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Resumo

Espumas formadoras de filme aquoso (AFFF) liberadas em grandes quantidades no ambiente
quando utilizadas para extinguir incéndios de hidrocarbonetos. Em sua formulacdo existem
grandes quantidades de compostos fllior-carbonados (PFCs) que contribuem com a
capacidade extintora de incéndio, mas também sdo altamente resistentes a biodegradacéo e
por isso tém prolongada persisténcia ambiental. Este trabalho utiliza diferentes metodologias
para determinar compostos organo-halogenados possiveis em cenarios de contaminagédo e
biorremediacdo. O objetivo geral é determinar o potencial de diferentes técnicas na deteccao
de PFCs em AFFF para aplicacdes biotecnoldgicas, em que ocorre a co-contaminacdo por
outras substancias, por exemplo. Técnicas de cromatografia associada a espectrometria de
massa (GC-MS) foram empregadas para quantificacdo dos subprodutos de biotransformacéo
contendo flbor. As etapas envolvem a quantificacdo de PFCs e subprodutos volateis por GC-
MS. Além disso foram desenvolvidas metodologias para quantificar os subprodutos de
biodegradagéo ainda néo identificados a partir dos fluorcarbonados.

Ralavras—chave: AFFF. Perfluorados. GC-MS.
Area Tematica: Impactos Ambientais.

Development and optimization of fluorocarbon detection for
application in bioremediation technologies

Abstract

Aqueous film-forming foams (AFFFs) are released in substantial amounts into the
environment when used to extinguish hydrocarbon fires. In their formulation there are
perfluorinated compounds (PFCs) that contribute to the fire extinguishing capacity, but are
also highly resistant to biodegradation and therefore have prolonged environmental
persistence. This work uses different methodologies to determine biodegradation pathways of
organohalogenates in bioremediation scenarios. The general objective is to determine the
potential of different techniques in the detection of PFCs in AFFF for biotechnological
applications, where co-contamination by other substances occurs, for example.
Chromatography techniques associated with mass spectrometry (GC-MS) were employed for
quantification of the fluorine-containing biotransformation by-products. The steps involve the
quantification of PFCs and volatile by-products by GC-MS. Moreover, GC-MS methodologies
were developed to quantify the yet unidentified biodegradation by-products from the
fluorocarbons.

Keywords: AFFF. Perfluorinated compounds. GC-MS.
Theme Area: Environmental Impacts.
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1 Introducéo

A partir do final da década de 1990 e, particularmente, nos ultimos anos, tem havido um
aumento nas publicacfes e estudos de monitoramento que descrevem a presencga de compostos
fluorados no ambiente e em seres humanos. Assim como os clorados e bromados, os
contaminantes organofluorados compreendem um grande nimero de compostos de diferentes
classes. De interesse mais recente sdo os compostos perfluorados ou polifluorados (PFCs), uma
vez que a substituicdo completa de ligacdes carbono-hidrogénio paraas ligagdes de flior-carbono
sdo mais fortes e conferem propriedades fisico-quimicas Unicas, incluindo uma alta resisténcia a
degradacdo abioticae biotica(MARTIN etal., 2004).

Toneladas de espumas formadoras de filme aquoso (AFFF) contendo PFCs sdo liberadas
no ambiente, pois sua aplicacdo é fundamental no controle de diversos incéndios em
hidrocarbonetos. De fato, em situacdes de incéndio, o uso racionado visando menor liberacdo e
consequente menor impacto ambiental de AFFF ndo é uma opcao, pois situacfes de incéndio
representam sério risco a vida e as propriedades locais. As AFFFs sdo imprescindiveis pela a sua
efetividade na prevencéo de danos colaterais e re-igni¢do de incéndios nesses locais.

Sabe-se que dentre os PFCs, as AFFFs contém em maior parte substancias per e poli
fluoralquiladas (PFAS) como principais agentes (MOODY & FIELD, 2000). Em refinarias de
petréleo, postos de gasolina e em outros locais, como aeroportos municipais e campos de
treinamento do corpo de bombeiros, onde AFFFs foram lancadas sob concentracdes elevadas
(>1.000.000 ng.L-1) sdo detectados acidos carboxilicos perfluorados (da sigla em inglés
perfluorinated carboxylic acid, PFCA), &acidos sulfénicos perfluorados (da sigla em inglés
perfluorinated sulfonic acids, PFSA) e fluorotelomeros sulfonados (da sigla em inglés
fluotelomer sulfonate, FtS) em aguas subterréneas e superficiais (AHRENS, 2011). As aguas
subterraneas em locais impactados pelo uso de AFFF tém as maiores concentragdes registadas de
PFAS entre qualquer ambiente (SCHULTZ etal., 2004).

Os PFCs sdo persistentes, bioacumulaveis, tdxicos e contaminantes. Por isso, a
preocupacao com a sua ocorréncia no ambiente tem aumentado nos ultimos anos. Eles foram
detectados em muitas amostras ambientais (GIESY & KANNAN, 2002), Compostos organicos
halogenados s&o caracterizados pela sua elevada estabilidade no ambiente. No entanto, tornou-se
evidente durante as Gltimas duas décadas que muitos destes compostos sdo suscetiveis a
degradacdo microbiana. Reconhece-se, portanto, que a degradacdo microbiana de tais
compostos, apesar de ser relativamente lenta, pode contribuir de forma significativa para o seu
destino ambiental em longo prazo (WHITACRE, 2008). Dados sobre o destino ambiental desses
compostos sdo importantes, dada a toxicologia de PFCs, principalmente PFOA e PFOS. Estudos
associam tais substancias ao aumento dos niveis de triglicerideos e colesterol no figado,
diminuicdo do colesterol no soro, hipolipidemia, e redu¢do no consumo de alimentos em
macacos-cinomolgo. Além disso, existe também a toxicidade de PFOS no desenvolvimento
hepatotoxicidade, imunotoxicidade e neurotoxicidade em mamiferos, tais como ratos, e peixes
como zebra-fish, carpacomume vairdo (HUANG etal., 2010).

Dada uma condicdo ambiental especifica, é possivel que os PFCs possam ser
seletivamente remediados de modo mais eficiente enquanto outros compostos sao mineralizados.
Nesta pesquisa foram propostos ensaios no contexto da biorremediacdo de amostras
contaminadas por AFFF de modo a fornecer dados sobre a composic¢édo de AFFF, que ndo apenas
ajude a determinar os componentes da formulacdo comercial protegida por patente, como
também influencie as interagdes ecoldgicas dentro das comunidades oxidantes com o objetivo de
descrever a remocao dos poluentes que sdo liberados no ambiente. O objetivo nos experimentos
apresentados aqui foi estudar os compostos fluor-carbonados das espumas formadoras de filmes
aquosos (AFFF) utilizando cromatografia gasosa associada a espectrometria de massa.
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2 Metodologia

Para estudar as condi¢cGes ambientais e biologicas que facilitam as reacbes de
transformacéo de PFCs (PFAS e fluortelomeros), foram analisadas as formula¢Ges mais comuns
de AFFF baseadas em fluortelémero tioamido sulfonados (FtTA0S) da Ansul e Sintex. Os
experimentos foram conduzido por cromatografia gasosa associada a espectrometria de massa
(GC-MS) em ensaios piloto para o desenvolvimento de um método novo para deteccdo rapidaem
cromatografia gasosa dos compostos perfluorados.

2.1 Amostras utilizadas

Foram coletadas amostras de solo da Refinaria de petréleo da Petrobras em Paulinia, SP,
Brasil. As amostras de solo foram coletadas em julho de 2015 em uma area proxima aos tanques
de estoque de combustivel da refinaria. O solo foi removido com instrumentos livres de PFAS na
profundidade de até 0,2 m abaixo do solo.

A espuma do tipo AFFF foi aplicada em grande escala no incéndio ocorrido na Refinaria
do Planalto Paulista (Replan), localizada em Paulinia/ SP (22°43'24.2"S 47°08'00.3"W), em 8 de
janeiro de 1993, sendo este 0 maior incéndio ja ocorrido em refinarias de petréleo no Brasil.
Bombeiros fizeram a extingdo do fogo que atingia as bacias de contencdo com aplicacéo de jatos
de AFFF e o resfriamento do tanque atingido e dos adjacentes utilizando jatos de agua. Foram
consumidos 4.000.000 L de dleo diesel e gastos 37.000 L de AFFF liberados no solo
(FIGUEREDO et al., 1999). Ndo existem registros sobre a marca de AFFF utilizada na época,
contudo, sabe-se que a maior parte da AFFF produzido no mundo nessa época eram da marca
Ansul e 3M, sendo estas as possiveis formulacdes de fluortelomerados aplicadas no local. Na
época o Brasil ndo produziasuas proprias espumas de incéndio do tipo AFFF.

Para os ensaios realizados no Departamento de Bioquimica e Microbiologia da
Universidade Estadual Paulista (UNESP — Rio Claro), os experimentos foram conduzidos
utilizando essas amostras de solo, que foram preservadas em freezer (-4°C) como inéculo.

2.2 Montagem dos frascos

As analises foram feitas em frascos sericos (também conhecidos como frascos de
penicilina) com volume de 80 mL com os seguintes componentes: 25 mL de meio salino minimo
BH (Bushnell Haas), composto por 0,2 g.L. "t de MgSOs, 0,02 g.L ™ de CaClz, 1,0 g.L "t de KH2POs,
1,0 g.L "t de K2HPO4, 1,0 g.L  de NH4sNOze 0,05 g.L ™ de FeCls; 100 pL de AFFF da formulagdo
Sintex. Assim como no AFFF fabricado pela Ansul. Diluigdes a partir da formula original foram
feitas para se adequar aos limites de deteccdo das técnicas utilizadas; 2,5 g de amostra de solo,
utilizando solo contaminado com AFFF.

2.3 Preparodasamostrase extracdo de AFFF

A extracdo dos PFCs ocorreu misturando 20 mL de amostra liquida sem solo a 20 mL de
solvente em um funil de separagdo. Foram testados os seguintes solventes: diclorometano e
acetato de etila. A adequacéo do solvente utilizado ao método visa aumentar a miscibilidade entre
0 solvente e a amostra durante a fase inicial da cromatografia. As etapas seguintes foram
modificadas a partir de Gotebiowski et al (2011) e otimizadas para a extracdo dos
fluorcarbonados encontrados na formulagdo Sintex de AFFF. A mistura 1:1 de solvente e amostra
foi submetida a agitacdo manual por 5 minutos e sonicadas por 30 minutos. Todas as extracdes
piloto foram feitas em duplicata, entretanto os ensaios definitivos com solo serdo conduzidos em
triplicata. Além disso, os ensaios definitivos contendo solo as particulas serdo separadas da fase
liquida por centrifugacdo a 15000 g por 15 minutos antes dos procedimentos. Espera-se que 0s
solventes organicos facilitem a deteccdo dos PFCs pela diminuicdo da pressdo de vapor e 0
carregamento das moléculas a amostragem em seringa. As extracdes tém como alvo o



ii\ 5 6° Congresso Internacional de Tecnologias parao Meio Ambiente

Bento Gongalves — RS, Brasil, 10 a 12 de Abril de 2018

\

&8

estabelecimento de um método de alta performance em GC-MS, com tempo de corrida reduzido e
altaintensidade de sinal dos compostos individuais.

2.4 Monitoramento da biotransformacao de AFFF por GC-MS e determinacao de
produtos de biotransformacao

As amostras foram analisadas por cromatografia gasosa associada a espectrometria de
massa com 0 GC-MS Shimadzu QP2010 ULTRA. A concentracdo de fluorcarbonados foram
monitoradas ao injetar 2,0 uL de amostra liquida apds extracdao por solvente. A abordagem
definitiva sobre a amostragem é proposta para utilizacdo em estudos futuras em ensaios de
biotransformacao de AFFF. A injecéo foi feitacom micro-seringas paraamostragem liquida com
oauxilio do AOC-20i autoinjector.

Foi utilizada a coluna Rtx-5ms e 0 gas carreador utilizado no sistema foi o hélio. Parauma
analise confiavel, mas que ainda assim ndo danifique a vida Util do equipamento e da coluna, as
temperaturas do injetor e do detector foram de 290°C, embora a metodologia original por
Langlois et al. (2007) recomende 310°C (Método 1). Os seguintes programas de temperatura
foram aplicados: 60 a 130C, com rampa de 2°C / min e depois 130-310-C, em uma taxa de 8°C/
min. Os espectros de massa (70 eV) foram registrados na porcao do espectrémetro de massa do
mesmo equipamento. A fonte de ions foi mantidaa 200°C.

As formulagdes estoque de AFFF fluortelomerizadas Sintex, produzida no Brasil, foram
utilizadas como padrdo Unico de deteccdo. Foi testado também o limite de resolucdo do
equipamento para comparar com a capacidade de extracdo de fluorcarbonados das amostras
ambientais. Apesar da auséncia de padrdes analiticos, 0 modo TIC-SCAN utilizado nas etapas
atuais do trabalho permitem a utilizacdo da biblioteca de massa / carga (m / z) de acordo a
biblioteca de espectros de espectrometria de massa disponivel no software NIST11 Mass Spectral
Library EPA/NIH e com 0s novos compostos.

Outro método (Método 2) partiu dos parametros descritos por Shoeib et al. (2006) na
determinacéo de PFCAs e PFOA por GC-MS. O cromatdgrafo gasoso foi regulado para injecéo
comsplit-ratio 1:30. Foram utilizadas as Rxi-1ms, ao invés da Rtx-5ms. Hélio foi usado como gas
de carreador. Para uma analise confiavel, as temperaturas injetor e do detector foram de 310°C.
Os seguintes programas de temperatura foram aplicados: 60-130°C, taxa de 2°C.min™ e, em
seguida, 130-310°C, a taxa de 8°C.min"t. Os espectros de massa (70 eV) também foram
registrados no espectrémetro de massa acoplado ao GC. A fonte de ions foi mantidaa 220°C.

3 Resultados

Os resultados obtidos correspondem ao aperfeicoamento dos protocolos experimentais
estabelecidos em Montagnolli et al. (2017). Os novos resultados apresentados nesse artigo
confirmacé&o e obtencédo de dados sobre os componentes encontrados em AFFF.

3.1 Deteccdo de PFCspor GC-MS

Os procedimentos de extracao com solventes permitiram a detec¢do de alguns picos pela
cromatografia. Embora as metodologias iniciais ndo tenham sido otimizadas para a deteccao dos
PFCs, alguns compostos foram detectados em um intervalo de 55,2 a 88,8% de similaridade no
padréo de fragmentacdo m / z presentes na biblioteca NIST. Na Figura 14, sdo mostrados 0s
compostos detectados ap6s o procedimento de extracdo em acetato de etila ou diclorometano,
conforme asimilaridade ao espectro de massa da biblioteca.
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Figura 1. Similaridade do espectro de massa dos compostos encontrados nos ensaios piloto contendo
AFFF, sendo eles perfluoroctano (a), octadecafluoro-trans-deceno (b), cido pentadecafluoroctanoico
(c), um fluortelomero de &cido butanodioico (d), um perfluoroctano clorado (e).

Entry:193798 Library:NIST11.LIB H H H
Formula:C8F18 CAS:307-34-6 MolWeight:438 Retindex:0 Similaridade 88%
CompName:Perfluorooctane $$ Octadecafluorooctane $$ Perfluorooctanes $$ Octane, octadecafluoro- $$ n-Perfluorooctane $$ 1,1,1,2,2,3,3,4,4,5,5,6,6,7,7
100
: F F F F
4 F F F F
- F F
1 19 131 b b
j 100 169
1 0 9\3 ‘ 150 182 2%9 231 269 281 319 331
e A e A A e Al M A A U (a)
50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330
Entry:199432 Library:NIST11.LIB . . -
Formula:C10H2F18 CAS:0-00-0 MolWeight:464 Retindex:0 Similaridade 84%
CompName:1,1,1,2,2,3,3,4,4,7,7,8,8,9,9,10,10,10-Octadecafluoro-trans-dec-5-ene
100 2%

P N
o
©
n1
m
%w
:
-
=

126 e
119 163 213 zs
B % ‘ e ‘ ‘ Tl e 264 313 37
N SR I O R PGB ) T ‘ =l (b)
40 60 8 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440
Entry187064 Library:NIST1L.LIB Similaridade 74%

Formula:C8HF1502 CAS:335-67-1 MolWeight:414 Retindex:175
CompName:Pentadecafluorooctanoic acid $$ Octanoic acid, pentadecafluoro- $$ Pentadecafluoro-1-octanoic acid $$ Perfluorocaprylic acid $$ Perfluorohe

100 -

: 45

1 69

1 100 119

1 181 231

118 2 . ‘?‘7‘ ‘ w3 e [ e 29 | p3 269 281 300 B 37 ap 305 (C)

10 30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390
Entry:211547 Library:NIST11.LIB Similaridade 73%

Formula:C16H9F2104 CAS:125111-33-3 MolWkeight:664 RetIndex:721
CompName:Butanedioic acid, mono(3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,12,12,12-henicosafluorododecyl) ester $$ 4-[(3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,1

100 .
i 69 119 169 X\/\/\/\)ee(\)(v
s X
] 95 29 413 477 52 646
139 | ‘ ‘ 5 162 | 195 | 243257 281 s0edto 345 362 381 308 19427 a5 463 J, 495 | 54 563 585 603 620 640 664
2 Te s B HAM AR AR g g hs‘o“l ‘418:0“‘5‘1‘0‘ [ VA Ve (d)

Entry:192391 Library:NIST11.LIB Similaridade 69%

Formula:C8CIF150 CAS:335-64-8 MolWeight:432 Retindex:131
CompNare:Perfluorooctanoyl chloride $$ Octanoyl chloride, pentadecafluoro- $$ Perfluorooctanoic acid chloride $$ Perfluorocaprylic chloride $$ n-Perflu

100 - _
] w00 M9 o 169 :
] 85 -
i 50 219 st
| | ‘ Lo ‘ | | Bt 281 ‘ (e)
30 50 70 9 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350
Entry:191896 Library:NIST11.LIB Similaridade 68%

Formula:C10H6F16 CAS:40723-66-8 MolWeight:430 Retindex:0
CompName:Decane, 1,1,2,2,3,3,4,4,7,7,8,8,9,9,10,10-hexadecafluoro- $$ 1,1,2,2,3,3,4,4,7,7,8,8,9,9,10,10-Hexadecafluorodecane # $$
100 .

145
95 105 209 279

13 1p7

1 O O Iy A A O W
bt \H\ ‘\ ! i \‘\ ! i 1} 1 ! i ! i 1} i ! i U i U i ! i 1)

30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390 410




ii\ 5 6° Congresso Internacional de Tecnologias parao Meio Ambiente

Bento Gongalves — RS, Brasil, 10 a 12 de Abril de 2018

\

&8

Os dados de similaridade parciais na Figura 1 indicam a necessidade de otimizacdo do
método, afinal a similaridade encontrada é insuficiente para a confirmacdo dos compostos. A
baixa similaridade, no entanto, pode ser decorrente de uma incompatibilidade do método
utilizado (extracdo e cromatografia) e os parametros teoricos da biblioteca NIST. Essas ana;ises
foram independentes do uso de padrBes analiticos que poderiam confirmar a presenca desses
compostos. Curiosamente foram encontrados compostos desconexos, como um perfluoroctano
clorado (Figura 1e), contudo a baixa similaridade justifica um erro na combinagdo do espectro
tedrico com o encontrado experimentalmente. Sendo assim, a etapa atual desse estudo para
otimizacdo desse método tem sido desenvolvida para eliminar os problemas associados ao padrao
de fragmentacéo dos compostos e do espectro de massa.

3.2 Desenvolvimento de método cromatografico de PFCs

Embora presentes em pequenas concentragcdes (ppb, ng.mL-1), os PFCs foram
detectaveis, mas seus picos cromatograficos ainda estdo pouco resolvidos. Esse trabalho encoraja
0s ajustes necessarios nos métodos em estudos futuros, para a obtencéo de resultados cada vez
mais sensiveis para a determinacédo dos PFCs. Uma das propostas desta pesquisa foi a otimizacao
da deteccdo desses compostos 0s quais pouco se conhece. Esta fase da pesquisa encontrou
diferentes perfis e separacdo de acordo com o solvente e metodologia utilizados (Figura 2)
modificar os parametros disponiveis para PFCAs.

E importante citar que o método de separacdo cromatogréfica atingido nesse estudo
obteve resultados satisfatorios para analises ambientais, tanto em duracdo quanto em resolucao
dos picos. Os resultados atuais sé foram obtidos apds extensivos testes e adaptacdes das
metodologias prpostas por Shoeib et al. (2006) e Langlois et al. (2007). Contudo, a intensidade
dos sinais e a geragdo inconsistente de cromatogramas entre as amostras séo alguns dos
problemas argumentaveis sobre essa pesquisa. Somado a isso, foi indicado na Figura 2(a) a
presenca de um fluorcarbonado contendo cloro em sua cadeia, 0 que ndo corresponde ao
esperado. O pico desconhecido na Figura 2(b), cuja hipotese inicial era de se tratar do solvente,
também ndo foi um resultado esperado, pois sua assinatura de fragmentacdo néo é identificada
pelo espectrometro de massa.

Ainda assim, a mistura de compostos presente na formulacdo total do AFFF é bastante
complexa, sendo 0s compostos perfluorados muito diversos. Observou-se nesses ensaios piloto
que a formulacdo do AFFF brasileiro produzido pela Sintex amostrado nessa pesquisa difere
significativamente do AFFF utilizado nos EUA, embora ambos sejam formulados pela mesma
empresa (Ansul). Acredita-se que as fragdes menores nao resolvidas na Figura 2(a) e 2(b) indique
alguns surfactantes ndo fluorados, incluindo o dietilenoglicol butil éter (DGBE), como parte da
composicao total do AFFF Sintex.

Logo, os ensaios apresentados demonstraram que os métodos de GC-MS séo
suficientemente sensiveis e adequados para a determinacéo de concentracGes muito baixas de
fluorcarbonados em amostras reais e, portanto, pode ser potencialmente aplicada no lugar de os
procedimentos de HPLC-MS/MS comumente usados.

Compostos intermediarios de PFCs, incluindo PFCA e PFAS sdo 0s contaminantes
esperados (BUCK et al., 2011) e sdo normalmente determinadas pelos métodos HPLC-MS/MS.
Contudo, a instrumentacdo necessaria é bastante cara e, portanto, é muitas vezes indisponivel.
Seria conveniente ter a disposi¢cdo um processo com menor custo e prontamente disponivel com o
GC-MS para determinacGes de PFCs e BTEX. Logo, a adaptacdo da metodologia na detecgéo
desses compostos propostas nessa pesquisa por GC-MS mostra-se promissora na deteccao desses
poluentes. Além disso, a retirada de amostras liquidas para HPLC interfere mais no ambiente de
biodegradacéo dos frascos quando comparados a amostragem do espaco gasoso.
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Figura 2. Cromatograma dos PFCs de acordo com o Método 1, modificado de Langloisetal. 2007 (a, c) e
com o Método 2, modificado de Shoeib etal. 2006 (b, d) apds processo de extragdo com os solventes
acetato de etila (a, b) e diclorometano (c, d) indicando os picos mais relevantes cgcntendo PFCs.
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4 Conclusodes

Ao longo dos experimentos piloto realizados ao longo das atividades de pesquisa nesse
pos-doutorado, observou-se que diferentes vias de transformacdo FtTA0S podem ser
monitoradas, dada a detecgdo em potencial de diversos PFCs. Isso é especialmente importante
dada a selecdo para determinadas popula¢Ges microbianas que cescem em areas contaminadas
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por AFFF que poderdo posteriormente alterar as vias metabdlicas e produzir diferencas nas taxas
de transformacdo dos PFCs e dos produtos finais quantificados. No entanto, ndo se sabe como
essa confluéncia de fatores pode afetar as condi¢bes que facilitam ideais das vias de
biotransformacdo de FtTA0S. Varias alteracBes de crescimento conhecidos podem afetar a
defluoracdo em FtTAO0S. Esse estudo encoraja, a partir das metodologias apresentadas aqui,
estudos sobre substratos alternativos e co-metabdlitos que podem provar ser mais benéficos na
reposi¢cdo de NAD(P)H consumida pela transformacéo de FtTA0S e aliviar o impacto dos PFCs
no ambiente e por novas tecnologias de biorremediacao.
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