo hidrofílico ácido é adicionado a um PFC, o resultado são os 

ácidos perfluorados, tais como ácidos PFSA e ácidos PFCA (Figura 10) com alta 

versatilidade tensoativa (RAYNE et al., 2008). 

 

 
Figura 10 – Estrutura dos ácidos carboxílicos perfluorados (PFCAs) e dos ácidos 

sulfônicos perfluorados (PFSAs). Fonte: Reproduzido de Rayne et al. (2008). 

 

 Dada a alta capacidade tensoativa da estrutura molecular dos PFCs, elas 

também são usadas em outros produtos além de serem usados diretamente como 

agentes de combate a incêndios. Aplicações comerciais são tão diversos como têxteis 

e tecidos, papel e embalagens, materiais, surfactantes de mineração, produtos de 

limpeza e pesticidas, entre outros. Estas duas classes de PFAS (PFSA e PFCA) 

podem também surgir a partir da degradação de outros PFCs, tais como 

perfluoroalquil telômeros sulfonados (da sigla em inglês fluortelomer sulfonates, FtS) 

e fluortelômero betaínas (da sigla em inglês fluortelomer betaines, FtB), e seus 

derivados (GIESY; KANNAN, 2002). 

 O grupo dos PFAS degrada-se em última instância em perfloroctano sulfonados 

(PFOS) e perfluoroctanoatos (PFOA). Ao longo do processo de degradação passam 

por diversas formas, como por exemplo ácido ácido perfluorhexanosulfônico (PFHxS) 

ou perfluorheptanoato (PFHpA) (MOODY et al., 2003; RHOADS et al., 2008). As vias 

de degradação serão discutidas em uma seção específica dessa revisão da literatura. 

  

1.6.2. Substâncias fluortelomeradas 
 

 Com o avanço nas pesquisas de quantificação de PFCs foram sendo 

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

determinado que PFCAs, PFSAs e derivados, como os PFOSs eram os surfactantes 

PFCAs PFSAs 
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mais usados em AFFF até recentemente (CORTINA; KORZENIOWSKI, 2008a). 

Contudo, análises ambientais que comprovaram a bioacumulação e toxicidade de 

alguns dos compostos fizeram que alguns fabricantes, como a 3M alterassem suas 

formulações. O efeito da liberação da AFFF no ambiente será discutido nas próximas 

seções dessa revisão da literatura. 

 Assim, há uma tendência crescente do uso de diferentes tipos de 

fluorcarbonados, baseados principalmente em fluortelômeros. A mistura comercial 

padrão de FtS conhecida como Lodyne é o principal componente de algumas marcas 

de AFFF e tem em sua composição formas precursoras fluortelomeradas com 4, 6 e 

8 carbonos. Esses compostos são do grupo fluortelômero tiol, conhecidos como 

fluortelômero tioamido sulfonados (FtTAoS). Existem muitos outros surfactantes 

fluorados baseados em fluortelômero tiol e sulfonados usados na formulação das 

AFFFs (BACKE et al., 2013). 

 Surfactantes fluorados com base em fluorotelômeros de seis carbonos têm 

substituído amplamente o PFOS e surfactantes à base de PFSA e PFCA em produtos 

AFFF ao longo dos últimos anos (CORTINA; KORZENIOWSKI, 2008b). Estudos 

indicam que existem diferença significativa nas propriedades físico-químicas e nas 

rotas metabólicas de degradação de PFAS, PFHxS e 6:2 FtS (BACKE et al., 2013). 

 Ainda assim, os fluortelômero tiol e sulfonil também se degradam às formas 

persistentes PFOA e PFOS, mas passam antes por formas intermediárias 6:2 FtS, 4:2 

FtS e 8:2 FtS (SCHULTZ et al., 2004). Os FtTAoS, por fazer parte de muitas outras 

formulações de AFFF, são encontrados, junto com os seus produtos de degradação 

em aquíferos, solo e biota (MOODY et al., 2003; SCHULTZ et al., 2004; OAKES et al., 

2010). Não diferente dos PFAS, os FtS, ao longo da sua degradação também passam 

por estruturas de PFHxS e perfluorbutanoato (PFBA), segundo WANG et al. (2005a) 

 O 6:2 FtS é análogo a outro fluortelômero de interesse ambiental chamado 

álcool fluorotelomero (FTOH), pois se degrada em condições aeróbias em inúmeras 

matrizes ambientais com múltiplos grupos CF2 sendo removidos (WANG et al., 2005b; 

LIU et al., 2007; WANG et al., 2009). Da mesma forma, o 6:2 FTOH é biodegradável 

em condições aeróbias em cultura bacteriana de solo para formar um maior 

rendimento de produtos de transformação, incluindo ácido perfluorbutanóico (PFBA) 

com mais grupos CF2 removidos (LIU et al., 2013). O problema é que ainda assim 

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

 Conforme revelado em um relatório da Organização para a Cooperação e 

Desenvolvimento Econômico (OCDE, 2007), há cerca de mil PFAS produzidos 

comercialmente que poderiam degradar a PFOA e PFOS (Figura 11) (OECD, 2007). 

Estes são a última forma de degradação, seja biótica ou abiótica dos PFASs, e por 

isso são mais detectados em estudos de bioacumulação e em locais com longo 

histórico de liberação de AFFF.  

 

 
Figura 11 – Estrutura química de perfloroctano sulfonados (PFOS, à direita) e 

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

 
 Além deles, porém em concentrações muito menores, outras 42 famílias e 

subfamílias e 268 PFASs individuais foram detalhados por Buck et al. (2011)  

como compostos de provável importância ambiental, enquanto que apenas uma 

pequena fração destes compostos foram avaliados quanto à sua biodegradabilidade. 

As suas estruturas químicas foram caracterizadas como linear, com um radical 

perfluoroetilo. Outros surfactantes comercialmente importantes, como os ésteres 

fluorotelômero fosfato, e os polímeros fluorados de cadeia lateral (por exemplo, 

acrilato fluorado, metacrilato e polímeros à base de uretano) são sintetizados a partir 

de intermediários chaves, tais como os FTOH. A maior parte dos estudos aponta como 

todos os compostos estudados se transformarem em produtos inertes. 

 Tais substâncias finais inertes são os já mencionados PFOS e o PFOA (Figura 

11). Eles estão entre os poluentes orgânicos 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 só um surfactante importante, pois além de inerte, é utilizado 

como um precursor para ainda outros surfactantes fluorados e formulações de 

pesticidas e agrotóxicos (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 

substância com volumes de produção de alta escala. Essa classificação corresponde 

aos produtos de químicos fabricados ou importados para os EUA em volumes 

superiores a 500.000 kg (ROGERS, 1999). Devido à presença em grande quantidade 

desses produtos, é fundamental que sejam conhecidas as propriedades físico-

químicas, o destino ambiental, a ecotoxicidade, e a toxicologia em mamíferos 

(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 são formados a partir de precursores químicos, que representam a maioria dos 

PFASs ou FtS já produzidos ou utilizados. Nos estudos realizados até o momento, foi 

demonstrado que o número de precursores nas formulações comercialmente 

disponíveis, estrutura química, meia-vida de precursores, a cinética de degradação e 

contribuições quantitativas dos PFCs podem variar drasticamente e dependem de 

ambas as estruturas químicas e condições ambientais, tais como o tamanho da cadeia 

dos PFAS e telômeros, o tipo de ligação química, o tamanho molecular, tipo de 

microcosmos e outros fatores ambientais (como a temperatura). Apesar do elevado 

número de possíveis precursores já historicamente fabricados (OCDE, 2007), 

permanecem pouco conhecidos os detalhes sobre a transformação abiótica, 

biotransformação e biodegradabilidade de PFAS e FtS. Com exceção de alguns 

precursores que foram mencionados na revisão, é um fato estabelecido que 

informações adicionais sobre a determinação sobre os PFCs no ambiente tenha alta 

prioridade. 

 

1.6.4. Métodos analíticos recentes 
 

 Como muitos outros contaminantes organohalogenados, PFAS também não 

existem como produtos de componentes únicos, mas sim têm uma ampla gama de 

diferentes comprimentos de cadeia perfluoralquil e ramificação (LEHMLER, 2005). 

Toda a variedade conhecida foi observada nas Figuras 8 e 9, mas existem muitas 

outras substâncias a serem descobertas. Infelizmente, não existem métodos 

analíticos e capacidades sintéticas para identificar todas os ácidos perfluorados 

presentes em produtos comerciais e matrizes ambientais. Atualmente, estes 

compostos, muitas vezes, vem sendo quantificados como equivalentes, ou seja, a 
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maioria como os isômeros de cadeia linear, que tendem a predominar em suas 

misturas de origem, restringindo assim a compreensão sobre a sua química ambiental 

e toxicologia (MARTIN et al., 2004). Até 60% a 90% da massa de organofluorados em 

águas naturais permanece não identificada, o que sugere que a grande maioria de 

ácidos fluorados em sistemas aquáticos ainda precisa ser descoberta (MIYAKE et al., 

2007). 

 A maioria dos métodos de análise desenvolvidos para quantificar PFAS em 

amostras aquosas emprega a pré-concentração e extração em fase sólida (da sigla 

em inglês solid phase extraction, SPE) (DE VOOGT; SÁEZ, 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 aniônica fraca por SPE foram desenvolvidos para PFAS 

aniônicos (TANYASU et al., 2008), no entanto, eles podem não ser aplicáveis para 

PFAS catiônico e zwitteriônico. Além disso, os métodos SPE baseados na geração de 

resíduos sólidos e líquidos são trabalhosos e propensos a contaminação (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 não ser 

economicamente viável. 

 Alternativamente, injeção de grande volume (≥500 mL) (da sigla em inglês large 

volume injection, LVI) de amostras aquosas é vantajoso, porque é necessário um 

pequeno volume inicial de amostra bruta (<5 mL) e o pré-tratamento é mínimo, como 

por exemplo, centrifugação ou filtração. LVI utiliza uma grande parte da amostra do 

analito (> 60%) para o enriquecimento no início da cromatografia líquida de alto 

desempenho (da sigla em inglês, high pressure liquid chromatography, HPLC) em 

coluna, em contraste com a HPLC convencional em que apenas uma pequena fracção 

(1% a 10%) da amostra é analisada (BACKE et al., 2013). 

 Muitos PFAS estratificam, adsorvem à superfícies (HOLM et al., 2004) e se 

agregam (LÓPEZ-FONTAN et al., 2005), que resulta na perda aparente de amostras 

durante algumas metodologias. Estas perdas aparentes são eliminadas por extração 

líquido-líquido (da sigla em inglês liquid-liquid extraction, LLE) porque os analitos são 

extraídos para um solvente orgânico. Filtração não é necessária para LLE, pois assim 

os analitos adsorvidos em material particulado em suspensão são potencialmente co-

extraídos (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 orgânico para a extração, que devem ser ainda passados pela 

evaporação do solvente (CHIRON et al., 1993; GONZALES-BARREIRO et al., 2006). 

Embora LVI seja aplicada para utilização com amostras aquosas (CHIAIA et al., 2008), 

as LVI de extratos orgânicos ainda precisam ser estudados, pois podem ser 

incompatíveis a de grandes volumes de solvente orgânico (extrato) com HPLC de fase 

reversa. No entanto, PFAS não são propensos a perda em solventes orgânicos e, 

assim, as abordagens analíticas mais funcionais integram técnicas de extração de 

simples com solventes orgânicos associada à injeção de grande volume na etapa de 

cromatografia. 

 

1.6.5. Resumo sobre a nomenclatura dos PFCs 
 

 A Figura 12 simplifica resumidamente toda a coleção de siglas utilizadas para 

descrever as substâncias perfluorcarbonadas das AFFFs. Em geral, todos os 

compostos são chamados de PFCs (perfluorcarbonados). Dentre todos os compostos 

identificados existem duas grandes categorias: perfluoralquilados precursores de 

cadeia longa (PFAS precursores) e os fluortelômeros sulfonados (FtTAoS) ou álcoois 

(FTOH). Enquanto os PFAS se degradam em forma intermediárias de ácidos 

perfluoralquil carboxílicos (PFCA) e ácidos perfluoralquil sulfonicos (PFSA), os 

fluortelômeros se degradam em formas intermediárias de fluortelômero sulfonados 

(FtS) e fluortelometos butiratos (FtB). Entretanto existem alguns metabólitos 

intermediários de PFCs fluortelomerados, como o PFHxS e PFBA que se encaixam 

na categoria de perfluoralquilados intermediários (PFAS). Por fim, todos os compostos 

se degradam na última forma de perluoroctanoato (PFOA) ou perfluoroctano 

sulfonados (PFOS). De modo a facilitar a compreensão e simplificar o esquema das 

Figura 12, os PFOA e PFOS foram destacados como substâncias separadas, mas são 

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

degradação. Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 A nomenclatura dos PFCs encontrados nas AFFFs ainda está em constante 

evolução conforme novas substâncias são encontradas. A descoberta de novas 

substâncias só está sendo possível agora que as metodologias analíticas permitem a 

descrição precisa de moléculas antes desconhecidas. Por ser uma área relativamente 

nova, ainda há grande discussão sobre a padronização e tendências oficiais de 

nomenclatura. Um exemplo disso é 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 FtTAoS). Entretanto, apenas no caso de PFAS, a 

letra S faz referência a palavra “substância”, pois a sigla completa, do inglês poly- and 

per-fluoroalkyl substance significa “substância poli- e per- fluoralquiladas”. Preferiu-se 

utilizar as siglas em inglês nessa tese para ser compatível com a nomenclatura 

usualmente utilizada na literatura. 
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1.7. Produção de AFFF 
 
 Os dois processos principais utilizados na fabricação de surfactantes fluorados 

são a fluoração eletroquímica (também chamada de eletrofluoração) e a 

fluortelomeração (MOODY; FIELD, 2000), comparados na Tabela 4. Os produtos 

provenientes do primeiro processo contêm um grupo sulfonil. Os produtos do segundo 

processo de produção (telômeros) contêm um grupo etileno. Perfluorooctano 

sulfonilfluorido (POSF) é o mais importante intermediário de produção para fluoração 

eletroquímica. FTOH, por sua vez, é uma substância mais importante da produção de 

telômeros.  

  

 Tabela 4 – Comparação entre os tipos de AFFF baseados no modo de produção 

Fluoração eletroquímica Fluortelomeração 

𝐶8𝐻17𝑆𝑂2𝑋
𝐻𝐹
→ 𝐶8𝐹17𝑆𝑂2 − 𝑋 

onde X = F, Cl 

𝑥𝐶𝐹2 = 𝐶𝐹2
𝐼𝐹5
→ 𝐹(𝐶𝐹2 − 𝐶𝐹2)𝑥𝐼 

onde x = 3, 4, 5, 6 ou 7 

30% de cadeias ramificadas Cadeias lineares 

PFAS em geral (ex.: PFOA, PFOS, 

PFCA) 

Fluortelômeros em geral (ex.: FtS, 

FtTAoS) 

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

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

Chemguard 

(Adaptado de Parsons et al., 2008) 

 

 Com fluoração eletroquímica (Tabela 4), a substância a ser fluorada é 

dissolvida em ácido fluorídrico e uma corrente elétrica passa através dos meios de 

reação (HUDLICKY; PAVLATH, 1995). Todas as moléculas de hidrogênio são 

substituídas por flúor resultando em moléculas perfluorados. Apesar de baixo 

rendimento dos compostos perfluorados e muitos produtos secundários, a fluoração 

eletroquímica é economicamente atraente pelos custos relativamente baixos da 

eletricidade e do reagente de fluoreto de hidrogênio (HUDLICKY; PAVLATH, 1995).
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 No processo de fluortelomeração (Tabela 4) ocorre uma reação com uma 

molécula chamada telogen, com duas ou mais insaturações que criam um telômero 

que contém apenas números pares de átomos de carbono (KISSA, 1994). Devido ao 

fato de PFCs com números pares e ímpares de carbono resultarem de fluoração 

eletroquímica, os surfactantes de carbono perfluorados no ambiente podem, 

potencialmente, serem rastreados para os fabricantes que usam o processo de 

fluoração eletroquímica ou fluortelomeração (MOODY; FIELD, 1999). 

 As propriedades de hidrocarbonetos e, portanto, os surfactantes, são 

significativamente alteradas quando os átomos de flúor são substituídos por átomos 

de hidrogênio (KISSA, 1994). Quando flúor é um substituinte em compostos 

orgânicos, propriedades químicas únicas são observadas, devido à eletronegatividade 

do flúor, bem como a sobreposição entre os orbitais 2p e 2s de flúor e os 

correspondentes orbitais de carbono (HUDLICKY; PAVLATH, 1995). A presença de 

átomos de flúor contribui para a rigidez de cadeias dos hidrocarbonetos perfluorados 

(KEY et al., 1997) em relação a cadeias de hidrocarbonetos. A ligação flúor-carbono 

é altamente polarizada e a mais forte de ligações covalentes conhecidas com a 

energia de ligação média C-F em cerca de 25 kcal.mol-1 mais forte do que a 

correspondente ligação C-Cl em monocloroalcanos. Além disso, fluoração 

normalmente reforça as ligações C-C adjacentes (HUDLICKY; PAVLATH, 1995). 

 Os surfactantes perfluorados são mais estáveis termicamente do que os seus 

análogos hidrocarbonetos correspondentes. Em particular, PFCAs e PFASs são 

considerados os grupos de PFCs mais estáveis termicamente. Além da estabilidade 

térmica, os surfactantes perfluorados são estáveis a ácidos, bases, oxidantes e 

redutores. Esta estabilidade permite aos compostos fluorados permanecerem intactos 

em ambientes onde surfactantes de hidrocarbonetos são degradados (KISSA, 1994). 

 O custo de surfactantes fluorados é maior do que os de hidrocarbonetos. Por 

causa dos altos preços dos surfactantes fluorados, aplicações de PFCs estão 

limitados a problemas que surfactantes convencionais, de menor preço, não poderiam 

resolver (CROSS, 1998). Dentro de uma aplicação específica, surfactantes fluorados 

apresentam tipicamente a melhor relação entre custo e benefício, pois seu preço 

relativamente elevado é compensado pelas baixas concentrações necessárias para 

alcançar a diminuição da tensão interfacial ou para formar soluções micelas. Em 

algumas aplicações, tais como AFFF, uma mistura de um agente surfactante fluorado 

e um surfactante à 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 às especificações 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 formulação 

diferente. Os compostos exatos são protegidos por patentes e não são divulgados 

com precisão pelos fabricantes, o que é um empecilho para o estudo quantitativo 

desses compostos. A composição das AFFF comerciais varia entre fabricantes. A 

AFFF produzido e exportado pela 3M e Ansul são os mais comumente encontrados 

no mercado, sendo o último exportado para muitos países, incluindo o Brasil. 

 De fato, as patentes norte-americanas relacionadas com formulações AFFF 

contém informações muito limitada sobre os grupos funcionais e os possíveis 

comprimentos da cadeia perfluoralquil de componentes químicos fluorados. Apenas 

um banco de dados foi compilado, que continha as massas e fórmulas elementares 

de apenas alguns dos compostos químicos fluorados AFFF que poderiam ser 

potencialmente identificados nas patentes. 

  

 
Figura 13 - Fabricantes de espumas de incêndio e seu histórico de produção 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 átomos em alta velocidade (da sigle em inglês fast 

atom bombardment – mass spectrometry, FAB-MS, que ao contrário da maioria dos 
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métodos de cromatografia associada à espectrometria de massa (da sigla em inglês 

liquid chromatography – mass spectrometry / mass spectrometry, LC-MS / MS) não 

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, composição de misturas e concentração para descobrir 

quais são as substâncias testadas. Utilizaram também a espectrometria de massa de 

alta resolução (da sigla em inglês high resolution mass spectrometry, HRMS) com 

separação cromatográfica para permitir a determinação precisa da massa de íons e, 

assim, determinar as composições de elementos específicos (GROSS, 2004). No 

entanto, o maior obstáculo é que a verificação 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 informação sobre a estrutura 

química de cada formulação de cada fabricante foi comparada às patentes públicas. 

Os resultados da análise das principais formulações de AFFF disponível 

comercialmente pelo uso do FAB-MS desse grupo de pesquisa estão resumidas nos 

itens a seguir: 

‒ 3M AFFF: o espectro de FAB-MS da AFFF 3M obtido em modo de ionização 

negativa continha relação massa / carga (m / z) 50, o que é uma característica 

dos compostos sintetizados a partir de fluoração eletroquímica (FIELD et al., 

2003). Na AFFF 3M, PFSA com C6-C8 foram identificadas em todos os 

componentes testados, e isto é consistente com a detecção de PFOS 

frequentemente encontrado em águas subterrâneas impactadas por AFFF. 

Existem pesquisas atuais na Universidade da Califórnia em Berkeley que 

buscam determinar por LC-MS / MS os componentes vestigiais PFCAs na 

AFFF (HOUTZ et al., 2015 - trabalho não publicado). Além disso, AFFF 3M 

apresentou compostos de PFAS de C4-C6 contendo funcionalidades ácido 

carboxílico e amina terciária (PLACE; FIELD, 2012); 

‒ National Foam AFFF: os produtos químicos fluorados principais foram 

detectados na razão m / z 100 em ambos modo positivo e negativo do FAB-

MS, os quais correspondem a unidades que são características de produtos 

químicos fluorados telomerados. Os íons alvejados foram identificados como a 

4:2, 6:2, 8:2, e 10:2 FtS com dimetil amina quaternária e grupos funcionais de 

ácido carboxílico. Em menor abundância foram identificados com os íons com 

razão m / z -58 similares ao 4:2 FtS, que estão relacionadas com a mesma 
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estrutura mas sem a funcionalidade ácido acético terminal. Resultados 

sugerem que estes compostos podem resultar como produto secundário da 

síntese do composto principal betaína (PLACE; FIELD, 2012); 

‒ Ansul AFFF: modo de ionização negativa das análises FAB-MS para Ansul 

AFFF revelou dois íons abundantes com característicos de fluorotelômeros 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 número limitado de outros 

relatórios sobre a composição da AFFF (SCHULTZ et al., 2004). Ambos são 

conhecidos por fazer parte da mistura disponível comercialmente como 

Lodyne. Um íon de menor abundância foi identificado a m / z 602, o que 

corresponde a uma diferença de massa de m / z de 15,9940 a 6:2 FtTAoS e é, 

provavelmente, pela a adição de um átomo de oxigénio à molécula. A 

identidade desta classe PFC não 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 identificação do FtS 

em formulações AFFF ocorreu, provavelmente, devido aos limites de detecção 

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 fabricação mais 

recentes mostrou nenhum padrão característico de produtos químicos 

fluorados detectados através de ionização positiva e negativa FAB-MS, mas 

houve um único pico forte detectada a m / z 586, que foi previamente 

identificado como o 6:2 FtTAoS. Os outros homólogos do FtTAoS (4:2, 8:2, 

10:2) podem estar presentes em concentrações inferiores ao limite de detecção 

especificado (PLACE; FIELD, 2012). 

 

 Recentemente, a 3M anunciou que, com base em dados coletados 

internamente, iria interromper a produção de PFOS porque o composto foi detectado 

em níveis de parte por bilhão (ppb) em amostras de sangue obtidas a partir de bancos 

de sangue nos Estados Unidos, Japão, Europa e China, além de ser persistente no 

ambiente (BROWN; MAYER, 2000). A 3M planejou interromper a produção de PFOA 
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em quase todos os produtos, no entanto, a 3M aponta que alguns níveis de produção 

de PFOS, supostamente mais baixos devem continuar para utilização em espumas 

de combate a incêndios (TULLO, 2000).  

 

1.8. Liberação da AFFF no ambiente 
 
 Toneladas de AFFF são liberadas no ambiente, pois sua aplicação é 

fundamental no controle de diversos incêndios na indústria do petróleo. De fato, em 

situações de incêndio, o uso racionado, visando menor liberação e consequente 

menor impacto ambiental de AFFF, não é uma opção, pois situações de incêndio em 

hidrocarbonetos representam sério risco à vida e aos patrimônios locais. As AFFFs 

são imprescindíveis pela à sua efetividade na prevenção de danos colaterais e re-

ignição de incêndios nesses locais. 

 Surfactantes compostos por PFCs são persistentes, bioacumuláveis, tóxicos e 

contaminantes. Por isso, a preocupação com a sua ocorrência no ambiente tem 

aumentado nos últimos anos (KISSA, 1994). Eles foram detectados em muitas 

amostras ambientais (GIESY; KANNAN, 2002), incluindo ar, águas superficiais 

(MURAKAMI et al., 2008; PLUMLEE et al., 2008), água potável (SKUTLAREK et al., 

2006), águas residuais (SINCLAIR; KANNAN, 2006), águas de chuva (KIM; KANNAN, 

2007), águas subterrâneas (SCHULTZ et al., 2004) e solo (HIGGINS et al., 2005). 

PFCs também foram encontrados acumulando-se na biota, incluindo mamíferos 

(GIESY; KANNAN, 2002) e seres humanos (KANNAN et al., 2004; HÖLZER et al., 

2008).  

 Os PFCAs, PFSAs e seus precursores potenciais têm atraído a atenção como 

contaminantes globais (BUCK et al., 2011). PFCAs e PFSAs de cadeia longa são 

descritos como muito problemáticos pois são altamente persistentes (PARSONS et 

al., 2008; FRÖMEL; KNEPPER, 2010), bioacumuláveis e foram detectados 

espalhados quase que universalmente em ambientes abióticos (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 

substâncias relacionadas à base de fluoreto de perfluorooctano sulfonil (POSF) foram 

restritos quanto à produção e utilização pela da Convenção de Estocolmo, em 2009. 

Cadeias de PFCAs contendo de C11-C14 foram identificados como produtos químicos 

muito persistentes e muito bioacumuláveis, e foram incluídos na lista de substâncias 
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candidatas que suscitam elevada preocupação no âmbito da regulamentação 

europeia de produtos químicos, REACH (ECHA, 2013). Em 2013, os PFOAs e 

perfluorooctanoate de amônia (APFO) foram listados como substâncias candidatas 

que suscitam elevada preocupação ECHA (2013). 

 As AFFFs são predominantemente liberadas sob a forma de espuma líquida 

em incêndios (Figura 14), o que aumenta o potencial dos PFAS para penetrar nos 

ambientes aquáticos. Vários estudos têm apontado o uso de AFFF como origem 

exclusiva de PFAS para as águas subterrâneas (MOODY; FIELD, 1999; MOODY et 

al., 2003; SCHULTZ et al., 2004; HOUTZ et al., 2013.), água potável (WEISS et al., 

2012), águas 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 contaminação por PFAS das águas 

subterrâneas em um aeródromo militar foi feito pela MOODY; FIELD (1999). PFOS é 

a PFAS mais predominante em locais contaminados por AFFF e foi detectado em 

concentrações >600 ng.L-1 nas águas de superfície e em centenas de ng.g-1 em peixes 

(AWAD et al., 2011). No entanto; há uma falta de conhecimento sobre a distribuição e 

raio de difusão dos PFAS dos locais contaminados para o ambiente circundante. 
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Figura 14 – Liberação de grandes volumes de AFFF durante incêndio do avião da 

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

 

 O influxo ao meio ainda pode ocorrer através de quatro vias: (i) a liberação de 

PFCs voláteis para a atmosfera (DINGLASAN-PANLILIO; MABURY, 2006), onde são 

fotoquimicamente oxidados (ELLIS et al., 2004) e de volta para o ciclo da água por 

precipitação atmosférica; (ii) descarregados por estações de tratamento de águas 

residuais (YU et al., 2009); (iii) descarga por escoamento urbano contaminada por 

fontes difusas (ZUSHI; MASUNAGA, 2009; HOUTZ; SEDLAK, 2012), e (iv) a 

infiltração de locais de eliminação e de derrames em águas subterrâneas (MOODY; 

FIELD, 1999; MOODY et al., 2003).  

 Fontes ambientais de PFC são geralmente de difícil caracterização, pois 

compostos perfluorados são usados em uma ampla variedade de produtos e 

aplicações, e não apenas espumas de incêndio. Os compostos estão dispersos por 

todo o mundo e passam por vias de transformação complexas pouco conhecidos 

ainda (GIESY; KANNAN, 2002; PREVEDOUROS et al., 2006), mas geralmente 

resultam como última forma PFOA e PFOS correspondentes ao comprimento dos 

seus precursores. 
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 Portanto, a identificação da fonte é uma tarefa desafiadora. Em alguns casos, 

isto pode ser abordado pelo conhecimento das atividades locais específicas e 

comparados à composição esperada das amostras (MOODY et al., 2003; SCHULTZ 

et al., 2004). Em outros casos, a fonte de PFCs pode ser traçada através do estudo 

da distribuição espacial das concentrações e a proporção de componentes diferentes, 

por exemplo, o PFOA / PFOS (KIM; KANNAN, 2007) e razão entre PFHpA / PFOA 

(SIMCIK; DORWEILER, 2005). Em água contaminada por AFFF, os valores de PFOA 

/ PFOS e PFOA / 6:2 FtS podem indicar até mesmo o tempo que as amostras estão 

no ambiente (SCHULTZ et al., 2004). Outros estudos com razão PFOA / PFOS 

incluem detecção em lagos (Kim; KANNAN, 2007), água de escoamento tempestade 

(LIEN et al., 2008), água do rio urbano (SAITO et al., 2004) e para águas residuais 

(YU et al., 2009). 

 Detecção 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 frequência, simplesmente porque 

eles são menos incluídos nas análises ambientais. Muitos produtos químicos PFAS 

são detectados no ar ou associada com a matéria em partículas 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 água 

da chuva, na água 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 incêndio no Brasil (Paulínia-SP, 1993 e Santos-SP, 2015) 
 
 A comercialização de AFFF ocorre em grande escala para municípios 

brasileiros para ser utilizado por bombeiros, aeroportos, militares e setores da 

indústria do petróleo. No Brasil, não existem dados oficiais quanto à liberação 

ambiental desse produto, mas acredita-se que seja um volume alto, dado o seu amplo 

uso em casos recentes, como o incêndio da plataforma de Petróleo Cherne II, na bacia 
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de Campos, no norte fluminense em janeiro de 2011 (FOLHA DE SÃO PAULO, 2011) 

e na unidade de produção 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 são também consumidores e potenciais 

liberadores dessa substância. 

 No Brasil, um exemplo de uso da AFFF em maior escala foi no incêndio ocorrido 

na Refinaria do Planalto Paulista (Replan), localizada em Paulínia / SP, em 8 de 

janeiro de 1993, sendo este o maior incêndio já ocorrido em refinarias de petróleo no 

Brasil (Figura 15). Um tanque cheio com capacidade máxima de 15 milhões de litros 

de óleo diesel foi atingido por um raio, que provocou a ignição da mistura de gases 

inflamáveis contida nele e, imediatamente, uma explosão seguida de incêndio. A 

eficiência do combate de um incêndio de grandes proporções foi de extrema 

importância. As chamas atingiram uma área de 4300 m2, com labaredas de mais de 

40 m de altura, produzindo uma fumaça que se estendia por mais de 50 km de 

extensão (FIGUEREDO et al., 1999). 

 

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

tipo AFFF. Fonte: Capturado de vídeo por Gifel Engenharia de Incêndio (1998). 

 

 O maior risco era de que o fogo se alastrasse e atingisse os tanques vizinhos, 

provocando prejuízos altos e representando uma ameaça ao ambiente. Bombeiros da 

Replan iniciaram, então, a extinção do fogo que atingia as bacias de contenção com 

aplicação de jatos da AFFF e o resfriamento do tanque atingido e dos adjacentes 

utilizando jatos de água, enquanto estratégias de combate eram definidas pelos 

técnicos da Replan, em colaboração com o Corpo de Bombeiros de Campinas e o 

Plano de Auxílio Mútuo Municipal. Foram necessárias 12 horas para o controle e a 
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extinção do fogo, sendo consumidos 4 milhões de litros de óleo diesel e liberados 37 

mil litros de AFFF, num prejuízo total de cerca de R$ 7.780.000,00, entre diesel 

consumido, combate ao fogo e reparo dos equipamentos (valor considerando a 

inflação entre 1993 a 2015, de acordo com WolframAlpha, 2015). Todo o processo 

envolveu a mobilização de 100 bombeiros, civis e militares, para conter o incêndio 

(FIGUEREDO et al., 1999). 

 Recentemente, todo o estoque disponível no Brasil de espumas utilizadas no 

combate a incêndios foi utilizado para extinguir as chamas do acidente ocorrido nos 

tanques da refinaria de Santos (FOLHA DE SÃO PAULO, 2015).  O incêndio, que se 

iniciou no segundo dia de abril só foi eliminado após 8 dias de trabalho intenso de 

centenas de profissionais do Corpo de Bombeiros do Estado de São Paulo. Cerca de 

40 milhões de litros de combustível foram queimados no incêndio. O fogo foi tão 

intenso que foi necessária até mesmo a importação de mais dessas espumas para 

controlar a situação. 

 
1.8.2. Bioacumulação e Toxicidade da AFFF 

 
 Foi apresentado que devido à forte ligação entre flúor e carbono, PFOS e PFOA 

não são facilmente degradados por mecanismos físicos ou químicos, uma vez que 

foram liberados no ambiente. Uma longa série de estudos têm documentado que eles 

são 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 níveis de 

triglicerídeos e colesterol no fígado, diminuição do colesterol no soro, hipolipidemia, e 

redução 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 

mamíferos, 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 

et al., 2010), carpa comum (HAGENAARS et al., 2008) e vairão (ANKLEY et al., 2005). 

Alguns dos processos comprometidos por esses PFAS são a transferência e o 

metabolismo de ácidos graxos, a integridade da membrana celular, a função 
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mitocondrial, a atividade da glutationa peroxidase do fígado, atividade da superóxido 

dismutase e redução dos níveis hormonais da tiróide (LAU et al., 2009).   

 As propriedades físicas da AFFF também têm potencial de causar danos à 

biota. AFFF lançada em um rio da Florida, em 1993, foi objeto de investigação como 

uma possível causa de doenças em aves marinhas e mortes na região (KINNER, 

1998). Por analogia com surfactantes de hidrocarbonetos, surfactantes perfluorados 

em AFFF vindos de águas residuais podem potencialmente fazer com que as aves 

percam seus óleos naturais e morram por hipotermia (STICKLEY et al., 1986). 

 Além disso, PFOA e PFOS não são facilmente removidos por processos de 

tratamento de água potável convencionais (ESCHAUZIER et al., 2012; XIAO et al., 

2013; RAHMAN et al., 2014). Por se tratar de um novo tipo de contaminante, não estão 

incluídos na rotina do controle de qualidade da água potável. Estes dois produtos 

químicos foram detectados em dezenas de mg.L-1 para mais de 95% das amostras 

recolhidas em diversas amostragens de sangue humano nos EUA em concentrações 

elevadas. A frequência de detecção de concentrações foi geralmente muito mais 

elevada do que outros produtos químicos ambientais presentes no sangue humano. 

Vários outros PFASs também foram detectados em amostras de sangue humano (LOI 

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

 

 
Figura 16 – Exposição inadequada à AFFF após incêndio em hangar no aeroporto 

de Long Beach, EUA em 1998 pode ser uma das fontes de contaminação. Fonte: 

Reproduzido de AP Photo / Press-Telegram (1998). 
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 Riscos potenciais para a saúde decorrente à exposição 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 sêmen em homens jovens (JOENSEN et 

al., 2009) e doença da tiróide na população geral adulta dos EUA (MELZER et al., 

2010). Outros estudos ainda ligam vagamente os PFCs ao transtorno de déficit de 

atenção / hiperatividade infantil (HOFFMAN et al., 2010) e baixa a resposta imune à 

vacinação (GRANDJEAN et al., 2012). Estudos também têm sugerido uma associação 

entre a exposição ao PFOA e insuficiência renal e câncer testicular em comunidades 

do entorno uma fábrica de PFAS (BARRY et al., 2013). Existem várias rotas através 

do qual PFOS e PFOA podem entrar no corpo humano, sendo que a ingestão de 

águas subterrâneas contaminadas tem se mostrado uma importante via de exposição 

(EMMETT et al., 2006; WEISS et al., 2012), especialmente para as comunidades em 

proximidade de uma grande fonte de contaminação, tais como unidades de fabricação 

de fluorpolímeros ou próximos aos corpos de bombeiros locais (HOFFMAN et al., 

2010). 

 O potencial de bioacumulação tem sido bem estudado em termos de meia vida 

de eliminação sérica do PFBA, PFBS, PFHxA, PFHxS, PFOA e PFOS em seres 

humanos e mamíferos. PFHxS tem meias-vidas semelhantes ou mesmo mais longa 

do que PFOS em todos os animais testados (com exceção de ratas fêmeas) e em 

seres humanos, o que torna o PFHxS inadequado como uma alternativa aos PFOS. 

Em relação aos níveis de exposição absolutos, um estudo recente sobre as 

tendências 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). Observações semelhantes de uma tendência 

crescente de exposição ao PFHxS desde 2006 nos EUA também têm sido relatados 

por Kato et al. (2011). 

 Vários estudos encontraram diferenças significativas entre as concentrações 

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 

concentrações mais elevadas do que as mulheres. Por exemplo, em dados de South 

East Queensland, na Austrália, onde o estudo foi realizado, foram reunidas amostras 

classificadas por idade (30 indivíduos). A concentração de PFOS média masculina foi 

de 23,3 ng.mL-1, em comparação com 18,4 ng.mL-1 nas mulheres. Toms et al. (2014) 

olhou para as tendências nas concentrações séricas PFAS de australianos entre 2002 
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e 2011. Eles descobriram que os homens apresentaram maiores concentrações 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 concentrações semelhantes. A diferença foi 

associada à perda de PFCs junto com o sangue durante a menstruação. 

 Não apenas os PFCs são tóxicos. Vários agentes presentes na AFFF foram 

considerados ligeiramente tóxico para a vida marinha em concentrações próximas de 

6,0 g.L-1 (SALAZAR, 1985). Os componentes adicionais encontrados em formulações 

de AFFF concentrado são os inibidores de corrosão, tais como toliltriazol. Recentes 

estudos toxicológicos sobre toliltriazol têm mostrado que estes compostos têm 

toxicidade moderada a alta (CANCILLA et al., 1998). No entanto, as avaliações de 

toxicidade reais sobre misturas de AFFF em águas residuais no meio ambiente são 

difíceis porque efluentes contendo AFFF são misturas complexas com muitos 

componentes misturados a outros poluentes primários, bem como sub-produtos do 

incêndio em que foram aplicados, que poderiam ser tóxicos. Além disso, a degradação 

ocorrida durante o transporte de componentes da AFFF podem mudar a composição 

da mistura e toxicidade em função da distância e tempo. A toxicidade dessas misturas 

complexas é difícil de avaliar por causa dos possíveis efeitos sinérgicos entre os 

componentes da mistura, o que torna difícil prever, a priori, a toxicidade no ambiente. 

 A liberação de surfactantes fluorados em águas de superfície não é 

recomendada pelos fabricantes AFFF como rota de escoamento em águas residuais 

(3M, 1999). Felizmente, os relatos de descargas de grande volume de AFFF nas 

águas residuais são limitados.  

 
1.9. Regulamentação do uso de AFFF 

 
 A legislação brasileira atesta erroneamente a AFFF 3% e 6% como um Líquido 

Gerador de Espuma (LGE), não tóxico e biodegradável. Os fabricantes comercializam 

esses produtos para aeroportos, bases militares e Petrobrás 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 

Petrobrás N-1886 (1983) e torna tais substâncias aprovadas para a comercialização, 

sem a preocupação com contaminações ambientais subsequentes. Atende também 

ao Método de Simulação de Incêndio – eficiência nível B - do Manual de serviços de 

aeroportos – Doc 9137 – NA / 898 Parte 1 da ICAO – Organização de Aviação Civil, 
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embora estudos tenham sugerido a problemática ambiental causada por tais 

substâncias. Não há menção específica sobre limites aos PFCs na formulação das 

AFFFs. 

 Nos Estados Unidos, o governo federal estabelece desde 2009 valores 

recomendados de liberação de 0,4 e 0,2 µg.L-1 de PFOA e PFOS, respectivamente. 

Foi exigido no congresso americano que 8 companhias fabricantes de compostos 

fluorados lançassem um programa de 5 anos, começando em 2010, com a meta de 

eliminar o PFOS e PFOA do processo produtivo (USEPA, 2009a).  

 Os governos estaduais dos EUA têm regras específicas e variam em cada 

estado. O departamento de saúde de Minnesota estabelece o limite de 0,3 µg.L-1 de 

PFOA e PFOS em água potável. Os limites para PFBS e PFBA são mais altos, e 

podem atingir 7 µg.L-1. Em New Jersey, o departamento de proteção ambiental, define 

limites mais rígidos que o departamento de saúde, considerando seguro níveis 

inferiores a 0,04 µg.L-1 em água potável. O estado de Virgínia proíbe o consumo e 

água em aquíferos contendo mais que 0,5 µg.L-1 de PFOA. O estado de Carolina do 

Norte é o mais permissivo e abrangente, pois estabelece o consume seguro de no 

máximo 1,5 µg.L-1 de qualquer PFC (USEPA, 2009b). 

 Na Europa, o EU REACH (como é chamado o acordo de regulamentação em 

questões de segurança ambiental) defende o uso limitado de PFOA e PFOS. O 

governo federal da Alemanha recomenda cuidado quanto a concentrações de 0,1 

µg.L-1 e define o limite máximo em 0,3 µg.L-1. 

 
1.10. Biodegradabilidade de AFFF 

 

 Antes da crescente preocupação com a pesquisa dos PFCs das AFFFs, havia 

uma quantidade considerável de literatura sobre como ocorre a quebra biológica e 

química da ligação entre flúor e carbono no ambiente. A maior parte dos trabalhos no 

passado, contudo, referiam-se a compostos químicos orgânicos com um átomo de 

flúor apenas ou compostos aromáticos contendo flúor (KEY et al., 1997; NATARAJAN 

et al., 2005; NEILSON; ALLARD, 2002). Somente recentemente, Parsons et al. (2008) 

e Frömel e Knepper (2010) apresentaram revisões abrangentes em sobre a 

biodegradação de PFASs, sendo que a termodinâmica da defluoração microbiana foi 

especialmente bem discutida por Parsons et al. (2008).  
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 Em geral, a degradação por microrganismos (biodegradação) é um dos 

mecanismos mais importantes no qual os contaminantes orgânicos são removidos do 

ambiente. No entanto, todas as vias de biodegradação e destino final de PFCs são 

ainda desconhecidos. A força da ligação entre carbono e flúor é geralmente o principal 

fator de limitação da biodegradabilidade dos PFCs. Embora os microrganismos sejam 

capazes de remover grupos funcionais não fluorados, a questão central é saber se 

eles são capazes de atacar e remover PFC substituintes de flúor para alcançar a 

mineralização de moléculas perfluoradas com sucesso (PARSONS et al., 2008). 

 Compostos orgânicos halogenados são caracterizados pela sua elevada 

estabilidade no ambiente. No entanto, tornou-se evidente durante as últimas duas 

décadas que muitos destes compostos são suscetíveis a degradação microbiana. 

Reconhece-se, portanto, que a degradação 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 orgânicos halogenados são caracterizados por fortes 

laços de halogênio ao carbono, levando a estabilidade cinética. É importante, no 

entanto, reconhecer que uma reação de desalogenação é termodinamicamente 

favorável (DOLFING, 2000). Em condições aeróbias, compostos orgânicos 

halogenados são degradados por vias catabólicas semelhantes àqueles para os 

análogos não halogenados (ALEXANDER, 1999). Halogenação tende a dificultar 

essas reações, possivelmente levando ao acúmulo de metabólitos parcialmente 

degradadas. Como resultado, a degradação aeróbia é frequentemente um processo 

co-metabólico, aparentemente sem ceder energia útil. 

 De um ponto de vista termodinâmico, não há nenhuma razão 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 mudança na energia livre de Gibbs indica que a mineralização aeróbia de 

compostos halogenados é capaz de produzir energia suficiente para sustentar o 

crescimento do organismo envolvido (DOLFING; JANSSEN, 1994). Se organismos 

aproveitam essa energia já é outra questão. No entanto, os cálculos termodinâmicos 

suportam a hipótese de que os organismos devam ser capazes de crescer em 

compostos halogenados. A bactéria isolada por Coleman et al. (2002) suporta essa 

hipótese 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 degradação no ambiente. Degradação atmosférica de FTOH por radicais OH 

produz PFCAs e tem sido proposta como uma fonte dos ácidos presentes no Ártico. 

Os ácidos reagem ainda com radicais OH, mas este é considerado de menor 

importância (ELLIS et al., 2004). O radical hidroxila também reage com 8:2 FTOH em 

sistemas aquosos, incluindo no Lago Ontário no Canadá, com amostras de 

fluorcarbonados encontradas em água irradiada com luz solar (GAUTHIER; MABURY 

2005). Não havia nenhuma evidência para a fotólise direta do FTOH. Os principais 

produtos formados foram o 8:2 fluorotelomero aldeído e PFOA. 

 As informações publicadas sobre a biodegradação de PFCs ainda são muito 

limitadas. O estudo de Remde; Debus (1996) é relativamente recente, considerando 

o tempo de circulação desses compostos no ambiente. No estudo foi relatada a 

investigação sobre a biodegradabilidade do produto de três surfactantes fluorados em 

condições aeróbias e anaeróbias. Dois dos surfactantes (de composição não 

especificada) foram degradados em condições aeróbias e um também foi degradado 

por via anaeróbia. A extensão da degradação do primeiro surfactante, expressa pelo 

consumo de O2 ou CO2 ou CH4 produzido, era suficiente para classificar o surfactante 

como facilmente biodegradável. No entanto, nesse estudo foi verficado não existir 

nenhuma evidência de libertação de fluoreto a partir do composto. Foi observado para 

o terceiro surfactante, PFOS que não há biodegradabilidade tanto em condições 

aeróbias quanto anaeróbias. 

 Um estudo extenso da biodegradação dos PFCs foi relatado por Schröder 

(2003). Em seu estudo, amostras de águas residuais foram misturadas com uma 

variedade de PFCs, incluindo PFOS, PFOA e surfactantes não iônicos incluindo, alquil 

etoxilatos parcialmente fluorados e perfluorooctanosulfonil-amidopolietoxilato. Os 

ensaios foram incubados sob condições aeróbias e anaeróbias. Foi observada 

biodegradação rápida em águas residuais contendo metabolismo aeróbio dos 

compostos fluorados, em parte, para formar ácidos carboxílicos (identificados por LC-

MS / MS). Para os compostos perfluorados, em contraste, houve uma rápida remoção 

de PFOS (dentro de 2 dias), sob condições anaeróbias, seguido de uma remoção mais 

lenta do PFOA. Dos surfactantes não iônicos, apenas os compostos contendo sulfonil 

foram removidos. Metabólitos não foram detectadas nas incubações anaeróbias nem 

houve qualquer aumento na concentração de flúor observada (Schröder, 2003). 
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 Um outro estudo da biodegradação de PFOS e PFOA foi realizado em 

bioreatores aeróbios e anaeróbios contendo lodo provenientes de estações alemãs 

de tratamento de esgoto (ETE) (MEESTERS; SCHRÖDER 2004). Nenhuma 

biodegradação primária foi observada em condições anaeróbias, mas a remoção de 

PFAS e, subsequentemente, de PFOS de PFOA, foi observada em condições 

aeróbias, até que, nenhum dos compostos podia ser ainda detectada. Estranhamente 

após 26 dias não foram detectados metabolitos ou aumentos na concentração de íons 

de flúor.  

 O primeiro estudo em escala reduzida com evidência de biodegradação de 

fluortelomerados foi um estudo de biodegradação de 8:2 FTOH por um consórcio 

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 adição de outros organohalogenados poderiam conduzir as rotas 

metabólicas. 

 A partir disso, a biodegradação aeróbia de fluortelômeros, especialmente os de 

8:2 e 6:2 FTOHs, foram bem estudados (DINGLASAN et al., 2004; LIU et al., 2010; 

WANG et al., 2009). Um estudo de biodegradação 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 metabólico de biodegradação aeróbia 

de 6:2 FTOH. As vias de biodegradação 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 defluoração que 8:2 FTOH no solo em condição 

aeróbia (LIU et al., 2010). Os microrganismos presentes no lodo de esgoto diluído 

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 transformação ácido-perfluordodecanóico (PFDoA), que é um substrato 

potencial para oxidação na via de degradação. Propôs-se que este composto tenha 

sido formado a partir do ácido saturado por defluoração redutiva. Vários produtos 

menores foram identificados, incluindo: 7:2 FTOH e 7:3 fluortelômero sulfonamida 

(FtSAm) insaturada. 
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Figura 17 - Vias de degradação aeróbia de 6:2 FTOH em lodo ativado e solo. As 

setas duplas indicam múltiplos passos de biotransformação. As reações de 

defluoração são indicados por liberação de íons de flúor (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 estáveis e semi-

estáveis são mostrados dentro de retângulos tracejados. Fonte: Adaptado de Wang 

et al. (2011) e Liu et al. (2010) por Liu; Avendaño (2013). 
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 Em outro trabalho, Wang et al. (2011) também demonstraram a 

biotransformação aeróbia de 6:2 FtS determinada em frascos fechados por 90 dias 

em lodo ativado diluído de resíduos de estação de tratamento de água (ETA) para 

comparar o seu potencial de biotransformação com o de 6:2 FTOH. O 

biotransformação do 6:2 FtS foi relativamente lenta. Assim, o 6:2 FtS não é uma 

importante fonte de PFCAs e ácidos per e polifluorados nas condições de tratamento 

do experimento realizado. Não foi observada a presença de 6:2 FTOH e PFHpA 

durante 90 dias incubação. A biotransformação 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 

fração substancial da concentração inicial de 6:2 FtS (24%) foi considerada ligada de 

maneira irreversível ao lodo ativado catalisado por enzimas microbianas. A 

biodegradação relativamente lenta de 6:2 FtS em lodo ativado pode ser devido a etapa 

aeróbia de-sulfonação necessária para os passos seguintes de degradação. Em um 

ambiente anaeróbio esse passa a ser um fator limitante da velocidade de 

microrganismos. 

  

 
Figura 18 - Vias de biotransformação aeróbia proposta para 6:2 FtS. As setas 

duplas indicam vários passos de transformação. 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 aeróbio e anaeróbio e microcosmos de lodo ativado mostraram alguma 

evidência para a remoção de fluortelomerados sob condições aeróbias (SAEZ; LIU, 

2015). Contudo, nenhuma evidência 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 evidência para a biodegradação de PFC 

no ambiente, mas não para a degradação ou a desalogenação completa destes 

compostos. O maior desafio é a remoção de substituintes com flúor. No entanto, como 

explicado anteriormente, esta é uma reação termodinamicamente favorável, mas que 

pode ser dificultada pela estabilidade cinética da ligação C-F. Uma análise mais 

descuidada e precipitada poderia concluir a partir destes resultados que a ligação C-

F é microbiologicamente inerte. Entretanto, a desalogenação redutora é uma reação 

bem estabelecida para os compostos orgânicos bromados, clorados e, em menor 

extensão, particularmente sob condições anaeróbias. Nesse contexto, a defluoração 

pode ser muito difícil de acontecer – mas não é impossível.  

 A maioria destes novos PFASs recentemente identificados não foram incluídos 

na maioria dos protocolos de monitoramento ambiental, e a sua biodegradabilidade 

permanece largamente desconhecida. É impraticável e tecnicamente muito desafiador 

catalogar e conhecer o grande número de compostos per e polifluoroalquilados 

presentes no meio ambiente. Assim, ao estudar os processos de transformação dos 

precursores essenciais PFAS e fluortelômeros, incluindo a identificação específica de 

metabólicos e subprodutos de degradação, mais informações podem ser obtidas 

sobre o potencial impacto dos PFCs sobre o meio ambiente. Essa lacuna de 

conhecimento pode ser superada por estudos de degradação em laboratório, assim 

como os experimentos apresentados nos capítulos desta tese. 

 

1.11. Desafios no estudo da AFFF e seus compostos 
 

 Incêndios de hidrocarbonetos representam uma séria ameaça à vida e à 

propriedade e, portanto, a questão da segurança contra incêndios deve ser medida 

com relação aos riscos que AFFF e seus surfactantes perfluorados representam para 

o ambiente. Surfactantes fluorados são uma classe única de produtos químicos que 

são descarregadas diretamente para os sistemas aquáticos naturais e artificiais. A 
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variedade de aplicações para estes tipos de surfactantes continua a aumentar, 

enquanto ainda existe pouca informação sobre o comportamento ambiental das 

substâncias. 

 Logo, o comportamento ambiental de PFCs é objeto de maiores investigações. 

As formulações comerciais de AFFF são misturas complexas, e o emprego destas 

misturas em incêndios introduz em longo prazo toneladas de poluentes persistentes 

no meio ambiente. Existem lacunas significativas no conhecimento que vão desde a 

etapa de separação cromatográfica aos ensaios de toxicidade. Surfactantes 

perfluorados persistem no ambiente e podem ser alterados somente por processos 

biogeoquímicos muito específicos. Sabe-se que os PFCs afetam a distribuição e 

biodisponibilidade de co-contaminantes, mas os efeitos que eles têm sobre os 

componentes da AFFF na ecologia microbiana é pouco estudado. 

 Atualmente, tem-se uma compreensão muito limitada sobre as propriedades 

físico-químicas e transformação dos PFCs. Não existem dados para todo o grande 

número de moléculas de PFAS e fluortelômeros ainda. Abordagens atuais de 

modelagem in silico parecem, na melhor das hipóteses, apenas modestamente 

estimar as propriedades de PFCs (RAYNE; FOREST, 2009), e em um número de 

casos, erros importantes de mais de uma ordem de grandeza são aparentes quanto 

ao seu comportamento ambiental. Estas dificuldades destacam as lacunas 

importantes em nossa compreensão de como modelar as propriedades físico-

químicas e biológicas dos compostos perfluorados e seus co-contaminantes. A 

comunidade cientifica precisa de muito trabalho experimental e teórico adicional para 

investigar completamente a AFFF e seus PFCs. 

 Por isso, é oportuno continuar a estudar o potencial de degradação dos 

compostos perfluorados em experimentos cuidadosamente projetados em que 

populações microbianas consigam utilizar o potencial dehalogenação e a partir disso 

aumentar nossa compreensão sobre a complexa etapa de biotransformação de AFFF 

no ambiente. 

   

 

  

  



 
 
 
 
 
 
 
2. Objetivos 
 

2.1. Objetivos Gerais 
 
 Estudar a biodegradação de compostos flúor-carbonados contendo 

hidrocarbonetos de petróleo e espumas formadoras de filmes aquosos (AFFF) por 

microbiota de solo, em diferentes condições. 

 

2.2. Objetivos Específicos 
 

 Foram definidos objetivos específicos para esse estudo: 

‒ Obter uma microbiota capaz de crescer em área afetada por AFFF e 

hidrocarbonetos, a partir da contaminação controlada do solo; 

‒ Avaliar os efeitos aditivos de hidrocarbonetos de petróleo - BTEX (benzeno, 

tolueno, etil-benzeno e o-xileno) - como co-contaminante na biorremediação de 

AFFF; 

‒ Testar a capacidade de biodegradação de AFFF + BTEX em aerobiose e 

anaerobiose; 

‒ Determinar a composição de flúor-carbonados presentes em AFFF em água e 

sedimentos, em diferentes tempos de biodegradação; 

‒ Estudar a biodegradabilidade de efluentes contendo misturas de 

hidrocarbonetos de petróleo e AFFF, semelhantes aos presentes em áreas 

afetadas por incêndios; 
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‒ Verificar a fito-toxicidade dos resíduos contendo AFFF, após diferentes tempos 

de biodegradação; 

‒ Determinar o efeito da aplicação de soluções com AFFF, quanto a alterações 

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

molecular. 

  



 
 
 
 
 
 
 
3. Capítulo 1 

 
Biotransformação de AFFF em Meio Contendo BTEX 

 

3.1. Introdução 
 

 Pouco se sabe sobre as condições ambientais e biológicas que facilitam as 

reações de transformação de PFCs (PFAS e fluortelômeros), especialmente para as 

formulações mais comuns de AFFF baseadas em FtTAoS. Além disso, devido à 

natureza das rotinas de treinamento em corpos de bombeiros ou dos incêndios da 

indústria petroquímica, a contaminação ambiental por PFCs é geralmente 

acompanhada por hidrocarbonetos. Conhecer a relação entre a degradação dos 

hidrocarbonetos e a transformação de PFAS é crucial para estabelecer sistemas de 

bioremediação que tenham como alvo tanto a defluoração quanto a mineralização de 

hidrocarbonetos em ambientes contaminados por AFFF. 

 O conhecimento fundamental das bactérias e enzimas responsáveis pela 

degradação de compostos presentes em AFFF não apenas seria capaz de expandir 

o conhecimento atual sobre mecanismos de transformação de PFAS e fluortelômeros, 

como também estabelecer fatores ambientais específicos que podem ser manipulados 

para melhorar o processo de biotransformação. Com isso, espera-se conseguir aplicar 

estratégias mais eficientes na bioremediação de áreas impactadas por AFFF. As 

estratégias de caracterização de PFCs dentro do contexto da degradação de 

hidrocarbonetos de petróleo propostas nesse primeiro capítulo serve como uma ponte 
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entre o já tão conhecido processo de biorremediação de hidrocarbonetos de petróleo 

e a emergente preocupação com os PFCs das espumas de incêndio. 

 Esse trabalho visa a compreensão fundamental de processos ambientais sobre 

o destino de PFAS, PFCA, PFSA, FtTAoS e FtS encontrados em áreas impactadas 

por AFFF, e pretende avaliar os possíveis resultados da atenuação natural por 

microrganismos em um ambiente monitorado.  

 Um enfoque maior deve ser dado aos compostos fluortelomerados. Três 

fabricantes de AFFF utilizam o FtTAoS como principal agente fluoroquímico em sua 

formulação: Ansul, Angus e Chemguard (BACKE et al., 2013). Por esse motivo, 

amostras ambientais são frequentemente associadas a esses contaminantes. O 

FtTAoS é presente principalmente como 6:2 FtTAoS, mas análises mais aprofundadas 

revelaram a presença em menor quantidade nas variações 8:2 e 4:2 FtTAoS (PLACE; 

FIELD, 2012). 

 A biorremediação eficiente em aerobiose de hidrocarbonetos de petróleo in situ 

já foi estabelecida na literatura, mas nunca como um co-contaminante da AFFF. 

Hidrocarbonetos aromáticos como a mistura de benzeno, tolueno, etil-benzeno e 

xileno (BTEX, Figura 19) podem ser efetivamente biodegradados por diversas 

comunidades microbianas na presença de oxigênio. Isso leva a crer no potencial uso 

para o estabelecimento de uma relação co-metabólica que possa auxiliar a 

transformação de PFCs a produtos carboxílicos menos fluorados. 

 
Figura 19 – Estrutura química dos compostos na mistura de benzeno, tolueno, etil-

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

 

 Neste capítulo são apresentados ensaios no contexto da biorremediação de 

uma região da indústria petroquímica contaminada por AFFF de modo a fornecer 

Benzeno Tolueno Etil-benzeno p-Xileno 
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dados que levem ao desenvolvimento de uma estratégia de biorremediação completa, 

que não apenas atinja máxima defluoração, como também influencie as interações 

ecológicas 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 é conhecida e bem estabelecida na literatura (DEEB; ALVAREZ-

COHEN, 1999; MERGESIN; SCHINNER, 2001; LEAHY; OLSEN, 2006). Contudo, não 

se sabe se a presença de microrganismos degradadores de BTEX afeta a dinâmica 

de transformação de PFAS e fluortelômeros. É possível que, sob condições 

apropriadas, os componentes possam ser co-remediados, rendendo um máximo de 

defluoração e mineralização completa a CO2 e água – desde que encontradas as 

condições corretas. 

 Assim, considerando a grande variedade de locais em que de fato ocorre a co-

contaminação por BTEX e AFFF, somados as propriedades robustas de oxidação das 

oxigenases ativadas pelo metabolismo de BTEX, acredita-se que os hidrocarbonetos 

sejam substratos co-metabólicos interessantes que podem dirigir as vias de 

transformação do FtTAoS. Ao selecionar certas populações por BTEX, é possível 

produzir diferenças na transformação dos PFCs, incluindo quais e quantos produtos 

finais são quantificados.  

 A biodegradação de BTEX já foi demonstrada como dependente de muitos 

fatores ambientais, como pH, temperatura, aeração e disponibilidade de nutriente 

(DEEB; ALVAREZ-COHEN, 1999). Entretanto, a abordagem desse capítulo sobre a 

confluência de fatores nas vias metabólicas de biotransformação de FtTAoS era até 

então desconhecida. 

 

3.1.1. Motivação 
 

 Dada uma condição ambiental específica, é possível que os PFCs possam ser 

seletivamente remediados de modo mais eficiente enquanto os hidrocarbonetos de 

petróleo são mineralizados. Admitiu-se que, além disso, os surfactantes fluorados 

poderiam auxiliar no processo de degradação do BTEX. Foram então definidos 

experimentos para promover e identificar as vias de biotransformação do FtTAoS 

presente no AFFF Ansul aerobiamente e anaerobiamente. 
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 Apesar dos impactos do BTEX nas comunidades capazes de defluoração 

nunca foram reportados, os experimentos foram motivados pela possibilidade dos 

microrganismos utilizarem a energia adquirida na biodegradação do BTEX para dirigir 

o metabolismo da biotransformação dos compostos presentes na AFFF mais 

eficientemente, podendo assim evitar a produção dos compostos persistentes PFOA 

e PFOS. 
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3.2. Metodologia 
 

3.2.1. Materiais 
 
 Todos os padrões isotopicamente marcados, PFAS, PFCA, PFSA, 6:2 FtS, 8:2 

FtS e sulfonamida perfluorada (FOSA) foram comprados de Wellington Laboratories. 

Os padrões para as substâncias precursoras FtTAoS estudadas estão apresentados 

na Figura 20. 

 Materiais disponíveis comercialmente contendo 6:2 fluortelômero sulfonamida 

betaína (PFnSAmA), 6:2 fluortelômero sulfonamida amina (PFnSAm), 6:2 

fluortelômero tioamido sulfonado (FtTAoS), 6:2 fluortelômero tio hidroxi amônio 

(FtTHN+) e 5:1:2, 7:1:2, 9:1:2, 5:3, 7:3, e 9:3 fluorotelômero betaínas foram fornecidos 

por Fire Fighting Foam Coalition e adquiridos com Ansul Tyco Fire Protection. Essas 

moléculas foram utilizadas no escaneamento e quantificação das substâncias 

analisadas. 

 

 
Figura 20 – Estruturas de compostos precursores padrões encontrados em 

formulações 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 água ultra pura para HPLC e metanol da Fisher 

Scientific. Amostras arquivadas de AFFF em diferentes formulações foram fabricadas 

por Ansul. As amostras foram obtidas na base militar americana de Ellsworth, onde 

foram realizados treinamentos de emergência com incêndio. 

 A formulação de AFFF fabricada pela 3M já foi utilizada em estudos anteriores, 

para identificação de outras estruturas de PFAS em AFFF (PLACE; FIELD, 2012) e, 

por isso, utilizada nesse estudo como comparação à 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 Força Aérea Americana em Ellsworth (EUA) 
 

 Amostras de solo foram coletadas na base da força aérea americana de 

Ellsworth em Piedmont, SD, EUA (Figura 21), localizada em 44°08'44.9"N 

103°05'33.1"W.  
 

 
Figura 21 – Imagem de satélite da antiga área de treinamento de incêndio na base 

da força aérea Ellsworth. Foram marcadas a área de coleta onde eram realizados os 

treinamentos de incêndio, local das plumas de benzeno e os locais de remediação 

ambiental, contendo barreiras para as plumas (linha amarela) e poços de aeração 

(pontos verdes). Fonte: Google Inc. (2014); Anotações elaboradas pelo autor. 
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 Treinamentos de emergência com incêndio foram conduzidos entre os 1942 e 

1990 nesse local. Como parte dessas atividades, óleo, solventes e combustíveis foram 

liberados no ambiente para induzir as chamas. Vários agentes extintores de incêndio, 

incluindo AFFF, foram extensivamente utilizados nessas áreas. 

 O ambiente contaminado passou por vários procedimentos de remediação 

ambiental durante a última década, como: influsão de oxigênio e aeração, extração de 

voláteis do solo e remoção de solo para tratamento ex-situ. O sedimento local fica 

sobre a rocha-mãe de Pierre Shale, contendo solo de característica argilosa de baixa 

permeabilidade, contendo áreas de areia média e silte. 

 Não existem registros exatos sobre as formulações de AFFF liberada nesse 

local durante os treinamentos de incêndio, contudo, é provável 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 produção 

em 2001.  Atualmente, as espumas de incêndio são fornecidas por Ansul, 

responsável por 90% do estoque militar (BACKE et al., 2013).  

 As amostras de solo foram coletadas em outubro de 2011 em uma área 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 então colocadas em 

recipientes livres de flúor e encaminhadas ao Departamento de Engenharia Ambiental 

e Civil da Universidade da Califórnia em Berkeley (EUA), onde as amostras foram 

estocadas e analisadas. 

 

3.2.2.2. Refinaria de petróleo da Petrobras em Paulínia (Brasil) 
 

 Foram coletadas amostras de solo da Refinaria de petróleo da Petrobrás em 

Paulínia, SP, Brasil (Figura 22).  

 A espuma do tipo AFFF foi aplicada em grande escala no incêndio ocorrido na 

Refinaria do Planalto Paulista (Replan), localizada em Paulínia / SP (22°43'24.2"S 

47°08'00.3"W), em 8 de janeiro de 1993, sendo este o maior incêndio já ocorrido em 

refinarias de petróleo no Brasil. Bombeiros fizeram a extinção do fogo que atingia as 

bacias de contenção com aplicação de jatos de AFFF e o resfriamento do tanque 

atingido e dos adjacentes utilizando jatos de água. Foram consumidos 4.000.000 L de 

óleo diesel e gastos 37.000 L de AFFF liberados no solo (FIGUEREDO et al., 1999). 
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Figura 22 – Imagem de satélite dos tanques de armazenamento da Replan. Foi 

marcada a área de coleta onde historicamente ocorreu o grande incêndio de 1993. 

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

 

 Assim como na base americana de Ellsworth não 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 possíveis 

formulações aplicadas no local.  

 As amostras de solo foram coletadas em junho de 2012 em uma área próxima 

aos tanques de estoque de combustível da refinaria. O solo foi removido com 

instrumentos livres de PFAS na profundidade de até 0,2 m abaixo do solo. As 

amostras foram então colocadas em recipientes livres de flúor e enviadas por correio 

ao Departamento de Engenharia Ambiental e Civil da Universidade da Califórnia em 

Berkeley. As amostras ficaram 41 dias em trânsito, sob condições ambientais não 

especificadas. 

 

3.2.3. Local de estudo e experimentos 
 
 Os procedimentos de química analítica e quantificação de PFCs da AFFF foram 

realizados sob co-orientação da Profa. Dra. Lisa Alvarez-Cohen no Laboratório de 

Ecologia Microbiana do Departamento de Engenharia Ambiental e Civil da 

Universidade da Califórnia em Berkeley (UC-Berkeley), Berkeley, CA, EUA. 

 

 

Região afetada pelo incêndio 
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3.2.4. Montagem dos ensaios 
 

 Todos os experimentos, anaeróbios e aeróbios, foram conduzidos em frascos 

de vidro de 160 mL (Figura 23). As amostras foram periodicamente retiradas para a 

análise de biotransformação de AFFF e biodegradação de BTEX.  

 O processo de biodegradação em cada ensaio contendo AFFF e BTEX foi 

observado por 90 dias, com os seguintes componentes: 

 ‒ 50 mL de meio salino mínimo BAV1, composto por 85 mg.L-1 de KH2PO4, 218 

mg.L-1 de K2HPO4, 334 mg.L-1 de Na2HPO4.2H2O, 5 mg.L-1 de NH4Cl, 36,4 mg.L-1 de 

CaCl2.2H2O, 22,5 mg.L-1 de MgSO4.7H2O e 0,25 mg.L-1 de FeCl3.6H2O. Foram 

incluídos os elementos traço nas quantidades de 13 mg.L-1 de NiSO4.6H2O, 0,65 mg.L-

1 de (NH4)6Mo7O2.4H2O, 105 mg.L-1 de Na2SiO3.5H2O, 0,17 mg.L-1 de MnSO4, 0,14 

mg.L-1 de SnCl2.2H2O e 17,3 mg.L-1 de Na2SeO3 anidro. Foi adicionado ácido N-

[Tris(hidroximetil)metil]-2-aminoetanosulfônico (TES) e ajustado o pH para 7,2. O meio 

foi fervido durante para remoção dos gases. Rezasurina (0,2 mL.L-1) e L-cisteína-

sulfato (4 mL.L-1) foram adicionados para as reações anaeróbias como indicador e 

agente redutor, respectivamente. O tampão utilizado foi NaHCO3 na concentração 

aproximada de 2,7 g.L-1;  

 ‒ 50 µL de AFFF da formulação Ansul. A porção contendo as substâncias 

perfluoradas é conhecida pelo nome comercial Lodyne, e a porção de dietilenoglicol-

butil-éter é conhecida como butil carbitol. Juntas, essas substâncias compõem a maior 

parte da formulação concentrada da AFFF da marca Ansul. Uma diluição de 1000x a 

partir da fórmula original foi necessária para se adequar aos limites de detecção das 

técnicas utilizadas; 

 ‒ 9 µL de BTEX, obtendo-se a concentração de 100 mg.L-1, sendo 25 mg.L-1 

de cada um dos compostos da mistura. Foi utilizado o-xileno dentre os isômeros, pois 

é o único que ocorre naturalmente. Dada a volatilidade dos compostos, a 

concentração final levou em consideração os cálculos 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 incêndio 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 

próprio campus da Universidade da Califórnia em Berkeley, coletado próximo 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 µg de B12, componente necessário para o crescimento da cultura. A 

concentração de B12 como co-fator no meio foi definida como efetiva no crescimento 

em BAV1 por estudos anteriores no mesmo laboratório, 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 aeróbios foram preparadas em bancadas esterilizadas. 

Os frascos anaeróbios foram lavados e injetados com gás nitrogênio / hidrogênio 

(90:10) por 30 segundos e vedados após receberem o meio de cultura. A adição dos 

outros compostos, incluindo o solo, foi feita em câmara anaeróbia a 1,02 atm de 

pressão, contendo gás N2. Os frascos anaeróbios foram preparados em duas 

condições: metanogênese e redução de nitrato. Os frascos em condições de redução 

de nitrato receberam 10 mM de NO3-. Os solos utilizados nos frascos anaeróbios, 

embora do mesmo local, eram de pontos mais profundos de coleta (0,5 m), enquanto 

o solo utilizado nos ensaios aeróbios eram de pontos próximos à superfície. 

 Os frascos foram vedados com tampa de borracha isenta de compostos 

fluorados e presos por tampa de borda de alumínio. O material utilizado também 
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impede a volatilização de BTEX e a adsorção dos compostos voláteis ao longo do 

prazo do experimento. 

 Uma série de controles foi aplicada para as diferentes condições utilizadas 

conforme Tabela 5. O controle autoclavado foi suplementado com solução de 

antibiótico para garantir a supressão de atividade microbiana. 

 

Tabela 5 - Conteúdo dos frascos controle nos ensaios aeróbios e anaeróbios 
Ensaio Controle do 

Meio 
 

Controle do 
AFFF 

Controle do 
Solo A 
(Ellsworth – 
EUA) 

Controle do 
Solo B  
(Replan – 
Brasil) 

Controle 
Autoclavado 

Ensaio de 
Biodegradação 

Identificação* MC+ ou MC- FC+ ou FC- SCA+ ou 
SCA- 

SCB+ ou 
SCB- 

AC (A/B)+ ou 
AC (A/B)- 

LV (A/B)+ ou 
LV (A/B)- 

Meio BAV1 
(100 mL) 

CONTÉM CONTÉM CONTÉM CONTÉM CONTÉM CONTÉM 

Amostra de 
Solo (5 g) 

--- --- CONTÉM CONTÉM CONTÉM 

(estéril) 

CONTÉM 

AFFF (diluição 
100x) 

--- CONTÉM --- --- CONTÉM CONTÉM 

Co-fator B12 
(50µg.L-1) 

CONTÉM CONTÉM CONTÉM CONTÉM CONTÉM CONTÉM 

*Os ensaios descritos na Tabela 5 foram construídos em variantes contendo BTEX 

(indicados por “+”) e na ausência de BTEX (indicadas por “-”) nas condições aeróbias 

e anaeróbias. Assim, um ensaio de biodegradação contendo solo da Replan (solo B) 

e BTEX (marcado com “+”), é identificado como LVB+, por exemplo. Já um controle 

com AFFF sem solo e sem BTEX é identificado como FC-, por exemplo. Os 

experimentos foram conduzidos em triplicata.  

(Elaborado pelo autor) 

 

3.2.4.1. Manutenção das culturas aeróbias e anaeróbias 
 

 Para a manutenção do ambiente anaeróbio nos frascos com essa condição, o 

ar foi substituído com N2 / H2, além da adição de rezasurina e cisteína-sulfato. Os 

frascos aeróbios tiveram a concentração de O2, monitorada periodicamente e foram 

injetados com mais gás O2, 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 concentração de aproximadamente 1,7±0,3 mM de cada 
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componente e após 40 dias foi adicionado aproximadamente 0,8±0,2 mM de BTEX a 

cada 10 dias. 

 Os frascos foram armazenados sem agitação em estufa a 27,0±0,1°C e 

medidos ao longo processo de biodegradação com as técnicas descritas. Amostras 

do meio de cultura e do espaço preenchido por gás foram retiradas periodicamente e 

analisadas. 

 

3.2.5. Biotransformação de AFFF 
 

3.2.5.1. Preparo das amostras e extração de AFFF  
 
 Para a quantificação da biotransformação dos compostos fluorcarbonados 

foram retiradas alíquotas periódicas dos frascos descritos na seção anterior. Foram 

retirados 2,0 mL do meio, cerca de 1,0 cm abaixo da superfície, evitando-se partículas 

de solo. O procedimento foi feito em triplicata. As alíquotas foram estocadas em tubos 

eppendorf e mantidas em freezer a -4,0±0,1°C.  

 A extração dos PFCs ocorreu misturando 300 µL da amostra estocada a 300 µl 

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 extração dos 

fluorcarbonados encontrados na formulação Ansul de AFFF. A mistura 1:1 de solvente 

e amostra foi submetida à agitação em vortex por 1 hora e sonicados por 30 minutos. 

Todas as extrações foram feitas em triplicata. As partículas de solo foram então 

separadas da fase líquida por centrifugação a 15000 g por 15 minutos. 

 Determinou-se que apenas uma etapa de extração era suficiente para remover 

o PFCs de interesse para análise. Foi adicionado também 25,0 mg de Supelclean 

Envi-Carb (Sigma-Aldrich) aos extratos para remover o excesso de matéria orgânica 

que pudesse interferir na ionização dos compostos durante a espectrometria de 

massa e ensaios oxidativos posteriores. Ensaios controles demonstraram que o Envi-

Carb não removeu os fluorcarbonados a serem analisados.  

 As amostras foram então submetidas à uma segunda etapa de preparação, em 

que os padrões 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 seção serão explicados os conceitos que explicam o funcionamento 

interno do espectrômetro de massa com quadrupolo triplo da Série 6400 da Agilent 

Technologies utilizado nos experimentos. Os exemplos e figuras foram obtidos no 

próprio manual do equipamento (AGILENT TECHNOLOGIES, 2013), mas se aplicam 

conceitualmente a qualquer outro tipo de espectrometria de massa com triplo 

quadrupolo e câmara de colisão. 

 A base para a compreensão do funcionamento de um espectrômetro de massa 

triplo quadrupolo começa pela operação de um quadrupolo único. Por isso, uma 

explicação do funcionamento de um espectrómetro de massa de quadrupolo único 

será apresentada primeiro. 

 

3.2.5.2.1. Espectrometria de massa com quadrupolo único 
 

 A espectrometria de massa baseia-se na análise de íons que se deslocam por 

um vácuo. 

 A ionização de uma amostra ocorre na fonte de íons mostrada 

esquematicamente na Figura 24. Os íons são analisados por um analisador de massa 

(filtro de massa), que controla o movimento dos íons que viajam para o detector, para 

ser convertido em sinais digitais. 

 
Figure 24 – Esquema de um espectrometro de massa (MS) de quadrupolo único 

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

 

Fonte de íons 
ortogonal 

Filtro de massa (Q1) 

Lentes 1 e 2 
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 O analisador de massas quadrupolar consiste em quatro hastes paralelas para 

as quais voltagens de corrente contínua (da sigla em inglês direct current, DC) e de 

rádio-frequência (RF) específicas são aplicadas. Estas hastes filtram todos os ions 

exceto os de um ou mais valores específicos na razão massa / carga (m / z) desejada, 

tal como determinado pelas tensões aplicadas. 

 O RF é aplicado a todas as quatro hastes, mas as hastes negativas (-) são 180 

graus fora de fase com as hastes positivas (+). As hastes são rotuladas + e - em 

referência às tensões DC aplicadas. Todos os íons que compõem as amostras são 

gerados na fonte. No entanto, quando um conjunto específico de tensões é aplicada, 

íons de apenas o valor de m / z especificado podem passar através do quadrupolo 

para atingir o detector. À medida que as tensões são aumentadas para outros valores, 

os íons com outros valores de m / z são liberados a passar através das hastes. Uma 

varredura MS completa é obtida através do aumento das tensões de DC e RF 

aplicadas às quatro hastes ao longo de uma ampla gama de valores. 

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

único instrumento quadrupolo funciona (Figura 25). 

 

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

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

 

 No modelo: 

‒ Todos os íons contidos numa amostra são formados na fonte de ionização 

externa e recolhidos em um funil. As bolas de diferentes cores e tamanhos 

representam diferentes íons com diferentes valores de m / z;  
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‒ O analisador de massa de quadrupolo é representado por uma correia móvel 

que serve para filtrar os íons que passam através de aberturas de diferentes 

tamanhos. Os íons passam do funil, através do filtro, para o detector. Embora 

neste modelo os íons que são menores poderiam caber através das aberturas 

maiores, um analisador de massa quadrupolo filtraria os íons de modo que 

somente os íons corretos passariam para o detector, ou seja, as bolas menores 

não 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. 

 

 À medida que a correia (analisador) move-se, ou seja, as voltagens nas hastes 

do quadrupolo são alteradas, os íons com diferentes valores de m / z são filtradas 

através do espectrómetro 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 não se move, o detector continua a monitorar o mesmo valor de m 

/ z ao longo de todo o período de varredura. Este tipo de análise é conhecido como 

monitoramento de íon único (da sigla em inglês single ion monitoring, SIM). É o modo 

de funcionamento mais sensível para um espectrómetro de massa de quadrupolo 

único. O período de escaneamento é selecionado (fixo) pelo usuário. O usuário pode 

definir o tempo de espera para escanear uma faixa de massa específica (por exemplo, 

m / z 50 a 1000) ou permanecer em um íon selecionado (SIM) ou para se deslocar 

para vários íons predefinidos durante o período de análise. O filtro de massa 

quadrupolo não é verificado neste modo. As tensões RF / DC são muitas vezes criados 

para filtrar uma única massa de uma só vez. 

 Para obter a melhor sensibilidade ou quantificação, o quadrupolo simples é 

operado no modo SIM (Figura 26). No modo SIM o quadrupolo único analisa o sinal 

específico de um íon m / z quase todo o tempo. Isto resulta em quase 100% de 

aquisição durante o ciclo de trabalho. 
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Figura 26 – Monitoramento de único íon (SIM). Fonte: Traduzido de Agilent 

Technologies (2013). 

 

 No modelo: 

‒ Todos os íons (+, -, e neutros) são formados na fonte de ionização à pressão 

atmosférica (da sigla em inglês atmospheric pressure ionization, API); 

‒ Óptica orienta os íons para o analisador de massa quadrupolo utilizando um 

filtro octopolo de oito hastes igualmente espaçados; 

‒ No analisador, apenas os íons com um valor de m / z específico, representado 

por esferas azuis, são liberados para passar através do detector; 

‒ O detector concluir a análise. Este sistema tem várias vantagens: como 

oferecer a melhor sensibilidade para a quantificação, aumentar a seletividade, 

melhorar a especificidade cromatográfica. Contudo, esse modo de operação 

não fornece nenhuma informação estrutural. 

 

 Em modo de escaneamento total MS (full scan MS), o quadrupolo serve como 

um filtro de massa ao longo do tempo, e uma verificação é realizada percorrendo 

tensões 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 único funcionando em modo full scan MS. Fonte: Traduzido 

de Agilent Technologies (2013). 

 

 O modo full scan MS é menos sensível 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 é um útil para operação 

porque mostra todos os íons que estão sendo formados na fonte de íons. Isso é útil 

para a aquisições 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 íons fragmentados 

(Figura 28). 
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Figura 28 – Íons fragmento em um MS de quadrupolo único. Fonte: Traduzido de 

Agilent Technologies (2013). 

 

 O diagrama mostra que os fragmentos de íons, também conhecida como íons 

produtos, são formados por fragmentação ao quebrar os íons precursores. Íons 

precursores formados na fonte de íons através do analisador de massa, sem 

alteração, a menos que seja aplicada energia extra ao seu movimento, numa região 

em que a fragmentação pode ainda ocorrer. Conforme a tensão é aumentada, os íons 

têm mais energia translacional. Então, se os íons de percorrem moléculas de gás, as 

colisões convertem a energia translacional em vibrações moleculares que podem 

fazer com que os íons fragmentem de forma específica. 

 Um espectrômetro de massa de quadrupolo único não pode ser usado para 

fazer MS / MS, porque todos os íons formados na fonte de íons são transferidos para 

o quadrupolo seja ele fragmentado ou não. No final, quando o analisador de massa 

filtra os íons não é possível identificar quais os íons produto vieram a partir de quais 

íons precursores. 

 Um espectrômetro de massa com triplo quadrupolo pode fazer MS / MS, com 

a fragmentação dentro de sua célula de colisão, conforme descrito na próxima seção. 

 

3.2.5.2.2. Espectrometria de massa com quadrupolo triplo 
 

 O espectrómetro de massa de quadrupolo triplo é constituído por uma fonte de 

íons, tecnologia de dessolvatação melhorada, seguido pela óptica de íons que 
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transferem os íons do quadrupolo para a primeira posição a direita. Um diagrama de 

é mostrado na Figura 29. 

 

 
Figura 29 - Esquema de um espectrometro de massa (MS) de quadrupolo triplo 

(Q3). A célula de colisão é usualmente considerada um quadrupolo (Q2). Fonte: 

Traduzido de Agilent Technologies (2013). 

 

 O quadrupolo consiste em quatro hastes hiperbólicas paralelas através das 

quais os íons selecionados são filtrados antes de atingir uma célula de colisão, onde 

são fragmentados. A célula de colisão é geralmente chamada de segundo quadrupolo, 

e geometricamente é realmente um hexapolo preenchida com nitrogênio, o mesmo 

gás utilizado na fonte de íons.  

 Os íons fragmentados formados na câmara de colisão são então enviados para 

o terceiro quadrupolo para um segundo estágio de filtragem para permitir que um 

utilizador isole e examine as múltiplas transições de precursores para íons produto 

(da sigla em inglês multiple reaction monitoring, MRM). Este foi o modo de análise 

utilizado para detectar os compostos descritos nesse capítulo da tese. 

 Quadrupolo triplo tem a capacidade de fazer MS / MS de várias maneiras 

(Figura 30).  
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Figura 30 – Modelo conceitual de um espectrometro de massa de quadrupodo triplo. 

No modo SIM, Q1 e Q3 são 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 colisão colocada entre as correias para 

fragmentar os íons. A primeira correia pode ser fixa para selecionar quais íons 

precursores viajam para a câmara de colisão. Diferentes tipos de células de colisão 

podem ser utilizadas. 

 Qualquer que seja a geometria usada, um gás de colisão é necessário 

(preferencialmente um gás inerte não-reactivo, tal como nitrogênio ou argônio). Nos 

experimentos dessa tese foi utilizado o nitrogênio. Além disso, as tensões aplicadas à 

célula de colisão devem ser diferentes da que se refere aos quadrupolos para 

melhorar a movimentação de todos os íons produtos em relação ao terceiro 

quadrupolo. 

 Neste exemplo, um íon precursor é selecionado utilizando o primeiro 

quadrupolo e é enviada para a câmara de colisão por fragmentação. Os fragmentos 

são escaneados através do terceiro quadrupolo resultando em um conjunto de íons-

produto MS / MS. Uma vez que os íons fragmentados são peças de o precursor eles 

representam porções 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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impressão digital ao comparar os íons produtos a uma biblioteca previamente 

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

 
Figura 31 – Monitoramento de multiplas reações (MRM). Fonte: Traduzido de 

Agilent Technologies (2013). 

 

 A full scan MS / MS usando um triplo quadrupolo MS também não é o modo 

mais sensível, pela mesma razão que uma full scan MS usando um único quadrupolo 

não é o modo mais sensível de operação possível (primeira correia permanece 

constante; move-se a segunda correia). O modo de operação mais sensível para o 

instrumento de triplo quadrupolo MS é o de fixar as duas correias e monitorar apenas 

um íon precursor específico e um íon do produto específico. Este modo é chamado 

de monitoramento de reações selecionadas ou SRM (da sigla em inglês selected 

reaction monitoring). 

 Em operação normal (utilizada nos experimentos dessa tese), contudo, um 

quadrupolo triplo MS realiza a execução de múltiplas SRM para os mesmos íons 

precursores. Isso é chamado de monitoramento múltiplo de reações ou MRM. 
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3.2.5.3. Monitoramento da biotransformação de AFFF por LC-MS / MS 
 

 Todas as amostras foram analisadas em triplicata em duas diluições: alta e 

baixa, a partir do extrato contendo a mistura 1:1 de amostra e metanol. A alta diluição 

serve para monitorar a transformação dos compostos precursores presentes na 

formulação original. A baixa diluição teve como objetivo detectar os compostos 

formados a partir da biotransformação. Como a quantidade de PFCs formados é bem 

menor, uma menor diluição foi necessária para conseguir detectar os compostos alvo. 

 Além disso, 50,0 µL de padrão interno para quantificação dos PFCs foi 

adicionado a todos os ensaios (Tabela 5). Com isso, o conteúdo dos frascos inseridos 

no LC-MS / MS foi 249,0 µL de H2O, 199,0 µL de metanol, 2,0 µL de amostra e 50,0 

µL de padrão interno – para alta diluição; e 150,0 µL de H2O, 100,0 µL de metanol, 

200,0 µL de amostra e 50,0 µL de padrão interno – para baixa diluição. 

 Foi realizada uma curva de calibração com seis níveis a partir de uma solução 

contendo concentração conhecida de fluorcarbonados, denominada padrão externo 

(Tabela 6).  

 
Tabela 6 – Componentes dos padrões de calibração e quantificação utilizados nos 

frascos de LC-MS / MS. O significado das abreviaturas de cada um dos compostos 

listados pode ser consultado na Lista de Abreviações 
Padrão Interno Padrão externo 

Substância Concentração (ug.L-1) 
N-EtFOSE 5,0 
PFCA 25,0 
8:2 Fts 25,0 

Substância Concentração (ug.L-1) 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 automático do LC-MS 

/ MS foi colocado um frasco controle para verificar contaminação residual entre grupos 

de amostra contendo água e metanol. 

 A análise foi conduzida em um cromatógrafo líquido de alta pressão associado 

a um espectrômetro de massa com quadrupolo triplo (HPLC-MS / MS) da marca 

Agilent, modelo 6410 (Figura 32). 
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Figura 32 - Cromatógrafo líquido associado a espectrômetro de massa com 

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

 

 A espectrometria de massa operou no modo de ionização negativo de 

eletrospray. O módulo de HPLC foi modificado para diminuir o ruído de fundo e 

potencial contaminação por flúor, ao substituir os canos de politetrafluoretileno (PTFE) 

por polieteretercetona (PEEK). Outra mudança 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 vácuo e sonificação. Uma 

pré-coluna Zorbax SB C-18 foi adicionada à fase aquosa móvel e colocada antes do 

ponto de mistura da fase aquosa com orgânica para remover outros possíveis 

compostos fluorados contaminantes da água. A pré-coluna foi eluída a cada 50 

amostras, aproximadamente, para prevenir a retenção excessiva de PFCs. 

 O programa de gradiente de solvente operou com 10 mM de acetato de amônia 

em metanol e 10 mM de acetato de amônia em água para HPLC. O solvente teve a 

vazão de 0,4 mL.minuto-1. 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 separação cromatográfica foi conseguida com o uso 

de uma coluna Zorbax Eclipse XCB-C18 4.6 × 50 mm, 1.8 μm acoplada a um filtro 

inline de 2-μm e outra coluna Eclipse XDB-C18 4.6 × 12.5 mm, 5 μm.  

 Uma ou duas transições MRM foram monitoradas no detector do triplo 

quadrupolo por substância analisada e a maioria delas foram quantificadas pela 

diluição dos isótopos. Substâncias contendo isômeros múltiplos foram quantificadas 

como únicas baseada no único padrão. As amostras em alta diluição foram medidas 

com volume de injeção de 100 µL, enquanto as amotras em baixa diluição foram 

injetadas a 50 µL. Os parâmetros de espectrometria de massa utilizados foram: 

potencial capilar de ±2800 V; extrator potencial de ±2 V; temperatura fonte e de 

dessolvação a 150 e 450°C respectivamente; fluxo de gas de desolvação e cone a 

1100 L.hora-1 e 75 L.hora-1, respectivamente. Os parâmetros para aquisição de dados 

dependentes dos compostos, como por exemplo a energia de colisão e voltagem do 

cone, foram otimizados com as substâncias puras e padrões. 

 

3.2.5.4. Determinação de produtos de biotransformação 
 

 Seis formulações estoque de AFFF fluortelomerizadas e cinco formulações 

eletro-fluoradas foram utilizadas como padrão de detecção e diluídas em metanol para 

testar o limite de resolução dos equipamentos e comparar com a capacidade de 

extração de fluorcarbonados das amostras ambinentais. Uma alíquota de 1,5 mL de 

cada mistura de AFFF diluídas foram transferidas para um frasco limpo de 

polipropileno (para evitar contaminação por flúor) para auto-amostrador (MicroSolv, 

Eatontown, NJ, Parte 9502S-PP-Ambar), no qual 1,05 ng de cada padrão interno foi 

adicionado. Foram feitas múltiplas diluições de cada substância, até que se 

conseguisse ter uma resposta dos equipamentos, dentro do alcance das curvas de 

calibração. 

 Todos os compostos fluorados, PFCA, PFOS, 6:2 FtS, 8:2 FtS, e FOSA foram 

quantificados pela diluição de cada isótopo com padrões analíticos certificados. Com 

isso foi possível obter uma vasta biblioteca de substâncias fluorcarbonadas 

detectáveis. Uma lista de todas as transições iônicas que foram monitoradas está 

apresentada na Tabela 7. 
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Tabela 7 – Transições monitoradas por espectrometria de massa durante a 

biotransformação de AFFF. O significado das abreviaturas de cada um dos compostos 

listados pode ser consultado na Lista de Abreviações 
 Compostos formados por eletrofluoração    

Composto Padrão 
Interno 

Ion 
molecular 

Voltagem 
Fragmen-

tador 
(V) 

Ion 
quantif. 
(m/z) 

Energia 
de 

colisão 
(V) 

Ion 
qualif. 
(m/z) 

Energia 
de 

colisão 
(V) 

Polari-
dade 

 Perfluoroalquil sulfonamida amino carboxilados (PFSAmA)    

PFBSAmA  [18O2] PFHxS  457  135  85  30  70  60  +  
PFPeSAmA  [18O2] PFHxS  507  135  85  30  70  60  +  
PFHxSAmA  [18O2] PFHxS  557  135  85  30  70  60  +  
 Perfluoroalquil sulfonamido aminas (PFSAm)    

PFBSAm  [18O2] PFHxS  385  135  85  30  58  60  +  
PFPeSAm  [18O2] PFHxS  435  135  85  30  58  60  +  
PFHxSAm  [18O2] PFHxS  485  135  85  30  58  60  +  
 Perfluorados sulfonados    

PFBS  [18O2] PFHxS  299  120  80  70  99  30  -  
PFHxS  [18O2] PFHxS  399  160  80  80  99  50  -  
PFHpS  [13C4] PFOS  449  160  80  80  99  50  -  
PFOS  [13C4] PFOS  499  180  80  80  99  50  -  
PFDS  [13C4] PFOS  599  150  80  50  99  50  -  
 Perfluoralquil sulfonamidas    

FHxSA  [13C8] FOSA  398  180  78  40        -  
FOSA  [13C8] FOSA  498  180  78  40        -  

(Elaborado pelo autor) 
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Tabela 7 – (Continuação) Transições monitoradas por espectrometria de massa 

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

compostos listados pode ser consultado na Lista de Abreviações 

 Compostos Fluotelomerados    

Composto Padrão 
Interno 

Ion 
molecular 

Voltagem 
Fragmen-

tador 
(V) 

Ion 
quantif. 
(m/z) 

Energia 
de 

colisão 
(V) 

Ion 
qualif. 
(m/z) 

Energia 
de 

colisão 
(V) 

Polari-
dade 

 Fluortelômero betaína (FtB)    

5:1:2 FtB  [13C2] 6:2 FtS  432  180  58  50        +  
5:3 FtB  [13C2] 6:2 FtS  414  180  58  60        +  
7:1:2 FtB  [13C2] 6:2 FtS  532  180  58  60        +  
7:3 FtB  [13C2] 6:2 FtS  514  180  58  60        +  
9:1:2 FtB  [13C2] 6:2 FtS  632  180  58  60        +  
9:3 FtB  [13C2] 6:2 FtS  614  180  58  60        +  
 Fluortelômero tio hidroxi amonio (FtTHN+)    

6:2 FtTHN+  [13C2] 6:2 FtS  496  180  393  40  437  30  +  
 Fluortelômer tioamido sulfonados (FtTAoS)    

4:2 FtTAoS  [13C2] 6:2 FtS  486  180  206  45  135  45  -  
6:2 FtTAoS  [13C2] 6:2 FtS  586  190  135  45  206  40  -  
8:2 FtTAoS  [13C2] 6:2 FtS  686  180  206  50  135  50  -  
 Fluortelômer sulfonados (FtS)    

6:2 FtS  [13C2] 6:2 FtS  427  140  407  25  80  35  -  
8:2 FtS  [13C2] 6:2 FtS  527  140  507  30  80  40  -  
   

Fluortelômero sulfonamido betaínes (FtSaB)  
  

6:2 FtSaB  [13C2] 6:2 FtS  571  180  58  40  104  40  +  
8:2 FtSaB  [13C2] 6:2 FtS  671  180  104  40  58  60  +  
10:2 FtSaB  [13C2] 6:2 FtS  771  180  104  40  58  60  +  
12:2 FtSaB  [13C2] 6:2 FtS  871  180  104  40  58  60  +  
 Fluorotelômer sulfonamido aminas (FtSaAm)    

6:2 FtSaAm  [13C2] 6:2 FtS  513  180  58  60  86  60  +  
8:2 FtSaAm  [13C2] 6:2 FtS  613  180  86  60  58  80  +  

(Elaborado pelo autor) 
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Tabela 7 – (Continuação) Transições monitoradas por espectrometria de massa 

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

compostos listados pode ser consultado na Lista de Abreviações 

 Perfluorados carboxilados – eletrofluorados ou fluortelomerados   

Composto Padrão 
Interno 

Ion 
molecular 

Voltagem 
Fragmen-

tador 
(V) 

Ion 
quantif. 
(m/z) 

Energia 
de 

colisão 
(V) 

Ion 
qualif. 
(m/z) 

Energia 
de 

colisão 
(V) 

Polari-
dade 

PFPeA  [13C4] PFBA  263  60  219  2        -  
PFHxA  [13C2] PFHxA  313  80  269  2  119  15  -  
PFHpA  [13C2] PFHxA  363  80  319  2  169  2  -  
PFOA  [13C4] PFOA  413  80  369  3  169  14  -  
PFNA  [13C5] PFNA  463  80  419  2  219  15  -  
PFDA  [13C2] PFDA  513  80  469  5  169  10  -  
PFUnA  [13C2] PFUnA  563  80  519  10  269  15  -  
PFDoA  [13C2] PFDoA  613  100  569  5  169  25  -  
PFTrdA  [13C2] PFDoA  663  100  619  10        -  
PFTeDA  [13C2] PFDoA  713  100  669  10        -  
 Padrões internos de quantificação    

[13C8] FOSA     506  150  77.8  50        -  
[18O2] PFHxS     403  150  103  40        -  
[13C4] PFOS     503  190  80  60        -  
[13C4] PFBA     217  50  172  5        -  
[13C2] PFHxA     315  60  270  5        -  
[13C4] PFOA     417  70  372  2        -  
[13C5] PFNA     468  70  423  5        -  
[13C2] PFDA     515  70  470  10        -  
[13C2] PFUnA     565  80  520  10        -  
[13C2] PFDoA     615  80  570  10        -  
[13C2] 6:2 FtS     429  140  409  25        -  

(Elaborado pelo autor) 

 

 Os precursores fluortelomerados (6:2 FtS) predominantemente presentes na 

formulação Ansul de AFFF só puderam ser quantificados utilizando os homólogos de 

6 carbonos, pois são os únicos disponíveis comercialmente. Para cadeias com 4 (4:2 

FtS) ou 8 carbonos (8:2 FtS), a curva de calibração do composto com 6 carbonos foi 

utilizada para estimar a concentração da família inteira de homólogos. Não havia 

padrão certificado para FHxSA, logo foi necessário estimar a concentração também 

com base na curva de calibração de FOSA. 

 A metodologia aplicada garantiu que a contaminação residual estaria abaixo 

dos limites de resolução entre 0,1 e 0,5 ng.L-1. A resposta de detecção variou entre 90 
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a 105% para todos os compostos, exceto para PFPeA, PFDoA, PFTeA, PFBS, PFDS, 

e FOSA, cuja detecção 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) 

 

 Várias ferramentas analíticas são necessárias para avaliar a transformação dos 

precursores na AFFF, porque os produtos de transformação não podem ser facilmente 

identificados. Um ensaio desenvolvido para detectar precursores PFAA em água da 

chuva (HOUTZ; SEDLAK, 2012) foi adaptado para as condições encontradas nas 

extrações de AFFF. O ensaio foi utilizado para quantificar a concentração total de 

precursores perfluorados nas amostras, convertendo-os em carboxilados 

perfluorados, facilmente mensuráveis por meio de reações com radicais hidroxil. O 

ensaio de precursores oxidativos foi aplicado às amostras extraídas com metanol para 

buscar potenciais produtos intermediários de transformação, para os quais havia 

padrões disponíveis. Não detectar recuperação total dos precursores, após processo 

oxidativo, indica a existência de compostos diferentes sendo formados, ausentes na 

biblioteca de fluorcarbonados disponível. Os resultados foram utilizados para avaliar 

a persistência dos precursores AFFF-derivados e a sua transformação in situ para 

PFAS ou outras substâncias. 

 A técnica POT (HOUTZ et al., 2013) consiste em degradar totalmente os 

compostos precursores no tempo inicial e final por meio de um processo químico. É 

análogo a análise de TOC (Carbono Orgânico Total), em que a molécula precursora 

é quebrada em partes menores, detectáveis pelo LC-MS / MS. Contudo, neste caso, 

os radicais agem como um processo de biodegradação total muito acelerado (Figura 

33). Assim, após a geração de todos os produtos, espera-se para o tempo final, a 

recuperação de 100% dos compostos. 
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Figura 33 – Reação 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 análise 

comum por LC-MS / MS. Sob as condições do ensaio, os precursores para ambos os 

PFAO e PFAS são convertidos para PFCA. Em outras palavras, as moléculas 

precursoras são quebradas em compostos perfluorados menores com 60,0 mM de 

persulfato de potássio 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 

reação e oxidação, todas as amostras foram neutralizadas com HCl concentrado e 

tratado com metanol, antes de serem sub-amostradas para análise em LC-MS / MS. 

 Com isso, a soma da concentração molar de todos as substâncias perfluoradas 

detectadas, após serem submetidos à oxidação, pode ser usada para estimar a 

concentração total dos precursores PFAS e fluortelomerados, a partir de seus 

subprodutos presentes em uma amostra.   

 

3.2.6. Biodegradação de BTEX 
 

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

 
 A concentração de BTEX e a sua biodegradação foram monitorados 

regularmente ao injetar em uma coluna cromatográfica GS-GasPro (30 m × 0.32 mm; 

Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, EUA) 100 µL do espaço gasoso do frasco de 

160 mL onde ocorreram os experimentos. A cromatografia foi feita em um 

cromatógrafo gasoso com detector de chama ionizado (da sigla em inglês gas 

chromatography – flame ionization detector, GC-FID) Agilent 7890A (Figura 34). 

Precursor 
Fluortelomerado C8 

OH• 

PFOA 

+    

C
n
F

2n+1
COO- 

n= 3 -6 

Vários PFCAs 
de cadeia curta 
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Figura 34 – Cromatógrafo gasoso GC-FID Agilent 7890A. Fonte: Elaborado pelo 

autor. 

  

 Os parâmetros 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-1 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 gás carregador foi hélio, com fluxo de 39,7 cm.segundo-1 

aquecido a 110°C. A temperatura do injetor do tipo split e do detector FID foi de 250°C.  

 A volatilização dos compostos foi levada em consideração quanto à Lei de 

Henry, a fim de se obter a concentração desejada em dissolução no volume líquido 

dos frascos. O volume adicionado foi corrigido, conforme o sistema de Equações (3, 

4): 
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 {
𝑀 =  𝑆𝑙𝑖𝑞 𝑥 𝑉𝑙𝑖𝑞  +  𝑆𝑔𝑎𝑠  ×  𝑉𝑔𝑎𝑠

𝑀 = 𝑆𝑔𝑎𝑠  ×
𝑉𝑙𝑖𝑞

𝐻𝑐 +𝑉𝑔𝑎𝑠
 

     (3, 4) 

  

onde: 

M é a massa do composto aromático volátil adicionada; 

Sliq é a concentração na fase líquida; 

Vliq é o volume na fase líquida; 

Sgas é a concentração na fase gasosa; 

Vgas é o volume na fase gasosa; 

Hc é a constante de Henry específica para o composto. 

 

 Assim, para obter-se a concentração de 25,0 mg.L-1 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 resolução 

suficiente para quantificar o consumo de BTEX (Figura 35). 

 

 
 

Figura 35 – Cromatografia gasosa de BTEX. Os picos de resposta indicam 

diferentes substâncias com base nos diferentes tempos de retenção, 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 calibração para cada um dos componentes do 

BTEX entre 0,1 mM a 1,0 mM (Figura 36). 

 As amostras de gás não passaram por qualquer tipo de preparação e foram 

injetadas da mesma maneira que foram retiradas do frasco. A retirada das amostras 

de gás foi feita por uma seringa de vidro com válvula de gás através da tampa de 

borracha (por meio de uma agulha), para evitar a abertura dos frascos ao longo do 

processo de biodegradação.  

 Conforme o BTEX era consumido pelas comunidades microbianas, mais BTEX 

era adicionado aos fracos. Os enriquecimentos da cultura ocorriam logo após sua 

depleção, visando a retomada da concentração inicial de hidrocarbonetos aromáticos 

nos frascos. 

 
Figura 36 – Curva de calibração para componentes do BTEX. Fonte: Elaborado pelo 

autor. 
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3.2.7. Monitoramento dos processos aeróbios e anaeróbios 
 

3.2.7.1. Cromatografia iônica (IC) 
 

 O consumo dos doadores de elétron em um sistema anaeróbio indica atividade 

metabólica em uma comunidade microbiana. O conteúdo de nitrato e de nitrito dos 

ensaios anaeróbios foi medido, utilizando um sistema de cromatografia iónica ICS-900 

(Dionex, Sunnyvale, CA, EUA) equipado com uma bomba de pistão duplo, um auto-

amostrador modelo AS-DV, uma coluna isocrática à 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 Ion Pac-AS23 analítica (4 

mm x 250 mm) e uma coluna de guarda (4 mm x 50 mm) foram usadas para a 

separação. O eluente consistiu em carbonato de sódio 4,5 mM e bicarbonato de sódio 

0,8 mM, com um fluxo de 1 mL.minuto-1. Nitrato e nitrito foram quantificados após 

definida uma curva de calibração. Soluções foram tomados como padrões e as curvas 

de calibração foram gerados com concentrações que variam de 0,4 mg.L-1 a 20 mg.L-

1 e de 0,5 mg.L-1 a 50 mg.L-1. 

 

3.2.7.2. Produção de O2 e metanogênese 
 

 A concentração de metano e oxigênio foi analisada por cromatografia gasosa 

(GC Agilent 6980A) com um detector de condutividade térmica (da sigla em inglês 

termal conductivity detector, TCD), com hélio como gás transportador com um fluxo 

de 46,7 mL.minuto-1. A temperatura de injeção 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 × 530 mm × 40 mm coluna foi utilizado no sistema. Os volumes de metano 

produzidas e oxigênio foram normalizados para condição padrão de temperatura e 

pressão (273 K e 101,3 kPa). 

 Durante o teste, o metano e oxigênio foi retirado dos frascos da mesma maneira 

que o BTEX, contudo, o volume de injeção no GC-TCD foi de 250 µL. 

 A fim de calibrar o equipamento, em cada dia de medição, as duas misturas de 

gás padrão foram utilizados com as composições de 65, 25 e 10%; e 25, 55 e 20% de 

metano e oxigênio, respectivamente. 
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3.2.7.3. pH 
 

 Devido à impossibilidade de abrir os frascos durante o processo de 

biodegradação não foi possível utilizar um pHmetro. Contudo, pequenas gotas das 

alíquotas líquidas periódicas foram despejadas em papel indicador para monitorar 

mudanças bruscas no pH do meio de cultura. 
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3.3. Resultados e Discussões 
 

 Pelos ensaios realizados, foi possível entender como funciona a 

biotransformação de fluorcarbonados dos materiais de estudo. Além disso, a interação 

entre AFFF e BTEX durante a biotransformação dos compostos foi investigada. As 

metodologias foram adotadas para determinar se a AFFF poderia ser 

preferencialmente degradada em presença de BTEX. Mudanças no metabolismo da 

comunidade microbiana indicariam uma via de biodegradação compartilhada entre 

esses compostos. A observação de que ocorre a otimização de biotransformação de 

compostos perfluorados ao adicionar BTEX, ou o aumento da biodegradação de BTEX 

pela presença de AFFF indicaria uma interferência entre os compostos em situações 

de co-contaminação que ocorrem em cenários ambientais reais. 

 Os resultados apresentados nesta tese correspondem à última de quatro séries 

de experimentos piloto. As séries anteriores foram necessárias para otimização de 

protocolo e obtenção de dados sobre os produtos de biodegradação encontrados. Os 

resultados anteriores podem ser observados no Apêndice A (resultados de LC-MS / 

MS) e B (resultados de GC-FID). 

 
3.3.1. Biodegradação de BTEX 

 
 A biodegradação da mistura de BTEX ocorreu em proporções aproximadas 

para cada um dos componentes. Em nenhum dos ensaios houve uma maior ou menor 

taxa de biodegradação de um dos elementos especificamente. Em outras palavras, o 

benzeno não 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 biodegradação de todos os 

componentes de BTEX foi igual. Assim, para discutir os resultados desse estudo mais 

objetivamente, deu-se preferência a demonstrar apenas os resultados para benzeno 

nessa seção. Os resultados para tolueno, etil-benzeno e o-xileno obtidos no GC-FID 

podem ser observados no Apêndice B. 

 Para a manutenção da cultura nos frascos aeróbios, a mistura de BTEX foi 

adicionada periodicamente a todos os frascos de 160 mL conforme as Figuras 37 e 

38.  Os ensaios anaeróbios não passaram por processo de biodegradação no 

intervalo de tempo estudado e serão discutidos posteriormente nesse capítulo. As 

quantidades de BTEX adicionadas aos frascos foram iguais para todos os ensaios e 
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estão 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 concentração 

de aproximadamente 1,5 mM de cada componente e após 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+) não 

possuíam solo, logo, a microbiota local era muito reduzida - ou inexistente - para que 

ocorresse a biodegradação dos hidrocarbonetos aromáticos. Com isso, o 

monitoramento desses meios permitiu verificar se as quantidades adicionadas aos 

ensaios estavam corretas, além de determinar possíveis vazamentos de BTEX ao 

longo do experimento ou a adsorção dos voláteis à tampa dos frascos. 

 

 
Figura 37 - Concentração de benzeno periodicamente adicionado ao frasco FC+ 

durante o monitoramento da biodegradação. As linhas laranja indicam os períodos 

em que benzeno foi adicionado a cada enriquecimento da cultura. A concentração 

adicionada ao meio é indicada pelos números acima das linhas verticais (FC+: 

Controle de AFFF contendo BTEX). Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

1,7 mM 1,7 mM 1,7 mM 0,8 mM 0,8 mM 0,8 mM 
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Figura 38 - Concentração de benzeno periodicamente adicionado ao frasco MC+ 

durante o monitoramento da biodegradação. As linhas laranja indicam os períodos 

em que benzeno foi adicionado a cada enriquecimento da cultura. A concentração 

adicionada ao meio é indicada pelos números acima das linhas verticais (MC+: 

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

 

 Foi importante ter cuidado com a concentração de substrato de 

hidrocarbonetos aromáticos a serem adicionados ao meio de cultura. Se a quantidade 

de BTEX fosse muito alta, poderia ocorrer um efeito tóxico para as células. A inibição 

pelo substrato e sua concentração crítica varia bastante entre microrganismos e 

consórcios microbianos. A adição de 100,0 mg.L-1 de BTEX aos ensaios foi um ajuste 

seguro, considerando tanto a literatura quanto os ensaios piloto. Li et al. (2006) 

demonstraram, por exemplo, inibição de Planococcus sp. em concentrações de 

benzeno superior a 100 mg.L-1, assim como Hamed et al. (2003) demonstraram que 

Pseudomonas putida não consegue metabolizar completamente benzeno e tolueno 

em concentrações superiores a 380 mg.L-1 e 420 mg.L-1, respectivamente. 

Concentrações iniciais altas de BTEX podem inibir a atividade microbiana devido a 

complexas interações em nível molecular com mecanismos enzimáticos e (MATHUR; 

MAJUMDER, 2010), por isso, devem ser bem delimitadas em um desenho 

experimental para biodegradação. A escolha de 25,0 mg.L-1 por componente foi 

definida também levando em conta os experimentos de Dou et al. (2007), para 

metabolismo de BTEX em anaerobiose sob condições de redução de nitrato e sulfato. 

1,7 mM 1,7 mM 1,7 mM 0,8 mM 0,8 mM 0,8 mM 
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 A Figura 39 mostra a concentração 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 descartáveis 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 análise, causava a pequenos 

indícios de contaminação, devido ao desgaste da tampa de borracha dos frascos. A 

contaminação inviabiliza os experimentos e as conclusões sobre biodegradação e 

biotransformação. Por esse motivo, a coleta de dados final de todos os experimentos 

seguintes foi no período de 75 a 90 dias. 

 
Figura 39 - Concentração de benzeno periodicamente adicionado ao frasco AC+ 

durante o monitoramento da biodegradação. (AC+: Controle autoclavado contendo 

BTEX). Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 Foi observada a biodegradação de BTEX nos ensaios aeróbios no solo A 

(Campo de treinamento Ellsworth da força aérea americana) e B (Refinaria de petróleo 

Replan), conforme as Figuras 40 e 41, respectivamente.  
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Figura 40 - Concentração de benzeno nos ensaios de biodegradação com solo A 

(SCA+: Controle de solo A, LVA+: Ensaio de biodegradação com solo A). Fonte: 

Elaborado pelo autor. 

 

 
Figura 41 - Concentração de benzeno nos ensaios de biodegradação com solo B 

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

Elaborado pelo autor. 

 

 O solo A, apresentou melhor desempenho na biodegradação de benzeno que 

o solo da B nos primeiros 40 dias nos ensaios de biodegradação LV+ (Figura 40 e 41). 

Isso é observado pelo menor tempo para depleção completa do benzeno a cada 
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intervalo de enriquecimento da cultura. Em outras palavras, enquanto nos ensaios 

LVA+ não existia mais concentração de benzeno detectável nos primeiros 10 dias, 

nos ensaios LVB+ ainda existia 0,874±0,040 mM de benzeno disponível para os 

microrganismos do meio.  

 Entretanto, após 70 dias, ambas as comunidades microbianas se adaptaram 

ao substrato e metabolizaram o BTEX em taxas comparáveis. 

 A adaptação microbiana ao BTEX foi extensivamente estudada (EL-NAAS et 

al., 2014). Sabe-se que o histórico adaptativo de uma comunidade microbiana afeta o 

padrão de biodegradação de compostos e melhora o desempenho de remoção dos 

compostos aromáticos 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 gênero bastante conhecido pela capacidade de degradar 

compostos aromáticos (MARTINO et al., 2012). Em linhas gerais, o processo de 

biodegradação de BTEX pode ser exemplificado baseado no estudo de Mazzeo et al. 

(2010). De acordo com os autores, Pseudomonas putida é capaz de quebrar os 

components de BTEX utilizando um caminho metabólico baseado na oxidação direta 

de anéis aromáticos por mono-oxigenases ou di-oxigenases para formar catecol. Este, 

por sua vez, é subsequentemente quebrado em 2,3-dioxigenase e os metabólitos 

gerados nesse segundo estágios são consumidos no ciclo de Krebs. 

 A diferença entre os controles de solo contendo BTEX sem AFFF (SCA+ e 

SCB+) e ensaios de biodegradação contendo solo, BTEX e AFFF (LVA+ e LVB+) 

mostra como funciona a dinâmica de co-metabolização de poluentes por duas 

comunidades de solo. Uma delas é mais adaptada (Solo A) e outra menos (Solo B) a 

casos de co-contaminação de BTEX e AFFF. 

 No caso do solo A (Ellsworth), há registros de intensa e frequente liberação de 

AFFF e hidrocarbonetos, incluindo BTEX. Com isso, a microbiota é capaz de 

metabolizar de maneira mais eficiente o BTEX junto à AFFF. No caso do solo B 

(Replan), a liberação de AFFF foi muito menos frequente, pois apenas raras situações 

de emergência necessitavam a liberação de compostos fluorcarbonados no ambiente. 

A co-contaminação, neste caso, causou um distúrbio na microbiota e teve influência 

negativa no processo de biodegradação de BTEX.  
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 Ensaios piloto com solo Controle, livre de histórico de contaminação por BTEX 

e AFFF, obtidos no próprio campus da Universidade da Califórnia em Berkeley, 

coletado próximo 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 biodegradação de BTEX (Figura 42). Isso pode ser explicado pela microbiota 

adaptada a hidrocarbonetos de petróleo. 

 

 
Figura 42 – Biodegradação 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 análise de apenas BTEX não pode indicar, no entanto, se a lentidão na 

biodegradação de BTEX do solo B é devido à presença da AFFF. No entanto, foi 

possível concluir que ambas as microbiotas eram adaptadas ao BTEX, quando 

comparadas a um solo livre de contaminação. Isso é confirmado por outros trabalhos 

que indicam um desempenho melhor de biodegradação de BTEX, a partir de solos de 

refinaria de petróleo ou postos de gasolina (NICHOLSON; FATHEPURE, 2004; 

MORLETT-CHAVÉZ et al., 2010). 
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 Com relação aos ensaios de anaerobiose, a medidas por GC-FID não 

detectaram grande atividade de biodegradação dos hidrocarbonetos de petróleo em 

anaerobiose, ao longo da duração do experimento. Os picos de resposta de BTEX no 

tempo final foram levemente menores que no início, indicando uma biodegradação 

muito menor, ou mesmo inexistente em alguns ensaios, quando comparado aos 

ensaios aeróbios, conforme Figura 43. Não foram feitos enriquecimentos periódicos 

nesses frascos.  

 

 
Figura 43 – Cromatografia dos ensaios anaeróbios de biodegradação contendo 

BTEX LVA+ em condições de redução de nitrato. Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 As condições metanogênicas de anaerobiose também não apresentaram 

atividade significativa de biodegradação ao término de 90 dias. Todos os dados sobre 

anaerobiose podem ser consultados no Apêndice B.  

 A persistência de BTEX observado nos experimentos contaminados por AFFF 

foi observada também por Barbaro et al. (1992) e Kao; Borden (1997), para outros 

ambientes, sob condições de redução de nitrato. Apesar dos ambientes não 

apresentarem nenhuma contaminação por AFFF, os autores demonstraram que 

benzeno, dentre outros metabólitos secundários de BTEX, podem ser persistentes em 

anaerobiose. 

 A biodegradação de BTEX acontece em grande parte por comunidades 

microbianas aeróbias (DEEB; ALVAREZ-COHEN, 2000). Os compostos aromáticos 

são rapidamente degradados sob condições aeróbias, mas demoram um tempo longo 

em condições anaeróbias (DEEB; ALVAREZ-COHEN, 1999; SCHREIBER; BAHR, 
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2002). A biodegradação aeróbia tem um alcance catabólico e velocidades de reação 

maiores (CHIANG et al., 1989, RUIZ-AGUILAR et al., 2002). 

 É necessário acrescentar a essa discussão, no entanto, que os processos 

aeróbios não são a unica maneira na qual BTEX está exposto no ambiente. Camadas 

inferiores de solos contaminados com hidrocarbonetos são frequentemente 

anaeróbios, como um resultado de microrganismos nativos consumirem o oxigênio 

molecular disponível rapidamente. A maioria dos contaminantes de hidrocarbonetos 

penetram o solo e são degradados dentro das zonas anaeróbiaas, o que implica que 

eles estão sendo biodegradados por bactérias anaeróbias. Portanto, nestes locais, a 

degradação anaeróbia de hidrocarbonetos aromáticos 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 condições desnitrificantes (SCHREIBER; 

BAHR, 2002), quando existe uma microbiota adaptada.  

  
3.3.2. Biotransformação de AFFF 

 
3.3.2.1. Análise qualitativa da via metabólica  

 

 A AFFF é uma mistura complexa de substâncias contendo flúor em sua 

estrutura e resultados sobre sua biotransformação são poucos na literatura. Os 

diversos tipos de compostos fluorcarbonados na formulação de AFFF comercial foram 

monitorados com sucesso nos experimentos. A biotransformação deles indica que 

algum processo biológico pode estar alterando a estrutura e metabolizando a 

substância.  

 A porção contendo os compostos perfluorados é conhecida pelo nome 

comercial Lodyne (mistura de 4:2, 6:2 e 8:2 FtTAoS), e a porção não fluorada de 

surfactante dietilenoglicol-butil-éter é conhecida como butil carbitol. Juntas, essas 

substâncias compõem a formulação da AFFF da marca Ansul. Em geral, os principais 

componentes da porção Lodyne seguem a via metabólica de biotransformação 

descrita por Backe et al. (2013) na Figura 43. 
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Figura 43 – Formação de PFCAs em microcosmos aeróbios a partir de Lodyne em 

cadeias carbônicas perfluoradas de 4 a 8 carbonos - (n) indica o número de 

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

 

 De acordo com a análise por LC-MS / MS em baixa diluição, Lodyne de 6 

carbonos perfluorados corresponde a 90% de todos os PFCs da AFFF estudada, 

contudo são detectáveis também cadeias perfluoradas de 8 e 4 carbonos (Figura 44) 

em concentrações de duas ordens de magnitude mais baixas. Logo, a concentração 

de 6:2 FtTAoS é cerca de 100x maior que 4:2 FtTAoS ou 8:2 FtTAoS.  

 Além disso, desconsiderando a maior proporção de 6:2 FtTAoS, houve uma 

preferência do metabolismo microbiano para transformar as cadeias de 6 carbonos, 

ao invés das cadeias de 4 e 8 carbonos. A remoção de 6:2 FtTAoS foi completa em 

alguns ensaios, enquanto a remoção 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 biodegradação. Foi 

observado também o aparecimento de outros 2 compostos. A hipótese 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 padrão 

mais importante na biotransformação da AFFF da marca Ansul utilizada na série de 

experimentos estudada é o descrito na Figura 45. Este padrão principal foi o foco de 

discussão na quantificação dos produtos de biotransformação. 

 

 
Figura 45 - Principal via metabólica de biodegradação 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 concentrações detectadas dessas 

moléculas foram muito baixas, bem próximas ao limite de resolução do aparelho. 

 

4:2 FtTAoS 

6:2 FtTAoS 

8:2 FtTAoS 
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 Schulz et al. (2004) encontraram, em um dos primeiros trabalhos de 

identificação dos compostos de AFFF, altas concentrações de fluortelômeros tioamido 

sulfonados nas formulações, embora não havia dados sobre sua ocorrência e 

comportamento em ambientes simulados ou reais. A detecção desses compostos em 

amostras ambientais, contudo é bastante difícil, mesmo para análises qualitativas, 

conforme ensaios anteriores com 6:2 e 8:2 FtS por Oakes et al. (2010). Por isso, a 

delimitação de uma via metabólica como alvo de estudo é importante na determinação 

dos produtos de biotransformação de AFFF.  

 A variedade de formulações disponíveis no mercado dificulta o entendimento 

do comportamento dos fluorcarbonados. Contudo, a elucidação sobre as vias 

metabólicas em procedimentos experimentais permiter delimitar com maior precisão 

o que ocorre de fato com os PFCs. Nos últimos 5 anos, o esforço conjunto de 

pesquisadores tem promovido avanços significativos na detecção, analise e 

quantificação das amostras de fluorcarbonados. 

 

3.3.2.2. Análise quantitativa da biotransformação 
 

 A análise qualitativa das moléculas ao longo do processo de biotransformação 

permitiu definir o caminho metabólico a ser explorado, quantitativamente, em todos os 

ensaios aeróbios. Utilizando LC-MS / MS, foi possível detectar variações na molécula 

precursora da formulação original da AFFF (6:2 FtTAoS), ao longo do tempo de 

biodegradação em aerobiose (Figuras 46 e 47). O processo de biotransformação 

anaeróbio será discutido posteriormente nessa seção.  
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Figura 46 - Concentração de 6:2 FtTAoS (principal componente de Lodyne) nos ensaios aeróbios ao 

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

autoclavado, LVA-: Ensaio de biodegradação com solo A, LVB:Ensaio de biodegradação com solo B). 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 47 - Concentração de 6:2 FtTAoS (principal componente de Lodyne) nos ensaios aeróbios ao 

longo do processo de biotransformação com BTEX (FC: Controle de AFFF, AC: Controle autoclavado, 

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

Elaborado pelo autor. 

Com BTEX 
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 As Figuras 46 e 47 mostraram que a presença de BTEX influenciou 

negativamente o metabolismo dos compostos nos ensaios de solo A. Na ausência de 

BTEX, o processo de biotransformação diminuiu a concentração de 135,63±18,86 

mg.L-1 para 12,92±9,90 mg.L-1, enquanto na presença de BTEX a diminuição foi de 

140,81±21,52 mg.L-1 para 47,99±20,48 mg.L-1.  

 O solo B, por sua vez, teve um menor desempenho na biotransformação de 6:2 

FtTAoS comparado ao solo A, embora tenha sido afetado pela presença de BTEX. 

 Esperava-se idealmente que não 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 esterilização, ocorre a inoculação 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 diferença nos valores iniciais em ensaios contendo solo (AC e LC) e nos 

ensaios controle sem solo (FC) é explicada pela adsorção dos fluorcarbonados às 

partículas de solo. 

 Ao prosseguir com a análise quantitativa da via metabólica de Lodyne, 

observou-se que a concentração dos subprodutos de biotransformação aumentou 

conforme a molécula precursora era metabolizada. Foi observado o aumento na 

concentração de 6:2 FtS (Figuras 48 e 49). Vale mencionar que, diferentemente da 

molécula precursora, a escala de produção desses subprodutos é de µg, ao invés de 

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

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

LVA: Ensaio de biodegradação com solo A, LVB: Ensaio de biodegradação com solo 

B). Fonte: Elaborado pelo autor. 

 
 

Sem BTEX 
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Figura 49 - Concentração de 6:2 FtS nos ensaios aeróbios ao longo do processo de 

biotransformação com BTEX (FC: Controle de AFFF, AC: Controle autoclavado, 

LVA: Ensaio de biodegradação com solo A, LVB: Ensaio de biodegradação com solo 

B). Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 Novamente, a produção de produto intermediário da transformação de Lodyne 

foi menor em ensaios contendo BTEX, principalmente, em ensaios contendo solo A 

(LVA). 

 O caminho metabólico proposto na Figura 45 seguiu para o último estágio e, 

assim, houve aumento da concentração de moléculas de PFHxA a partir de 6:2 FtS 

(Figuras 50 e 51).  

Com BTEX 
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Figura 50 - Concentração de PFHxA nos ensaios aeróbios ao longo do processo de 

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

LVA: Ensaio de biodegradação com solo A, LVB: Ensaio de biodegradação com solo 

B). Fonte: Elaborado pelo autor. 

 
Figura 51 - Concentração de PFHxA nos ensaios aeróbios ao longo do processo de 

biotransformação com BTEX (FC: Controle de AFFF, AC: Controle autoclavado, 

LVA: Ensaio de biodegradação com solo A, LVB: Ensaio de biodegradação com solo 

B). Fonte: Elaborado pelo autor. 
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 Assim como nos ensaios de biodegradação de BTEX, a biotransformação de 

AFFF foi mais acentuada nos ensaios contendo o solo do centro de treinamento de 

incêndios de Ellsworth (Solo A). A concentração mais alta de 6:2 FtS como produto 

de biotransformação também foi encontrada no solo A (621,13±12,40 µg.L-1), em 

comparação com o solo B (275,52±19,78 µg.L-1). 

 Com relação aos ensaios anaeróbios, não foi detectada a biodegradação de 

AFFF durante o período observado (Figura 52). 

 
Figura 52 - Concentração de 6:2 FtTAoS e 6:2 FtS nos ensaios anaeróbios ao longo 

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

 

 Os dados de cromatografia iônica da seção 3.3.4 confirmam a ausência de 

processos biológicos nos ensaios anaeróbios. Apesar disso, o aumento na 

concentração de outro composto fluorcarbonado denominado Zonyl foi detectado. Por 

não existirem padrões de quantificação para o composto, e a resposta do 

equipamento estar inaceitavelmente baixa, não foi possível quantificar o metabolismo 

anaeróbio de produção desse composto. A detecção foi muito próxima ao limite 

operacional do LC-MS / MS. Contudo, a detecção de traços desse composto pode 
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indicar um outro caminho metabólico exclusivo para anaerobiose ainda não proposto 

e investigado. 

 

3.3.3. Produtos de biotransformação e ensaios POT 
 
 Nos ensaios aeróbios, aconteceu a biotransformação do PFC principal da 

formulação de Lodyne. A Figura 53 resume a diminuição de concentração de 4:2, 6:2 

e 8:2 FtTAoS somados nos ensaios de biodegradação. 

 
Figura 53 – Concentração de Lodyne nos ensaios de biodegradação com solo A 

(LVA) e com solo B (LVB) no tempo iniciail (T0) e final (T95) na presença (+) ou 

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

 

 Além do caminho metabólico, apresentado na Figura 45, foi observada a 

produção de PFPeA em na presença ou ausência de BTEX após 95 dias. A Figura 54 

resume os produtos de biodegradação detectados no solo A e no solo B. Foi 

observado que o composto PFBA, embora encontrado antes e depois do processo de 

biotransformação, manteve-se inerte ao longo do processo aeróbio de biodegradação. 
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Figura 54 - Concentração dos produtos de biotransformação nos ensaios de 

biodegradação com solo A (LVA) e com solo B (LVB) no tempo iniciail (T0) e final 

(T95) na presença (+) ou ausência (-) de BTEX. Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 A quantificação dos produtos de biotransformação forneceram, até o momento, 

indícios que a presença de uma co-contaminação por BTEX é prejudicial na 

metabolização dos fluorcarbonados. A partir dessa afirmação foram utilizados ensaios 

POT (Precursores Totais por Oxidação), para determinar se o metabolismo estaria 

sendo, na verdade, alterado, gerando novas substâncias. 
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 Para determinar se a presença de BTEX pode alterar o processo de 

biotransformação de AFFF foram conduzidos ensaios POT e, posteriormente, 

submetidos a análise 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 químico. É análogo a análise de TOC (Carbono Orgânico 

Total), em que a molécula precursora é quebrada em partes menores, detectáveis 

pelo LC-MS/MS. Conforme a metodologia apresentada em 3.2.5.5: as amostras dos 

frascos são aquecidas a 85°C por 12h em uma reação com K2S2O8 em pH>11, agindo 

como um processo de biodegradação total semi-instantâneo.  

 Assim, após todos os produtos serem gerados, espera-se a recuperação de 

100% dos compostos no tempo final. Contudo, caso haja defluoração, a recuperação 

detectável por LC-MS / MS é menor. Isso pode indicar alterações no caminho 

metabólico e indicar sucesso na remoção do flúor nas moléculas orgânicas presentes 

(Figura 55). 
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Figura 55 - Concentração de precursores totais por oxidação nos ensaios de 

biodegradação com solo A (LVA) no tempo inicial (0) e final (90) na presença (+) ou 

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

 

 Conforme observado, a adição de BTEX aos ensaios aeróbios de 

biodegradação de AFFF interferiu no processo de biotransformação dos compostos 

fluorcarbonados e pode ter alterado o caminho metabólico estabelecido na literatura 

recente. Entretanto, essa afirmação não implica na contaminação proposital com 

BTEX como solução para descontaminar áreas afetadas por AFFF, pois isso seria 

irresponsável do ponto de vista ambiental. Foi apenas apontado que, dependendo das 

condições do ambiente, a transformação da AFFF em subprodutos pode ser diferente 

do proposto por modelos anteriores.  

 O potencial para detectar novos subprodutos perfluorcarbonados é 

estabelecido pela formulação de AFFF, o tipo de ambiente de biotransformação 

(incluindo co-contaminantes) e o tempo de exposição a processos de 

biotransformação ou intemperismo (BACKE et al. 2013). Em um dos poucos estudos 
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sobre determinação de PFAS, Moe et al. (2012) aponta para o potencial de aeroportos 

e refinarias de petróleo 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 possível 

remover os compostos fluortelomerados do ambiente de refinaria de petróleo e 

treinamento militar. Aos poucos, o conhecimento sobre o destino da AFFF no 

ambiente começa a ser compreendido. Wang et al. (2011) estudaram a degradação 

de fluortelômeros e os fluorcarboxilados correspondentes em lodo ativado de usinas 

de tratamento de esgoto na região de São Francisco, CA, EUA, enquanto Harding et 

al. (2015) estudam atualmente a co-contaminação de AFFF por TCE.  

 Contudo, mais pesquisas sobre o destino da AFFF por biotransformação são 

necessários. Ainda assim, mesmo os tratamentos físico-químicos não foram 

completamente estudados. Além de compreender o comportamento ambiental desses 

compostos fluorados, é importante compreender as implicações das estratégias de 

remediação aplicadas no campo. Por exemplo, bombas de remediação não são 

capazes de acessar todos florcarbonados com carga positiva associados aos 

sedimentos. Além disso, a oxidação avançada poderia potencialmente resultar no 

aumento de produtos finais inertes (tais como os carboxilatos perfluorados), alguns 

dos quais são compostos perigosos (PLACE; FIELD, 2013). Desenvolvimento de 

novas abordagens para a remediação fluorcarbonados pode ser importante para dar 

conta totalmente das diversas classes identificadas nesta pesquisa. 

 Os resultados dessas pesquisas podem ter decisões importantes sobre o 

fechamento ou leis de contenção de áreas contaminadas por tais substâncias. A 

formulação e fabricação das substâncias devem passar por alterações, conforme 

avanços na pesquisa sejam feitos. 

 A 3M modificou, voluntariamente, em há mais de uma década a fabricação de 

suas espumas AFFF, devido a uma alta preocupação sobre os PFOA e PFOS (3M, 

1999). Estas formulações AFFF vendidas pela 3M, contendo os compostos químicos 

fluorados sintetizados por fluoração electroquimica representou 75% do total de AFFF 

armazenadas em bases militares e corpos de bombeiro. O restante de AFFF 

armazenadas contém produtos químicos fluorados pelo processo de telomerização, 

que são estruturalmente distintos daqueles feitos por fluoração electroquimica, um 

processo de dominada por 3M (PREVEDOUROS et al., 2006) e posteriormente 

aplicado por Ansul. O Brasil já importava esses produtos antes da data de mudança 
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na formulação, e ainda atualmente não existem restrições quanto ao uso de itens 

estocados desde aquela época. Tanto e União Europeia quanto o Canadá já exigiram 

a remoção 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 aeróbios quanto anaeróbios. Esses compostos, 

por sua vez, não tiveram suas concentrações alteradas durante o período monitorado 

nos experimentos dessa tese. Eles foram, de fato, detectados como parte da 

formulação da AFFF, conforme esperado. A concentração média de PFOA foi de 

28,59±7,19 mg.L-1 e a de PFOS foi 343,88±29,02 mg.L-1. A manutenção de suas 

quantidades indica que o tempo de experimento não foi o suficiente para as rotas 

metabólicas atingirem seu último estágio de degradação. Geralmente, os PFOA e 

PFOS resultantes de processo de degradação aparecem no ambiente em longo prazo 

após ao tempo inicial de liberação. As concentrações de todos os compostos 

encontrados podem ser consultadas no Apêndice A. 

 Ainda existe a necessidade de identificar várias outras fontes de 

fluorcarbonados que não são rotineiramente medidos. A elucidação da estrutura de 

precursores e seus subprodutos desconhecidos tem implicações para predizer a 

mobilidade destes compostos em sistemas heterogéneos, a sua susceptibilidade à 

transformação biológica e abiótico, e sua toxicidade. As ferramentas tais como a 

espectrometria de massa de bombardeamento atómico rápido, espectrometria de 

massa por time-of-flight (QTOF / MS) e espectrometria de massa de alta resolução 

poderiam ser úteis em pesquisas futuras. 

  
3.3.4. Dados complementares de IC e GC-TCD 

 
 Conforme citado anteriormente, o processo de biotransformação foi 

considerado irrelevante nos ensaios anaeróbios. Dentre as diferentes condições 

anaeróbias empregadas em séries de experimentos anteriores: metanogênese e 

redução de nitrato, nenhuma apresentou resultados comparáveis a aerobiose após 90 

dias de experimentos. Durante o tempo de monitoramento da série de experimentos 

apresentada, não foi observado atividade significativa em redução de nitrato conforme 

a Figura 56. 

 



Capítulo 1 - Biotransformação de AFFF em Meio Contendo BTEX 140 
 

0 20 40 60 80 100

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

N
O

3
 (

m
M

)

Tempo (dias)

 FC+

 AC+

 LVA+

 LVB+

 
Figura 56 - Concentração constante de NO3 nos ensaios anaeróbios em condição 

redutora de nitrato, indicando baixa ou nenhuma atividade metabólica nos frascos 

contendo BTEX (FC: Controle de AFFF, AC: Controle autoclavado e LVA: Ensaio de 

biodegradação com solo A, LVB: Ensaio de biodegradação com solo B). Fonte: 

Elaborado pelo autor. 

 

 Os dados apresentados da Figura 56 correspondem aos ensaios contendo 

BTEX. A variação observada não foi considerada significativamente diferente dos 

ensaios controle. Os experimentos sem BTEX apresentaram o mesmo padrão de 

inatividade.  

 Com relação aos ensaios de metanogênese, pouca atividade foi observada 

pelo uso do GC-TCD, conforme Figura 57. 
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Figura 57 – Concentração de CH4 nos ensaios anaeróbios em condição 

metanogênica, indicando baixa ou nenhuma atividade metabólica nos frascos 

contendo BTEX (FC: Controle de AFFF, LVA: Ensaio de biodegradação com solo A, 

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

 

 De acordo com a Figura 57, embora crescente, a produção de metano 

detectada é muito inferior ao encontrado em ensaios anaeróbios de biodegradação, 

geralmente reportados na ordem de L.kg-1 (YANG; LI, 2014; SHAH et al., 2015). De 

fato, a concentração do metano encontrada foi próxima aos valores residuais 

encontrados na atmosfera (BASTVIKEN, 2009; DLUGOKENCKY; HOUWELING, 

2003). 

 Uma hipótese para a baixa atividade observada nos ensaios anaeróbios é o 

fato das amostras de solo terem sido conservadas em ambiente com saturação de 

oxigênio e, por isso, inativou uma boa parte da microbiota estritamente anaeróbia 

capaz de metabolizar BTEX e AFFF. Outra possibilidade é a inabilidade de crescer a 

microbiota anaeróbia nas condições específicas do ambiente de laboratório, 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 anaeróbios pode ser consultado no 

Apêndice A e B. 

 O GC-TCD foi utilizado também para monitorar o consumo de O2 nos ensaios 

aeróbios. A concentração de O2 foi mantida em níveis superiores a ~10% ao longo de 
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todo o experimento para manutenção da aerobiose (Figura 58) e pH foi monitorado 

conforme a produção de CO2 nos frascos aumentava. O mesmo cuidado foi aplicado 

nos ensaios com solo B. 

 
Figura 58 - Concentração de O2 nos ensaios MC+ (controle do meio) e LV+ 

(biodegradação) 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 biológicos ao longo de todo tempo do experimento. O efeito tamponante de 

NaHCO3 foi o suficiente para manutenção do ambiente estável da cultura de 

microrganismos. A maioria das bactérias são neutrófilas, logo, o pH ótimo para 

biodegradação de BTEX a ser conseguido estaria na faixa dos 7,5±1,0 (LESON; 

WINER, 1991). Isso porque o CO2 produzido nos ensaios aeróbios tende a diminuir o 

pH do sistema. Assim, caso o tampão ou os intermediários metabólicos não sejam 

capazes de manter o pH o metabolismo poderia sofrer a influência de um fator que 

não era de interesse. 

 

3.3.5. Interação entre AFFF e BTEX 
 
 A presença de hidrocarbonetos de petróleo da mistura BTEX causou menor 

taxa de biotransformação 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 adição de AFFF nos ensaios contendo 

biodegradação foi responsável por diminuir a velocidade de biodegradação de BTEX. 

Inicialmente, foi-se discutido o efeito tóxico da AFFF sobre a microbiota, entretanto, 

as concentrações utilizadas foram previamente testadas, quanto à toxicidade, e os 

limites definidos estavam abaixo de qualquer interferência no metabolismo 

microbiano. A toxicidade de AFFF será abordada em mais detalhes no capítulo 3. 

 O único estudo a mencionar a co-contaminação entre uma área contaminada 

por AFFF e a biodegradação de BTEX foi feito em 1997 por Levine et al. (1997). A 

descoberta da contaminação por AFFF em sua área de estudo foi descrita pelos 

autores como inesperada e completamente incidental. Assim como a base americana 

de Ellsworth, ali também ocorriam treinamentos de incêndio. 

 Ainda sobre o estudo de Levine et al. (1997), a presença de AFFF em água 

subterrânea e solo levantou várias questões importantes sobre os processos de 

biorremediação do local. Dados sobre a biotransformação desses compostos só 

apareceriam uma década depois, mas ainda assim foi especulado que a AFFF tinha 

um papel na mediação ou inibição de reações bioquímicas com BTEX, mas os 

detalhes não foram elucidados. A ausência de ácidos benzil-succinico e benzil-

fumarico, típicos subprodutos de biodegradação de BTEX, não foram encontrados na 

área de estudo contaminada por AFFF, corroborando a hipótese de influência mútua 

da AFFF sobre BTEX. Assim como observado nos resultados dessa tese, a co-

contaminação de AFFF e BTEX alterou os processos biogeoquímicos de 

biodegradação e biotransformação. 

 Um outro ponto importante para se ressaltar é que, conforme discutido, a 

formulação de AFFF utilizada (Ansul) também contém o surfactante butil carbitol. Para 

verificar se existe competição 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 possível comparar o processo de 

biodegradação BTEX sem a interferência de outra fonte de carbono (Figura 59). Esses 

ensaios foram monitorados por 20 dias. 
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Figura 59 - Concentração de benzeno em ensaios contendo Lodyne sem butil 

carbitol em controle autoclavado (AC), controle de AFFF (FC) e ensaio de 

biodegradação 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 não ocorreu. Foi observado que a degradação do 

benzeno, assim como do tolueno, etil-benzeno e o-xileno foi mais rápida na ausência 

de butil carbitol. Ou seja, quando a única fonte de carbono não fluorcarbonada foi o 

BTEX, a biodegradação foi mais rápida. Na ausência 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-

contaminação com BTEX e, por isso, interfere no processo de biodegradação desses 

hidrocarbonetos. Isso explica a biodegradação mais lenta de BTEX na presença de 

AFFF. Sendo assim, não foram os compostos flúor-carbonados que influenciaram o 

processo de biodegradação de BTEX, mas sim, o surfactante butil carbitol também 

presente na formulação da AFFF Ansul. 
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4. Capítulo 2 

 
Respirometria de Solo com AFFF e Gasolina 

 

4.1. Introdução 
 

 As abordagens e técnicas para compreender a biodegradação de compostos 

de AFFF e hidrocarbonetos de petróleo no ambiente podem ser diversas. A partir de 

diferentes metodologias, o conhecimento sobre substâncias e processos envolvidos 

na biorremediação de espumas de incêndio passam a se complementar e fornecer 

pontos de vista sobre como é o comportamento ambiental das substâncias analisadas. 

 No capítulo 1 foi dada ênfase à biotransformação dos compostos contendo flúor 

em sua estrutura química. Grande parte dos esforços experimentais realizados na 

Universidade da Califórnia foram destinadas a demonstrar e promover a 

transformação de substâncias persistentes.  Entretanto, a formulação da AFFF 

contém outras substâncias, como o dietileno glicol butil éter, também conhecido e 

disponível comercialmente pelo nome de butil carbiol (Figura 60). O butil carbitol serve 

como substrato e fonte de carbono para comunidades microbianas. Neste segundo 

capítulo foi investigada a influência da AFFF na biodegradação de gasolina, 

considerando que grande parte dos processos foram afetados pela presença de butil 

carbitol. Esse composto, que age como co-solvente e agente anti-congelamento das 

espumas de incêndio, compõe de 12% a 15% da formulação total de AFFF. 
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Figura 60 – Estrutura química 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 emissões de fabricantes, e após isso na liberação 

durante a sua utilização em produtos comerciais. As AFFF são grande parte da 

liberação desses compostos e, portanto, se justifica uma análise do seu destino final, 

biodegradação, e potencial de exposição. Foi estimada por Staples (1998) a 

distribuição potencial de alguns éteres de etileno glicol no ambiente, conforme 

modelagem de dispersão de poluentes proposta por Mackay; Paterson, 1991. Essa 

modelagem foi utilizada para estimar a distribuição relativa de alguns éteres de etileno 

glicol em diferentes compartimentos ambientais. Esta abordagem utiliza propriedades 

físicas fundamentais para sugerir como um produto químico pode tornar-se distribuída 

entre os meios e com isso um potencial contaminante ambiental. 

 

Tabela 8 – Distribuição no ambiente de butil carbitol 

Meio Volume (m3) Densidade média 
(kg.m-3) 

Concentração de 
butil carbitol (%) 

Ar 6,0.109 1,19 <0,1 
Solo 4,5.104 2400 2 
Água 7,0.106 1000 96 
Sedimento 35 2400 2 
Sólidos 
suspensos 

2,1.104 1500 <0,1 

(Adaptado de Staples, 1998) 

 

 Esta abordagem não leva em consideração a possível degradação de 

compostos, apenas a tendência do composto em se distribuir entre os compartimentos 

ambientais. Ao contrário dos PFCs, o butil carbitol não apresenta flúor em sua 

estrutura e, logo, não é uma porção inerte. Desse modo, é seguro assumir que 

mudanças nos fatores ambientais podem afetar o processo de degradação. Assim 

como o efeito de BTEX pode alterar a biotransformação de PFCs, o co-metabolismo 
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de outros hidrocarbonetos de petróleo, como a gasolina, pode modificar a distribuição 

ambiental e biodegradação de AFFF no ambiente.  

 O contrário também pode ser verdadeiro e, assim, a AFFF pode afetar a 

degradação da gasolina. A gasolina é um dos líquidos orgânicos mais amplamente 

utilizados na nossa sociedade, resultando em uma exposição grande da maioria de 

seres humanos, seja em casos de liberação no ambiente acidentais ou crônicos. No 

caso de incêndios da indústria petroquímica, existem grandes chances da gasolina 

estar presente como co-contaminante das áreas afetadas. Propriedades da gasolina 

podem afetar a infiltração, distribuição, retenção e biodegradação de compostos finais 

do AFFF, assim como os componentes do AFFF poderiam influenciar a 

biodegradação da gasolina. 

 

4.1.1. Motivação 
 

 Esta parte do estudo procurou aumentar a escala de análise sobre 

biorremediação de AFFF em hidrocarbonetos de petróleo. Foi abandonada a análise 

química em nível molecular e adotada a respirometria para quantificar o metabolismo 

microbiano total do solo quanto a produção de CO2. Um maior enfoque foi dado para 

a discussão sobre o butil carbitol, sendo ele a principal fonte de carbono que 

impulsiona o metabolismo aeróbio dos microrganismos de solo. Com isso seria 

possível demonstrar a biodegradação 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 interferência mútua recorrente da co-contaminação. 

 Admitiu-se a possibilidade de que a biodegradação de gasolina seria 

melhorada pela contaminação por AFFF, devido a presença de PFCs que agem como 

surfactantes, aumentando a biodisponibilidade do óleo aos microrganismos com 

potencial de biodegradação. 
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4.2. Metodologia 
 

 Neste estudo foi utilizada a metodologia de respirometria descrita por Bartha; 

Pramer (1965), com concentrações adaptadas ao solo contaminado por 

hidrocarbonetos de petróleo e AFFF. Utilizando-se essa metodologia foi possível 

determinar as concentrações de CO2 da atmosfera criada no interior do respirômetro, 

como evidência indireta de biodegradação. 

 

4.2.1. Preparo dos reagentes 
 
 Água desionizada obtida a partir de purificador de água por osmose reversa 

Biotech foi fervida durante 30 minutos, para a redução da solubilidade dos gases no 

líquido que possam interferir nos dados coletados. Após este período, esperou-se o 

resfriamento para utilização da água na coleta de dados dos respirômetros. Para 

obtenção de uma solução 0,2 M de KOH (Synth PA) dissolveram-se 11,2 g de KOH 

em 1000 mL de água isenta de CO2. Guardou-se a solução em recipiente plástico. 

Padronizou-se, utilizando 100 mL de solução 0,200 N de ftalato ácido de potássio 

(KHC8H4O4), com duas gotas de indicador vermelho de metila e calculou-se a 

normalidade real do KOH. Para obtenção de uma solução 0,1 M de HCl (Vetec PA) 

transferiu-se 8,5 mL de HCl concentrado para um balão volumétrico de 1000,0 mL e 

completou-se o volume com água desionizada. Padronizou-se utilizando 100,0 mL de 

solução de carbonato de sódio 0,1 M, usando-se 2 gotas de alaranjado de metila como 

indicador, e calculando-se a normalidade real do HCl (Norma técnica L6.350 da 

CETESB (1990).  

 No preparo da solução 0,1 M de BaCl2 (Synth PA) dissolveram-se 6,1 g de 

cloreto de bário e completou-se o volume para 500 mL com água desionizada isenta 

de CO2 e guardou-se em recipiente de plástico. Para a solução indicadora de 

fenolftaleína, dissolveram-se 0,2 g de fenolftaleína em 60 mL de etanol e completou-

se com água desionizada para 100,0 mL, sob agitação constante. A solução foi filtrada 

em algodão, quando houve formação 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 – IB / 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 condições de tratamento. Os procedimentos seguiram uma adaptação 

da Norma técnica L6.350 da CETESB. 

 

 
Figura 61 – Imagem de satélite do Jardim Experimental (dentro da área do retângulo 

amarelo) – IB / UNESP, campus Rio Claro. Fonte: Google Inc. (2014); Anotações 

elaboradas pelo autor. 

 

 O canteiro utilizado para os ensaios apresenta histórico de contaminação por 

hidrocarbonetos de petróleo. O solo dessa área tem sido utilizado exclusivamente 

para experimentos com gasolina, diesel, querosene e petróleo, ao longo dos últimos 

8 anos. 

 

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

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

apresentando duas câmaras conectadas, onde ocorre a biodegradação do efluente 
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em análise (Figura 62, indicada por G) e outra que possui a solução alcalina capaz de 

identificar o CO2 produzido pela respiração microbiana (Figura 62, indicada por D).  

 A respirometria aplicada à biorremediação oferece uma série de vantagens por 

obter dados de produção de CO2 difíceis 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 é possível determinar informações a respeito das concentrações de CO2 

da atmosfera criada no interior do respirômetro. Com isso realiza-se a quantificação 

dos parâmetros sobre a biodegradação em um período de tempo, envolvendo 

diferentes fases de adaptação, degradação ativa e encerramento da biodegradação 

(WU et al., 2004). Essa informação pode então ser imediatamente relacionada à taxa 

de biodegradação e até mesmo a evolução da biomassa presente ao longo do tempo 

(FIÚZA et al., 2004). 

 Com os testes de respirometria, foi possível monitorar as taxas de evolução de 

CO2. O CO2 evoluído durante o processo de respiração pode ser capturado em uma 

solução de hidróxido de potássio (KOH) localizada no braço lateral ligado ao frasco 

respirométrico. 
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Figura 62 - Esquema de um respirômetro de Bartha (CETESB, 1990). A: Tampa da 

cânula, B: Cânula (diâmetro de 1 a 2 mm). C: Rolha de borracha. D: Braço lateral 

(diâmetro de 40 mm; altura de 100 mm). E: Solução de KOH. F: Meio aquoso com a 

substância analisada. G: Frasco erlenmeyer (250 mL). H: Válvula. I: Suporte (lã de 

vidro ou algodão). J: Filtro de cal sodada (diâmetro de 15 mm; altura de 40 mm). 

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

   

 As substâncias analisadas foram gasolina (Premium Petrobrás - sem álcool) e 

AFFF 6% (Sintex). O AFFF é disponível comercialmente em galões de 20 L nas 

concentrações de 1%, 3% e 6% (Figura 63). A formulação distribuída por Sintex é a 

mesma da marca Ansul analisada no Capítulo 1. A empresa responsável pela venda 

da AFFF marca Sintex no Brasil é a mesma que importa, envasa e distribui o AFFF 

da marca Ansul.  
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Figura 63 – Galão de AFFF contendo a solução utilizadas nos experimentos de 

respirometria. Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 O rótulo descreve o produto como “classificado como não perigoso, atóxico e 

biodegradável, conforme Norma NBR 15511”. O rótulo também confirma a 

composição similar ao AFFF Ansul, contendo compostos perfluorados, butil carbitol e 

água. 

 Gasolina foi escolhida como substância de análise devido à alta presença de 

BTEX em sua composição, que varia entre 18 a 20% v/v (MARTINES et al., 1996). A 

Figura 64 mostra a quantidade de BTEX na gasolina, além da proporção de cada 

componente individual da mistura de BTEX. A escolha da gasolina como substrato de 

hidrocarbonetos foi para manter a consistência entre os experimentos anteriormente 

realizados na Universidade da Califórnia em Berkeley e por ser um produto 

contaminante comum em refinarias e postos de combustível. A gasolina teve sua 

porção de álcool removida para aplicação nos ensaios. 
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Figura 64 – Proporção de BTEX em gasolina e componentes individuais de BTEX. 

Fonte: Traduzido de Martines et al. (1996). 

 

 As concentrações 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 biodegradação. As concentrações de gasolina e AFFF 

deveriam corresponder a quatro critérios: (i) semelhança aos dados reais de 

contaminação ambiental (MARTINES et al., 1996); (ii) baixa toxicidade; (iii) resposta 

da comunidade microbiana com diferença, estatisticamente, significativa entre os 

ensaios; e (iv) dentro da janela de medição da técnica adotada, entre 100 a 1500 µmol 

de CO2. Após determinadas as condições 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) 50,0 g --- 100,0 mL 

Controle gasolina 
(G) 

50,0 g 0,5 mL --- 

Biodegradação 
(B) 

50,0 g 0,5 mL 100,0 mL 

(Elaborado pelo autor) 

 

 

 

BTEX em gasolina (% massa) 
Porcentagem dos componentes 
individuais do BTEX em gasolina 

(% massa) 

BTEX 18% 

 

Outros hidrocarbonetos 
82% 

p-Xileno 
9% 

Etil-benzeno 
11% 

Benzeno 
11% 

Tolueno 
26% 

o-Xileno 
12% 

m-Xileno 
31% 
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4.2.4. Método tradicional por titulação 
 
 A quantidade de dióxido de carbono (CO2) absorvida foi então analisada por 

titulação do KOH residual com uma solução padrão de ácido clorídrico (HCl), após a 

adição do cloreto de bário (BaCl2) para precipitar os íons carbonato. Os níveis de 

dióxido de carbono evoluído podem ser calculados e representados em função do 

tempo de incubação (BALBA et al., 1998). O processo pode ser esquematizado pelas 

Equações 5 a 9: 

 

Biodegradação da matéria orgânica (MO): 

 MO + O2  H2O + CO2       (5) 

 

Absorção do CO2 gerado: 

 2 KOH + CO2  K2CO3 + H2O + KOH (excesso)  (6) 

 

Cloreto de bário reage com o carbonato de potássio:  

 K2CO3 + BaCl2  BaCO3 + 2 KCl    (7) 

 

Titulação do excesso de KOH com HCl:  

 KOH (excesso) + HCl  KCl + H2O    (8) 

 

Substâncias resultantes: 

 KCl + BaCO3 + HCl (gota excesso)     (9) 

 

 Cada respirômetro contém um braço lateral, ao qual foi adicionado 10,0 mL de 

solução de KOH 0,2 M, para capturar o CO2 liberado durante a biodegradação. Todos 

os respirômetros foram hermeticamente fechados e incubados em duplicata a 

28,0±0,1ºC. O estudo foi constituído por 4 sistemas em triplicata, totalizando 12 

respirômetros de Bartha. Todos os respirômetros continham solo. 

 Para cada respirômetro, a biodegradação foi estabelecida pela determinação 

da quantidade de CO2 produzido semanalmente e foi feita, primeiramente, 

preparando-se, para cada frasco de Bartha, um erlenmeyer de 100,0 mL com duas 



Capítulo 2 - Respirometria de Solo com AFFF e Gasolina  155 
 

gotas de fenolftaleína e 1,0 mL da solução de cloreto de bário (BaCl2  0,1 M). Retirou-

se a rolha de borracha abrindo-se a válvula do filtro de cal sodada (Vetec PA), para 

remoção de CO2 do ar. Removeu-se a vedação da cânula do braço lateral do 

respirômetro e, com uma seringa de 10,0 mL, transferiu-se à solução de KOH 0,2 M 

do braço lateral para o erlenmeyer. Preencheu-se a seringa com 10,0 mL de água 

desionizada e injetou-se no braço lateral do respirômetro para a lavagem e com esta 

mesma seringa a água de lavagem foi transferida para o erlenmeyer. Repetiu-se essa 

lavagem por mais duas vezes, completando-se até 30,0 mL. O conteúdo retirado do 

braço lateral do frasco de Bartha (Figura 62, indicado por E) foi titulado imediatamente 

com o conteúdo do erlenmeyer e HCl 0,1 M. Com a cânula do braço lateral aberta 

injetou-se ar comprimido com uma bomba de ar. O ar passou através do filtro de cal 

sodada, cuja função foi reter o CO2 do ar introduzido, de forma a garantir a 

reoxigeração do sistema, sem permitir a entrada de CO2. Por fim, adicionou-se 10,0 

mL de uma solução de KOH 0,2 M no braço lateral e recolocou-se a vedação da 

cânula, fechando-se a válvula e recolocando-se a rolha de borracha no filtro de cal 

sodada. Após esses procedimentos, cada respirômetro foi colocado na estufa de 

incubação, até a próxima determinação do CO2. 

 Como base de cálculo para a próxima determinação do CO2 incorporado, foi 

preparada uma nova prova em branco contendo 10,0 mL de solução KOH 0,2 M, 

adicionado com seringa de 10,0 mL, e 2 gotas de fenolftaleína, 1,0 mL de solução de 

BaCl2 0,1 M e 30,0 mL de água desionizada. A solução foi titulada com HCl 0,1 M, 

anotando-se a quantidade de ácido necessária para a viragem da fenolftaleína. O 

cálculo do CO2 gerado foi feito de acordo com o volume gasto de HCl na titulação do 

KOH na Equação 10 abaixo: 

 

 𝐺𝐶𝑂2 = (𝐴 − 𝐵) ∗ 50 ∗ 𝜃𝐻𝐶𝑙 ∗ 0,044    (10) 

onde: 

GCO2 é a geração de gás carbônico;  

A é o volume de HCl 0,1 M gasto, em mL, na titulação do branco;  

B é o volume de HCl 0,1 M gasto, em mL, na titulação da amostra;  

50 é o fator para transformar equivalente em µmol de CO2; 

θ(HCl) é o fator do HCl 0,1 M; 

0,044 é o fator para transformar µmol em mg de CO2. 
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4.2.5. Novo método por condutividade 
 

 O acompanhamento da biodegradação das substâncias dentro dos 

respirômetros de Bartha realizadas neste estudo, foram feitas por uma nova técnica 

estabelecida por Uemura et al. (2013) no Laboratório de Microbiologia da Profa. 

Dejanira de Franceschi Angelis da UNESP – Campus Rio Claro. Com essa nova 

técnica, foi possível medir a saturação de CO2 na solução 0,2 M de KOH pelas 

medidas de condutividade. Assim, garantiu-se eficiência e menor risco de interferência 

dos resultados por variações nos protocolos experimentais. 

 De uma maneira prudente, contudo, decidiu-se também acompanhar os 

experimentos via titulação, durante os primeiros 40 dias. A análise por condutividade 

não exclui a possibilidade de titulação posteriormente, após a leitura pelo sensor de 

condutividade. Por ter sido verificado que os métodos apresentam resultados 

equivalentes, apenas os dados obtidos pela condutividade serão utilizados na 

discussão dos resultados em 4.3. Os dados da titulação, entretanto, podem ser 

consultados no Apêndice C dessa tese. 

 Igualmente aos procedimentos para titulação, retirou-se o KOH do braço lateral, 

porém, ai invés de titulá-los, foi inserido um sensor de condutividade previamente 

calibrado e seco. Com base na reta padrão da Figura 65, foi possível transformar os 

valores de condutividade em mS para µmol de CO2.  
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Figura 65 – Curva de calibração de CO2 em função da condutividade em solução 

0,2 M de KOH. Fonte: Adaptada de Uemura et al. (2013). 

 

 O princípio da técnica funciona a partir da reação no braço lateral do 

respirometro descrita na Equação 11. 

 

 2𝐾𝑂𝐻 + 𝐻2𝐶𝑂3 → 𝐾2𝐶𝑂3 + 2𝐻2𝑂    (11) 

 

 Nota-se que, de acordo com a estequiometria da reação, 0,2 M de KOH geram 

0,1 M de K2CO3. Logo, na medida em que o sistema se enche de CO2 proveniente do 

metabolismo microbiano, aumenta a quantidade de sal na solução, diminuindo assim 

a condutividade da solução de KOH. Foi com base nisso que se estabeleceu o 

princípio de correlação direta e linear entre as duas grandezas. Deste modo, quando 

condutividade é máxima (cerca de 15,7 mS) a concentração de CO2 é mínima, assim 

como quando a condutividade é mínima (cerca de 6,0 mS) a concentração de CO2 é 

máxima.  

 A obtenção dos pontos da curva de calibração foi obtida variando de misturas 

de proporção conhecida de KOH e K2CO3 e medindo-se a condutividade. 

Conhecendo-se a concentração e pureza das soluções utilizadas, bastaram cálculos 

estequiométricos da reação para determinar a molaridade do CO2. 

 

y = -95,726x + 1554,8
R² = 0,9997

0

200

400

600

800

1000

1200

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

C
O

2
 (µ

m
o

l)

Condutividade (mS)



Capítulo 2 - Respirometria de Solo com AFFF e Gasolina  158 
 

4.2.6. Modelagem matemática 
 
 Os dados de produção de CO2 foram usados no ajuste de modelos 

matemáticos que descrevem o processo de biodegradação. A modelagem dos dados 

permite um melhor conhecimento da cinética de biodegradação, permitindo assim 

prever e otimizar o processo (KERNANSHANI et al., 2006). O uso de ferramentas 

matemáticas e estatísticas é uma maneira eficaz de descrever os parâmetros 

envolvidos na remoção de poluentes durante a biodegradação (PALA et al., 2006). A 

proposição de diferentes modelos de biodegradação para cada tipo de substância 

biodegradada permitiu determinar de que maneira os perfis de biodegradação variam 

para cada substância ao longo do processo de biodegradação.  

 Os dados foram analisados por ferramentas estatísticas no SYSTAT 

SIGMASTAT 10. A geração de gráficos foi feita pelos softwares MICROCAL ORIGIN 

6.0 e SYSTAT SIGMAPLOT 10. Para a modelagem dos dados e ajuste em equações 

foi utilizada a plataforma WOLFRAM MATHEMATICA 6 e o SYSTAT SIGMAPLOT 10. 

 Sobre os modelos utilizados, devem ser feitas duas considerações. Foi utilizado 

para cada tipo de respirometria (acumulada e semanal) um modelo diferente, já 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 seleção do melhor modelo 

foi baseado na maior média de R² obtido entre os ajustes feitos (ii). A maioria dos 

modelos testados para ajuste foram aqueles que correspondem à cinética de 

crescimento de culturas microbianas. 

 O primeiro modelo proposto de melhor ajuste foi uma adaptação da equação 

logística de Schmidt et al. (1985), que foi usado inicialmente pelo autor para descrever 

o crescimento de microrganismos em meios de cultura. A Equação 12 foi adaptada 

por Montagnolli et al. (2009) para fornecer a previsão da máxima produção de CO2 

pelos microrganismos no processo de biodegradação. 

 

 𝐵 = 𝐵𝑚𝑎𝑥/(1 + [
𝐵𝑚𝑎𝑥−𝐵𝑜

𝐵𝑜
] 𝑒−𝑟𝑡)    (12) 

 

onde:  

B é o CO2 Produzido; 

Bmax é a Produção máxima de CO2;  
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Bo é a Produção inicial de CO2;  

r é a Taxa máxima de produção especifica para determinado óleo;  

t é o Tempo. 

 

 Outro modelo foi ajustado para as curvas de respirometria semanal. Tais 

gráficos compreendem curvas mais complexas e exigiram, portanto, um modelo com 

maior quantidade de parâmetros. 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 Equação 13: 

 

 𝐵 = [((
1

𝐾1
) 𝑒−𝑚1𝑟) + ((

1

𝐾2
) 𝑒𝑚2𝑡)]

−1

    (13) 

 

onde: 

B é o CO2 Produzido;  

K1 é a Constante de Aumento de Produção;  

K2 é a Constante de Diminuição de Produção;  

m1 é a Taxa de Aumento na Produção de CO2;  

m2 é a Taxa de Diminuição na Produção de CO2; 

t é o Tempo. 

 

 Ambos os modelos foram criados para descrever o crescimento microbiano. 

Assumindo que exista uma correlação entre a dinâmica populacional de 

microrganismos e a produção de CO2 semanal, esses modelos foram utilizados no 

conjunto de dados obtidos na respirometria.   



Capítulo 2 - Respirometria de Solo com AFFF e Gasolina  160 
 

4.3. Resultados e Discussões 
 

 A produção de CO2 foi calculada a partir do metabolismo microbiano e 

representada em função do tempo de biodegradação, utilizando gasolina e AFFF 

como substrato para os sistemas realizados. Na Figura 66 está a produção semanal 

de CO2 em cada um dos tratamentos realizados.  

    

 
Figura 66 - Produção de CO2 semanal pelo tempo de incubação em ensaios C 

(controle), F (AFFF), G (gasolina) e B (AFFF+Gasolina). Fonte: Elaborado pelo 

autor. 

 

 A partir desses dados é possível observar quais dos tratamentos contendo 

AFFF, gasolina e inóculo bacteriano apresentaram maior taxa de biodegradação, e 

quanto de CO2 foi liberado dos sistemas durante e ao término do monitoramento da 

biodegradação. 

 Na Tabela 10, estão expressos os valores acumulados totais de CO2 produzido 

em cada sistema, ou seja, a somatória do total de gás carbônico gerado em cada um 

dos sistemas em duplicatas ao longo do tempo, após 105 dias de monitoramento.  

 

0

100

200

300

400

500

600

700

800

1 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91 98 105

C
O

2
(µ

m
o

l.s
e
m

a
n
a

-1
)

Tempo (dias)

C F G B



Capítulo 2 - Respirometria de Solo com AFFF e Gasolina  161 
 

Tabela 10 - Produção acumulada de CO2 nos ensaios respirométricos, após 105 dias  

Sistema  CO2 acumulado 
(µmol)  

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 produção semanal de CO2 (Figura 66). 

Como esperado, o ensaio C foi o que apresentou a menor produção de semanal de 

CO2 (média de 39,4 ±2,7 µmol de CO2.semana-1). Tal fato deve-se à baixa quantidade 

de matéria orgânica presente no solo controle, revelando apenas uma respiração 

basal da microbiota indígena deste substrato.  

 Os sistemas com AFFF (F) e gasolina (G) foram também utilizados como 

ensaios controle para observar a influência individual desses componentes no 

processo de biodegradação 

 Todos os ensaios apresentaram e perfis de biodegradação semanal distintos. 

As médias de produção ficaram em 147,47±3,1 µmol de CO2.semana-1 nos frascos 

contendo apenas AFFF e 326,91±15,3 µmol de CO2.semana-1 nos frascos contendo 

AFFF e gasolina. O impacto da adição das soluções de AFFF no solo foi observável, 

visto que os resultados afetaram os ensaios F e B, de modo bastante diferente dos 

ensaios C. A análise de ANOVA do conjunto dos dados considerou a diferença entre 

os grupos de tratamento, significativa ao nível de significância p<0,05. 

 O pico de produção de 613,56±3,2 µmol 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 após o pico de produção, há 

uma queda a valores próximos ao controle. A queda na taxa de produção de CO2 

acontece muito antes dos outros ensaios. Em trabalhos anteriores, Montagnolli (2011) 

indicou que a rápida queda de produção de CO2 em comparação a outros substratos 

em gasolina pode ocorrer devido ao efeito tóxico dos subprodutos de degradação da 

gasolina, além da volatilização dos compostos a serem utilizados como substrato, e 

não apenas em decorrência do consumo total de matéria orgânica presente nos 
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ensaios. Durante a biodegradação, são formados intermediários potencialmente 

tóxicos como o álcool terc-butílico (TBA), formato terc-butílico (TBF) e o éter metil terc-

butílico (MARTIENSSEN et al., 2006; SCHMIDT et al., 2002; DEEB et al.; 2002). Os 

resultados para biodegradação de gasolina comprovam o que já foi encontrado em 

trabalhos anteriores, realizados no Laboratório 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 C7 até C11 estão presentes na gasolina, na qual há uma alta 

concentração de alcenos comparada a outros derivados do petróleo. Em geral alcenos 

são facilmente biodegradados (SOLANO-SERENA et al., 1999), já que estes 

compostos, como propileno e eteno, ativam enzimas especificas (monooxigenases) 

que são carboxiladas e passam para o metabolismo do microrganismo (ENSIGN, 

2001). Também já foi descrito que pequenas moléculas de lineares de 

hidrocarbonetos são 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 

produção (191,23 ±7,0 µmol de CO2). Os níveis de biodegradação se mantiveram 

baixos e constantes, a partir da terceira semana até a oitava. Embora a porção de 

fluorcarbonados seja inerte e não tenha biodegradado, porções não fluoradas da 

substância introduzida na microbiota, como o butil carbitol, foram prontamente 

consumidas pelos microrganismos do solo testado. O butil carbitol compõe cerca de 

12% a 15% da formulação da AFFF. De acordo com os testes com LC-MS / MS 

descritos no Capítulo 1, não existe a possibilidade do consumo de apenas Lodyne (e 

a biotransformação dos PFCs) ter produzido os níveis de CO2 registrados por 

respirometria, sendo estes então atribuídos em grande parte ao butil carbitol.  

 A biodegradabilidade de butil carbitol ja é conhecida pela literatura, contudo 

não em cenários de co-contaminação com gasolina ou outros hidrocarbonetos 

derivados do petróleo. Esse composto é rapidamente biodegradado em testes 

utilizando tanto inóculos adaptados quanto inóculos não adaptadas. Foram relatadas 

por Waggy et al. (1994), a remoção de 88% de butil cabitol de uma amostra de água 

em 28 dias. Em geral, a maioria dos estudos com butil carbitol relataram entre 58% e 

100% de biodegradação entre 15 a 28 dias. Outros trabalhos ainda relataram uma 

rápida biodegradação com essencialmente 100% biooxidação alcançado em menos 

de 10 dias (ZAHN; WELLENS, 1980). Ainda sobre o butil carbitol, é importante citar 
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também que os éteres de glicol são altamente móveis e não são adsorvidos às 

partículas de solo (CMA, 1994). 

 Estes resultados sugerem que butil carbitol, assim como outros ésteres etileno 

glicol biodegradam rapidamente e não devem persistir no ambiente. Estes dados 

confirmam a curva de respirometria e os valores de produção de CO2, visto na Tabela 

10, e mostram que butil carbitol é facilmente biodegradável. O maior empecilho para 

a remoção 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 aplicação de AFFF à gasolina resultou em valores ainda 

maiores de produção de CO2 pela microbiota de solo do que a soma de cada um dos 

elementos separados. O efeito positivo na produção de CO2 em B (5930,61 µmol) 

foram superiores aos valores acumulados dos ensaios individuais G e F (3059,71 e 

2354,54 µmol, respectivamente). Sendo assim, houve uma interação positiva entre os 

dois compostos no processo de biodegradação. A adição de AFFF desempenhou uma 

maior eficiência de degradação em B, principalmente, no início do tratamento, 

promovendo maior produção média de CO2 (326,91±15,3 µmol). Isso pode ser devido 

ao efeito surfactante da solução de AFFF nas moléculas hidrofóbicas presentes na 

gasolina (Figura 67).  

 

 
Figura 67 – Moléculas surfactantes presentes na formulação de AFFF Sintex e 

Ansul. Fonte: Elaborado pelo autor. 
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 A maior taxa de produção de CO2 dentre os ensaios ocorre quando gasolina e 

AFFF estão combinados em uma mesma matriz de solo. A contaminação por AFFF 

pode levar mais etapas metabólicas durante o processo de biodegradação de 

hidrocarbonetos devido à capacidade emulsificante, atingindo ganhos de 28,63% na 

liberação de CO2. Essas moléculas aumentam a biodisponibilidade dos 

hidrocarbonetos e, portanto, favorecem seu metabolismo (NITSCHKE et al., 2004). O 

aumento na biodegradação de hidrocarbonetos de petróleo é devido à interação óleo-

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 emulsificação E24 realizados com a interface 

gasolina / AFFF demonstram que as características físico-químicas do ambiente em 

que se encontram os hidrocarbonetos são um fator decisivo na cinética de 

biodegradação. A atividade surfactante da AFFF em gasolina foi avaliada ao adicionar 

a tubos de ensaio 2 mL de AFFF 6% a gasolina isenta de álcool. O conteúdo dos 

frascos foi agitado em agitador de tubos (vórtex) por 1 minuto em alta rotação. Após 

24 horas calculou-se a razão entre a altura da região emulsificada e altura total, após 

medição com régua. 

 Os microrganismos agem, principalmente, na interface óleo-água (AMUND; 

ADEBIYI, 1991) e por isso o aumento da área de superfície causado pelos 

surfactantes acelerou a biodegradação, aumentando o potencial de dispersão dos 

compostos em meios aquosos. A adição de surfactantes fez com que a emulsificação 

(E24) dos compostos hidrofóbicos presentes na mistura AFFF e gasolina fosse em 

média 76,25% maior que em sua ausência, comparável ao controle utilizando outro 

detergente sintético Tween 80, cujo índice de emulsificação para gasolina é de 

90,10%.   

 Outro fator de sucesso na biodegradação de AFFF e gasolina se deve ao fato 

do inóculo obtido no solo do Jardim Experimental da UNESP Rio-Claro ter sido pré 

selecionado para ambas as substâncias, dado o histórico e contaminações com 

hidrocarbonetos de petróleo do local de coleta e a bioestimulação com AFFF durante 

o preparo dos inóculos. O sucesso em inocular esses microrganismos nos solos deve-

se à capacidade destes microrganismos em assimilar os contaminantes em seu 

metabolismo mais facilmente e / ou mais rapidamente que outros grupos. Assim, a 

bioaumentação ocorrida ali representou uma alternativa de grande valor no 
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aperfeiçoamento do processo de biorremediação, assim como já descrito para outras 

substâncias por Taccari et al. (2012) e Szulc et al. (2014). 

 Apesar da maior atividade observada nestes sistemas de co-contaminação, 

essa tese não propõe o uso de surfactantes fluorados para auxiliar processos de 

biorremediação de solos contaminados com gasolina. É irresponsável considerar a 

adição de um poluente para remediar outro poluente, afinal, ambas substâncias são 

perigosas. O ideal é buscar, neste caso, um surfactante ideal para remoção de 

hidrocarbonetos. Biossurfactantes são, para isso, uma boa alternativa 

(MONTAGNOLLI; BIDOIA, 2012; MONTAGNOLLI et al., 2014; LOPES 2014). 

 

4.3.1. Modelagem matemática e biodegradação prevista 
 
 Os padrões na distribuição dos dados de produção de CO2 ao longo do tempo, 

observados na Figuras 66, permitiram a proposta de modelos matemáticos acerca do 

processo de biodegradação. A modelagem dos dados permitiu um melhor 

conhecimento da cinética do processo e, com isso, prever e otimizar as condições de 

tratamento (KERNANSHANI et al., 2006).  

 Na Figura 68 estão apresentados os ajustes das curvas experimentais pela 

produção de CO2 semanal, utilizando o modelo de Membré et al. (1996) adaptado por 

Montagnolli et al. (2009). Cada curva obtida gerou um índice de correlação (R²) que 

demonstra a adequação do ajuste dos dados ao modelo. A equação do modelo 

utilizado consiste de duas partes, uma delas descreve o crescimento e a outra o 

declínio da curva. A partir do ajuste aos dados foi possível prever o comportamento 

cinético esperado de cada sistema respirométrico nas suas respectivas taxas de 

produção semanal de CO2 durante o processo de biodegradação.  
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Figura 68 - Produção de CO2 semanal pelo tempo de incubação 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 incubação foi 

estendido para 300 dias, superior ao intervalo de 105 dias utilizado para coleta de 

dados. Assim, utilizou-se o modelo para prever a cinética de produção de CO2 com 

monitoramento até 300 dias de biodegradação.  

 Todos os conjuntos de dados de produção semanal de CO2 se ajustaram ao o 

modelo proposto. Após cerca de um milhão de iterações dos parâmetros no ajuste ao 

modelo, o R² apresentou valores de 0,700 a 0,980.  

 Dado os valores altos de correlação ao ajuste dos dados (R² > 0,700) foi feita 

a previsão do tempo estimado, para o término da biodegradação (BRminT), ou seja, 

o final do processo de biodegradação de cada ensaio previsto pelo modelo ajustado 

aos dados de respirometria. Neste sentido, na Tabela 10 estão demonstrados os 

valores de R2 e do tempo estimado para o término da biodegradação (BRminT).  
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 O modelo proposto quantificou com precisão o padrão observado de aumento 

e declínio na produção de CO2 nos sistemas respirométricos. 

 Os dados de produção 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 biodegradação que existe um padrão de distribuição próximo ao linear ou 

exponencial. Desta forma, foi possível desenvolver modelos matemáticos que se 

ajustaram aos dados. Na Figura 69 estão representados todos estes ajustes, em que 

foi observada uma tendência à desaceleração da produção acumulada de CO2, após 

40 dias. Por esse motivo foi dada preferência a um modelo logístico não linear, pois 

um modelo linear não se adaptaria com precisão a todos os casos observados. Com 

esta estratégia, foi possível obter valores de R² acima de 0,982 em todos os ajustes 

e, consequentemente, estabelecer o valor máximo de biodegradação previsto (Bmax). 

 

 
Figura 69 - Produção de CO2 acumulada pelo tempo de incubação 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 parâmetros 

importantes pela análise: valor máximo de biodegradação previsto (Bmax) e tempo 

estimado para o valor máximo de biodegradação previsto (BmaxT). A partir disso, foi 

possível prever o máximo possível de CO2 que seria produzido e o tempo final de 

biodegradação de cada biotratamento realizado (Tabela 11).  

 O valor de Bmax é estabelecido quando a curva gerada pelo modelo se 

estabiliza e não ocorre mais aumento significativo no parâmetro B, definido na 

equação como produção acumulada de CO2, ao longo do tempo. Foi considerado 

como aumento significativo valores de B < 0,99 x Bmax. Na Figura 69 está 

representado o ajuste dos dados, onde a linha Bmax indica o valor máximo que a 

curva ajustada alcançará. O tempo de término de biodegradação foi considerado, 

então, como o tempo de produção de CO2 igual a B = 0,95 x Bmax (MONTAGNOLLI 

et al., 2009).  

 Comparando-se os valores de Bmax (Tabela 11), tem-se uma maior produção 

de CO2 total esperada para os sistemas B, com AFFF e gasolina. Já a respiração 

basal do solo, obtida no ensaio C, apresentou um valor máximo de biodegradação 

previsto igual a 595,98 µmol de CO2.  

 Ao analisar o tempo que se leva para que o valor de Bmax seja alcançado 

(BmaxT), nota-se que, os sistemas contendo apenas gasolina são os mais rápidos (G) 

(Tabela 11). O processo de biodegradação 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 R² dos modelos matemáticos ajustados às 

produções semanal e acumulada de CO2 
   Semanal  Acumulado  

Sistema  BRminT  R2  Bmax  BmaxT  R2  

dias  µmol CO2  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  

   
   

*Não relevantes devido aos valores extremamente baixos dos dados 
no ajuste  

(Elaborado pelo autor) 
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 A validação dos modelos pode ser feita quando ambos os ajustes atinjam 

resultados coerentes e semelhantes em um dos parâmetros estimados (HILLS; 

TRUCANO, 1999). Sendo assim, o parâmetro do tempo final do processo de 

biodegradação foi analisado nos dois modelos propostos. Para isso foi feita a 

comparação entre BRminT do modelo ajustado à produção semanal de CO2 

(MEMBRÉ et al., 1996) e BmaxT daquele com os dados de produção acumulada 

(SCHIMDT et al., 1985), conforme demonstrado na Figura 70.  

   

 
Figura 70 - Comparação entre os valores de tempo final de biodegradação previsto 

pelos dois modelos para os dados de produção de CO2. BRminT – semanal 

(Membré et al., 1996); BmaxT – acumulada (Schmidt et al., 1985). Fonte: Elaborado 

pelo autor. 

 

 Na Figura 70 é possível observar que as semelhanças entre os dois ajustes 

são maiores na previsão de valores menores de tempo. A previsão em longo prazo 

causa uma maior diferença entre valores previstos para o final da biodegradação. O 

ajuste obtido foi coerente entre os dois modelos propostos, o suficiente para prever o 

comportamento destes processos de biodegradação em sistemas de respirometria de 

Bartha, sob as condições do estudo.  

 Portanto, observou-se que o processo de biodegradação de AFFF em solo 

contaminado com hidrocarbonetos de petróleo pode ser modelado na abordagem 

laboratorial aplicada. Embora os estudos tratados aqui estejam restritos a 
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compreensão em menor escala dos processos de respiração de uma comunidade 

microbiana em um ambiente com fatores extremamente controlados (temperatura, 

capacidade de campo, iluminação), foi também mostrado que pode ser previsto o 

comportamento ambiental da AFFF no ambiente em cenários de co-contaminação. 

Essa conclusão abre espaço para o escalonamento cada vez maior dos experimentos 

a fim de conseguir prever o comportamento desses poluentes em cenários reais de 

derramamentos e de descarte inadequado dos contaminantes. 

  



 
 
 
 
 
 
 
5. Capítulo 3 
 

Fito-toxicidade de AFFF 
 

5.1. Introdução 
 

 O princípio dos testes de fitoxicidade baseia-se na determinação do potencial 

de impacto de um poluente na biota presente em certo ambiente. Os dados obtidos 

podem ser utilizados na regulação do uso destes compostos químicos e no 

diagnóstico de tratamento, após a contaminação da área (HAGNER et al., 2010).  

 Testes ecotoxicológicos têm sido há muito tempo utilizados com relativo 

sucesso como uma ferramenta complementar para monitorar a eficiência na 

biorremediação do solo, tornando-se essencial para avaliar os riscos ecológicos em 

ambientes contaminados (WANG et al., 1987). No entanto, poucos trabalhos 

combinam a realização de ensaios ecotoxicológicos com um estudo detalhado das 

comunidades microbianas em solos contaminados com hidrocarbonetos de petróleo 

e espumas de incêndio (SHEPPARD et al., 2011; LLADÓ et al., 2012). Além disso, 

nenhum trabalho relacionou a toxicidade de espumas de incêndio do tipo AFFF (ou 

compostos perfluorados) ao petróleo. 

 Embora existam muitos ensaios sobre a toxicidade de AFFF citados na revisão 

da literatura dessa tese, é consenso que a avaliação realista de toxicidade de misturas 

AFFF no meio ambiente é difícil porque efluentes AFFF são misturas complexas que 

contêm, além dos componentes da formulação variada de AFFF, outros poluentes 
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primários, bem como sub produtos potencialmente tóxicos do incêndio em que foram 

aplicados. 

 A formulação de AFFF apresenta vários componentes potencialmente tóxicos, 

que podem ser os próprios fluorcarbonados ou mesmo o butil carbitol. 

 Enquanto as moléculas precursoras da formulação original da AFFF 

(fluortelômeros e PFAS) são pouco estudados, os efeitos das substâncias persistentes 

PFOA e PFOS do final das vias de degradação já foram estudados em embriões de 

zebra-fish. Huang et al. (2010) demontraram que embriões expostos a esses PFAS 

apresentaram problemas no desenvolvimento de espinha, bexiga natatória não 

inflada, diminuição da frequência cardíaca e movimentos espontâneo anormais após 

a exposição a várias concentrações de PFOS e PFOA (0-8 mg.L-1) em 6-120 horas 

pós-fecundação. Concentrações mais elevadas de um fluortelômeros em peixes, por 

bioacumulação, aumentam fígados nos meios que estão distribuídos próximos a locais 

de liberação do AFFF, somado a níveis baixos de β-oxidação peroxisomal e estresse 

oxidativo hepático, demonstrando assim impacto em curto prazo (9 dias) da AFFF nos 

peixes expostos.  

 Em relação ao butil carbitol, organismos aquáticos foram testados usando uma 

variedade de peixe, invertebrados, algas, e espécies microbianas. Pelo menos cinco 

espécies de peixe foram testadas quanto à toxicidade aguda, para butil carbitol, 

usando uma variedade de protocolos de testes e parâmetros toxicológicos. Embora 

tenham apresentado resposta tóxica, a classificação da USEPA atesta o produto como 

não toxico, em alguns casos, e de baixa toxicidade em outros (STAPLES et al., 1998). 

 Não existem testes em plantas para os PFCs encontrados em formulações de 

AFFF, tanto dos precursores PFAS e fluortelômeros, quanto os persistentes PFOA e 

PFOS. Logo, este foi um argumento interessantes para os ensaios de toxicidade 

realizados apresentados nesse capítulo. 

 

5.1.1. Motivação 
 

Para garantir uma avaliação adequada do risco da contaminação e o 

monitoramento do processo de biorremediação, os testes de toxicidade, as análises 

químicas 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 liberação da 
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AFFF no ambiente. O fato de não existir publicações com ensaios de fito-toxicidade 

com AFFF, sejam eles em co-contaminação com petróleo ou não, motivaram a criação 

dos experimentos desse capítulo. 

 Os sub-produtos da degradação dos PFAS e fluortelômeros 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 formulação da AFFF ou os compostos persistentes finais, a 

toxicidade foi observada em tempo inicial, intermediário e final. Alterações que afetam 

o desenvolvimento e / ou a sobrevivência de um organismo-teste poderiam, portanto, 

fornecer uma avaliação geral do progresso da biorremediação 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 capítulo 2. A formulação distribuída por Sintex é a 

mesma da marca Ansul analisada no capítulo 1. 

 

5.2.2. Solo Utilizado 
 
 Após 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 condições de tratamento (concentração das soluções e 

tempo). Os procedimentos seguiram uma adaptação da Norma técnica L6.350 da 

CETESB. 

 O canteiro utilizado para os ensaios apresenta histórico de contaminação por 

hidrocarbonetos de petróleo. O solo dessa área tem sido utilizado exclusivamente 

para experimentos com gasolina, diesel, querosene e petróleo ao longo dos últimos 8 

anos. 

 Os grupos de tratamento foram separados para retirada em 60 e 120 dias. Após 

coletados, os solos foram estocados a 4,0±0,1°C para posterior análise toxicológica e 

metagenômica.  

 

5.2.3. Primeiro grupo de experimentos - Toxicidade das diluições de AFFF 
 
 Inicialmente, foram preparadas amostras de AFFF em diferentes diluições a 

partir da formulação disponível comercialmente de AFFF 6%. Nesse grupo de 

experimentos não foi utilizado solo, mas apenas a AFFF pura, sendo que a 

concentração de compostos perfluorados é de aproximadamente 195 g.L-1. As 

diluições então foram feitas para chegar às concentrações de 3% e 1%, 

respectivamente 97,5 g.L-1 e 19,5 g.L-1. As concentrações de 3% e 1% são também 

comercializadas em galões, assim como o produto AFFF 6%. As amostras de foram 

inseridas diretamente aos bioensaios de toxicidade, a partir da germinação de 
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sementes e desenvolvimento de plântulas 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 concentrações ao longo do tempo em solo.  

 O ambiente de biodegradação foram montados através da simulação da 

contaminação do solo em uma sacola plástica preenchida por 3 kg de solo e 

quantidades variáves de AFFF (Tabela 12). O recipiente foi então preenchido por 

pequenos furos de aproximadamente 1 mm de diâmetro, espaçados em 1 cm cada, a 

fim de permitir a troca de microrganismos entre o solo contendo óleo e o solo do meio 

externo. O recipiente foi enterrado a 10 cm da superfície (Figura 71). O preparo do 

inóculo foi uma adaptação 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 proporção semelhante a derrames ocorridos em 

ambientes terrestres (USEPA, 2009b). As concentrações foram então ajustadas para 

melhor representar um ambiente real de uma refinaria de petróleo após aplicação da 

espuma de incendio. A concentração típica de AFFF encontrada em solo onde é 

utilizado é de até 15,0 g.L-1 de solo (USEPA, 2009b), o que resulta em 4,5 mL.kg-1, 

considerando a densidade média do solo 1,5 g.cm-3 e da AFFF 1,12 g.cm-3. Portanto, 

a quantidade de AFFF nas contaminações simuladas de solo foi conduzida em 3 graus 

de magnitude, sendo elas: 0,1x (ou 0,45mL.kg-1), 1x (4,5 mL.kg-1) e 10x (45 ml.kg-1). 

 Foram preparadas 12 amostras de solo com variações nas condições de 

tratamento a que foram submetidas (Tabela 12). Estas amostras foram dispostas em 
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sacos plásticos e foram enterrados no Jardim Experimental do Instituto de Biociências 

- UNESP, campus Rio Claro. 

 Transcorrido o período de 60 e 120, os solos foram desenterrados e 

imediatamente realizadas as análises de ecotoxicidade.  

 

Tabela 12 - Amostras de solo para análises toxicológicas 

Amostras de solo  Composição  Tempo de 
análise 

1  C0  Solo  0 dias 

2  F0 0,1x  Solo + AFFF 0,1x m/v 0 dias 

3  F0 1x  Solo + AFFF 1x m/v 0 dias 

4  F0 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 germinação de sementes 
 
 A germinação é um fenômeno biológico da retomada do crescimento do 

embrião, com o subsequente rompimento do tegumento pela radícula. Do ponto de 

vista fisiológico, germinar é simplesmente quando o embrião sai do repouso fisiológico 

e entra em atividade metabólica (NASSIF et al., 1998), desde que satisfeitas as 

condições internas e ambientais necessárias para que o organismo possa se 

desenvolver. Qualquer alteração nesses parâmetros por substâncias tóxicas podem 

afetar o desenvolvimento do tecido vegetal (AYERS; WESTCOT, 1999).  

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

fitotoxicológicos 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 contaminação do solo com AFFF foi 

avaliado utilizando sementes de dois organismos-teste: L. sativa (alface) e E. sativa 

(rúcula), conforme apresentado na Figura 72. 

 

 
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 

germinação de sementes e desenvolvimento da raiz e do hipocótilo. As sementes 

foram adquiridas de um mesmo fornecedor (TopSeed® – Linha Azul), de mesmo lote 

e livre de defensivos químicos agrícolas.  

 Para cada organismo-teste, foi realizado ensaios em triplicata com cada 

amostra de solo. Também, foram realizados o controle positivo (CP) com água e o 

controle negativo (CN) com ZnSO4 na amostra de solo controle sem adição de AFFF. 

Para os testes de germinação, foi colocado em cada placa de Petri um papel de filtro. 

Sobre o papel de filtro foi adicionado 4,0 mL da solução testada e certificou-se a 

inexistência de bolhas de ar durante o preparo das placas. As soluções utilizadas 

foram a porção sobrenadante dos lixiviados das amostras de solo da Tabela 12, 

mantidas sob agitação a 210 rpm em mesa agitadora Catel por 24 horas. Os frascos 

continham 5,0 g de solo e 100,0 mL de água desionizada. 
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 As sementes foram colocadas em seguida sobre o papel de filtro com a solução 

testada. Tanto no ensaio com alface quanto com rúcula foram colocadas 20 sementes 

(Figura 73). Os experimentos foram conduzidos em triplicata para cada substância 

testada. 

 

 

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

 

 Em seguida, os recipientes plásticos foram cobertos com filme de PVC a fim de 

não 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. Germinação e crescimento  
 

Na análise do desenvolvimento da plântula, o método consistiu inicialmente no 

congelamento das plântulas após 120 horas de incubação. Este procedimento, além 

de interromper o crescimento das plântulas de modo uniforme, facilita as medições 

pela diminuição da rigidez dos tecidos vegetais, evitando possíveis quebras das 
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plântulas durante a realização das medições. Para cada plântula foram tomadas 

medidas da raiz e hipocótilo.  

A contagem de sementes germinadas foi realizada após 120 horas, sendo 

consideradas germinadas as sementes que apresentassem 2 mm de protrusão da 

radícula. Os dados obtidos nos ensaios foram utilizados para calcular a porcentagem 

de germinação (%G) dada por Labouriau; Agudo (1987) conforme a Equação 14.  

 

%𝐺 =
𝑆𝐺𝑎

𝑆𝐺𝑡
× 100       (14) 

 

onde: 

SGa é o o número total de sementes germinadas; 

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

 

Os dados foram analisados estatisticamente e as médias de germinação foram 

comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade conforme Sokal; Rohfl (1995) 

após a transformação dos dados percentuais %G em arco seno (SNEDECOR, 1962; 

LABOURIAU, 1983; PIMENTEL; GOMES, 1987) conforme a Equação 15. A 

transformação dos valores foi feita para normalizar o conjunto de dados e permitir a 

aplicação do teste estatístico. 

 

𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠𝑓𝑜𝑟𝑚𝑎𝑑𝑜 = 𝑎𝑟𝑐𝑜 𝑠𝑒𝑛𝑜 (%𝐺)0,5  (15) 

 

A porcentagem de germinação foi transformada apenas para os testes de 

Tukey, porém nas Figuras e Tabelas são apresentadas as porcentagens médias 

originais. 
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5.2.5.2. Crescimento de raiz e hipocótilo 

 

A realização dos testes de toxicidade ao desenvolvimento da raiz e hipocótilo 

seguiu os procedimentos descritos por Morales (2004) e foram feitos com as mesmas 

placas montadas em 5.2.5. Entretanto, nesse caso, após 120 horas as placas foram 

submetidas ao congelamento em freezer. Este procedimento, além de interromper o 

crescimento das plântulas de modo uniforme, facilita as medições pela diminuição da 

rigidez dos tecidos vegetais, evitando possíveis quebras das plântulas durante a 

realização das medições. Para cada plântula foram tomadas medidas da raiz e 

hipocótilo (Figura 74).  

 

Figura 74 – Semente de pepino e estruturas medidas. As mesmas estruturas 

aparecem nas sementes de alface e rúcula utilizadas nesse estudo, contudo são 

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

O conjunto de medidas da raiz e hipocótilo permitiu a observação da influência 

da exposição à substância testada no crescimento do tecido vegetal após 120 horas 

pela observação do comprimento e %I (Equação 16). 

 

%𝐼 = [1 − (
𝐶𝑀𝑐−𝐶𝑎

𝐶𝑀𝑐
)] × 100       (16) 

 

onde: 

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

Ca é o comprimento médio da amostra analisada. 
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5.2.6. Análise dos resultados 
 
 A análise dos dados de germinação foi feita utilizando uma superfície de 

resposta tridimensional relacionando a germinação, tempo e concentração de AFFF 

em um eixo x, y e z. Esse tratamento dos dados permitiu observar a influência que os 

dois fatores, tempo e AFFF) exercem, simultaneamente, na germinação das sementes 

de rúcula e alface. Os gráficos foram feitos através do software MICROCAL ORIGIN 

8.0. É importante citar que os experimentos não foram feitos com base em 

planejamento fatorial e, diferentemente desse desenho experimental, o gradiente é 

preenchido pela extrapolação linear multidirecional direta dos dados experimentais 

propostos por Renka (1984) e Yuan (1998). 

 A superfície de resposta é criada a partir dos dados e convertidas em um plano 

com coordenadas cartesianas tridimensionais (Figura 75), a partir da conversão 

utilizando as equações 17, 18 e 19. 

 

 
Figura 75 – Disposição dos dados em um ambiente tridimensional dadas 3 variáveis 

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

 

 𝑟 = √𝑥2 + 𝑦2        (17) 

 𝜃 = 𝑡𝑎𝑛−1 (
𝑦

𝑥
)       (18) 

 𝑧 = 𝑧        (19) 

onde, 
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r é a distância da coordenada em um plano; 

θ é o ângulo que determina posição da variável; 

z é a germinação; 

x é o tempo de biodegradação; 

y é a concentração de AFFF. 

 

 A partir daí o conjunto de dados passa por um processo de triangulação e 

definição dos contornos da superfície de resposta. 

 A primeira etapa é a criação de um mapa tridimensional e triangulação dos 

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

 

 
Figura 76 – Mapa de triangulação dos dados nos eixos x,y. Fonte: Reproduzido de 

Microcal Origin (2009). 

 

 Todos os pontos são conectados para criar tirangulos em um plano x,y. Cada 

um desses pontos possui um valor de z. Eles são criados de modo a ser o mais 

próximo e de mesmo ângulo possível entre sí. Somado a isso, os triângulos não 

devem se interseccionar. 

 O software passa por todos os planos do eixo z procurando pelas laterais dos 

triângulos do mapa tridimensional. Onde a lateral de cada triângulo intersecciona o 

plano, o ponto é definido. Cada um desses pontos nos planos separados foram 

computados por interpolação linear para gerar os polígonos com uma linha de 

contorno da superfície de resposta (xc,yc,zc). Em outras palavras: a linha de contorno 

é traçada na borda dos triângulos que formam o mapa tridimensional dos dados, 

conforme observa-se na pirâmide da Figura 77.  
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Figura 77 – Linha de contorno traçada na lateral da pirâmide de triangulação dos 

dados. Fonte: Traduzido de Microcal Origin (2009). 

  

 O processo de procura de pontos de interseção do mapa tridimensional de 

triangulação se repete em vários planos para criação de várias linhas de contorno 

(Figura 78). 

 
Figura 78 – Linhas de contorno traçadas em vários planos em que open contour: 

contorno aberto, close contour: contorno fechado e intersection: intersecção. Fonte: 

Reproduzido de Microcal Origin (2009). 

 

 O contorno pode ser suavizado com curvas do tipo spline, caso necessário. A 

resolução da superfície de resposta é dada pela quantidade de níveis de contorno 

feitas sobre o plano da triangulação dos dados. A cada um dos planos é atribuída uma 

cor. Para descrever os dados de germinação desse estudo foram utilizados 50 níveis.  
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5.3. Resultados e Discussões 
 

 A germinação de sementes e o desenvolvimento das plântulas foram avaliados 

para alface e rúcula. A germinação é discutida aqui com base apenas nas superfícies 

de resposta, entretanto, as tabelas contendo os resultados de germinação podem ser 

observadas Apêndice D. 

 

5.3.1. Toxicidade das diluições de AFFF  
 

 Não ocorreu germinação de nenhuma das sementes nos bioensaios contendo 

AFFF, nas concentrações encontradas nos galões vendidos. A concentração original 

de 6% e a diluição para 3% não resultaram em germinação em nenhuma das 

triplicatas. No caso da diluição de 1%, observou-se a germinação média de apenas 

3,4% das sementes de alface e 1,7% das sementes de rúcula. 

 A formulação original de AFFF é bastante concentrada e causou perturbação 

no ambiente de germinação das sementes. A acidez e os componentes orgânicos da 

AFFF podem ter inibido a germinação dos organismos testados. Os compostos 

fluorados são considerados inertes devido ao número de ligações C-F em sua 

molécula mas, ainda assim, é provável que tenham sido fatores de inibição da 

germinação. É válido citar também que os valores testados foram superiores aos 

encontrados em amostras ambientais, que devem ser inferiores a 15,0 g.L-1 de acordo 

com a USEPA (2009a).  
 

5.3.2. Alface (Lactuca sativa) 
 

 Após 120 horas de incubação no escuro foi observado que não houve 

germinação no ensaio CP para todos os tempos. Para as sementes de alface foram 

determinadas as porcentagens de germinação (Figura 79) e os cálculos de inibição 

alongamento do hipocótilo e da raiz, relativos ao controle negativo – CN (Figuras 80 e 

81). 
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Figura 79 – Germinação de alface em AFFF em diferentes concentrações. A região 

A mostra a maior germinação na concentração de 1% em 60 dias. As regiões de 

menor e maior germinação são indicadas pela letra B e C, respectivamente. Fonte: 

Elaborado pelo autor. 

  

 Conforme esperado, a germinação das sementes sem exposição à AFFF nos 

ensaios controle C0, C60 e C120 atingiu os valores mais altos, entre 90 e 100%. Isso 

pode ser observado ao longo de toda a região inferior da superfície de resposta da 

Figura 79. 

 Com relação à germinação dos bioensaios de toxicidade com sementes de 

alface, tem-se que as amostras mais tóxicas foram aquelas com maior concentração 

de AFFF próximas ao tempo inicial e 60 dias (F0-10x e F60-10x). A região B da 

superfície de resposta (Figura 79) mostra que os valores chegam a 0-10% na 

extremidade superior esquerda. Contudo, ocorreu também um aumento na 

germinação (e diminuição na toxicidade) ao longo do tempo, sendo que após 120 dias, 

mesmo as concentrações mais altas de AFFF nos ensaios permitiram a germinação 

na faixa de 30-40%.  
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 É possível que a biodegradação de componentes não fluorados da formulação 

da AFFF possa ter contribuído para a menor toxicidade com o tempo, resultando numa 

maior germinação após 120 dias.  

 Entretanto, o fator de sazonalidade das condições do solo no Jardim 

Experimental, que possa ter beneficiado a germinação de todas as sementes do 

experimento, foi considerado antes dessa conclusão. Observa-se na região C da 

Figura 79 um aumento na germinação dos ensaios controle sem AFFF. A análise com 

o teste de Tukey foi útil para esclarecer se as amostras contendo AFFF variaram junto 

com o controle ou foram significativamente diferentes de uma variação sazonal. O 

teste estatístico estabeleceu que houve diferença significativa de todos os ensaios em 

relação aos controles e entre si. Assim, a variação sazonal das condições do solo não 

foi o fator responsável para o aumento da germinação, mas sim, a diferença dos 

tratamentos entre si e fatores internos. 

 Com isso, observou-se que a AFFF tem uma toxicidade progressivamente 

menor ao longo do tempo nas concentrações testadas. Ainda assim, a região A da 

superfície de resposta (Figura 79) mostra uma mudança interessante nesse padrão. 

Observou-se um aumento na germinação ocorrendo, especificamente, ao redor de 60 

dias na concentração 1x (F60-1x). Embora essas amostras de solo não tenham sido 

analisadas quimicamente, é provável que diferentes metabólitos secundários da 

biodegradação da AFFF tenham aparecido ao longo do processo. Aqueles que 

aparecem exclusivamente no tempo intermediário sob o ensaio de concentração 1x 

foram, portanto, menos tóxicos. Observa-se também na Figura 80 e 81 que o maior 

crescimento e menor inbição, excluindo-se os controles, ocorre nos ensaios contendo 

AFFF em ensaio de concentração 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 (T0), intermediário (T60) e final (T120). Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 
Figura 81 – Inibição relativa do crescimento de alface por AFFF em bioensaios de 

toxicidade no tempo inicial (T0), intermediário (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 visualização da resposta de alface à AFFF. 

Evidencia-se que no tempo final, sob ensaios com as concentrações de 0,1x e 1x 

existe maior crescimento e menos inibição de alface. O solo sem contaminação por 

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

 

5.3.3. Rúcula (Eruca sativa) 
 

 Após 120 horas de incubação no escuro foi observado que não houve 

germinação no ensaio CP para todos os tempos. Para as sementes de rúcula foram 

determinados a porcentagem de germinação (Figura 82) e os cálculos de inibição 

alongamento do hipocótilo e da raiz relativos ao controle negativo – CN (Figuras 83 e 

84). 

 
Figura 82 - Germinação de alface em AFFF em diferentes concentrações. A região 

A indica menor germinação na concentração de 0,1% no tempo inicial. A região de 

maior germinação na concentração 10x é indicada pela letra B. Fonte: Elaborado 

pelo autor. 
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 Novamente, a germinação das sementes sem exposição à AFFF nos ensaios 

controle C0, C60 e C120 atingiu os valores mais altos, entre 90 e 100%. Isso pode ser 

observado ao longo de toda a região inferior da superfície de resposta da Figura 82. 

 Com exceção das regiões A e B (Figura 82), toda a superfície de resposta 

aproxima-se de uma relação linear entre concentração e germinação, em que a 

variável de tempo não afeta a germinação. Em outras palavras, a superfície de 

resposta obtida não conta com muita variação entre AFFF (y) e germinação (z) 

ocasionadas pelo tempo (x), sendo a germinação uma função quase exclusiva da 

concentração 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 tóxicas foram aquelas com maior concentração de AFFF. A região 

B da superfície de resposta (Figura 82) mostra que o tempo é um fator responsável 

por diminuir a toxicidade de AFFF para rúcula, embora menos que o observado nos 

ensaios com alface (Figura 79). O aumento na germinação (e diminuição na 

toxicidade) ao longo do tempo foi menos pronunciado nas sementes de rúcula. Assim, 

a alface é um melhor bioindicador de toxicidade para as espumas de incêndio. 

 Curiosamente, os menores valores médios de germinação (Figura 82), 

crescimento (Figura 83) e inibição (Figura 84) são encontrados nos grupos com 

concentrações 0,1x, e não em 1x.  
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Figura 83 – Crescimento de rúcula em AFFF em bioensaios de toxicidade. Fonte: 

Elaborado pelo autor. 

 

 
Figura 84 - Inibição relativa do crescimento de rúcula 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 inibição) 

correspondem aos ensaios de 120 dias. 

 Juntamente aos dados de alface foi confirmada a influência do tempo na 

diminuição da toxicidade da AFFF para a rúcula. Existe uma tendência ao aumento 

na germinação, indicando que o meio passa a ser mais favorável ao crescimento das 

sementes após 120 dias. A superfície de resposta para germinação (Figuras 79 e 82) 

indica isso com o alargamento na área verde e amarela (faixas intermediarias de 

germinação) no lado direito do gráfico.  

 

5.3.4. Fito-toxicidade de AFFF e bioacumulação 
 

 Com relação à formulação total da AFFF, existem muitas referências sobre a 

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

toxicidade de muitos compostos perfluorados para plantas é ainda desconhecida.  
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 Com isso, é seguro atribuir a toxicidade observada nos bioensaios aos 

compostos perfluorados. Entretanto, não existem publicações com dados sobre fito 

toxicidade de AFFF e seus compostos para plantas para comparar com os resultados 

obtidos nos experimentos desse capítulo. A literatura carece de testes de toxicidade 

em plantas tanto na formulação original das espumas quanto os componentes 

individuais (PFAS ou fluortelomerados). Além disso, poucos trabalhos em toxicidade 

analisam componentes individuais, já que tanto a formulação quanto os metabólitos 

secundários de biotransformação dos PFCs ainda são pouco conhecidos. 

 Os resultados encontrados neste trabalho são parte de uma primeira iniciativa 

em demonstrar o efeito da AFFF em plantas. Mais estudos são necessários para 

delimitar a influência de AFFF no desenvolvimento de muitos outros organismos-teste.  

 Existe conhecimento, entretanto, sobre a bioacumulação 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 

rúcula crescem em solo contaminado. Embora isso signifique algo bom, quanto à 

diminuição da toxicidade desses compostos ao longo do tempo (120 dias), para alface 

e rúcula, isso não significa que a baixa toxicidade esteja associada à biodegradação 

dos perfluorados no meio. Conforme discutido no capítulo 2 (Figura 66), o butil carbitol 

é a porção mais biodegradada, enquanto que as moléculas contendo várias ligações 

entre carbono e flúor, 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 é 

conhecido a mais de uma década que compostos fluorados orgânicos com 

propriedades bioacumulativas apresentaram toxicidade para organismos, incluindo 

mamíferos. (SCHULTZ et al., 2003).  

 Baseando-se no aumento da germinação de alface e rúcula, apesar da 

presença de alta concentração da AFFF no solo, combinados com a literatura sobre 

bioacumulação aqui discutidas, é proposto o esquema da Figura 85 sobre como 

acontece o processo de bioacumulação da AFFF. 
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Figura 85 – Visão geral da bioacumulação da AFFF. As setas azuis representam as 

rotas associadas à agua, as setas verdes representam as rotas bióticas, as setas 

laranjas representam a liberação direta da AFFF e as setas em cinza representam 

fatores abióticos. Fonte: Elaborado pelo autor. 
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 A baixa fitotoxicidade após 120 dias e potencial para bioacumulação em plantas 

aumenta a problemática da persistência desses compostos. A metodologia proposta 

nessa tese de fato não fez análises químicas nos tecidos vegetais para detecção de 

compostos bioacumulados. Entretanto, a bioacumulação dos PFCs da AFFF nos 

organismos-teste (rúcula e alface) é uma suposição provável. 

 Estudos relatam que esses PFCs persistentes estão amplamente distribuídos 

em animais. Sabe-se que a exposição a eles resulta em hepatotoxicidade, problemas 

no desenvolvimento, imunotoxicidade, efeitos hormonais adversos e potencial 

carcinogênico em animais (CLARKE et al., 2010; HÖLZER et al., 2008). Em um estudo 

recente por Lorber et al. (2015) foram encontrados até 19 ng.mL-1 de compostos 

perfluorados (PFOA, PFOS, PFBA e PFHxA) no plasma sanguíneo humano. O grupo 

principal de PFCs inclui os PFOS, e já foi frequentemente detectado em produtos 

alimentícios em altas concentrações (FSA, 2009). A rota de exposição de humanos 

aos PFOS, no entanto, ainda não foi caraterizada (HALLDORSSON et al., 2008). A 

proposta é que ela ocorra conforme a Figura 85. Embora fontes não alimentares, como 

até mesmo partículas de poeira, possam conter PFCs (e levadas em consideração na 

Figura 85), o consumo através da alimentação é a causa de 98% da exposição 

humana aos fluorcarbonados (ERICSON et al., 2008; WILHELM et al., 2008; 

FROMME et al., 2009).  

 Por fim, todas as substâncias discutidas nos trabalhos sobre bioacumulação e 

toxicidade foram detectadas nas análises quantitativas do capítulo 1. Por isso, alerta-

se para a falta de legislação rígida e controle sobre o uso, venda e descarte das 

AFFFs.  

  



 
 
 
 
 
 
 
6. Capítulo 4 
 

Metagenômica de Solo com AFFF 
 

6.1. Introdução 
 

 O cultivo de microrganismos e técnicas independentes de cultivos são 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 109 células 

microbianas, distribuídas em milhares de espécies distintas, em que apenas 0,1% a 

10% possa ser cultivável (TORSVIK et al., 2002). Dessa maneira, a obtenção de 

informações sobre biodiversidade, ecologia, dinâmica 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 extração do DNA total deste ambiente, para posteriores 

análises (KIRK et al., 2004; GONZÁLEZ et al., 2011).   

 Estas novas metodologias aumentaram a capacidade de correlacionar os 

dados microbiológicos com os fatores físico-químicos, distância geográfica e 

cobertura vegetal, permitindo inferências mais robustas a respeito das comunidades 

microbianas (KIRK et al., 2004).   

 O desenvolvimento e a adaptação de técnicas da biologia molecular, como 

aquelas baseadas na reação em cadeia da polimerase (PCR), têm permitido a 

identificação destes organismos de forma independente da morfologia, e também de 



Capítulo 4 - Metagenômica de Solo com AFFF  195 
 

forma independente de cultivo, levando a um maior conhecimento dos seres 

constituintes da microbiota (AVIO et al., 2009).  

 Desde o início do ano 2000, as técnicas moleculares com têm sido cada vez 

mais utilizadas para acessar diretamente toda o pool de microrganismos ambientais 

sem as limitações associadas com o cultivo em laboratório de cepas microbianas 

(EYERS et al. 2004). Apesar disso, o grupo dos procariotos permanece como o maior 

reservatório inexplorado de atividades enzimáticas na biosfera. Para aumentar o 

conhecimento sobre eles, técnicas de 'metagenômica' estão ganhando popularidade. 

Essas técnicas consistem na análise de toda uma comunidade em uma amostra 

ambiental, ao invés de cultivos de isolados individuais. Em outras palavras, o foco da 

metagenômica são os genomas totais de organismos que habitam um determinado 

ambiente. Isso mudou completamente o cenário anterior em que a análise orientada 

por função das capacidades biodegradante eram tipicamente baseadas na detecção 

visual do crescimento em meios seletivos, contendo poluentes como aceptor de 

elétrons, como única fonte de carbono ou na produção de metabólitos coloridos / 

marcados. O termo "metagenômica” também se refere a “genômica aleatórios de 

comunidade", isto é, o sequenciamento em larga escala de metagenomas ambientais 

com maior preocupação sobre a função dos genes das amostras, ao invés da 

taxonomia (GEORGE et al., 2011). 

 A metagenômica é considerada uma grande promessa para a biorremediação 

(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 interações entre 

os membros da comunidade. Frequentemente, atribuiu-se que a mineralização 

completa de um poluente requer intercâmbio metabólico entre espécies diferentes e, 

portanto, é realizado por consórcios bacteriana (JIMENEZ et al., 1991; SMIDT; DE 

VOS, 2004; ABRAHAM et al., 2002) em vez de uma única espécie. Mas, acima de 

tudo, a metagenômica tem o potencial de aumentar substancialmente a descoberta e 

caracterização das vias metabólicas bacterianas envolvidas na degradação de AFFF 

e compostos perfluorados, muitos dos quais ainda são desconhecidos. 

 A maioria das pesquisas sobre estes compostos têm sido tradicionalmente 

focada na avaliação da sua eficácia no auxílio de combate a incêndios, detecção, vias 

de degradação e persistência. Há relativamente pouca informação disponível sobre 

os potenciais efeitos ambientais nas comunidades microbianas de solo (GIMÉNEZ et 

al., 2004). Estes produtos químicos de combate a incêndios são usados 
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extensivamente em áreas naturais de elevado valor ambiental, e os dados disponíveis 

sugerem que existe um potencial significativo de danos à vegetação terrestre e aos 

ecossistemas aquáticos por alguns destes compostos (ADAMS; SIMMONS, 1999; 

LUNA et al., 2007). Há uma necessidade de quantificar o impacto de produtos 

químicos de combate a incêndios e verificar seus efeitos sobre a metagenoma do solo. 

 Medições baseadas na comunidade microbiana podem ser potencialmente 

úteis para a detecção de alterações na qualidade do solo, devido à aplicação de 

produtos químicos de combate a incêndios e, portanto, para avaliar a compatibilidade 

ambiental destes compostos e a assimilação pela microbiota local (PANKHURST et 

al., 1997). No entanto, apesar do uso intensivo de retardadores de fogo, 

surpreendentemente, não há nenhuma informação sobre os seus efeitos sobre a 

comunidade microbiana do solo. Estudos recentes realizados em zona húmida 

temperada têm mostrado que, sob condições de laboratório, a estrutura da 

comunidade microbiana de diferentes amostras de solo, pode ser afetada a curto 

prazo por uma espuma de incêndio com polímeros à base de acrílico e proteínas 

(BASANTA et al., 2003; DIAZ-RAVINA et al., 2006). Contudo, esses estudos 

anteriores abordaram outro tipo de espuma de incêndio (FP, descrita na Tabela 2), e 

não as AFFFs. 

 

6.1.1. Motivação 
 

 Os produtos químicos de combate a incêndios podem induzir mudanças de 

médio a longo prazo nas comunidades microbianas do solo e, portanto, no 

funcionamento e qualidade do solo, fazendo com que que utilizações futuras da área 

sejam planejadas com cautela. Microrganismos do solo são os principais agentes 

responsáveis pela sustentabilidade a longo prazo dos ecossistemas do solo, uma vez 

que controlam a decomposição de matéria orgânica e, consequentemente, os fluxos 

e rendimentos de carbono no solo e nutrientes, por meio de processos de 

decomposição, mineralização e imobilização (NANNIPIERI et al., 2003). Mudanças 

em vários aspectos de microrganismos do solo (número, massa, atividade e 

diversidade) causados pelas atividades naturais ou humanas podem perturbar o 

funcionamento do ecossistema e levar à perda de qualidade do solo. Somado a isso, 

os parâmetros microbianos e alterações no perfil da comunidade de solo podem ser 
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usados como bioindicadores de sensibilidade do solo a mudanças induzidas por 

diferentes distúrbios e contaminantes.  

 Para entender o processo de alteração da microbiota nesta última etapa do 

estudo, verificou-se o efeito da aplicação das soluções de AFFF na alteração 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. Três amostras no tempo inicial e outras 

doze no tempo final fazem parte do conjunto de amostras de solo submetidas às 

técnicas moleculares (Tabela 13). O solo preparado no capítulo 3, na seção 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 realização de análises moleculares 

Tempo 
 
Amostra 

Tempo inicial 
(identificação entre 
parênteses) 

60 dias 
(identificação entre 
parênteses) 

Controle Solo 3 amostras (C0) 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 simulação de solo contaminado por petróleo 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 Laboratório de Biologia Molecular do 

Departamento de Ciências do Solo da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” 

- Universidade de São Paulo (ESALQ / USP), Piracicaba-SP.  

 

6.3. Metagenômica por gel de eletroforese em gradiente desnaturante (DGGE) 
 
 De um ponto de vista prático, a riqueza de dados produzidos de estudos 

metagenomica identifica traços funcionais em comunidades microbianas que 

conferem robustez a poluição e / ou capacidade de biodegradação, permitindo, 

portanto, a distinção entre áreas contaminadas, onde a atenuação natural é suficiente 

a partir de locais onde biorremediação ativa é necessária. Atualmente, diversas 
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metodologias são desenvolvidas para estudo da comunidade microbiana no ambiente, 

sendo o ponto de partida a extração 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 amplificação por PCR, que podem ser diferenciados a partir de 

alterações nas concentrações 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 químicos de desnaturação: ureia e formamida 

(electroforese em gel de gradiente desnaturante, DGGE). Os fragmentos de DNA 

migram no gel, até que sejam parcialmente desnaturados. A separação de fragmentos 

de DNA ocorre com o uso de um grampo GC, que é uma longa sequência rica em 

guanina (G) e citosina (C) incorporada a um dos primers. 

 A desnaturação de uma sequência rica em GC é muito mais difícil do que a do 

resto da sequência e, por conseguinte, os fragmentos de DNA são apenas 

parcialmente desnaturados no gel. A diferença na tendência desnaturação dos 

compostos ricos em GC contra regiões ricas em AT é causada pela diferente 

quantidade de ligações de hidrogênio que mantêm as bases em conjunto (Figura 86). 

 

(a) (b) 

Figura 86 - Pares de base adenina-timina (a) e guanina-citosina (b). As pontes de 

hidrogênio são mostradas dentro dos círculos em vermelho. Fonte: Reproduzido de 

Kaksonen (2014). 

 

 O número 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 são 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 associação das bandas de DGGE para as principais 

subclasses filogenéticas. A Figura 87 mostra uma visão geral dos passos do protocolo 

de DGGE.  

 

 
Figura 87 – Visão geral da técnica de gel de eletroforese em gradiente desnaturante 

(DGGE). Fonte: Traduzido de Kaksonen (2014). 

 

 Na análise dos resultados obtidos por PCR-DGGE, verifica-se que cada banda 

identificada no gel representa um grupo de microrganismo com a mesma sequência 

de nucleotídeos ou sequências similares com o mesmo comportamento de 

desnaturação (SINGH et al., 2006). Essa técnica é adequada na comparação de duas 

ou mais comunidades microbianas (MUYZER; SMALLA, 2003). No caso das amostras 

apresentarem padrões de bandas distintos no gel, certamente as comunidades 

analisadas são diferentes entre si (BOON et al., 2000).  

 

 

 

Stacking gel 
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6.3.1. Extração de DNA total das amostras de solo 
  
 As amostras de solo para a análise foram submetidas à extração de DNA com 

o kit comercial PowerSoil® DNA Isolation (MoBio Laboratories Inc., Carlsbad, CA, 

EUA) de acordo com as instruções do fabricante.  

 Em balança semi analítica, foi pesado 0,400 g de cada amostra e adicionado 

em tubos PowerBead de 2,0 mL. Foram adicionados 60 µL da solução C1, invertendo 

o tubo várias vezes, e, posteriormente, foi agitado em agitador de tubos na velocidade 

máxima por 10 minutos e centrifugado a 10.000 g por 30 segundos. O sobrenadante, 

de aproximadamente 450 µL, foi transferido para um novo tubo, adicionado 250 µL da 

solução C2, agitado por 5 segundos e incubado a 4ºC por 5 minutos. Transcorrido 

este período, centrifugou-se a 10.000 g por 1 minuto e então 600 µL do sobrenadante 

foi transferido para um novo tubo. Foram adicionados 200 µL da solução C3, seguido 

com agitação por 5 segundos e incubação a 4ºC por 5 minutos. Logo após, 

centrifugou-se a 10.000 g por 1 minuto e transferiu-se 750 µL do sobrenadante a um 

novo tubo; adicionou-se 1200 µL da solução C4, agitou-se por 5 segundos, carregou-

se 675 µL da solução no tubo contendo a coluna e, então, centrifugou-se por 1 minuto 

a 10.000 g. A solução coletada no tubo foi descartada e 675 µL foi carregado na coluna 

e centrifugado por 1 minuto a 10.000 g. A solução coletada no tubo foi novamente 

descartada e o restante foi aplicado na coluna, centrifugado da mesma maneira que 

nas condições anteriores. Em seguida, adicionou-se 500 µL da solução 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 adição de 100 µL da solução 

C6 no centro da coluna. Por fim, estes tubos foram centrifugados por 30 segundos a 

10.000 g e obteve-se o DNA extraído das amostras de solo.  

 O resultado das extrações foi avaliado por meio de uma alíquota de 5 µL do 

DNA extraído, submetida à eletroforese em gel de agarose a 1,5% (m/v), corado com 

GelRed (Biotium Inc., Hayward, CA) em tampão TAE (400 mM Tris, 20 mM ácido 

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 padrão 

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. Amplificação de genes específicos do DNA extraído por PCR  
 
 A metodologia de PCR, seguida por DGGE, foi aplicada a fim de comparar a 

diversidade e a estrutura das comunidades bacteriana e fúngica em função dos 

diferentes tratamentos do solo contaminado. O procedimento baseou-se no estudo de 

Haichar et al. (2008), com adaptações. O DNA extraído das treze amostras de solo foi 

submetido a reações de PCR para amplificação de genes-alvo específicos a partir de 

primers e condições descritas na Tabela 14, utilizando termociclador modelo 

GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems).  

  

Tabela 14 - Lista de primers utilizados para amplificação de diferentes alvos a partir 

do DNA total  

Primer  Sequência (5'-3')  Alvo  Referência  

1492R  ACC.TTG.TTA.CGA.CTT  Gene 16S 

DNAr  

LANE et 

al., 1991  

27F  AGA.GTT.TGA.TCM.TGG.CTC.AG  Gene 16S 

DNAr  

LANE et 

al., 1991  

1387R  CGG.TGT.GTA.CAA.CCG.GGA.ACG  Gene 16S 

DNAr  

HEUER et 

al., 1997  

968-GC  GCG.CCG.GGG.AGC.GCC.CCG.GGC.GGG.  

GCG.GGG.GCA.CGG.GGG.GAA.CGC.GAA.G  

Gene 16S 

DNAr  

HEUER et 

al., 1997  

 (Adaptado de referências; elaborado pelo autor) 

 

 A amplificação do gene 16S DNAr, para o grupo de Bactéria, foi realizada com 

os primers 1492R e 27F, a partir do seguinte ciclo: desnaturação inicial de 4 minutos 

a 94ºC; seguida de 35 ciclos de 30 segundos a 94ºC, 1 minuto a 63º C, 1 minuto a 

72ºC; e uma extensão final de 10 minutos a 72ºC; resultando em 25 µL de produto de 

PCR (Tabela 15). Na segunda reação para o grupo de Bactéria, utilizaram-se os 

primers 1387R e 968-GC e os ciclos de amplificação foram: desnaturação inicial de 4 

minutos a 94ºC; seguida de 35 ciclos de 1 minuto a 94ºC, 1 minuto a 56ºC, 2 minutos 

a 72ºC; e uma extensão final de 10 minutos a 72ºC; resultando em 50 µL de produto 

de PCR (Tabela 16).  
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 Tabela 15 - Protocolo de amplificação da primeira reação de PCR  

PCR1 - Bactéria  Concentração final 
   

Volume por 
reação (µL) 

Volume  
total (µL)  

Água Milli-Q     14,15  212,3  

Amostra    2,00     

PCR buffer   1X  2,50  37,5  

MgCl2  3,75 mM  3,75  56,3  

BSA  100,00%  0,25  3,8  

dNTPs  0,20 mM  2,00  30,0  

forward primer  0,20 pmol.µl-1  0,05  0,8  

reverse primer  0,20 pmol.µl-1 0,05  0,8  

Taq polimerase  0,05 U.µl-1 0,25  3,8  

Total     25  345,0  

(Elaborado pelo autor) 

 

Tabela 16 - Protocolo de amplificação da segunda reação de PCR  

PCR2 - Bactéria  Concentração final 
   

Volume por 
reação (µL) 

Volume  
total (µL)  

Água Milli-Q     33,60  504,0  

Amostra    1,00     

PCR buffer   1X  5,00  75,0  

MgCl2  2,50 mM  5,00  75,0  

Formamida  100,00%  0,50  7,5  

dNTPs  0,20 mM  4,00  60,0  

forward primer  0,40 pmol.µl-1 0,20  3,0  

reverse primer  0,40 pmol.µl-1  0,20  3,0  

Taq polimerase  0,05 U.µl-1  0,50  7,5  

Total     50  735,0  

(Elaborado pelo autor) 

 

 Após a obtenção dos amplicons, os produtos da PCR (segunda reação) foram 

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

com visualização e registro fotográfico em luz UV (Figura 88).    
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Figura 88 – Equipamento para registro fotográfico do gel de agarose em lux UV. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

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

 
 As análises de DGGE foram efetuadas com o phorU2 system (Ingeny, Leiden, 

Holanda) em um gel de poliacrilamida 6,0%, com um gradiente de desnaturação 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 soluções A (0%, acrilamida 6,0%) e B (80%, 

acrilamida 8,0%, ureia 5,6 M e formamida deionizada 32%), além de 75 μL de 

persulfato de amônia (APS) 20% e 12 μL de TEMED, em cada uma das soluções. Em 

seguida, as soluções foram utilizadas na montagem do gel com auxílio de bomba 

misturadora; e, após 50 minutos, o stacking gel foi confeccionado a partir de 7 mL da 

solução A, 45 μL de APS 20% e 10 μL de TEMED, sendo aguardado mais 60 minutos 

para sua polimerização. Assim, foram aplicados no gel 8,0 μL do produto de PCR, 

juntamente com 3,0 μL de tampão de carregamento.  

 As condições da eletroforese foram de 60ºC por 16 horas a 90 V em tampão 

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 conversão em matrizes de bandas com o 

software IMAGEQUANT TL UNIDIMENSIONAL - Amersham Biosciences, Amersham, 

UK, v.2003 (McCaig et al. 2001).  
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6.3.4. Análises estatísticas  
 
 Os software PAST 1.90 (HAMMER et al., 2001) e CANOCO 4.5 (Biometris, 

Wageningen, Holanda) foram utilizados para a análise 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 Análise de Coordenadas Principais (da sigla 

em inglês Principal Coordinates Analysis, PCoA). A PCoA fundamenta em um 

mapeamento linear da distância ou diferenças entre os grupos para o espaço de 

ordenação, ou seja, para a projeção no espaço cartesiano. Neste sentido, utiliza-se 

um algoritmo a fim de explicar a maior parte da variação no conjunto de dados obtidos. 

Logo, os conjuntos de dados de cada amostra são representados como pontos no 

espaço. A análise também fornece valores que estabelece o quanto de variação é 

explicada em cada eixo (RAMETTE, 2007).  

 Calcula-se o coeficiente de correlação entre as posições correspondentes nas 

matrizes de pontos, e avalia-se seu significado baseado nas permutações 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 relações entre matrizes de 

distância moleculares e de dados geográficos 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). 

  



Capítulo 4 - Metagenômica de Solo com AFFF  207 
 

6.4. Resultados e Discussões 
 

6.4.1. Extração de DNA e PCR 
 
 A extração de DNA das amostras de solo, descritas em 6.3.1., foi feita pelo kit 

comercial PowerSoil® DNA Isolation, funcionou após ajustes de concentração e 

diluições da amostra inicial.   

 O resultado das extrações foi avaliado por meio de uma alíquota de 5 µL do 

DNA extraído, submetida à eletroforese em gel de agarose corado com GelRed 

(Figura 90).  

 
Figura 90 – Eletroforese da extração de DNA de solo em gel de agarose (C: controle 

sem solo). Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 A presença de rastro no gel indica sucesso na extração de DNA do solo nas 

amostras analisadas.  

 As reações de PCR (primeira – 16S, segunda – região de variabilidade 16S) 

também ocorreram e produziram a quantidade necessária de produto (Figura 91), para 

a aplicação posterior em análise metagenomica no gel de poliacrilamida pela técnica 

de DGGE. Não foi observada contaminação por DNA, conforme ausência de bandas 

no ensaio C (Controle). 
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(a)  

(b)  

Figura 91 - Eletroforese da primeira reação de PCR (a) e da segunda reação 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 reação de PCR (1) 

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

 

 A presença de 2 bandas no gel de agarose observada na Figura 91 indica que 

a amplificação do DNA pelos primers utilizados funcionou. A banda 2, por sua vez, é 

mais importante, pois será expandida pela técnica de DGGE e verificada a 

metagenômica da comunidade do solo pela divisão em grupos de diversidade. A 

formação dessa banda foi observada em todos os ensaios. A banda 1 corresponde ao 

excesso de amplicons da primeira reação de PCR e não interfere nos passos 

subsequentes da técnica de DGGE. 
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6.4.2. Análise da estrutura da comunidade microbiana por DGGE 
 
 As imagens dos géis de DGGE foram analisadas conforme a presença de 

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

padrões de bandas para bactéria (Figura 92). 

 

 
Figura 92 - Amplicons do gene 16S DNAr de Bactéria, após separação por DGGE. 

Poliacrilamida 6,0%; gradiente desnaturante 45-65%; TAE 0,5 x; 60º C; 90 volts; 16 

horas (M: marcador molecular Gene Ladder para 1000 kb, C0: controle sem AFFF 

no tempo inicial, C60: controle sem AFFF após 60 dias, 0,1x, 1x e 10x: amostras 

com concentrações diferentes de AFFF). Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

C0 C60 0,1x 1x 10x M  M M  M  M  M  M  
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 A janela de gradiente desnaturante escolhida permitiu a observação de bandas 

nas amostras, conforme indicado na Figura 93. Cada banda representa um grupo de 

bactérias semelhantes. A quantidade e a posição das bandas no gel foram obtidas em 

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

 

 
Figura 93 – Detalhe dos amplicons do gene 16S DNAr de Bactéria, após separação 

por DGGE. Cada uma das setas indica bandas de grupos específicos 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 possível determinar a influência de um tratamento (no caso, contaminação 

por petróleo ou AFFF) na variabilidade de grupos na microbiota de solo. 

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

então aplicadas ao grupo de bactéria (Figura 94). 
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Figura 94 - Análise de coordenadas principais (PCoA) dos grupos formados com 

base na análise de DGGE, para comunidades de bactérias totais (gene 16S rDNA). 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 Na Figura 94, está apresentada a análise coordenadas principais (PCoA) para 

as bactérias da comunidade de solo. Para melhor visualização e compreensão, as 

amostras foram agrupadas em conjuntos de cores, de acordo com suas distâncias no 

plano e com sua representatividade.  

 Foi utilizado o algoritmo Bray-Curtis para explicar a variação no conjunto de 

dados obtidos. A variação entre amostras foi de 82,41%.  

 Na interpretação da PCoA (Figura 94), considera-se a regra do cosseno 

baseada no eixo central. Assim, quando o ângulo entre os pontos com o eixo central 

(x, y = 0) for menor que 90º, estas amostras apresentam correlação positiva (ângulo 

0º = +1). Em ângulos maiores que 90º, a correlação entre elas é negativa (ângulo 180º 

= -1). Por fim, quando existe um ângulo reto entre os pontos com o eixo central, as 

amostras não possuem correlação entre si – neutro (ângulo 90º = 0). Também, a 

posição 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 C0) ocupam posição central no 

plano da PCoA. As amostras, em geral, encontram-se distribuídas ao longo do plano, 

mas as triplicatas encontram-se agrupadas entre si. É possível 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, após 60 

dias, a microbiota tende a uma variação natural. Existe um cluster de amostras C60 

no quadrante superior esquerdo da PCoA. Esta variação independe da contaminação 

por AFFF e pode ser associada a mudanças sazonais do solo, por exemplo.  

 A mesma variação foi observada com a adição de AFFF nas comunidades 

microbianas de solo. O uso de concentrações mais baixas (0,1x e 1x) de AFFF causou 

uma diferenciação do perfil de bactérias no solo diferente do controle inicial (C0) e da 

evolução natural da comunidade em 60 dias (C60). Observou-se um cluster no 

quadrante inferior esquerdo. Isso indica que a presença de AFFF em baixas e médias 

concentrações afeta a comunidade microbiana do solo. Este resultado corresponde à 

conclusão de Andreoni et al. (2004), que afirma que a microbiota é muito sensível, 

mesmo a baixa concentração de um contaminante e, portanto, responde rapidamente 

à perturbação no ambiente. 

 No caso de concentrações altas de AFFF em solo foram notadas maiores 

mudanças na comunidade bacteriana de solo. De fato, é possível observar até mesmo 

no gel de eletroforese (Figura 92) a grande diferença no padrão de bandas. Na análise 

de PCoA, os pontos mais distantes da comunidade original do controle C0 está 

agrupado à extrema direita do gráfico (Figura 94). Deste modo, a comunidade 

bacteriana sofreu muita alteração em sua estrutura, em função da presença do 

poluente.  

 O novo perfil microbiano é possivelmente melhor adaptado para metabolizar o 

contaminante em altas concentrações, indicando que, apesar dos compostos 

fluorcarbonados serem em grande parte inertes, a formulação total da AFFF, 

distribuída comercialmente, afeta a comunidade de solo. Assim, a AFFF promove um 

desequilíbrio na comunidade edáfica com o favorecimento de algumas populações 

microbianas em detrimento de outras (LLADÓ et al., 2012), conforme observado no 

capítulo 1 pelas diferentes especializações de solo A, B e Controle na 

biotransformação dos perfluorados de AFFF Ansul.  
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 Poucos mecanismos enzimáticos da biodegradação de AFFF foram 

esclarecidos pela literatura recente. Ainda não existem estudos de diversidade 

genética ou perfil fisiológico de comunidades de solo contaminados por AFFF assim 

como os encontrados para pesticidas, agrotóxicos ou muitos outros poluentes. Existe 

apenas um estudo por Barreiro et al. (2010), que aponta para mudanças em longo 

prazo na biomassa de solos contaminados por espumas de incêndio. A abordagem 

dos dados desta tese, embora não conclua sobre a taxonomia do solo, permite, 

entretanto, algumas inferências. É provável que microrganismos dahalogenantes 

sejam os principais grupos capazes de se desenvolver em comunidades 

contaminadas por compostos perfluorados e o crescimento desses microrganismos 

seja responsável pela mudança 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 nível de contaminação 10x. 

 O conhecimento das comunidades microbianas presentes no ambiente 

contaminado revela-se ser uma importante ferramenta na determinação das 

estratégias a serem adotadas para a biorremediação in situ (ROS et al., 2010; SUN et 

al., 2012). Compreender como a biorremediação influencia a diversidade da 

comunidade microbiana do solo torna-se um passo crucial para um melhor 

conhecimento sobre o comportamento e função dessas populações  

 Desta forma, o uso de solo contaminado (para ocupação humana ou produção 

de alimento) pode levar, além dos riscos toxicológicos, a interferência de novos grupos 

de microrganismos. O novo perfil microbiano induzido pela contaminação por AFFF 

poderia inviabilizar o uso de áreas, como por exemplo pelo favorecimento de 

microrganismos patógenos ou pela queda da produtividade agrícola. 

  



 
 
 
 
 
 
 
7. Conclusões 
 

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

hidrocarbonetos, sob diversas abordagens, que permitiram concluir: 

‒ A microbiota de locais contaminados com AFFF são capazes de metabolizar 

substratos contendo contaminação por AFFF e BTEX; 

‒ A principal rota metabólica de biotransformação da formulação de AFFF Ansul 

produz principalmente 6:2 FtS e PFHxA, a partir de precursores 6:2 FtTAoS; 

‒ O metabolismo de biotransformação de PFCs ocorre somente em condições 

aeróbias, assim como a biodegradação de BTEX; 

‒ A presença de BTEX em ensaios aeróbios de co-contaminação com AFFF 

Ansul gerou produtos intermediários de biotransformação alternativos, que 

podem indicar a formação de novos compostos desconhecidos, cujos métodos 

de detecção não foram descritos; 

‒ A biodegradação de BTEX é menos eficiente na presença de AFFF, apesar da 

propriedade surfactante desses compostos. Isso ocorre pela competição com 

o butil carbiol como substrato da comunidade microbiana; 

‒ A observação de processos de biotransformação não ocorreu em anaerobiose; 

‒ A presença de AFFF Sintex promoveu maior rendimento de CO2 em ensaios 

respirométricos contendo gasolina em solo; 

‒ A fito-toxicidade de AFFF para rúcula e alface é alta, aumentando em função 

da concentração e diminuindo em função do tempo de exposição ao ambiente; 

‒ A contaminação do solo por AFFF induz mudanças metagenômicas no perfil 

de comunidade bacteriano encontrado. 
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7.1. Considerações finais 
 

 Os dados deste trabalho apresentaram uma série de consequências, quanto à 

liberação do AFFF no contexto de incêndios na indústria petroquímica. A liberação de 

compostos persistentes deve ser evitada. Entretanto, o contexto dessa liberação é o 

de situações de emergência, em que vidas e patrimônio estão em risco. Desta forma, 

apesar de todas as recomendações, é muito importante realçar o bom senso sobre 

prioridades, em que a remediação ambiental deve ser colocada em segundo plano, 

quando a segurança de seres humanos pode ser comprometida. Não foi feita aqui a 

proposta de preservar o ambiente em detrimento de vidas. Afinal, por esse motivo, 

existem técnicas de biorremediação: recuperar áreas degradadas após a liberação 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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Apêndice A – Dados de LC-MS / MS 

 

Tabela A1 – Concentração de PFCs (µg.L-1) 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 8:2 FtS 

Te
m

p
o

 in
ic

ia
l FC- 0,00277 0,00279 0,00001 0,00004 0,53687 0,00001 0,00000 0,00000 0,00000 0,58749 0,00000 

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 

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 

3
0

 d
ia

s 

FC- 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 

AC- 0,00181 0,00255 0,00001 0,00000 0,06191 0,00001 0,00001 0,00001 0,00001 0,37081 0,00000 

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 

6
0

 d
ia

s 

FC- 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 

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 

90
 d

ia
s 

FC- 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 

AC- 0,00183 0,00137 0,00000 0,00000 0,47483 0,00000 0,00001 0,00000 0,00000 0,23357 0,00000 

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 – Concentração de PFCs (µg.L-1) em experimentos piloto com AFFF 3M 

(Continuação) 

Amostra 9:1:2 FtB EtFOSA EtFOSE FHxSA FOSA PFBA PFBS PFBSaAm PFBSaAmA PFDA 

Te
m

p
o

 in
ic

ia
l FC- 0,00008 0,00000 0,00001 292,95784 0,70077 72,49954 140,28564 0,51422 0,63169 0,68235 

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 

AC+ 0,00004 0,00001 0,00001 615,81710 0,66178 64,28484 135,44351 0,60328 0,67820 0,01582 

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 

30
 d

ia
s 

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 

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 

60
 d

ia
s 

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 

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 

90
 d

ia
s 

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 

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 – Concentração de PFCs (µg.L-1) em experimentos piloto com AFFF 3M 

(Continuação) 

Amostra PFDS PFDoA  PFHpA PFHpS PFHxA PFHxS PFHxSaAm PFHxSaAmA PFNA PFTeDA PFOA PFOS  

Te
m

p
o

 in
ic

ia
l FC- 6,347 0,083 0,184 12,935 31,671 16,650 0,000 0,002 0,001 0,010 20,249 4360,324 

FC+ 0,373 0,011 0,683 10,498 29,007 332,166 0,000 0,001 0,002 0,047 24,641 2312,347 

AC- 8,413 0,037 0,741 14,784 39,407 69,444 0,000 0,001 0,003 0,050 22,213 4651,020 

AC+ 7,993 0,052 0,596 16,062 32,562 389,059 0,000 0,001 0,001 0,021 26,871 3338,731 

LV- 8,267 0,032 0,330 18,307 29,249 138,328 0,000 0,001 0,003 0,039 39,262 1805,615 

LV+ 2,781 0,026 0,243 15,498 30,276 150,831 0,000 0,002 0,001 0,036 38,906 2141,376 

3
0

 d
ia

s 

FC- 1,928 0,033 0,722 14,542 37,596 117,520 0,000 0,001 0,003 0,073 38,962 1618,663 

FC+ 2,423 0,084 0,485 12,032 20,139 287,221 0,000 0,001 0,002 0,053 32,021 3026,342 

AC- 6,691 0,028 0,718 19,541 27,246 343,156 0,000 0,002 0,003 0,029 21,234 2858,114 

AC+ 5,222 0,082 0,620 10,420 21,117 233,780 0,000 0,002 0,002 0,039 37,091 4148,308 

LV- 2,826 0,010 0,710 19,395 15,745 31,348 0,000 0,003 0,001 0,037 30,956 2358,209 

LV+ 6,030 0,027 0,832 15,874 25,058 43,954 0,000 0,003 0,003 0,013 32,526 1455,346 

6
0

 d
ia

s 

FC- 4,278 0,078 0,745 10,549 13,927 309,807 0,000 0,002 0,003 0,039 26,229 2467,915 

FC+ 2,650 0,085 0,367 13,405 35,590 43,331 0,000 0,003 0,002 0,085 21,509 4506,522 

AC- 1,749 0,020 0,817 11,495 11,587 245,976 0,000 0,003 0,001 0,047 23,624 3418,354 

AC+ 1,771 0,070 0,248 18,606 32,740 122,580 0,000 0,001 0,002 0,081 25,049 3648,007 

LV- 5,638 0,065 0,625 19,803 13,172 73,706 0,000 0,002 0,001 0,021 37,342 3363,538 

LV+ 5,122 0,048 0,445 19,795 37,022 182,477 0,000 0,003 0,001 0,070 29,574 1209,976 

90
 d

ia
s 

FC- 7,632 0,065 0,506 11,701 36,169 238,174 0,000 0,003 0,002 0,081 32,675 1613,482 

FC+ 0,769 0,084 0,052 18,740 17,608 122,648 0,000 0,002 0,002 0,074 35,486 1913,539 

AC- 7,617 0,076 0,766 11,043 16,466 223,503 0,000 0,001 0,003 0,035 28,992 2210,178 

AC+ 8,799 0,016 0,849 12,913 37,043 234,804 0,000 0,003 0,002 0,021 29,365 2397,388 

LV- 3,638 0,004 0,751 12,704 23,788 175,946 0,000 0,003 0,002 0,075 39,831 4152,361 

LV+ 3,038 0,048 0,743 19,171 12,348 291,560 0,000 0,002 0,001 0,041 21,422 4882,927 

(Elaborado pelo autor) 

 

Tabela A2 – Concentração de PFCs (µg.L-1) em experimentos piloto com AFFF Ansul 

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 8:2 FtS 

Te
m

p
o

 in
ic

ia
l FC- 0,649 0,359 4927,421 0,000 170,851 195,008 31,117 0,465 0,000 0,000 0,482 

FC+ 0,738 0,336 4422,910 0,000 176,900 162,129 22,245 0,813 0,000 0,000 0,620 

AC- 0,129 0,270 4309,990 0,000 184,484 167,557 19,858 0,301 0,000 0,000 0,845 

AC+ 0,346 0,570 4699,931 0,000 158,005 163,614 39,334 0,732 0,000 0,000 0,324 

LV- 0,285 0,806 4513,019 0,000 189,995 166,224 33,830 0,475 0,000 0,000 0,449 

LV+ 0,041 0,145 4708,904 0,000 188,578 182,095 12,466 0,369 0,000 0,000 0,118 

30
 d

ia
s 

FC- 0,229 0,128 4177,920 0,000 150,313 177,090 20,794 0,405 0,000 0,000 0,301 

FC+ 0,074 0,523 4864,065 0,000 193,795 182,298 10,862 0,655 0,000 0,000 0,237 

AC- 0,735 0,077 4791,992 0,000 195,663 183,718 16,588 0,257 0,000 0,000 0,727 

AC+ 0,353 0,255 4342,024 0,000 183,107 199,009 30,565 0,502 0,000 0,000 0,138 

LV- 0,790 0,396 11891,642 0,000 402,983 178,798 32,512 0,734 0,000 0,000 0,280 

LV+ 0,460 0,606 9198,399 0,000 344,603 153,741 33,474 0,802 0,000 0,000 0,304 

6
0 

d
ia

s 

FC- 0,131 0,809 4151,323 0,000 170,652 179,793 10,056 0,622 0,000 0,000 0,193 

FC+ 0,840 0,160 4325,352 0,000 181,678 162,264 27,734 0,306 0,000 0,000 0,305 

AC- 0,040 0,514 4428,844 0,000 181,923 153,116 35,761 0,200 0,000 0,000 0,212 

AC+ 0,353 0,470 4367,991 0,000 176,264 183,033 39,671 0,498 0,000 0,000 0,259 

LV- 0,054 0,750 19603,724 0,000 818,912 163,118 16,963 0,690 0,000 0,000 0,874 

LV+ 0,106 0,679 19832,276 0,000 644,493 154,481 23,858 0,612 0,000 0,000 0,096 

9
0 

d
ia

s 

FC- 0,621 0,335 4091,927 0,000 179,903 173,079 11,098 0,142 0,000 0,000 0,370 

FC+ 0,323 0,206 4566,020 0,000 182,891 158,837 34,603 0,089 0,000 0,000 0,838 

AC- 0,125 0,499 8970,903 0,000 390,951 186,215 31,562 0,035 0,000 0,000 0,221 

AC+ 0,576 0,813 8525,133 0,000 391,930 194,249 16,094 0,199 0,000 0,000 0,796 

LV- 0,480 0,117 27464,057 0,000 1250,129 166,600 22,379 0,018 0,000 0,000 0,148 

LV+ 0,235 0,130 26361,268 0,000 1138,143 151,092 13,514 0,681 0,000 0,000 0,652 

(Elaborado pelo autor) 
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Tabela A2 – Concentração de PFCs (µg.L-1) em experimentos piloto com AFFF Ansul 

(Continuação) 

Amostra 9:1:2 FtB EtFOSA EtFOSAA EtFOSE FHxSA FOSA PFBA PFBS PFBSaAm PFBSaAmA PFDA 

Te
m

p
o

 in
ic

ia
l FC- 0,015 0,000 0,000 0,000 0,311 0,000 0,036 0,617 0,743 0,763 0,202 

FC+ 0,070 0,000 0,000 0,000 0,025 0,000 0,007 0,894 0,125 0,151 0,463 

AC- 0,077 0,000 0,000 0,000 0,236 0,000 0,082 0,545 0,172 0,750 0,258 

AC+ 0,062 0,000 0,000 0,000 0,320 0,000 0,034 0,266 0,647 0,365 0,156 

LV- 0,018 0,000 0,000 0,000 0,808 0,000 0,087 0,623 0,110 0,478 0,798 

LV+ 0,084 0,000 0,000 0,000 0,156 0,000 0,027 0,021 0,782 0,404 0,087 

3
0

 d
ia

s 

FC- 0,019 0,000 0,000 0,000 0,363 0,000 0,002 0,523 0,818 0,376 0,403 

FC+ 0,068 0,000 0,000 0,000 0,720 0,000 0,030 0,130 0,544 0,745 0,333 

AC- 0,005 0,000 0,000 0,000 0,630 0,000 0,087 0,533 0,595 0,156 0,011 

AC+ 0,087 0,000 0,000 0,000 0,373 0,000 0,049 0,682 0,748 0,291 0,702 

LV- 0,012 0,000 0,000 0,000 0,811 0,000 0,051 0,037 0,338 0,610 0,429 

LV+ 0,066 0,000 0,000 0,000 0,753 0,000 0,062 0,057 0,564 0,888 0,123 

6
0

 d
ia

s 

FC- 0,072 0,000 0,000 0,000 0,251 0,000 0,046 0,436 0,748 0,122 0,536 

FC+ 0,042 0,000 0,000 0,000 0,415 0,000 0,015 0,275 0,848 0,790 0,229 

AC- 0,038 0,000 0,000 0,000 0,619 0,000 0,055 0,445 0,446 0,271 0,302 

AC+ 0,052 0,000 0,000 0,000 0,896 0,000 0,069 0,036 0,614 0,482 0,045 

LV- 0,070 0,000 0,000 0,000 0,415 0,000 0,004 0,303 0,367 0,655 0,716 

LV+ 0,009 0,000 0,000 0,000 0,273 0,000 0,024 0,047 0,655 0,526 0,408 

90
 d

ia
s 

FC- 0,070 0,000 0,000 0,000 0,357 0,000 0,053 0,323 0,328 0,043 0,284 

FC+ 0,005 0,000 0,000 0,000 0,283 0,000 0,077 0,821 0,852 0,663 0,262 

AC- 0,051 0,000 0,000 0,000 0,526 0,000 0,072 0,133 0,441 0,443 0,585 

AC+ 0,032 0,000 0,000 0,000 0,448 0,000 0,042 0,405 0,768 0,210 0,817 

LV- 0,032 0,000 0,000 0,000 0,240 0,000 0,031 0,622 0,502 0,169 0,671 

LV+ 0,052 0,000 0,000 0,000 0,320 0,000 0,026 0,689 0,246 0,097 0,018 

(Elaborado pelo autor) 

 

Tabela A2 – Concentração de PFCs (µg.L-1) em experimentos piloto com AFFF Ansul 

(Continuação) 

Amostra PFDS PFDoA  PFHpA PFHpS PFHxA PFHxS PFHxSaAm PFHxSaAmA PFNA PFTeDA PFOA PFOS  

Te
m

p
o

 in
ic

ia
l FC- 0,037 0,064 0,527 17,513 38,245 315,720 12,397 19,414 0,002 0,083 33,396 357,312 

FC+ 0,084 0,079 0,884 18,016 31,174 311,670 13,245 14,687 0,001 0,011 38,414 380,414 

AC- 0,058 0,017 0,207 16,354 32,219 369,493 17,715 11,017 0,001 0,019 34,087 333,094 

AC+ 0,063 0,010 0,130 10,542 33,423 382,893 18,010 17,403 0,003 0,086 33,238 372,606 

LV- 0,078 0,047 0,369 15,008 39,429 330,602 15,314 10,035 0,003 0,010 35,918 347,929 

LV+ 0,073 0,030 0,727 13,333 32,140 312,710 18,484 17,093 0,003 0,076 32,204 364,470 

30
 d

ia
s 

FC- 0,071 0,060 0,045 17,800 39,329 370,569 10,588 18,653 0,002 0,019 38,601 354,481 

FC+ 0,055 0,079 0,071 12,740 31,178 375,181 19,473 17,984 0,001 0,038 35,255 323,235 

AC- 0,085 0,046 0,877 10,539 37,535 326,512 10,347 17,477 0,002 0,060 33,327 360,843 

AC+ 0,061 0,020 0,734 10,010 31,760 351,802 11,100 12,885 0,001 0,060 23,759 336,747 

LV- 0,010 0,073 0,250 12,936 70,001 337,721 14,052 19,875 0,002 0,040 20,486 360,812 

LV+ 0,037 0,075 0,652 16,972 83,938 390,674 18,902 13,091 0,002 0,023 35,143 339,053 

60
 d

ia
s 

FC- 0,027 0,039 0,826 14,759 32,488 397,513 13,143 13,003 0,002 0,029 30,094 303,436 

FC+ 0,052 0,067 0,775 18,297 37,310 378,891 11,498 18,917 0,002 0,036 38,447 317,533 

AC- 0,046 0,045 0,458 19,845 38,870 394,991 19,230 11,899 0,001 0,025 28,478 355,217 

AC+ 0,010 0,075 0,590 17,809 39,871 379,937 17,679 18,624 0,001 0,024 32,585 301,697 

LV- 0,036 0,032 0,019 12,960 120,855 367,359 19,311 17,607 0,002 0,058 30,690 326,374 

LV+ 0,037 0,012 0,438 15,013 163,478 306,990 12,106 10,954 0,002 0,013 35,614 370,076 

90
 d

ia
s 

FC- 0,055 0,053 0,578 19,653 38,007 309,403 16,086 11,395 0,001 0,086 35,556 350,832 

FC+ 0,075 0,062 0,380 13,258 39,905 350,446 17,706 17,839 0,003 0,031 38,407 333,893 

AC- 0,065 0,084 0,153 16,331 79,269 365,120 10,624 19,678 0,001 0,087 28,976 391,481 

AC+ 0,054 0,056 0,404 15,996 65,140 318,069 14,860 10,160 0,001 0,078 29,044 328,023 

LV- 0,012 0,020 0,834 19,556 221,685 385,453 17,016 17,748 0,002 0,018 30,781 308,936 

LV+ 0,062 0,021 0,799 12,437 181,585 310,244 12,547 15,529 0,001 0,014 27,614 318,024 

(Elaborado pelo autor) 
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Tabela A3 – Concentração de PFCs (µg.L-1) nos ensaios de anaerobiose com AFFF 

Ansul 

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 8:2 FtS 

Te
m

p
o

 in
ic

ia
l FC- 0,354 0,680 4481,810 0,000 152,281 176,268 34,659 0,235 0,000 0,000 0,071 

FC+ 0,380 0,526 4902,141 0,000 159,100 188,990 35,464 0,103 0,000 0,000 0,343 

AC- 0,285 0,370 4256,045 0,000 175,657 182,313 35,472 0,553 0,000 0,000 0,629 

AC+ 0,682 0,546 4325,219 0,000 156,815 190,871 21,737 0,592 0,000 0,000 0,579 

LV- 0,641 0,375 4446,465 0,000 199,411 158,480 15,084 0,197 0,000 0,000 0,502 

LV+ 0,421 0,169 4587,526 0,000 161,833 161,029 24,094 0,025 0,000 0,000 0,065 

3
0

 d
ia

s 

FC- 0,037 0,896 4520,892 0,000 186,974 168,491 16,714 0,730 0,000 0,000 0,422 

FC+ 0,202 0,247 4983,144 0,000 152,878 165,139 18,435 0,380 0,000 0,000 0,102 

AC- 0,858 0,407 4072,854 0,000 183,740 170,081 29,518 0,798 0,000 0,000 0,132 

AC+ 0,370 0,130 4094,522 0,000 179,346 185,635 39,976 0,180 0,000 0,000 0,079 

LV- 0,146 0,856 4937,255 0,000 174,059 164,576 35,896 0,296 0,000 0,000 0,751 

LV+ 0,130 0,461 4112,133 0,000 150,515 190,549 19,926 0,477 0,000 0,000 0,442 

6
0

 d
ia

s 

FC- 0,424 0,060 4112,233 0,000 177,858 165,840 25,928 0,793 0,000 0,000 0,110 

FC+ 0,092 0,459 4577,153 0,000 176,939 174,800 11,721 0,830 0,000 0,000 0,332 

AC- 0,849 0,499 4087,181 0,000 165,662 197,078 32,817 0,290 0,000 0,000 0,738 

AC+ 0,702 0,126 4627,628 0,000 198,721 163,418 21,824 0,127 0,000 0,000 0,036 

LV- 0,590 0,654 4790,601 0,000 163,778 192,813 16,462 0,417 0,000 0,000 0,320 

LV+ 0,073 0,293 4724,535 0,000 176,300 168,732 18,814 0,178 0,000 0,000 0,470 

90
 d

ia
s 

FC- 0,286 0,238 4049,501 0,000 171,320 193,300 18,005 0,492 0,000 0,000 0,597 

FC+ 0,528 0,451 4625,230 0,000 182,133 164,893 14,895 0,638 0,000 0,000 0,615 

AC- 0,065 0,083 4595,418 0,000 182,440 181,404 17,132 0,612 0,000 0,000 0,857 

AC+ 0,460 0,294 4712,821 0,000 174,373 171,217 15,290 0,171 0,000 0,000 0,402 

LV- 0,399 0,386 4857,848 0,000 167,152 168,333 35,464 0,286 0,000 0,000 0,070 

LV+ 0,851 0,611 4948,144 0,000 191,712 152,731 32,065 0,380 0,000 0,000 0,364 

(Elaborado pelo autor) 

 

Tabela A3 – Concentração de PFCs (µg.L-1) nos ensaios de anaerobiose com AFFF 

Ansul (Continuação) 

Amostra 9:1:2 FtB EtFOSA EtFOSAA EtFOSE FHxSA FOSA PFBA PFBS PFBSaAm PFBSaAmA PFDA 

Te
m

p
o

 in
ic

ia
l FC- 0,057 0,000 0,000 0,000 0,250 0,000 0,024 0,537 0,878 0,016 0,350 

FC+ 0,086 0,000 0,000 0,000 0,733 0,000 0,017 0,780 0,123 0,677 0,020 

AC- 0,052 0,000 0,000 0,000 0,869 0,000 0,001 0,737 0,197 0,529 0,080 

AC+ 0,067 0,000 0,000 0,000 0,026 0,000 0,090 0,800 0,609 0,672 0,795 

LV- 0,066 0,000 0,000 0,000 0,379 0,000 0,025 0,241 0,435 0,458 0,685 

LV+ 0,033 0,000 0,000 0,000 0,026 0,000 0,067 0,410 0,705 0,327 0,134 

30
 d

ia
s 

FC- 0,018 0,000 0,000 0,000 0,866 0,000 0,080 0,471 0,372 0,583 0,254 

FC+ 0,047 0,000 0,000 0,000 0,578 0,000 0,079 0,653 0,758 0,860 0,320 

AC- 0,063 0,000 0,000 0,000 0,332 0,000 0,019 0,586 0,614 0,188 0,347 

AC+ 0,051 0,000 0,000 0,000 0,339 0,000 0,045 0,750 0,173 0,645 0,044 

LV- 0,058 0,000 0,000 0,000 0,523 0,000 0,074 0,267 0,584 0,456 0,847 

LV+ 0,087 0,000 0,000 0,000 0,684 0,000 0,064 0,476 0,878 0,584 0,884 

60
 d

ia
s 

FC- 0,087 0,000 0,000 0,000 0,191 0,000 0,039 0,053 0,323 0,373 0,837 

FC+ 0,089 0,000 0,000 0,000 0,245 0,000 0,053 0,277 0,018 0,737 0,356 

AC- 0,003 0,000 0,000 0,000 0,662 0,000 0,057 0,137 0,312 0,558 0,599 

AC+ 0,018 0,000 0,000 0,000 0,089 0,000 0,029 0,164 0,366 0,677 0,321 

LV- 0,018 0,000 0,000 0,000 0,545 0,000 0,060 0,670 0,898 0,502 0,672 

LV+ 0,080 0,000 0,000 0,000 0,819 0,000 0,014 0,047 0,528 0,213 0,487 

90
 d

ia
s 

FC- 0,018 0,000 0,000 0,000 0,243 0,000 0,023 0,564 0,589 0,474 0,495 

FC+ 0,056 0,000 0,000 0,000 0,464 0,000 0,027 0,425 0,887 0,639 0,605 

AC- 0,043 0,000 0,000 0,000 0,680 0,000 0,016 0,166 0,488 0,865 0,782 

AC+ 0,085 0,000 0,000 0,000 0,328 0,000 0,029 0,865 0,614 0,708 0,234 

LV- 0,075 0,000 0,000 0,000 0,845 0,000 0,012 0,458 0,330 0,338 0,393 

LV+ 0,057 0,000 0,000 0,000 0,307 0,000 0,020 0,162 0,192 0,667 0,426 

(Elaborado pelo autor) 
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Tabela A3 – Concentração de PFCs (µg.L-1) nos ensaios de anaerobiose com AFFF 

Ansul (Continuação) 

Amostra PFDS PFDoA  PFHpA PFHpS PFHxA PFHxS PFHxSaAm PFHxSaAmA PFNA PFTeDA PFOA PFOS  

Te
m

p
o

 in
ic

ia
l FC- 0,039 0,003 0,177 13,815 39,875 353,854 16,065 18,852 0,002 0,067 21,064 374,857 

FC+ 0,017 0,003 0,419 15,964 33,428 328,965 18,175 14,419 0,002 0,011 20,998 323,515 

AC- 0,005 0,046 0,454 13,106 33,710 367,347 18,753 17,161 0,003 0,071 21,923 304,942 

AC+ 0,078 0,052 0,255 14,981 30,739 336,676 17,162 16,267 0,002 0,027 33,975 316,003 

LV- 0,089 0,088 0,724 14,499 35,910 379,480 17,818 15,126 0,002 0,089 30,826 315,078 

LV+ 0,041 0,039 0,437 13,966 39,843 329,964 19,367 19,500 0,002 0,082 30,030 350,555 

3
0

 d
ia

s 

FC- 0,084 0,005 0,859 19,525 36,342 365,263 17,788 10,598 0,002 0,062 20,117 341,220 

FC+ 0,081 0,083 0,431 19,788 30,450 325,693 10,566 14,284 0,001 0,073 22,407 386,696 

AC- 0,063 0,071 0,806 10,281 33,824 394,690 10,781 15,564 0,001 0,036 38,078 341,211 

AC+ 0,072 0,043 0,440 15,120 30,508 358,783 13,853 13,419 0,003 0,024 21,154 319,828 

LV- 0,028 0,035 0,391 11,296 33,434 372,374 12,615 12,367 0,003 0,046 38,973 334,652 

LV+ 0,062 0,015 0,771 14,776 32,284 364,729 15,732 19,063 0,001 0,047 34,174 342,335 

6
0

 d
ia

s 

FC- 0,024 0,042 0,343 11,451 32,656 358,878 10,192 11,894 0,001 0,032 23,302 336,524 

FC+ 0,076 0,058 0,236 18,592 37,419 378,991 10,766 11,580 0,002 0,086 32,976 398,993 

AC- 0,051 0,086 0,824 16,120 36,261 309,446 18,970 17,689 0,002 0,035 26,675 324,444 

AC+ 0,020 0,023 0,514 12,019 36,426 379,182 11,580 19,621 0,002 0,031 22,852 303,146 

LV- 0,031 0,002 0,674 17,589 33,877 319,803 10,085 12,372 0,003 0,011 37,695 374,035 

LV+ 0,047 0,063 0,310 14,408 36,338 311,171 10,741 12,280 0,003 0,044 38,205 303,336 

90
 d

ia
s 

FC- 0,010 0,035 0,854 18,113 32,192 308,552 12,088 11,148 0,001 0,076 22,337 370,417 

FC+ 0,082 0,010 0,684 11,562 35,722 346,515 16,899 15,310 0,002 0,056 30,392 377,755 

AC- 0,026 0,041 0,313 14,162 33,979 386,040 17,914 16,456 0,003 0,014 20,410 391,530 

AC+ 0,063 0,078 0,579 11,692 30,760 353,427 19,367 10,226 0,003 0,017 39,576 348,469 

LV- 0,046 0,085 0,667 18,554 38,509 394,191 15,379 13,401 0,002 0,084 36,510 322,743 

LV+ 0,055 0,019 0,458 10,635 38,818 321,712 17,633 16,432 0,003 0,064 21,589 350,841 

(Elaborado pelo autor) 
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Apêndice B – Dados de GC-FID 

 

Tabela A4 – Concentração 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 – Concentração 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 – Concentração 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 – Concentração 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 – Concentração 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 – Concentração 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) 
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Apêndice C – Dados de respirometria 

 

Tabela A10 – Produção semanal de CO2 medida por titulação (mg.semana-1) e 

condutividade (µmol.semana-1) 

Tempo Controle AFFF Gasolina Biodegradação 

µmol mg µmol mg µmol mg µmol mg 

1 30,63232 1,747822 19,78337 2,270468 25,52693 1,523185 24,25059 2,267026 

7 45,31031 3,493653 204,2155 9,785481 269,6282 12,86364 144,5463 6,660035 

14 52,17067 2,795509 313,5027 14,19412 489,3194 23,33005 200,7055 9,731043 

21 59,03103 3,697365 390,8812 17,39877 613,2846 28,98452 575,9514 26,14186 

28 48,18209 2,720012 399,4965 18,87785 232,2951 10,92098 724,3267 32,97038 

35 47,70346 3,898952 357,5366 17,43161 98,75732 5,545322 595,2562 27,09127 

42 47,22483 3,377892 315,5767 14,58538 92,85422 5,385586 604,0311 27,97737 

49 23,29333 --- 198,4719 --- 65,41277 --- 631,5984 --- 

56 20,262 --- 174,0618 --- 59,82875 --- 482,1063 --- 

63 20,262 --- 174,0618 --- 59,82875 --- 514,015 --- 

70 17,23068 --- 117,743 --- 54,24473 --- 428,3402 --- 

77 38,2904 --- 90,9397 --- 59,66921 --- 291,7711 --- 

84 30,15369 --- 84,23888 --- 59,03103 --- 231,3042 --- 

91 30,15369 --- 84,23888 --- 59,03103 --- 295,1215 --- 

98 22,01698 --- 77,53806 --- 58,39286 --- 102,7459 --- 

105 26,80328 --- 57,4356 --- 57,4356 --- 84,55797 --- 

(Elaborado pelo autor) 
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Apêndice D – Dados de fito-toxicidade 

 

Tabela A11 – Germinação de alface (%) em diferentes concentrações de AFFF 

Tempo (dias) 
 
AFFF 

0 60 120 

0 95 85 90 

0,1 30 55 65 

1 45 80 70 

10 5 5 35 

(Elaborado pelo autor) 

 

Tabela A12 – Germinação de rúcula (%) em diferentes concentrações de AFFF 

Tempo (dias) 
 
AFFF 

0 60 120 

0 100 95 90 

0,1 20 40 55 

1 40 40 60 

10 5 5 0 

(Elaborado pelo autor) 
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Anexo 

 

Especificação técnica da AFFF pelo fabricante: 

‒ Ansul 

‒ Sintex 
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