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RESUMO

Exercicios de emergéncia aérea sao obrigatorios a cada trés anos nos aeroportos brasileiros.
Tais simulagcdes liberam espumas formadoras de filme aquoso (AFFF) e querosene de aviagdo
(QAV) no solo local. A presenca de compostos fluorados na composi¢do quimica da AFFF
representa elevado risco de contaminagdo ambiental, decorrente da sua persisténcia e do
potencial bioacumulativo. Ja os hidrocarbonetos presentes no QAV nao sdo inibidores de
atividade microbiana, porém sua liberacdo diretamente no solo pode contaminar aquiferos e
nascentes. Portanto, analisar a biodegradagao e a ecotoxicidade de contaminantes provenientes
de simulagdes de emergéncia aérea ¢ fundamental para estabelecer a eficiéncia da
biorremediacdo do solo e avaliar riscos ambientais em longo prazo. Para tanto, foram
elaborados ensaios com solos da Universidade Estadual Paulista (UNESP) e do Aeroporto
Internacional de Viracopos (VCP) que analisaram a biodegrada¢ao da AFFF e do QAV por
meio da respirometria de Bartha e Pramer e modelagem matematica, ao passo que a
ecotoxicidade foi analisada via métodos de disco-difusao de Kirby-Bauer e de germinagao de
sementes. Embora tenha ocorrido a biodegradagao dos contaminantes nos ensaios, ¢ provavel
que subprodutos da degradagdo potencialmente toxicos sejam acumulados no meio. Além disso,
fatores como a concentracdo e a composicao quimica do contaminante influenciam no seu
potencial de biodegradagdo. O emprego do método de disco-difusdo de Kirby-Bauer evidenciou
o potencial biorremediador de um microrganismo nativo do solo de VCP. O indice de
germinagdo de sementes foi afetado por altas concentragdes de AFFF e em situagdes de
cocontaminacao com QAV. Por fim, este estudo propde que sejam elaborados planos de manejo
e de remediacdo do solo apos simulagdes de emergéncia aérea frente ao efeito ambiental
negativo da AFFF e QAV. O emprego da biorremedia¢do do solo e do desenvolvimento de
biossurfactantes financeiramente acessiveis também ¢ essencial para garantir menor impacto
ambiental apds simulacdes de emergéncia aérea, que devem ser rigorosamente fiscalizadas do

ponto de vista ambiental pelas autoridades competentes.

Palavras-chave: AFFF, contaminagdo, degradacao, QAV, toxicidade.



ABSTRACT

In Brazilian airports, fire emergency exercises are mandatory every three years. Such practices
release aqueous film-forming foam (AFFF) and jet fuel (QAV) in the soil. Fluorinated
compounds in the AFFF chemical composition represent a high risk of contamination due to
their persistence in the environment and bioaccumulative potential. Hydrocarbons present in
QAYV are not inhibitors of microbial activity. However, QAV released directly into the soil can
contaminate aquifers and springs. In this sense, analyzing the biodegradation and ecotoxicity
of contaminants from fire emergency exercises is fundamental to establishing soil
bioremediation efficiency and evaluating long-term environmental risks. Soils from the
Universidade Estadual Paulista (UNESP) and Aeroporto Internacional de Viracopos (VCP)
were studied to analyze the biodegradation of AFFF and QAV through Bartha and Pramer
respirometry and mathematical modeling. The Kirby-Bauer disk diffusion method and seed
germination were employed for ecotoxicological analyses. The results showed that contaminant
biodegradation occurs, while soils are likely to accumulate potentially toxic degradation by-
products. In addition, factors such as the concentration and chemical composition of the
contaminant influence its biodegradation potential. The Kirby-Bauer disk-diffusion method
showed the bioremediation potential of a microorganism native to the VCP soil. Seed
germination index was affected by high concentrations of AFFF and in essays of co-
contamination with QAV. Lastly, this study proposes that soil management and remediation
plans be developed after air emergency simulations in the face of the negative environmental
effect of AFFF and QAV. Proposals on soil bioremediation and the development of affordable
biosurfactants are pivotal to ensure less environmental impact after fire emergency exercises.
These simulations must be strictly monitored from an environmental perspective by the

competent authorities.

Keywords: AFFF, contamination, degradation, jet fuel, toxicity.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Imagem de satélite da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Instituto de
Biociéncias de Rio Claro (IBRC), com indicagdo da area de amostragem (marcagdo em
VEIMEIN0). ... et e et e et e e ta e e et e e e e e e baeeeabeeenabeeeearaeen 17
Figura 2 — Imagem de satélite do Aeroporto Internacional de Viracopos (VCP), em Campinas,
com indicagdo da drea amostragem (marcagao €m azul). ........cccccveeeviieriieeniieeeie e 17
Figura 3 — Amostras de solo da Universidade Estadual Paulista (UNESP) (A) e do Aeroporto
de Viracopos (VCP) (B) enterradas no Jardim Experimental, do Instituto de Biociéncias de Rio
Claro (IBRO). ..ottt ettt ettt e et e e e tb e e e taeeeaaaeeeasaeeesbeeesasesennseeennns 18
Figura 4 — Esquema representativo de um respirometro de Bartha e Pramer (CETESB, 1990),
contendo tampa da canula (A), canula de diametro de 1,0 a 2,0 mm (B), rolha de borracha (C),
brago lateral de didmetro de 40,0 mm e altura de 100,0 mm (D), solu¢do de KOH 0,2 N (E),
meio solido com a substancia analisada (F), frasco Erlenmeyer de 250,0 ml (G), valvula (H),
suporte de 13 de vidro ou algodao (I), filtro de cal sodada com diametro de 15,0 mm e altura de
L0153 o o (L) TSRS 19
Figura 5 — Montagem dos frascos respirométricos de acordo com os ensaios propostos na
Tabela 1 (A); respirdmetros em diferentes concentragdes preparados para o experimento (B);
processo de titulacdo do KOH 0,2 N residual a partir da adi¢do da solucdo de acido cloridrico
(HC1) 0,1 N (C); coleta do KOH residual de cada respirdmetro com auxilio de uma seringa e
purificacao dos frascos a partir de bomba de ar (D)........ccccvveeviiieniiiieiiieeeece e 20

Figura 6 — Principio do teste de suscetibilidade pela metodologia do disco-difusao de Kirby-

Figura 7 — Inoculagdo de microrganismos (Bacillus subtilis e microrganismo mais recorrente
no plaqueamento do solo de VCP) em placas de Petri contendo Agar Nutriente por
espalhamento em placa (spread-plate) (A); adicao dos discos embebidos em contaminantes nas
placas de Petri (B); placa de Petri contendo os seis discos de modo equidistante (C); placas
invertidas em iNCUbAAOra (D). .....c.eieiuiiiiiiiiciie e e 24
Figura 8 — Inicio da etapa de extragdo dos contaminantes dos solos em mesa agitadora (A);
transferéncia da amostragem para tubo tipo falcon (B); amostragem apos centrifugagdo (C);
montagem dos ensaios ecotoXiColOZICOS (D). .uuiiiiiiiiiiiiiiiieeeiie et 27
Figura 9 — Adicao das 20 sementes na placa de Petri contendo papel de filtro (A); contagem da
germinagdo das sementes apds 120 horas em estufa incubadora (B); mensuracdo do

comprimento das raizes com o0 auxilio de 1€gua (C). .....cccvvieviiieriieeiieeeeee e 27



Figura 10 — Producao de CO; semanal pelo tempo de incubagdo em ensaios C (controle), Al
(0,5 ml de AFFF 6%), A2 (1,0 ml de AFFF 6%), A3 (5,0 ml de AFFF 6%), A4 (50,0 ml de
AFFF 6%) e A5 (100,0 ml de AFFF 6%). U = solo da Universidade Estadual Paulista (UNESP).
V = solo do Aeroporto Internacional de Viracopos (VCP). ...cccoeeevieeiiiiriiiecieecee e 28
Figura 11 — Producao de CO; semanal pelo tempo de incubacdo em ensaios C (controle), Q1
(0,5 ml de QAV), Q2 (1,0 ml de QAV) e Q3 (2,5 ml de QAV). U = solo da Universidade
Estadual Paulista (UNESP). V = solo do Aeroporto Internacional de Viracopos (VCP). ....... 29
Figura 12 — Producao de CO; semanal pelo tempo de incubacao em ensaios C (controle), B1
(cocontaminacdo de 1,0 ml de AFFF 6% e de 1,0 ml de QAV) e B2 (cocontaminagdo de 5,0 ml
de AFFF 6% e de 2,5 ml de QAV). U = solo da Universidade Estadual Paulista (UNESP). V =
solo do Aeroporto Internacional de Viracopos (VCP). .....oocvvveeiiieiiieeieeeeeeceeeee e 29
Figura 13 — Producdo acumulada de CO; em funcao do tempo de biodegradagdo ajustada ao
modelo de Schmidt et al. (1985) em C-U (solo controle), A1-U (0,5 ml de AFFF 6%), A2-U
(1,0 ml de AFFF 6%), A3-U (5,0 ml de AFFF 6%), A4-U (50,0 ml de AFFF 6%), A5-U (100,0
ml de AFFF 6%), Q1-U (0,5 ml de QAV), Q2-U (1,0 ml de QAV), Q3-U (2,5 ml de QAV), B1-
U (cocontaminacao de 1,0 ml de AFFF 6% e de 1,0 ml de QAV), B2-U (cocontaminacao de
5,0 ml de AFFF 6% e de 2,5 ml de QAV), C-V (solo controle), A1-V (0,5 ml de AFFF 6%),
A2-V (1,0 ml de AFFF 6%), A3-V (5,0 ml de AFFF 6%), A4-V (50,0 ml de AFFF 6%), A5-V
(100,0 ml de AFFF 6%), Q1-V (0,5 ml de QAV), Q2-V (1,0 ml de QAV), Q3-V (2,5 ml de
QAYV), B1-V (cocontaminagdo de 1,0 ml de AFFF 6% e de 1,0 ml de QAV) e B2-V
(cocontaminagdo de 5,0 ml de AFFF 6% ¢ de 2,5 ml de QAV). U = solo da Universidade
Estadual Paulista (UNESP). V = solo do Aeroporto Internacional de Viracopos (VCP). ....... 32
Figura 14 — Diametro do halo (disco-difusdo de Kirby-Bauer) para os contaminantes em
Bacillus subtilis e microrganismo nativo isolado do solo do Aeroporto Internacional de
VITACOPOS (VECP). ettt ettt ettt et ettt s e e b e e se e eabeesabeesbeessseensaessaeenseannnas 37
Figura 15 — Halos formados para Bacillus subtilis (A) e microrganismo nativo do solo do
Aeroporto Internacional de Viracopos (VCP) (B). As imagens (A) e (B) exemplificam apenas
uma das triplicatas utilizadas para o calculo da susceptibilidade. ...........cccoeverieniiieniencnnene. 38
Figura 16 — Indice de germinacio de sementes para o solo da Universidade Estadual Paulista
(UNESP) e do Aeroporto Internacional de Viracopos (VCP). C (solo controle), Al (0,5 ml de
AFFF 6%), A2 (1,0 ml de AFFF 6%), A3 (5,0 ml de AFFF 6%), A4 (50,0 ml de AFFF 6%)),
A5 (100,0 ml de AFFF 6%), Q1 (0,5 ml de QAV), Q2 (1,0 ml de QAV), Q3 (2,5 ml de QAYV),
B1 (cocontaminacdo de 1,0 ml de AFFF 6% e de 1,0 ml de QAV), B2 (cocontaminacao de 5,0
ml de AFFF 6% e de 2,5 ml de QAV ). .o 39



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Ensaios de respirometria realizados em triplicata para o solo da Universidade
Estadual Paulista (UNESP) e em duplicata para o solo do Aeroporto Internacional de Viracopos
(VCP). AFFF = espuma formadora de filme aquoso. QAV = querosene de aviagao .............. 20
Tabela 2 — Ensaios elaborados para extragcdo dos contaminantes das amostras de solo.......... 25
Tabela 3 — Média de produgdo semanal de CO para os ensaios respirométricos de mesmo

COMBAITIIIANEE ... e eee et e e e e e e et e e e e e e e e e e e e aaeeeeee e e eaeeeeeeeaaae e aaeeeeeeeaaeannnaaeeeeeeeenannaaaeaees 30



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

+ — mais ou menos

°C — grau Celsius

umol — micromol

Al —0,5 ml de AFFF 6%

A2 —1,0 ml de AFFF 6%

A3 —5,0 ml de AFFF 6%

A4 —50,0 ml de AFFF 6%

A5 —100,0 ml de AFFF 6%

ABNT — Associacdo Brasileira de Normas Técnicas
AFFF — espuma formadora de filme aquoso

ANAC — Agéncia Nacional de Aviagdo Civil
ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
ATAG — Air Transport Action Group

atm — pressao atmosférica

B — gés carbonico produzido

B. subtilis — Bacillus subtilis

B1 — cocontaminagao de 1,0 ml de AFFF 6% e de 1,0 ml de QAV
B2 — cocontaminagao de 5,0 ml de AFFF 6% e de 2,5 ml de QAV
Bmax — valor méximo de biodegradagdo previsto

Bo — produgao inicial de CO>

BOD — Demanda Bioquimica de Oxigénio

C — Controle

CETESB — Companhia de Tecnologia e Saneamento Ambiental



cf — confira

cm — centimetros

CO; — dioxido de carbono

D — volume de HCI 0,1 N gasto em ml na titulagdo do branco (HCI puro)
E — volume de HC1 0,1 N gasto em ml na titulagdo do ensaio
e.g. — por exemplo

e.d. —isto €

EMa — elongamento médio na amostra

EMc — elongamento médio no controle

ERR — elongagado radicular relativa

ESEA — Exercicio Simulado de Emergéncia Aeronautica
GR — germinacao relativa

H>O — 4gua deionizada

HCI1 0,1 N — acido cloridrico 0,1 N

IBRC — Instituto de Biociéncias de Rio Claro

IG — indice de germinagdo

kg — quilograma

KOH 0,2 N — hidroxido de potassio 0,2 N

mg — miligrama

ml — mililitro

mm — milimetro

NaCl — cloreto de sodio

NBR — Norma Brasileira

OECD — Organization for the Economic Cooperation and Development



PCO; — producao de gas carbdnico

PFAS — per- e poli fluoralquiladas

PFCAs — 4cidos carboxilicos perfluorados

PFCs — surfactantes fluorados

PFOA — perfluoroctanoatos

PFOS — perfluoroctano sulfonatos

Q1 -0,5 ml de QAV

Q2 - 1,0 ml de QAV

Q3 —2,5ml de QAV

QAYV — querosene de aviacao

r — taxa maxima de produgao especifica

R? — indice de correlagio

RBAC — Regulamentos Brasileiros da Aviagao Civil
rpm — rota¢@o por minuto

SGa — niimero de sementes germinadas na amostra
SGc — niimero de sementes germinadas no controle
t — tempo

T Bmax — tempo estimado para o valor maximo de biodegradagao previsto
U — UNESP

UNESP — Universidade Estadual Paulista

V -VCP

VCP — Aeroporto Internacional de Viracopos

OHCI — fator do HC1 0,1 N



SUMARIO

1 INTRODUGAOQ .ouunicincnnncinncisssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 15
2 OBIETIVOS .uuiiiiinictisnnssecssnsssssecsssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssassssssss 16
21 GOTAL ettt ettt et b e et nb et 16
2.2, ESPECIIICOS 1eeiuuriiiiiieiiiie ettt ettt e e et e e st e e s ete e e taeeessaeessbeeesaseaessseeennseeennseeennseas 16
3 METODOLOGIA........uoiiieininsinsnissenssisssissssssesssissssssssssssssisssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssss 16
3.1. Areas de estudo € amoStragem de SOL0 ...........c.oveueweeeueeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 16
3.2. Preparo do INOCULO ......cocuviiiiie ettt ettt e e et e e e e e enaeeenanaeen 18
3.3. Biodegradagao de QAV e AFFF 6% pela microbiota nativa............ccceceeeveenienneennenne 19
3.4. Modelagem MAateMAtICA .........eeeeiieeriieeiieeeciieeeeieeeeieeesteeeeaeeeaeeeeteeessseeeesseeesnseeensseeans 21
3.5. Ecotoxicidade por disco-difusdo de Kirby-Bauer..........c.ccocvveeiiieniiieniieeieeceeeie 22
3.6. Ecotoxicidade por germinagao de SEMENLES .........c.eevereruieruiieriienieeiienieeiee e eieeeaeeenne 24
4 RESULTADOS E DISCUSSAQ ...uouuiuinninscssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 28
4.1. Biodegradagao de contaminantes pela microbiota nativa..........ccccceeeeeveeeecieeeeieeceveeenne, 28
4.2. Prognostico cinético da biodegradagdo de contaminantes pela microbiota nativa........ 31
4.3. Ecotoxicidade por disco-difusao de Kirby-Bauer.............ccccoevviiniiiinciiinie e, 37
4.4. Ecotoxicidade por germinacao de SEMENLES ........ccuveeeeuieeriureeririeeniieeeieeeereeeereeenereeenens 39
5 CONCLUSOES ... uinininsinssiscsssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 41
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....coucuuiuninnsinsncssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssess 42

APENDICE L..eeeeveeeeeeeeeerenesesssssssssssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssssssssssssenssssssssssssassssess 48



15

1 INTRODUCAO

Conforme estabelecido no Regulamento Brasileiro de Aviagao Civil - RBAC/ANAC n°
153 (2018), a cada trés anos aeroportos brasileiros devem realizar o Exercicio Simulado de
Emergéncia Aeronautica (ESEA) visando simular respostas a uma emergéncia aérea completa.
Embora esta pratica seja essencial para avaliar acdes integradas necessdrias para minimizar os
impactos de eventuais acidentes aéreos, tais simulacdes liberam para o solo substincias
derivadas de petroleo (e.g., combustiveis) e espumas formadoras de filme aquoso (AFFF, sigla
em inglés para aqueous film-forming foam — também conhecida como espuma extintora),
contaminantes que podem permanecer no ambiente por longos periodos de tempo.

Substancias derivadas do petroleo contribuem expressivamente para a elevacao da
poluicao ambiental (SHABIR et al., 2008). Dentre os componentes principais do petrdleo, o
querosene representa o maior problema de polui¢do (SOLANO-SERENA et al., 2000; SHABIR
et al., 2008), sendo o derivado mais utilizado como combustivel de acronaves. Embora a maior
parcela da poluicdao seja proveniente da queima do combustivel durante o voo, que libera
toneladas de CO> ao longo do ano (ATAG, 2018), incéndios provocados por simulagdes de
emergéncia aérea liberam combustivel diretamente no solo, podendo contaminar aquiferos e
nascentes. Estudos tém reportado que hidrocarbonetos presentes no querosene nao sao
inibitorios da atividade microbiana (SONG et al., 1990; AELION e BRADLEY, 1991).
Contudo, o seu potencial de biodegradabilidade parece estar diretamente relacionado a
disponibilidade de nutrientes no solo (SHABIR et al., 2008).

Espumas de combate a incéndios foram desenvolvidas para garantir a aderéncia a
materiais em chamas, uma vez que sua baixa densidade permite melhor espalhamento em
materiais em combustdo, isolando-os do contato com o oxigénio atmosférico. Estas espumas
possuem em sua composicao surfactantes fluorados (PFCs) (MOODY e FIELD, 2000), que
podem ser: (i) perfluorados, quando todos os carbonos estdo ligados ao flior na auséncia de
hidrogénio na cadeia; ou (ii) polifluorados, em que ocorrem ligagdes de carbono e flior, com
hidrogénio e até mesmo com outros compostos (BOBERT et al., 1997). Estas caracteristicas
favorecem o uso de AFFF em simulagdes de emergéncia aérea, garantindo a eficacia no
combate a incéndios. Entretanto, a liberacdo de PFCs presentes na AFFF representa elevado
risco de contaminacdo ambiental. Tais compostos sdo conhecidos pela sua persisténcia e
potencial bioacumulativo, sendo detectados, por exemplo, em amostras de 4gua (SCHULTZ et

al., 2004; MURAKAMI et al., 2008) e solo (HIGGINS et al., 2005).
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A degradacao de PFCs pode originar outros compostos quimicos — como acidos
carboxilicos perfluorados (PFCAs) e per- e poli fluoralquiladas (PFAS) —, que ao se
degradarem podem gerar outros compostos, como perfluoroctano sulfonatos (PFOS) e
perfluoroctanoatos (PFOA) (MONTAGNOLLI, 2015; OLIVARES et al.,, 2022). Estes
subprodutos da decomposicdo de PFCs também apresentam risco de contaminagdo, sendo os
poluentes organicos mais proeminentes no meio ambiente e na biota (GIESY e KANNAN,
2001; YAMASHITA et al., 2004; HIGGINS et al., 2005; DAVIS et al., 2007; HOUDE et al.,
2008; AHRENS, 2011; AWAD et al., 2011; COUSINS et al., 2016).

Apesar do crescente interesse pelo conhecimento dos efeitos ambientais causados por
simulacdes de emergéncia aérea, métodos analiticos aprofundados sdo necessarios para
estabelecer as reais ameagas promovidas pelo QAV e pela AFFF ao ambiente. Além disso, nao
ha dados publicados a respeito de surfactantes de hidrocarbonetos em AFFF e éreas de
treinamento afetadas pela espuma extintora (GARCIA, 2019). Portanto, analisar a
biodegradacdo e ecotoxicidade de contaminantes provenientes de simulacdes de emergéncia
aérea ¢ essencial para estabelecer a eficiéncia da biorremediacdo do solo e avaliar riscos

ambientais em longo prazo.

2 OBJETIVOS

2.1. Geral
Analisar a biodegradacao e a ecotoxicidade do QAV e da AFFF em solo submetido a

condig¢des de contaminagdo similares aquelas ocasionadas por simulacdes de emergéncia aérea.

2.2. Especificos
- Analisar a biodegradacdo dos contaminantes por microrganismos nativos em solo;
- Prognosticar a cinética de biodegradacdo dos contaminantes por meio de modelagem
matematica;

- Analisar a ecotoxicidade dos solos apos a biodegradacdo dos contaminantes.

3 METODOLOGIA

3.1. Areas de estudo e amostragem de solo
Amostras de solo para a realizagdo do estudo foram coletadas proximas ao

Departamento de Biologia Geral e Aplicada (antigo Departamento de Bioquimica e
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Microbiologia), da Universidade Estadual Paulista (UNESP), do Instituto de Biociéncias de Rio
Claro (IBRC), Sao Paulo (22° 23" 45.18" S, 47° 32' 49.18" W) (Figura 1), e nas imediagdes do
Aeroporto  Internacional de  Viracopos (VCP), em Campinas, Sao Paulo
(23°0'25" S, 47° 08' 04" W) (Figura 2). Ambas as coletas foram realizadas a 10,0 cm de

profundidade da superficie do solo.

Figura 1 — Imagem de satélite da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Instituto de
Biociéncias de Rio Claro (IBRC), com indicacdo da area de amostragem (marcagdo em

vermelho).
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Fonte: Google Earth Pro (2019). Anotagdes elaboradas pelo autor.

Figura 2 — Imagem de satélite do Aeroporto Internacional de Viracopos (VCP), em Campinas,

com indicacdo da drea amostragem (marcagao em azul).
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Fonte: Google Earth Pro (2019). Anotagdes elaboradas pelo autor.
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3.2. Preparo do indculo

A simulacdo de contaminag@o nas amostras de solo visando selecionar microrganismos
mais aptos para degradar os contaminantes estudados foi realizada conforme a metodologia de
Montagnolli (2015) e adaptagdao da Norma técnica L6.350 da CETESB (1990).

Inicialmente, o solo da UNESP (Figura 3A) foi submetido ao peneiramento para
selecionar apenas graos constituintes de solo com didmetro inferior a 2 mm — classificagao
granulométrica dada pela Norma Técnica ABNT NBR 6502/1995. Em seguida, o in6culo foi
preparado em 3,0 kg de solo adicionando 50,0 ml de QAV e 50,0 ml de AFFF 6% (Sintex) e
mantido durante 20 dias em recipiente poroso (poros com aproximadamente 1,0 mm de
diametro, espagados em 1,0 cm cada). O in6luco foi entdo enterrado a 10,0 cm da superficie do
solo, no Jardim Experimental do IBRC (Figura 3A), para permitir a troca de microrganismos
entre o solo amostral e local.

O solo de VCP (Figura 3B) foi submetido ao mesmo procedimento. Entretanto, devido
a quantidade restrita de solo fornecida pelo Aeroporto, o indculo foi preparado em 1,5 kg de
solo, obedecendo a proporcionalidade de contaminantes (25,0 ml de QAV e 25,0 ml de AFFF

6% da marca Sintex) em relagdo ao indculo do solo da UNESP.

Figura 3 — Amostras de solo da Universidade Estadual Paulista (UNESP) (A) e do Aeroporto

de Viracopos (VCP) (B) enterradas no Jardim Experimental, do Instituto de Biociéncias de Rio

Claro (IBRC).

Fonte: Autor (2021).
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3.3. Biodegradaciao de QAV e AFFF 6% pela microbiota nativa

O método respirométrico de Bartha e Pramer (1965) foi empregado para determinar a
quantidade de didxido de carbono (CO») produzida no interior do respirdmetro (Figura 4), como
evidéncia indireta de biodegradagdo dos contaminantes pela microbiota nativa. A
biodegradacdao de QAV e AFFF 6% (Sintex) foi avaliada em diferentes concentragdes, tanto
para o solo inoculado da UNESP quanto para o de VCP (Tabela 1), seguindo adaptacao da
Norma Técnica L6.350 da CETESB (1990) e das diretrizes OECD (2002).

Ensaios com solo da UNESP foram preparados em triplicatas, enquanto que ensaios
com solo de VCP foram preparados em duplicatas devido a quantidade restrita de solo
disponivel (Figura 5A-B). Para ambos os casos, o monitoramento foi realizado ao longo de 91
dias. Ensaios de cocontaminagdao também foram realizados (Tabela 1). Todos os frascos de
Bartha e Pramer permaneceram armazenados em estufa incubadora BOD Solab S1.224, a 28°C

+ 2°C.

Figura 4 — Esquema representativo de um respirometro de Bartha e Pramer (CETESB, 1990),
contendo tampa da canula (A), canula de diametro de 1,0 a 2,0 mm (B), rolha de borracha (C),
braco lateral de diametro de 40,0 mm e altura de 100,0 mm (D), solucdo de KOH 0,2 N (E),
meio sélido com a substancia analisada (F), frasco Erlenmeyer de 250,0 ml (G), valvula (H),
suporte de 13 de vidro ou algodao (I), filtro de cal sodada com diametro de 15,0 mm e altura de

40,0 mm (J).

75 mm

Fonte: Montagnolli et al., (2009).
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Tabela 1 — Ensaios de respirometria realizados em triplicata para o solo da Universidade
Estadual Paulista (UNESP) e em duplicata para o solo do Aeroporto Internacional de Viracopos

(VCP). AFFF = espuma formadora de filme aquoso. QAV = querosene de aviagao

ENSAIOS SOLO AFFF 6% QAV
Controle (C) 50,0 g - -
AFFF 6% (A1) 50,0 g 0,5 ml ---
AFFF 6% (A2) 50,0 g 1,0 ml --
AFFF 6% (A3) 50,0g 5,0 ml ---
AFFF 6% (A4) 50,0g 50,0 ml -
AFFF 6% (AS) 50,0 g 100,0 ml ---
QAV (Q1) 50,0 g --- 0,5 ml
QAV (Q2) 50,0 g - 1,0 ml
QAYV (Q3) 50,0 g - 2,5 ml
Cocontaminacao (B1) 50,0 ¢g 1,0 ml 1,0 ml
Cocontaminacao (B2) 50,0 g 5,0 ml 2,5 ml

O monitoramento de CO> gerado durante o processo de respiragdo microbiana foi
baseado na neutralizagdo em solu¢dao de hidroxido de potassio (KOH) (Synth P.A.) 0,2 N
inserida no brago lateral do respirometro. O CO> foi quantificado semanalmente por titulagao
do KOH residual a partir da adicdo da solug¢do de 4cido cloridrico (HCI1) (Vetec P.A.) 0,1 N
(Figura 5C) e representado em func¢do do tempo de incubacao (BALBA et al., 1998). Apos a
titulagdo, atmosfera interna dos frascos foi purificada com auxilio de bomba de ar, seguida da
adi¢do de 10,0 ml de solu¢do de KOH 0,2 N para a proxima medicao (Figura 5D).

Ao longo do processo de respiragdo microbiana, taxas de produgdo de CO; em solos
contaminados (tratamentos) foram subtraidas de taxas de produ¢ao de CO> em solos livres de
contaminagdo (controle) para analisar o consumo de QAV e AFFF 6% pela microbiota. Os
resultados foram interpretados ap6s os 91 dias de monitoramento da taxa de CO; liberada. Para
fins comparativos, foi calculada a média de produg¢io de pmol de CO2.semana! para ensaios de
QAV (Q1, Q2 e Q3), AFFF (A1, A2, A3, A4 e AS) e cocontaminagao (B1 e B2) para ambos os
solos (UNESP e VCP).

Figura 5 — Montagem dos frascos respirométricos de acordo com os ensaios propostos na
Tabela 1 (A); respirdmetros em diferentes concentragdes preparados para o experimento (B);

processo de titulagdo do KOH 0,2 N residual a partir da adicdo da solucao de »
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« acido cloridrico (HCI) 0,1 N (C); coleta do KOH residual de cada respirometro com auxilio

de uma seringa e purificagdo dos frascos a partir de bomba de ar (D).

Fonte: Autor (2021).

O calculo para obter a quantidade de CO» produzida foi obtido a partir do volume gasto

de HCI para neutralizar o KOH residual durante a titulagcdo, expresso pela equagao 1.

PCO, = (D —E) X 50 X Oy¢ X 0,044 (1)

Onde:

PCO; ¢ a produgao de gas carbonico;

D ¢ o volume de HCI 0,1 N gasto em ml na titulagao do branco (HCI puro);
E ¢ o volume de HC1 0,1 N gasto em ml na titulagdo do ensaio;

50 ¢ o fator para transformar equivalente em pmol de CO;

Orc1 € o fator do HC1 0,1 N;

0,044 ¢ o fator para transformar pmol em mg de CO».

3.4. Modelagem matematica

Dados respirométricos foram ajustados ao modelo matematico de produgdo de CO;
adotado por Montagnolli et al. (2009), baseado na equacao logistica de Schmidt et al. (1985).
Tal modelo foi empregado para permitir inferéncias sobre a persisténcia em longo prazo dos

contaminantes no ambiente. Frente a tendéncia de desaceleragdo da produgdo de CO, apos 28
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dias do experimento respirométrico, modelo logistico ndo linear foi adotado dada sua maior
precisao.
A equacao utilizada para ajustar os dados respirométricos a modelos de producao de

CO: ¢ obter a previsao maxima de CO» ¢ expressa a seguir (2).

Bmax

=2 D ?

Onde:

B ¢ o gés carbonico produzido;

Bmax ¢ o valor maximo de biodegradagio previsto;

Bo ¢ a produgao inicial de COg;

r ¢ a taxa maxima de producao especifica para determinada substancia;

t € o tempo.

O ajuste dos dados concedeu os parametros de valor méaximo de biodegradacao previsto
(Bmax) e de tempo estimado para o valor maximo de biodegradagdo previsto (T Bmax). O
Bmax ¢ determinado quando a curva de produ¢do acumulada de CO> gerada pelo modelo se
estabiliza ao longo do tempo, ou seja, ndo apresenta aumento significativo (produgao
acumulada de COz < 0,99 x Bmax). O tempo de término de biodegradacao foi considerado
como o tempo de produgdo de CO2 igual a 0,95 x Bmax (MONTAGNOLLI et al., 2009). Dessa
forma, a analise dos indicadores Bmax e T Bmax permitiu a previsdo do valor maximo possivel
de producao de CO» e do tempo final de biodegradacao de cada ensaio realizado.

A modelagem dos dados e ajuste na equacao foram realizados por meio da plataforma
WOLFRAM MATHEMATICA 6. A geracdo de graficos foi realizada pelo software
MICROCAL ORIGIN 6.0.

3.5. Ecotoxicidade por disco-difusio de Kirby-Bauer

A ecotoxicidade inicial dos contaminantes a microbiota dos solos estudados foi avaliada
por meio da adaptacdo do método de disco-difusdao de Kirby-Bauer (BAUER et al., 1966)
(Figura 6). Este método ¢ amplamente utilizado para determinar a susceptibilidade de bactérias
a antibidticos (e.g., TARALE et al. 2015; KOVALE et al., 2021). Contudo, no presente estudo,

o antibidtico foi substituido pelos contaminantes estudados. Todo o material utilizado nesta
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metodologia foi autoclavado em autoclave vertical (Prismatec Analogico) a 121 °C e 1 atm
durante 15 minutos.

Discos de papel filtro (6 mm de diametro obtidos a partir da perfuragdo de papel filtro
Qualy de 90 mm de diametro com o auxilio de perfurador de papel) foram embebidos em QAYV,
AFFF 6%, AFFF 3%, AFFF 1% e desinfetante Esmeralda (controle positivo) da marca Syntax
Industria e Comércio, em triplicatas. Concentragdes de 3% e 1% de AFFF foram obtidas a partir
da dilui¢dao de AFFF 6%. Além disso, em todos os ensaios foi incluido um disco ndo embebido
em contaminantes (controle negativo). Ensaios foram realizados para (i) Bacillus subtilis
(ATCC 6633) — bactéria Gram-positiva comumente encontrada no solo (cf. LANNA-FILHO
et al., 2010) — e para o (ii) microrganismo mais recorrente no plaqueamento prévio do solo de
VCP (caracterizagao morfoldgica), obtido por meio das técnicas de dilui¢do seriada (dilui¢ao
107 de solo de VCP em solugdo NaCl 0,9%) e de semeadura (estrias multiplas para isolamento).

Os microrganismos foram inoculados em placas de Petri contendo Agar Nutriente
(Difco) por espalhamento em placa (spread-plate) com auxilio de al¢a de Drigalski (Figura
7A). Os discos de papel filtro foram entdao dispostos na superficie do meio de cultura de modo
equidistante, totalizando seis discos por placa (Figura 6, 7B-D). As placas foram invertidas e

incubadas a 37°C + 2°C durante 24 horas em incubadora Solab SL224 (Figura 7D).

Figura 6 — Principio do teste de suscetibilidade pela metodologia do disco-difusao de Kirby-

Bauer.

Fonte: ANVISA (2019). Adaptado pelo autor.
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Figura 7 — Inoculagdo de microrganismos (Bacillus subtilis € microrganismo mais recorrente
no plaqueamento do solo de VCP) em placas de Petri contendo Agar Nutriente por
espalhamento em placa (spread-plate) (A); adicao dos discos embebidos em contaminantes nas

placas de Petri (B); placa de Petri contendo os seis discos de modo equidistante (C); placas

invertidas em incubadora (D).

A B

Fonte: Autor (2021).

Ap6s o periodo de incubagdo, as placas foram examinadas pela mensuracdo dos halos
de inibi¢do, em milimetros, quando formados. Para fins de padronizagdo, o halo de inibigdo
considerado foi a area sem crescimento detectavel a olho nu. A interpretacdo dos resultados
seguiu o principio que sugere que o tamanho do halo de inibicdo indica maior ou menor
susceptibilidade microbiana (cf. ARORA e KAUR, 1999), em que valores menores de 7,0 mm
de didmetro sdo considerados ndo-ativos e aqueles iguais ou maiores que 12,0 mm sdo

considerados de maior efeito inibitorio.

3.6. Ecotoxicidade por germinacio de sementes
A germinacao consiste no fenomeno biologico de retomada do crescimento do embrido,

com subsequente rompimento do tegumento pela radicula. Neste sentido, ¢ o método ideal para
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avaliar efeitos causados por substancias potencialmente tdxicas, que agem interferindo no
desenvolvimento do embrido (AYERS ¢ WESTCOT, 1999).

A extracdo dos contaminantes dos solos ap6s o processo de biodegradacao foi iniciada
a partir da adi¢ao de dgua deionizada (H>O) até completar 100,0 ml de substancia total em cada
frasco respirométrico (Tabela 2). Ensaios de mesma concentragdo foram unificados em frascos
Erlenmeyer, respeitando a propor¢ao de 1:3 para os ensaios contendo solo da UNESP e de 1:2
contendo solo de VCP, e agitados em mesa agitadora Catel a 180 rpm, durante 24 horas (Figura
8A). Posteriormente, 20,0 ml do sobrenadante de cada ensaio foi transferido para tubos tipo
falcon, que foram centrifugados em centrifuga de bancada (MLW K24) durante 20 minutos a
4.000 rpm para decantacdo do sedimento e recuperacdo do sobrenadante contendo os
contaminantes (Figura 8B-C). Por fim, 3,0 ml do sobrenadante contendo os contaminantes

extraidos foram armazenados temporariamente em recipientes.

Tabela 2 — Ensaios elaborados para extragdo dos contaminantes das amostras de solo

ENSAIOS AFFF 6% QAV H20 ADICIONADA
Controle (C) - - 100,0 ml
AFFF 6% (A1) 0,5 ml - 99,5 ml
AFFF 6% (A2) 1,0 ml - 99,0 ml
AFFF 6% (A3) 5,0 ml - 95,0 ml
AFFF 6% (A4) 50,0 ml - 50,0 ml
AFFF 6% (A5) 100,0 ml - -

QAYV (Q1) - 0,5 ml 99,5 ml
QAYV (Q2) --- 1,0 ml 99,0 ml
QAYV (Q3) --- 2,5ml 97,5 ml
Cocontaminacao (B1) 1,0 ml 1,0 ml 98,0 ml
Cocontaminacao (B2) 5,0 ml 2,5 ml 92,5 ml

Os contaminantes extraidos de cada ensaio foram entdo adicionados em placas de Petri
(100 mm de diametro) contendo um disco de papel filtro (Qualy, 90 mm de diametro) (Figura
8D). Ensaios de controle positivo (3,0 ml de sulfato de zinco 0,05 N) e negativo (3,0 ml de
H>0) também foram preparados. Para cada placa de Petri, 20 sementes de alface (lactuca sativa)
Mimosa Green Salad Bowl da marca Feltrin Sementes Ltda. (Lote 0002601530063070), com
identificacdo do fabricante de 91% de potencial de germinacdo, de mesmo lote e livre de
defensivos quimicos agricolas, foram adicionadas (Figura 9A). As sementes foram obtidas
comercialmente em loja de produtos agropecudrios em Rio Claro, Sdo Paulo. Em seguida, as

placas de Petri foram embaladas com filme plastico para evitar a perda de umidade e
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armazenadas em estufa incubadora BOD Solab SL224, a 20°C + 2°C, durante 120 horas na
auséncia de luz. Apos 120 horas, as plantulas foram congeladas para interromper o crescimento
de modo uniforme e facilitar as mensuragdoes (MORALES, 2004). O numero de sementes
germinadas em cada amostra foi contabilizado e o comprimento das raizes mensurado (Figura
9B-C) para obtenc¢do do indice de germinagdo, dado pelas equagdes 3, 4 ¢ 5 (ARAUJO e
MONTEIRO, 2005) e baseado em métodos previamente descritos na literatura (DUTKA, 1989;
TIQUIA et al., 1996; SOBRERO e RONCO, 2008; MONTAGNOLLI et al., 2015).

GR = (iGT‘C‘) x 100 3)

Onde:
GR ¢ a germinagdo relativa,
SGa ¢ o nimero de sementes germinadas na amostra;

SGc ¢ o nimero de sementes germinadas no controle.

ERR = (’ZlM‘C‘) x 100 4

Onde:
ERR ¢ a elongacao radicular relativa;
EMa ¢ o elongamento médio na amostra;

EMc ¢ o elongamento médio no controle.

)

6 = ()

Onde:
IG ¢ o indice de germinagao;
GR ¢ germinagao relativa;

ERR ¢ elongacao radicular relativa.
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Figura 8 — Inicio da etapa de extragdo dos contaminantes dos solos em mesa agitadora (A);

transferéncia da amostragem para tubo tipo falcon (B); amostragem ap6s centrifugacao (C);

montagem dos ensaios ecotoxicoldgicos (D).

Fonte: Autor (2021).

Figura 9 — Adicao das 20 sementes na placa de Petri contendo papel de filtro (A); contagem da
germinagdo das sementes apds 120 horas em estufa incubadora (B); mensuracdo do

comprimento das raizes com o auxilio de régua (C).

Fonte: Autor (2021).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Biodegradacao de contaminantes pela microbiota nativa

A producao semanal de CO» a partir do metabolismo microbiano nos respirometros foi
representada em fungdo do tempo de biodegradagdo nas Figuras 10-12. Os dados brutos sdo
apresentados no APENDICE I, Tabelas 1-6.

Os resultados mostraram diferentes curvas de produ¢ao semanal de CO> entre os ensaios
realizados (Figuras 10-12). Os ensaios contendo 5,0 ml de AFFF 6% (A3), tanto no solo da
UNESP quanto de VCP, apresentaram maior taxa de biodegradacdo em comparagao ao controle
(C) e aos demais ensaios contendo apenas a AFFF (Figura 10; APENDICE I, Tabelas 1-2). Por
outro lado, os ensaios com 50,0 ml de AFFF 6% (A4) e 100,0 ml de AFFF 6% (AS)

apresentaram menor taxa de biodegradagio em relagio ao controle (C) (Figura 10; APENDICE

I, Tabelas 1-2).

Figura 10 — Produgdo de CO» semanal pelo tempo de incubagdo em ensaios C (controle), Al
(0,5 ml de AFFF 6%), A2 (1,0 ml de AFFF 6%), A3 (5,0 ml de AFFF 6%), A4 (50,0 ml de
AFFF 6%) ¢ A5 (100,0 ml de AFFF 6%). U = solo da Universidade Estadual Paulista (UNESP).
V = solo do Aeroporto Internacional de Viracopos (VCP).
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Fonte: Autor (2021).

Os ensaios contendo 0,5 ml de QAV (Q1), 1,0 ml de QAV (Q2) e 2,5 ml de QAV (Q3)
para ambos os solos (UNESP e VCP) apresentaram maior taxa de biodegradacao em relagao ao
controle (C), sendo as maiores taxas de biodegradagdo referentes aos ensaios com maior

concentragio de QAV (Figura 11; APENDICE I, Tabelas 3-4).
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Figura 11 — Producao de CO; semanal pelo tempo de incubacdo em ensaios C (controle), Q1
(0,5 ml de QAV), Q2 (1,0 ml de QAV) e Q3 (2,5 ml de QAV). U = solo da Universidade
Estadual Paulista (UNESP). V = solo do Aeroporto Internacional de Viracopos (VCP).
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Fonte: Autor (2021).
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Ja os resultados dos ensaios de cocontaminacao de 1,0 ml de AFFF 6% ¢ de 1,0 ml de

QAYV (B1) e cocontaminacdo de 5,0 ml de AFFF 6% e de 2,5 ml de QAV (B2) apresentaram

maior taxa de biodegradagao em relagao ao controle (C), tanto para o solo da UNESP quanto

para o solo de VCP (Figura 12; APENDICE I, Tabelas 5-6).

Figura 12 — Producao de CO; semanal pelo tempo de incubacao em ensaios C (controle), B1
(cocontaminagdo de 1,0 ml de AFFF 6% e de 1,0 ml de QAV) e B2 (cocontaminagdo de 5,0 ml
de AFFF 6% e de 2,5 ml de QAV). U = solo da Universidade Estadual Paulista (UNESP). V =

solo do Aeroporto Internacional de Viracopos (VCP).
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Fonte: Autor (2021).
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A variacdo das taxas de degradagdo pode ser explicada pelo tipo de substrato disponivel
em cada um dos ensaios. Apesar da tendéncia de redug¢do da produgdo de CO> nos ensaios a
partir do 28° dia, todos os ensaios apresentaram maior producdo de COz.semana’’ em relagdo
ao controle (C), com exce¢do dos ensaios A4 (50,0 ml de AFFF 6%) e A5 (100,0 ml de AFFF
6%). Neste sentido, a baixa produ¢do semanal de CO> nos ensaios controle (média de 17,20
pumol de CO..semana™ para solo UNESP e 12,63 umol de CO.semana! para VCP) é
provavelmente devido a disponibilidade de matéria organica presente no solo, que promove
apenas a respiracao basal. Resultados similares foram reportados em estudo de biodegradagao
de compostos flior-carbonados contendo hidrocarbonetos de petroleo e AFFF
(MONTAGNOLLLI, 2015), o que reforga a interpretagdo sugerida no presente estudo.

Considerando o método adotado para o calculo da média de producdo de pumol de
COs.semana’!, os resultados mostraram diferentes médias para os ensaios com QAV, AFFF e
cocontaminacdo (Tabela 3). Para os ensaios contendo apenas AFFF 6% (A1, A2, A3, Ade AS),
a média de producio observada foi de 17,02 pmol de COz.semana™! (UNESP) e 14,96 umol de
COz.semana’! (VCP) (Tabela 3). Ja para os ensaios contendo apenas QAV (Q1, Q2 e Q3), a
média de producio observada foi de 29,32 pmol de COz.semana™ (UNESP) e 31,33 pmol de
COz.semana™! (VCP) (Tabela 3). Por fim, os ensaios de cocontaminacio (B1 e B2) apresentaram

35,4 umol de COz.semana™! (UNESP) e 33,37 umol de COz.semana’! (VCP) (Tabela 3).

Tabela 3 — Média de producdo semanal de CO> para os ensaios respirométricos de mesmo
contaminante

MEDIA (pmol CO2.semana’)

ENSAIOS UNESP VCP
Controle (C) 17,20 12,63
QAV 29,32 31,33
AFFF 6% 17,02 14,96
QAYV + AFFF 6% 35,40 33,37

A baixa média de producio de pmol de COz.semana! para os ensaios contendo apenas
AFFF 6% pode estar relacionada a composi¢do quimica do contaminante. Ligacdes carbono-
flaor presentes na AFFF 6% sdo consideradas ligagdes quimicas muito fortes (ZHANG e
LERNER, 2012), por vezes persistentes mesmo apos processos de oxidagdo (BOURGEOIS et
al., 2015). Estudo realizado em condigdes aerdbicas e anaerobicas sugere a persisténcia de
subprodutos da biodegradagdo do AFFF no ambiente (REMDE e DEBUS, 1996), que,

eventualmente, sao detectados mesmo apos sete anos da contaminacdo (MOODY e FIELD,
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1999). Além disso, alguns subprodutos podem ser ainda mais toxicos do que o contaminante
original (MONTAGNOLLI, 2011). Este conjunto de evidéncias corrobora a hipotese
amplamente defendida de que os microrganismos nao sao capazes de degradar totalmente o
contaminante dependendo de sua composi¢ao quimica. Esta hipdtese ¢ reforcada pelos
resultados do presente estudo, uma vez que a produ¢ao de CO> pode ser considerada evidéncia
indireta da baixa biodegradacdo de AFFF 6%.

A alta média de produgdo de pmol de COz.semana™! para os ensaios de cocontaminagio
pode representar interagao positiva entre a AFFF 6% e o QAV. Esta interpretacao ¢ respaldada
pelo efeito surfactante da AFFF 6% sob as moléculas hidrofébicas do QAV, que diminui a
tensdo superficial devido a emulsificagdo e, consequentemente, auxilia na biodegradacao pelos
microrganismos (AMUND e ADEBIYT, 1991; JAIN etal., 1992; WHANG et al., 2008). Estudo
similar também reportou alta taxa de biodegradagdo em ensaios de cocontaminagdo contendo
gasolina e AFFF (MONTAGNOLLI, 2015), o que demonstra similaridade na resposta
hidrofébica de derivados de petrdleo na presenga de surfactantes. Apesar da maior
biodegradac¢dao nos ensaios de concontaminagdo, ndo ¢ recomendavel o uso de surfactantes
fluorados em processos de remediacao de solos contaminados por derivados de petrdleo
(MONTAGNOLLLI, 2015). Para tanto, o uso de biossurfactantes tem sido recomendado devido
a baixa toxicidade e alta biodegradabilidade (NITSCHKE e PASTORE, 2004;
MONTAGNOLLI et al., 2014; LOPES, 2014), o que também ¢ recomendado no presente

estudo.

4.2. Prognostico cinético da biodegradaciao de contaminantes pela microbiota nativa

O prognostico cinético por meio da modelagem matematica € apresentado na Figura 13.
Os dados brutos sio apresentados no APENDICE 1, Tabela 7.

Considerando o tempo estimado para o valor maximo de biodegradacdo previsto (T
Bmax), foi observado que os ensaios A4-U (50,0 ml de AFFF 6%), A5-U (100,0 ml de AFFF
6%) e A4-V (50,0 ml de AFFF 6%) estavam dentre os mais demorados (dias): 184,05, 209,07
e 428,17, respectivamente (Figura 13; APENDICE I, Tabela 7). J4 para os ensaios B2-U
(cocontaminac¢do de 5,0 ml de AFFF 6% e de 2,5 ml de QAV), B1-V (cocontaminagao de 1,0
ml de AFFF 6% e de 1,0 ml de QAV) e B2-V (cocontaminagado de 5,0 ml de AFFF 6% e de 2,5
ml de QAV) foram observadas uma das maiores produgdes acumuladas de CO> (umol de CO»):

554,59, 528,78 e 468,18, respectivamente (Figura 13; APENDICE I, Tabela 7).
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Figura 13 — Produgdo acumulada de CO2 em fun¢do do tempo de biodegradacio ajustada ao
modelo de Schmidt et al. (1985) em C-U (solo controle), A1-U (0,5 ml de AFFF 6%), A2-U
(1,0 ml de AFFF 6%), A3-U (5,0 ml de AFFF 6%), A4-U (50,0 ml de AFFF 6%), A5-U (100,0
ml de AFFF 6%), Q1-U (0,5 ml de QAV), Q2-U (1,0 ml de QAV), Q3-U (2,5 ml de QAV), B1-
U (cocontaminagao de 1,0 ml de AFFF 6% e de 1,0 ml de QAV), B2-U (cocontaminagao de
5,0 ml de AFFF 6% e de 2,5 ml de QAV), C-V (solo controle), A1-V (0,5 ml de AFFF 6%),
A2-V (1,0 ml de AFFF 6%), A3-V (5,0 ml de AFFF 6%), A4-V (50,0 ml de AFFF 6%), A5-V
(100,0 ml de AFFF 6%), Q1-V (0,5 ml de QAV), Q2-V (1,0 ml de QAV), Q3-V (2,5 ml de
QAYV), B1-V (cocontaminagdo de 1,0 ml de AFFF 6% e de 1,0 ml de QAV) e B2-V
(cocontaminagdo de 5,0 ml de AFFF 6% e de 2,5 ml de QAV). U = solo da Universidade
Estadual Paulista (UNESP). V = solo do Aeroporto Internacional de Viracopos (VCP). »
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Os resultados da modelagem matematica demonstraram que ensaios contendo altas

concentragdes de AFFF 6% possuem maior previsdo de tempo de biodegradagdo. Estes

resultados estdo em total conformidade com aqueles obtidos por meio dos ensaios com

respirdmetros de Bartha e Pramer, que apresentaram baixa produgio de pmol de CO2.semana’!

e, portanto, reforcam a evidéncia indireta da baixa biodegradacao de AFFF 6% aqui observada.

Além disso, a modelagem matematica corrobora a interagdo positiva da AFFF 6% com QAV,

uma vez que os ensaios de cocontaminac¢do apresentaram uma das maiores taxas previstas de

produgdo de pmol de CO> acumulado. No presente estudo, o prognostico cinético demonstrou
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indice de correlagdo (R?) satisfatorio (> 0,9796) para todos os ensaios analisados, o que sugere

a confiabilidade dos dados levantados.

4.3. Ecotoxicidade por disco-difusdo de Kirby-Bauer

A susceptibilidade do B. subtilis e do microrganismo isolado mais recorrente do solo de
VCP em relacdio aos contaminantes ndo biodegradados (i.e., ecotoxicidade inicial) ¢
representada na Figura 14 e exemplificada na Figura 15A-B. Os dados brutos sao apresentados
no APENDICE I, Tabela 8.

Maior susceptibilidade do B. subtilis ao AFFF 6% (16,0 mm) e AFFF 3% (12,0 mm) foi
observada ao comparar o didmetro dos halos formados (Figuras 14; APENDICE I, Tabela 8).
Neste sentido, quanto maior a concentracao de AFFF, maior ¢ a susceptibilidade do B. subtilis
ao contaminante (Figura 14; APENDICE I, Tabela 8). Por outro lado, nenhum dos
microrganismos estudados apresentaram susceptibilidade a0 QAV (Figura 14; APENDICE I,
Tabela 8). Os resultados do experimento ainda mostraram que o microrganismo nativo do solo
de VCP nido teve seu crescimento inibido em nenhum ensaio contendo os contaminantes
estudados, bem como nao apresentou susceptibilidade consideravel até mesmo para o controle

positivo (7,2 mm) (Figura 14; APENDICE I, Tabela 8).

Figura 14 — Diametro do halo (disco-difusdo de Kirby-Bauer) para os contaminantes em

Bacillus subtilis e microrganismo nativo isolado do solo do Aeroporto Internacional de

Viracopos (VCP).
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Figura 15 — Halos formados para Bacillus subtilis (A) e microrganismo nativo do solo do

Aeroporto Internacional de Viracopos (VCP) (B). As imagens (A) e (B) exemplificam apenas

uma das triplicatas utilizadas para o célculo da susceptibilidade.

Fonte: Autor (2021).

Altas concentracdes de AFFF sugerem que este contaminante € toxico ao B. subitlis.
Neste sentido, a AFFF promove efeito inibitorio para o estabelecimento e a multiplicacao desta
bactéria Gram-positiva (i.e., susceptibilidade). Em contraste, o QAV parece nido apresentar
toxicidade aos microrganismos estudados, uma vez que nao foi identificado nenhum efeito
inibitorio. Conforme salientado, o método de disco-difusao de Kirby-Bauer ¢ frequentemente
utilizado para a avaliagdo da susceptibilidade de bactérias a antibioticos (e.g., TARALE et al.
2015; KOVALE et al., 2021). Contudo, este método proveu resultados relevantes ao presente
estudo e, portanto, mostra-se promissor para futuras andlises ecotoxicologicas.

A resisténcia do microrganismo do solo de VCP sugere sua adaptabilidade em relagdo
aos contaminantes. Esta resisténcia pode ser explicada a partir da contaminagao recorrente do
local de origem da amostra de solo, onde os microrganismos passam pelo processo de selecao
ao longo de diversos anos em contato com os contaminantes estudados. Neste sentido, estes
microrganismos podem estar utilizando os contaminantes como substrato para sua
multiplicagdo, ao passo que microrganismos nao resistentes ndo se estabelecem no ambiente
local. Uma vez que objetivo do presente estudo ndao contempla a identificacdo deste
microrganismo, o desenvolvimento de trabalhos que visem a aplicagdo de técnicas
independentes de cultivo (KIRK et al., 2004; GONZALEZ et al., 2011) e metagendmica
(MONTAGNOLLI, 2015) sao algumas das possibilidades recomendadas para conclusdes
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aprofundadas. Contudo, a resisténcia deste microrganismo parece promissora para processos de

biorremediacao de solos contaminados com AFFF e QAV.

4.4. Ecotoxicidade por germinaciao de sementes

O indice de germinagdo de sementes de alface apos a biodegradag¢do dos contaminantes
(i.e., ecotoxicidade apds 91 dias) € representado na Figura 16. Os dados brutos sdo apresentados
no APENDICE I, Tabela 9.

Tendéncia na redugdo do indice de germinag¢dao de sementes foi observada com o
aumento da concentracdo de AFFF 6%, em que ensaios contendo 50,0 ml de AFFF 6% (A4) e
100,0 ml de AFFF 6% (A5) ndo apresentaram indice de germinagao (Figura 16; APENDICE I,
Tabela 9). Os ensaios contendo apenas QAV como substrato (Q1, Q2 e Q3) ndo apresentaram
comportamento padronizado (Figura 16; APENDICE 1, Tabela 9). J4 os ensaios de
cocontaminagdo de 1,0 ml de AFFF 6% e de 1,0 ml de QAV (B1) e cocontaminagdo de 5,0 ml
de AFFF 6% e de 2,5 ml de QAV (B2) estdo dentre os menores indices de germinagdo para
ambos os solos (Figura 16; APENDICE I, Tabela 9). O indice de germinagio das sementes em
solo da UNESP foi maior do que o de VCP, com excec¢do do ensaio de cocontaminagao de 1,0
ml de AFFF 6% ¢ de 1,0 ml de QAV (B1) (Figura 16; APENDICE 1, Tabela 9). Em alguns
ensaios, o indice de germinagdo excedeu 100%: (i) UNESP: C, A1, A2, A3, Q1, Q2 e Q3; (i1)
VCP: C e Q2 (Figura 16; APENDICE I, Tabela 9).

Figura 16 — Indice de germinacio de sementes para o solo da Universidade Estadual Paulista
(UNESP) e do Aeroporto Internacional de Viracopos (VCP). C (solo controle), Al (0,5 ml de
AFFF 6%), A2 (1,0 ml de AFFF 6%), A3 (5,0 ml de AFFF 6%), A4 (50,0 ml de AFFF 6%),
A5 (100,0 ml de AFFF 6%), Q1 (0,5 ml de QAV), Q2 (1,0 ml de QAV), Q3 (2,5 ml de QAV),
B1 (cocontaminacao de 1,0 ml de AFFF 6% e de 1,0 ml de QAV), B2 (cocontaminag¢ao de 5,0
ml de AFFF 6% e de 2,5 ml de QAV). »
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A tendéncia na redu¢do do indice de germinacdo de sementes em solos com AFFF pode
estar relacionada a composicao quimica do contaminante. Neste sentido, maiores concentragdes
de AFFF podem contribuir para maior acidez e liberagdo de componentes organicos pelo
contaminante no meio, influenciando diretamente no indice de germinagdo. Resultados
similares foram observados em estudo sobre biorremediagdo de areas contaminadas apods
incéndios de petroleo e petroquimicos (MONTAGNOLLI 2015), o que pode explicar o baixo
indice de germinacdo em ensaios de cocontaminagao.

Considerando os ensaios respirométricos de cocontaminagdo B1 e B2 para ambos os
solos, que obtiveram uma das maiores taxas de pmol de CO; acumulado, ¢ clara a correlagdo
da maior produ¢do de CO2 e menor indice de germinagdo. Este fato pode estar associado a
degradacgdo dos contaminantes, que possivelmente geraram subprodutos potencialmente toxicos
as sementes, influenciando negativamente na germinacado ¢ no crescimento (CLARO, 2017;
CRUZ, 2017). Por outro lado, o menor indice de germinagao de sementes em ensaios contendo
solo de VCP quando comparados ao solo da UNESP sugere que os microrganismos nativos
provavelmente utilizaram os subprodutos da degradagdo do contaminante como substrato para
sua multiplicagdo. Ou seja, a habilidade do microrganismo em utilizar em seu favor subprodutos
da degradagdo contribui para sua multiplicagdo, o que gera ainda mais subprodutos toxicos,
que, consequentemente, diminuem a germinagao de sementes devido a elevada toxicidade do
meio.

A ocorréncia de ensaios com indice de germina¢do acima de 100% em solos
contaminados merece destaque. Em tese, ensaios com indice de germinacdo acima de 100%

sugerem que nao ha toxicidade no meio. Uma vez que o solo foi contaminado, oscilagdes na
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temperatura podem ter influenciado no maior indice de germinagdo nestes ensaios. A
temperatura ideal de germinagdo de sementes de diversos cultivares de alface é de 20-25°C
(NASCIMENTO et al., 2012). Contudo, cultivares de alface sdao altamente sensiveis a variagdes
de temperatura para o desempenho de suas fungdes vitais, como a germinagdo (MENEZES et
al., 2000). Considerando que os ensaios com solos contaminados apresentaram alta producao
de CO2 e que as placas de Petri foram embaladas com filme plastico e mantidas a 20°C, a
elevada atividade de microrganismos no interior da placa possivelmente aumentou a
temperatura do meio e causou efeito positivo na germinagdo, mesmo na presenca de
contaminantes. Neste sentido, o aumento no numero de sementes germinadas implica em maior
indice de germinacdo, visto que seu cdlculo considera o nimero de sementes germinadas
comparado ao controle e inclui dados de germinagao relativa e elongagdo radicular relativa.
Estudos especificos sobre a influéncia da temperatura na germinagao de sementes de alface nas

condi¢des adotadas no presente estudo sdo necessarios para conclusdes precisas.

5 CONCLUSOES

O estudo da biodegradacdo e ecotoxicidade do QAV e da AFFF mostrou-se relevante
para a compreensao do efeito ambiental destes contaminantes apds simulagdes de emergéncia
aérea.

Os dados levantados sugerem que simulacdes de emergéncia aérea acumulam
subprodutos da biodegrada¢ao de QAV e AFFF no solo, que sdo potencialmente toxicos em
longo prazo. Além disso, a modelagem matematica sobre a cinética de degradagao demonstrou
clara correlagdo entre a maior concentracdo de AFFF e o maior tempo de degradagdo do
contaminante. Contudo, ¢ evidente que a composi¢do quimica do contaminante influencia seu
potencial de degradacdao pelo microrganismo. O aproveitamento do potencial surfactante de
biocompostos como medida de remediacdo €, portanto, a alternativa ambientalmente mais
conveniente para auxiliar na biodegradagdo destes contaminantes.

O método de disco-difusao de Kirby-Bauer evidencia o impacto ambiental da AFFF sob
B. subtilis, mostrando-se promissor para futuras analises ecotoxicoldgicas. A aplicacao deste
método ainda permitiu evidenciar a resisténcia do microrganismo nativo do solo de VCP e,
consequentemente, seu potencial para processos de biorremediacdo em solos contaminados
com QAV e AFFF.

O indice de germinagdo ¢ afetado por altas concentragdes de AFFF e em situagdes de

cocontaminacdo com QAV, o que pode ser potencializado em contato com subprodutos da
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biodegradacao dos contaminantes. Por outro lado, apesar do indice de germinacdo sugerir baixa
toxicidade para muitos destes ensaios, estudos especificos sdo necessarios para avaliar a
influéncia da temperatura na germinagao de sementes de alface, fator que pode mascarar os
resultados do indice de germinagao.

Finalmente, o presente estudo salienta a necessidade da elaborag¢do de planos de manejo
e de remediacdo do solo apos simulagdes de emergéncia aérea frente ao efeito ambiental
negativo destes contaminantes. Neste sentido, o incentivo ao emprego da biorremediagao do
solo e do desenvolvimento de biossurfactantes financeiramente acessiveis, aliado a fiscalizagao
rigorosa das simulagdes de emergéncia aérea, sdo essenciais para garantir o menor impacto

ambiental.
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Tabelas com dados brutos
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Tabela 1 — Producao de CO; semanal pelo tempo de incubacdo em ensaios C-U (controle), Al-
U (0,5 ml de AFFF 6%), A2-U (1,0 ml de AFFF 6%), A3-U (5,0 ml de AFFF 6%), A4-U (50,0
ml de AFFF 6%) e A5-U (100,0 ml de AFFF 6%). U = solo da Universidade Estadual Paulista

(UNESP)

TEMPO PRODUCAO CO: (umol de COz.semana™)

(em dias) C-U Al1-U A2-U A3-U A4-U A5-U
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
7 26,32 38,79 38,79 24,16 11,51 16,24
14 21,05 19,65 25,95 36,96 3,09 0,00
21 20,93 20,09 29,11 36,36 10,46 10,23
28 21,85 20,49 26,36 34,79 10,72 7,80
35 15,43 16,32 22,64 31,31 4,20 4,87
42 15,06 17,31 22,34 32,05 8,53 5,65
49 13,78 18,40 20,75 33,80 13,03 5,85
56 12,66 16,92 19,72 25,78 4,10 1,86
63 14,59 19,10 22,29 26,29 6,32 3,74
70 14,07 16,14 20,20 19,57 1,35 2,69
77 15,16 16,73 22,01 18,77 9,00 3,50
84 17,11 19,76 20,75 15,22 15,14 10,16
9] 15,60 20,86 20,53 15,55 13,83 12,50
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Tabela 2 — Producao de CO; semanal pelo tempo de incubacdo em ensaios C-V (controle), Al-
V (0,5 ml de AFFF 6%), A2-V (1,0 ml de AFFF 6%), A3-V (5,0 ml de AFFF 6%), A4-V (50,0
ml de AFFF 6%) e AS5-V (100,0 ml de AFFF 6%). V = solo do Aeroporto Internacional de
Viracopos (VCP)

TEMPO PRODUCAO CO: (umol de COz.semana™)

(em dias) C-V Al-V A2-V A3-V A4-V A5-V
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
7 25,78 39,16 39,16 39,16 27,39 29,04
14 19,15 27,74 33,46 39,82 8,36 10,87
21 18,11 20,57 29,07 35,48 2,49 7,29
28 17,38 25,28 21,47 29,26 3,63 9,59
35 10,34 13,75 12,84 16,61 1,65 6,93
42 7,87 9,74 11,11 22,66 1,54 3,54
49 7,62 8,66 9,92 19,91 2,42 4,51
56 10,47 12,69 14,52 32,34 2,50 9,57
63 10,00 11,35 12,42 17,07 2,38 3,49
70 10,98 11,70 12,79 33,66 2,19 3,36
77 10,21 11,19 10,40 27,50 3,19 2,77
84 9,19 10,15 10,58 26,48 2,88 1,54

91 7,12 7,70 7,60 36,85 7,59 0,45
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Tabela 3 — Producao de CO; semanal pelo tempo de incubacdo em ensaios C-U (controle), Q1-

U (0,5ml de QAV), Q2-U (1,0 ml de QAV) e Q3-U (2,5 ml de QAV). U = solo da Universidade

Estadual Paulista (UNESP)

TEMPO PRODUCAO CO2 (umol de CO2.semana™)
(em dias) C-U Q1-U Q2-U Q3-U
0 0,00 0,00 0,00 0,00
7 26,32 38,79 38,79 38,79
14 21,05 32,60 36,96 36,96
21 20,93 30,65 32,30 37,42
28 21,85 27,62 35,80 34,79
35 15,43 21,01 26,82 30,29
42 15,06 21,38 29,32 29,08
49 13,78 21,55 24,43 30,24
56 12,66 21,24 21,10 28,38
63 14,59 23,86 27,68 34,39
70 14,07 20,52 21,44 33,22
77 15,16 21,11 22,42 3391
84 17,11 23,46 35,60 33,56
91 15,60 26,41 25,04 34,89
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Tabela 4 — Producao de CO; semanal pelo tempo de incubacdo em ensaios C-V (controle), Q1-

V (0,5 ml de QAV), Q2-V (1,0 ml de QAV) e Q3-V (2,5 ml de QAV). V = solo do Aeroporto

Internacional de Viracopos (VCP)

TEMPO PRODUCAO CO2 (umol de CO2.semana™)
(em dias) C-V Q1-vV Q2-vV Q3-v
0 0,00 0,00 0,00 0,00
7 25,78 39,16 39,16 39,16
14 19,15 39,29 39,82 39,82
21 18,11 32,46 39,56 39,56
28 17,38 32,40 39,99 40,70
35 10,34 20,35 30,14 35,09
42 7,87 23,06 28,51 33,00
49 7,62 24,55 26,37 31,24
56 10,47 28,93 31,35 34,32
63 10,00 24,48 26,54 32,93
70 10,98 27,81 25,61 32,78
77 10,21 23,51 28,18 26,71
84 9,19 23,10 28,25 29,68
91 7,12 20,55 32,29 31,55

Tabela 5 — Produgao de CO» semanal pelo tempo de incubagao em ensaios C-U (controle), B1-
U (cocontaminacdo de 1,0 ml de AFFF 6% e de 1,0 ml de QAV) e B2-U (cocontaminagdo de
5,0 ml de AFFF 6% e de 2,5 ml de QAV). U = solo da Universidade Estadual Paulista (UNESP)

TEMPO PRODUCAOQO CO: (umol de COz2.semana™)
(em dias) C-U B1-U B2-U
0 0,00 0,00 0,00
7 26,32 39,16 37,17
14 21,05 39,67 37,90
21 20,93 39,56 39,56
28 21,85 40,70 40,70
35 15,43 36,34 39,26
42 15,06 33,67 36,53
49 13,78 28,89 35,42
56 12,66 34,58 39,09
63 14,59 30,10 36,04
70 14,07 29,27 36,80
77 15,16 25,65 37,53
84 17,11 26,88 38,54
91 15,60 25,35 36,17
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Tabela 6 — Produgao de CO» semanal pelo tempo de incubagao em ensaios C-V (controle), B1-
V (cocontaminacdo de 1,0 ml de AFFF 6% e de 1,0 ml de QAV) e B2-V (cocontaminagdo de
5,0 ml de AFFF 6% e de 2,5 ml de QAV). V = solo do Aeroporto Internacional de Viracopos

(VCP)

TEMPO PRODUCAO CO: (umol de COz.semana)
(em dias) C-vV B1-V B2-V
0 0,00 0,00 0,00
7 25,78 39,16 39,16
14 19,15 39,82 39,16
21 18,11 39,56 31,53
28 17,38 40,70 32,89
35 10,34 40,37 21,84
42 7,87 33,77 24,31
49 7,62 30,71 27,17
56 10,47 35,31 32,12
63 10,00 35,79 28,50
70 10,98 34,56 29,59
77 10,21 34,21 27,64
84 9,19 35,20 29,90
91 7,12 34,30 30,36
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Tabela 7 — Dados de valor méximo de biodegradagdo previsto (Bmax), tempo estimado para o

valor maximo de biodegradacdo previsto (T Bmax) e indice de correlagio (R?) do modelo

matematico aplicado sobre a respirometria e producdo acumulada de CO:> nos ensaios

respirométricos. U = solo da Universidade Estadual Paulista (UNESP). V = solo do Aeroporto

Internacional de Viracopos (VCP)

ENSAIOS Bmax (umol CO2) T Bmax (dias) R?
C-U (solo controle) 247,0598 154,8670 0,9931
A1-U (0,5 ml de AFFF 6%) 309,7950 173,3870 0,9971
A2-U (1,0 ml de AFFF 6%) 347,0251 156,1730 0,9963
A3-U (5,0 ml de AFFF 6%) 343,3525 114,1860 0,9960
A4-U (50,0 ml de AFFF 6%) 138,1424 184,0550 0,9867
A5-U (100,0 ml de AFFF 6%) 106,6088 209,0720 0,9796
Q1-U (0,5 ml de QAYV) 373,0714 160,6870 0,9943
Q2-U (1,0 ml de QAYV) 415,4258 152,1590 0,9934
Q3-U (2,5 ml de QAYV) 514,3371 164,7430 0,9956
B1-U (cocontaminacio de 1,0 ml de

AFFF 6% e de 1,0 ml de QAYV) 456,0895 136,0450 0,9959
B2-U (cocontaminacio de 5,0 ml de

AFFF 6% e de 2,5 ml de QAV) 554,5938 151,8970 0,9964
C-V (solo controle) 176,3313 145,9380 0,9906
A1-V (0,5 ml de AFFF 6%) 215,9944 131,4850 0,9903
A2-V (1,0 ml de AFFF 6%) 230,6639 127,6540 0,9882
A3-V (5,0 ml de AFFF 6%) 471,6789 185,9090 0,9927
A4-V (50,0 ml de AFFF 6%) 127,5565 428,1740 0,9822
AS5-V (100,0 ml de AFFF 6%) 97,4102 121,1950 0,9970
Q1-V (0,5 ml de QAYV) 405,7674 154,7220 0,9952
Q2-V (1,0 ml de QAYV) 450,0132 147,3570 0,9937
Q3-V (2,5 ml de QAYV) 484,5026 143,5710 0,9959
B1-V (cocontaminacio de 1,0 ml

de AFFF 6% e de 1,0 ml de QAYV) 528,7857 150,8620 0,9956
B2-V (cocontaminacio de 5,0 ml 468,1812 167.7280 0.9958

de AFFF 6% e de 2,5 ml de QAYV)
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Tabela 8 — Valores dos halos formados (em mm) para cada substincia testada em Bacillus

subtilis e microrganismo nativo do solo do Aeroporto Internacional de Viracopos (VCP)

SUBSTANCIA

FORMACAO DE HALO (em mm)

MICRORGANISMO  B. subtilis

Controle positivo
Controle negativo
AFFF 6%

AFFF 3%

AFFF 1%

QAV

7,2
0

S O O O

17
0
16
12
9,5
0

Tabela 9 — Valores do indice de germinacdo (%) para cada ensaio ap6s o periodo de

biorremediacdo. U = solo da Universidade Estadual Paulista (UNESP). V = solo do Aeroporto

Internacional de Viracopos (VCP)

INDICE DE GERMINACAO (%)

ENSAIOS UNESP VCP
C 107,20 104,93
Al 175,34 81,64
A2 155,93 81,75
A3 118,94 23,77
A4 0,00 0,00
AS 0,00 0,00
Q1 153,19 90,81
Q2 150,78 107,90
Q3 175,13 98,20
B1 44,56 56,53
B2 34,23 2,18







