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RESUMO

Recentemente, a nanotecnologia tem sido aplicada em pesquisas na area de pavimentacao,
apesar do risco potencial de nanomateriais (NMs) atuarem como contaminantes através da
liberacdo para o ambiente. Essa liberacao pode ocorrer por meio do desgaste superficial dos
revestimentos pela acdo do trafego, intempéries, entre outros fatores. Tendo em vista essa
problematica, o objetivo deste trabalho foi simular um cenério critico, onde hd o desgaste
avancado do revestimento e maior suscetibilidade de liberacdo de nanomateriais, através do
ensaio descrito na NBR 10005:2004. Deste modo, este trabalho avaliou a toxicidade do lixiviado
proveniente de revestimentos de concreto de cimento Portland (CCP) nanomodificados com
TiO, (diéxido de titanio), TiO,/WO; (didxido de titanio dopado com éxido de tungsténio)
e ZnO (éxido de zinco), e de revestimentos de concreto asfaltico (CA) (ligante CAP 50-70)
nanomodificados com NTC (nanotubo de carbono) e NA (nano-argila montmorilonita). Apés
a obtencdo do lixiviado, foram realizados ensaios de toxicidade aguda e cronica com o micro-
crustaceo Daphnia magna e toxicidade com a macréfita aquatica Landoltia punctata, ambos de
agua doce. Os resultados demonstraram baixa toxicidade tanto no teste agudo quando no teste
crénico com a D. magna. Nos testes cronicos com D. magna, parametros como longevidade e
idade da primeira postura, ndo foram afetados pelos lixiviados contendo NMs, ja o parametro
tamanho teve efeito significativo com o lixiviado do revestimento de referéncia CCP (sem NM),
e a reproducido foi afetada pelos lixiviados de CCP nanomodificados com TiO./WQO; e ZnO.
Tais resultados indicam a possibilidade de outros materiais presentes na mistura causarem
efeitos negativos nos organismos. A L. punctata demonstrou menor sensibilidade aos lixiviados
do que a D. magna, com todas as CEsy > 180 mL/L, demonstrando que as amostras de
lixiviado ndo sdo tdxicas para a L. punctata nas condicGes testadas. As causas dos efeitos
toxicoldgicos nao puderam ser verificadas, contudo ha indicios de que os NMs nao foram
responsaveis pelos efeitos, uma vez que o ICP-MS e FTIR demonstraram que grande parte dos
NMs incorporados nos revestimentos permaneceu aderida mesmo apds o processo de lixiviacdo.

Palavras-chave: Revestimentos nanomodificados. Lixiviacdo. Nanomateriais. Nanotoxicologia.






ABSTRACT

Recently, nanotechnology has been applied to paving research, despite the potential risk of
nanomaterials (NMs) acting as contaminants through release to the environment. This release
can occur through the superficial wear of the coatings by the action of traffic, weather, among
other factors. In view of this problem, the the objective of this work was to simulate a critical
scenario, where there is an advanced wear of the coating and greater susceptibility to release
of NMs, through the test described in NBR 10005:2004. Thus, this work evaluated the toxicity
of leachate from nanomodified Portland cement concrete (CCP) coatings with TiO, (titanium
dioxide), TiO./WOs (titanium dioxide doped with tungsten oxide) and ZnO (zinc oxide), and
asphalt concrete (CA) coatings (CAP 50-70 binder) nanomodified with NTC (carbon nanotube)
and NA (nano-clay montmorillonite). After obtaining the leachate, acute and chronic toxicity
tests were performed with the micro-crustacean Daphnia magna and toxicity with the aquatic
macrophyte Landoltia punctata, both freshwater. The results showed low toxicity both in the
acute test and in the chronic test with D. magna. In chronic tests with D. magna, parameters
such as longevity and time until the first brood, were not affected by leachate containing NMs,
whereas the size parameter had a significant effect with the leachate from the CCP reference
coating (without NM), and reproduction was affected by the nanomodified CCP leachate. with
TiOo/WOs5 and ZnO. Such results indicate the possibility of other materials present in the
mixture causing negative effects on the organisms. A L. punctata showed less sensitivity to
leachate than D. magna, with all CEso>180 mL/L, demonstrating that the leachate samples
are not toxic to L. punctata under the conditions tested. The causes of the toxicological effects
could not be verified, however there is evidence that the NMs were not responsible for the
effects, since the ICP-MS and FTIR demonstrated that a large part of the NMs incorporated
in the coatings remained adhered even after the leaching process.

Keywords: Nanomodified coatings. Leaching. Nanomaterials. Nanotoxicology..
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1 INTRODUCAO

1.1 MOTIVACAO

A nanotecnologia foi concebida visando desenvolver a compreensdo e o controle de
materiais em nanoescala, afim de beneficiar a economia, a seguranca e a melhoria da qualidade
de vida da populagdo (1). Os materiais em nanoescala tém pelo menos uma das suas dimensdes
entre 1 e 100 nm (2, 3). Ainda, sdo diferenciados devido a sua alta reatividade e propriedades
fisico-quimicas emergentes quando comparadas as suas formas bulk correspondentes (4). Tais
caracteristicas permitem a aplicacdo de nanomateriais (NMs) em diversos produtos como ele-
tronicos, Oticos, téxteis, dispositivos médicos, cosméticos, embalagens de alimentos, tecnologia
de tratamento de agua, células de combustivel, catalisadores, biossensores e agentes para
remediacdo ambiental (5, 6). Além disso, NM com propriedades como alta reatividade quimica,
resisténcia a corrosdo, rigidez e durabilidade s3o de alta relevancia na area da construcao
civil, pois tem influéncia direta na selecdo de materiais, métodos e técnicas de construcdo (7).
Elevando as propriedades das matérias-primas, os custos incorridos durante o ciclo de vida dos
NMs podem ser reduzidos, visto que a durabilidade e eficiéncia do produto sera aprimorada a
niveis mais altos (8, 6).

Atualmente, a nanotecnologia tem sido amplamente aplicada em pesquisas na area
de pavimentacdo com o intuito de melhorar as propriedades dos materiais usualmente em-
pregados (9). Segundo Balbo (2007), o pavimento é uma estrutura ndo perene, composta
por camadas sobrepostas de diferentes materiais compactados a partir do subleito do corpo
estradal, adequada para atender estrutural e operacionalmente ao trafego, de maneira duravel
e ao minimo custo possivel, considerados diferentes horizontes para servicos de manutencao
preventiva, corretiva e de reabilitacdo, obrigatérios. Diversos autores Melo e Trichés (2017),Re-
ches et al. (2018),Bica(2019),Melo et al. (2012) comprovaram que o uso da nanotecnologia
em pavimentos e revestimentos tem mostrado resultados positivos quanto ao desempenho
mecanico e durabilidade - através da adicdo de nanotubo de carbono (NTC) e nano-argila
(NA) - e até mesmo na despoluicdo do ar - principalmente decorrente da adicdo de diéxidos
de titanio (TiO, ou TiO./WQO;3) e 6xido de zinco (Zn0O) (15, 16, 17). Apesar dos beneficios,
pouco se sabe sobre o potencial risco de atuar como contaminantes ambientais (18).

Mohajerani et al. (2019) afirma que existe a preocupacio que as implicacdes ambientais
do uso de NMs n3o sejam totalmente compreendidas. Os efeitos incertos resultantes das novas
propriedades exibidas pelos nanomateriais impulsionaram novas pesquisas relacionadas a satde
e seguranca ambiental, com o objetivo de avaliar os potenciais prejuizos ao meio ambiente
e a salde humana (19). Tais preocupacdes devem ser abordadas especialmente na area da
pavimentacdo, uma vez que os revestimentos estao expostos a condicdes climaticas adversas
(vento, chuva, gelo, sol intenso), além da deterioracdo por microrganismos e constante solicita-
cdo do trafego de veiculos. Como consequéncia destes fatores, ocorre o desgaste e deterioracdo

superficial da camada de revestimento observado através da liberacao de materiais particulados,



24 Capitulo 1. Introducdo

que pode conter ou nao NMs. Estes materiais particulados, por sua vez, estao sujeitos ao
transporte e deposicdo no solo e em aguas superficiais através do vento e do escoamento
superficial da dgua da chuva sobre o revestimento (20, 21), alterando as caracteristicas do
habitat natural.

Apesar de existirem iniimeras pesquisas visando entender quais as vantagens do uso de
NMs na pavimentacao quanto ao comportamento mecanico e reoldgico, sdo escassas aquelas
que buscam compreender o comportamento de lixiviacdo desses revestimentos em servico.
Contudo, diversos autores recomendam que sejam realizados testes para avaliar a viabilidade
do uso de NMs com relacdo aos efeitos destes aos humanos e ao ambiente (18, 22, 19, 17, 23).
Sendo assim, tendo em mente os efeitos positivos dos NMs e a escassez de resultados quanto
aos seus efeitos toxicoldgicos, este trabalho busca encontrar respostas que auxiliem na tomada
de decisao quanto a seguranca da implementacdo de revestimentos nano-modificados como

produtos comercializaveis.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar a toxicidade de lixiviados de revestimentos asfalticos e de concreto de cimento

Portland nos organismos Landoltia punctata e Daphnia magna.

1.2.2 Objetivos Especificos

= Apurar a ocorréncia ou ndo da liberacdo de NMs presentes nos revestimentos nanomodi-

ficados apds processo de lixiviacao;

= Avaliar os efeitos da exposicdo de diferentes organismos-teste a extratos lixiviados de

revestimentos.

1.3 ORGANIZACAO DA PESQUISA

Com o objetivo de expor de maneira clara e ordenada todos os passos desta pesquisa,

o estudo foi estruturado nos seguintes capitulos:

» Capitulo 1: Introduc3do - Introduz o tema estudado, circunscreve o assunto da pesquisa,
fixa o objetivo geral do estudo e o modo de alcanca-lo através dos objetivos especificos
delimitados. Neste capitulo ainda é abordado a relevancia, o escopo global do trabalho

e a organizacdo da pesquisa.

» Capitulo 2: Pavimentos - Neste capitulo sdo apresentadas definicdes sobre tipos de

pavimentos e suas caracteristicas principais.
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» Capitulo 3: Nanomateriais e a Nanotecnologia - Neste capitulo sdo apresentadas defi-
nicGes sobre nanomateriais, bem como possiveis aplicacGes na area de pavimentacdo.

Além disso, é introduzida a problematica da liberacdao de nanomateriais para o ambiente.

» Capitulo 4: Nanotoxicologia - Este capitulo busca descrever o que é nanotoxicologia e
qual sua relacdo com os nanomateriais atualmente estudados. Aborda o que sao testes de

toxicidade, quais os organismos usualmente utilizados e qual a finalidade destas analises.

» Capitulo 5: Metodologia - Este capitulo define e descreve o método utilizado para atingir
os objetivos propostos pelo trabalho, estruturando todo o programa experimental que

foi desenvolvido.

» Capitulo 6: Apresentacdo e Discussao dos Resultados - Nesta etapa, sdo apresentados e
interpretados os resultados do programa experimental, além de algumas conclusées com

énfase nos objetivos da pesquisa.

» Capitulo 7: ConclusGes e Recomendacd&es - Por fim, este capitulo traz a exposicdo das

conclusoes e a perspectivas para trabalhos futuros.
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2 PAVIMENTOS

A concepcdo dos pavimentos tem como principal objetivo a melhoria operacional para
o trafego de veiculos através da criacdo de uma superficie: regular (garantindo conforto
no deslocamento); aderente (proporcionando maior seguranca em condicdes de pista imida
ou molhada); e menos ruidosa diante da acdo dindmica dos pneus (10). Deste modo, a
pavimentacdo tem como meta propiciar um trafego confortavel e seguro, com estruturas e
materiais capazes de suportar os esforcos decorrentes da acdo do trafego combinados com
acdes climaticas, buscando garantir um bom desempenho em termos de custos operacionais e
de manutencdo ao longo dos anos de servico desta infraestrutura (24).

Para atender a esses requisitos, a estrutura do pavimento é particularmente importante.
Ela deve ser constituida por camadas que distribuam as solicitacGes de carga, limitando as
tensdes e as deformacbes de maneira a garantir um desempenho adequado da via durante o
horizonte de projeto. Nesse sentido, os pavimentos sdo constituidos de multiplas camadas, para
minimizar os esforcos verticais produzidos pela acdo do trafego e, consequentemente, oferecer

protecdo ao subleito (25). As camadas dos pavimentos sdo divididas em:

= Subleito: é o terreno de fundagdo onde sera apoiado todo o pavimento (26).

» Reforco do subleito: é uma camada de espessura constante, posta por circunstancias
técnico-econémicas acima da regularizacdo do subleito, cuja funcao é evitar espessuras

elevadas da camada de sub-base devido a baixa capacidade de suporte do subleito.

= Sub-base: é a camada complementar a base, quando por circunstancias técnico-econdmicas

ndo for aconselhavel construir a base diretamente sobre regularizacdo do subleito.

» Base: é a camada destinada a resistir e distribuir os esforcos oriundos do trafego e sobre

a qual se constréi o revestimento.

= Revestimentos: O revestimento é a camada do pavimento visivel aos usuarios da via
— € a superficie sobre a qual trafegam os veiculos e a responsavel por prover conforto e
seguranca no rolamento (27). Eles podem ser classificados como revestimentos flexiveis
ou rigidos.

— Revestimentos flexiveis: os revestimentos flexiveis podem ser betuminosos, os quais
sao constituidos por associacao de agregados e materiais betuminosos; ou podem
ser flexiveis por calcamento de alvenaria poliédrica (pedras irregulares) ou paralele-

pipedos (blocos regulares)(28).

— Revestimentos rigidos: de acordo com DNIT (2006), estes revestimentos sdo cons-
tituidos por uma mistura relativamente rica de cimento Portland, areia, agregado

graudo e agua, distribuido numa camada e devidamente adensado.
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A combinacdo destas camadas resultard na classificacdo do pavimento. Tradicional-
mente, eles sdo classificados como rigidos ou flexiveis (24). Contudo, tem-se empregado a
terminologia de pavimentos semi-rigidos para aqueles com revestimentos asfalticos que possuam
em sua base ou sub-base materiais cimentado.

O pavimento rigido é aquele composto por uma camada superficial de concreto de
cimento Portland (em geral placas, armadas ou n3o), apoiada geralmente sobre uma camada
de material granular ou de material estabilizado com cimento (chamada sub-base), assentada

sobre o subleito ou sobre um reforco do subleito quando necessario (24), conforme a Figura

1(a).

Figura 1 — Estrutura do pavimento rigido

Placa de concreto

S . Barra de transferéncia (metade isolada)
Imprimacao asfaltica
ou lona pléastica

Juntas de retracao

Reservatorio do selante

Subleito

Comprimento das placas
usual entre 4 e 6m

(a) Concreto-cimento (corte longitudinal)

Fonte: Bernucci et al. (2008).

Os pavimentos flexiveis ou asfalticos, sdo estruturas compostas por camada superficial
asféltica (revestimento), apoiada sobre camadas de base, de sub-base e de reforco do subleito,
constituidas por materiais granulares, solos ou misturas de solos, sem adicido de agentes
cimentantes, conforme a Figura 2. A presenca ou nao de algumas das camadas depende do
volume de trafego, da capacidade de suporte do subleito e dos materiais disponiveis (26). A
funcdo primaria do asfalto no pavimento é promover aderéncia entre os agregados da mistura e
entre ela e a superficie onde sera aplicada — por isso, constitui a parte denominada de “ligante”.
Além disso, é ele o responsavel por proporcionar uma flexibilidade adequada a superficie da
via para que ela resista ao trafego e as condicdes climéaticas sem apresentar deformacdes ou

trincas precoces, o que compromete a durabilidade da infraestrutura (27).
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Figura 2 — Estrutura do pavimento flexivel

Revestimento

Talude de Corte
Talude de Aterro

Reforgo de Subleito

Fonte: DNIT (2006).

De acordo com o Manual de Pavimentacdo do DNIT (2006), os pavimentos flexiveis
podem também ser constituidos por revestimento de pecas pré-moldadas de concreto (PPC)
assentadas sobre um colchao de regularizacao, conhecido como pavimento intertravado. No
caso deste tipo de pavimento, sua estrutura é composta por uma camada base (ou base e
sub-base), seguida por camada de revestimento constituida por pecas de concreto justapostas
em uma camada de assentamento e cujas juntas entre as pecas sao preenchidas por material

de rejuntamento e o intertravamento do sistema é proporcionado pela contencdo (Figura 3).

Figura 3 — Estrutura tipica de um pavimento intertravado

Contencdo lateral

Areia de rejuntamento

Pecas pré-moldadas de concreto

Areia de assentamento

Fonte: Godinho (2009).

As PPCs tém adquirido novas propriedades de grande interesse para locais com altos
niveis de impermeabilizacao do solo e elevada de concentracao de poluentes no ar, como os

centros urbanos (30). Dentre estas propriedades estdo os pavimentos drenantes, que colaboram



30 Capitulo 2. Pavimentos

para o escoamento da dgua em dias chuvosos, € os pavimentos fotocataliticos, que colaboram na
degradacdo de contaminantes organicos e inorganicos toxicos presentes na atmosfera, emitidos

pela queima de combustiveis fésseis e determinadas atividades industriais (13) .
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3 NANOMATERIAIS E A NANOTECNOLOGIA

Os NMs sdo estruturas com pelo menos uma dimensdo menor que 100 nm, além de
serem diferenciados devido a sua alta reatividade e propriedades fisico-quimicas emergentes
(3, 2), podendo ser divididos em trés categorias de acordo com sua estrutura: (i) materiais
com apenas uma dimensdo em nanoescala sdo nano-filmes e nano-camadas; (ii) materiais com
duas dimensdes nanométricas incluem nanofios e nanotubos; (iii) materiais com trés dimensdes
em escala nanométrica sdo nanoparticulas, por exemplo, coloides e pontos quanticos (31). Sua
origem também varia, podendo ser natural ou antropogeénica (32).

Diversos avancos na ciéncia culminaram no desenvolvimento de instrumentos especi-
alizados que tornaram possivel o surgimento da nanotecnologia, o que por sua vez facilitou
a observaciao e manipulacdo de nanoestruturas em escala atébmica e molecular, bem como
as descobertas de novos materiais como fulerenos e nanotubos de carbono (33, 31). Desta
forma, embora os principais desenvolvimentos da nanotecnologia tenham sido inicialmente nas
areas de eletrdnica, fisica e quimica, aplicacGes mais recentes tem surgido em areas como a
engenharia civil (34).

Na area da infraestrutura, a introducao da nanotecnologia permite a concepcao de
concretos com propriedades superiores, proporcionando a otimizacdo do comportamento e
desempenho do material (35), além de adequar os produtos para que atendam necessidades
especificas da industria civil (7). Em diferentes estudos, Melo (2014) encontrou resultados muito
promissores quanto a adicdo de NM no Concreto Asféltico (CA) e no Concreto de Cimento
Portland (CCP) (36). Em decorréncia disto, diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas no

ambito da pavimentacdo com diferentes NMs.

3.1 NANOTECNOLOGIA APLICADA A PAVIMENTACAO

Recentemente, diversas pesquisas tem abordado a utilizacdo da nanotecnologia na
pavimentacdo (36, 12). Sua aplicacdo tem se mostrado eficiente tanto na incorporacdo de
nanoparticulas (NPs) no ligante asfaltico (16), quanto no concreto de cimento Portland (12).
Diversos estudos ja realizados indicaram que o uso de NMs pode potencializar a resisténcia e
durabilidade dos pavimentos, além de conferir funcionalidades como propriedades fotocataliticas
(autolimpeza, reducdo da poluicdo do ar e capacidade antimicrobiana) (37). Na Tabela 1 é
possivel observar as principais caracteristicas melhoradas através da adicao de diferentes NMs
ao revestimento de PPC e CA.

Tabela 1 — Propriedades mecanicas do revestimento influenciadas pela adicdo de NMs.

NM Reves- | Caracteristicas melhoradas Tamanho(nm)| Referén-
timento / Teor(%) cias
ZnO PPC Resisténcia a flexdo 30 / 0,2-1,0 38

Continua na préxima pagina
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Tabela 1 — Continuacdo da pagina anterior
NM Reves- | Caracteristicas melhoradas Tamanho Referén-
timento (nm) / Teor | cias
(%)
Propriedades termoelétricas 20 £5 / 0,2-| 39
1,0

ZnO PPC Resisténcia a compressao 100 / 1-5 40
Propriedade autolimpante e antimi- | 100 / 5-15 40, 41
crobiana
Atividade fotocatalitica 100 /3,6, 9 13
Resisténcia a compressdo e flexdo | 25,20 / 1-5 42, 36
Resisténcia a abrasdo 15/1,3,5 43

TiO, PPC Propriedade autolimpante 25 /15 22
Atividade fotocatalitica 20-25 / 0-2,5 | 30, 44, 45
Resiliéncia em elevadas temperatu- | 30 / 0,5 12
ras

TiOx/WOs | PPC Atividade fotocatalitica 530, 20 / 0-10 | 46, 47
Médulo de elasticidade 60-150 / 1-2 17
Resisténcia a deformagdo perma-| 10-15 / 1-3 16, 48

NTC CA nente e fadiga
Médulo complexo 10-15 / 1-3 16, 49
Médulo de resiliéncia 5-10 / 0-1 50
Propriedades reoldgicas até 1 /13 36
Resisténcia a compressdo e cisalha- | 20-30 / 2, 4 17

NA CA mento
Aumento da vida atil -/4 51
Resisténcia a fadiga 10-15 / 1-3 16, 36
Médulo complexo -/ 2-4 52

Fonte: a autora.

RV: revestimento

PPC: peca pré-moldada de cimento

CA: concreto asfaltico

Tamanho (nm): didmetro dos NMs usados

REF: referéncia bibliografica

Para NMs em pé, como é o caso daqueles utilizados nesta pesquisa, eles sao incorporados
ao cimento Portland antes da adicdo dos agregados minerais e da agua. Utiliza-se este método
pois a moldagem das PPCs exige que o concreto mantenha sua forma ao ser moldado (concreto

seco), e com isso sua trabalhabilidade n3o favorece a mistura materiais apds a adicdo da agua.
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Deste modo, todo o NM adicionado ao pavimento ficard suspenso na pasta de cimento que
envolve os agregados minerais.

Para o concreto asfaltico, os NMs em pé sdo adicionados ao ligante asfaltico com o
auxilio de um misturador de alto cisalhamento, visto que o ligante asfaltico é um material
viscoelastico, o que impossibilita a incorporacido através do método utilizado para as PPCs.
Apds a nanomodificacao do ligante asfaltico, os agregados minerais sdo revolvidos e todo o
NM adicionado ficara disponivel no ligante, conferindo as alteracGes mecanicas listadas na
Tabela acima. Sabe-se, entdo, que os NMs ficam contidos na parte adesiva do revestimento, a
qual é mais suscetivel as acoes do clima e do trafego, podendo se desprender com o passar do

tempo.

3.2 PERDA DE NANOMATERIAIS PARA O AMBIENTE

A lixiviagdo é o processo de transferéncia de uma substincia (composto organico ou
inorgdnico) presente em uma fase sélida para uma liquida por meio de dissolucdo no meio
extrator (53). E um fendmeno complexo e ocorre na natureza como resultado de processos
fisicos e quimicos de intemperismo (54).

Embora se argumente que os NMs incorporados em compdsitos ndo serdo significa-
tivamente liberados ou reativos no ambiente, a lixiviacao de materiais perigosos de varios
produtos comerciais foi relatada anteriormente, incluindo o chumbo de tintas, amianto de
telhas, bisfenol-A de recipientes para alimentos e ftalatos de plasticos (18). Além da liberacdo
potencial durante a manipulacdo, os produtos contendo NM podem estar sujeitos a estresse
fisico e quimico, como abrasdo mecénica, irradiacdo UV e lixiviacdo (chuva, lavagem) durante
seu ciclo de vida, o que pode levar a liberacao de materiais com propriedades novas ou dos
NMs adicionados (55).

No caso da pavimentacdo, a lixiviacdo de materiais pode ocorrer por diversos fatores.
Um exemplo claro ocorre logo apds a abertura de vias com revestimento novo. Durante este
periodo, ha um desgaste da pelicula de ligante asfaltico (para os revestimentos flexiveis) ou
da pasta de cimento (para os pavimentos rigidos ou intertravados) que recobre os agregados
presentes na interface pneu-pavimento, sendo este fenémeno comprovado através do aumento
no coeficiente de atrito nas idades iniciais do revestimento (56).

A Figura 4 mostra uma comparacdo visual entre o revestimento asfaltico novo e apéds
certo tempo em servico. E possivel observar, na imagem do lado esquerdo, que o ligante
asfaltico esta recobrindo totalmente os agregados presentes no revestimento. Ja na imagem
do lado direito, é possivel notar pontos mais claros na superficie, os quais representam os
agregados minerais que sofreram desgaste, resultando na perda da camada superficial de
ligante asfaltico que os recobria anteriormente.

Na Figura 5 é nitida a diferenca da PPC fotocatalitica nova para a PPC fotocatalitica
que permaneceu em servico por 1 ano. Observa-se que a PPC nova possui uma superficie

homogénea e sem a presenca aparente de agregados, os quais estdo totalmente recobertos pela
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pasta de cimento Portland. A imagem da PPC fotocatalitica apés 1 ano em servico apresenta
uma coloracdo mais escura proveniente de materiais particulados presentes no ambiente, como
poeira, fuligem, entre outros. Nela, é possivel notar o aparecimento dos agregados na superficie,
os quais ficam muito nitidos na terceira imagem, apds a lavagem da PPC. Observa-se uma
grande diferenca na textura superficial entre a PPC nova e a PPC apés 1 ano em servico. Tal
diferenca decorre do desgaste superficial causado por fatores como intempéries, trafego de

veiculos, entre outros (14).

Figura 4 — Comparacdo da textura superficial de revestimento asfaltico antes e apds o uso

Fonte: a autora.

Figura 5 — Comparacdo da textura superficial da PPC fotocatalitica antes e apds o uso

PPC apds 1 ano em servico . | PPCapds lavagem

Fonte: Melo et al. (2012).
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Melo et al. (2012) verificaram também que a redugdo na perda de eficiéncia fotocata-
litica dos pavimentos que pode ocorrer devido a varios fatores, dois dos quais sdo de maior
importancia: o primeiro, parcialmente reversivel, estad relacionado a impregnac3do de sujeira na
superficie dos blocos; e o segundo, totalmente irreversivel, é caracterizado pelo desgaste da
pasta fotocatalitica, expondo agregados na superficie do bloco. Este fato reforca a possivel
liberacao de NMs para o ambiente a longo prazo, através de danos como desgaste superficial
e abrasdo das infraestruturas (57), causados pelo trafego, intemperismos e outros fatores.

Uma vez que os NMs s3o liberados no meio ambiente, é necessario de entender seu
destino e transporte, a fim de determinar em quais ambientes tais materiais tém maior probabi-
lidade de ocorrer ou mesmo de se acumular e, portanto, quais organismos estao mais propensos
a serem expostos (58). Ainda existem muitas incégnitas relacionadas aos NMs, particularmente
no que diz respeito a seus potenciais impactos ambientais e a saide humana se forem libera-
dos no meio ambiente (59). Estas lacunas dizem respeito as possiveis transformacdes fisicas,
quimicas e biolégicas que podem alterar as propriedades dos NMs, dificultando o entendimento
de quais impactos pode causar e qual seu destino no ambiente (19, 60).

Uma compreens3o abrangente do potencial de tais liberacdes ao longo de todo o ciclo
de vida e seus possiveis efeitos é crucial para garantir o uso seguro e sustentavel desses novos
materiais (59). Portanto, o principal objetivo dos testes toxicolégicos a serem realizados neste
estudo, é buscar avaliar o fenémeno da lixiviacdo dos NMs presentes nos pavimentos e descobrir

se este processo pode causar impactos negativos ao ambiente.

3.3 PRINCIPAIS PONTOS DO CAPITULO

= A nanotecnologia e os nanomateriais surgem como uma ferramenta com novas proprieda-
des de grande interesse para diversas areas do conhecimento. Na area da infraestrutura,
vislumbra a reducao de problemas mecanicos e reolégicos muito comuns em pavimen-
tos flexiveis, além de poder contribuir na degradacao dos NOx através da fotocatalise

proporcionada pela adicdo de TiOs, por exemplo, no revestimento de cimento Portland,;

» Apesar das variadas melhorias proporcionadas pelos NMs, existe a possibilidade da
liberacdo destes no ambiente e o risco de causarem impactos negativos significativos.
E fato conhecido que, tanto no pavimento flexivel, quanto no pavimento de cimento
Portland (rigido ou intertravado), a acdo do trafego e intemperismos causa o desgaste da
superficie do revestimento, podendo provocar a lixiviacdo destes NMs que serdo carreados

até o ambiente;

» E primordial o entendimento do comportamento de materiais nanomodificados antes da
sua exposicao ao ambiente para que novos produtos ndo coloquem em risco a salude

humana e do ambiente.
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4 NANOTOXICOLOGIA

Apesar das boas perspectivas para o futuro da nanotecnologia, existe uma preocupacao
crescente de que a exposicdo humana e ambiental aos nanomateriais (NMs) possa resultar
em efeitos adversos significativos (58). Devido ao seu tamanho, os NMs tem facilidade em se
depositar no trato respiratorio, penetrar na pele ou passar diretamente para dentro ou através
das células e, finalmente, translocar-se para outras partes do corpo (61). Além disso, materiais
inertes em sua forma bulk, isto é, em escala macrométrica, podem se tornar téxicos em sua
versdo nanométrica, como é o caso do ouro (62).

O uso responsavel de NMs manufaturados exige uma melhor compreensdo de sua mo-
bilidade, biodisponibilidade e impactos em uma ampla variedade de organismos (63). Para isto,
utiliza-se uma abordagem multidisciplinar entre toxicologistas e especialistas em ciéncia de
materiais, quimica, fisica, biotecnologia, engenharia e outras disciplinas convenientes (61). O
progresso desta nova classe de materiais depende fortemente da nanotoxicologia, a qual se
encarrega dos perfis toxicoldgicos de NMs e busca esclarecer como eles afetam os sistemas vivos
(64, 65). O desenvolvimento de metodologias para caracterizar NMs em amostras bioldgicas,
quantifica-los em sistemas vivos, estudar sua absorcdo, translocacao, biodistribuicdo, acumula-
cao e estado quimico in vitro e in vivo permitem compreender possiveis consequéncias tanto
em curto quanto longo prazo (66). Além disso, para alcancar a nanotecnologia ambientalmente
responsavel na construcdo civil, é importante considerar os impactos do ciclo de vida dos NMs
na saude dos trabalhadores e moradores, bem como os efeitos ambientais ndo intencionais em
todas as fases de fabricacdo (18).

Diversos estudos relataram os efeitos toxicolégicos da exposicdao de organismos a di-
ferentes NMs isolados. A Tabela 2 apresenta alguns destes efeitos encontrados na literatura
para os NMs estudados nesta pesquisa em seu estado puro e isoladamente. Alguns dos efeitos
encontrados podem ser altamente danosos, como é o caso do dano ao DNA mitocondrial, o
qual pode causar um acimulo de mutacdes resultando numa disfuncdo mitocondrial que esta

associada ao surgimento de cancer (67).

Tabela 2 — Toxicidade dos NMs isoladamente.

Nanomaterial Efeitos observados Referéncias
Antibacteriano (4gua e solo) 68
Reducdo na germinacao e crescimento de raizes 69
Zn0O Efeitos pulmonares em animais 70
Dano ao DNA mitocondrial 71, 72
Inflamac3o no pancreas 73, 74
Antibacteriano (4gua e solo) 68
Inflamacao pulmonar em roedores 72,70
TiO, Inibicdo de crescimento em E. fetida 73

Continua na préxima pagina
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Tabela 2 — Continuacdo da pagina anterior

Nanomaterial Efeitos observados Referéncias
Dano ao DNA mitocondrial 75, 76
Estresse oxidativo pela producdo de ROS 77,78
Antibacteriano 79
Dano na membrana celular, necrose 80, 81
NTC Dano ao DNA mitocondrial 82, 83
Inducdo de granulomas e fibroses 76, 84
Inflamacao pulmonar e estresse oxidativo 85
Baixa toxicidade em protozoarios 86
Baixa citotoxicidade 87, 86
NA Baixa toxicidade aguda em ratos 87
Dano na membrana celular 88
Potencial inflamacdo pulmonar 89

Fonte: a autora.

Recentemente, Chen et al. (2018) analisou o comportamento de lixiviagdo de amostras
de argamassa e concreto contendo cinzas da co-combust3o de lodo proveniente de estacGes
de tratamento de esgoto e cinzas de casca de arroz, quantificando e qualificando os metais
pesados liberados no procedimento de lixiviacdo. Gwenzi e Mupatsi (2016) avaliaram a lixiviacdo
de metais pesados provenientes de cinza de carvdo e de detritos de concretos convencionais
com o objetivo de atestar a seguranca na incorporacdo desses materiais no concreto sem
impactos adversos ao pulblico e ao meio ambiente. Apesar do elevado nliimero de pesquisas que
relatam a toxicidade de diferentes NMs de forma isolada, sdo inexistentes as que abordam os
NMs inseridos em revestimentos de CA e PPC. Em contrapartida, no ambito da pesquisa em
construcao civil, observa-se um grande quantidade de estudos que realizam ensaios de lixiviacdo
buscando entender o comportamento de residuos considerados passivos ambientais inseridos
em materiais de construcao. Contudo, s3o raros os estudos que realizam testes toxicolégicos
com o lixiviado, aparecendo prioritariamente a identificacdo e quantificacdo de metais pesados

presentes no lixiviado.

4.1 TESTES DE TOXICIDADE

A toxicidade de NMs em organismos tem sido amplamente estudada visando o desen-
volvimento seguro desses materiais para utilizacdo no ambiente, na indistria e na medicina
(58). A acdo de substancias téxicas nos organismos pode causar efeitos letais e sub-letais,
como a mudanca na taxa de crescimento, na reproducdo e no desenvolvimento, provocadas por
alteracoes bioquimicas, fisiolégicas e comportamentais. Essas respostas podem culminar em
patologias e/ou formac&o de tumores (92), o que justifica a necessidade de intensas avaliacdes

dos produtos contendo NMs antes da liberacao comercial.
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Testes de toxicidade sdo meios eficazes de avaliar a qualidade das aguas e a carga
poluidora de efluentes, uma vez que as analises fisico-quimicas tradicionais, cujos limites
encontram-se legalmente estabelecidos, nao sdo capazes de distinguir entre as substancias que
afetam os sistemas bioldgicos e as que sao inertes no ambiente, tornando-se insuficientes para
avaliar o potencial risco ambiental dos contaminantes (93). Desta forma, os testes toxicoldgicos
sao utilizados para avaliar quais concentracGes e tempo de exposicdo a agentes xenobibticos
sdo suficientes para produzir efeito adverso no organismo-teste, ou seja, um teste toxicoldgico
é desenvolvido para mensurar o grau da resposta produzida por um nivel especifico de estimulo
- concentracdo do composto em estudo (94). Os testes de toxicidade podem ser realizados no
local (in situ) ou em laboratério e podem avaliar, entre outros, os efeitos agudos ou cronicos
da exposicdo aos xenobidticos.

Os testes de toxicidade aguda sdo experimentos laboratoriais realizados sob condicdes
especificas e controladas, que visam avaliar a toxicidade de um agente nocivo através da
exposicdo de uma espécie-teste em um curto periodo de tempo (95). Restrepo (2013) afirma
que o efeito toxicolégico agudo é uma resposta rapida, e muitas vezes abrupta, dos organismos
aquaticos a um determinado estimulo, o qual se manifesta, em geral, num intervalo de 0
a 96 horas. Os efeitos observados neste tipo de teste sdo a letalidade ou a inibicdo do
movimento em organismos aquaticos. A toxicidade depende da concentracdo, das propriedades
da substancia quimica a qual o organismo é exposto, e do tempo de exposicdo (97). Desta
forma, os resultados da avaliacao dos efeitos agudos de substancias potencialmente téxicas
sdo geralmente fornecidos através do célculo da Concentracdo Letal (CL) ou a Concentragdo
Efetiva (CE) (95, 93). A CL e CE expressam a dose e/ou a concentracdo da substancia que
provoca morte ou imobilidade de 50% dos organismos expostos por um tempo determinado
que varia conforme o organismo-teste utilizado.

Os testes de toxicidade cronica sdo ensaios de longa duracdo, que possibilitam avaliar os
possiveis efeitos adversos de uma amostra sob condicdes de exposicao continua a concentracdes
sub-letais (95, 98). Este ensaio expde o organismo-teste ao agente potencialmente téxico du-
rante um periodo significativo do seu ciclo de vida, incluindo estagios sensiveis como juventude,
crescimento, maturidade sexual e reproducdo (99). Os principais pardmetros observados neste
tipo de teste s3o os efeitos cronicos sub-letais, como alteracdes nas atividades respiratdrias,
cardiacas, bioquimicas, no desenvolvimento morfolégico, nas funcdes bioldgicas, na reproducao
e no crescimento, que n3o causam necessariamente a morte do organismo (100, 101). Os
resultados do teste de toxicidade cronica sdo expressos na forma de CENO (Concentracdo de
Efeito Ndo Observado) e CEO (Concentracdo de Efeito Observado). A CENO é definida como
a maior concentracdo da amostra que nao causa efeito significativo aos organismos quando
comparado ao controle realizado para o teste. A CEO é definida como a menor concentracao da
amostra que causa efeito significativo nos organismos testados quando comparado ao controle
realizado para o teste (102).
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4.1.1 Organismos-teste

Os organismos-teste s3o espécies cultivadas em laboratério que podem ser utilizadas
como indicadores da toxicidade dos efluentes. A respeito da escolha do organismo, Rand (1995)
destaca: a disponibilidade e abundancia do organismo desejado, a uniformidade e estabilidade
genética nas populacdes, a representatividade de seu nivel tréfico, a ampla distribuicao e
importancia comercial e a facilidade de cultivo e de adaptacdo as condicGes de laboratério.
Além disso, certos organismos-teste exercem um papel importante no ambiente, pois s3o a base
de ecossistemas e fornecem servicos ambientais essenciais que vao da produtividade priméaria
a ciclagem de nutrientes e decomposicio de residuos (103). Deste modo, organismos que
interagem diretamente com seu ambiente imediato, como algas, plantas, fungos e invertebrados,
tendem a ser afetados pela exposicdo a NMs (104). Na Tabela 3 podem ser observados alguns
organismos-teste utilizados para caracterizar a toxicidades de NMs puros em diferentes pesquisas

cientificas.

Tabela 3 — Exemplos de organismos-teste utilizados para caracterizar a toxicidade de NMs

’ NM ‘ Organismos-teste Familia Referéncias
Pseudokirchneriella subcapitata Selenastraceae 105
Aliivibrio fischeri Vibrionaceae 106, 107
7n0 Daphnia magna Daphniidae 106
Lemna minor Araceae 108
Danio rerio Cyprinidae 109
Escherichia coli Enterobacteriaceae| 110, 111
Vibrio fischeri Vibrionaceae 63
Daphnia magna Daphniidae 72,70
Tio, Lemna minor Araceae 112
Danio rerio Cyprinidae 109
Escherichia coli Enterobacteriaceae 110
Pseudokirchneriella subcapitata Selenastraceae 105
Daphnia magna Daphniidae 79
NTC Ceriodaphnia dubia Daphniidae 80, 81
Caenorhabditis elegans Rhabditidae 113
Paramecium caudatum Parameciidae 86
NA Rattus norvegicus Muridae 114
Células epiteliais bronquicas humanas - 115

Fonte: elaborado pela autora.

Dentre as vantagens dos testes toxicolégicos com algas, micro-crustaceos e peixes,
observa-se: a padronizacdo do cultivo e ensaios, os quais sao definidos em normas técnicas
consolidadas que garantem a reprodutividade dos resultados (116, 117, 103), a possibilidade
de avaliar os efeitos toxicolégicos em diferentes niveis tréficos com sensibilidades diferenciadas

(118, 93), e a manifestacdo de pontos toxicolégicos extremos relevantes como mortalidade,
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imobilidade, além de alteracdo no comportamento e reproducdo (117, 119). A seguir, serdo
descritos os organismos-teste Daphnia magna e Landoltia punctata, os quais foram utilizados
nesta pesquisa para avaliar a toxicidade dos lixiviados de revestimentos asfaltico e de concreto

de cimento Portland.
» Daphnia magna

A Daphnia magna STRAUS, 1820 (Clatocera, Crustacea) (Figura 6) é um micro crustaceo
planctonico de agua doce, com tamanho médio de 5 a 6 mm, o qual atua na cadeia alimen-
tar aquatica como consumidor primario, alimentando-se por filtracao de material organico
particulado presente no meio (120, 103). Em condicdes ambientais favoraveis reproduz-se
assexuadamente por partenogénese, originando apenas fémeas idénticas aos originais (121).
De acordo com Fuzinatto (2009), o tempo de vida médio de cada individuo varia entre 40 e

50 dias, podendo mudar dependendo das condicdes ambientais.

Figura 6 — Microcrustaceo Daphnia magna adulta

Fonte: Kato et al. (2011).

» Landoltia punctata

A espécie Landoltia punctata (Figura 7) é caracterizada por possuir frondes flutuantes
na superficie, ovaladas e lanceoladas, levemente assimétricas, 1,5 a 2 vezes mais longas que
largas, algumas vezes com bordos avermelhados; 2 a 5 raizes por fronde com 15 mm de
comprimento (123). Originalmente, essa macréfita aquatica ocorria apenas no Hemisfério Sul e
Leste asiatico; introduzida atualmente em todos os continentes com inverno suave. Distribui-se
do Sudeste do Brasil até o leste do Parana (124). Porém, recentemente, esta espécie tem sido

encontrada com abundancia também em Santa Catarina (125).
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Figura 7 — Macrdfita aquatica Landoltia punctata - detalhe das frondes

Fonte: Otto e Verloove (2016).

Essas macréfitas sdo uma espécie atrativa para teste de toxicidade, ndo somente por
causa das suas importantes funcdes ecoldgicas, mas também por serem de facil manuseio e
cultivo, por ter elevada taxa de crescimento em condicoes de laboratério e serem sensiveis a

diferentes poluentes (127).

4.2 CARACTERIZACAO DOS NANOMATERIAIS ISOLADOS

A caracterizacdo de NMs para o estudo toxicolégico é complexa, com uma variedade de
atributos a serem considerados (128). De acordo com Kunzmann et al. (2011), as propriedades
fisico-quimicas dos NMs, tais como carga e tamanho, podem alterar interacdes celulares por
exemplo, causando efeitos adversos inesperados. Navarro et al. destaca que propriedades de
superficie dos NMs s3o de fundamental importancia para o seu comportamento de agregacao,
influenciando na mobilidade em meios aquaticos e terrestres e nas interacdes com algas, plantas
e fungos. Por isso, é importante entender como as diferentes caracteristicas fisico-quimicas
dos nanomateriais afetam sua distribuicdo e comportamento in vivo (130).

A caracterizacdo de NMs é realizada em diferentes niveis. Alguns métodos de ca-
racterizacdo sdo usados para estudar os tamanhos, perfis e morfologia das nanoestruturas,
enquanto outros sdo usados para obter informacdes estruturais detalhadas. As estruturas dos
materiais podem ser estudadas em varios niveis de sofisticacdo, incluindo estrutura cristalina,
microestrutura, em nivel de dtomo e eletrénica (131). Lin et al. cita como pardmetros a serem
determinados para NMs, dimensao, porosidade, area superficial, forma, potencial zeta, isoterma
de adsorcao, agregacao e impurezas.

Muitos métodos tém sido usados para avaliar NMs manufaturados, incluindo técnicas
em espectroscopia éptica, microscopia eletronica, varredura de superficie, espalhamento de luz,
dicroismo circular, ressonancia magnética, espectrometria de massa, espalhamento de raios-X,

e medidas de zeta-potencial, bem como técnicas para caracterizacdo de propriedades térmicas,
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centrifugacdo, cromatografia e eletroforese (132, 133). Os métodos descritos a seguir foram
utilizados na caracterizacao dos NMs em pé, de modo a compreender o comportamento de

cada um deles isoladamente.

4.2.1 Morfologia e Tamanho

A microscopia é uma importante técnica de caracterizacdo de NMs, uma vez que
fornece informacdes sobre tamanho e morfologia dos materiais. A Microscopia Eletronica de
Transmissdo (MET) consiste de um feixe de elétrons e um conjunto de lentes eletromagnéticas
encerrados numa coluna em vacuo, viabilizando uma faixa de magnificacdo entre 50 a 600.000
vezes (98).

O equipamento de MET consegue exibir imagens a uma resolucdo significativamente
maior em comparacdo aos microscépios éticos. Isto se deve ao pequeno comprimento de onda

dos elétrons presentes no topo da coluna do microscépio (95).

4.2.2 Estabilidade em Suspensao

O Potencial Zeta (PZ) é o parametro que controla as interacdes eletrostaticas das
particulas em dispersao exercendo papel importante na compreensdo da estabilidade das disper-
sGes (134). O PZ reflete a diferenca de potencial entre a dupla camada elétrica de particulas
eletroforeticamente méveis e a camada de dispersante ao redor deles no plano hidrodinamico de
cisalhamento. A maioria das dispersdes coloidais em meio aquoso carrega uma carga elétrica e
o desenvolvimento dessa carga na superficie da particula afeta a distribuicdo de ions na regido
interfacial circundante (134, 135). O PZ depende ndo somente da superficie da particula, mas
também do pH ou forca idnica do meio dispersante.

NM com potencial zeta entre -10 e +10 mV s3o consideradas aproximadamente neutras,
enquanto NMs com potencial zeta maior que +30 mV ou menor que -30 mV s3o consideradas
fortemente catidnicas e fortemente anionicas, respectivamente, conferindo uma maior estabili-
dade da suspensdo, ou seja, maior resisténcia a agregacdo. Como a maioria das membranas
celulares é carregada negativamente, o potencial zeta pode afetar a tendéncia de um NM em
permear membranas, com particulas catidnicas geralmente exibindo mais toxicidade associada
a ruptura da parede celular (136). Quando o PZ é baixo, a atracdo supera a repulsdo e as
particulas tendem a aproximar-se mais, aumentando a probabilidade de uma colisao, ocorrendo

a aglomeracdo e floculacdo (98).

4.2.3 Diametro Efetivo e Indice de Polidispersio

O Diametro Efetivo (DE) é considerado como sendo o didmetro de uma esfera que
tem o mesmo coeficiente de difusdo translacional da particula medida, assumindo uma camada
de hidratacdo envolvendo-a. A técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS), empregada

na determinacao do DE, emite um feixe de luz monocromatico sobre a amostra e capta o
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espalhamento da luz através de um detector, gerando graficos de flutuacdo de intensidade e
distribuicdo de frequéncia (95).

O Indice de Polidispersio é usado para descrever o grau de n3o uniformidade da
distribuicao do tamanho de particulas. Esse indice é adimensional e classifica os valores na
faixa de 0,05 a 0,7, de modo que valores menores que 0,05 s3o vistos principalmente com
padrbes altamente monodispersos e valores maiores que 0,7 indicam que a amostra possui uma
distribuicio de tamanho de particula muito ampla e provavelmente nao é adequada para ser

analisada pela técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS) (137).

4.2.4 Identificacao de Grupos Funcionais

A espectroscopia no infravermelho se baseia no fato de que as ligacdes quimicas das
substancias possuem frequéncias de vibracao especificas, as quais correspondem a niveis de
energia da molécula, ditos niveis vibracionais. Os niveis de vibracdo das moléculas dependem de
diversos fatores, como geometria molecular, massas dos atomos, e acoplamento de vibracdes.
Se a molécula receber radiacdo eletromagnética com a mesma energia de uma dessas vibracdes,
a luz serd absorvida somente se a molécula sofrer uma variacdo no seu momento dipolar
durante essa vibracdo (138).

A Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) é uma técnica
de analise onde a luz infravermelha é guiada através de um interferometro que medira o sinal que
passou pela amostra, resultando no interferograma. Ao efetuar uma transformada de Fourier

no sinal, é obtido um espectro idéntico ao da espectroscopia infravermelha convencional (138).

4.3 TESTES DE LIXIVIACAO

Os testes de lixiviacdo sao utilizados para determinar a capacidade de transferéncia
dos constituintes de um sélido para uma solucdo aquosa (meio extrator) (53). Deste modo,
estes testes permitem gerar dados que poderao ser utilizados para modelar a migracdo de
contaminantes em condicoes reais, prevendo os riscos relacionados a destinacdo final destes
materiais. Contudo, existem diversos fatores que afetam a lixiviabilidade dos materiais, dentre
os principais estdo: a alcalinidade do produto estabilizado; a proporcdo entre a superficie e o
volume do residuo; e as rotas de difusdo (139). Deste modo, algumas condicdes dos testes
de lixiviacdo podem ser modificadas com o objetivo de avaliar pardametros que afetardo o
comportamento dos materiais no ambiente (140).

Os testes de lixiviacdo podem ser classificados em duas grandes categorias com base
no fato do lixiviante ser ou n3o renovado: 1) testes de lixiviacdo de extracdo e 2) testes de
lixiviagdo com troca do lixiviante (testes dindmicos).

Nos testes de lixiviacdo de extracdo, o lixiviante ndo é renovado. Durante o teste, a
solucdo lixiviante estd em contato com o material por um periodo de tempo especifico (141).

O lixiviado é separado do sélido, podendo ser analisado em varios momentos durante o teste,
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ou na maioria dos testes de extracdo, no final do teste (142).

Nos testes de lixiviacdo com troca do lixiviante, a solucao lixiviante é continuamente
ou intermitentemente renovada para manter o processo de lixiviacdo. Este tipo de teste pode
também ocorrer com periodos secos para verificar o efeito da desidratacdo no processo de
lixiviacdo. S3o utilizados para avaliar mecanismos mais complexos a respeito da cinética e
mobilidade de contaminantes (141).

No Brasil, o teste reconhecido oficialmente por organismos fiscais para a avaliacio
de materiais é aquele regulamentado pela NBR 10005, o qual é baseado no TCLP (Total
Characteristics Leaching Procedure - EPA) (141). Este tipo de teste é utilizado com carater
regulatério, possibilitando verificar se os componentes do lixiviado estdo de acordo com os
limites estipulados em norma. Contudo, n3o é possivel gerar previsdes para modelar a migracdo
de contaminentes em condicdes reais somente com este tipo de teste (139).

O TCLP é amplamente utilizado para avaliar a eficacia da estabilizacdo de passivos
ambientais em matrizes sélidas, contudo ele é criticado pelo fato de exigir o rompimento da
massa monolitica estabilizada para a execucao do ensaio, o que pode aumentar a lixiviabilidade
do material. Deste modo, os resultados obtidos sdo conservadores e podem n3o condizer com
a realidade (139, 141). Por isso, este teste é tido como regulamentar, apresentando resultados
de concentracdes que podem ser comparados com padrdes normatizados (142).

Apesar de criticado, o TCLP tem sido amplamente utilizado para avaliar o comporta-
mento de materiais nocivos estabilizados em matrizes sélidas. Chen et al. (2018) avaliaram o
comportamento da lixiviacdo e propriedades cimenticias da adicdo de cinzas de co-combust3o
de casca de arroz e lodo de esgoto em argamassa utilizando TCLP. Nath (2020) utilizou esta
metodologia para verificar a imobilizacdo de materiais perigosos (cinzas colantes e escéria de
zinco) em blocos de pavimentacdo. (144) realizou a avaliacdo da lixiviagdo de metais pesa-
dos de produtos de incineracdo de agregados reciclados e de solidificacdo/estabilizacdo para

reutilizacdo da construcdo utilizando TCLP.

4.4 PRINCIPAIS PONTOS DO CAPITULO

= A nanotoxicologia possibilita descrever o perfil toxicolégico de diversos nanomateriais
com grande potencial de utilizacdo e entender quais os principais efeitos observados para

cada um deles;

» Os testes de toxicidade tem sido amplamente utilizados por serem muito eficazes em
avaliar quais concentracdes e tempo de exposicdo a agentes xenobidticos podem produzir

efeitos adversos no organismo-teste;

» Existem diferentes tipos de testes toxicolégicos normatizados, os quais podem variar de
acordo com o tipo de organismo utilizado, tipo de efeito que se busca observar e tipo

de material a ser testado. Nesta pesquisa serdo utilizados testes de toxicidade aguda
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(curta duracdo) com o micro-crustaceo D. magna e com a macréfita L. punctata, além

de teste de toxicidade crénica (longa duracdo) com D. magna;

A caracterizacdo dos NM exerce importancia fundamental no entendimento do com-
portamento de agregacdo, mobilidade e acumulacdo. Os resultados da caracterizacdo
auxiliam na compreensdo dos mecanismos de toxicidade dos materiais e de como eles se

comportardo no ambiente.
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5 METODOLOGIA

Esta dissertacao é um trabalho colaborativo e interdisciplinar entre os Programas de
Pés-Graduacdo em Engenharia Civil e Ambiental da Universidade Federal de Santa Catarina.

A pesquisa foi organizada em quatro etapas, conforme a Figura 8.

Figura 8 — Fluxograma geral do programa experimental.
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Fonte: elaboracdo prépria.

A Etapa 1 compreende a caracterizacdo fisico-quimica dos materiais em escala nano-
métrica, bem como dos demais materiais utilizados na producdo das amostras de revestimento
de referéncia e modificados com os 5 diferentes NMs; A Etapa 2 conta com a formulacdo e
obtencdo das amostras de revestimento nano-modificadas com ZnO, TiO,, TiOo/WO5, NTC e
NA, efetuada no Laboratério de Pavimentacdo (Engenharia Civil - UFSC); A Etapa 3 engloba
os procedimentos de lixiviacdo e, por fim, a Etapa 4 na qual foram realizados testes toxicold-
gicos com o extrato lixiviado dos 7 revestimentos e com os 5 nanomateriais em pé, além da
avaliacdo dos efeitos quali-quantitativos nos organismos, ambas executadas no Laboratério de
Toxicologia Ambiental - LABTOX (Engenharia Sanitaria e Ambiental - UFSC).

5.1 ETAPA 1 - CARACTERIZACOES FISICO-QUIMICAS DOS MATERIAIS

5.1.1 Cimento Portland

Para a producdo das PPCs foi utilizado o Cimento Portland Composto com Pozolana
- CP Il Z 40, cujo produto é normalizado pela NBR 11578 (1991) Versdo Corrigida 1997:
Cimento Portland Composto. As caracteristicas fisicas e quimicas do cimento utilizado nesta

pesquisa foram obtidas junto a Votorantim Cimentos e estdo dispostas na Tabela 4.
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Tabela 4 — Caracterizacdo do cimento Portland.

Caracteristicas quimicas Resultado
Perda ao fogo 5,43%
Oxido de magnésio - MgO 5,76%
Anidrido sulftrico - SOs 2,79%
Residuos insoldveis 11,2%
Equivalente Alcalino em Na,O 0,72%
Caracteristicas fisicas e mecanicas Resultado
Finura - residuo na peneira de 0,075 mm 2.3%
Finura - residuo na peneira de 0,044 mm 11,3%
Area especifica Blaine 372 mPlkg
Massa especifica 2,97 glem?®
Expansibilidade de Le Chatelier - a quente 0,73 mm
Agua da pasta de consisténcia normal 27,9%
Inicio de pega 257 min
Fim de pega 335 min

Resisténcia a compressédo (3 dias de idade) | 33,9 MPa

Resisténcia a compressdo (7 dias de idade) | 39,2 MPa

Resisténcia a compressdo (28 dias de idade) | 47,4 MPa

Fonte: Votorantim Cimentos(2017).

O cimento escolhido para a confeccdo das PPCs deste estudo foi utilizado por Melo
(2011), Bica (2019) e Rosso (2019) em suas pesquisas, o qual é amplamente utilizado para a

confeccdo comercial deste tipo de revestimento na regido de Florianépolis - SC.

5.1.2 Agregados Minerais

Os agregados utilizados na pesquisa sdo britados, com origem mineraldgica granitica
(granito cinza) e foram fornecidos pela empresa SBM (Sul Brasil Mineracdo), localizada na

cidade Paulo Lopes-SC. As caracteristicas fisicas do material sdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 — Caracteristicas fisicas do agregado mineral.

Caracteristica Método Resultado
Massa Esp. Real do Agregado Graido ASTM C127 2,648 g/cm®
Massa Esp. Aparente do Agregado Graldo ASTM C127 2,592 g/em?®
Massa Esp. Real do Agregado Mildo DNER ME 084 2,674 g/lcm®
Massa Esp. Real do Material Pulverulento DNER ME 085 2,803 g/cm?
Material Pulverulento ASTM C117 8,02%
Angularidade do Agregado Graido ASTM D 5821 100%

Continua na préxima pagina
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Tabela 5 — Continuacdo da pagina anterior

Caracteristica Método Resultado
Angularidade do Agregado Middo ASTM C 1252 52,36%
Abrasio Los Angeles ASTM C 131 18,64%
Sanidade ASTM C 88 1,59%
Equivalente de Areia AASHTO T 176 71,95%
Materiais Deletérios AASHTO T 112 0,00%
Indice de Forma ABNT NBR 6954 CUBICA
Absorcdo do Agregado Graido ASTM C127 1,43%
Diadmetro Maximo ASTM C136/C136M 19,1 mm

5.1.3 Ligante Asfaltico

Os ligantes asfalticos nano-modificados foram preparados a partir do CAP 50-70 prove-
niente da refinaria REPAR localizada na Rodovia do Xisto, km 16 da BR-476, no municipio de

Araucéria-PR. A Tabela 6 apresenta os resultados da caracterizacao do ligante CAP 50-70 e

os métodos utilizados em cada ensaio, conforme laudo técnico do fornecedor (REPAR, 2017).

Tabela 6 — Caracteristicas do ligante asfaltico conforme laudo do fornecedor.

Propriedade CAP 50-70 Norma ASTM | Resultado | Limite
Densidade D 70 1,004 -
Ponto de Amolecimento (°C) D 36 48,2 -
Penetracio 100g, 5s, 25°C (107'mm) D5 58 50-70

Viscosidade aparente (Brookfield)
a 135°C, SP 21, 20 rpm, min (cP) D 4402 293 274
a 150°C, SP 21, min (cP) D 4402 151 112
a 177°C, SP 21 (cP) D 4402 59 57-285
Viscosidade Saybolt Furol
Viscosidade Brookfield 170GC-SP21 D 4402 64 cP
a 135°C, min (s) E 102 152,5 141
a 150°C, min (s) E 102 80,5 50
a 177°C, min (s) E 102 32,3 30-150
Indice de Suscetibilidade Térmica X 018 -1,3 -1,5a0,7
RTFOT
Penetracdo retida, min (%) D5 63 55
Aumento do ponto de amolecimento, max D 36 3,6 8
(°C)
Ductibilidade a 25°C, min (cm) D 113 > 100 20

Continua na proxima pagina
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Tabela 6 — Continuacdo da pagina anterior

Propriedade CAP 50-70 Norma ASTM | Resultado | Limite
Variagdo em porcentagem de massa (%) D 2872 -0,257 -05a0,5
Ponto de fulgor, min (°C) D 92 280 235
Ductibilidade a 25°C, min (cm) D 113 > 100 60
Solubilidade no Tricloroetileno, min (% D 2042 99,9 99,5
massa)

Aquecimento a 177°C X 215 NESP NESP

Fonte: refinaria REPAR.

Nesta pesquisa, foi utilizado o ligante CAP 50-70, o qual foi objeto da pesquisa de
doutorado de Melo (2014), o qual estudou nanocompésitos asfalticos no Departamento de
Pés-graduacdo da Engenharia Civil - UFSC. Além disso,0 CAP 50-70 é um dos mais utilizados
e de grande producio no pais (146).

5.1.4 Caracterizacao dos Nanomateriais

Nesta pesquisa, foram avaliados cinco tipos de NMs comerciais, s3o eles: NA, NTC,
TiO,, TiO/WOs5 e ZnO, os quais foram estudados por Melo (2011), Melo (2014), Rosso
(2019) e Bica (2019), no Departamento de Pés-graduagdo da Engenharia Civil - UFSC. Com
isso, foram utilizados nesta pesquisa os percentuais de incorporacdo de NMs que obtiveram
melhores resultados nos trabalhos citados anteriormente, tanto com relacdo as caracteristicas
de desempenho mecanico no caso das misturas asfalticas, quanto a eficiéncia fotocatalitica
no caso das PPCs. Além disso, as amostras de revestimento foram elaboradas conforme
descrito na metodologia dos trabalhos supracitados, de modo a garantir a reprodutibilidade
das propriedades dos revestimentos.

Os NMs (Zn0O, TiO,, TiO,/WOs; e NTC) utilizados neste estudo, foram adquiridos
na Nanostructured & Amorphous Materials, Inc - Houston, USA. A NA montmorilonita
modificada com sais quaternarios de amdnio foi adquirida da Laviosa Chimica Mineraria S.p.A.
comercializada pelo nome Dellite 67G. Na Tabela 7 estdo apresentadas as caracteristicas

fisico-quimicas dos materiais disponibilizados pelas empresas.

Tabela 7 — Caracteristicas dos NMs conforme informado pelos fornecedores.

NM TiO» TiO./WOs ZnO NTC NA
Pureza >99% >094% TiO, | >99,5% | >95% >095%
>6% WOs
Tamanho das | 10 nm 10 nm 20 nm *De: 50-80 nm | 1x500 nm
particulas *Di: 5-15 nm
*L: 10-20 um

Continua na préxima pagina
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Tabela 7 — Continuacdo da pagina anterior

NM TiO, TiO./ WO5 Zn0 NTC NA
Morfologia Elipsoidal | Esférica Esférica | Tubular e pare- | Camadas
e esférica des mdltiplas
Area Superfi- | 60 m?/g | 60 mP/g 40 mP/g | >40 mP/g
cial Especifica
Estrutura Cris- | Anatase Anatase Wourtzite | Grafeno hexa- | Tetraedros de
talina revestida gonal com hi-| silica e octae-
com éxido de bridizacio sp? | dros de alumi-
tungsténio nio (montmori-
lonita)
Densidade 3,9 3,9 5,6 2,1 1,7
pH em agua al- | 5,5-7,0 5,5-7,0 6,5-7,5 6,5-7,5 7,0-8,0
tra pura

*De: didmetro externo; *Di: didmetro interno; *L: comprimento. Fonte: a autora.

Além das caracteristicas apresentadas pelas empresas fabricantes dos NMs, foram
realizadas outras andlises com o objetivo de verificar os dados fornecidos e entender o compor-
tamento dos NMs em meio liquido. Na Tabela 8, encontram-se dispostos os diferentes tipos
de caracterizacdo, além do método, equipamento e laboratério em que foram realizadas as

analises.

Tabela 8 — Sintese dos métodos fisico-quimicos para caracterizacdo dos NMs.

NMs Caracterizacao Método ‘ Equipamento Laboratorio
Estabilidade em | Potencial Zeta (PZ) | Nanobrook  90Plus | LABTOX
suspensao Brookhaven

TiOs, Diametro Efetivo | Dynamic Light Scat- | Nanobrook  90Plus | LABTOX

TiO,/WQOs, | (DE) tering (DLS) Brookhaven

NA, NTC, | Morfologia e Did- | Microscopia Eletré6-| TEM JEM 1011 | LCME

Zn0 metro nica de Transmissdo | (JEOL Ltd., Tokio,

(MET) Japan)

Fonte: a autora.

Na sequéncia serdo descritos os ensaios apresentados na Tabela 8, os quais foram

realizados com os NMs isoladamente.

5.1.4.1 Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

A caracterizacdo das suspensdes na escala nanométrica e micrométrica foi realizada
através do equipamento JEM-1011 MET — 100KV, no Laboratério Central de Microscopia

Eletronica - LCME da UFSC. As imagens resultantes permitiram classificar a morfologia e as
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dimensdes médias dos NMs. A metodologia utilizada para esta analise foi seguida conforme
norma do LCME - UFSC.

Para a anélise através da MET, os NMs foram suspensos em agua de osmose reversa
na concentracdo de 1 g/L e submetidos ao ultrassom por 2 minutos a 23% - 115 W de
poténcia (marca QSonica, Sonicator-Q500, 500 W, Newtown, CT06470, USA), em seguida
as amostras foram gotejadas sobre uma grade de carbono-Cu (300 meshs) e armazenadas em
um dessecador a vacuo por 24 h para a secagem, de acordo com a metodologia padrao do
LCME. A microscopia permitiu verificar a morfologia e tamanho médio das particulas dos NMs

estudados.

5.1.4.2 Potencial Zeta (PZ), Diametro Efetivo (DE) e Indice de Polidispersio (PDISP)

Para a verificacdo da estabilidade da solucao dos NMs em suspensdo isolados, foram
realizadas as leituras do DE, PDISP e PZ das suspensGes nos diferentes meios de teste. As
medi¢Bes foram realizadas no aparelho Nanobrook modelo 90Plus PALS (Brookhaven, New
York - USA), localizado no Laboratério de Toxicologia Ambiental (LABTOX) da UFSC.

As suspensdes foram preparadas na concentracdo de 0,1 g/L para cada NM em agua
ultrapura e nos meios de cultura e diluicdo definidos por norma para a realizacdo de cada
um dos testes de toxicidade. S3o eles: meio de cultura M4 utilizado no teste de toxicidade
crbnica com D. magna (147), meio de diluicdo ISO para o teste agudo com D. magna (148) e
meio de cultivo para o teste de toxicidade com L. punctata (149). Todas as suspensdes foram
solubilizadas com auxilio de sonda metalica de ultrassom Q500 Sonicador da empresa Qsonica
por 2 minutos a 23% - 115 W de poténcia.

Cada meio liquido possui diferentes concentracdes de sais em sua composicao, fator que
pode influenciar largamente no comportamento de dispersao e estabilidade dos NMs utilizados
nos testes de toxicidade. Através destas andlises é possivel verificar, por exemplo, a tendéncia
de certo NM em se aglomerar e se depositar no fundo do recipiente, o que dificulta sua

internalizacdo pela D. magna.

5.2 ETAPA 2 - PRODUCAO DAS AMOSTRAS DE PPC E CA

5.2.1 Formulacao e Moldagem das PPCs

Nesta etapa foram produzidas as pecas pré-moldadas de referéncia (0% NMs) e as com
adicdo de TiO,, TiO/WQO3 e ZnO, das quais foram obtidas as amostras de revestimento para o
procedimento de lixiviacdo da etapa 3 do programa experimental. As pecas possuem dimensoes
finais de 10,5 x 21 x 9 cm, contendo uma camada superficial de argamassa fotocatalitica com 1
cm de espessura (Figura 9). Na indstria, esse método de producdo é possivel com a utilizacdo
de vibro-prensas double-cap. Esta configuracao é ideal para este tipo de revestimento, uma

vez que as reacdOes de fotocatalise ocorrem na interface exposta para a atmosfera, na qual
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estdo presentes os NMs. A moldagem em laboratério foi realizada com o auxilio de um molde

metalico e uma prensa hidraulica.

Figura 9 — Desenho esquematico de uma CCP com duas camadas e dimensoes em milimetros.
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Fonte: a autora.

Foram moldadas 12 PPCs, trés para cada um dos seguintes NMs: TiO,, TiO./ WOs
e ZnO, além da referéncia (sem nanomateriais). Os trés NMs foram incorporados nas suas
respectivas pecas com o teor de 9% em relacdo a massa de cimento. Este percentual de
incorporacdo foi adotado de acordo com as pesquisas de Melo (2011), Rosso (2019) e Bica
(2019), que demonstraram uma relacdo otimizada entre fotocatélise e resisténcia mecénica.
Todas as amostras de teste foram preparadas, desmoldadas e curadas de acordo com as
praticas da ASTM C192/C192M (2018). A Figura 10 apresenta o fluxograma correspondente
a elaboracdo das PPCs.

Figura 10 — Fluxograma da Etapa 2 para as PPC.
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Fonte: a autora.

O concreto das PPCs foi produzido utilizando-se a curva granulométrica e o traco
propostos, respectivamente, por Melo (2011) e Rosso (2019). Escolheu-se o trago de Rosso

(2019), pois nesta pesquisa esta se utilizando o mesmo agregado mineral e cimento Portand
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que o autor supracitado utilizou, além do traco apresentar resisténcia a compressao simples
superior a 35 MPa, critério minimo para aplicacdo em vias de baixo e médio volume de trafego,
conforme a NBR-9781 (1987). Assim, o traco utilizado foi de 1:3,5 (cimento:agregado), fator
dgua/cimento (a/c) de 0,427 e massa especifica imida apds a compactacio de 2,339 g/cm?.
O traco apresenta resisténcia a compressao de 47 MPa aos 28 dias de cura. A curva tedrica
adotada apresenta granulometria baseada no critério de maxima densificacao de Fiiller, com
diametro maximo dos graos de 9,5 mm e expoente Fiiller-Talbot de 0,45. A Tabela 9 e a

Figura 11 apresentam a curva granulométrica utilizada nas PPCs.

Tabela 9 — Composicao granulométrica: porcentagem passante em cada peneira.

Peneiras - Série ASTM | % Passante acumulada | % Retida ndo acumulada

3/8" 100 0
1/4" 83,12 16,88
N° 4 73,55 9,57
N° 8 53,84 19,71
N° 16 39,41 14,43
N° 30 28,85 10,56
N° 50 21,12 7,73
N° 100 15,46 5,66
N° 200 11,32 4,14
Fundo 0,00 11,32

Figura 11 — Curva granulométrica teérica de maxima densificacdo da argamassa.
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5.2.2 Formulacao dos Revestimentos Asfalticos

Para a realizacdo do procedimento de lixiviacao na préxima etapa do método, foram
produzidas uma mistura asfaltica de referéncia com CAP 50-70, uma com ligante nanomodifi-
cado com 3% de nanoargila (NA) e outra com ligante nanomodificado com 2% de nanotubo de
carbono (NTC), em massa de CAP 50-70. Estes percentuais de incorpora¢do foram estudados
por Melo (2014) e apresentaram os melhores resultados quanto as caracteristicas mecanicas

do revestimento asfaltico. A Figura 12 ilustra as misturas asfalticas produzidas.

Figura 12 — Fluxograma da Etapa 2 para as amostras de CA.
Mistura de 0% de NM
~ referéncia >
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Fonte: a autora.

Os ligantes asfalticos nanomodificados com NA e NTC foram preparados com um mis-
turador de alto cisalhamento, Modelo L5M-A Silverson, equipado com controle de temperatura,
cuba térmica e hélice cisalhante, conforme a Figura 13. A temperatura de incorporacdo dos
nanomaterias no CAP 50-70 foi de 150 °C, sob nivel de cisalhamento de 5.000 rpm com

periodo de compatibilizagdo de 1h40min, conforme Melo (2014).

Figura 13 — Misturador de Alto Cisalhamento.

Fonte: a autora.
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Utilizou-se para a producdo das misturas asfalticas a curva granulométrica e o teor de
ligante asfaltico de Melo (2014), que estudou os mesmos nanomateriais desta pesquisa em seu
doutoramento, assim como a mesma classe de ligante asfaltico. O teor de ligante utilizado foi
de 4,35% para todas as misturas asfalticas produzidas. A concepcio da curva granulométrica
atende a especificacdo Superpave, com porcentagem passante em cada peneira conforme a
Tabela 10 e Figura 14.

Tabela 10 — Composicdo granulométrica: porcentagem passante em cada peneira.

’Peneiras - Série ASTM | % Passante

3/4" 100
1/2" 77,5
3/8" 61,3
N 4 43,3
N° 10 24,3
N° 16 17,4
N° 30 12,6
N° 50 9,8
N° 100 7.6
N° 200 5,4

Figura 14 — Composicdo granulométrica dos agregados para as placas de CA.
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Os agregados utilizados foram fracionados em oito peneiras para compor uma curva

granulométrica adequada e de forma precisa. Todas as misturas foram preparadas utilizando
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de um misturador mecanico, com prévio aquecimento dos materiais em estufa. O ligante
asféltico foi aquecido até obter-se uma viscosidade aparente de 0,17 Pa.s (conforme a curva
viscosidade versus temperatura) e os agregados sob uma temperatura de 10 °C acima da
temperatura do ligante asfaltico. Ap6s a homogeneizacdo mecéanica da mistura, estas foram
condicionadas durante 2 horas em estufa (simulacdo do envelhecimento a curto prazo em
estufa), na temperatura de compactac3o, a qual o ligante asfaltico apresenta viscosidade de
0,28 Pa.s. Apds as 2 horas em estufa, as misturas asfalticas ndo foram compactadas, mais
sim desagregadas ainda quentes, de modo a obter seu estado solto, analogamente a amostra
utilizada no método Rice (ABNT NBR 15619; ASTM D 2041). Obteve-se para cada mistura
uma amostragem de aproximadamente 1500 g. Para nenhuma das misturas foi utilizado aditivo
melhorador de adesividade ligante-agregado com o intuito de emular um cenério critico, com
grande liberacao de ligante asfaltico nanomodificado. A Figura 15 apresenta uma das misturas

apos o procedimento relatado.

Figura 15 — Mistura asfaltica no estado solto e desagregada.

Fonte: a autora.

O objetivo da ndo compactacao foi simular de maneira eficiente a camada mais super-
ficial do revestimento, na qual os agregados encontram-se completamente envoltos em ligante
asfaltico e expostos as intempéries e acoes do trafego.

Na sequéncia serdo apresentados os procedimentos metodolégicos utilizados no processo

de lixiviacdo das amostras de revestimento.

5.3 ETAPA 3 - PROCEDIMENTO DE LIXIVIACAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO
LIXIVIADO

A Figura 16 ilustra de forma resumida as etapas seguidas para a execucdo do procedi-

mento de lixiviacdo das amostras de revestimento e caracterizacdao do extrato lixiviado.
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Figura 16 — Fluxograma da experimental da Etapa 3.
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Fonte: a autora.

A metodologia escolhida para o processo de lixiviacao é descrita pela ABNT:NBR
10005/2004 que teve como base o método "Toxicity Characteristic Leaching Procedure”
(TCLP)(SW-846 Method 1311, USEPA 1994). Para a obtencdo do extrato lixiviado é necessério
considerar o enquadramento da amostra. Deste modo, o processo se baseou nos "Procedimentos
de lixiviacdo para residuos contendo teor de sélidos igual a 100%" da NBR 10005. Este processo

conta com duas etapas principais, sao elas:

= Primeira Etapa - Preparacao para o ensaio de lixiviacao:

A NBR 10005 orienta que as amostras sélidas devem ter o didmetro maximo de 9,5 mm.
Deste modo, para as PPCs, utilizou-se form3o e martelo para extrair as amostras de
cada peca. Vale ressaltar que apenas a camada mais superficial das pecas foi utilizada,
uma vez que cada um dos NMs (TiOs, TiO./WQO; e ZnO) foram adicionados apenas
nos 10 mm superiores de cada peca (Figura 9). Com o objetivo de padronizar o tamanho
das particulas, apenas o material passante na peneira de malha 9,5 mm e retido na 4,8

mm foi coletado para o processo de lixiviacdo.

Apés a trituracdo, as amostras de concreto de cimento Portland (CCP) foram lavadas em
agua corrente com o auxilio de peneiras e deixadas secar em temperatura ambiente. Este

processo teve como objetivo remover o material pulverulento da superficie das particulas
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de concreto, o qual foi gerado pelo processo de rompimento das amostras. Além disso,
as amostras foram dispostas de modo a permitir o processo de carbonatacdo, o qual
foi verificado através da saturacdo destas com fenolftaleina. Na Figura 17(A) é possivel
observar uma quantidade de amostra saturada de fenolftaleina com a granulometria
utilizada no processo de livixiacdo. Na Figura 17(B) amostra foi triturada com o objetivo
de observar o processo de carbonatacdo no interior do concreto. Quando a fenolftaleina
¢ adicionada e a amostra passa a apresentar uma coloracdo lilas, significa que ndo
ocorreu carbonatacdo, por outro lado, quando a amostra n3o apresenta alteracdo na
sua coloracao significa que ocorreu carbonatacdo. O processo de carbonatacdo ocorre de
forma natural em ambientes onde a superficie do concreto estd exposta ao gas carbonico
e agua, por isso torna-se importante verificar sua ocorréncia nas amostras trabalhadas

em laboratério, uma vez que este processo ocorrera em campo.

Figura 17 — Amostras de CCP saturadas com fenolftaleina.

Fonte: a autora.

Para as amostras de CA nao foi necessario romper as amostras, visto que estas encontravam-
se em estado solto, entao passaram diretamente pelo procedimento de padronizacao
das particulas por meio de peneiramento, conforme realizado para as amostras de CCP.
Apds o peneiramento, as amostras foram reservadas em recipientes limpos para serem

utilizadas posteriormente na determinacdo da solucdo de extracdo e ensaio de lixiviacdo.

Ainda nesta etapa foi realizada a determinacao da solucdo de extracao utilizada para
lixiviar tanto as amostras de PPC quanto as de CA. A norma NBR 10005:2004 dispo-
nibiliza duas possiveis solucdes de extracao escolhidas de acordo com o pH da amostra

em agua, conforme indicado abaixo:

— Solucdo 1 é indicada para amostras com pH < 5,0;



60

Capitulo 5. Metodologia

— Solugdo 2 é indicada para amostras com pH > 5,0.

Para determinar o pH das amostras de revestimento, foram separados 5,0 g de cada
amostra em béqueres e adicionados 96,5 mL de agua deionizada. Apds cobrir cada
béquer com vidro relégio, as amostras foram agitadas por 5 min com agitador magnético,
conforme descrito na norma. Passado este intervalo de tempo, foi realizada a medicao
do pH do liquido. Uma vez que todas as amostras apresentaram pH < 5,0, utilizou-se
a Solucdo 1 com a seguinte formulacdo: 5,7 mL de acido acético glacial, 64,3 mL de
NaOH 1,0 N e 930 mL de 4gua ultrapura.

Segunda Etapa - Ensaio de lixiviacdo com as amostras de revestimento:

Foram dispostos 100 gramas de cada amostra em frascos contendo 2 litros de solucdo
de extracdo com pH 4,93 + 0,05 (Figura 18). Apds o fechamento dos frascos com fita
PTFE (filme termoplastico para vedacio), iniciou-se o processo de agitacdo a (55 + 2)
rpm durante (18 £ 2) horas a temperatura de até 25°C. A norma estabelece que seja
utilizada a rotacdo de (30 £ 2) rpm, contudo, por limitacdes do equipamento, a menor
rotacdo possivel para a execucdo do ensaio foi aquela citada anteriormente, de (55 £ 2)

rpm, o que torna o ensaio ainda mais rigoroso (Figura 19).

Figura 18 — Aparato do procedimento de lixiviacao antes do inicio - amostras de CA

Fonte: a autora.
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Figura 19 — Aparato do procedimento de lixiviacao findada a agitacao - amostras de PPC

Fonte: a autora.

Ao final do periodo de agitacdo, as amostras foram filtradas em filtro com porosidade
de 0,45 um com auxilio de um aparelho de filtracdo a vacuo. Apds este processo, as amostras
foram evaporadas em estufa a 60°C por 24 horas com o objetivo de concentrar o extrato
lixiviado. Depois de resfriadas, as amostras foram armazenadas em recipientes na geladeira do
laboratédrio para entao serem utilizadas nos testes toxicolégicos. A Figura 20 mostra o aspecto
das amostras apés a filtracdo.

Figura 20 — Amostras de lixiviado de PPC apés filtracao.

Fonte: a autora.
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A Figura 21 mostra o efeito do processo de lixiviacdo nas amostras particuladas de
revestimento de CA e de PPC. Em ambas é possivel verificar o afloramento do agregado

mineral, anteriormente recoberto pelo ligante asfaltico e pela pasta de cimento.

Figura 21 — Comparacdo entre as amostras de CA e PPC antes e depois da lixiviacao.

Amostra de PPC antes do processo de lixiviacao Amostra de PPC depois do processo de lixiviagcao

Fonte: a autora.

A seguir, serdo apresentados as anélises utilizadas na caracterizacdo dos 7 diferentes
lixiviados de revestimentos avaliados nesta pesquisa.
5.3.1 Caracterizacdo dos Extratos Lixiviados
5.3.1.1 Espectrometria de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS)

A andlise de ICP-MS foi realizada na Central de Anélises do Departamento de Quimica —
UFSC, no equipamento Espectrémetro de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado ICP-MS,

marca Perkin Elmer Sciex, modelo Elan 6000, (Toronto, Canada), com introducdo da amostra
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por nebulizador pneumatico. Esta técnica é capaz de detectar metais e diversos nao-metais em
concentracdes t3o baixas como uma parte em 10" em determinados isétopos. As amostras
foram acidificadas com acido nitrico (HNQO3) para posterior determinagdo dos analitos de
interesse. Essa anélise tem como objetivo quantificar ions de Zn, Ti, W, Si e Al biodisponiveis
nas amostras de lixiviado provenientes dos revestimentos nanomodificados, além das amostras
de referéncia sem NMs, que foram verificadas para todos os metais citados como forma de
controle negativo. A amostra de CA nanomodificada com NTC n3o pode ser avaliada por esta
técnica, uma vez que este equipamento possui limitacdes quanto a identificacdo e quantificacao
de carbono. Para a amostra de CA nanomodificada por NA foram avaliados os metais Si e
Al, os quais fazem parte da sua composicio quimica. Deste modo, o Si e Al atuam como

elementos-tracos da NA.

5.3.1.2 Espectroscopia na regido Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

As medidas de FT-IR foram feitas com o espectrometro da marca Agilent Technologies,
modelo Cary 660 Series FT-IR Spectrometer. Cada amostra foi misturada com brometo de
potassio (KBr) e moldada na forma de pastilha. Para cada amostra foi calculada a média de 20
varreduras no intervalo 4000 - 400 ¢! e resolucdo de 4 cm™' foi feita para cada amostra. A
caracterizacdo através dos espectros de FTIR permite qualificar os grupos funcionais contidos
nas amostras sélidas em pé. Esta analise foi utilizada para a caracterizacdo dos NMs puros em
po e dos lixiviados provenientes do revestimentos. Para isso, as amostras liquidas dos lixiviados
foram liofilizadas a vacuo na temperatura de —40°C por 24 horas no equipamento L101 da
Liotop no laboratério LATESC da UFSC com o objetivo de desidrata-las e obter amostras
sélidas. Deste modo, foi possivel realizar a espectroscopia também nos lixiviados. Uma vez com
os resultados da anélise para os NMs puros e seus respectivos lixiviados, foi possivel comparar
os espectros e verificar a existéncia ou nao das bandas caracteristicas de cada NMs no espectro

do seu respectivo lixiviado.

5.4 ETAPA 4 - TESTES TOXICOLOGICOS

Esta etapa ocorreu de acordo com o fluxograma mostrado na Figura 22, a qual se
inicia com a utilizacdo dos extratos lixiviados dos revestimentos obtidos na Etapa 3 para
a realizacdo das andlises toxicoldgicas. Inicialmente foram realizados os testes de toxicidade
aguda com D. magna, com o objetivo de determinar a CEsg 45 (concentracdo que causou efeito
na capacidade natatéria, imobilizacdo ou mortalidade de 50% dos organismos-teste apés um
periodo de 48 horas) de cada um dos extratos lixiviados dos revestimentos e dos NMs puros.
Um vez encontrados estes valores, tornou-se possivel realizar os testes de toxicidade crdnica
com D. magna baseado na ISO 10706:2000, os quais tiveram como maior concentracdo do
teste a décima parte da respectiva CEsg 45. Os testes de toxicidade cronica fornecem a CEO e

CENO, que indicam a concentracdo com efeito observado nas D. magnas e a concentracao
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que nao teve efeito observado, respectivamente. Em paralelo foram realizados os testes de
toxicidade com a L. punctata. Além disso, foram realizadas as anélises toxicolégicas com os

NMs puros com o objetivo de verificar a toxicidade de cada um isoladamente.

Figura 22 — Fluxograma da Etapa 4.
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Fonte: a autora.

A escolha destes dois organismos para a realizacdo dos testes de toxicidade foi motivada
pela sua localizacdo em niveis tréficos mais baixos. Esta caracteristica é importante para a
avaliacdo da amplificacdo da contaminacido em toda a cadeia alimentar. Além disso, ambos
sao amplamente utilizados em pesquisas académicas, favorecendo a busca por referéncias e
comparacdo entre pesquisas.

Na sequéncia sao detalhados os procedimentos utilizados no cultivo dos organismos-

teste e nos testes de toxicidade realizados nesta pesquisa.
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5.4.1 Metodologia de Cultivo para Daphnia magna

Os organismos jovens (neonatos) de D. magna, utilizados nos ensaios de toxicidade
aguda e cronica, sdo provenientes do cultivo do Laboratério de Toxicologia Ambiental (LABTOX
- UFSC). O cultivo desta espécie se baseia na NBR 12.713:2016 e I1SO 6341:2012.

Realiza-se o cultivo dos organismos em recipientes de vidro com capacidade de 2000
ml, os quais contém agua reconstituida (M4) como meio utilizado para o crescimento e cultivo
dos organismos. Cada recipiente contém uma populacdo de 30 a 35 individuos fémeas em um
volume de 1500 ml de meio de cultura M4, mantidos em temperatura controlada a 20 4 2°C
e com fotoperiodo de 16 horas de luz, condicdes obtidas através do uso de uma estufa. Os
organismos sdo alimentados com cultura de alga verde Scenedesmus subpicatus (1SO, 1989)
juntamente com a renovacao do meio de cultura, que é realizado trés vezes por semana. Neste
momento é feito o controle do niimero de organismos adultos e higienizacao dos recipientes.

Semanalmente s3o realizados testes de sensibilidade com a substancia de referéncia
dicromato de potassio (K>Cr.Oy), de acordo com as normas NBR 12713:2016 e ISO 6341:2012,
buscando avaliar a sensibilidade dos organismos. Os valores obtidos da CEsg 24, devem estar
entre 0,6 e 1,7 mg/L para assegurar que o cultivo estd de acordo com o padrdo internacional

e garantir a validacao dos testes.

5.4.2 Teste de Toxicidade Aguda com Daphnia magna

A metodologia para teste de toxicidade aguda com o organismo-teste D. magna segue
a NBR 12.713 (147) e consiste na exposicdo de D. magna neonatas, ou seja, com 2 até 26
horas de vida, a substéncia a ser testada por um curto intervalo de tempo (48 horas). O
resultado obtido é denominado CEsg 48, que é a concentracdo efetiva com efeito observado em
relacdo a capacidade natatéria, imobilizacdo ou mortalidade de 50% dos organismos-teste apds
um periodo de 48 horas. Vale ressaltar que sdao considerandos iméveis os organismos que nao
forem capazes de nadar em um intervalo de tempo de 15 segundos (150) e mortos aqueles que
encontram-se depositados no fundo ou flutuando na superficie sem apresentar movimentacao
apds 15 segundos (150).

O meio de diluicdo utilizado no teste é o meio ISO descrito na norma I1SO 6341:2012.
Os testes ocorreram através da exposicdo de organismos neonatos (2 a 26 horas de vida) aos
5 NMs e aos 7 diferentes extratos lixiviados das amostras de revestimento por um intervalo de
48 horas. O resultado obtido foi expresso em funcdo da CEsg4gp. Os testes foram realizados
em duplicata, expondo 20 organismos-teste por diluicao, 10 em cada recipiente, a temperatura
de 18 a 22° C, sem alimentacdo ou iluminacdo. A definicdo das concentracdes utilizadas para
avaliar os NMs partiu de referéncias bibliograficas, em contrapartida, para os extratos lixiviados
os testes foram iniciados com diluicdes abrangentes para entdo refinar a busca pela CEsg 4gh.
Tanto as amostras liquidas de lixiviado quanto as dos NMs tiveram seus pHs corrigidos para a

faixa de 7,6 a 8 visando evitar influéncias deste parametro nas analises.
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A Figura 23 mostra uma representacao do teste de toxicidade aguda com as duplicatas
A e B para cada concentracao avaliada no teste, além do controle, o qual é composto somente
pelo meio ISO. Cada béquer contém 10 D. magnas. As diferentes tonalidades de cor representam
as concentragdes, onde a cor mais clara representa o controle (sem amostra) e a cor mais
escura, a maior concentracao, ou seja, com maior quantidade de amostra no meio de diluicao

ISO.

Figura 23 — Representacado do teste de toxicidade aguda.
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Fonte: a autora.

Na Tabela 11, s3o apresentadas as concentracoes avaliadas para cada NM nos testes
de toxicidade aguda com D. magna. As concentracdes foram obtidas através da razdo entre a
massa de NM em pé e o meio de diluicdo ISO (4dgua + reagentes), o qual é normatizado para

este tipo de teste.

Tabela 11 — Concentracoes utilizadas para cada NM no teste de toxicidade aguda com D.

magna.
Concentragdes | NTC (mg/L) | NA (mg/L)| TiO; (mg/L)| TiOo/WOs (mg/L)| ZnO (mg/L)|
Controle 0 0 0 0 0
Concentracdo 1 10* 1 1 1 1
Concentracdo 2 50 5 300 100 5
Concentracdo 3 100 10 600 400 10
Concentracdo 4 150 15 800 800 15
Concentragdo 5 200 18 1000 1000 20
Concentracdo 6 400 20 1200 1400 25

*Concentracdo 1 = 10 mg de NM em 1 L de meio diluente 1SO.

Fonte: a autora.

As diluicdes utilizadas para os 7 tipos de lixiviados nos testes de toxicidade aguda com
D. magna foram expressas em percentual de amostra contida no volume total de 50 mL, o
qual foi completado com o meio de diluicdo ISO (salvo na dltima concentracdo onde o volume

total foi preenchido por amostra de lixiviado). Foram utilizadas as seguintes diluicdes: 4,2%,
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6,25%, 10%, 20%, 50% e 100%, além do controle, onde n3o ha exposicdo ao agente tdxico.
Deste modo, a primeira diluicdo, por exemplo, foi composta de 4,2% de amostra de lixiviado
(2,1 mL) e 95,8% de meio de diluicdo ISO (47,9 mL). Utilizou-se este tipo calculo pois as
amostras de lixiviado sao consideradas misturas, uma vez que nao se sabe com precisao as
substancias que a comp&em.

Terminado o intervalo de 48 horas, foi realizada a contagem das D. magnas imobilizadas
e mortas para cada diluicdo. Estes dados foram inseridos no programa GraphPad Prism 6, onde
os resultados foram avaliados usando ANOVA unidirecional, possibilitando a determinac3o das
concentracdes correspondentes a CEsg 4, de cada ensaio. A partir destes resultados, os NMs
foram classificados de acordo com a Diretiva da Unido Europeia 93/67/EEC, uma vez que
o Brasil ndo possui normatizacdo para a toxicidade de materiais ou lixiviados que nao sejam
residuos ou efluentes domésticos e industriais.

A classificacdo apresentada pela Diretiva da Unido Europeia 93/67/EEC baseia-se no
menor valor médio de CEsy dos trés principais organismos ambientais: algas, crusticeos e
peixes. O menor valor médio de CEsp < 1 mg/L classifica o material como muito téxico para
os organismos aquaticos; 1-10 mg/L = tdxico para os organismos aquéticos; 10-100 mg/L
= nocivo para os organismos aquaticos; > 100 mg/L = n3o classificado (151). Como n3o se
sabe a concentracdo exata de NMs nos lixiviados, ndo foi possivel classifica-los de acordo com

esta diretiva.

5.4.3 Teste de toxicidade crénica com Daphnia magna

O teste de toxicidade crénica foi baseado na ISO 10706,/2000 e no protocolo da
Organization for Economic Co-operation and Development (OECD), Guideline 211:2012 (152).
Este tipo de teste permite avaliar os efeitos subletais, estimando as concentracdes do agente
toxico. No ensaio de toxicidade cronica, neonatos de D. magna foram expostos durante 21
dias aos agentes toxicos (5 diferentes NMs e 7 diferentes lixiviados). Para cada diluicdo foram
compostas 10 réplicas, dispondo individualmente 10 organismos neonatos em 10 béqueres de 50

mL. Finalizado o periodo de exposicdo, foram verificados os efeitos nos seguintes pardmetros:

» longevidade: corresponde ao tempo de vida de um organismo sob um determinado
conjunto de condicbes de desenvolvimento (95). Nos testes de toxicidade cronicos re-
alizados, esse parametro foi obtido através do acompanhamento da sobrevivéncia dos
organismos-teste até a finalizacdo do teste (vigésimo primeiro dia). Este valor é expresso
pelo percentual de organismos sobreviventes em cada concentracdo, sendo 100% indica-
tivo de que as 10 réplicas (D. magnas) sobreviveram e 0% que todas morreram antes

de completar os 21 dias de teste.

» tamanho: este parametro foi adquirido através da medicdo do comprimento total de
cada D. magna realizada ao final dos 21 dias de teste. Para isto, os organismos-teste

foram fotografados com uma escala conhecida através de uma lupa e medidos utilizando
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o programa ImagelJ. Considerou-se por padrdao o comprimento entre a cabeca e o final

da carapaca, que compreende o espinho apical, conforme a Figura 24.

Figura 24 — Medida do comprimento total de D. magna realizada apds 21 dias de teste.

Comprimento total

Fonte: a autora.

» reproducdo: para este parametro foram utilizados os dados registrados relativos ao niimero

de filhotes gerados em cada postura. As posturas representam o evento de reproducdo,
ou seja, se foram contabilizados filhotes no intervalo de 24 horas significa que houve
uma postura, se ndo existirem filhotes, ndo é contabilizada a postura. Para o calculo
da média de filhotes por réplica no periodo de duracdo do teste (21 dias), utilizou-se a

Equacao 5.1:

N° — total — de — filhotes

Média— filhotes — por — réplica = N°— de — posturas

(5.1)

Os valores obtidos através do calculo da média de filhotes por réplica foi utilizado para

o calculo da média de filhotes por concentracdo de amostra através da Equacdo 5.2:

I Média— filhotes — por — réplica
N° — de — réplicas

Média — filhotes — por — concentragao = (5.2)

idade da primeira postura: este parametro leva em considerac3o o dia (dentro do intervalo
de 1 até 21 dias) em que cada réplica teve sua primeira contabilizacdo de filhotes. O

resultado é expresso através do dia médio entre todas as réplicas de cada concentracao.

Alguns exemplos de manifestacdes da toxicidade nos pardmetros citados acima sdo:

morte precoce do organismo-teste, reducao do tamanho médio dos organismos-teste em de-

terminada concentracdo, reducao ou aumento anormal na reproducao, nascimento de filhotes

mortos, idade de postura muito precoce ou auséncia de reproducao.
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Os testes de toxicidade cronica foram mantidos nas mesmas condicGes ambientais que
os lotes de cultivo, ou seja, temperatura ambiente controlada de 20 £ 2°C e luminosidade
difusa, com fotoperiodo de 16 horas, alimentado com a cultura algacea S. subspicatus. Durante
o teste foi realizado acompanhamento registrando a sobrevivéncia e o niimero de jovens gerados
por fémea. A manutencao dos testes foi realizada trés vezes por semana e a contagem e retirada
dos filhotes foi feita diariamente a partir da data da primeira postura. A manutenc3o consiste
na substituicdo da solucdo-teste antiga por uma nova, no registro e retirada dos filhotes gerados
no periodo e de organismos adultos mortos antes dos 21 dias de teste. Este procedimento
caracteriza o teste cronico como sendo um teste semi-estatico. A Figura 25 apresenta um

esquema do teste de toxicidade cronica utilizando D. magna como organismo-teste.

Figura 25 — Teste de toxicidade cronica com D. magna.

Fonte: a autora.

Para a escolha das concentracdes do teste de toxicidade cronica, o valor de CEsg 4sh
encontrado para cada NM e lixiviado foi dividido por 10 e o valor resultante foi tomado como
o maior concentracdo do teste. A partir disto, foi possivel definir as outras 4 concentracdes
distribuidos entre a maior concentracao e o controle. Apds a finalizacdo do teste, os resultados
foram inseridos no programa GraphPad Prism 6 e a analise ANOVA foi realizada para definir
as diferencas significativas entre os grupos através da variabilidade entre eles. Esta analise
baseia-se no principio da comparacdo entre os resultados obtidos e controle do teste (p =
0,05). A menor concentracdo em que a diferenca significativa exceda este valor é considerada
como CEO. Determinada a CEQO, foi originada a CENO como sendo a concentracdo inferior a
CEO (95).

A Tabela 12 apresenta as concentracdes utilizadas nos testes de toxicidade crénica com
D. magna para os 5 NMs e 7 lixiviados avaliados nesta pesquisa, onde a letra "C" representa

"concentracao”.
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Tabela 12 — Concentracdes utilizadas para cada NM e lixiviado no teste de toxicidade cronica
com D. magna.

’Amostras ‘Controle‘ C1 ‘ Cc2 ‘ C3 ‘ C4 ‘ C5 ‘
NTC (mg/L) 0 0,045*| 0,09 | 0,18 | 0,36 | 0,73
NA (mg/L) 0 0,05 | 0,10 | 0,30 | 0,60 | 0,90
TiOo (mg/L) 0 0,63 | 1,25 | 2,50 | 5,00 [10,00
TiOo/WO5 (mg/L) 0 056 | 1,13 | 2,0 | 40 | 80
Zn0O (mg/L) 0 0,025 |0,050(0,100|0,200 0,400
Lixiviado - NTC (mL/L) 0 10,0**| 20,0 | 30,0 | 40,0 | 50,0
Lixiviado - NA (mL/L) 0 50 |10,0| 15,0 | 20,0 | 30,0
Lixiviado - Ref CA (mL/L) 0 05 | 25| 45 | 65 | 85
Lixiviado - TiO> (mL/L) 0 0,5 20| 35 | 50| 65
Lixiviado - TiOo/WO3 (mL/L) 0 0,5 20| 35 | 50| 65
Lixiviado - ZnO (mL/L) 0 0,1 05 | 1,0 | 50 | 10,0
Lixiviado - Ref PPC (mL/L) 0 0,25 | 050| 1,0 | 2,0 | 4,0

*Exemplo: NTC = 0,45 mg de NTC em 1 L de meio M4.
**Exemplo: Lixiviado - NTC = 10 mL de amostra em 0,9 L de meio M4.
Fonte: a autora.

5.4.4 Metodologia de Cultivo para Landoltia punctata

As macroéfitas L. punctata, utilizadas nos ensaios de toxicidade s3o provenientes do
cultivo do Laboratério de Toxicologia Ambiental (LABTOX - UFSC) e o cultivo desta espécie
se baseia na OECD 221:2006 e ISO 20079:2005. Vale ressaltar que as macréfitas utilizadas
sao provenientes de Santa Catarina, as quais encontram-se adaptadas ao clima da regido.

A cultura é mantida em uma sala climatizada com temperatura controlada de 24 +
2°C, sob a luminosidade de seis lampadas fluorescentes de 25W totalizando uma radiacdo
de aproximadamente 8.800 lux e o fotoperiodo é de 12 horas. A troca do meio de cultura é
realizada trés vezes por semana com o objetivo de renovar os nutrientes e evitar a proliferacdo

de possiveis contaminacdes por fungos ou algas.

5.4.5 Teste de Toxicidade com Landoltia punctata

Os testes de toxicidade com Landoltia punctata foram realizados seguindo os proce-
dimentos padronizados pela norma ISO 20079:2005 e OECD 221:2006. Foram mantidas as
mesmas condicdes ambientais de luminosidade, temperatura, pH, empregados na pré-cultura
durante os testes.

O procedimento para realizacdo do teste de toxicidade consistiu em inocular o organismo-
teste em diferentes concentracoes pré-definidas da solucdo contendo o material a ser avaliado.
Simultaneamente, realizou-se o controle negativo (amostra somente com meio de cultura,

sem substancia téxica), visando a confiabilidade dos resultados. Os organismos permaneceram
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expostos as substancias testadas por um periodo total de sete dias em béqueres de vidro
contendo 50 mL de amostra. Em cada béquer foram adicionadas 10 frondes de L. punctata
e apos distribuidos espacialmente de forma randémica dentro da bandeja utilizada no teste,

conforme mostrado na Figura 26.

Figura 26 — Teste de toxicidade com L. punctata

N

Fonte: a autora.

Para os 5 NMs, as concentracdes utilizadas estdo apresentadas na Tabela 13. Cada
NM teve o preparo de uma solu¢cdo-mae com concentracdo de 10 g/L e homogeneizacdo com
o auxilio de aparelho ultrassénico com sonda metalica e por 2 minutos. Para os 7 extratos
lixiviados, foram definidas as diluicdes de 1%, 10%, 20% e 50%. Deste modo, a primeira
diluicdo, por exemplo, foi composta por 1% de amostra de lixiviado (0,5 mL) e 99% de meio
de cultivo da L. punctata (49,5 mL). Antes do inicio de cada teste as amostras foram agitadas
e o pH corrigido para 6,3-6,5, assim como para os NMs, de modo a evitar a influéncia deste

fator nos testes.

Tabela 13 — Concentracdes utilizadas para cada NM no teste de toxicidade com L. punctata.

Concentracdes| NTC (mg/L) | NA (mg/L) | TiO» (mg/L) | TiOo/WOs (mg/L) | ZnO (mg/L) |

Controle 0 0 0 0 0
Concentragdo 1 10%* 10 300 200 10
Concentracdo 2 100 100 750 400 100
Concentracdo 3 500 500 1500 1000 500
Concentracdo 4 1000 1000 4500 2000 1000

*Concentracido 1 = 10 mg de NM em 1 L de meio de cultivo.

Fonte: a autora.
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5.45.1 Calculo da Taxa de Crescimento

O monitoramento do teste para a verificacdo dos efeitos tdxicos se deu através da
determinacdo das taxas de crescimento das plantas. Para avaliar a inibicao de crescimento, as
frondes foram contabilizadas no inicio do experimento (t=0) bem como no decorrer dos sete
dias de observacdo (t=7), sendo que nesse processo foram contabilizadas todas as frondes
visiveis. Concluido este procedimento, iniciou-se a estimativa das concentracGes que resultaram
na inibicdo de crescimento da macréfita (CEx e CExsp).

Em posse dos valores dos parametros de nimeros de frondes (valores esses obtidos no
inicio e no final do teste), foi calculada a taxa de crescimento por dia, através dos procedimentos
recomendados pela normatizacdo da ISO 20079:2004 (153) (Equagdo 5.3).

In(Ny) = In(N)

53
= (53

fi-) =
Onde:
* [): Taxa média de crescimento especifico do momento i para o j;
= N;: Nimero de frondes observados nas amostras teste ou i controle ao inicio do teste;
. Nj Nimero de frondes observados nas amostras teste ou j controle ao final do teste;

» fi: Tempo do momento do inicio do periodo de teste;

= {;: Tempo do momento do fim do periodo de teste.
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6 APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

6.1 CARACTERIZACOES FiSICO-QUIMICAS DOS MATERIAIS

6.1.1 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Na Figura 27, sdo apresentadas as micrografias resultantes da andlise MET realizada
nos NMs puros suspensos em agua de osmose reversa, os quais foram incorporados aos

revestimentos de PPC e CA, respectivamente.

Figura 27 — Micrografias geradas na MET dos NMs a) TiO,, b) TiO./WQOs, ¢} ZnO, d) NA e
e) NTC

(0]
.2 U

Fonte: a autora.
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Em todas as micrografias é possivel observar aglomerados formados pelos NMs. Este
fato pode ser justificado pelas forcas de atracdo de Van der Waals e a duracao do processo
de sonicacdo das amostras, neste caso 2 minutos a 23% - 115 W de poténcia. Reches et al.
(2018) observaram em seu estudo que mais de 95% da desaglomeracdo aparente de diferentes
NMs ocorreu nos 20 primeiros minutos de sonicacdo em frequéncia de 20 kHz. O tempo de
sonicacao escolhido foi baixo, visto que este procedimento nao foi utilizado para a dispersao
dos NMs durante a elaboracdo das amostras. Neste caso, o objetivo foi suspender os NMs em
agua e verificar seu comportamento de aglomeracdo, fator muito importante para os ensaios
de toxicidade pois o tamanho dos aglomerados influencia na absorcao pelos micro-organismos.

Além disso, é possivel verificar que as informacdes quanto a morfologia dos NMs
divulgadas pelos fabricantes é compativel com o observado. Sendo o TiO,/WOs e o ZnO de

morfologia esférica, TiO, elipsoidal e esférica, NTC tubular e NA camadas.

6.1.2 Potencial Zeta (PZ), Diametro Efetivo (DE) e indice de Polidispersdo (PDISP)

A Tabela 14 apresenta os resultados da variacdo do DE, PZ, PDISP e pH dos NMs
puros suspensos em agua de osmose, meio de diluicdo ISO (utilizado no teste de toxicidade
aguda), meio de cultivo M4 (utilizado no teste de toxicidade crénica) e meio de cultivo da L.

punctata. Cada valor de dado é uma média de trés medidas + desvio padrao.

Tabela 14 — Resultados de PZ, DE, PDISP e pH em diferentes meios de diluicdo.

NM Teste Agua de os-| 1SO M4 meio L.
mose punctata

PZ (mV) | -1,424+0,15 0,35+0,07 5,431+0,55 5,70+0,69
NTC DE (nm) | 414,10+11,96 | 4361,36+10,03 1488,62+2,19 | 2579,40+20,93

PDISP 0,30+0,03 0,24+0,03 0,29+0,01 0,43+0,03

pH 6,23 7,63 6,11 6,31

PZ (mV) | 0,36+0,05 -0,614+0,12 -0,194+0,03 -0,65+0,02
NA DE (nm) | 4467,31+13,82| 3082,244+10,53 2530,03+11,02 4746,88+10,68

PDISP 0,53+0,05 0,58+0,06 0,53+0,02 0,54+0,02

pH 6,98 7,57 7,12 6,92

PZ (mV) | 12,89+0,38 -2,854+0,09 3,84+0,35 -5,37+0,52
Tio, DE (nm) | 580,00+1,39 | 1708,58+6,96 | 1539,34+8,12 | 793,71+1,98

PDISP 0,16+0,03 0,21+0,03 0,16+0,01 0,28+0,01

pH 7,21 7,90 7,62 7,68

PZ (mV) | 12,86+0,53 -2,2740,47 -4,26+0,77 -3,394+0,88
TiOL WO DE (nm) | 487,33+3,10 | 1697,53+10,07| 1687,54+9,69 | 514,84+1,33

PDISP 0,24+0,11 0,07+0,05 0,15+0,01 0,30+0,02

pH 7,26 7,85 7,59 7,65

Continua na préxima pagina




6.1. CaracterizacGes Fisico-Quimicas dos Materiais 75

Tabela 14 — Continuacdo da pagina anterior

NM Teste Agua de os-| I1SO M4 meio L.

mose punctata

PZ (mV) | 11,20+0,12 -2,20+0,40 -1,25+0,07 -3,19+0,47

7n0 DE (nm) | 517,65+11,07 | 1690,11+14,88 1121,554+0,77 | 1182,90+5,14
n

PDISP 0,12£0,12 0,27£0,03 0,26£0,02 0,28+0,06

pH 7,39 7,52 7,60 7,56

Fonte: a autora.

Elevados valores absolutos (> 30 mV) de PZ indicam estabilidade da amostra em
suspensao, e valores absolutos menores que 10 mV apontam a instabilidade da amostra. Ja
o PDISP fornece informacdes quanto a homogeneidade da distribuicdo dos tamanhos das
particulas, onde valores menores que 0,05 sdo considerados altamente monodispersos e valores
maiores que 0,7 sdo amostras com distribuicdo de tamanho muito variada. O DE indica o
didmetro efetivo das particulas no meio, o qual compreende o didmetro da particula associada
a contra-ions difundidos na superficie da mesma.

Os NTCs sdo muito hidrofébicos e tendem a se agregar em solucdo devido as altas
forcas de interacao de Van der Waals ao longo do tubo externo. Como resultado, sua dispersao
em agua se torna dificultosa (154). Além disso, observou-se uma tendéncia de aglomeracido
ainda maior nos 3 meios (ISO, M4 e L. punctata) testados, a qual pode ser justificada pela
complexidade ionica dos mesmos. Nota-se que os valores de DE partem de 414,10 nm em
agua, para valores superiores a 1488,62 nm nos 3 meios. Avaliando os dados de PZ resultantes,
observa-se que todos os valores estdo dentro da faixa considerada instavel, o que pode ser
verificado visualmente pela rapidez com que os NMs se aglomeraram apés a sonicacdo. O
PDISP aponta para uma distribuicdo de didametros variada, o que pode ser justificado pelo
formato tubular do NTC e pela sua variacao de comprimento.

A NA modificada utilizada nesta pesquisa apresenta carater organofilico, que a torna
compativel com matrizes organicas e hidrofébica. Esta caracteristica é evidenciada ao observar
os valores de DE obtidos em todos os meios testados, onde o menor valor de didmetro
encontrado foi de 2530,03 nm para o meio M4. Além disso, os valores absolutos de PZ indicam
grande instabilidade da dispersdo (todos entre -10 e 10 mV) e a alteracdo do sinal indica
inversao de polaridade devido a caracteristica idnica dos 3 meios. Os valores relativamente
maiores de PDISP podem estar relacionados a estrutura lamelar (camada) da NA, que apresenta
elevada area plana e baixa espessura, resultando numa dispersdo menos homogeénea.

Os 3 NMs de 6xidos metélicos apresentaram comportamento semelhante quando aos
parametros avaliados. Observa-se um incremento significativo no valor médio de DE quando se
compara os 3 NMs suspensos em agua de osmose com os 3 meios. Este incremento no DE dos
NMs em suspensdo nos meios ISO, M4 e L. punctata, pode ser justificado pela maior presenca

de sais nas solucdes. Em relacdo aos resultados de PZ referentes ao TiO,, TiO./WO5 e ZnQO,
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na agua de osmose os 3 NMs apresentaram valores superiores a 10 mV, o que indica certa
estabilidade na suspensdo. Em contrapartida, nos meios ISO, M4 e L. punctata, os 3 NMs
apresentaram instabilidade. Assim como para o DE, estes resultados podem estar relacionados
também com a presenca de sais dissolvidos, que podem alterar a carga superficial das particulas
possibilitando a formacdo de aglomerados e com isso diminuindo a estabilidade dos NMs na
suspensao. Assim, as suspensoes dos NMs de éxidos metalicos podem ser considerados instaveis.
Além disso, o PDISP foi < 0,3 para todas as dispersdes de éxidos metalicos obtidas, indicando

a formacao de sistemas monodispersos.

6.2 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS LIXIVIADOS

6.2.1 Espectrometria de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS)

A anélise por ICP-MS foi realizada a fim de quantificar a liberacdo de ions de Zn, Ti
e W nas amostras liquidas obtidas através do processo de lixiviacdo dos revestimentos de
PPC, e fons de Si e Al dos revestimentos de CA. As amostras foram acidificadas com acido
nitrico (HNQO;) para posterior determinagdo dos analitos de interesse. Na Tabela 15 é possivel
observar os valores obtidos para os cinco metais e as amostras de referéncia, cada valor é uma

média de trés medidas 4 desvio padrao.

Tabela 15 — Resultado da quantificacao de metais pela analise ICP-MS.

Amostra 2z | 0TI | w | s | A |
PPC ZnO (pgL™) 653+76| ND ND - -
PPC TiO, (pgL™) ND |2,60+0,08| ND - -
PPC TiO,/WO; (ugL™)| ND |3,1640,08 21642 - -
REF PPC (ugL™) ND ND ND - -

CA NA (pgL™) : - - 2,86+0,06 |3,59+0,03
REF CA (pgL™) - - - ND ND

ND: n3o detectado
Fonte: a autora.

Observa-se que nas 4 amostras de lixiviado foram encontrados ions metalicos dos NMs
adicionados em cada revestimento. Contudo, as concentracdes foram extremamente baixas,
dificilmente detectaveis por outras formas de caracterizacdo. As duas amostras de referéncia
nao acusaram a presenca de nenhum tipo de ion metalico avaliado dentro dos niveis de deteccao
do equipamento.

Com o objetivo de verificar se a liberacdo de metais identificada pelo ICP-MS encontrava-
se acima dos limites estabelecidos em norma, foi consultada a Resolucdo n® 430 do CONAMA
(Conselho Nacional do Meio Ambiente) (155), que disp&e sobre as condi¢des e padrdes de
lancamento de efluentes. Contudo, neste documento apenas o Zn Total figura entre os metais
estudados nesta pesquisa. De acordo com a Resolucdo n® 430 a concentracdo maxima de Zn

Total em efluentes é de 5 mg/L, muito acima do que foi encontrado na amostra de lixiviado.
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Verificou-se, também, os limites de concentracdo para os enquadramentos dos corpos
d'agua estabelecidos pela Resolucio n? 357 do CONAMA (156). Os metais Ti, W e Si, ndo
aparecem entre as substancias reguladas pela Resolucdo, contudo, o Zn e Al encontram-se
dentro das concentracOes exigidas para todas as classes em que sdo parametros avaliados.

Grande parte da literatura sobre emissdo de metais e sua regulacdo tratam sobre
metais pesados, caracteristica que nao pertence a nenhum dos NMs estudados nesta pesquisa.
Apesar disso, as andlises toxicoldgicas foram realizadas, um vez que n3do se sabem os efeitos
toxicolégicos dos lixiviados de revestimentos, considerados misturas complexas pela dificuldade

de definicdo das substancias componentes.

6.2.2 Espectroscopia na Regido Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-
IR)

A analise FT-IR foi realizada inicialmente com os 5 NMs em pé e com as 7 amostras
de lixiviado liofilizado. Vale ressaltar que os espectros foram deslocados no eixo vertical com
o objetivo de facilitar sua visualizacdo e comparacdo com os demais espectros presentes em
cada gréfico.

Na Figura 28 sdo apresentados os espectros obtidos através anélise FT-IR para o NTC

e seu respectivo lixiviado de CA contendo NTC.

Figura 28 — Espectros de FT-IR do NTC puro e do lixiviado de revestimento contendo NTC.
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Nota-se a banda em torno de 3420,70 ¢, a qual pode ser atribuida ao modo
vibratério de alongamento dos grupos O-H. A banda em 2903,12 ¢m™' é atribuida a vibracio
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de alongamento assimétrica -CH,. A banda em 1625,67 cm™! é atribuida ao estiramento do
grupo carbonila (C=0) (157), referente ao NTC.

O espectro do lixiviado de CA contendo NTC apresenta caracteristicas semelhantes
na banda em torno de 3420,70 cm' e 2903,12 cm'. Contudo, a partir de 2000 cm™' até
500 cm™' os espectros tornam-se muito diferentes, uma vez que o lixiviado é uma amostra
complexa, podendo conter diferentes substancias as quais ndo foram identificadas neste estudo.
No espectro do lixiviado, ndo é possivel afirmar a presenca de NTC na forma em que se
encontrava em seu estado puro, uma vez que a banda que o representa pode ter sofrido
interferéncia de outras substancias presentes no lixiviado.

Os espectros de FT-IR da NA e o lixiviado de revestimento de CA sdo apresentados na
Figura 29.

Figura 29 — Espectro de FT-IR do NA e do lixiviado de revestimento CA contendo NA.
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Com relacdo ao espectro da NA pura, observou-se que a banda em 3640 cm™' é
atribuida ao alongamento da ligacao Al-OH, enquanto a presenca de umidade absorvida é
observada a 3440 cm™'. As bandas encontradas em 1116,56 cm™' e 1043,28 cm™' s3o geradas
pelo alongamento da ligacdo Si-O para fora e dentro do plano, respectivamente (158). E
possivel notar que as bandas correspondentes as ligacdes de Al e Si sdo bastante reduzidas

quando se comparam os espectros do NM puro e do lixiviado. Este resultado vai ao encontro
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dos valores obtidos para estes ions pelo ICP-MS, podendo indicar que certa quantidade da NA
ficou retida no revestimento de CA.

Verifica-se nas figuras anteriores que houve grande diferenca entre os espectros de cada
NM e seu respectivo lixiviado. Tal fato pode indicar que os grupos funcionais identificados
inicialmente, ficaram retidos na matriz asfaltica e nao foram solubilizados pelo processo de
lixiviacio. E possivel notar também que os espectros dos lixiviados s3o muito semelhantes,
onde a banda entre 1300 e 1450 ¢! correspondem A flexdo simétrica do CHs e flexdo
assimétrica do (CH,)n provenientes do asfalto (159). A banda em 1600 ¢ é atribuida ao
alongamento de C=0 (aromético) (160), entre 1670 e 1820 cm™' estdo os picos referentes
ao carbonil (17), éster (1735-1750 ¢cm™") e anidrido (1800-1830 cm™) (159).

A Figura 30 mostra os espectros do TiOs juntamente com o respectivo lixiviado de

PPC contendo o mesmo NM.

Figura 30 — Espectro de FT-IR do TiO;, e do lixiviado de PPC contendo TiO;
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Uma banda larga observada entre 3600 e 3000 cm-1 esta relacionada ao modo de
alongamento O-H do grupo hidroxila, indicando a presenca de umidade na amostra. O pico
caracteristico de 1631,41 cm™' esta associado as vibracdes do grupo O-H das moléculas de
dgua absorvidas. Portanto, os dois picos observados em 3409,48 e 1631,41 cm! correspondem

a moléculas de agua e ao grupo hidroxila adsorvidos na superficie. A banda larga da regido
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de 1000 a 400 cm™' é atribuida aos modos de alongamento de Ti-O e de ponte de Ti-O-Ti.
Para o TiOs puro, o pico de 451,25 cm™' na faixa de 400-800 cm™' é contribuicdo do titanio
anatase (161).

No espectro referente ao lixiviado de PPC contendo TiO, é possivel notar que a banda
na faixa de 400-800 cm™' referente 3 ligacdo Ti-O praticamente desaparece. Este resultado
vai ao encontro da baixa concentracdo de TiO» verificada através da andlise ICP-MS, a qual
resultou em 2,60+0,08 pg/L.

O espectro resultante da anélise FTIR para o TiOo/WQO5 (Figura 31) é bastante seme-

lhante ao do TiO», uma vez que seus espectros encontram-se em bandas préximas.

Figura 31 — Espectro de FT-IR do TiO./WQO; e do lixiviado de PPC contendo TiO./WQO;
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Os picos 3411,42 e 1629,53 cm™' correspondem a moléculas de 4gua e ao grupo
hidroxila adsorvidos na superficie. Uma banda em 721,24 cm™" pode ser atribuida as vibraces
da ligacdo (O-W-0O). E possivel verificar uma forte banda de absorcdo em 455,11, indicando
a presenca da ligacdo Ti-O-Ti (162). Com relacdo ao espectro do lixiviado de PPC contendo
TiOx/WQOs5, observou-se resultado semelhante ao lixiviado contendo TiO». A banda referente as
ligacdes Ti-O-Ti e O-W-O fica quase imperceptivel, corroborando com o resultado da anélise
ICP-MS que identificou concentracdes de 3,16+0,08 pg/L para o titanio e 21642 pg/L para
o tungsténio.

A Figura 32 apresenta o espectro de FTIR para o ZnO e seu respectivo lixiviado de
PPC.
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Figura 32 — Espectro de FT-IR do ZnO e do lixiviado de PPC contendo ZnO
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Observa-se uma banda de vibracao significativa variando de 400 e a 500 e, a
qual é atribuida ao modo de alongamento caracteristico da ligacao Zn-O. Um pico amplo de
3432,4 cm' indica a presenca de residuo hidroxila devido & umidade atmosférica (163). Os
picos observados em 1630 e 1384 cm™' sdo devidos ao alongamento assimétrico e simétrico do
carboxilato de zinco, respectivamente. O carboxilato pode ser proveniente de espécies reativas
de plasma contendo carbono durante a sintese e a hidroxila resulta da natureza higroscépica do
ZnO (164). Para o espectro do lixiviado de PPC contendo ZnO, observa-se a mesma tendéncia
seguida pelo TiOs e TiO,/WQO5. Ha um reducdo drastica na banda de vibracdo variando de
400 cm™ a 500 cm™', o que representa menos ligacdes Zn-O na amostra. De acordo com o
resultado obtido no ICP-MS, a concentracdo de Zn presente na amostra de lixiviado foi de
653+76pgL™", o que pode justificar a diferenca entre os dois espectros encontrados no FT-IR.

Verifica-se, nas trés figuras anteriores, que os espectros dos lixiviados se assemelham
devido ao desaparecimento das bandas dos 6xidos metélicos. Tal fato, somado ao resultado da
anélise de ICP-MS, reforca a hipétese de que os dxidos permaneceram aderidos ao revestimento
mesmo apds o processo de lixiviacdo. Vale ressaltar, para os 5 lixiviados avaliados através do
FT-IR, ha possibilidade da ocorréncia de liberacdo dos NMs, contudo em concentracdes abaixo

do limite de deteccao do equipamento.

6.3 TESTES TOXICOLOGICOS

6.3.1 Teste de Toxicidade Aguda com Daphnia magna

Os resultados obtidos nos testes de toxicidade aguda com os 5 NMs puros e com os 7
diferentes lixiviados sdo apresentados na Tabela 16 juntamente com a classificacdo da Diretiva

UE 93/67/EEC, acordo com sua toxicidade. Vale ressaltar que a unidade de medida utilizada
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para as amostras de lixiviado foi mL/L, uma vez que todas elas foram utilizadas em seu estado

liquido para a realizacdo dos testes.

Tabela 16 — Resultados dos testes de toxicidade aguda com D. magna dos 5 NMs e dos 7
lixiviados em ordem de toxicidade.

NM pH CEso 48n UE 93/67/EEC
Zn0O 7,92 4,05 mg/L Téxico
NA 7,61 9,21 mg/L Téxico
NTC 7,63 | 117,80 mg/L | N3o classificado
TiO/WO4 7,85 | 954,10 mg/L | N&o classificado
TiO, 7,90 | 1074,20 mg/L | N&o classificado
Lixiviado da PPC contendo TiO,/WQOs5 | 7,95 | 64,50 mL/L Nocivo
Lixiviado da PPC contendo TiO. 7,80 | 64,60 mL/L Nocivo
Lixiviado da RefCA 7,73 | 83,50 mL/L Nocivo
Lixiviado da RefPPC 7,65 | 104,00 mL/L | N&o classificado
Lixiviado da PPC contendo ZnO 7,62 | 105,00 mL/L | N&o classificado
Lixiviado de CA contendo NA 7,81 | 306,00 mL/L | N&o classificado
Lixiviado de CA contendo NTC 7,75 | 464,80 mL/L | N3o classificado

Fonte: a autora.

A classificacdo de NMs e sais metalicos sollveis para diferentes categorias de perigo foi
realizada de acordo com a Diretiva da UE 93/67/EEC. Essa classificacdo baseia-se no menor
valor médio de CEsy (concentracdo que causa letalidade ou efeito em 50% da populacdo
testada) dos trés principais organismos ambientais: algas, crustaceos e peixes (165). Se o valor
médio de CEsy for menor que 1 mg/L, o produto quimico é classificado como muito téxico
para os organismos aquaticos; se for entre 1 e 10 mg/L = tdxico para os organismos aquéticos;
entre 10 e 100 mg/L = nocivo para os organismos aquaticos; ou maior que 100 mg/L = n3o
classificado (151, 165).

Avaliando os resultados é possivel observar que o ZnO apresentou elevada toxicidade
quando comparado aos outros NM, com a CEszg 4gp de 4,05 mg/L. OSCAR (2018) encontrou
a CEsp gy de 6,86 mg/L para nanobastdes de ZnO (ZnONB) com didmetro entre 25 e 35
nm. Gongalves et al. (2018), entrentanto, encontraram o valor de 2,76 mg/L de ZnONB
com didmetro médio de 25 nm. Kim et al. (2017) apresentaram o valor de 1,4 mg/L de
nanoparticulas de ZnO com didmentros variando de 20 a 30 nm. Bacchetta et al. (2016)
chegaram a valores ainda menores de CEsg4sn, 0,99 mg/L para nanoparticulas de 30 nm.
A variacdo dos resultados pode ocorrer devido a fatores como: sensibilidade do cultivo dos
organismos empregados, metodologia de preparacdo da solucdo a ser utilizada no teste, via de
sintetizacdo do NM, forma do NM, entre outros.

Além do ZnQ, apenas a NA também foi enquadrada como téxica de acordo com a
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Diretiva UE 93/67/EEC, a qual apresentou a CEsp gy de 9,21 mg/L. Robinson, Capper e
Klaine (2010) demonstraram que a sobrevivéncia da D. magna foi afetada adversamente pela
NA modificada e encontraram a CEsg 4, de 5,17 mg/L, valor de concentracdo menor do
que 9,21 mg/L encontrado neste estudo, porém relativamente préximo. A adicdo de agentes
modificadores nas nanoargilas, com sal quaternario de amdnio utilizados para torna-las organo-
filicas, podem aumentar sua toxicidade. Sharma et al. (2010) verificaram, através de ensaios
de toxicidade com Salmonella sp., que a genotoxicidade da NA foi causada principalmente
pelo sal quaternario de amdnio presente na Cloisite® 30B, resultando na producdo de espécies
reativas do oxigénio, o que indica que as células passaram por estresse oxidativo.

Dentre os NMs considerados como "n3o classificados" pela Diretiva UE 93 /67 /EEC, esta
o NTC que apresentou a CEsg 4sp de 117,80 mg/L. Trompeta et al. (2019) avaliaram o NTC
em D. magna e concluiram que n3o foi observada relacdo entre sobrevivéncia e concentracao,
uma vez que quase todos os organismos sobreviveram pelo periodo do experimento. Além
disso, os autores constataram a baixa dissolucdo do NTC no meio ISO, mesmo apéds sonicacdo,
resultando na deposicdo do NM no fundo dos recipientes. O mesmo efeito foi constatado
durante os testes elaborados para este estudo. Bacchetta et al. (2018) testaram NTC com
didmetro variando entre 6 e 13 nm e verificaram um nivel baixo de toxicidade, n3o atingindo
a CEsy para a populagdo testada mesmo nas concentra¢des mais altas (50 mg/L). Contudo,
observaram que todos os organismos em todas as concentracGes apresentavam ingestao do
NTC, assim como nesta pesquisa.

Além do NTC, os NMs TiO./WQO;5 e TiO. obtiveram as maiores valores de CEsg 4sp
que correspondem a 954,10 mg/L e 1074,20 mg/L, respectivamente, de modo que ficam
enquadrados como "n3o classificados" pela Diretiva UE 93/67/EEC. De acordo com Novak et al.
(2018), diversos autores ndo encontraram efeito toxicolégico em D. magna para concentracdes
de TiO, acima de 100 mg/L. Lu et al. testaram diferentes fases cristalinas de TiO, e TiO./ WOs
com diamentros de 14 a 20 nm e nenhum dos NMs exibiu toxicidade sob condicdes visiveis
de luz ou escuriddo apds 48h exposicdo, resultando em CEsg sy superior a 100 mg/L. Os
resultados apresentados por Novak et al. (2018) mostraram que, em concentracdes tdo altas
quanto 100 mg/L, o TiO, ndo mostrou efeito téxico em D. magna, portanto, uma CEsg 4sn
n3o foi calculada. Além disso, é possivel observar que a dopagem do TiO> com 6% de WO;
ndo ocasionou alteracdes na toxicidade do NM, visto que ambos apresentaram valores muito
similares de CEsg 4gn nos testes de toxicidade aguda.

Dentre os 7 lixiviados testados, 3 foram classificados como "nocivos" e 4 "n3o classifica-
dos", de acordo com a Diretiva UE93/67/EEC. Nota-se uma inversdo na ordem de toxicidade
quando comparados os resultados dos NMs em pé e dos lixiviados. Nos testes de toxicidade
aguda com os p6s, o TiO/WO;5 e TiO, foram enquadrados no intervalo de "n3o classificados",
contudo, as amostras dos seus respectivos lixiviados de PPC foram classificadas como "nocivas",
seguidas pelas amostras de REF CA e REF PPC. Isto se deve, possivelmente, pela mistura dos

NMs TiO,/WQOs e TiO, com o cimento Portland, o que pode ter resultado na formacio de
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substancias nocivas para as D. magnas liberadas durante o processo de lixiviacdo. O mesmo
ndo ocorreu para o ZnQ, terceiro NM que faz parte do grupo incorporado as PPCs, o qual foi
classificado como "téxico" quando NM puro e "n3o classificado" para seu respectivo lixiviado.
Os resultados do ICP-MS para os ions Ti, W e Zn, indicam que houve liberacdo dos mesmos,
mas em baixissimas concentracdes. Estes dados foram confirmados pelos resultados do FT-IR,
cujos espectros resultantes para os respectivos lixiviados apontaram para a inexisténcia dos
6xidos ligados aos metais destes 3 NMs. Outro ponto importante a ser observado é que a
toxicidade do lixiviado da REF PPC estd muito préximo de ser considerado "nocivo", o que
indica para a possibilidade de que alguma substancia presente no revestimento, independente
do NM, ja tenha carater levemente téxico para os organismos-teste.

As amostras de lixiviado de CA contendo NA e NTC foram as duas menos téxicas
dentre todos os lixiviados. Apesar disso, a amostra de lixiviado da REF CA foi classificada
como "nociva" de acordo com a Diretiva UE93/67/EEC. Tanto os resultados do ICP-MS
quando do FT-IR apontam para a uma baixa liberacdo de ions presentes na NA e praticamente
nula presenca de NTC e NA no lixiviado, respectivamente. E possivel que os NMs adicionados
ao ligante asfaltico tenham dificultado a liberacao de substancias téxicas, permanecendo melhor
aderidas a matriz asfaltica nano-modificada durante o processo de lixiviacdo do que na amostra
REF CA. Deste modo, a referéncia pode ter liberado mais substancias téxicas que ficaram
dissolvidas no lixiviado, resultando em toxicidade.

Apesar de algumas amostras analisadas terem apresentado baixa toxicidade aguda,
ainda é necessario realizar a verificacdo do seu efeito crénico sobre a D. magna, uma vez que
os efeitos resultantes dos dois testes (agudo e crénico) ndo sdo excludentes. Deste modo, ainda
que a CEsg 4sn tenha sido elevada (e classificada como ndo téxica), é necessario verificar se a

longa exposicdo dos organismos as amostras pode ocasionar efeitos significativos.

6.3.2 Teste de Toxicidade Cronica com Daphnia magna

Os resultados obtidos dos ensaios de toxicidade cronica com os 5 NMs puros e com os
7 lixiviados, sdo apresentados na Tabela 17. No teste de toxicidade crénica foram analisados
os parametros longevidade, tamanho, reproducao e idade da primeira postura de filhotes, con-
forme explicitado na metodologia. As concentracdes que apresentaram efeito estatisticamente
significativo (p<0,05) em cada um destes parametros foram classificadas como CEO (Con-
centracdo de Efeito Observado), e as concentracdes testadas imediatamente abaixo, como a
CENO (Concentracdo de Efeito Ndo Observado). Para os testes nos quais ndo foi verificado
efeito significativo (p<0,05) nos pardmetros avaliados, anotou-se "NE", indicando que o valor
da concentracdo que causa toxicidade nao foi encontrado.
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Tabela 17 — Resultados dos testes de toxicidade crénica dos 5 NMs puros e dos 7 lixiviados.

NM Classi- | Longevi- | Tamanho | Reproducao | Idade 12
ficacao | dade postura
NTC CEO 0,73 mg/L | 0,73 mg/L | NE NE
CENO | 0,36 mg/L | 0,36 mg/L | NE NE
. CEO NE NE NE NE
Lixiv. CA/NTC
CENO | NE NE NE NE
NA CEO NE 0,10 mg/L | 0,05 mg/L NE
CENO | NE 0,05 mg/L | <0,05 mg/L NE
. CEO NE NE NE NE
Lixiv. CA/NA
CENO | NE NE NE NE
TiO CEO 10,0 mg/L | 5,0 mg/L | 10,0 mg/L NE
2 CENO |50mg/L |25mg/L |50 mg/L NE
CEO NE NE NE NE
Lixiv. PPC/ TiO;
CENO | NE NE NE NE
CEO NE NE 4,0 L NE
TiO,/ WOs me/
CENO NE NE 2,0 mg/L NE
CEO NE NE 3,5 mL/L NE
Lixiv. PPC/ TiOs/ WOs ml/
CENO NE NE 2,0 mL/L NE
Z7n0 CEO 0,40 mg/L | NE 0,10 mg/L NE
CENO | 0,20 mg/L | NE 0,05 mg/L NE
. CEO NE NE 5,0 mL/L NE
Lixiv. PPC/ZnO
CENO | NE NE 1,0 mL/L NE
. CEO NE 40mL/L | NE NE
Lixiv. REF PPC
CENO | NE 20mL/L | NE NE
. CEO NE NE NE NE
Lixiv. REF CA
CENO | NE NE NE NE

NE: N3o Encontrado

Fonte: a autora.

A Tabela 18 classifica os resultados apresentados na Tabela 17 de acordo com a CEO

encontrada para os parametros avaliados.

Tabela 18 — Ranking da toxicidade das amostras para os parametros que apresentaram efeito

no teste de toxicidade cronica.

Posicao

Longevidade

Tamanho

Reproducao

1Q

Zn0O

NA

NA

Continua na préxima pagina
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Tabela 18 — Continuacdo da pagina anterior

Posicao | Longevidade Tamanho Reproducao

o NTC NTC Zn0O

3" TiO» Lixiviado REF PPC | Lixiviado de PPC/ TiOo/WOQOs
4° - TiOs TiO/WO5

5= - - Lixiviado de PPC/ZnO
6° - - TiO

Fonte: a autora.

O parametro "ldade da 12 postura" ndo consta na tabela, uma vez que este ndo
apresentou efeito significativo nas concentracdes testadas para todas as amostras, tanto para
os NMs quanto para os lixiviados.

Com base nos dados apresentados acima para o parametro longevidade, é possivel
verificar que nenhuma das amostras de lixiviado apresentou toxicidade, contudo, 3 das 5
amostras contendo NMs resultaram em efeito toxicoldgico significativo. Sdo eles: ZnO com a
CEO de 0,4 mg/L; NTC com a CEO de 0,73 mg/L; e TiO, com a CEO de 10 mg/L. Wang
et al. (2019) avaliaram a toxicidade de NPs de ZnO com tamanho de 50 nm e encontraram
efeito significativo na longevidade da D. magna a partir de 0,20 mg/L, entretanto, Adam et
al. (2014) ndo verificaram efeito significativo utilizando NPs de ZnO com didmetro de 30 nm.
A diferenca entre os resultados pode ser decorrente da via de sintetizacdo das NPs de ZnO
utilizadas nas pesquisas e da sua alta instabilidade no meio de cultivo M4, apontada através
dos ensaios Potencial Zeta, Didmetro Efetivo e Indice de Polidispersao.

Quanto ao NTC, Mouchet et al. ndo obtiveram efeito significativo na longevidade
das D. magnas, contudo eles citam que os efeitos observados nos organismos podem estar
relacionados a exposicdao aos aglomerados, induzindo obstrucdes intestinais decorrentes da
internalizacdo, porém ndo necessariamente aos efeitos intrinsecos do NTC. A Figura 33 mostra
a comparacao entre duas D. magnas ao final do teste de toxicidade crénica com o NM NTC,

sendo uma exposta ao NM e outra do controle (sem exposicdo).

Figura 33 — D. magna do teste crénico com NTC.

Daphnia magna com tratamento de NTC Daphnia magna do controle do teste cronico

Fonte: a autora.
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E possivel observar que o aparelho digestivo (tubo que vai da cabeca até a calda)
apresenta coloracdo escura, o que é um indicio da ingestao do NTC. Além disso, é possivel
verificar aglomerados de NTC aderidos a sua carapaca, o que pode dificultar sua mobilidade e
torna-la um alvo facil para predadores na natureza.

Liu et al. (2019) avaliaram diferentes composicdes cristalinas de TiO, com didmetros
entre 14 e 18 nm e verificaram uma tendéncia de reducdo na longevidade da D. magna com
o aumento da exposicdo as concentracdes dos NMs variando de 0,25 a 1,0 mg/L. N&o foi
observada relacao entre a longevidade e as diferentes formas cristalinas avaliadas, apontando
que esta caracteristica pode n3o ser a causa do efeito toxicolégico. O TiO. apresenta alta ativi-
dade fotocatalitica na presenca de radiacdo produzindo espécies reativas de oxigénio, contudo,
na auséncia de luz, seus efeitos toxicolégicos sdo muito baixos ou até mesmo negligenciaveis
(179). Uma vez que os testes de toxicidade crénica possuem um fotoperiodo de 16 horas com
iluminac3o e 8 horas de escuriddo, pode-se dizer que o TiO, torna-se mais téxico na presenca
de luz, causando efeito na longevidade dos organismos-teste.

Apesar de 3 NMs terem causado efeito toxicolégico na longevidade da D. magna, seus
respectivos lixiviados ndo causaram. Tal resultado indica que houve uma reducao da toxicidade
para o parametro longevidade quanto estes NMs s3o inseridos nos revestimentos. Conforme
observado nos espectros do FT-IR, grande parte dos NMs incorporados aos revestimentos
continuaram aderidos apds o processo de lixiviacdo. No ICP-MS também verificou-se uma
concentracdao muito baixa dos ions metalicos Ti e Zn nas amostras, indicando sua manutencao
no revestimento apés a lixiviacdo.

Quanto ao pardmetro tamanho, 4 amostras apresentaram efeito toxicoldgico signifi-
cativo. Os NMs NA (CEO = 0,100 mg/L), NTC (CEO = 0,730 mg/L) e TiO, (CEO =
5,00 mg/L), além da amostra de lixiviado de referéncia das PPCs (REF PPC - CEO - 4,0
mL/L). A literatura aponta que alguns tipos de NA contém elementos como Al e Si que, se
liberados em quantidades suficientes, podem provocar respostas téxicas nos organismos-testes
(180, 171, 181). Os resultados do ICP-MS mostraram uma pequena liberagdo de fons de Al
e Si nas amostras de lixiviado de CA contendo NA. Tal fato pode ser um indicio de que o
efeito toxicoldgico no tamanho da D. magna tenha sido ocasionado, em partes, pela presenca
destes dois fons na amostra. Vicentini et al. (2017) verificaram a diminuicdo da longevidade,
reproducdo e crescimento das D. magnas com o aumento da concentracao para os 4 tipos de
diéxido de silicio (SiO,) funcionalizados avaliados, sendo a menor CEO = 3,12 mg/L (Nano-
tubo de SiO, amino-funcionalizado). Nogueira et al. (2020) avaliaram a toxicidade cronica
em D. magna para dois tipos de NP de déxido de aluminio (AL Os). Os resultados mostraram
diminuicdo na longevidade, crescimento e reproducdo dos organismos nas concentracdes de
3,12 mg/L e 6,25 mg/L. As CEOs apresentadas por Vicentini et al. (2017) e Nogueira et
al. (2020) sdo muito superiores 3 CEO encontrada para a NA, indicando que esta é muito
mais téxica que os NMs avaliados por eles. De acordo com Sharma et al. (2010), os agentes

modificadores das nanoargilas (sal quaternario de aménio) podem elevar sua toxicidade, o que
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justificaria a baixa concentracdo encontrada para a CEO.

Com relagdo ao NTC, Alloy e Roberts (2011) encontrou efeitos toxicolégicos significa-
tivos (p<0,01) nas concentracdes de 5 mg/L e 10 mg/L para NTC com didmetro entre 20
e 30 nm e comprimento entre 0,5 e 2 um, suspenso em agua com matéria organica natural.
Conforme citado anteriormente, (178) explicitam que os efeitos observados nos organismos-
teste podem estar relacionados a exposicdo aos aglomerados de NTC, induzindo obstrucées
intestinais decorrentes da internalizacdo, porém n3o necessariamente aos efeitos intrinsecos
do NTC. Além da reducdo da longevidade, outro feito também relacionado com a ingestdo
do NTC é o tamanho, uma vez que a dificuldade na absorcio do alimento decorrente de
obstrucdes no aparelho digestivo pode causar retardo no desenvolvimento da D. magna.

Além da longevidade, o efeito do TiO, no tamanho da D. magna foi avaliado por Liu
et al. (2019) para diferentes composicdes cristalinas de TiO> com didmetros entre 14 e 18 nm.
Os resultados sugerem que concentracdes acima de 0,5 mg/L podem inibir o crescimento da
D. magna. Zhu, Chang e Chen (2010) observaram que, durante os testes de toxicidade cronica,
a D. magna ingeriu alguns agregados de TiO,, os quais permaneceram no corpo da D. magna.
Isto sugere que estes organismos-teste podem n3o conseguir excretar todo o TiO, ingerido,
podendo a toxicidade observada estar relacionada ao acimulo do NM no organismo. A CEO de
5 mg/L para o pardmetro tamanho encontrada no teste de toxicidade cronica realizado nesta
pesquisa, estd bastante acima da quantidade de ios de Ti encontrados através do ICP-MS. Isso
mostra a adicdo de TiO, no revestimento n3o apresenta potencial toxicidade a D. magna para
o parametro tamanho quando lixiviado em laboratério.

Dentre os testes de toxicidade cronica com as 7 amostras de lixiviado, apenas a amostra
REF PPC causou efeito toxicolégico significativo no tamanho da D. magna, resultando na CEO
de 4,0 mL/L. Este resultado aponta para uma possivel reducdo da toxicidade tanto da matriz
cimenticia quanto dos NMs quando associados para compor o revestimento. Observa-se que
nenhum dos lixiviados contendo NMs apresentou toxicidade para os parametros longevidade e
tamanho, ao contrario dos NMs avaliados.

A reproducido foi o parametro mais afetado pelos NMs puros e lixiviados, com 4 dos
5 NMs e 2 dentre os 7 lixiviados causando efeito na reproducdo da D. magna.. As CEOs
encontradas para os NMs foram: NA = 0,05 mg/L, ZnO = 0,10 mg/L, TiO,/WO; = 4,0
mg/L e TiO, = 10,0 mg/L. As CEOs encontradas para os lixiviados foram: lixiviado de PPC
contendo TiO.WO; = 3,5 mL/L e lixiviado de PPC contendo ZnO = 5,0 mL/L.

A NA apresentou efeito toxicolégico significativo para a reproducio, com a CEO igual a
0,5 mg/L. Conforme explicitado anteriormente no texto, o sal quaternério de aménio utilizado
para transformar as nanoargilas em organofilicas tem potencial para aumentar a toxicidade deste
NM, podendo ser este o principal agente causador dos efeitos da D. magna. Esta suposicao é
reforcada quando avaliamos o resultado do teste de toxicidade crénica com o lixiviado de CA
contendo NA. Observa-se que esta amostra ndo causou efeito crénico na D. magna, e tanto o

FT-IR quanto o ICP-MS indicam que grande parte da NA permaneceu no revestimento apds
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o processo de lixiviacdo. Além disso, vale ressaltar que a quantidade de NA adicionada ao
ligante asféltico é de apenas 3% de NA em peso de ligante, além da propriedade organofilica
favorecer sua manutencdo na matriz asfaltica.

Com relac3o ao efeito toxicolégico do ZnO na reproducdo da D. magna, Adam et al.
(2014) encontraram a CEO de 0,131 mg/L para NPs de ZnO com didmetro de 30 nm. Wang
et al. (2019) encontraram o valor de CEO igual a 0,20 mg/L para NPs de ZnO com didmetro
de 50 nm. Neste estudo, o valor de CEO encontrado foi de 0,10 mg/L para ZnO com 20 nm
de didmetro. Observa-se que o ZnO utilizado nesta pesquisa apresentou maior toxicidade no
parametro reproducdo que os outros trabalhos citados, apesar dos valores apresentados serem
bastante préximos. Uma possivel justificativa é o menor didmetro (20 nm) do ZnO utilizado
nesta pesquisa, tornando-o mais reativo. Vale ressaltar que o efeito causado pelo ZnO foi
manifestado através do aumento significativo na reproducdo da D. magna, reacdo natural dos
organismos quando se encontram em situacdo de estresse. Além do NM puro, o lixiviado de
PPC contendo ZnO também apresentou efeito toxicolégico significativo na reproducdo da D.
magna com a CEO de 5,0 mL/L. Este efeito pode ser decorrente tanto dos ions metélicos de
Zn identificados pelo ICP-MS, quando por elementos lixiviados da prépria matriz cimenticia.

Tanto o TiO,/WO; (CEO = 4,0 mg/L) quanto o TiO, (CEO = 10 mg/L) causaram
efeito significativo na reprodu¢do da D. magna. Gokce, Koytepe e Ozcan (2018) verificaram
diferencas significativas na taxa reprodutiva da D. magna em todas as concentracdes acima de
0,5 mg/L para o TiO, com didmetro de 30 nm. Liu et al. (2019) relataram efeito significativo
na reproducdo a partir da concentracdo de 0,25 mg/L para diferentes composicdes cristalinas
de TiO> com didmetros entre 14 e 18 nm. Os valores de CEO encontrados nesta pesquisa
para o TiO./WQO; e TiO, foram substancialmente superiores que os resultados da literatura.
Fatores como a via de sintetizacdo do NM podem influenciar diretamente na sua toxicidade.
Observa-se também que o TiO>/WQO3 mostrou-se mais téxico que o TiO-. Este resultado pode
estar relacionado com o dopping de triéxido de tungsténio (WQOs) que recobre as NP de TiOs,
uma vez que esta é a Unica caracteristica que difere entre os dois NMs. Além disso, o lixiviado
de PPC contendo TiO./WQO; causou efeito significativo na D. magna, enquanto que a amostra
de lixiviado contendo TiO, n3o causou efeito. De acordo com os resultados do ICP-MS, o
processo de lixiviacdo foi capaz de liberar ions de W (216+2 pg/L) e Ti (3,16+0,08 pug/L) da
amostras de revestimento, ainda que grande parte dos 6xidos tenha ficado retida, conforme
apontam os espectros do FT-IR. Apesar disso, a adicdo de TiO, mostrou-se mais segura, uma
vez que nao causou efeito toxicoldgico significativo em nenhum dos parametros analisados.

Em suma, 4 dos 7 lixiviados ndo causaram efeito toxicolégico significativo nas con-
centracdes testadas nesta pesquisa. S3o eles: lixiviado de CA contendo NTC, lixiviado de
CA contendo NA, lixiviado REFCA e lixiviado de PPC contendo TiO.. Nota-se que todas
as amostras referentes a matriz asfaltica ndo apresentaram toxicidade apds o processo de
lixiviacdo, o que significa que houve uma boa estabilizacdo e adesdo da NA e do NTC no

revestimento. Além disso, a caracteristica hidrofébica do ligante asfaltico pode ter colaborado
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com a dificuldade na dissolucao de elementos téxicos na solucdo de extracdo durante o ensaio
de lixiviacdo. Quanto ao lixiviado de PPC contendo TiO,, nenhum dos pardmetros foi afetado
através da exposicdo da D. magna ao lixiviado. Em contrapartida, o TiO. puro causou efeito em
3 dos 4 parametros avaliados. Este resultado mostra que ha uma reducao na toxicidade deste

NM quando incorporado a matriz cimenticia para as concentracdes avaliadas nesta pesquisa.

6.3.3 Teste de Toxicidade com Ladoltia punctata

Na Tabela 19 é possivel verificar as concentracoes que apresentaram diferencas sig-
nificativas (p<0,05 de acordo com one-way Anova) inibindo 20% (CEz) e 50% (CEsp) do

crescimento da L. punctata quando comparada com a taxa de crescimento do grupo de controle.

Tabela 19 — Concentracdes que causaram efeito significativo na taxa de crescimento da L.

punctata para os 5 NMs e 7 lixiviados.

Amostra CEx CEso
NA (mg/L) 55,13 | 641,20
NTC (mg/L) 502,30 -
Zn0O (mg/L) 630,27 -
TiO, (mg/L) 980,01 | 1930,51
TiO2/WO; (mg/L) 1005,42 | 1503,74
Lixiviado de CA contendo NTC (mL/L) 50,36 | 184,32
Lixiviado de REF PPC (mL/L) 57,36 | 184,04
Lixiviado de PPC contendo TiO,/WOs; (mL/L) | 58,67 | 184,04
Lixiviado de PPC contendo TiO, (mL/L) 66,95 | 195,80
Lixiviado de PPC contendo ZnO (mL/L) 72,78 | 206,59
Lixiviado de REF CA (mL/L) 88,56 | 237,53
Lixiviado de CA contendo NA (mL/L) 89,66 | 235,09

Fonte: a autora.

A NA foi o NM que apresentou menor CEsg dentre os 5 NMs. Comparando a CEsg 48
de 9,21 mg/L encontrada para a D. magna no teste de toxicidade aguda, com a CEsy de
641,20 mg/L, verificou-se uma grande diferenca entre a toxicidade para os dois organismos-
teste. Isto ocorre pois a D. magna realiza a ingestdo nos NMs inseridos no meio através do
mecanismo utilizado para sua alimentacdo, o que intensifica os efeitos toxicolégicos do NM. Ja
a L. punctata é uma macréfita com paredes celulares espessas, protegendo-a e dificultando a
captacdo do NM. Além disso, a NA apresentou elevada instabilidade quando suspensa no meio
de cultivo da L. punctata, fazendo com que sua sedimentacao ocorresse de maneira acelerada.
Deste modo, somente as particulas que ficaram aderidas as raizes, ou os componentes que

sofreram dissolucao agiram de forma a causar efeitos no crescimento das plantas. O lixiviado de
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CA contendo NA resultou na CEsq de 235,09 mL /L. Este valor foi muito préximo ao encontrado
para o lixiviado de REF CA, indicando que substancias presentes na matriz asfaltica podem
ter colaborado para este resultado.

Na Tabela 19 é possivel observar que ndo foram encontrados valores de CEsg para o
NTC e ZnO, apenas de CE5g, com as concentracdes avaliadas no teste de toxicidade com L.
punctata. Em contrapartida, os respectivos valores de CEsg para os lixiviados contendo NTC e
Zn0O causaram efeito em concentracbes menores que os NMs puros. Nota-se que os resultados
dos lixiviados contendo NTC e ZnQO foram préximos aos encontrados para as amostras de REF
CA e REF PPC, indicando que outros fatores além dos NMs podem ter causado retardo no
crescimento das plantas. Vale ressaltar que a diluicao do meio de cultura causada pela adicao
da amostra de lixiviado também pode ter colaborado com a inibicdo de crescimento, uma vez
que os nutrientes utilizados pela L. punctata ficam disponiveis em menor quantidade.

Tanto o TiO> quanto o TiO,/WQ5 apresentaram concentracdes bastante elevadas
para a CE50 na L. punctata, iguais a 1930,51 mL/L e 1503,74 mg/L, respectivamente,
indicando baixa toxicidade. Koce (2017) avaliou o efeito do TiO, anatase (didmetro de 25
nm) no crescimento da Lemna minor, espécie de planta aquatica com caracteristicas muito
semelhantes a L. punctata. O resultado da pesquisa demonstrou que as nanoparticulas de TiO5
n3do inibiram, ou inibiram ligeiramente, o crescimento da L. minor e os efeitos da variacdo de
concentracdes foi minimo, sendo necessario aumentar muito a quantidade de TiO, para causar
efeitos significativos. Nota-se que as amostras de lixiviado contendo TiO, e TiO>/ WQOj3 seguiram
a tendéncia de resultados encontrados no teste de toxicidade aguda com a D. magna, onde as
concentracdes dos lixiviados que causaram efeito foram menores que dos NMs. Isto indica que

substancias presentes na matriz cimenticia podem causar efeitos nos organismos-teste.

6.3.4 Sintese dos Resultados de Toxicidade para os Lixiviados

Na Tabela 20 é possivel conferir um resumo dos resultados de toxicidade aguda e
crbénica nos testes com D. magna para cada um dos 7 lixiviados avaliados nesta pesquisa. No
caso da L. punctata, nenhum dos 7 lixiviados causou efeito significativo no crescimento das

macroéfitas, por isso nao constam na tabela.

Tabela 20 — Sintese dos resultados dos testes de toxicidade aguda e crénica com D. magna

dos 7 lixiviados.

Teste cronico
Amostra Teste agudo| Longevi- | Tamanho | Reproducao | Idade 12
dade postura
o NE NE NE NE
Lixiv. CA/NTC NC
NE NE NE NE
Lixiv. CA/NA NC NE NE NE NE

Continua na préxima pagina
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Tabela 20 — Continuacdo da pagina anterior

Teste cronico

Amostra Teste agudo| Longevi- | Tamanho | Reproducao | Idade 12
dade postura
Lixiv. CA/NA NC NE NE NE NE
, NE NE NE NE
Lixiv. PPC/TiO; Nocivo
NE NE NE NE
NE NE CEO=3,5 NE
Lixiv. PPC/TiO»/WOs5 | Nocivo
NE NE CENO=2,0 NE
. NE NE CEO=5,0 NE
Lixiv. PPC/ZnO NC
NE NE CENO=1,0 NE
. NE CEO=4,0 | NE NE
Lixiv. REF PPC NC
NE CENO=2,0 | NE NE
NE NE NE NE
Lixiv. REF CA Nocivo
NE NE NE NE

NC: N3o classificado - Diretiva UE 93/67/EEC.

NE: Nao encontrado efeito cronico nas condicOes e concentracdes avaliadas.
CEO: Concentragdo com Efeito Observado (mL/L).

CENO: Concentracdo com Efeito Ndo Observado (mL/L).

Fonte: a autora.

Apesar de alguns lixiviados terem causado efeito toxicolégico significativo na D. magna,
ndo se pode afirmar que estes efeitos foram decorrentes exclusivamente dos NMs presentes nos
revestimentos. O lixiviado é uma mistura complexa composta por diversas substancias quimicas
liberadas das amostras de revestimento durante o processo de lixiviacdao, as quais também
podem ser potencialmente prejudiciais aos organismos. Portanto, os efeitos apresentados sao
referentes a mistura como um todo e ndo podem ser atribuidos aos NMs sem investigacoes

mais aprofundadas sobre a composicdo quimica do lixiviado.
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7 CONCLUSOES E RECOMENDACOES
7.1 CONCLUSOES

A presente pesquisa tratou sobre a avaliacdo da toxicidade do lixiviado de revestimentos
nanomodificados de concreto asfaltico e de concreto de cimento Portland nos organismos
Daphnia magna e Landoltia punctata. Para tanto, foram realizados procedimentos de lixiviacao
nos revestimentos de CA contendo NTC - 2% e NA - 3% e PPC contendo TiO, - 9%,
TiOx/WO;3 - 9% e ZnO - 9%. Estes teores foram adicionados em peso de ligante e cimento,
respectivamente. A pesquisa buscou caracterizar os NMs em seu estado puro para entender
o comportamento toxicolégico particular de cada um deles e verificar se a incorporacao em
revestimentos pode resultar num aumento da toxicidade dos lixiviados.

Constatou-se, com base nos testes de toxicidade aguda com D. magna, que apenas
2 dos 5 NMs puros se enquadraram na classificacdo de material téxico estabelecido pela UE
93/67/EEC, sdo eles o0 ZnO e a NA organofilica. Ainda sobre os testes de toxicidade aguda
com D. magna, 3 dos 7 lixiviados foram classificados como "nocivos" pela UE 93/67/EEC,
sdo eles: lixiviado de PPC contendo TiO./WQOs;, lixiviado de PPC contendo TiO> e lixiviado
de REF CA.

Conclui-se que, nas concentracoes e condicGes em que foram realizados os testes de
toxicidade crénica, os lixiviados dos revestimentos contendo NTC, NA ou TiO, nio foram
toxicos para o organismo-teste D. magna. Os lixiviados de PPC contendo TiO./WQO; e ZnO
apresentaram toxicidade no parametro reproducao, contudo nao se pode afirmar que o efeito foi
causado pelos NMs, uma vez que a amostra de lixiviado de REF PPC causou efeito no parametro
tamanho. Isto indica que podem existir outras substancias tdxicas presentes no lixiviado que
colaboraram com os resultados encontrados para os lixiviados contendo TiO./WQO;5; e ZnO.

Quanto a toxicidade dos 5 NMs puros e dos 7 lixiviados para as L. punctata, os
resultados apontaram que tanto os NMs quanto os lixiviados podem ser considerados nao
toxicos para esta macrdfita.

Em suma, nas condicdes em que foram avaliados os revestimentos de CCP e CA
nanomodificados, ndo ha indicios de impactos negativos diretamente associados aos NMs
liberados durante o processo de livixiacao, cuja metodologia pode ser considerada conservadora.
Contudo, pesquisas em diferentes cenarios, como em organismos que vivem no solo ou em
sedimentos, devem ser desenvolvidas para complementar o perfil toxicoldgico dos lixiviados
de revestimentos nanomodificados, auxiliando na tomada de decisdo quanto ao uso destes

materiais.

7.2 RECOMENDACOES

» Realizar uma especiacao completa dos metais presentes nos lixiviados em busca de

verificar outros componentes que podem causar efeitos toxicoldgicos;
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Utilizar outras metodologias de lixiviacdo menos agressivas e mais proximas do cendrio

real para a obtencdo das amostras liquidas;

Verificar a ocorréncia de efeitos mutagénicos na D. magna e efeitos multigeracionais dos

filhos dos organismos tratados com lixiviado;

Avaliar os danos na parede celular da L. punctata e verificar se houve absorcao de NMs

ou ions metalicos;

Testar outros organismos como a bactéria marinha luminescente Aliivibrio fischeri, am-

plamente utilizada em avaliacoes toxicolégicas;

Realizar a liofilizacdo das amostras de lixiviado antes de iniciar os testes de toxicidade,

visando reduzir a diluicdo do meio de cultivo utilizado nos testes.
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APENDICE A - APENDICE

A.1 RESULTADO DOS TESTES DE TOXICIDADE CRONICA COM D. MAGNA NOS 5

NMS

Tabela 21 — Resultados dos testes de toxicidade cronica dos 5 NMs puros.

NM Concentra- Longevi- | Tamanho | Reproducdao | Idade da
cdo (mg/L) dade (mm) (filhotes) primeira
(%) postura
(dias)
Controle 100 3,506+0,30 | 3,424+0,73 13,10+1,91
0,045 100 3,689+0,06 | 3,133£1,04 12,90+2,23
0,091 100 3,715+0,25 | 3,378+£1,63 12,50£1,08
NTC 0,180 100 3,769+0,28 | 3,023+0,89 13,30£2,06
0,360 100 3,673+0,24 | 3,817+£1,25 13,90+2,76
0,730 70* 3,133+0,04% 3,194+2,05 12,71+£1,25
CEO mg/L 0,730 0,730 > 0,730 > 0,730
CENO mg/L | 0,360 0,360 > 0,730 > 0,730
Controle 100 3,808+0,15 | 6,685+1,71 10,00+2,00
0,050 100 3,662+0,07 | 5,274+1,15% 10,50£2,27
0,100 100 3,335+0,15%| 4,542+0,79* 10,90+£1,85
NA 0,300 100 3,229+0,30%*| 4,396+1,01* 11,2043,15
0,600 100 3,279+0,09% 3,989+0,68* 11,1042,96
0,900 100 3,171+0,10% 4,1614+0,93* 11,50+2,64
CEO mg/L >0,900 0,100 0,050 > 0,900
CENO mg/L | >0,900 0,050 < 0,050 > 0,900
Controle 100 4,1254+0,34 | 3,392+1,56 11,44+1,01
0,65 70 4,385+0,12 | 2,408+1,84 12,00+£1,76
1,25 90 4,176+0,12 | 2,919+1,26 12,204+1,98
Tio, 2,50 90 4,371£0,09 | 2,704+1,16 11,67+1,12
5,00 100 3,713+0,24% 2,575+0,63 12,70£1,83
10,00 40* 3,624+0,25% 0,417+0,92* 14,00+0,00
CEO mg/L 10,00 5,00 10,00 > 10,00
CENO mg/L | 5,00 2,50 5,00 > 10,00
Controle 100 3,611+0,12 | 6,570+£1,08 11,80+1,81
0,56 90 3,567+0,11 | 6,651£1,54 12,22+1,64
1,13 100 3,400+£0,29 | 7,530+1,64 12,90+£2,42
+ . | 200 100 3,495+0,08 | 5,860+0,59 11,20+1,68

TO2T Vo3

Continua na préxima pagina
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Tabela 21 — Continuacdo da pagina anterior

NM Concentra- Longevi- | Tamanho | Reproducdao | ldade da

cdo (mg/L) | dade (mm) (%) primeira
(%) postura

4,00 100 3,54540,04 | 5,070+0,95* | 11,30+0,67
8,00 100 3,374+0,23 | 4,3204+0,45* | 13,20+2,57
CEO mg/L >8,00 >8,00 4,00 >8,00
CENO mg/L | >8,00 >8,00 2,00 >8,00
Controle 100 4,017+0,44 | 4,766+0,81 11,60+2,87
0,025 100 3,858+0,12 | 4,850+0,74 11,70+2,66
0,050 100 3,881+0,09 | 4,600+1,19 10,80+1,32
0,100 100 3,8714+0,17 | 3,030+0,89* | 12,60+3,44

ZnO 0,200 100 3,806+0,12 | 4,370+1,03 12,10+2,13
0,400 80* 4,176+0,24 | 4,213+1,19 13,00£2,33
CEO mg/L 0,400 >0,400 0,100 >0,400
CENO mg/L | 0,200 >0,400 0,050 >0,400

*Resultado que apresentou efeito estatisticamente significativo (p<0,05) nos organismos-teste.
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Figura 34 — Gréficos do resultado do teste cronico com D. magna em NA
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Figura 35 — Gréficos do resultado do teste cronico com D. magna em NTC
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Figura 36 — Graficos do resultado do teste crénico com D. magna em TiOs
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Figura 37 — Gréficos do resultado do teste cronico com D. magna em TiO.WOQO;
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Figura 38 — Graficos do resultado do teste cronico com D. magna em ZnQO
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A.2 RESULTADOS DOS TESTES DE TOXICIDADE CRONICA COM D. MAGNA NAS 7

AMOSTRAS DE LIXIVIADO

Tabela 22 — Resultados dos testes de toxicidade crénica dos lixiviados

NM Concentracao | Longevi- | Tamanho | Reproducdao | Idade da
(mL/L) dade (mm) (nascimenios) primeira
(%) postura

Controle 100 2,210+0,05 | 9,850+1,12 12,204+1,47

10 90 2,231+0,04 | 7,900+1,85 11,334+2,17

20 90 2,208+0,07 | 8,756+1,55 11,444+1,13

NTC

Continua na préxima pagina
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Tabela 22 — Continuacdo da pagina anterior

NM Concentracao | Longevi- | Tamanho | Reproducao | ldade da

(mL/L) dade (mm) (Tarmioma’) primeira
(%) postura

30 80 2,193+0,06 | 9,413+1,06 12,384+1,68
40 100 2,115+0,07 | 9,360+1,44 12,004+2,16
50 80 2,126+0,03 | 8,925+2,89 11,384+1,88
CEO (mL/L) > 50 > 50 > 50 > 50
CENO (mL/L) | > 50 > 50 > 50 > 50
Controle 100 2,834+0,06 | 7,855+0,94 11,804+2,74
5,0 80 2,889+0,07 | 7,404+1,86 11,38+1,68
10 70 2,887+0,07 | 8,214+0,84 11,004+1,15

NA 15 100 2,901+0,09 | 6,585+1,56 11,70+1,76
20 90 2,869+0,08 | 6,172+1,11 11,67+1,66
30 90 2,860+0,06 | 7,256+2,27 11,564+2,51
CEO (mL/L) > 30 > 30 > 30 > 30
CENO (mL/L) |> 30 > 30 > 30 > 30
Controle 100 2,854+0,07 | 6,830+0,99 10,40+1,26
0,5 100 2,804+0,08 | 5,670+2,43 11,004+1,58
2,0 100 2,843+0,11 | 5,140+0,89 11,00+1,88

Tio, 3,5 100 2,834+0,06 | 5,850+1,93 10,70+1,63
5,0 100 2,858+0,09 | 5,590+0,58 10,3040,67
6,5 100 2,850+0,05 | 5,480+1,53 10,50+1,58
CEO (mL/L) >6,5 >6,5 >6,5 >6,5
CENO (mL/L) | >6,5 >6,5 >6,5 >6,5
Controle 90 2,856+0,04 | 7,056+1,45 12,4442,24
0,5 90 2,891+0,07 | 5,506+1,63 11,444+1,66
2,0 90 2,915+0,22 | 5,833+1,64 12,114+1,90

TiOW WO, 3,5 90 2,909+0,06 | 5,178+1,02* | 11,00+1,00
5,0 80 2,932+0,17 | 5,350+1,04 11,384+1,59
6,5 80 2,866+0,05 | 6,500+1,65 12,754+2,76
CEO (mL/L) >6,5 >6,5 3,5 >6,5
CENO (mL/L) | >6,5 >6,5 2,0 >6,5
Controle 90 2,860+0,13 | 3,533+2,06 12,88+1,13
0,1 90 2,752+0,27 | 4,367+1,22 14,33+2,23
0,5 100 2,815+0,13 | 4,410+1,88 13,56+1,81

7n0 1,0 80 2,877+0,04 | 3,900+2,34 12,50+1,60
5,0 100 2,8624+0,09 | 5,700+1,13* | 12,00£1,15

Continua na préxima pagina
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Tabela 22 — Continuacdo da pagina anterior

NM Concentracao | Longevi- | Tamanho | Reproducao | ldade da

(mL/L) dade (mm) (Tarrmome’) primeira
(%) postura

10,0 100 2,5374+0,60 | 4,890+1,16 12,60+1,57
CEO (mL/L) >10,0 >10,0 5,0 >10,0
CENO (mL/L) | >10,0 >10,0 1,0 >10,0
Controle 90 2,860+0,13 | 3,533+2,06 12,88+1,13
0,25 100 2,766+0,11 | 4,090+1,97 12,70+0,83
0,50 80 2,777%+0,13 | 4,550+1,17 11,38+1,30

REFPPC 1,00 90 2,740+0,13 | 4,511+1,09 13,00£1,22
2,00 100 2,780+0,09 | 4,510+0,54 12,70+2,40
4,00 100 2,7144+0,11%* 3,560+1,55 12,89+1,16
CEO (mL/L) >4,00 4,00 >4,00 >4,00
CENO (mL/L) | >4,00 2,00 >4,00 >4,00
Controle 100 2,919+0,07 | 8,940+2,42 11,90+1,59
0,5 90 2,8464+0,07 | 9,256+2,05 13,33+£2,97
2,5 70 2,8934+0,09 | 7,414+2,14 11,86+1,57

REFCA 4,5 90 2,868+0,09 | 7,422+2,14 11,22+1,09
6,5 80 2,82240,06 | 7,488+1,04 11,25+1,58
8,5 70 2,4434+0,98 | 8,271+1,82 11,29+1,49
CEO (mL/L) >8,5 >8,5 >8,5 >8,5
CENO (mL/L) | >8,5 >8,b >8,b >8,5

*Resultado que apresentou efeito estatisticamente significativo (p<0,05) nos organismos-teste.
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Figura 39 — Gréficos do resultado do teste cronico com D. magna no lixiviado de REFCA
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Figura 40 — Gréficos do resultado do teste cronico com D. magna no lixiviado de NA
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Figura 41 — Gréficos do resultado do teste cronico com D. magna no lixiviado de NTC
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Figura 42 — Gréficos do resultado do teste cronico com D. magna no lixiviado de REFPPC
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Figura 43 — Graficos do resultado do teste cronico com D. magna no lixiviado de TiO»
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Figura 44 — Gréficos do resultado do teste cronico com D. magna no lixiviado de TiO.WQO;
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Figura 45 — Graficos do resultado do teste cronico com D. magna no lixiviado de ZnO
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A.3 RESULTADOS DOS TESTES DE TOXICIDADE COM L. PUNCTATA

Tabela 23 — Taxa de crescimento (r) da L. punctata em meio contendo NMs isoladamente

NM Controle C1(mg/L) |C2(mg/L) |C3(mg/L) |C4 (mg/L)
mg/L

NTC 0,19+0,01 0,19+0,03 0,18+0,02 0,16+0,06 0,154+0,02*

NA 0,24+0,02 0,22+0,03 0,184+0,02* |0,14+0,02* |0,09+0,01*

TiO» 0,16+0,02 0,15+0,02 0,14+0,04 0,13+0,03 0,01+0,02*

TiO>/WOs5|0,1740,02 0,15+0,01 0,14+0,02 0,14+0,02 0,02+0,02*

ZnO 0,18+0,04 0,16+0,03 0,15+0,01 0,14+0,02 0,124+0,03*

Fonte:

Tabela 24 — Concentracdes utilizadas para cada NM no teste de toxicidade com L. punctata.

*Valores com diferenca significativa (p<0,05) em relagdo ao grupo de controle.

a autora.

’Concentragﬁes‘NTC (mg/L) ‘ NA (mg/L) ‘ TiO, (mg/L) ‘ TiOx/WOs (mg/L)‘ZnO (mg/L)‘

Controle 0 0 0 0 0
Cc1 10* 10 300 200 10
c?2 100 100 750 400 100
Cs3 500 500 1500 1000 500
c4 1000 1000 4500 2000 1000
*Concentracdo 1 = 10 mg de NM em 1 L de meio de cultivo.
Fonte: a autora.
Tabela 25 — Taxa de crescimento r Landoltia punctata dos lixiviados

Lixiviado |Controle FD 100 FD 10 FD 5 FD 2

NTC 0,22+0,01 0,19+0,03 0,09+0,03 0,09+0,01 0,00

NA 0,2440,02 0,234+0,01 0,1740,02 0,1240,02 0,01+0,01

RefCA 0,2440,02 0,22+40,03 0,15+0,00 0,154+0,01 0,00

TiOo 0,204+0,03 0,1940,01 0,1240,02 0,054+0,01 0,00

TiO/WO5 | 0,20+0,03 0,214+0,02 0,114+0,02 0,0440,02 0,00

Zn0O 0,22+0,01 0,22+0,02 0,15+0,02 0,06+0,03 0,01+0,01

RefPPC |0,20+0,03 0,1940,01 0,10+0,01 0,014+0,01 0,00

Fonte:

a autora.
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