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RESUMO

Esse trabalho visa avaliar como biomoléculas eddmide micro-organismos podem ser
preservadas no registro geoldgico, como propostabidassinaturas (ou biomarcadores),
indicativas de vida presente ou passada. Essasutedépodem sofrer transformacdes pelos
ciclos geologicos e acdo da radiacéo solar. O pigmearotenoide proveniente da bactéria poli-
extremofila Deinococcus radiodurangoi analisado por espectroscopia Raman e refleiztan
difusa UV-Vis, incluindo misturas com diferentesbstatos inorganicos (FeO(OH), Ca§,O
Al203, SiQ;, solo simulado de Marte - Mars JSC1). Essas naistdioram expostas a trés
diferentes condi¢cdes simuladas: a marciana, atrdeéama camara de simulacdo ambiental
(AstroCam), a UV ambiental terrestre, e ao ambiesfecial (VUV) na linha de luz TGM do
LNLS. A degradacdo da biomolécula foi analisada dmis espectrometros Raman (532 nm
portatil e 785 nm de bancada), em um UV-Vis de hdaccom uma esfera integradora, e na
linha TGM, com sistemin situ de reflectancia. Com os resultados obtidos comcgique é
possivel a detec¢do, com as técnicas empregadabjatnarcadores analisados apds exposicao
a diferentes ambientes, porém com possiveis lidg®gausadas pelos substratos presentes.
Propomos a extrapolacdo dos resultados para ex@@osin situ em missdes espaciais, como
no caso de Marte, para a deteccdo de bioassinaspastroscopicas.

Palavras-chave: Espectroscopia Raman, bioassinaturas, pigmentotecenide, simulacdes

ambientais, astrobiologia.
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ABSTRACT

This work aims to evaluate how organic moleculesnfithe metabolism of microorganisms can
be preserved in the geological record, in ordebé¢oused as biosignatures (or biomarkers),
indicative of past or present life. Such molecutesn be transformed in accordance with
geological cycles and solar radiation. The caratermgment from the poly-extremophilic
bacteriaDeinococcus radioduranaas analyzed by Raman spectroscopy and diffusectahce

on the UV-Vis, including mixtures with differentarganic substrates (FeO(OH), Ca{>@l>0s3,
SiOz, simulated Martian soil - Mars JSC1). These misuwere exposed to three different
simulated conditions: Martian, through an environtak simulation chamber (AstroCam), the
terrestrial environmental UV, and space environn(&tdV) at the TGM beamline of LNLS.
The degradation of the biomolecule was analyzetiioyRaman spectrometers (portable Raman
at 532 nm and bench-top microRaman at 785 nm),Her UV-Vis with an integrating sphere,
and anin situ reflectance system. With the results we conclutiedl it is possible to detect the
proposed biomarkers with the techniques employédr axposure to different environments,
but with possible limitations caused by the presaristrates. We propose the extrapolation of
the results foin situ experiments in space missions, such as in the afabtars, for detecting

spectroscopic biosignatures.

Keywords: Raman spectroscopy, biosignature, carotenoid pignezvironmental simulations,

astrobiology.



1 INTRODUCAO

1.1 Contexto em que o trabalho esta inserido

O presente trabalho esta incluido na area de m@sqanhecida como astrobiologia, um
recente campo de pesquisa no Brasil e no mundobugea compreender a vida no Universo -
sua origem, evolucdo, distribuicdo e futuro - egaedo-a como um fenémeno natural
conectado e co-evoluindo com o planeta e o Univenssi.

A procura de vida fora da Terra tem atraido a @eme muitos grupos de pesquisa, € 0
investimento neste tipo de estudo tem ganhado wadamais forca, (Rodriguest al.,2012)
sobretudo com o envio de sondas de pesquisa ratlaiza Marte (Squyres al, 2005). Estes
equipamentos tém permitido o estudo de varios &speate rochas aflorantes na superficie
marciana (e.g. Squyres al, 2005; Grotzingeet al, 2005). Os resultados obtidos apontam que
Marte, assim como outros planetas e luas apresemtaou ainda apresentam, atividade
geoldgica, o que garante uma superficie dindmiaaegisténcia de diferentes ambientes, com
possibilidade de provimento de nutrientes sufi@ergara suportar vida (Barbieti al, 2011).
Sendo assim, é possivel que haja ndo somente eiddéte vida pretérita, ou seja, fosseis
(Farmeret al, 1999; Cadyet al,, 2003; Barbieret al, 2011), mas talvez até mesmo vida ativa no
planeta, talvez em seu subsolo.

A partir do momento que um organismo morre e ésate, 0 material organico original
tende a se perder, sendo transformado em formasgaeszadas de carbono, ou, em alguns
casos, sendo mineralizado. Moléculas organicasndeis do organismo soterrado também
podem ser preservadas, as vezes sendo o Unicoiciesde sua existéncia. Tratam-se dos
guimiofdsseis, ou seja, biomoléculas que, aposramtento e alteracbes impostas por diferentes
processos geoquimicos, passam a apresentar moddgaem sua estrutura, porém ainda
reunindo caracteristicas reliquiares da moléculgiral, suficientes para, em alguns casos,
identificar o organismo que a deu origem (Simon&id02). Usualmente, estas moléculas séo
conhecidas como biomarcadores ou bioassinaturacuoiates.

Quimiofdsseis foram identificados em rochas dep petnos, 2.7 bilhdes de anos, e estédo

entre as evidéncias mais antigas da vida na TBroxKset al, 1999; Waldbaueet al, 2009).



Evidéncias isotOpicas mais recentes indicam a pgasde atividade biolégica na Terra a 4.1
bilhdes de anos atras (Bellal, 2015).

Quimiofosseis também sdo de interesse da astrgmo(&lein et al, 1995; Simoneit.,
2002; DesMaraiset al, 2008; Parnellet al, 2007), uma vez que as condicbes de
preservacao/fossilizacdo em ambientes extratezsestrexemplo do que eventualmente acontece
no registro terrestre, podem néo ter favorecidoeagivacdo do organismo, mas apenas de suas
moléculas.

Uma técnica de caracterizacdo muito eficiente pieteccdo de biomoléculas é a
espectroscopia Raman. Essa técnica versatil petarite a caracterizacdo da mineralogia do
ambiente, como também da fase organica, pode adaysara a deteccdo de vida microbiana
presente ou passada, bem como as condi¢fes gecagiitiei seu micro-habitat (Dartnetlal.,
2012).

Em 2018, a agéncia espacial europé&ar¢pean Space AgencyESA) ira lancar o
md&dulo de pouso da missdo ExoMars para o planeteMaqual ira carregar um espectrémetro
Raman 532 nm como parte do conjunto de instrumdpdsteur, com o qual pretendem analisar
a composicdo mineral do solo e buscar possiveimdiérulas (Lacostet al,2007; Sobroret
al.,2014). A sonda Mars2020 da agéncia espacial -aonericana National Aeronautics and
Space Administration- NASA) também deve contar com dois espectromefRasnan
(instrumentos SuperCam e SHERLOC), incluindo caerao ultravioleta.

Algumas das potenciais biomoléculas que recebeaeig@o nestas e em futuras missdes
a Marte serdo pigmentos biolégicos, mas outras éam&édo propostas (Parnell al, 2007).
Essa lista considerou a univocidade das molécdas e origem bioldgica, a resisténcia as
condicbes extremas ambientais, e facilidade emdsteeccdo. Em especial, pigmentos tem a
propriedade de absorver na regido do UV-Vis do @speletromagnético, o que pode facilitar
sua deteccéo.

Entre esses pigmentos organicos que podem serteambas em Varios micro-organismos
estdo os carotenodides. Neste trabalho, seréo dstida carotenoides presentes na bactéria poli-
resistenteDeinococcus radiodurangLemeeet al, 1997), em especial seu mais abundante, a

deinoxantina (Ji.; 2010yue € uma xantofila (Figura 1).



Figura 1 - Deinoxantina, variacao de carotenoide extraidalads da bactéria poli-resistente
Deinococcus radiodurans.

Para compreender os processos envolvidos na paggerde biomoléculas testando sua
capacidade de permanecer no registro fossil tegrestnarciano, fizemos um estudo sistematico
utilizando espectroscopia Raman e por absorcéao $\pa&ta analisar as transformacdes sofridas
nos pigmentos presentes Dainococcus radioduransnisturada em diferentes substratos, apos
ser submetida a fatores ambientais como radiadéssecacao.

1.2 Objetivos

Os objetivos gerais desse trabalho sdo de compreersd processos envolvidos na
degradacdo de biomoléculas apOs exposicdo aosedammbientais simulados utilizando
espectroscopia Raman e absorcéo UV-Vis.

E os objetivos especificos sao:

» Cultivo de bactériaBeinococcus radiodurans;

* Preparacdo da massa bacteriana em pastilhas,quan@$i experimentos;

» Desenvolvimento de padrao interno de calibracaaédiamante);

» Teste das técnicas espectroscopicas com amosiriasoidas;

* Realizagdo das simula¢des ambientais;

» Deteccdo e caracterizacdo da resposta espectroscd@i classe de moléculas

proposta, para uso com bioassinatura.



1.3 Sistema-modelo

Sao chamados extremofilos seres vivos capazesdeveeer em ambientes considerados
extremos, ou seja, proximos ao limite fisico-quionda estabilidade das biomoléculas, ou apenas
muito diferentes do ambiente mesofilico fisiolégiEmn sua maioria, Sd&o micro-organismos com
alta resisténcia aos parametros fisicos como radjggressao e temperatura, € geoquimicos
como salinidade e pH (Paulieb al; 2009).

Utilizamos a bactérideinococcus radiodurandjgura 2, pois € um organismo poli-
extremofilo bem caracterizado, sendo um dos maistemtes a radiacdo ionizante ja descritos
na literatura (Battistat al; 1999; Dalyet al;2009). Essa resisténcia € conferida por diversos
sistemas celulares da bactéria, e, entre elestemgantioxidantes, como os carotenoides, que
também lhe fornecem sua pigmentacdo caracterisfisando expostos a agentes oxidantes,
neutralizam os radicais livres através da quebrasuwdes duplas ligacdes, além de ser um
pigmento foto-protetor absorvendo a radiagdo puadoiente na regido do UVA — violeta no

espectro.
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Figura 2 — Tetrdmero d®einococcus radiodurangsualizada por microscopia eletrdnica de transéus
(TEM)..

Os carotenoides sdo sintetizados apenas atravéstate bioldgicas, ou seja, ndo ha
sintese abiodtica conhecida para tal tipo de makoellseus espectros Raman possuem trés
bandas mais intensas bem caracteristicas (ca. 1068,e 1520 crf (Oliveiraet al; 2010). A
absorcéo no visivel e as bandas Raman intensan féz® carotenodides potenciais bioassinatuas

espectroscopicas.

1 Adaptado de Wikimedia Commons “File:Deinococcus radiodurans.jpg”
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Deinococcus_radiodurans.jpg



1.4 Simulac¢des ambientais

As simulacbes ambientais foram realizadas em nérebcente de complexidade
experimental, tendo iniciado por uma simulacdo de ambiente natural onde as bactérias
poderiam estar expostas na Terra, utilizando unulachor solar de UV ambiental. O segundo
experimento utilizou uma Camara de Simulacdo EapariPlanetaria (AstroCam) que se
encontra no Nucleo de Pesquisa em Astrobiologiblmigersidade de Sao Paulo (IAG - USP)
para simular o ambiente marciano, e por ultimoyéailizada a simulagdo das condi¢cdes de um
ambiente espacial desprotegido de qualquer atnagsfalizando a linha de luz TGM ¢roidal
Grating Monochromatgr do LNLS (Laboratoério Nacional de Luz Sincrotron)Apds a
exposicao a esses trés ambientes, variando a ifudacexposicdo a radiacdo, foi verificada a

possibilidade de deteccdo da biomolécula em estudo.

1.5 Técnicas espectroscopicas

1.5.1 Espectroscopia Raman

O efeito Raman ¢é o resultado do espalhamento tiwlata radiacdo com a matéria, ou
seja, ao interagir, os fotons irdo perder energ&palhamento StokesAE = hv) ou ganhar
energia, espalhamento anti-Stokag & —hv), dependendo dos modos vibracionais que forem
excitados e das regras de selecdes espectroscépmalsidas (figura 3). Os fotons espalhados
sdo coletados e a diferenca de energia entre eletoe fétons do laser incidente corresponde a
frequéncia de vibracdo das ligacdes quimicas doweas de uma molécula, o que depende de

varios fatores, como a distribuicdo eletrénicau@ polarizabilidade) e da geometria molecular.
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Figura 3 - Representacéo de um espectro Raman demonstrapdesigeis espalhamentos Anti-Stokes,
Rayleigh e Stokes.

Quando a energia incidente coincide com a enemgiabdorcdo eletrbnica da molécula
ocorre o efeito de Raman ressonante, causando ntemssificacdo do sinal Raman. O efeito
Raman ressonante é til para investigar molécaasd®NA (acido ribonucleico), DNA (acido
desoxirribonucleico), aminoacidos, proteinas, emoides e clorofila. Pois todas as moléculas
passam por transicdes eletronicas quando excitaalagtravioleta ou visivel (Marshadit al,
2010).

A espectroscopia Raman, quando comparada com otécaécas espectroscopicas
(especialmente vibracionais, como espectroscopianfnavermelho), tem algumas vantagens,
como a hao necessidade de preparo de amostras,pmsgibilita medidais situ. Além disso, as
medidas séo relativamente rapidas e de interpetdicdta, além de serem pouco interferidas
pela presenca de agua (Hooijscharal,2013). Alguns de seus pontos negativos sdo as
possiveis interferéncias de composicdes organicagerais que apresentam um grande sinal de
fluorescéncia ou luminescéncia, o qual pode, emnalgasos, sobrepor as bandas de interesse a
serem analisadas. Mesmo assim é uma técnica mtilipada para analise de amostras

ambientais.

1.5.2 Espectroscopia de absorcao optica UV-Vis

A espectroscopia na faixa do ultravioleta e visipermite a medida de estados
eletrdnicos da amostra de interesse, sejam atommgéculas ou cristais, por essas transicoes

terem energias equivalentes aos comprimentos de pessa faixa espectral. Por produzirem



absorcfes na regido do visivel, esses estadomnjuntos de estados geram linhas (ou bandas)
de absorcdo que podem absorver uma parte sigivficda luz incidente (se for de espectro
continuo, como a luz solar ou de uma lampada depaéissdo), gerando um deslocamento na
escala cromatica, que, além de produzirem umantiispercepcdo cromatica (cor), tambéem
podem ser usados para sua identificac&o.

Para as medidas de absorcdo UV-Vis, diferentes gie@s e equipamentos podem ser
empregados. No caso de amostras sélidas ou altamesbrventes, as medidas tradicionais por
transmissdo se tornam problematicas, e € tipicoegrapa técnica de reflectancia, seja especular
ou difusa.

Na refletancia difusa, € medida a luz espalhaddod®ma isotrdpica pelas camadas
superficiais de um material, ou seja, a fracdouwaihcidente é refletida pela superficie do
material de forma difusa devido a rugosidade darfigie dos materiais. Para integrar a reflexao
difusa é utilizada, em muitos casos, uma esfergiliatiora espelhada, pois muitos materiais
apresentam gréos irregulares com escalas da ordeontbrimento de onda da luz incidente, o
gue os torna excelentes nucleos espalhadores.efadstegradora garante que a luz espalhada
de maneira quase isotropica seja coletada e dired@opara o detector. Apesar de importante
para garantir um sinal mais intenso, ela ndo éesdeara a medida em si. Neste trabalho, no
caso das medidas realizadas em ultra-alto vacuo, foidutilizada esfera integradora por
dificuldades técnicas. Mesmo assim, foi possivétao uma parcela suficiente de luz refletida
para realizar a medida.

A relacdo entre absorcdo da luz com as propriedaolesaterial atravessado por ela é
descrita pela Lei de Beer-Lambert, que define atémcia de uma relacdo exponencial entre a
transmissdo da luz através de uma substancia, jauaséntensidade da luz emitida decresce
exponencialmente & medida que a espessura do bsdovante aumenta aritmeticamente, que

pode ser descrita pela equagéo [1];
I =I,e % [1]
Onde | e ¢, sdo a intensidade do feixe transmitido e incidestte um determinado

material,o. € o coeficiente de absor¢cdo que depende do memneimte empregado, e L € a

espessura do meio absorvente.



Algumas moléculas, como os pigmentos biolégicosspem forte absor¢cédo na faixa do
visivel, como os carotenoides. Por apresentarens@mestrutura uma sequéncia de duplas
ligacdes carbono-carbono conjugadas, os elétrommmduma distribuicdo delocalizada. Como
em uma onda estacionaria em uma corda, quanto maamero de carbonos da molécula, ou
maior seu comprimento, menor sera a frequéncieatipara excitacdo eletrénica, e maior sera o
comprimento de onda de luz absorvido. Dessa marwratenoides tipicamente absorvem na
faixa de 400 a 550 nm, com os de menor tamanha\asto em comprimentos de onda menor
(ou de maior frequéncia).

Para transpor as medidas feitas por refletancia phsorbancia (e, se necessario para
absortividade molar), que pode ser relacionadaadensidade de estados eletronicos, os efeitos
geomeétricos de espalhamento devem ser compengagos,é feito por diversos modelos, mas é
extremamente amostra-dependente. Uma das transfasnmaais usadas é a de Kubelka-Munk,

que foi adotada nesse trabalho, como sera aprdsematem 2.3.1.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Preparacao das amostras

Os substratos inorganicos escolhidos para essgoesdio semelhantes aos da composi¢ao
de solo terrestre e marciano (Mahaney.; 2007; @eys2011; Bonin.; 2002) em sua forma pura
e argila (SiQ, Al.0z, FeO(OH), CaCg e o solo comercial simulado de Marte - JSC Marsld
Orbitec; contém: Sig) TiO,, Al.Os, FeOs, FeO, MgO, CaO, N®, K20, MnO, BOs?).

Utilizamos po de diamante sintético (ca. 1,6um amanho de grdo), como padrdo
interno para Raman, pois suas ligacdes carbon@marbp3 sdo bem definidas e equivalentes,
produzindo uma banda caracteristica (ca. 1333cem Raman. A banda do espectro de
diamante, ap0s testes realizados com diferentess dies radiacdo e pressao, mostrou-se sem
variagcdo em forma e intensidade, permitindo qudosse usada como um bom padréo interno

para os experimentos de simulacéo.

2 http://www.orbitec.com/store/JSC_Mars-1A_Material_Safety Datasheet.pdf
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