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“A diferenca entre o possivel e o impossivel

)

esta na vontade humana.’
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar o uso de Pythium spp. como um agente
autocicatrizante em matrizes cimenticias, uma vez que ele é composto por celulose, que atrai
Ca?" e favorece a formagdo de CaCOs, podendo também atuar como reforgo. Para atenuar a
inibicdo dos nutrientes batata e dextrose (BD), utilizou-se CaCl,, sendo necessério que o
Pythium se desenvolvesse em meios com CaCl, e pH alcalino, uma vez que a matriz
cimenticia possui pH>10. Adotou-se a concentracdo de 100% (24g/L) de BD, conforme
indicado. Para avaliar a autocicatrizacdo, o Pythium foi inoculado em fissuras em corpos de
prova (CP) de argamassa (a/c 0.3), criadas por uma serra metélica (0,3 mm), e a
autocicatrizacdo foi visualizada aos 3, 7, 28 e 56 dias ap0s a inoculacdo. Além disso,
produziram-se CP com 1% de fibras de polipropileno, fissurados em ensaio de flex&o, e
realizaram-se testes de recuperacdo de area (RA), absorcdo de agua (AA), recuperacdo de
carga (RC), microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia por disperséo de
elétrons (EDS) em 7, 28 e 56 dias. A espécie Pythium aphanidermatum foi identificada por
meio de PCR (reacdo em cadeia da polimerase). Com relacdo ao CaCl,, aos 7 dias, 0s
tratamentos de 0% e 25% foram estatisticamente iguais, enquanto aos 14 dias houve uma
constante até 150%. O agente biol6gico desenvolveu-se bem em pH10. A curva de inibicdo
BD 24g/L mostrou ser inapropriada para matriz cimenticia, enquanto o indice de inibicdo BD
6g/L obteve Inibicdo Baixa em 150%, 175% e 200%. O meio apropriado preconizado foi de
69/L de BD com 150% de CaCl,. A termogravimetria derivada (DTG) confirmou que o
Pythium é basicamente celulose. A vedacdo iniciou-se em 3 dias e evoluiu totalmente até 56
dias, com 105% de RC, 98,43% de RA e reducdo na AA. A MEV e a EDS evidenciaram a
hifa carbonatada e cristais de carbonatos, aluminatos e C-S-H na regido fissurada, sugerindo a
presenca do Pythium aphanidermatum como um agente autocicatrizante promissor.

Palavras-chave: Inibicdo. Celulose. Pythium aphanidermatum. Autocicatrizagéo.



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate Pythium spp. as a self-healing agent in
cementitious matrices since it is composed of cellulose and that these attract Ca?+ which favor
the formation of CaCOg, in addition, it would also act as a reinforcement. CaCl, was used to
attenuate nutrient potato and dextrose (BD) inhibition. Pythium has to develop in media with
CaCl, and alkaline pH, as the matrix has pH>10. 100% (24g/L) BD concentration was
adopted, which is indicated. To evaluate self-healing, Pythium was inoculated into cracks in
mortar test specimens (CP) (w/c 0.3), made using a metal saw (0.3 mm) after 14 days,
visualized at 3, 7, 28 and 56 days after agent inoculation. CP were also produced with 1%
polypropylene fibers, cracked in a flexion test and area recovery (RA), water absorption
(AA), load recovery (RC), SEM and EDS tests were performed in 7, 28 and 56 days.
Identification by PCR (polymerase chain reaction) determined the species Pythium
aphanidermatum. Regarding CaCl,, at 7 days, the 0% and 25% treatments were statistically
the same. At 14 days, it was constant up to 150%. The biological agent has developed to
pH10. The BD 24g/L inhibition curve showed that it is inappropriate in cementitious matrix.
The BD 6g/L inhibition index obtained Low Inhibition at 150%, 175% and 200%. The
appropriate recommended medium was 6g/L of BD with 150% CaCl2. DTG confirmed that
Pythium is basically cellulose. The sealing starts in 3 days and evolves completely up to 56
days. With 105% CR, 98,43% RA and AA reduction. SEM and EDS showed carbonate
hyphae and crystals of carbonates, aluminates and C-S-H in the fissured region. All these
factors show Pythium aphanidermatum. promising as a self-healing agent.

Keywords: Inhibition. Cellulose. Pythium aphanidermatum. Self-healing.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O cimento é um elemento muito importante na construcdo civil por apresentar varias
qualidades que se referem a durabilidade e resisténcia. Apesar de suas varias qualidades, 0s
materiais a base de cimento apresentam fissuras ao longo de sua vida Util, sendo esta uma
caracteristica intrinseca desses materiais. Essas fissuras aumentam a permeabilidade nas
estruturas, possibilitando a penetracdo de agentes agressivos, tais como cloretos e sulfatos,
que podem promover o desgaste de componentes metalicos, como os vergalhdes e fibras. 1sso
poderd comprometer a performance mecénica do material ou estrutura. As fissuras cuja
abertura se encontram abaixo de 400 pum sdo denominadas microfissuras e ndo sao
consideradas uma ameaca imediata a integridade estrutural. Varios sdo os estudos para conter
0 avanco e restaurar as fissuras a fim de preservar a integridade de estruturas de materiais a
base de cimento. Dentre eles destacam-se aqueles destinados ao desenvolvimento de matrizes
autocicatrizantes aplicados a estruturas de materiais a base de cimento aplicados as estruturas.

O conceito de autocicatrizacdo em materiais a base de cimento é novo e progrediu
significativamente nas duas Ultimas décadas. O fenémeno foi identificado no concreto no
inicio do século XIX e o conceito foi gradualmente estabelecido por varios pesquisadores,
destacando Reinhardt e Jooss no ano de 2003.

Os processos de autocicatrizacdo sdo classificados em dois grupos principais,
autocicatrizacdo autdgena, relacionada as propriedades intrinsecas da matriz e
autocicatrizacdo autbnoma, que é obtida com introducdo de materiais que nao fazem parte da
composicdo natural da matriz cimenticia. Nesse sentido, a adicdo de esporos bacterianos na
matriz cimenticia tem ganhado destaque pela capacidade de producédo de carbonato de calcio,
que selam as fissuras. A carbonatacdo também pode ser conseguida por meio da introducédo de
celulose, que tem a capacidade de retencdo de ions de calcio.

Diante da necessidade de selamento das fissuras, varios produtos foram lancados no
mercado da construcdo civil. Todavia, os produtos de prateleira apenas promovem o0
selamento de fissuras.

A introducdo de celulose no processo de vedacdo da fissura introduzird um reforgco
estrutural na mesma, o que permite um reparo mais eficiente, podendo evitar o0 aparecimento

de novas fissuras no local selado.
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Este trabalho visa desenvolver um agente biolégico para emprego em cicatrizacéo

acelerada de materiais a base de cimento e que possibilite 0 uso em escala comercial.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Desenvolver um agente bioldgico para induzir a cicatrizacdo acelerada em materiais a

base de cimento.

2.2 Objetivos especificos
1. Encontrar um agente bioldgico que produza celulose e que possa se desenvolver ao
ambiente da matriz cimenticia;
2. Avaliar o impacto do agente bioldgico na hidratacdo da matriz cimenticia;
3. Avaliar as caracteristicas desse agente biologico em relacdo as suas interferéncias nas

propriedades fisicas e mecénicas da matriz, bem como sua aplicacao.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Autocicatrizagdo

Materiais a base de cimento sdo amplamente utilizados como material de construcéo
devido suas caracteristicas mecanicas, disponibilidade e trabalhabilidade. Entretanto, uma de
suas caracteristicas é que fissuras surgem com o decorrer de sua vida atil e sdo muitos os
fatores que podem contribuir para que isso ocorra, como: aplicacdo de cargas, retracéo,
variacdo térmica entre outros. Essas fissuras criam dutos que irdo dar acesso a &gua e outros
produtos quimicos que podem degradar a estrutura, comprometendo sua estabilidade. Além
disso, com o tempo, fissuras maiores tendem a surgir, 0 que ndo apenas prejudica a
durabilidade, mas também destrdi a estanqueidade. Os danos causados por fissuras em
construcdes necessitam de manutencdo e reparos que causam prejuizos econdmicos (L1 et al.,
2019).

As fissuras da matriz cimenticia incluem fissuras superficiais e microfissuras internas.
As fissuras superficiais podem ser reparadas por produtos quimicos, rejuntamento e materiais
de revestimento, mas a camada de reparacao da superficie fissurada é facil de descolar apos
um periodo de tempo, e as microfissuras internas nao podem ser reparadas (DU et al., 2019).

Entdo o fenbmeno da autocicatrizacdo tem recebido muita atencdo por causa de seu
6timo potencial para preencher microfissuras internas e fissuras superficiais ao mesmo tempo,
reduzir os custos de manutengdo e prolongar a vida Util das estruturas (BLAISZIK et al.,
2010).

Define-se por autocicatrizacdo da matriz cimenticia a propriedade de se recompor,
auto-cicatrizar, realizando o fechamento das fissuras e muitas vezes recuperando as
caracteristicas mecanicas originais (MOREIRA, 2017).

Mesmo tendo sido constatado pela primeira vez ha bastante tempo, os estudos sobre a
autocicatrizacdo voltados a prevencdo dos danos e aumento da durabilidade do concreto sdo
relativamente recentes (REINHARDT et al., 2013).

Segundo Schlangen (2013) os edificios centenarios sobreviveram a esses seculos por
causa da capacidade inerente de autocura dos ligantes usados para cimentar blocos de
construcdo. Essa capacidade de autocura nunca havia sido denominada.

Em 2005, iniciaram-se os estudos do Comité Técnico para Fendmenos de Autocura,
em materiais a base de cimento SHC 221, na Unido Internacional de Laboratorios e
Especialistas em Materiais, Sistemas e Estruturas de Construcdo (RILEM), para pesquisar

uma solucdo capaz de reparar trincas e fissuras estaticas com até 0,4 mm no concreto
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estrutural de edificagfes. Desde entdo, o fenbmeno da autocicatrizacdo tem recebido muita
atencdo da comunidade cientifica por causa de seu Otimo potencial para preencher
microfissuras internas e fissuras superficiais a0 mesmo tempo, reduzir os custos de
manutencdo e prolongar a vida til das estruturas (BLAISZIK et al., 2010).

RILEM (2013) descreve a autocicatrizagdo como qualquer processo que envolve a
recuperacdo do prdprio material e gera aperfeicoamento no desempenho desse, que havia sido
prejudicado por algum agente nocivo ou sofrido degradacdes. Existem diferentes mecanismos

e abordagens que originam a propriedade de autocicatrizacdo em materiais cimenticios.

3.2 Abordagem da autocicatrizacéo

A autocicatrizacdo em materiais cimenticios pode ser classificada basicamente em dois
grupos: autocicatrizacdo autdbnoma (baseada em cépsulas e autocicatrizacdo vascular) e
autocicatrizacdo autdgena (autocicatrizacao intrinseca) (BLAISZIK et al., 2010).

No primeiro, 0s agentes cicatrizantes sao encapsulados no concreto (rede de tubos de
vidro microvascular ou microcapsula) para reparar as fissuras (YANG et al., 2011). Ja a
autocicatrizacdo autdgena € um processo de reparacdo intrinseca do material cimenticio, que
ocorre devido a hidratacdo do cimento remanescente ndo hidratado, bem como a carbonatacao
do hidroxido de calcio nos planos das fissuras (EDVARDSEN, 1999).

3.2.1 Autocicatrizacdo autbnoma

A autocicatrizacdo autdbnoma é realizada ap6s a interferéncia de uma acdo externa.
Nesse caso, ocorrem introduges na composi¢do do concreto como cinza volante e materiais
expansivos na mistura inicial do concreto. Ha cicatrizacdo autbnoma quando o processo
utiliza materiais que ndo seriam encontrados na composicao e foram adicionados para este fim
(RILEM, 2013).

Segundo Moreira (2017), a cicatrizacdo autdbnoma representa a propriedade de
cicatrizacdo introduzida para agir na fissura, ou seja, 0 processo de regeneracdo acontece
como consequéncia de adicGes realizadas no concreto. As adicBes sdo incorporadas
propositalmente na matriz do cimento, com a finalidade de selar a fissura ou acelerar a sua
cura, em um ambiente contendo umidade. A vista dessa defini¢do, o uso de adi¢cbes com
propriedade pozolanicas, como a cinza volante, pode ser considerado uma vertente da
cicatrizagdo autdbnoma, pois a hidratacdo continua destas tem alto potencial de cicatrizagdo no

concreto. Tittlelboom (2013) apresenta a cicatrizagdo autbnoma baseada na insercdo de
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capsulas ou sistemas vasculares contendo agentes cicatrizantes, que sdo liberados para
responder a fissura¢do do concreto, sendo que estes podem reagir, ou ndo, com um segundo

componente na matriz cimenticia (HUANG et al., 2016).

Figura 1 - Cicatrizacdo autbnoma baseada em capsulas ou nos sistemas vasculares com
agentes cicatrizantes bicomponentes.

Fonte: VAN TITTELBOOM e DE BELIE (2013).

De acordo com Takagi (2013), outra forma de obter a cicatrizacdo autdbnoma é através
do uso de catalisadores cristalinos como agentes cicatrizantes. Esses atuam como
impermeabilizantes hidrofilicos, consumindo o Ca(OH), para formar produtos cristalinos que
desconectam poros e preenchem fissuras no concreto. Sdo classificados como cicatrizantes
por conta de as reacdes ocorrerem apenas quando houver umidade suficiente, que em geral é
proporcionada pelo transporte de &gua através das fissuras. A formagdo cristalina dos
produtos varia entre cristais de etringita, hidroxido de célcio, carbonato de célcio e C-S-H,

sendo os dois Ultimos responsaveis pela recuperacao das propriedades mecanicas.

3.2.2 Autocicatrizacao autdgena do concreto

O fendbmeno de autocicatrizacdo autdgena da matriz cimenticia, que é largamente
atribuido a dissolucdo e a deposicdo de hidratos induzida por catalisadores ativos, deve ser
diferenciado do fenbmeno da colmatagdo autdgena, que é devido a hidratacdo continua de
materiais ndo hidratados e com a nucleacdo do carbonato de célcio (CaCOs3) e subsequente
crescimento de cristais. (QURESHI et al, 2018)

Duas diferencas principais sdo: (a) o efeito autocicatrizante é observado mesmo em
um sistema fechado de CO,, onde ndo € possivel a carbonatagdo do hidroxido de calcio
Ca(OH), dissolvido no concreto, e (b) o fendmeno de autocicatrizacdo torna-se significativo
apo6s intensa microfissuracdo, geralmente causada por retragdo por secagem e/ou

carregamento ciclico durante a vida util de uma estrutura de concreto. Ambas sdo dependentes
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da exposicdo a agua, enquanto que o fendmeno da hidratacdo continua pode prosseguir em
condicdes latentes (HEARN, 1998).

Torna-se claro que a colmatacéo natural pode ser melhorada, sendo mais eficaz quando
as larguras das fissuras sao restritas ou pode ser provocado o fechamento da fissura (Figura 2-
A). Como a &gua é sempre necessaria para ocorrer a colmatacdo autégena, a retencao de agua
pode ser outro fator de melhoria (Figura 2-B). Melhorando a possibilidade de hidratagdo ou
cristalizacdo continua (Figura 2-C) promove-se a melhoria da colmatacao autdégena. Podemos
entdo chamar este processo de autocicatrizacao autogena (VAN TITTELBOOM e DE BELIE,
2013).

Figura 2 - Abordagens de cicatrizacdo autdgenas: (A) restricdo da abertura da fissura, (B) o
fornecimento de agua e (C) hidratacdo continua e a cristalizacao.

Fonte: VAN TITTELBOOM e DE BELIE (2013).

3.3 Mecanismos de autocicatrizacao
Diversos métodos de autocicatrizagdo foram desenvolvidos, tanto por processos

autbnomos como autdgenos. Alguns destes serdo apresentados a seguir.

3.3.1 Autocicatrizacéo por escéria de alto forno
Com énfase na sustentabilidade, o uso de subprodutos industriais, como as escorias de
alto-forno, na composic¢ao do cimento tem se tornado uma tendéncia cada vez mais comum.
Com o intuito de aumentar os niveis de substituicdo, sem afetar negativamente e até mesmo
com o objetivo de melhorar algumas das propriedades do concreto (DE BELIE, et al., 1996).
Embora deva ser considerado o efeito positivo da hidratacdo das particulas da escoéria
nos concretos autocicatrizantes com escorias de alto forno, a vulnerabilidade a carbonatacéo

desses concretos pode ser atribuida a sua alta permeabilidade ao gas carbbnico (CO,) e ao
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baixo teor de hidréxido de céalcio (Ca(OH),). Entretanto, o baixo teor de Ca(OH), e uma
estrutura de poros mais refinada do concreto com escoria de alto forno pode contribuir para
uma maior resisténcia quimica destes concretos (DE BELIE et al., 1996).

No estudo de De Belie (2010) com ensaios acelerados de carbonatacdo em concretos
contendo diferentes teores de escoria de alto forno (50%, 70% e 85%), onde considerou o
efeito da hidratacdo continua da escoria, foi estimado uma profundidade de carbonatacéo para
uma vida util de 50 anos. Os ensaios revelaram que, embora o concreto de escéria de alto
forno tenha uma resisténcia a carbonatacdo mais baixa que o cimento Portland comum, a
estimativa da profundidade de carbonatagdo no final da vida atil de 50 anos deste concreto

pode ainda ser aceitavel em ambientes normais.

3.3.2 Autocicatrizacao por exposicdo a agua

A condicdo de exposicdo da matriz cimenticia a agua desempenha um papel
importante no processo de autocicatrizagdo. Em geral, na condi¢cdo de exposicdo em ciclos
alternados de Umido/seco, o concreto avaliano mostrou a recuperacdo mecanica ideal,
enguanto que na condicdo de exposicdo somente ao ar, ndo foi observada quaisquer evidéncia
de cicatrizacdo. Na condicdo de exposicdo a dgua renovada regularmente, foi observada uma
recuperacdo mecanica ligeiramente superior na condicdo de exposi¢do continua a agua
(SISOMPHON et al., 2012).

Entre as diferentes condicdes de exposicdo a agua, a condi¢do de exposicdo a ciclos
alternados de Umido/seco, que mostrou a maior recuperacdo das propriedades mecanicas,
pode promover a interacdo de dgua com o CO, e com 0s materiais cimenticios ndo hidratados.
Pode-se supor que, durante a fase de secagem, conforme o excesso da agua vai evaporando, as
concentracdes de ions presentes na dgua dentro das fissuras sdo aumentadas. Nessa situacéo, a
guantidade de reagentes fica bastante concentrada para que reacGes adicionais ocorram,
enquanto que a quantidade de 4gua na solucdo se mantém suficiente. Este fenébmeno reforcaria
as reacOes quimicas de precipitacdo e da hidratacdo continua. Além disso, a penetracdo de
CO,, na fissura, durante o periodo de secagem, conduziria & formacéao adicional de carbonatos,

gue sao Uteis para o selamento das fissuras (SISOMPHON et al., 2012)

3.3.3 Autocicatrizacao por esporos de bactérias
Nas abordagens de Wang et al. (2012) quanto ao uso de bactérias como agentes

cicatrizantes, sempre existiu a preocupacdo com o0 periodo de tempo em que bactérias
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ficariam ativas. Concluiram por trabalhar com esporos, que sdo células bacterianas dormentes
que podem resistir a tensdes mecanicas e quimicas e permanecem viaveis durante periodos
maiores que 50 anos.

Para ativar o concreto autocicatrizante bacteriano, precisam estar presentes dentro da
fissura, tanto 4gua quanto oxigénio (O2). Mesmo que a &gua seja sugada para dentro das
microfissuras devido & acdo capilar, surge a davida se estara presente O, suficiente no interior
das fissuras. Enquanto Wiktor e Jonkers (2011) passaram a indicar o uso de esporos de
bactérias como uma protecdo apenas superficial até o momento, Wang et al. (2012)
adicionaram nitrato nos nutrientes, como um receptor de elétrons alternativo para tornar
possivel a precipitacdo bacteriana de CaCOj3 dentro da fissura sem a presenca de Os.

A precipitacdo bacteriana de CaCOg através da hidrolise microbiana de ureia apresenta
diversas vantagens em relacdo aos outros caminhos geradores de carbonato. Como pode ser
facilmente controlada, tem o potencial para produzir grandes quantidades de carbonato dentro
de um curto periodo de tempo. A hidrélise de ureia é catalisada por meio de urease. Como
consequéncia, a ureia é degradada em carbonato e amonia, o que resulta num aumento do pH
e da concentracao de carbonato no meio ambiente bacteriano (DE MUYNCK et al., 2010).

Uma representacdo simplificada dos eventos que ocorrem durante a precipitacdo de
carbonatos CaCOs induzida por bactérias ureoliticas é dada na Figura 3. fons de célcio na
solucdo sdo atraidos para as paredes das células das bactérias devido a sua carga negativa, 0

que resulta na formacdo de cristais de carbonato na célula da bactéria.

Figura 3: Representacdo simplificada da precipitacdo de CaCOj3 induzida por bactérias
ureoliticas: (A) hidrdlise da ureia, (B) inicio da formacéo dos cristais, (C) cristalizacdo
completa e (D) MEV dos cristais.

Fonte: DE MUYNCK, et al. (2010).
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3.3.4 Autocicatrizagéo induzida por fibras

Quando as fibras sdo misturadas no concreto a fim de controlar a abertura de fissura,
ao invés de criar uma unica fissura, multiplas fissuras aparecem ap0s o carregamento, pois
ocorre uma distribuicdo dos esforgcos por toda a matriz. Devido a essa caracteristica, Li et al.
(2002) propuseram o uso das fibras com o objetivo de restringir a abertura da fissura e assim
promover a cicatrizacdo autogena.

A eficiéncia das fibras de aco, de polipropileno (PP), de poliestireno (PE) e de
poliacetado de vinila (PVA) como indutoras da autocicatrizacdo autégena foram comparadas
por Homma et al. (2009). As fibras de PVA foram as que induziram a maior eficiéncia na
capacidade de cicatrizacdo, e pode ser atribuido ao fato das fibras de PVA poderem promover
a deposicao de produtos de cristalizacdo, tais como grupos hidroxilas, ligadas a estrutura da
fibra, atraindo ions de calcio.

A contribuicdo das nanofibras no aumento da trabalhabilidade, resisténcia e
durabilidade dos materiais de constru¢do podem afetar a hidratacdo do cimento. Além disso, a
adicdo de nanomateriais pode melhorar o desempenho do cimento consideravelmente. O alto
desempenho de nanofibras atraiu pesquisadores para utilizad-las para obtencdo de
autocicatrizacdo (HUSEIENA et al., 2019).

3.3.5 Autocicatrizacao por fibras de celulose

Segundo Poinot et al. (2015), a utilizacdo de nanofibras de celulose no concreto no
decorrer do processo de hidratacéo, a hidroxila OH ~ e grupos carboxila COOH ™ na superficie
das fibras de celulose podem reagir com fons de calcio Ca ** e assim retardar a hidratacao.

Toledo and Ghavami (1997) concluiu em sua pesquisa que fibras vegetais auxiliam no
fechamento de fissuras. Constataram que adicionando-se fibras de coco e sisal a matriz
cimenticia, as fissuras fecharam de forma mais rapida do que na matriz sem adicdo,
mostrando o potencial das fibras na cicatrizagéo.

Moreira et al. (2016) relataram que fibras de celulose favorecem a autocicatrizagéo
devido a formacdo de carbonato de célcio ao longo da fibra, pois a presenca dos ions de célcio
Ca ?* favorece esse processo. Com isso, o carbonato de calcio que se forma ao longo da fibra
de celulose iré selar a fissura e também funcionara como um reforgo para o local.

A utilizacdo da celulose apresenta inUmeras vantagens, pois € 0 composto organico de
maior abundancia na crosta terrestre, sendo o principal componente da biomassa
(GUIMARAES JUNIOR et al., 2015). As fibras celuldsicas podem ser obtidas a partir de
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diversas fontes, tais como: bactérias (GATENHOLM e KLEMM, 2010), canhamo (DAI,
FAN; COLLINS, 2013), bambu (GUIMARAES JUNIOR et al., 2015), madeira (FONSECA
et al.,, 2016), folhas de abacaxi (CHERIAN et al., 2011), bagaco de cana-de-acuUcar
(MANDAL e CHAKRABARTY, 2011), sisal (MORAN et al., 2008), entre outros. Sendo que
as propriedades das nanofibras vdo variar quanto a matéria prima da qual foram obtidas.
(SAMIR; ALLOIN; DUFRESNE, 2005).

Entre outros fatores, a introducdo de um agente biolégico que pudesse produzir a
celulose dentro das fissuras teria muitas vantagens devido a escala micro das fissuras (DU et
al., 2019). O desenvolvimento da fibra no préprio local da fissura também facilitaria o
processo de entrelacamento da mesma com o0s cristais que irdo se formar. E o
desenvolvimento de um material de autocicatrizacdo sustentavel seria muito benéfico para
tentar mitigar o impacto ambiental causado pela industria cimenticia (HUSEIENA et al.,
2019).

3.4 Oomiceto pythium

O género Pythium é considerado um dos mais importantes dentre 0s organismos
zoosparicos, principalmente devido ao seu potencial parasitico em plantas de interesse
econémico, causando normalmente apodrecimento de raiz, caule e frutos; podriddo de
sementes na pré-emergéncia e tombamento de plantulas na po6s-emergéncia (VAN DER
PLAATS-NITERINK, 1981). Cerca de 150 espécies sdo descritas para o género, 41 delas ja
relatadas no Brasil (MAIA et al., 2015), sendo a maioria cosmopolita e saprébia em diferentes
tipos de substratos, na agua e no solo e/ou parasita em algas, crustaceos, outros fungos,
plantas vasculares, mamiferos, e inclusive no homem (CALVANO et al., 2011;
KAGEYAMA, 2014). Pythium é um género que inclui uma variedade de espécies
encontradas em habitats terrestres e aquaticos, onde podem viver como saprofitas, parasitas de
plantas, animais ou microparasitas.

O género foi estabelecido por Pringsheim, em 1858, e no esquema taxonémico atual é
colocado no Reino Stramenopila, Filo Oomycota, Classe Peronosporomycetes, Ordem
Pythiales, Familia Pythiaceae, Género Pythium. A maioria dos oomicetos fitopatogénicos
pertence a duas ordens dentro da classe dos Peronosporomycetidae, os Peronosporales e
Pythiales. A ordem Pythiales inclui Pythium, Phytophthora e Albugo. As espécies de Pythium
sdo eucariotos, organismos semelhantes a fungos que por muito tempo foram considerados

pertencentes ao reino ‘Fungi’. Tanto oomicetos quanto fungos compartilham semelhancas.
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Ambos tém crescimento filamentoso em seu estagio vegetativo, produzem esporos e tém um
estilo de vida heterotrofico. Embora compartilhem essas semelhancas, sdo conhecidas
diferencas importantes que os separam em diferentes Reinos, das quais se destaca que a
parede celular de muitos oomicetos € composta de celulose, ja a parede celular dos fungos é
constituida por quitina (BURGOS-GARAY, 2013).

O Pythium estd presente em todos o0s ecossistemas, possui rapido crescimento e
elevada resisténcia, mesmo em ambientes mais agressivos (OLIVEIRA et al., 2021).

Tais caracteristicas o fazem um promissor organismo para ser utilizado como agente

cicatrizante de matriz cimenticia.

4 CONSIDERAQ@ES FINAIS

Nesta pesquisa, observou-se que o Oomiceto Pythium possui caracteristicas singulares
gue o tornam apto para ser utilizado em materiais cimenticios, especialmente devido a sua alta
disponibilidade, rapido crescimento e certa resisténcia ao pH alcalino. Essas propriedades
tornam o Pythium spp. uma alternativa potencial para materiais de construgdo convencionais.

Os resultados obtidos nesta pesquisa demonstram que o Pythium aphanidermatum
apresenta uma promissora utilizacdo como agente autocicatrizante em materiais cimenticios.
Os dados aferidos foram surpreendentemente superiores as expectativas iniciais, evidenciando
que o micro-organismo € efetivo em melhorar a resisténcia e durabilidade dos materiais.

Contudo, para que o uso do Pythium aphanidermatum em materiais cimenticios seja
uma opc¢do vidvel e sustentavel, ¢ fundamental que os estudos sejam continuados e
aprimorados. E necessario desenvolver novas estratégias para melhorar a resisténcia do
microrganismo ao pH alcalino, reduzir a quantidade de nutrientes necessarios para o0 seu
crescimento e diminuir o uso de aditivos que possam afetar seu desempenho. Além disso, é
preciso aprofundar a compreensdo dos mecanismos de interacdo entre o Pythium
aphanidermatum e o cimento, para otimizar sua eficacia e aplicabilidade em diferentes tipos
de materiais cimenticios.

Nesse sentido, a continuidade dos estudos € essencial para o0 avango e a consolidagédo
dessa tecnologia, possibilitando a sua utilizacdo em escala comercial. A potencialidade do
Pythium aphanidermatum como um agente de autocicatrizacdo em materiais cimenticios pode
trazer beneficios econdmicos e ambientais significativos para a industria da construgéo,
contribuindo para a reducéo do uso de materiais tradicionais, com menor impacto ambiental e

maior durabilidade dos materiais construtivos.
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Resumo: O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do pH alcalino e do CaCl, no
desenvolvimento do Pythium spp. com o intuito de promover a autocicatrizacdo em matrizes
cimenticias visto que sua parede celular é composta por celulose, e estd além de atrair 0s ions
Ca?", que favorece a formagdo de CaCOs, atuaria como reforco estrutural. O CaCl, foi
utilizado para atenuar a inibicdo provocada por carboidratos que sdo utilizados como
nutrientes (BD). Entdo € necessario que o Pythium spp. se desenvolva em meios com CaCl, e
com pH alcalino, pois a matriz cimenticia € um ambiente basico (pH>10). Foi adotado 100%
de BD para a concentracdo de 24g/L. A identificacdo da espécie foi obtida através da técnica
de reacdo em cadeira da polimerase (PCR). Com 100% de similaridade e 99,7% de
identidade, foi determinado como Pythium aphanidermatum. Em relacdo ao CaCl,, aos 7 dias,
0% e 25% de concentracdo obtiveram massa estatisticamente iguais. Aos 14 dias a massa se
manteve constante até 150%. Foi constado que se desenvolveu com aumento de biomassa em
7 e 14 dias até o pH10. As curvas de inibicdo mostram que 24g/L de BD é inapropriada para a
utilizacdo em matrizes cimenticias. O célculo do indice de inibicdo para a concentracdo de
6g/L de BD obteve inibicdo baixa para as concentracfes de 150%, 175% e 200%. Por
conseguinte, a concentracdo mais apropriada para 0 meio € de 6g/L de BD com 150% de
CaCl,. A analise termogravimétrica (TG) e sua derivada (DTG) confirmaram que o Pythium
aphanidermatum é composto por celulose. Todos esses fatores indicam o micro-organismo
promissor como agente autocicatrizante.

Palavras-chave: Concreto. Autocicatrizagdo. Nucleagdo. Pythium aphanidermatum.

1 INTRODUCAO

O concreto ¢ um dos materiais mais utilizados na construcdo civil devido a sua
disponibilidade, trabalhabilidade e resisténcia aos esforgos de compresséo [1]. Entretanto, no
decorrer de sua vida atil, surgem fissuras devido a varios processos como: sobrecarga,
dilatacdo térmica e fatores autdgenos. Desta forma, sdo necessarios reparos, pois essas podem
comprometer a estabilidade da construcéo [2].

Caso o reparo ndo seja executado de forma adequada, pode ocorrer o colapso de toda
estrutura [3]. Esses reparos precisam ser executados em curto periodo de tempo, pois a

propagacdo das fissuras acelera o processo de degradagéo. Pelo fato de estarem em escala
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micro ou por se encontrarem no interior da estrutura [4], torna-se necessario manutencdo
constante realizada por profissionais qualificados, o que gera custo financeiro [2].

Como alternativa foram desenvolvidos compostos cimenticios que possuam a
propriedade de autocicatrizacdo das fissuras, na qual o material apresenta a capacidade de se
reparar sem que ocorra qualquer intervengdo, consequentemente reduzindo ou até mesmo
eliminando os custos de manutencao [3][5].

Os processos de autocicatrizacdo desenvolvidos sdo classificados em autdgenos e
auténomos [6]. O processo autdgeno ocorre devido as caracteristicas intrinsecas dos materiais
utilizados na matriz cimenticia, potencializando a hidratagdo residual dos grdos de cimento
que ainda nao foram hidratados e a carbonatacdo, que é a formacdo de carbonato de calcio
CaCOg3 devido a reacdo do hidréxido de célcio Ca(OH), com o diéxido de carbono CO,
presente na atmosfera, na presenca de agua [7][8]. Enquanto o processo autbnomo depende de
agentes que ndo fazem parte da composi¢do normal do cimento [9].

O processo autbnomo introduz na matriz elementos que ndo sdo usuais a mesma. E
uma abordagem que mostra resultados muito promissores é a utilizacdo de microrganismos
que induzam o processo de autocicatrizacdo. Um exemplo é a incorporacao de esporos de
bactérias especificas dentro da matriz cimenticia juntamente com nutrientes que promovam
seu desenvolvimento. Ao surgir o processo de fissuracdo, ocorre também a penetracdo de
agua e oxigénio, fazendo com que os esporos germinem. Essas bactérias atuam como ponto
de nucleacdo, fendmeno esse que consiste na atracdo de Ca®* que acelera a precipitacéo de
carbonato de calcio CaCO3 dentro das fissuras [10].

A captacio de fons de célcio Ca?* também é observada em fibras de celulose quando
utilizadas em matrizes cimenticias, [11]. Ferrara et al., 2014 [12] e Moreira et al. 2016[13]
demostraram que esse fendmeno presente em fibras de celulose possibilita a autocicatrizagéo.
Contudo, os estudos citados foram realizados com a fibra de celulose ja presente na matriz
cimenticia, ou seja, adicionada durante o processo de produgdo. Outra possibilidade que
tornaria o processo de vedacédo da fissura mais eficiente seria sua utilizagio apds o surgimento
de fissuras, pois além de proporcionar o processo de carbonatagdo que ird formar o carbonato
de calcio CaCOj3 para a selagem da fissura, a fibra serviria como reforgo no local, obtendo
uma selagem mais eficiente e duradoura.

A utilizacdo de um agente bioldgico que pudesse produzir a fibra de celulose dentro da
fissura apresenta-se como um meio promissor, devido ao baixo custo financeiro e ambiental

de obtencdo da fibra [14][10] e podendo atingir as microfissuras, o que ndo é possivel por
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técnicas convencionais de reparos [2]. Durante o desenvolvimento do microrganismo pode se
entrelacar com os cristais recém-formados, tornando-se um reforco estrutural [10]. Entretanto,
para que o uso do agente biolégico seja viavel, é necessario que apresente acelerado
desenvolvimento e que também seja resistente ao ambiente basico, pois devido as reacoes
quimicas de hidratacdo do cimento o meio torna-se alcalino (pH>8) [15].

Para atender os aspectos supracitados, algumas caracteristicas sdo necessarias aos
microrganismos, como: producdo de celulose, desenvolvimento acelerado e resisténcia a
locais com pH alcalino. Dessa maneira, objetivou-se com esse trabalho, avaliar o
desenvolvimento de Pythium spp. em meio alcalino, um microrganismo capaz de produzir
celulose [16][17][18]. Além disso, verificar o crescimento em meios alternativos, visando sua
utilizacdo como agente biolégico que possa promover autocicatrizacdo em matrizes

cimenticias.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Isolamento e obtencéo da cultura de Pythium sp.

O isolado foi obtido através do método de isca de pepino. Uma amostra do solo da
Universidade Federal de Lavras (UFLA) foi retirada, condicionada em recipientes e
umedecida. Foram utilizados discos de pepino e colocados no solo por 2 dias (Figura 1). Um
fragmento da cultura micelial foi transferido para placas de Petri contendo 20 ml de meio
solido de batata, dextrose e agar (BDA) acrescido de antibidtico rifamicina (100mg/L). As
placas foram mantidas a 28°C por 72 horas até que o organismo ocupasse toda a placa. Logo
apos foi retirado 1 disco de 5mm de didmetro de micélio e transferido para uma nova placa de
Petri contendo meio de BDA e antibidtico e incubadas a 28°C por aproximadamente 72 horas,

até obtencdo da cultura pura, adaptado [19].

Figura 1: Obtencéo do isolado Pythium spp. com isca de pepino ap6s 2 dias.
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2.2 ldentificagdo molecular do isolado de Pythium

A identificacdo da espécie de Pythium foi realizada utilizando-se a técnica de reagédo
em cadeia da polimerase (PCR), amplificando-se a regido ITS (Internal Transcribed Spacer),
incluindo a regido 5.8s do rDNA e o gene mitocondrial correspondente a subunidade 2 do
citocromo c oxidase (COXII) [20]. A obtencdo de micélio para extracdo de DNA foi realizada
segundo Myburg et al. (1999) [21]. Para isso, discos de micélios de 5mm de diametro foram
transferidos para frascos do tipo Erlenmeyer contendo meio de cultura liquido composto por
batata e dextrose. Os frascos foram mantidos em agitador por uma semana até o crescimento
do micélio. Posteriormente, o micélio foi retirado, filtrado e seco em papel filtro e em seguida

triturado em nitrogénio liquido (Figura 2-a).

Figura 2: a-Trituragdo do Pythium spp. em nitrogénio liquido; b-Nanodrop Thermo Scientific
2000c.

Para a extracdo de DNA foi utilizado o kit Wizard®Genomic DNA purification
(Promega, Madson, EUA), de acordo com as especificacdes do fabricante. A qualidade e
concentracdo do DNA extraido foram avaliadas por meio de gel de agarose e uso do
equipamento Nanodrop Thermo Scientific 2000c (Figura 2-b).

As reacbes em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas seguindo o método
descrito por Glass e Donaldson (1995) e preparadas a um volume final de 25 pl, utilizando o
termociclador Techne Prime G (Figura 3-b). Foram amplificados a regido ITS utilizando-se o
par de primers UN-UP18S42 e UN-LO28S22 [22] e o gene COXII utilizando o par de
primers FM58 e FM66 [23] (Figura 3-a).
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Figura 3: a-Primers utilizados; b-Tela de controle do termociclador Techne Prime
G.Nanodrop.

Para a regido ITS, a desnaturacdo foi realizada a 94°C por 3 minutos seguida de 35
ciclos a 92°C por 45 segundos, 60°C por 45 segundos e 72°C por 1 minuto com extensdo final
de 72°C por 10 minutos. Para o gene COXII realizou-se a desnaturacdo a 94°C por 5 minutos,
35 ciclos a 94°C por 1 minuto, 52°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos com extensao final a
72°C por 7 minutos.

Os produtos resultantes da amplificacdo foram avaliados por meio de eletroforese,
utilizando gel de agarose a 1% com adicdo de GelRed® (Figura 4-a). As bandas foram
visualizadas por meio do fotodocumentador de luz ultravioleta DNR Bio—Imaging Systems
MiniBis Pro (Figura 4-b). A purificagdo dos produtos de PCR e 0 sequenciamento foram

realizados pela empresa Macrogen Company korea (Figura 4-c).

Figura 4: a- Cuba de eletroforese, utilizando; b- Fotodocumentador de luz ultravioleta DNR
Bio—Imaging Systems MiniBis Pro; c- DNA enviado a Macrogen.

Os eletroferogramas gerados foram analisados e as sequéncias editadas manualmente,
quando necessario, utilizando o software SeqAssem [24].
Apos a edicdo, as sequéncias foram analisadas por meio do BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool) (http://www.ncbi.nlm.gov/BLAST), sendo comparadas com outras

sequéncias depositadas no NCBI/GenBank,
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2.3 Variacao do pH

Foram preparados meios de cultura em frascos do tipo Erlenmeyer (250ml) contendo
liquido composto por 2.4g de BD (batata-dextrose), dissolvidos em 100ml de agua. Os meios
foram autoclavados e em seguida o meio de cultura foi alterado, utilizando hidroxido de
calcio Ca(OH),. Com a adicao progressiva para obter um aumento de pH, sendo aferido por
pHmetro de bancada KASVI K39-1410A, até atingir os valores previamente estabelecidos. Os
tratamentos utilizados foram: meio de cultura sem alteracdo com hidréxido de calcio C
(pH5.6), pH 6, pH 7, pH 8, pH 9 e pH 10. Apds o processo de alteracdo do pH, o Pythium spp.
foi transferido para os meios com diferentes pHs. Foram retirados trés discos com didmetro de
5mm do meio s6lido de BDA e colocados nos frascos. Foram preparados quatro frascos para
cada tratamento e incubados a 25°C com fotoperiodo de 12h por 7 dias, adapatado [25]

(Figura 5-a).

Figura 5: a- pHmetro montado no Fluxo; b- Balanca digital de preciséo.

2.4 Variagéo da concentragdo de CacCl,

Foram preparados meios de cultura em frascos do tipo Erlenmeyer (250ml) contendo
liqguido composto por 2.4g de BD (batata-dextrose) dissolvidos em 100ml de &gua.

Para o preparo dos meios com varia¢fes da concentragdo de CaCl, foi adotado como
parametro a relacdo com a quantidade de BD utilizadas no meio que é indicada pelo
fabricante. Ficou estabelecido 100% para a concentracdo de 24g/L. Com isso, as
concentragfes utilizadas foram: 25%(6g/L); 50%(12g/L); 75%(18g/L); 100%(24g/L);
125%(30g/L); 150%(369/L); 175%(42g/L); (200%(48g/L). Foi transferido trés discos de
micélio de Pythium spp. com didmetro de 5mm do meio s6lido (BDA) e colocados nos
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frascos. Foram utilizadas quatro repeticdes para cada tratamento. Apos a transferéncia dos
discos de micélio, os frascos permaneceram incubados a 25°C com fotoperiodo de 12h por 7 e
14 dias, adaptado [26].

2.5 Determinagdo da massa de nutriente BD a ser utilizada no meio de cultura.

Para o preparo dos meios com variages da concentracdo de BD foi adotado como
parametro a relacdo com a quantidade de BD recomendado pelo fabricante HIMEDIA
(249/L). Foi estabelecido C para a concentracdo de 24g/L. Com isso, as concentragdes
utilizadas foram: T3(6g/L); T2(12g/L); T1(18g/L) e transferidos trés discos de micélio de
Pythium spp. com didmetro de 5mm do meio s6lido (BDA) e colocados nos frascos. Foram
utilizadas quatro repeti¢fes para cada tratamento. Apos a transferéncia dos discos de micélio,
os frascos permaneceram incubados a 25 °C com fotoperiodo de 12h por 7 e 14 dias. A
avaliacdo do desenvolvimento se deu pela mensuracdo da quantidade de biomassa micelial

produzida em cada meio.

2.6 Determinacédo da concentracao de CaCl,.

Foram realizados testes com a concentracdo de BD de 24g/L e 6g/L, 200 gramas de
cimento Portland CP V-ARI/Plus e 90 ml de 4gua. Ap6s homogeneizados, durante 5 minutos,
esses materiais foram inseridos no interior de caixas de isopor com dimensdes internas de 80
X 97 x 56 mm (comprimento x largura x altura, respectivamente) e espessura das paredes de
7.5 mm; as quais estavam previamente forradas com papel aluminio. Dentro de cada caixa de
isopor inseriu-se um sensor conectado a um Datalogger, no qual os dados gerados foram
armazenados em intervalos de um segundo durante 24 horas. Cada caixa de isopor, com a
mistura e o sensor para medicdo da temperatura, foi acondicionado em uma caixa térmica
forrada com 1a de vidro (Figura 6). Em seguida, a aquisicdo de dados foi iniciada para

posterior analise. Adaptado [27].



35

Figura 6: Equipamento para determinar a inibicao.

Os indices de inibicdo foram calculados conforme a equacdo descrita na Equacdo (1)

[28].

_ Ty=T5\ (To=T5\ (S2—S5
1= 100](B2) (B2 (35 @
Onde: | = indice de inibicdo; t2 = tempo para se alcancar a temperatura maxima de hidratacao

da mistura cimento-madeira-agua; t’2 = tempo para se alcangar a temperatura maxima de
hidratacdo da mistura cimento-agua; T2 =Temperatura maxima atingida pela mistura cimento-
madeira-agua; T°2 = Temperatura maxima atingida pela mistura cimento-agua; S2 =Variagdo
maxima da temperatura por hora para mistura cimento-madeira-agua; S2°= Variagdo maxima
da temperatura por hora para mistura cimento-agua.

Tabela 1: indice de inibicdo utilizado [28].

indice de inibigdo (%) Classificagao
1<10 Inibicéo baixa
I=10-50 Inibicdo Moderada
I =50-100 Inibicdo Alta

1 >100 Inibigdo Extrema

2.7 Avaliacdo da Biomassa
A avaliagdo o desenvolvimento de Pythium spp. foi obtido através da quantidade de
biomassa micelial produzida em cada meio. Para isso, a colénia foi desidratada em estufa com

circulacdo e renovacdo de ar a 40 °C por 48 horas até obter massa constante. A massa micelial
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seca foi mensurada com auxilio de balanca de precisdo. Os dados foram anotados e
processados, adaptado [29], (Figura 5-b).

2.8 Analise térmica por termogravimetria (TGA/DTG)

As analises térmicas foram realizadas em 5 tratamentos diferentes, afim analisar a
influéncia CaCl, na estrutura do Pythium sp. Para preparo dos meios com variagdes da
concentracdo de CaCl, foi adotado como parametro a relagdo com a quantidade de BD
utilizadas no meio que é indicada pelo fabricante. Ficou estabelecido 100% para a
concentracdo de 24g/L. Com isso, as concentracdes utilizadas foram: T1(0%); T2(25%);
T3(50%); T4(100%); T5(150%); T6(200%). Foram realizadas em um analisador térmico
modelo TGA Q500 (TA Instruments ®) com taxa de aquecimento de 10°C/min) de 20°C a
1000°C, adaptado [30].

2.9 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Foram retiradas amostras de hifas de Pythium sp. apds 14 dias de desenvolvimento em
meio de cultura sélido de BDA. As micrografias de MEV foram obtidas no MEV-FEG de
Ultra-alta Resolu¢do com uma voltagem de 20keV localizado no Laboratorio de Microscopia
Eletronica da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

2.10 Anélise estatistica
Para avaliar a massa seca produzida, os dados foram submetidos a analise de variancia
e o teste de Scott Scott-Knott a 5% de significancia e avaliados, estatisticamente, com 0 uso

do software Sisvar.

3. Resultados e discussao
As bandas foram visualizadas por meio de analise em fotodocumentador. Indicando a

amplificacdo da regido ITS e 0 gene COXII [22][23] como pode ser observado na Figura 7.
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Bandas

Figura 7: Imagem capturada por Fotodocumentor, com a visualizagdo das bandas.

As sequéncias obtidas por meio da amplificacdo da regido ITS e do gene COXII
(Figura 8) foram identificadas como Pythium aphanidermatum, possuindo 99.7% de

identidade e 100% de similaridade com outras sequéncias da espécie depositadas no Genbank

para ambas as regiGes amplificadas (Figura 9).

3
Rax Faded NOGU1I62003 24 Sl G 1930 4 4053 CA0 T 8367 .b

File JTUME_UNUPISS42ob!
A28 Aavey im JOS22 ey Papelof2

Sawple: 3TUML UNUPIASE?  Lave: TO e gpaving: 12024557

" £ » " » “ » » » " e s
TEO0G A QACTITEO.OCOT £TT TCCCATA AOCATT ATE TATTCT QTGETETCTTICNGA \GOCCTA 440G L CaT GAOCT GO TT A TTT AGTCTAC G ATaT T TTTTC

I
| \

ol il b 1k b

IR (1 R ‘\\. !
IR DLV N VA P LY

™ m B
GO TO0F AT CGAT 6L GANOCT GG TG0 T EGT
: | ( Y| T :

I TRV I T P (1 T TR 11 \lr ‘l‘"‘ T \| A
i L DM LV

b ™ E) ™ - ne £ o " M - " o
TOCOAATTOCAD A TICAGT G OTEATCALATTTTO A COE A CATTGE AL TTTCO0AT T BCCT B0 LG ATECCTAT 41 C4 0T TCCUT ALATEALICTTOCCTITCTITTICT GTUTA0TC

PG LR 4 G B A YV LA it ST D AL SVt A

Figura 8: Sequenciamento realizado pela empresa Macrogen Company korea.
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Figura 9: Imagem da analise do resultado no GenBank (http://www.ncbi.nlm.gov/BLAST).

O Pythium aphanidermatum se desenvolve em todo o mundo, destacando-se como um
dos patégenos mais comuns e destrutivos em cultivos hidropdnicos e que afeta uma ampla
gama de hospedeiros ao redor do planeta. Esta espécie é uma das mais estudadas deste género
[31]. Pode crescer em temperaturas superiores a 40°C, desta forma o controle desta espécie é
um desafio, especialmente nas épocas quentes do ano, ja que € resistente a diversos tipos de
fungicidas [32][33][34].

A avaliacdo da biomassa de Pythium aphanidermatum. mensurada apés 7 dias obteve
maior valor no tratamento de referéncia (sem adicdo de CaCl,) 0.36g, porém estatisticamente
igual ao tratamento com 25% que foi de 0.34g. Os valores obtidos nos tratamentos com
50%(0.27g), 75%(0.28g), 100%(0.27g) e 125%(0.21g) ndo se diferiram estatisticamente. O
menor valor encontrado foi na concentracdo de 200%(0.02g), seguido de 175%(0.06g) e
150%(0.16g). Na Figura 10 constatou-se que quanto menor a biomassa micelial, maior € o
aumento da concentracdo de CaCl, porém na concentracdo de 200%, ocorreu 0

desenvolvimento, mesmo que de uma maneira reduzida.
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Figura 10: Biomassa micelial apés 7 e 14 dias em meio com concentragdo de CaCl,
proporcional a quantidade de nutriente. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
Scott-knott a 5% de significancia.

Entretanto, na avaliacdo de 14 dias, o maior valor encontrado foi para a concentragdo
de 50%(43g). Contudo, foi estatisticamente igual as concentragdes de 0%(0.419),
25%(0.41g), 75%(0.42g) 100%(0.40g), 125%(0.42g) e 150%(0.40g). Em seguida, também
registraram valores estatisticamente iguais as concentra¢des de 175%(0.32g) e com 0 menor
valor a concentracdo de 200%(0.27g). Constatou-se que ocorreu uma tendéncia de diminuigéo
apenas nas concentracdes com maiores proporcdes de CaCl,, 175% e 200% (Figura 10).

Com a analise dos resultados de 7 dias, verifica-se que inicialmente existe uma
diminuicdo do desenvolvimento de Pythium aphanidermatum, com o incremento da
quantidade de CaCl,, contudo ap6s 14 dias verificamos que até a concentracao de 150% foram
alcancados valores estatisticamente iguais. Ja as concentracdes de 175% e 200%, apesar de
terem obtidos os menores valores dos testes apOs 14 dias, estes foram significativamente
superiores aos valores dos testes de 7 dias.

Segundo Dullah et., al 2017 [35] a quantidade de CaCl, necessaria para atenuar 0s
efeitos da inibi¢do causada por materiais bioldgicos pode variar entre 0.5 a 5%, ao qual seriam
os valores aproximados entre (8 a 80g/L). Omoniyi e Akinyemi, 2013[36] relatam que o valor
ideal de CaCl, para atuar como aditivo de acelerador de cura em concretos reforcados por
fibra vegetal seria 3%, que é aproximadamente 48g/L. Entdo no tratamento de 200% seria o
valor ideal de CaCl, para utilizacdo na matriz cimenticia.

Com relagéo a variagdo do pH da solugdo, no ensaio de 7 dias, 0 meio de controle,

com pH de 5.6, sem alteragédo, obteve o maior valor 0.36g e as concentragdes com (0.12g) foi
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0 que atingiu menor valor de biomassa, conforme (Figura 11). JA& o pH11l ndo ocorreu

desenvolvimento do Pythium aphanidermatum.

05 1 1 | | | | |

0.42a 7 days

0.42a 0.42a
:[ I 0.41a 14 days
0.4= =l 0.35D

0.34b

I 0.29¢ 0.27 0.29¢

0.3 I I I uf= I -

0.20d

0.12e

0.1 —

0 0

0.0 1 | | | I I 1
C pH6 PH7 pH8 pH9 pH10 pHI11
pH of the solution

Figura 11: Biomassa micelial apds 7 e 14 dias em meio com variagdo de pH. Médias seguidas
da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-knott a 5% de significancia.

Dentre os que ocorrerem desenvolvimento ainda obtém menor valor o meio com
pH10(0.20g), nas demais concentracdes, pH9(0.40g), pH8(0.41g), pH7(0.42g), PH6(0.429) e
controle (0.42g), foram encontrados valores estatisticamente iguais, (Figura 11). Os resultados
encontrados nos ensaios com variacdo do pH de 7 e 14 dias, teve comportamento similar ao
encontrado na variagdo de CaCl,, onde, as solu¢des com pH6, pH7, pH8 e pH9 tiverem um
crescimento retardado no inicio, mas aos 14 dias igualaram o crescimento, e o pH10 mesmo
ndo igualando atingiu um crescimento significativo. Apenas no pH11l ndo foi possivel
observar nenhum desenvolvimento.

O pH étimo para o desenvolvimento do Pythium aphanidermatum é entre 5.5 e 6.
Entretanto, relatam que é possivel o seu desenvolvimento até pH10 [37][38]. A matriz
cimenticia possui pH em torno de 13, porém em processos de fissuragdo, devido
principalmente a entrada de agua, esse pH diminui para valores entre 8 e 10 [39][40].

As variagOes de massa em relagédo a quantidade de BD na solugédo, conforme esperado,
encontraram o valor maximo de C em 7 dias (0.35g) e 14 dias com 0.43g [41]. Entretanto foi
estatisticamente igual em 7 dias com T1(0.33g) e em 14 dias 0.42g. O tratamento T3,em 7 e

14 dias, 0.21g e 0.35g. Com isso o valor de 14 dias igualando ao C em 7 dias. Entéo a reducéo



41

a 25% da massa de BD significou uma reducdo no desenvolvimento micelial em 60% aos 7
dias e 81.4% aos 14 dias, (Figura 12).
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Figura 12: Biomassa micelial apés 7 e 14 dias com variacdo de BD. Médias seguidas da
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-knott a 5% de significancia.

Ao observar a curva de hidratacdo da pasta com solucao de 24 g/L de BD (Figura 13),
ha apenas a presenca de um pico principal, conforme descrito por Castro et al., 2013 [42]. A
ndo ocorréncia de pico secundario, indica que ndo houve a formacdo do C-S-H, que € o
responsavel pela resisténcia mecénica da matriz cimenticia, tornando assim, a solugdo
inapropriada para a utilizacdo com materiais a base de cimento [43]. Tal fato pode ser
observado em todos os tratamentos, mesmo com o aumento progressivo da adicdo de CaCl,.
Tal fato ndo foi observado em solucdo de 6 g/L de BD (Figura 14). Onde se observa a

ocorréncia da formacdo de picos, indicando que ocorreu hidratacdo da pasta.
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Figura 13: Curva de hidratacdo da pasta de cimento com 24g/L de BD com adicdo de CaCl,,
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Figura 14: Curva de hidratacdo da pasta de cimento com 6g/L de BD com adicéo de CaCl,.

Os valores obtidos do indice de inibicdo para os tratamentos com 150%, 175% e 200%

foram estatisticamente iguais. Com valores inferiores a 10% obtiveram a classificagdo de

Inibicdo Baixa. Os demais Tratamentos foram classificados como Inibicdo Moderada, sendo

que o de 25% ficou mais proximo do limite superior da classificagéo.
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Tabela 2: indice de inibicdo da pasta de cimento com 6g/L de BD com adicéo
de CaCl.,.

Tratamento indice de inibicéo (%) Classificacdo
25% 46.45(2.11) a Inibicdo Moderada
50% 21.17(1.35) b Inibicdo Moderada
75% 18.22(1.15) b Inibicdo Moderada
100% 15.46(0.97) c Inibicdo Moderada
125% 11.91(0.54)d Inibicdo Moderada
150% 8.05(1.89) e Inibicdo Baixa
175% 6.60(0.74) e Inibicdo Baixa
200% 4.95(0.31) e Inibicdo Baixa

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-knott a 5% de significancia.
Valores entre parénteses representam o desvio padréo.

Nao ocorreram mudancas significativas em relagdo aos tratamentos, o0 comportamento
se mostrou o mesmo para todos, ndo evidenciando que ocorreu alteragdo em relacdo a
composicao quimica do material biologico analisado, devido a interferéncia concentragao de

CaCl,, como observado na (Figura 15-a e b).
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Figura 15: a-TG; b-DTG.

A degradacdo da hemicelulose comeca aos 220°C e da celulose aos 250 °C. A lignina
comeca a ser degrada a uma temperatura mais baixa, 200°C [30]. A perda de massa entre 200
e 300°C pode ser considerada principalmente a decomposi¢do das hemiceluloses. A perda de
massa entre 300 e 400 °C é atribuida em maior proporgéo a celulose (250-350°C). A lignina

(200-500°C), entdo pode-se afirmar que devido a degradacdo ocorreu até 400°C", que nédo
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possuiu lignina, ou possui em quantidade insignificante. Em temperaturas acima de 400°C,
ocorre oxidacdo e quebra do residuo carbonizado em produtos gasosos de menor peso
molecular, conforme [44].

Na microscopia eletrénica de varredura (MEV), observa-se na (Figura 16-a) presenca
de hifas asseptadas e tubulares (Figura 16-b e c¢), formando um micélio cenocitico (Figura 16-
d e e), que sdo caracteristicas morfoldgicas dos oomicetos [45]. As hifas principais tém até 10
pum de largura. Os zoosporos encistados tém um didmetro de 12um, similar ao encontrado por
Burgos-Garay e Moorman, 2011 [34] (Figura 16-g).

Hifas

Micélio Zoésporo

Figura 16: Imagem de MEV: a- Hifa; b- Hifa; c- Hifa; d- Micélio; e- Micélio; f- Zodsporo e
Micélio.

4, CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, as seguintes conclusdes podem ser apresentadas:

1. Com relacdo a identificagdo molelular da espécie. Foi identificado Pythium
aphanidermatum, possuindo 100% de similaridade e 99,7% de identidade com outras
sequéncias da espécie depositadas no Genbank nas regides amplificadas.

2. O desenvolvimento em meio com concentracbes de CaCl, em proporcdo a
quantidade de BD. A biomassa das concentracdes se iguala até 150%, apds 14 dias, e as
concentragdes de 175% e 200% diminuem significativamente a diferenca em relagéo a 7 dias.
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3. Em relacdo ao pH, verificou-se que até o pH9 ndo obteve diferenca significativa
apos 14 dias, e 0 pH10 atingiu 50% da biomassa em relacdo aos demais.

4. A andlise de TG/DTG evidenciou a presenca significativa de celulose na
composicao quimica da estrutura do pythium.

5. A concentracdo de 6g/L de BD foi a melhor concentracdo avaliada, pois ocorreu
desenvolvimento significativo do Pythium e foi classificado como Inibicdo Baixa com as
concentracdes de 150% a 200% de CaCl,.

6. Com os resultados obtidos pode ser possivel o desenvolvimento do Pythium
aphanidermatum em matriz cimenticia com o intuito de ser um agente bioldgico que induza

autocicatrizacao acelerada.
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ARTIGO 2 - AVALIACAO EXPERIMENTAL DA UTILIZACAO DO Pythium
aphanidermatum COMO AGENTE BIOLOGICO DE AUTOCICATRIZACAO EM
MATRIZES CIMENTICIAS.
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Resumo: Este estudo avaliou a utilizacdo do Pythium aphanidermatum. como agente bioldgico
para promover a autocicacicatrizacdo em matrizes cimenticias. O material autocicatrizante foi
preparado e inoculado em fissuras induzidas em corpos prova de argamassa com relacéo a/c
0.3, ap06s 14 dias de sua producdo. Fissuras produzidas por lamina metalica serrilhada de 0,3
mm, para analisar a evolucdo da vedacdo em 3, 7, 28 e 56 dias. Corpos de prova com adicao
de 1% de fibras de polipropileno, foram fissurados em ensaio de flexdo de 3 pontos. Os
métodos utilizados para mensurar eficiéncia da vedacdo foram: recuperacdo de area (RA),
Absorcdo de agua (AA), recuperacdo de carga, microscopia eletrdnica de varredura (MEV) e
microanalise (EDS). Realizados em 7, 28 e 56 dias apo6s fissuracdo. A vedacdo foi constatada
em 3 dias, com o desenvolvimento do agente bioldgico e formacao de cristais ao qual evoluiu
para total selagem em 56 dias. Todos os testes mostraram que o tratamento com o agente
bioldgico foi eficiente em relacdo ao controle. Aos 56 dias obtiveram os melhores resultados
com RC de 105%, 98,43% de RA e reducdo da absorcdo dgua. No MEV e EDS observou-se
hifa carbonatada em conjunto a produtos da hidratacdo do cimento, com a indicagdo de
Carbonatos, aluminatos e C-S-H na regido da fissura. Esses resultados mostram que o
Pythium aphanidermatum é um promissor agente de cicatrizacdo cimenticia.

Palavras-chave: Concreto. Celulose. Carbonatacdo. Agente bioldgico.

1 INTRODUCAO

O conceito de autocicatrizacdo em materiais de matriz cimenticia, ao qual se regenera
sem intervencdo humana, por si mesma, € promissor e progrediu significativamente nos
ultimos anos [1][2]. Isso se deve ao fato de que autocicatrizacdo de fissuras pode prolongar a
vida util e reduzir os custos de manutencdo das estruturas, o que melhora a sustentabilidade
dos edificios [3]. Os processos de autocicatrizagdo podem ser classificados como autdbnomos e
autogenos [4]. O mecanismo de ambos é gerar precipitacdo insolivel na zona de fissura do
concreto para sela-la [5].

A autocicatrizacdo autdégena € um processo de reparo intrinseco do material cimenticio
[6]. Esse reparo ocorre devido a hidratagdo residual. Os grdos de cimento que ndo foram

hidratados, remanescentes, sdo hidratados devido a abertura de fissuras que possibilitam a
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penetracdo de agua [7]. Bem como a carbonatacdo, que é a formacdo de carbonato de célcio
CaCOs3, devido a reacdo do hidréxido de célcio Ca(OH), com o diéxido de carbono CO,
presente na atmosfera, na presenca de agua [8][9].

Enquanto o processo autdgeno € uma caracteristica da matriz cimenticia, 0 processo
autbnomo depende de agentes que ndo fazem parte da composi¢cdo normal do cimento [9].
Nesse processo, 0S agentes sdo encapsulados e incorporados na matriz. Esses agentes
cicatrizantes sdo liberados quando a cédpsula em que estdo envoltos é rompida durante a
fissuracdo [9][10]. Entdo quando liberados, promovem a reparacdo da fissura [11]. Os
principais agentes que sdo utilizados para induzir o processo de autocicatrizagdo sao minerais
e microbianos [12][13].

A tecnologia de agentes microbianos tem atraido grande atencdo devido as suas
caracteristicas de sustentabilidade [14]. Dentre as quais se destaca utilizacdo de bactérias
como agente com a incorporacdo de esporos de bactérias na matriz cimenticia, juntamente
com nutrientes que promovam seu desenvolvimento. Ao surgir o processo de fissuragéo,
ocorre 0 rompimento da capsula, e consequentemente a penetracdo da umidade e do oxigénio,
fazendo com que os esporos germinem. Essas bactérias atuam como ponto de nucleacéo,
fenémeno esse que consiste na atragdo de fons de célcio Ca”*, que acelera a precipitagdo de
CaCOg3 dentro das fissuras [10][12][13].

A captacdo Ca’* também é observada em fibras de celulose quando utilizadas em
matrizes cimenticias [15]. Estudos recentes mostram que a celulose tem potencial utilizacéo
como agente autocicatrizante, pois pode promover a formacdo de CaCO3; quando exposta no
plano da fissura [12][16].

Entretanto, o que tornaria o processo de vedacdo mais eficiente, seria a utilizagdo de
um microrganismo, que assim como 0s esporos de bactérias, pudesse se desenvolver na
fissura, pois além de proporcionar o processo de carbonatacdo para formacdo de CaCOsg, a
fibra de celulose serviria como reforco estrutural [14]. Ocasionaria uma vedacdo mais
completa, pois durante seu desenvolvimento atrairia fons Ca®*, se entrelagar com os cristais
recém-formados, tornando-se um refor¢o estrutural [17].

Em estudo recente, Mesquita Jr et al. [18], relatou a possibilidade da utilizagdo do
Pythium aphanidermatum como agente de inducdo de autocicatrizacéo, pois apresenta relativa
tolerancia ao pH alcalino (desenvolveu-se até o pH 10) e também em se desenvolver em
meios com concentracdo de CaCl,, que é empregado para atenuar na inibigdo causada pelo

carboidrato que é aplicado como nutriente [19][20].
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O género Pythium inclui mais de 200 espécies dispersa em quase todos ambientes
[21]. S&o parasitas de plantas, animais e mais raro em humanos. No caso da espécie especifica
do estudo, ndo contamina o ser humano, sao um problema para a industria agropecuaria, pois
sdo de dificil controle devido ao seu rapido crescimento e resisténcia a varios fungicidas, isso
se deve por sua membrana celular ser constituida por celulose [19]][22]. Com sua
classificacdo taxonomica atual pertencendo ao Reino Chromista, Filo Oomycota e Classe
Oomycetes que compreende 13 ordens que incluem organismos presentes em diferentes
ecossistemas [23].

Diante do exposto, este trabalho tem por objetivo, avaliar a utilizacdo e o desempenho
do Oomiceto Pythium aphanidermatum como agente de autocicatrizacdo em matrizes
cimenticias. Para tal, foi observado seu desenvolvimento em corpos de prova (cps) por 3, 7,
28 e 56 dias. A eficiéncia da vedacdo da fissura foi mensura por ensaio de absorcdo de agua
(AA), recuperacdo de carga (RC), recuperacdo de area (RA), microscopia eletrénica de
varredura (MEV) e espectroscopia de energia dispersiva de raios-x (EDS).

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Obtencgéo do Pythium aphanidermatum

O material biolégico isolado (Figura 1-a) estava armazenado na colecdo micol6gica do
laboratério de fitopatologia florestal da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Fragmentos
do micélio foram transferidos para placas de Petri com 20 ml de meio sélido BDA (batata-
dextrose-agar) e 0.25ml de antibidtico rifamicina SV sédica 10mg/mL, por 72 horas a 28°C.
Em seguida foram retirados discos de 5mm de didmetro de micélio e colocado 1 disco em 1
Erlenmeyer contendo 24g de batata-dextrose (BD) em 100 ml de &gua, a 28°C por 7 dias,
adaptado [20].

fiwiv: i

02/ 09/ {2
= .

Figura 1: Isolado Pythium aphanidermatum a) Armazenado b) Meio de cultura sélido (BDA) c)
Meio de cultura liguido (BD).
2.2 Preparacdo do agente autocicatrizante

Para preparacdo do agente autocicatrizante, foi adaptado do processo de producéo de

Indculo fangico [24]. A massa micelial foi coletada e lavada 3 vezes com agua destilada
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esterilizada. Removeu-se 0 excesso de umidade por prensagem manual em papel filtro.
Posteriormente, 25g do micélio foi triturado na presenca de 100ml de &gua, meio de cultura ja
preparado conforme Mesquita Jr (2022) [18], 6g de BD e 159 de CaCls.

2.3 Cimento CPV-ARI-RS
Para producdo dos corpos de provas, foi utilizado cimento CPV-ARI-RS, da marca
Itambeé, a composicdo quimica se encontra na Tabela 1, os dados foram fornecidos pelo

fabricante.

Tabela 1: Composicdo quimica do cimento CPV-ARI-RS

Quimicos
Al,O4 SiO, Fe,0; CaO MgO SO; PerdaFogo CaO Livre Resid.Insol. Equiv.
Alcal.
6.45% 22.38% 3.41% 54.75% 4.66%  2.68% 3.22% 1.31% 10.50% 0.78%

2.4 Fibras pp(polipropileno)

Para controlar a fissuragcdo dos corpos de provas, foram utilizados dois tipos de fibras
de pp(polipropileno): Fibral (microfibra, NeoFibra MF) e Fibra2 (macrofibra, Duristeel
FF54) (Figura 2). Suas propriedades fisicas estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2: Propriedades fisicas das fibras de polipropileno (pp).

Tipode Caracteristica Densidade Diametro Comprimento Modulo de  Resisténcia  Deformacdo  Compatibilidade
fibra da fibra relativa (um) (mm) elasticidade a tracdo na ruptura com a pasta de
(g/cmd) H (Gpa) (Mpa) (%) cimento
Microfibrilas
Fibra 1 de 0.91 12-21 6-—24 4 400 450 Boa
polipropileno
Fibra2 Polipropileno 0.97 480 54 5 250 300 Excelente

% — -
Figura 2: Fibras de polipropileno (pp): a-Fibral; b-Fibra2



55

2.5 Producéo dos corpos de prova

Os corpos de prova (cps) foram produzidos com dimensdes 40mm x 40 mm X 160mm
(Figura 3) [6]. Foi produzido pasta de cimento e foi adicionado 0.5% fibra 1 e 0.5% fibra 2,
adaptado de [25].

A relagdo agua cimento (a/c) foi de 0.3. Foi utilizado 1% sobre o peso do cimento (spc) de
superplastificante Linha CQ Plast MR, adaptado [10]. Cps com dimensdes 10mm x 10mm x 60mm,

em forma de silicone, foram produzidos com adicéo de fibras pp.

Figura 3: Corpos de prova de pasta de cimento 60mm x 40mm x 40mm.
2.6 Delineamento experimental

Foram produzidos 12 cps com dimensdes 10mm x 10mm x 60mm, que foram
fissurados aos 14 dias. Foram avaliados a progressao das fissuras em 3 cps depois 3, 7, 28 e
56 dias ap0s a producdo das fissuras.

Foram produzidas 75 unidades de cps com dimens@es de 40mm x 40mm x 160mm.
Destes, 60 foram fissurados aos 14 dias ap6s sua producdo. 9 corpos de prova foram
ensaiados durante o ensaio de recuperagdo de carga que foram realizados 7, 28 e 56 dias ap0s

a fissuracdo nos demais. Na Tabela 3, segue o delineamento experimental dos tratamentos.

Tabela 3: Delineamento experimental.

Tratamento Descrigdo
R Intactos, ndo tiveram inducéo de fissura
Tl Inoculado meio de cultura com o Pythium
T2 Meio de cultura
T3 Adicionado agua

T4 Fissurado, mas sem adicdo de agentes
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2.7 Inducéo de fissura

Nos cps com dimensdes 10mm x 10mm x 60mm, foi utilizada uma lamina de ago
serrilhada com espessura de 0.3 mm, a fim de obter uma fissura de profundidade de
aproximadamente 2 mm.

Para fissuragdo dos cps com dimensdes de 40mm x 40mm x 160mm foi realizado
ensaio de flexdo de 3 pontos ap6s 14 dias da producdo, de acordo com as normas BS EN
12390-5 (2009) e ASTM: D790-10 (2010). Os prismas foram carregados ao longo de um vao
de 100mm e a uma velocidade de 0.125 mm/min [6].

O ensaio foi interrompido quando a abertura da fissura obteve aproximadamente 1

mm. A Figura 4 mostra a realizagdo do ensaio.

Figura 4: Sistema para controle da introducdo a fissura.

Calcula-se a tensdo maxima de ruptura F(max,rec) atraves da equacéo (1), [4]

3.P.D
o(max, rec) = YT (@)

Onde: P = Valor médio da carga maxima de pelo menos trés valores medidos, em N; D = V&o do
ensaio em mm; B = Espessura do corpo de ensaio em mm; H = Altura do corpo de ensaio em mm; ¢ =
Resisténcia a flexdo, em Mpa.

2.8 Aplicacao do agente autocicatrizante
Apos a indugéo das fissuras nos cps com dimensdes 40mm X 40mm x 160mm, nos

tratamentos T1 e T2, foram aspergidos 40ml de meio de cultura por toda superficie. No
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tratamento T3 40 ml de &gua. Logo apds, em T1, foi aplicado 4 ml do agente autocicatrizante
na regido da fissura, em T2 4ml de meio de cultura e em T3 4 ml de agua conforme. Todos 0s
tratamentos foram colocados em estufa a 25°C e 90% de umidade.

Nos cps com dimensdes 10mm x 10mm x 60mm, foram aspergidos 5ml de meio de
cultura por toda superficie, em seguida, foi aplicado 1 ml do agente autocicatrizante na regiao
da fissura conforme. Todos os cps foram colocados em estufa a 25°C e 90% de umidade.

2.9 Recuperacdo de area

Foram feitas imagens logo apds a fissuracdo, ao qual se mediu a largura da fissura e
sua éarea, avaliados os mesmos cps em 7, 28 e 56 dias. Foi utilizado o microscopio
estereoscopio com epi-fluorescéncia SMZ 1500 (Nikon) para a captura de imagem, medicdo
da fissura e célculo da area.

A eficiéncia da vedacdo foi obtida pela relacdo da area da fissura em relacdo & area
vedada, em 7, 28 e 56 dias, conforme equacao (2) [8].

_ A(0)-A(T)

A A(0) 2)

Onde: A = Eficiéncia de vedacdo em %; A(0) = Area da secdo transversal da fissura imediatamente
apos a fissuracdo; A(t) = Area da secdo transversal.

2.10 Andlise de evolucdo da vedacao.

Para avaliacdo da progressdo da vedacdo por imagem foi realizado em 3 cps com
dimensdes 10mm x 10mm x 60mm aos 3, 7, 28 e 56 dias ap0s a fissuracdo. Os cps foram
colocados em estufa a 50°C por 24 horas. Foi utilizado o microscopio estereoscopio com epi-

fluorescéncia SMZ 1500 (Nikon), as medidas feitas no software do microscopio.

2.11 Absorcao de agua.

A absorgdo de agua nos tratamentos R, T1, T2, T3 e T4, foi medida de acordo com o
método ASTM-C1585 [20] adaptado, em 7, 28 e 56 dias. Foram secados em estufa a 50 °C
por 3 dias. Em seguida, colocados em contato com a dgua a uma profundidade entre 1 e 3
mm. As massas das amostras de argamassa foram registradas ap6s determinados periodos de
tempo (5 min, 10 min, 20 min, 30 min, 60 min, 6h , 1 dia, 2 dias, 3 dias). A taxa de absor¢éo é
obtida pela equacéo (3), [4]
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AM
=1 3)

Onde:

I = Taxa de absorcdo em mm; AM = Diferen¢a da massa seca e massa umida, em g; A = 4rea da secdo
do corpo de prova em mm?; p = Densidade da 4gua em g/mm?®.

O grafico do resultado foi plotado no eixo da raiz quadrado de tempo (min¥2) [28].

2.12 Recuperacéo de carga.

Apbs 7, 28 e 56 dias de inducdo da fissura, foram ensaiados novamente 0s cps
anteriormente fissurados, com o intuito de calcular a recuperacdo de carga do mesmo.
[4]L71[8].

Utilizou-se o calculo da tensdo maxima de ruptura o (max,rec) através da equacédo (1)

para o calculo da porcentagem de recuperacdo de forca RC(%) pela equacéo (4) [4].

o(REC)
o (MAX) 4)

RC(%) =

Onde: R(%)= Recuperacao da forca em %; o (rec) = Tensdo maxima de ruptura do corpo de prova fissurado.;
o (max) = Tensdo maxima de ruptura do corpo de prova intacto.

2.13 Anédlise por microscopia eletrénica de varredura (MEV) e espectroscopia por
dispersao de elétrons (EDS).

Foram retiradas amostras do interior das fissuras ap0s 0s ensaios de recuperacdo de
carga para a obtencdo de imagens por microscopia eletronica de varredura (MEV) e
Microanalise qualitativa (espectro) e semi-quantitativa de elementos quimicos presentes na
amostra (EDS) no MEV-FEG de Ultra-alta Resolugdo com uma voltagem de 20keV
localizado no Laboratério de Microscopia Eletrénica da Universidade Federal de Lavras
(UFLA).

2.14 Andlise estatistica
Os dados foram submetidos a analise de variancia e ao teste de Scott Scott-Knott a

5% de significancia e avaliados, estatisticamente, com o uso do software Sisvar.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A largura das fissuras foi medida logo apds sua inducdo. Aos 14 dias, apos sua
producdo, os cps com dimensdes de 10mm x 10mm x 60mm a fissura foi produzida com
lamina de aco serrilhada com espessura de 0.3mm. A abertura da fissura obteve valor medio
de 544.21um, com desvia padréo de 0.28 (Figura 5-a).

Os cps com dimensdes 40mm x 40mm x 160mm foram pré-fissurados por ensaio de
flexdo de 3 pontos. A abertura da fissura obteve o valor médio de 576.28um, com desvio
padrédo de 0.41um (Figura 5-b). O ensaio de pre-fissuracdo foi interrompido apenas quando a
fissura obtivesse 1mm de largura. Entretanto, os resultados foram em média 58% do valor de
abertura de fissura alcangado no ensaio. Isso ocorre devido as fibras de pp ser um material
ductil e parte das fibras ainda estarem na fase elastica, o que levou ao retorno da abertura da
fissura [29][30]. Essas medias podem prejudicar a andlise da eficiéncia da vedacdo, pois as
fissuras com espessura maiores que 400um sao dificeis de serem vedadas por processo de
autocicarizagdo [39][40][41][42].

Figura 5: a- Medicg&o da abertura da fissura do cp com dimensfes 10mm x 10mm x 60 mm; b-
Medicéo da abertura da fissura do cp com dimensdes 40mm x 40mm x 160mm.

A area das fissuras foi medida logo apos a pré-fissuracdo, antes da inoculagdo do
Pythium e depois de 7, 28 e 56 dias para o célculo da recuperacdo de area, como mostra
(Figura 6-a e b).

500 _S00pm

Figura 6: a- Medicdo da area para calcular a recuperacdo de area (RA); a- Medicdo da area
logo apos a pré-fissuracdo; Medigdo da &rea aos 7, 28 e 56 dias ap0s a pré-fissuracao.

Apenas no tratamento T1 que foi inoculado o Pythium ocorreu a diminuicdo da area da fissura
devido ao processo de vedacdo. A RA aumentou progressivamente em relacdo ao tempo de 7, 28 e 56

dias. Os valores de RA obtiveram diferencas estatisticamente significativas entre os dias (Figura 7).
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Figura 7: Grafico com os valores da recuperacdo de &rea (RA) em porcentagem. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-knott a 5% de significancia.
O ensaio de 7 dias obteve 0 menor resultado de RA que foi 71.40%, é visto uma vedagao

acentuada na area da fissura, porém ainda se encontra grandes espacos sem preenchimento (Figura 8-a
e b).

Em 28 dias ap6s a pré-fissuracdo pode ser observado a RA com 88.20%. Houve um
significativo aumento em relagdo a 7 dias. Pode ser observado pequenos espagos sem preenchimento
na fissura e auséncia de grande vazios (Figura 9-a e b).

Figura 9: Imagem das fissuras: a- apds pré-fissuracao; b- 14 dias

O melhor resultado de RA foi encontrado aos 56 dias com 98.43%. A regido da fissura

encontra-se completamente vedada. Encontra-se espacos vazios na fissura Figura 10 - a e b. Com esse
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resultado, pode-se afirmar que aos 56 dias, a vedagdo da fissura foi completa, pois, a medigcdo da
eficiéncia da vedacgdo pela recuperacdo de &rea considerado um meio eficaz [4].

Figura 10: Imagem das fissuras: a- apés pré-fissuracao; b- 14 dias

A evolucdo da vedagdo nos cps nos com dimensdes de 10mm x 10mm x 60mm, comegou
a ser observado aos 3 dias. Nesse periodo pode-se observar o inicio do desenvolvimento do
Pythium, assim como a presenca de alguns cristais (Figura 11-al, a2 e a3).

Aos 7 dias o processo de vedagdo se encontra em progresso, a diminuicdo da abertura
da fissura é visivel e a parte interna da fissura comeca a ser tomada por cristais. E possivel
observar hifas por toda a fissura, assim como o aumento da cristalizagdo (Figura 11-b1, b2, b3
e b4).

Aos 28 dias a fissura se encontra quase totalmente vedada, ainda existem areas
fissuradas e € possivel observar hifas isoladas em alguns pontos. Todo o restante se tornou
uniforme (Figura 11-c1, c2 e c3).

Aos 56 dias a linha da fissura esta totalmente vedada e ndo é possivel observar mais a
abertura de fissura. Nao é possivel diferenciar os componentes da vedacao, apenas uma massa

Unica e coesa e uniforme (Figura 11-d1, c2 e c3).
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3 dias 7 dias 28 dias 56 dias

1000 um

e d
Figura 11: Imagem da evolucdo da vedacdo das fissuras em cps com dimens6es de 10mm x
10mm x 60mm: a-3 dias; b- 7 dias; c-28 dias; d-56 dias.

Devido aos efeitos capilares, a agua é absorvida na superficie dos corpos de prova. A
quantidade de agua absorvida por unidade de area é proporcional a raiz quadrada do tempo
[31]. A capacidade de absorcdo de um material é inversamente proporcional ao raio de seus

poros de acordo com a equacio de Kelvin-Laplace [32]. A medida que as fissuras cicatrizam,
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0 caminho de penetragdo da agua pode ser bloqueado. Neste aspecto, a absor¢do de agua pode
ser usada para avaliar a eficiéncia de autocicatrizagdo de um material [33].

As Figuras 12-a, b, ¢ e d mostram as curvas de AA realizados na pré-fissuracao, antes
da aplicacdo do agente autocicatrizante e 7, 28 e 56 dias subsequentes. Na Figura 12-a,
observou-se que todos os cps que foram fissurados tiveram um comportamento similar e
obtiveram, em média, um aumento de AA absorcao de dgua de 62% em relagdo a referéncia.
Isso ocorreu devido aos vazios deixados pelas fissuras que fornecem mais caminhos
potenciais para a penetracdo de &gua em momentos iniciais [34]. Ja na Figura 12-b, ocorreu
uma diminuicdo da AA, em todos os tratamentos, com resultados mais significativos em T1 e
T2, o maior valor foi T1, que reduziu 14.5% e T1 registrou a maior reducgéo. Evidenciou-se
significativa eficiéncia da vedacgdo. Os resultados foram similares ao encontrados por Jiang et
al. [35]. Nos gréaficos de 28 e 56 dias, continuaram a registar a diminuicdo da AA, embora
sem diferengas significativas.

As fissuras foram gradualmente preenchidas e até fechadas pelos produtos como
resultado da reacdo quimica dos minerais com os produtos hidratados assim que a agua
absorvida penetrou nas fissuras. Em T1 esse fenbmeno foi potencializado pelo agente

autocicatrizante.
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Figura 12: Resultado de absorcéo de agua para os tratamentos: a-14 dias, inducdo da fissura;
b-Ap6s 7 dias da fissuracao; c- Apos 28 dias da fissuracéo; d- Apds 56 dias da fissuragao.
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A inclinacdo (coeficiente angular) do segmento linear corresponde ao Mddulo de
Elasticidade, que pode ser considerado uma medida de rigidez [25][36]. Na Figura 13-a
mostra as curvas caracteristicas de tensdo x deformacdo de R, que foram ensaiados aos 14, 21,
42, e 70 dias. Ao qual constata-se 0 aumento da rigidez com o decorrer do tempo A inclinacédo
da curva aos 70 dias, apresenta maior inclinacdo, e a curva de 14 dias a menor inclinacdo. O
incremento da rigidez com a idade da argamassa esta de acordo com o relatado da literatura
[34]. A diminuicdo da capacidade de deformacdo pode ser atribuida ao aumento continuo da
resisténcia de unido interfacial e da tenacidade da matriz [38].

As Figuras 13-b, c e d correspondem ao gréafico de tensdo x deformacéo dos ensaios de
flexdo para o célculo da recuperacdo de carga (RC). Nota-se que 0 comportamento das curvas
é similar em todos as datas que foram feitos os ensaios, onde se verifica um aumento da
rigidez no tratamento T1 em relacdo aos demais. Esse resultado foi mais nitido em 7 e 56 dias,
(Figura 13-b e d). Aos 28 dias esse aumento de rigidez é mais sutil. Esse aumento da rigidez é
explicado por efeito reverso em abordagens baseadas em mecénica de dano continuo que
capturam o efeito da iniciacdo e propagacao de trincas, reduzindo progressivamente a rigidez
do material [39][40].
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Figura 13: Curvas caracteristicas de tensdo x deformacdo: a- Referéncia; b- Apos 7 dias da
fissuracdo; c- Ap0s 28 dias da fissuragdo; d-Apos 56 dias da fissuracao.
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Ensaios de flexdo de 3 pontos sdo o mais utilizado para o célculo da RC em
autocicatrizagdo devido a confiabilidade dos resultados [41].

O resultado dos testes de recuperacdo de carga confirma os ensaios de AA e RA, que
apontam o tratamento T1 como eficiente na vedacao das fissuras, pois aos 7 dias possui um
RC de 76.2 %, o controle obteve 46%, o que mostra uma diferenca de 30% de recuperagéo de
carga. O tratamento T2 obteve resultados significativos, pois continha CaCl,, que levou a
atingir RC de 57.8%, porém ainda inferior ao T1 em quase 20%.

Aos 56 dias o maior resultado, 103.6%, foi estatisticamente igual ha 28 dias.
Mostrando que em relacdo a recuperacdo de carga atinge a eficiéncia completa aos 28 dias.
Entretanto, néo reflete os resultados encontros nos teste de AA e RA (Figura 14). Esses

resultados demonstram que a maior eficiéncia de vedacdo da fissura € atingida aos 56 dias.
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Figura 14: Gréafico com os resultados do ensaio de recuperacdo de carga (RC). Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de significancia.

Em 3 cps, 0 ensaio de RC produziu novas fissuras. Foram 3 cps ao todo, 1 aos 28 dias
e 2 aos 56 dias. O ensaio foi executado nas mesmas condigdes e nos mesmos pontos. Essa
evidéncia colabora para o ensaio de RC, pois demonstra que o material que surgiu no local da

fissura possui uma resisténcia mecanica maior que a do material pré-existente (Figura 15)
[42][43].
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Figura 15: Imagem de 1 cp que teve propagacdo o de fissuras em ponto adverso a fissura
inicial.

Os resultados do EDS indicaram uma maior presenca de célcio (Ca), silicio (Si),
aluminio (Al) e ferro (Fe) em concentracdo maiores em 56 dias, uma pequena redugédo aos 28
dias e uma significativa reducdo os 7 dias e auséncia de Fe (Figura 15). Esses achados podem
colaborar para explicar os resultados de RC, RA e AA [35].

Os resultados de AA e RA estdo diretamente relacionadas ao preenchimento da
fissura. Com isso pode-se aferir que aos 7 dias as fissuras possuem uma selagem menos de
10% menor que aos 28 e 56 dias. Entretanto em relacdo & RC essa diferenga é mais de 20%.
Com o que foi mostrado no EDS, mostra que a selagem da fissura aos 7 dias é proveniente de
uma maior quantidade de Carbonato de célcio, enquanto na selagem aos 28 e 56 dias podemos
encontrar uma maior concentracdo de cristais de aluminatos e possivelmente C-S-H. Esses,
em principal o C-S-H, sdo responsaveis por aferir a matriz cimenticia uma maior resisténcia
mecanica, [42][29][33].

Nas Figuras 16 - a, b, e ¢ sdo imagens da regido dos cps do tratamento T1 e é também
possivel observar a formacdo de cristais. As imagens de EDS do material na regido central
indicam uma maior quantidade de Ca aos 28(40.51%) dias, com menor quantidade aos 7 dias
(25.31%). Maior quantidade de Si (6.66%), Al (2.76%) e Fe(1.35%) em 56 dias. Evidencia

que aos 27 dias ha maior presenca de carbonato de célcio, C-S-H e aluminatos aos 56 dias.
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Figura 16: Imagens de EDS a-7 dias; b-28-dias; c-56 dias.

As Figuras 17, 18 e 19 sdo imagens de EDS em hifas de Pythium que foram obtidas
das fissuras em 7, 28 e 56 dias. Essas imagens mostram que na superficie das hifas aumentam
a quantidade de Ca, Si, Al e Fe no decorrer do tempo e evidenciam formacdo de cristais na
interface das hifas, que aumenta sua interacdo com a matriz, o que corrobora com 0s

resultados anteriores que demonstram a vedagao das fissuras.

_|'60,79861143 | 44,56095706
126,65384675 | 43,0051533
| 3383887883 | 3547850283
11,553722403 | 1,625325971
1 0,898710069 | 0,973802247

0,799048472 | 0,420880529

Figura 17: Imagem EDS aos 7 dias
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Figura 19: Imagem EDS aos 28 dias.
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A Figura 20 (Imagem do MEV) mostra interacdo das hifas com a matriz cimenticia.
Pode ser visto por toda estrutura a formacéo de produtos de hidratacdo aderidas a hifa. Essas
evidéncias em conjunto com os dados de resisténcia mecanica indicam que o Pythium aderiu a

matriz de forma coesa e funcionou como refor¢o estrutural na linha de fissura.

Figura 20: Imagem de MEV das hifas na regiéo fissurada.

4. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, as seguintes conclusdes podem ser apresentadas:
1. Houve vedacdo das fissuras, pois a recuperacdo da area obteve resposta
significativa em 7 dias, chegando a 98,.43% de vedacédo aos 56 dias.
2. O processo de cicatrizacdo comecou a ser percebido em 3 dias
3. A vedacéo da fissura foi eficiente para diminuir a absor¢éo de agua.
4. A recuperagdo de carga chegou a resultado proximo de 100% em 28 dias. Os
resultados de 56 dias mostram que houve um aumento de resisténcia mecanica

na regido da fissura.
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5. Resultados do EDS e MEV mostram que aos 7 dias predominou a formacdo de
CaCOg na linha de fissura e aos 28 e 56 dias uma maior presenca de aluminatos
e C-S-H, justificando o0 aumento de resisténcia mecanica na regido fissurada.

6. Com os resultados obtidos, temos no Pythium aphanidermatum um
microrganismo com possibilidade de ser utilizado como agente autocicatrizante
em matrizes cimenticias.

7. S&o necessarios mais estudos em relacédo a aplicacéo e a durabilidade do agente.

Assim como estudos praticos de sua utilizacao.
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reforcar o local afetado e utilizar materiais renovaveis, objetivou-se esse produto. A presente invencio devera
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conter um agente bioldgico que produza ou possua celulose em sua composi¢ao e uma solugao aquosa ou
gelatinosa com material nutritivo e aditivos.

O produto sera aplicado no local fissurado onde o organismo ird se desenvolver e produzir uma rede
filamentosa de celulose que ird atrair o calcio e sua alta porosidade facilita e penetracio de COa,
consequentemente potencializando o processo de carbonatagdo, que é produgado de cristais de carbonato de
calcio (CaCOs) que ird promover o fechamento da fissura, além de agir como um reforco na regido fissurada.
Outra situagdo acontece quando se tem uma matriz com alto consumo de cimento onde teoricamente se tem
mais cimento anidro, neste caso a solugdo ira atuar nao s6 apenas com a carbonatacdo, mas também com a
reidratagdo dos graos de cimento, tornando o processo de cicatrizagdo ainda mais eficiente. Esse produto é
aplicavel em ambas as situagdes, quando se obtém uma matriz com baixo consumo de cimento, ela ird atuar
apenas com o processo de carbonatacao.

O procedimento para produgao do produto consiste inicialmente em obter o micro-organismo. Neste caso foi
escolhido Qomieto Pythium sp., pois possui celulose em sua membrana celular. Sao realizadas trés etapas até
a versao final que € utilizada nas matrizes cimenticias. A primeira delas é a obtencdo do Pythium em seu
estado natural, onde € realizado o isolamento do mesmo diretamente do solo. O organismo ¢ identificado
morfologicamente, ou como nesse caso também por analise de DNA, através do exame de PCR. A segunda
etapa consiste na replicagdo do Pythium em laboratério, utilizando o meio de cultura em estado solido
contendo seu alimento em formato industrializado, para essa funcao foi utilizado BDA (Batata, Dextrose e
Agar). Sabendo que esse alimento que é um carboidrato e que ele causa um retardamento na
cura(endurecimento) das matrizes cimenticias, é necessario a adi¢do de CaCl; juntamente ao meio de cultura.
O CaCl, é utilizado como um catalizador que ird amenizar ao méximo o retardamento produzido pelo
carboidrato e ndo deixara afetar o processo de cura das matrizes, apo6s a preparacao do meio € necessario
adicionar uma pequena amostra retirado do isolamento feito em seu estado natural para que possa de
desenvolver no meio de cultura. Também ¢ realizado ensaio para avaliar se organismo pode se desenvolver
em ambiente alcalino, como € o meio cimenticio.

A terceira e Uiltima etapa é replicagdo em meio liquido, onde é possivel obter o micro-organismo em uma
escala maior e de facil extragdo e consequentemente menor perda de material. Apds a produgdo em meio
solido inicia-se entdo essa etapa, onde é produzido o meio de cultura em estado liquido utilizando agora o BD
(Batata e Dextrose) como fonte de alimento, dentro deste meio é adicionado cinco discos contendo amostradas
do micro-organismo que sdo extraidos da amostra produzida no meio de cultura em estado solido, para que
se desenvolva no meio liquido.

Para a realizagdo dos processos executados nas etapas dois e trés é necessario que a utlizagdo de uma camara
de fluxo onde todo o processo de manuzeio do micro-organismo deve feito, além da adigdo de um antibiotico
nas solugoes de meio de cultura para evitar contaminagao por bactéria. Ao fim da terceira etapa obtem-se
entdo o micro-organismo que serd aplicado na matriz cimenticia, com isso € possivel iniciar o processo de
aplicacdo do mesmo nas matrizes.

O organismo sera armazenado em recipientes lacrados onde pode ficar por anos. Quando for aplicar na fissura
de um material de matriz cimenticia, o organismo ¢ retirado do recipiente, misturado em uma solucao
contendo BDA, CaCl e no caso do Pythium, também antibidtico. Ap6s a mistirua sera aplicado no local, e
colocado um plastico por cima, para evitar perda de humidade. Apos 7 dias comega a se observar o fechamento
da fissura.

Para assegurar a eficiéncia do mecanismo de vedagdo de fissuras, corpos de provas, com fissuras induzidas,
sdo aplicados o produto. E apds 7, 14 e 28 dias, através de ensaios de carga, é reavaliada a recuperagao de
ressisténcia dos corpos de provas.

Aplicagdo do produto:

(1) Identificagao do local onde ocorreu uma fissura;

(2) Mistura dos 2 componetes do produto, colocar o produto ja com os 2 componetes misturados em um
amplicador;

(3) Aplicagdo do produto na fissura;

(4) Ap6s aplicagao cobrir o local com um plastico protetor, para nao ocorrer perda de umidade;

(5) O microorganismo iré se desenvolver e preencher toda fissura.
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RELATORIO DESCRITIVO

1.1 - Titulo

AGENTE BIOLOGICO DE CICATRIZACAO DE MATERIAIS A BASE DE CIMENTO COM
BASE EM MICROORGANISMOS FILAMENTOSOS

1.2 - Apresentacio do invento ou campo de aplicacao

Os produtos e estruturas a base de cimento sdo um dos mais utilizados na construgao civil
devido suas qualidades de facil manuseio, boa resisténcia aos esfor¢os de compressao além de
seu baixo custo. Entretanto, no decorrer de sua vida util, podem surgir fissuras devido aos
processos de sobrecarga, dilatagao térmica e fatores autdogenos, comprometendo a estabilidade
estrutural; assim, se fazem necessarias reparagdes. Quando o reparo nao ¢ realizado ou executado
de forma inadequada, pode ocorrer o colapso de toda estrutura. Também, exige-se que esses
reparos sejam feitos em curto periodo de tempo por profissionais qualificados, pois muitas vezes
tais fissuras podem nao ser detectadas e porque a propagacao delas pode acelerar o processo de
degradacgao, o que gera altos custos financeiros, fator descrito por W. Du,J. Yu, Y. Gu, Y. Li, X.
Han, Q. Liu, Preparation and application of microcapsules containing toluene-di-isocyanate for
self-healing of concrete, Constr. Build. Mater. 202 (2019) 762-769.

A presente invencao se trata, neste contexto, de um produto para reparagao de fissuras em
estruturas e materiais a base de cimento. Ela consiste em dois componentes distintos, um
contendo o agente bioldgico e outro contendo solugao aquosa com solugdo nutritiva e aditivos
que sao misturados e aplicados em regioes fissuradas. O agente biologico ira se desenvolver e
gerar uma rede de micro e nano fibras de celulose dentro da fissura que ira atrair umidade bem
como jons calcio (Ca®>") melhorando e acelerando o processo de cicatrizagio da matriz
cimenticea além de se entrelagar com a matriz recém-formada, funcionando como reforgo e,
consequentemente reduzindo os custos de manutengao dos materiais que os contém.

1.3 - Estado da técnica

Existem no estado da técnica trabalhos que desenvolveram matrizes cimenticias que
possuem a propriedade de auto cicatrizagdo das fissuras sem que ocorra qualquer intervengao.
Sao encontrados dois tipos de processos de auto cicatrizagdo nestes estudos: autogena e
autonoma, conforme relatado por N. De Belie, E. Gruyaert, A. Al-Tabbaa, P. Antonaci, C. Baera,
D. Bajare, A. Darquennes, R. Davies, L. Ferrara, T. Jefferson, C. Litina, B. Miljevic, A.
Otlewska, J. Ranogajec, M. Roig-Flores, K. Paine, P. Lukowski, P. Serna, J. Tulliani, S. Vucetic,
JY. Wang, HM. Jonkers, A review of self-healing concrete for damage management of
structures, Adv. Mater. Interfaces (2018) 1800074.

O processo autogeno ocorre devido as proprias caracteristicas intrinsecas dos materiais
utilizados na matriz cimenticia que potencializam a hidratagao residual dos graos de cimento que
ainda nao foram hidratados e a carbonatagao, que € a formagao de carbonato de calcio CaCOs3,
devido a reagdo do hidréxido de calcio Ca(OH)2 com o dioxido de carbono CO: presente na
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atmosfera, na presenca de agua. Este processo € descrito por varios autores: Haoliang Huang,
Guang Ye, Denis Damidot, Effect of blast furnace slag on self-healing of microcracks in
cementitious materials, Cement and Concrete Research 60 (2014) 68-82; M. Roig-Flores, F.
Pirritano, P. Serna, L. Ferrara, Effect of crystalline admixtures on the self-healing capability of
early-age concrete studied by means of permeability and crack closing tests, Constr. Build.
Mater. 114 (2016) 447-457; Tanvir Qureshi, Antonios Kanellopoulos, Abir Al-Tabbaa,
Autogenous self-healing of cement with expansive minerals-I: Impact in early age crack healing,
Construction and Building Materials 192 (2018) 768-784; Guangyan Li, Xiaofeng Huang,
Jiesheng Lin, Xiang Jiang, Xinya Zhang, activated chemicals of cementitious capillary
crystalline waterproofing materials and their self-healing behaviour, Construction and Building
Materials 200 (2019) 36-45.

Ja o processo autonomo depende de agentes que nao fazem parte da composi¢ao normal
do cimento. Uma abordagem autonoma que mostra resultados muito promissores € a utilizagao
de microrganismos que induzam o processo de auto cicatrizagao. Esse processo é alcancado pela
incorporacao de esporos de bactérias especificas dentro da matriz cimenticia junto com
nutrientes que promovem seu desenvolvimento. Quando se inicia de fissuragao, ocorrendo a
penetracao de agua e oxigénio, os esporos germinam. Essas bactérias atuam como ponto de
nucleacdo atraindo uma grande quantidade de Ca®" que aceleram a precipitagio de carbonato de
calcio CaCOs dentro das fissuras. Tal procedimento também foi descrito por alguns estudos: Hui
Rong, Guanqi Wei, Guowei Mac, Ying Zhang, Xinguo Zheng, Lei Zhang, Rui Xu, Influence of
bacterial concentration on crack self-healing of cementbased materials, Construction and
Building Materials 244 (2020) 118372; Linzhen Tan, Bianca Reeksting, Veronica Ferrandiz-
Mas, Andrew Heath, Susanne Gebhard, Kevin Paine, Effect of carbonation on bacteria-based
self-healing of cementitious composites, Construction and Building Materials 257 (2020)
119501; Bingcheng Chen, Weiwei Sun, Xichen Sun, Chong Cui, Jianzhong Lai, Yang Wang,
Jun Feng, Crack sealing evaluation of self-healing mortar with Sporosarcina pasteurii: Influence
of bacterial concentration and air-entraining agent, Process Biochemistry Volume 107, August
2021, Pages 100-11.

Existem outras pesquisas que apontam o potencial da utilizagao da celulose como agente
auto cicatrizante: Liberato Ferrara, Saulo Rocha Ferreira , Visar Krelani, Flavio Silva, Romildo
Dias Toledo Filho, Effect of natural fibres os the sel-healing capacity of high performance fribre
reiforced cementitious composites, SHCC3 3th RILEM International Symposium on Fiber
Reinforced Concrete - BEFIB 03-05 November 2014, Dordrecht, The Netherlands; Tamara
Nunes da Cunha Moreira, Visar Krelani, Saulo Rocha Ferreira, Liberato Ferrara, Flavio de
Andrade Silva, Romildo Dias Toledo Filho, Self healing assessment under tensile loads of ultra
high performance fiber reinforced concrete (UHPFRC), 9th RILEM International Symposium
on Fiber Reinforced Concrete - BEFIB 2016 19-21 September 2016, Vancouver, Canada.

Ja as patentes existentes relacionadas com o processo de auto cicatrizagao estao focadas
na utilizagao de agentes, que sao encapsulados e introduzidos durante a producao da matriz
cimenticia, como demonstrado pelas patentes KR101782343B1 e US9493643B.

Também é conhecida a patente CN103880370A ao qual descreve um método de
cicatrizagao que introduz capsulas de que contenham esporos de bactérias como agentes de auto
cicatrizagao.
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1.3.1 - Problemas do estado da técnica:

Diversos estudos ou patentes ja demonstraram, portanto, o uso de organismos para auto
cicatrizagdo de materiais cimenticios. Entretanto, até o momento nao existem pesquisa que
utilizam um micro-organismo que possa desenvolver e utilizar a celulose de sua estrutura para
selar as fissuras.

A presente invengao caracteriza-se, neste contexto, pela utilizagdo de conter um agente
biologico que produza ou possua celulose em sua composi¢ao, uma solugao aquosa ou gelatinosa
com material nutritivo e aditivos.

1.3.2 - Vantagens da invencao:

O produto proposto sera aplicado no local fissurado onde o organismo ira se desenvolver
e produzir uma rede filamentosa de celulose que ira atrair o calcio; sua alta porosidade facilita e
penetracao de CO2 e consequentemente potencializara o processo de carbonatagdo que ira
promover o fechamento da fissura além de agir como um refor¢o na regido fissurada. Outra
situagdo acontece quando se tem uma matriz com alto consumo de cimento onde teoricamente se
tem mais cimento anidro; neste caso, a solugao ira atuar nao sO apenas com a carbonatagao, mas
também com a reidratacao dos graos de cimento, tornando o processo de cicatrizagao mais
eficiente. Esse produto € aplicavel em ambas as situagdes pois quando se obtém uma matriz com
baixo consumo de cimento, ela ira atuar apenas com o processo de carbonatagao.

A invencdo sera uma forma eficiente, portanto de reduzir os custos relacionados aos
reparos de estruturas fissuradas por meio do uso de organismos acessiveis e até mesmo, reforgar
a estrutura com o produto resultante.

1.4 - Objeto da invencao

A presente invengdo tem o objetivo de apresentagao de um produto eficiente para
reparagao de fissuras em estruturas e materiais a base de cimento. Tal criagao mistura-se um
agente biologico com uma solugdo aquosa com solu¢ao nutritiva e aditivos a fim de criar uma
rede de micro e nano fibras de celulose acelerando a cicatrizagdo da matriz cimenticea e
funcionando também como um reforgo.

1.5 - Descricao da invencio

O procedimento para producao da invencdo consiste inicialmente em obter o micro-
organismo. Neste caso foi escolhido Oomieto Pythium sp., pois possui celulose em sua
membrana celular. Sdo realizadas trés etapas até a versao final que € utilizada nas matrizes
cimenticias. A primeira delas € a obtengao do Pythium em seu estado natural, onde € realizado o
isolamento do mesmo diretamente do solo. O organismo é identificado morfologicamente ou
como nesse caso também por analise de DNA (acido desoxirribonucleico), através do exame de
PCR (proteina C reativa).
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A segunda etapa consiste na replicagao do Pythium em laboratério utilizando o meio de
cultura em estado sélido contendo seu alimento em formato industrializado. Para essa fungao foi
utilizado BDA (Batata, Dextrose e Agar). Sabendo que esse alimento que é um carboidrato e que
ele causa um retardamento na cura das matrizes cimenticias, € necessario a adi¢ao de CaClz
juntamente ao meio de cultura. O CaClz ¢ utilizado como um catalizador que ird amenizar ao
maximo o retardamento produzido pelo carboidrato, contribuindo para nao prejudicar a cura dos
compositos; apds a preparagao do meio € necessario adicionar uma pequena amostra retirada do
isolamento feito, em seu estado natural, para que possa se desenvolver no meio de cultura.
Também € realizado ensaio para avaliar se o organismo pode se desenvolver em ambiente
alcalino, tal como o meio cimenticio.

A terceira e tltima etapa é replicacdo em meio liquido, onde é possivel obter o micro-
organismo em uma escala maior e de facil extracao, reduzindo consequentemente a perda de
material. Apos a produgao em meio solido inicia-se entao essa etapa onde se é produzido o meio
de cultura em estado liquido utilizando agora o BD (Batata e Dextrose) como fonte de alimento;
dentro deste meio sao adicionados cinco discos contendo amostradas do micro-organismo que
sao extraidos da amostra produzida no meio de cultura em estado soélido para que se desenvolva
no meio liquido.

Para a realizagdo dos processos executados nas etapas dois e trés, € necessaria a
utilizagdo de uma camara de fluxo onde todo o processo de manuseio do micro-organismo €
feito, além da adi¢ao de um antibiotico nas solugdes de meio de cultura para evitar contaminagao
por bactéria. Ao fim da terceira etapa obtém-se entdo o micro-organismo que sera aplicado na
matriz cimenticia.

O organismo deve ser armazenado em recipientes lacrados onde pode ficar por anos.
Quando aplicado na fissura de um material de matriz cimenticia, o organismo é retirado do
recipiente, misturado em uma solugao contendo BDA, CaCl, e no caso do Pythium, também
com antibiotico. Posteriormente a mistura € aplicada no local desejado e recoberta por uma
pelicula plastica protetora evitando a perda de humidade. Apds 7 dias o fechamento da fissura
pode ser notado.

Para assegurar a eficiéncia do mecanismo de vedagao de fissuras, o produto foi aplicado
em corpos de provas com fissuras induzidas e apos 7, 14 e 28 dias, através de ensaios de carga,
sao reavaliadas suas recuperagoes de resisténcia.

1.6 - Descri¢io das Figuras/Desenhos/Graficos

FIGURA 1: Identificacao do local onde ocorreu uma fissura;

FIGURA 2: Mistura dos 2 componentes do produto e colocagao de ambos em um
aplicador;

FIGURA 3: Aplicagdo do produto na fissura;

FIGURA 4: Recobrimento do produto com plastico protetor, evitando a perda de
umidade.

FIGURA 5: Desenvolvimento do micro-organismo que preenche toda a fissura.
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— REIVINDICACOES

. USO DE ORGANISMO BIOLOGICO QUE PRODUZA OU CONTENHA
CELULOSE EM SUA ESTRUTURA EM PROCESSOS DE CICATRIZACAO EM
MATRIZES CIMENTICIAS, conforme descrito no processo, caracterizado pela
utilizagao de qualquer organismo que produza ou contenha celulose em sua estrutura e
possa ser utilizado em qualquer material ou produto que utilize cimento ou seus

compositos.

. USO DE ORGANISMO BIOLOGICO QUE PRODUZA OU CONTENHA
CELULOSE EM SUA  ESTRUTRUA EM PROCESSOS DE
APERFEICOAMENTO DE PROPRIEDADES FISICO-MECANICAS EM
MATRIZES DE QUAISQUER MATERIAL COMPOSITO, conforme descrito no
processo, a utilizagao de qualquer organismo que produza ou contenha celulose em sua

estrutura e possa ser utilizado em qualquer material compdsito.

. USO DOS ORGANISMOS, de acordo com as reivindicagdes 1 e 2, envolvendo a

utilizagao destes organismos em todos os processos que envolvam a vedacao, correcao ou
selagem de fissuras por processos de manutengdo ativa ou passiva ou por auto

cicatrizagao autonoma ou autogena.

. USO DO OOMICETO PYTHIUM SP. Utilizagao de 5g do organismo triturado, agua

destilada (100ml), antibidtico (10mg), CaClz (6g) e BD (6g) para aplicagao como agente

de cicatrizagao.

. USO DOS ORGANISMOS, conforme a reivindicagdo 3; o agente de cicatrizagao pode
conter um ou mais componentes contendo componentes a base de calcio, carboidratos e

aditivos para cimento.
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6. PROCESSO DE PRODUCAO DO ORGANISMO BIOLOGICO E AGENTES
NUTRITIVOS de acordo com as reivindicagdes 1, 2, 3, 4 e 5, caracterizado por
possuirem produtos a base de celulose combinados com solugdes nutritivas para

aplicagdo em fissuras ou outros componentes.
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4 - RESUMO

AGENTE BIOLOGICO DE CICATRIZACAO DE MATERIAIS A BASE DE CIMENTO COM
BASE EM MICROORGANISMOS FILAMENTOSOS

Este trabalho tem o objetivo de produzir um produto constituido de uma mistura de um
organismo que possua celulose em sua constitui¢ao e de solugdes nutritivas com a finalidade de
cicatrizar eficientemente materiais advindos de matrizes cimenticias. Os produtos a base de
cimento sdo um dos elementos mais consumidos no mundo e pesquisas visando o
aperfeicoamento de suas propriedades, como de auto cicatrizagao de fissuras, sio recorrentes.
Dois métodos sao observados na literatura visando este fim: autocicatrizagdo autogena e
autonoma. Entretanto, até o momento, nao existem pesquisas dentro da linha de estudo da
autocicatrizagao autonoma que utilizam um micro-organismo que possa desenvolver e utilizar a
celulose de sua estrutura para selar as fissuras. Desse modo, a presente invengao surge como uma
alternativa inovadora e eficiente que consiste em um agente bioldgico que € misturado com sua
solucao (Nutritiva +Aditivos) e aplicado na regiao fissurada e que gera uma rede de micro e nano
fibras de celulose dentro da fissura. Essa rede celulosica atuara diretamente dentro da fissura
melhorando e acelerando o processo de cicatrizagdo da matriz cimenticia, além de agir também
como um refor¢o na regiao fissurada. Deste modo, a utilizagdo deste produto é extremante
importante principalmente no ponto de vista de seguranga, trazendo nao apenas a opgao de selar
as fissuras, mas também possibilitando a regido fissurada a retomada de uma resisténcia se nao
igual, ainda maior, a de projeto, além de atuar também diretamente na questdo econdmica,
possibilitando uma facil manutengio, otimizagao de mao de obra, e eliminacao de gastos com
reparos e refor¢os nas estruturas.
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Titulo da Inveng&o ou Modelo de AGENTE BIOLOGICO DE CICATRIZAGAO DE MATERIAIS A BASE
Utilidade (54): DE CIMENTO COM BASE EM MICROORGANISMOS

Resumo:

FILAMENTOSOS

Esta patente tem o objetivo de produzir um produto constituido de
uma mistura de um organismo que possua celulose em sua
constituicdo e de solugdes nutritivas com a finalidade de cicatrizar
eficientemente materiais advindos de matrizes cimenticias. Os
produtos a base de cimento sdo um dos elementos mais consumidos
no mundo e pesquisas visando o aperfeicoamento de suas
propriedades, como de auto cicatrizagdo de fissuras, séo
recorrentes. Dois métodos sdo observados na literatura visando este
fim: autocicatrizagéo autégena e autdnoma. Entretanto, até o
momento, ndo existem pesquisas dentro da linha de estudo da
autocicatrizagdo autbnoma que utilizam um micro-organismo que
possa desenvolver e utilizar a celulose de sua estrutura para selar as
fissuras. Desse modo, a presente invengéo surge como uma
alternativa inovadora e eficiente que consiste em um agente
biolégico que é misturado com sua solugéo (Nutritiva +Aditivos) e
aplicado na regiéo fissurada e que gera uma rede de micro e nano
fibras de celulose dentro da fissura. Essa rede celulésica atuara
diretamente dentro da fissura melhorando e acelerando o processo
de cicatrizag&o da matriz cimenticia, além de agir também como um
reforgo na regido fissurada. Deste modo, a utilizagéo deste produto é
extremante importante principalmente no ponto de vista de
seguranga, trazendo néo apenas a opgao de selar as fissuras, mas
também possibilitando a regiéo fissurada a retomada de uma
resisténcia se nao igual, ainda maior, a de projeto, além de atuar
também diretamente na questédo econémica, possibilitando uma facil
manutengao, otimizagdo de mao de obra, e eliminagéo de gastos
com reparos e reforgos nas estruturas.

Figura a publicar: Fig 1
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Dados do Inventor (72)

Inventor 1 de 7

Nome: SAULO ROCHA FERREIRA
CPF: 02700408381
Nacionalidade: Brasileira
Qualificagéo Fisica: Professor do ensino superior
Enderego: Rua Dr. Delfino de Souza, 334 — Apt 603
Cidade: Lavras
Estado: MG
CEP: 37200-122
Pals: BRASIL
Telefone:
Fax:
Email:

Inventor 2 de 7

Nome: LAERCIO MESQUITA JUNIOR
CPF: 03509326628
Nacionalidade: Brasileira
Qualificagéo Fisica: Estudante de Pés Graduagao
Enderego: RUA PRADRE FREDERICO BANGDER-21 -CENTENARIO
Cidade: Lavras
Estado: MG
CEP: 37203-612
Pals: BRASIL
Telefone:
Fax:
Email:
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Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pals:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 4 de 7

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Enderego:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 5 de 7

DIEGO BORGES SILVA

12755395648

Brasileira

Estudante de Graduagéo

RUA LEONCIO ALVES CABRAL-77-CENTENARIO
Lavras

MG

37200-000

BRASIL

GIOVANNI FRANCISCO RABELO
53026144649

Brasileira

Professor do ensino superior

RUA IRMAO LUIZ CROEMBROECK 20/301
Lavras

MG

37200-000

BRASIL
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Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pals:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 6 de 7

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Enderego:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 7 de 7
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MARIA ALVES FERREIRA

00821751603

Brasileira

Professor do ensino superior

Praga Monsenhor Domingos Pinheiro, 79/203
Lavras

MG

37200-203

BRASIL

GABRIELLE AVELAR SILVA

10547971613

Brasileira

Estudante de Pés Graduagao

RUA MATHEUS CARVALHO DE SOUZA, N°85,CENTRO
Lavras

MG

37200-412

BRASIL
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Nome: EDUARDO HELIO DE NOVAIS MIRANDA
CPF: 07380794647
Nacionalidade: Brasileira
Qualificagédo Fisica: Pesquisador
Enderego: Rua Brilhantes, 203, Bairro Jardim Alvorada
Cidade: Boa Esperanga
Estado: MG
CEP: 37170-000
Pals: BRASIL
Telefone:
Fax:

Email:

Documentos anexados

Tipo Anexo Nome

Contrato Social
Portaria
Portaria

Procuragéo
Comprovante de pagamento de GRU 200
Documento de Cesséo
Documento de Cesséo
Documento de Cesséo
Documento de Cesséo
Documento de Cessao
Documento de Cesséo
Documento de Cesséo
Contrato de trabalho
Contrato de trabalho
Resumo
Relatério Descritivo
Desenho

Reivindicagao

1. Estatuto da UFLA.pdf

2. Portaria de nomeagéo de reitor - JOAO
CHRYSOSTOMO.pdf

3. PORTARIA FAPEMIG.pdf
4. PROCURAGAO FAPEMIG.pdf
5. Comprovante de pagamento.pdf
6. Declaragéo de inventor - Saulo.pdf
7. Declaragao de inventor - Laercio.PDF
8. Declaragéo de inventor - Diego.pdf
9. Declaragéo de inventor - Giovanni.PDF
10. Declaragéo de inventor - Maria.PDF
11. Declaragéo de inventor - Gabrielle.pdf
12. Declaragao de inventor - Eduardo.pdf
13. Declaragéo funcional - SauloRocha.pdf
14. Declaragao funcional - Giovanni.pdf
15. RESUMO.pdf
17. RELATORIO DESCRITIVO.pdf
16. FIGURAS.pdf
18. REIVINDICAGOES .pdf
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Acesso ao Patrimbnio Genético

Declaragao Negativa de Acesso - Declaro que o objeto do presente pedido de patente de invengéao
nao foi obtido em decorréncia de acesso a amostra de componente do Patriménio Genético
Brasileiro, o acesso foi realizado antes de 30 de junho de 2000, ou nédo se aplica.

Declaragéo de veracidade

MDecIaro, sob as penas da lei, que todas as informagdes acima prestadas sdo completas e
verdadeiras.
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