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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.

60

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.



700 0 700
Nimero de onda [cm™]

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



As culturas deéD. radiodurans cedidas pelo Laboratério de Radioprotecédo e Detsian
do Rio de Janeiro (IRD/RJ), foram crescidas em m&d (Triptona, Glicose e Levedura) por
48 h a 32 °C com agitacao de 200 rpm (Paulino.9208p06s crescimento, foram lavadas trés
vezes com agua destilada, centrifugadas por 15an@800 rpm, e secadas em um liofilizador
por 12 h (processo ilustrado na figura 4).

Figura 4 — Processo crescimento, lavagem e liofilizaca®edmococcus radiodurangA) Cultivo do
inoculo da bactéria em meio TGY, sob agitacdo @20 a temperatura de 32°C. (B) Sedimentacao da
cultura de bactérias apés cultivo. (C) Separacaneio de cultura com as bactérias em tubos de
centrifugua. (D) Tubos da imagem (C) na centrifygds serem lavadas 3 vezes por agua destilada. (E)

Pellet das bactérias ap6s centrifugacédo. (F) Gulawada mantida refrigerada. (G) Liofilizador.

Para maior controle da homogeneidade na misturawlastratos com a bactéria, ambos
foram peneirados. O po6 obtido @ radioduransfoi peneirado com filtros de 4.5 pum, e os
substratos com filtros de 90 um. A mistura fisioa domponentes foi feita na proporcao de 3%
de p6 de diamante, 48.5% de bactérias e 48.5% lultrato, misturadas fisicamente em um
almofariz por 10 min. Esses valores foram escolhidpds testes no Raman de bancada com
laser 785 nm, para que a intensidade da bandaamoadie fosse similar ao das bandas de

interesse.
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Apoés esse processo, pastilhas com aproximadamBnteg2ie mistura foram prensadas
com 1 t por aproximadamente 5 s, coladas em tieafoltia de Kaptdh (filme de poliimida,
DuPon®) com fita dupla face de carbono prépria para msicopia eletrénica (compativel com

vacuo), figuras 4 e 5.

Figura 5 - Preparacéo das misturas e pastilhas[Iﬁr)adioduraéémp , apos serem lavadas e

liofilizadas. (B) Preparacao das misturas fisic#seeas bactérias, substratos e o p6 de diam&)jte. (

Prensa utilizada para a preparacédo das pastilbpRastilhas das misturas e bactéria com pé de
diamante.

Foram realizadas micrografias eletrénicas no map® eletrénico de varredura SEM
FEI Quanta (Laboratério Nacional de Nanotecnolo@&PEM/LNNano), para a andlise da
superficie das pastilhas e verificar sua homogedeidForam observadas, na pastilha composta
somente de bactérias e p6 de diamante, célula®lmgidamente intactas (por inspecao visual),

como pode ser visto na figura 6.
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Figura 6 — Micrografias eletrnicas realizadas no FEI QuabiiNano) da pastilha com a mistura com
97% deDeinococcus radiodurang 3% de p6 diamante. Em (A), com magnificacdoadé0.000X,
pode-se observar as células inteiras, e em (B)mernor magnificacdo, ca. 200X, observa-se que a
amostra apresenta uma distribuicdo razoavelmemed@nea.

2.2 Exposicao aos ambientes simulados

2.2.1 Simulador Solar UV ambiental

Foi utilizado o Simulador Solar Oriel (SOL-UV 2)gtdira 07, para expor as pastilhas a
radiacdo UVA e UVB em diferentes faixas de tempb, ¥ h, 9 h, 12 h, 15 h, e 18 h com
abertura maxima do obturador (equivalente a ceec@do fluxo solar terrestre), figura 08. As

medidas foram realizadas em temperatura ambiemtpastas a atmosfera.
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Figura 7 — Desenho esquematico (A) e foto (B) do SimuladoaSOFiel
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Figura 8 — Espectro de emisséo do Simulador Solar Oriel (3D -que apresenta uma faixa de
emissao de 280 a 400 nm, com emissdo centrada@ma5



13

2.2.2 Camara de simulacao planetéaria e espacial stkkoCam

As doses de radiacdo UV semelhante ao que se eamaunsuperficie de Marte foram
obtidas na AstroCam, figura 9, através do Simul&tdar OrielFull Spectruml000 W, com um
filtro AMO (para fazer cshapingpara o espectro solar no espaco) e janela de (fitdsed silica
com corte em ca. 200nm) e fluxo integrado de apragamente 9000 WAma regido da
amostra, figura 10. As fluéncias usadas foram d&JIff, 20 kJ/md, 30 kJ/m, 40 kJ/ni, e 60
kJ/nm?, medidos na faixa do UVC. Na AstroCam, simulamsscandicGes marcianas com a
composicao da atmosfera de 95%CG0O5% N, e pressdo 8 mbar durante a exposi¢do das
pastilhas a radiagéo.

Figura 9 — Camara de Simulacdo Ambiental — AstroCam.
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Figura 10 - Comparacdo das formas espectrais e intensidadesl t@ superficie de Marte e a emitida
pelo simulador solar dentro da AstroCam.

2.2.3 Linha de luz TGM

Pastilhas deD. radiodurans pura foram também submetidas a irradiacdo espacial
simulada na linha TGM do LNLS, figura 12, senddizdada uma montagem experimental para
medir reflectancia no UV-Visin situ, em uma camara experimental padrdo. A camara
experimental opera em uma pressdo de aproximademi@itmbar, bombeada com bomba
turbo-molecular e conectada diretamente a linhdude sem janelas. Para a realizacdo do
experimento foi instalado um passante de vacuo géitaa 6ptica, como no esquema da figura
11.

Foi utilizada uma fibra éptica do tipo SBo(ar resistantcom 1 m de comprimento e 600
pm de abertura da@cean OpticsEla foi alinhada com a amostra e o feixe sinorotncidente
em um angulo de aproximadamente 30°, sempre mantermbnta da fibra o mais proximo
possivel da amostra, mas sem toca-la. Utilizamo$ CAlumino Silicato de Calcio) como

padrédo de referéncia para reflectancia total (lwareflectancia assumida como 100%) antes de
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iniciar a aquisicdo dos dados na amostra, e paradida do escuro (0% da reflectancia) todas as

vélvulas da linha e janelas da camara foram fechada

y Pressdo: ~ 107" mbar

Feixe
branco

Passante para
fibra dptica

~~~~~~~~~~

Computador

UV - Vis

Figura 11 — Em (A) foto do porta-amostras com pastilhas deraguadrées testes para a reflectancia
difusain situ, e duas pastilhas d& radiodurans (B) o esquema da montagem da camara padréo para o
experimento. O feixe branco incidente na amostmé@onocromatizado, sendo o feixe sincrotron da
saida do dipolo D05 do LNLS apds passar pelos @leraépticos da linha de luz TGM.

1 —s— Fluxo Solar
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Figura 12 - Comparacao entre o fluxo solar no espaco e o Ha M&GM em feixe branco, na regido de
ultravioleta de vacuo (Abrevaya.; 2011).
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2.3 Analises espectroscopicas

2.3.1 Espectroscopia Raman

Todas as pastilhas foram caracterizadas por doielo® de espectrofotdbmetros Raman,
um microRaman de bancada com excitacdo em 785 anistiaw inVia, do Nucleo de Pesquisa
em Astrobiologia da Universidade de S&o Paulo (U8Pelo espectrofotometro portatil da
Enwave Optronic com excitacdo em 532 nm, que sendracna Departamento de Fisica Nuclear
do Instituto de Fisica da USP.

Cada pastilha foi mapeada com o espectrdmetro Rai@mn nm, para coletar
automaticamente 12 espectros em diferentes posiddeamostra, garantindo uma melhor
estatistica em caso de inomogeneidades, figuraAlBoténcia do laser (17 mW, total) foi
ajustada a fim de ndo causar danos a amostra, adac® de 0.5% a 1% da poténcia total
(valores definidos apoés testes de degradacdo pdificagéo visual e do espectro), e com 0s
valores ajustados sendo otimizados para cada atdstForam realizadas cerca de 30 a 50
acumulacfes com objetiva de 20x, e 5 s de tempeulaulacédo para cada ponto. A banda do Si

em 520.7 cm foi usada para calibracdo em nimero de onda.

28 : —ed L o
Figura 13 - Mapa obtido pelo espectrofotdmetro Raman de barmtasl@astilhas com a mistura da
bactéria com CaC£JA) e FeO(OH) (B), em vermelho é a intensidade da bandea. 1513 cre em
verde é o sinal de fundo do espectro (background).
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Apoés obter o mapa de cada pastilha e realizar daandms espectros, conseguimos

observar o sinal das bandas do carotendide eni64.cin', 1513 cm' e do p6 de diamante em

ca. 1333 cni nos diferentes substratos, figura 14.

B

Amostras sem irradiacao (785nm)

Deira
Deira + CaCO,

Deira + AL,O,
Deira + SiO,
Deira + FeO(OH)
Deira + JSC

™
™
™
—
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1100
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1200 1300 1400 1500

Deslocamento Raman [cm ]

Figura 14 - Espectro Raman com o laser 785 nm apds realizaggmédias dos espectros obtidos no
mapeamento das pastilhas de bactéria pura e ererdée substratos, antes de serem irradidas (
radioduransesta nomeada como Deira).

No espectrometro Raman 532 nm, realizamos a mé&lduds medidas, em dois pontos

diferentes de cada pastilha. A poténcia do laseajfstada no 1° estadgio do equipamento para

nao haver danos as biomoléculas.

2.3.2 Refletancia difusa com esfera integradora ebancada

Os espectros de absorcédo no UV-Vis das misturasrrg@ibadas foram medidos em um

espectrofotdbmetro Shimadzu UV-3101PC, com resolag@dima de 0.1 nm, que se encontra no

Laboratorio de Espectroscopia Molecular (LEM - IGQR). Os espectros foram feitos por

reflectancia difusa no visivel com a esfera intdgra UV-Vis (Shimadzu, modelo ISR-3100)

utilizando BaS@ (Allied Signal) como padréo de reflectancia e gjgeetros foram submetidos a
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transformada de Kubelka-Munk (KM) para se obtereglioia em absor¢céo, equacao [02]. Esta
transformada relaciona a reflectancia difusa absdlR) com os coeficientes de espalhamento
(s) e de absorcao molar (k), da seguinte manéioga(ka; 1995):

(1L-R? k

fEM) = —

[02]

2.3.3 Refletancia difusan situ na linha de luz TGM

Com a incidéncia do feixe branco sincrotron nasirapha a absorcéo e a reflexdo da
luz, sendo a reflexdo captada pela fibra optictaiada em um passante de vacuo e levada ao
espectréfotdmetro UV-ViOcean OpticSQE6G5000. Os espectros de reflectancia foram feitos
calculando a média de 50 scans com 100 ms de aag@ioutada, através do softw@eean
Optics Spectra Suitsalvos a cada 5 min de exposicéo ao feixe brdrmautilizada a matriz de
CAS como padrdo para o branco.Os pontos mais esaaopastilha, figura 11 (A), séo
resultados da fotodegradacgéo devido ao feixe brdha@nte toda a irradiagéo, a intensidade da
reflectancia foi monitorada, para se obter o dddtaeflectancia das bandas associadas a bactéria.
Os célculos seréo descritos em maior detalhe rfe s24.

2.4 Tratamento dos dados

2.4.1 Espectroscopia Raman

Para o tratamento dos dados Raman, foi utilizadescmpt em MatLab-200fapara o
processamento automatizado, devido ao grande nlteesspectros. Antes da implementacao
do script ele foi testado e comparado com manipulagdes nsmeoaalguns conjuntos de dados,
de maneira a garantir a confiabilidade do mesmio. f=ipt, foi realizada a média dos espectros
de cada pastilha para os diferentes comprimentognda dos lasers de cada espectrometro

Raman, e as bandas dos carotenoides foram nordedizeela intensidade da banda do p6 de
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diamante. Para andlise de degradacdo da biomaglésués bandas caracteristicas foram
comparadas com cada conjunto de pastilhas de umorggbstrato e que foram irradiados com
diferentes doses.

Observamos que ndo ha deslocamento das bandas Rancanotenoide e do diamante
apos a exposicao a diferentes doses de radiac&anfmopudemos definir, no eixo x, limites
fixos superiores e inferiores de cada banda.

Com o ponto de maxima intensidade encontrado naaelgfinida pelos limites, o script
encontra os valores minimos para tracar uma likhbade para cada ponto nesse eixo e fazer a

subtracdo dessa reta, figura 15.
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Figura 15 -Imagens geradas pelo software MatLab-2001a® deagespectros gerados pelo Raman
785 nm da mistura da bactéria com SiDtes de ser irradiada. Em azul temos o espeetm\erde a
equacao da reta.

Apoés a subtracdo da linha de base, foram obtidesshwalores para o eixo vertical,
gerando um novo conjunto de dados, o que posaililiealizacdo de um ajuste por uma funcéo
Lorentziana. Apés o ajuste, foi calculada a areeadia uma das bandas, bem como sua largura e
valor de maxima intensidade.

Com esses valores foi realizada a média de cadialzn relacdo a intensidade, largura
a meia altura (FWHM), e a area dos espectros gemel@ada pastilha. A média da intensidade
das bandas do carotenoide em ca. 1154 eml513 cmt foi normalizada pela média da
intensidade da banda do p6 de diamante em ca.ct8330 uso desse padréo interno permitiu a

comparacao das intensidades das bandas nos vgueringentos.
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2.4.2 Espectroscopia UV-Vis

Para as medidas de reflectancia obtidas pelo egeipi® de bancada Shimadzu, fizemos
a transformada de KM automaticamente através deapg@o do software do equipamento. Na
linha TGM, o fluxo diminui em fun¢é@o do tempo e répossivel fazer a medida de unaites
da amostra para efetuar a correcdo dessa var@aoonstrucédo da prépria linha. Na figura 16,
pode-se observar que essa mudanca independe doircemie de onda, ou seja, hdo deforma o
espectro. Para corrigir essa variacao em intensjdadbtraimos uma linha base em cada banda a
ser estudada, obtendo assim a intensidade de aada bm func&o do tempo de irradiacao.

0 min
—— 15 min
—— 30 min
—— 45 min
—— 60 min
—— 75 min
——90 min
—— 105 min
120 min
—— 135 min
—— 150 min
—— 165 min
—— 180 min
195 min
210 min
— 225 min
—— 240 min
—— 255 min

Absorbéancia [u.a.]

T T T T T T v T v T v ] v ] v
0 300 400 500 600 700 800 900
Comprimento de onda [nm]

2

o

Figura 16 — Espectros de absorcao obtidos na linha TGM variantgonpo de exposi¢do ao feixe branco.

Com a estabilidade da forma do espectro na linh®,T@ilizamos para o calculo do
delta da reflectancia uma das componentes do espachanda em ca. 519.34 nm. Os passos
séo descritos na equacdao [5], onde (reflect) éemsidade da reflectancia em um dos trés pontos
escolhidos.

Em (A), sdo estimados os valores para uma equagdetd entre os pontos 602.46 e
437.12 nm, e o coeficiente angular da reta (A) Eut@do em (B). Com esses valores

conseguimos calcular o delta de refléctancia dastmé\reflec) durante a irradiagéo.
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_ (reflect(602.46) — reflec(437.12))
A= (602.46) — (437.12)

3]

B =reflec(437.12) — A = (437.12) [4]

Areflec = (A * (519.34) + B) — reflec(519.34) [5]

Os resultados do tratamento dos dados conformepgssedimento foram graficados

com o software OriginPro-8®, e serdo apresentadaspitulo 3.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Medidas Raman dos substratosB. radiodurans

A espectroscopia Raman é considerada uma boa famtanpara identificacdo de
componentes organicos, tanto em minerais, comeatis de atividades bioldgicas no registro
geoldgico, como 0s componentes inorganicos em wtensa heterogéneo, sendo uma boa
técnica para identificacdo de marcadores biologeageoldgicos, ou seja, promissora para a
identificacdo de sinais de vida com conhecemosaneaTViteket al.; 2009; Villaret al; 2006;
Edwardset al; 2005).

A identificacdo de duas ou mais bandas Raman értemge para uma identificacéo
confidvel de compostos organicos ou inorganicodlgiViet al; 2006). Por exemplo, o0s
carotenoides podem ser identificados por suas damdas Raman fortes em ca. 1154 e 1513
cntl, que correspondem as vibracGes de estirament@dizira do polieno, sendo 1154 -€m
correspondente ao moae (C - C) e a banda em 1513 €rmo modov (C = C) (Viteket al;
2009; Marshalkt al.; 2007; Gillet al.; 1970).

Os carotenoides por possuirem duplas ligacdes madstem uma transicaosn* na
regido do visivel, o que resulta em sua colora¢$sn significa que quando as bandas de
absorcdo dos carotenoides coincidem com o comptimée onda de excitacdo através da
espectroscopia Raman, o sinal Raman é fortememterdado, o que resulta no efeito Raman
ressonante (Vitekt al, 2009; Withnallet al.; 2003).
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O efeito Raman ressonante dos carotenoides oammeaexcitacdo do laser em 532 nm,
mas o laser em 785 nm é melhor para a diferenciegiée compostos organicos e inorganicos
pois o efeito de fluorescéncia é de menor intedsidan relacdo com laser em 532 nm.

Através do microRaman de bancada, com excitacd@&mnm, analisamos a regido
proxima as bandas de interesse da bactéria nagrmd#e substratos, confirmando que ndo ha
sobreposicdes das bandas dos substratos purodag@doras bandas do carotenoide (figura 17).
O mesmo foi realizado para o Raman portétil corarlasn 532 nm. Pudemos assim garantir que
0s substratos nédo interferiram, a priori, nas naxlte detectabilidade das bandas do carotenoide
guando realizamos a mistura do substrato com a@tieact

Na figura 17 estdo demonstrados os espectros Rdosasubstratos utilizados e Ba
Radioduransobtidos com o microRaman 785 nm. O que demonsigaag bandas caracteristicas
de cada substrato ndo interferem na deteccdo desoléiculas do carotenoide através da

sobreposicado das bandas entre os substratos aterbastéria, pois isso ndo ocorre.
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Figura 17 — Espectros Raman da bactéria e dos diferentes atdsstbtidos com excitacdo em 785 nm,
objetiva 20x e 5 acumulacgdes.
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3.2 Medidas Raman dos ambientes simulados

3.2.1 Simulagéo UV ambiental

Observamos que, apés exposicdo a diferentes tedgpexposicdo ao simulador solar
UV ambiental, houve a diminui¢do do sinal do caroige, como podemos observar nos graficos
da figura 18, onde (A) é a médias dos espectranaimados, medidos com o laser 532 nm apés
exposicdo ao UV ambiental, e (B) apresenta a iittede da banda em ca. 1513 ¢medido
com laser em 785 nm. Em (A), podemos observar @oehouve formacdo ou eliminacao de
bandas apés a exposicdo a radiacdo, 0 mesmo a@m@&s outros substratos e para os dois

lasers utilizados.

D. radiodurans exposta no Simulador Solar (532 nm) D. radiodurans_Simulador Solar_785nm
—0h
B =
——6h
—5h
12h
— 15h
——18h

R
Il
-5 oF

Intensidade Normalizada [u.a]
Intensidade normalizada [u.a.]

L X T L T ¥ T b T L L 3
v T v T v T M T M T
1100 1200 1300 1400 1600 1600 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540

1 :
Deslocamento Raman [cm '] Deslocamento Raman / cm™

Figura 18 — (A) Espectros normalizados das médias das misturaadaéria com Si@ obtidos com o
Raman portatil em 532 nm, apds exposicdo ao sirauladlar UV ambiental. (B) Diminuicdo da
intensidade da banda em ca. 15h8" das pastilhas de bactérias ap6s exposi¢cdo noasloruolar UV
ambiental, sendo os espectros medidos com lasen88& com a normalizacao feita pela banda do
diamante em 1333ch

Esse procedimento foi realizado de forma sistemaigra a medida da intensidade das
bandas do carotenoide ap6és os diferentes tempioadiacdo, fazendo-se a média dos espectros
tirados por mapeamento de varios pontos por pastdbguindo o procedimento descrito na
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secdo 2.4. Os resultados compilados sdo apresentdthvés das figuras 19 e 20 para a
irradiacdo com simulador solar ambiental atravéslasers 785 nm e 532 nm.

Optamos por considerar somente a intensidade aasdapois foi observado que ndo ha
mudancas significativas em sua largura a meia al(ffiwHM) em funcdo do tempo de
exposicdo. O mesmo procedimento com a medida daléreu a resultados equivalentes ao da
medida de intensidade, e ndo sdo aqui apresentados.

A normalizacdo das proporcbes de pod de diamantdrgpainterno) em relacdo as
propor¢cfes em massa de bactéria e substratosnforada utilizando o microRaman de bancada
com o laser em 785 nm. Pode-se observar atravétestes experimentais no desenvolvimento
do protocolo de medidas que a intensidade da bdmgedrao interno € muito mais intensa em
relacdo as bandas dos carotenoidesDdaadiondurans.ApOs os testes de proporcdo dos
componentes para a montagem das pastilhas foranadas as exposicdes aos diferentes

ambientes e 0 mapeamento das amostras por espepisoRaman.
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Figura 19 - Comparacéo das intensidades das bandas cacat’54513 cnt daD. radioduranspura e
em diferentes substratos apés serem irradiadasipeldador solar UV ambiental por diferentes tempos
de exposicdo. Medidas realizadas com espectrométroRaman de bancada com laser em 785 nm.
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Na comparacao dos gréaficos apresentados na fi@yrpotle-se observar a tendéncia da
diminuicdo do sinal das bandas em ca. 1154 enl513 cmt da D. radioduransquando
misturadas em diferentes substratos apos exposgzdonulador solar. No gréafico da mistura da
cultura da bactéria com o Siho ponto de 15 h de exposi¢ao ao simulador s@ama falha,
pois ndo foi possivel detectar as bandas do caidign possivelmente devido a néo-
homogeneidade da pastilha ou a algum erro expetamen

Nas misturas dB. radioduranscom FeO(OH) e com solo simulado de Marte, obsseva-
um maior erro estatistico nas medidas, isso é desidlificuldade de se obter o sinal do
carotenoide pela grande fluorescéncia dos substraopossivel ndo-homogeneidade das
pastilhas. Mesmo com grande erro estatistico, paderhservar a tendéncia na diminuicdo da
intensidade do sinal apds exposi¢ao a radiacdo siatalada. Na maioria dos casos em que foi
possivel uma boa medida do sinal, nota-se uma digdio abrupta ap6s a primeira irradiacao e
depois relativa estabilidade, com ligeiro decréscim

Nas compilagcdes dos gréaficos na figura 20, podeotservar a mesma tendéncia de
gueda na intensidade do sinal do carotenoide d@rimt¢anto para as misturas nos diferentes
substratos como nas pastilhas puras (somente ottéribze po de diamante).

N&o sédo apresentadas barras de erro nesses grabeosoram realizadas medidas de 4
pontos das pastilhas com o Raman portatil comey s 532 nm, por limitacdes experimentais,
inviabilizando a definicdo correta da distribuigdstatistica. No entanto, mesmo com a baixa
estatistica de pontos por amostra e pior razaéb isiitlo em relagdo ao microRaman de bancada,
pode-se observar a mesma tendéncia na diminuicéotelssidade de deteccdo do sinal das
bandas dos carotenoides.

Tanto nos substratos mais escuros (solo simuladdMaige e FeO(OH)) como nos
substratos mais claros houve o efeito Raman ressogaando utilizado o laser em 532 nm, ou
seja o sinal das bandas dos carotenoides se intarein como esperado. E em alguns casos,
como das pastilhas com a mistura dos substratos esauros, houve a impossibilidade de
identificacdo do sinal do p6 de diamante devidoirdenso sinal das bandas do carotenoide
devido ao efeito Raman ressonante, o que impassibia realizagdo da normalizacdo nas

bandas pelo padréo interno. Este € o caso dos ftioges das figuras 20E e 20F.
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Figura 20 - Comparacao das intensidades das bandas ca. 1154%h8 crit daD. radioduranspura e
em diferentes substratos apés serem irradiadasipeltador solar UV ambiental em diferentes tempos
de exposicéo, através do espectrometro Ramanipoot@tlaser em 532 nm.
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3.2.2 Simulag&o na camara planetaria e espacial stkkoCam

A radiacdo UV é capaz de penetrar algumas cent@amicrometros nos diferentes
substratos (Parnedit al,2007 e Careet al, 2006), portanto os danos causados por ela devem
estar limitados a essa regido superficial do stdso se reflete em nossas medidas, pois
conseguimos visualizar os danos (diminuicdo densiade das bandas, pelas diferentes
técnicas) causados pelas condicbes ambientais iradéacdo até um certo limite temporal
(Verkaaiket al.,2015).

Apés as pastilhas das misturas e da bactéria sexpostas as condicbes marcianas,
conforme descrito na secao 2.2.2, observamos untirieia semelhante ao que ocorreu apos
diferentes exposi¢cdes ao simulador solar UV amalefiambém ha a tendéncia da diminuicdo
gradual do sinal das bandas do carotenoid® deadioduransapds exposicdo as condicdes
extremas das simulagdes, tanto com o laser 785588 am (figuras 21 e 22).

Observa-se que, para os substratos mais clardsaalus pelo laser em 785 nm, a queda
inicial apods se iniciar a exposi¢cdo aos difereatebientes foi menos abrupta para as condigbes
marcianas de simulagdo. E houve a mesma dificuldaeidentificacdo das bandas do
carotenoide para os substratos mais escuros dewvidefeito de fluorescéncia dos substratos,
figura 21. Isso ocorre, pois o efeito Raman € mentenso para o laser em 785 nm, e 0s
materiais tem alta absorcdo da luz (especialmemteaso do laser em 523 nm), piorando a
relacdo sinal/ruido dos espectros e a consequetdegdo das bandas.

Comparando a analise através do laser portatil3mi e com o microRaman em 785
nm, em relacdo aos dois ambientes simulados, aaqieedntensidade do sinal das bandas do
carotenoide foi mais intensa quando expostas adaior solar UV ambiental.

Também néo foi possivel realizar o tratamento @dalos para as pastilhas que néo foram
expostas a irradiacdo das misturas da bactériaccenio simulado de Marte (JSC), e ap0s a
exposicdo a 10 kJAma mistura das bactérias com o FeO(OH), apresentaddigura 22,
devido ao efeito Raman ressonante nas bandas dtemaide. As bandas do carotenoide se
intensificaram e néo foi possivel detectar o silsabanda do p6é de diamante nos espectros, com
isso néo foi possivel realizar o calculo da noreagifio das bandas em relacdo ao padréo interno
de cada pastilha.
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Figura 22 - Comparacao das intensidades das bandas ca. 1154508 crt daD. radioduranspura e

em diferentes substratos apés serem irradiadastnaGam, através do espectrdmetro Raman portatil

532 nm.
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3.3 Medidas de reflectancia difusa com esfera inteadora dos substratos €. radiodurans

Utilizamos o espectrofotdbmetro de bancada no UVédis uma esfera integradora para
identificar as bandas de absorcdo dos substratiasbactéria. Na primeira anélise obteve-se a
absorcdo dos substratos puros para analisar ondenmantram as bandas de absorcao
caracteristicas de cada material e poder compsiésta as bandas de absorgédo dos carotenoides
daD. radiondurans.

Na figura 23 sdo apresentados os espectros debabs@ dos diferentes substratos.
Observa-se duas classes de materiais, os mais,ctammo SiQ, Al.Os e CaCQ apresentaram
valores de absorbéancia baixas, em alguns casosruh@@ ser menores que do proprio branco
utilizado, enquanto que os mais escuros (FeO(OBB&1-Mars), com forte cor avermelhada,
apresentam absorbancias altas, acima de 1, emableada regido espectral investigada.

Em torno de 350 nm h& um aumento abrupto na als@mgéalguns casos. Isso é um
artefato gerado quando o equipamento realiza a trotomatica das lampadas de emissao.

Na figura 24, podem-se observar bandas de absdegBoradioduransentre 400 e 550
nm como esperado para 0s carotenoides presentes;dmo uma absorcéo intensa entre 220 e
300 nm (provavelmente por compostos ciclicos pteseam aminoacidos, acidos nucléicos,
acucares). Nao é trivial fazer atribuicbes das asmt® absor¢do do organismo inteiro, portanto,
essas indicagbes devem feitas com cautela. Quaislorada nos diferentes substratos, essas
bandas se tornam menos visiveis. Nos substratasesairos, como o solo simulado de Marte
(JSC) e 0 FeO(OH), ndo conseguimos observar a lwndhsorcédo dos carotenoides, pois esses
substratos apresentam, por si mesmos, uma grandercab de 200 até 600 nm,
aproximadamente. J& 0os materiais mais claros cafdg 6aCQ, e AkOs, tém uma absorcao
muito menor nessa regido espectral, permitindoaaednedida dos sinais caracteristicos da
absorcéo dos carotenoidesRlaradiodurans apesar de menos evidentes que no caso da bactéria

pura.
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Munk e convertidos para absorbancia.
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3.4 Medidas de reflectancia difusan situ na linha TGM

Com a comprovacgao da possibilidade de detecca@uidabde absorcdo do carotenoide
obtidos pelo espectrometro de bancada com umaadstegradora, pode-se iniciar as medidas
in situdo biomarcador escolhido analisando sua degradacéo.

Nas medidas de reflectancia difusasitu na linha TGM do LNLS foi possivel observar
as bandas caracteristicas @aradioduranspara a pastilha da bactéria pura e para as nsstura
com substratos (espectro apresentado na figuren28pmparacéo com espectro de referéncia da
literatura para a bactéria inteira).

. D. radiodurans (Hegde.; 2015) D. radiodurans (TGM)
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Figura 25-Em (A) espectro de reflectancia Bainococcus radiodurandgo banco de dados (Hegde.;
2015), e em (B) a medida da reflectancia obtidinha TGM. Em (C) temos o espectro da absorgéo da
deinoxantina extraida da radiodurans(Lemee.; 1997).

Em sdlidos, as bandas sao tipicamente mais lapasisso ndo € possivel observar
detalhes da estrutura do espectro eletrbnico daoxintina em solucdo (Figura 25C). Além

disso, a comparacéo direta entre 0os espectrosati@ribainteira e da deinoxantina extraida néo
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pode ser feita de maneira trivial, pois na bactérigigmento ndo esta isolado e estd em um
ambiente quimico diferente. Pode haver contribuigdoabsorcdo por outras moléculas do
microrganismo, além de deslocamentos das bandasfgitos de solvente. Para os espectros de
referéncia da base de dados da Cornell Univérsipmparado com o obtido na linha TGM,
figura 26, pode haver algumas diferencas devidooadicoes de medidas, e dos equipamentos
utilizados. Mesmo assim, eles sdo compativeis.

Apés as pastilhas com as misturas serem prepaeaitiaeridas na estacao experimental
da linha de luz TGM, foram coletados os especteosldorbancia de cada pastilha para verificar
as caracteristicas da banda de absorcdo do cadsefigura 26.

Foi necessario modificar a propor¢cdo em massa kossmulado de Marte (JSC) para
bactéria, para 90% de substrato para 10% de bmcEssa modificacdo foi necesséaria devido a

grande absorcéo do substrato, o que impossibditcigualizacédo da banda do carotenoide.

3 Disponivel em http://biosignatures.astro.cornell.edu/
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Figura26 — Espectros de absorbancial@@inococcus radiodurangura e da mistura da bactéria com os
substratos obtidos na linha TGM.
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3.5 Simulag&o de UV espacial na linha TGM

Utilizando o procedimento descrito no item 2.4,l@aanos a variagdo da intensidade da
banda de absorcdo em 519.34 nm, observada no respedD.radiodurans(figura 27), em

funcdo do tempo de exposicdo ao feixe branco ta MMGM.

D. radiodurans

0,20

0,154

0,104

Absorbancia [u.a.]

0,054

0,004

I L LI ¥ LI ¥ L} ¥ L} 4 L} 4 L] 4
350 400 450 500 550 600 650 70O
Comprimento de onda [nm]

Figura 27 — Espectro de absor¢ao obtido na linha de luz TGMP6IVIs.

Para essa banda observada da bactéria, ha umadendé diminuicdo na variacdo da

refletividade (delta de reflectancia) com o temgoeatposicao ao feixe, 0 que é equivalente a
dizer que ha um aumento na reflectancia devido a diminuicdo na absorcdo nessas faixas

espectrais. O tempo de decaimento para essa bairditefente em cada substrato, observado na

figura 28.
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Figura 28 — Delta de reflectancia ap6s exposicaddaadioduranse misturas em diferentes tempos na
linha TGM, normalizados por uma corrente de 200mA.

Analisando experimentalmente, através dos espegqtone-se observar que o tempo de
meia vida do sinal do carotenoide varia dependeéiodsubstrato conforme a tabela 01.
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. Tempo para meia

Pastilha vida do sinal [min]
D. radiodurans 25
D. radioduranst+SiO, 25
D. radioduranst CaCQ 110
D. radiodurans+ Al>Os 50
D. radiodurans+ JSC 25
D. radiodurans+ FeO(OH) 40

Tabela 01 -Comparac¢éo do tempo para meia vida do sinal ddesainle das pastilhas submetidas as
condicdes experimentais da linha TGM.

Dentre as misturas analisadas e apresentadasata ¢4 pode-se observar que a maior
meia-vida foi a com CaCem cerca de 110 min. Podemos interpretar que efsge foi
causado pela protecao conferida contra a fotodagéad pelo substrato, ou por uma leve

alterac&o na coloracéo do substrato puro pelamgasie algum contaminante.

4 CONCLUSOES

Foram realizadas simulacdes ambientais com dileseocbndi¢bes, apds as quais foi
possivel observar o sinal das biomoléculas porotgseopia Raman. As bandas em ca. 1154 e
1513 cm* foram monitoradas em funcédo do tempo de exposigd@mbientes simulados de alta
radiacao.

Observamos tipicamente uma queda rapida na intaesidas bandas dos carotendides,
no inicio da simulagéo, seguida de uma estabil@zapd mesmos, sem alteracdes significativas
nos diferentes substratos. Na pastilha com sombatéérias e pd de diamante também
observamos essa tendéncia, e a possivel proteciio gep devido as células degradadas nas
camadas superficiais da pastilha. Com os resultaltidos, podemos concluir que as camadas
superficiais do substrato agem como protetor eacéel a radiacdo, e que, abaixo de algumas
poucas centenas de micrdmetros, seria possivehgacdiomoléculas menos fotodegradadas,

portanto, melhor preservadas.



41

Como foi possivel medir os espectros Raman em sassallacdes, é de se esperar que
em Marte também seja possivel aplicar a mesma woletgid, sem ser necessario raspar ou cavar
a superficie. No entanto, em Marte o ambiente tiadianclui também particulas carregadas de
alta energia, provenientes do vento solar e ra@msnicos, que podem fazer com que a
profundidade para encontrar moléculas preservagastsior, fora do volume de interacdo do
laser usado, e isso deve ser levado em conta pasapuoposta mais realista de medidas
espectroscopicas.

Os espectros obtidos no Raman portatil foram maigosos que os obtidos com o
sistema de bancada, mas como o carotenoide amederib de Raman ressonante com o laser
532 nm, ha um aumento significativo na intensidafte sinal das bandas do mesmo,
compensando essa limitacdo. Atualmente é o mebrutidato a ser enviado ao planeta Marte
para a busca de bioassinaturas como os carotenoideha pontos negativos, especialmente em
substratos com forte absor¢édo nessa regiao edpeotra o0s ricos em 6xidos e oxi-hidroxido de
ferro. Neste caso, o laser no NIR pode apresergaird vantagem, mesmo sem o efeito
ressonante. Em qualquer um dos casos, deve-se davatonta que, neste trabalho, foram
analisados apenas substratos puros. Quando h& tlacoutros elementos, como terras raras,
podem acontecer efeitos de luminescéncia que Eodegroduzir emissdes intensas capazes de
mascarar o sinal de eventuais biomoléculas. Noveanensubstrato tem um papel muito ativo
na capacidade de deteccao de bioassinaturas podasétspectroscopicos.

Com a técnica de reflectancia tanto em bancada eobaseada em fibra dptica na linha
de luz TGM do LNLS, foi possivel monitorar a intefexle da banda de absor¢édo ca. 520 nm
para caracterizar a degradacdo da biomoléicukitu durante a simulacdo espacial usando a
radiacdo sincrotron.

Comparando os resultados das medidas de absordd¥-vis (por reflectancia difusa)
com Raman, estes se mostraram concordantes e coempéges, o que indica que a associacao
dessas duas técnicas espectroscopicas relativasiengkes e robustas pode ser feita para dar
mais confianca a interpretacao dos resultadosmeadidasn situ.

Em relacdo as medidas de reflectancia de bancadaaesfera integradora e as obtidas
através de um sistema com fibra éptica e espectroéma linha TGM do LNLS, observamos
gue as medidas na linha de luz apresentaram umaagéo sinal/ruido, pois a esfera integradora

soma todo o sinal refletido da amostra, enquantibra Optica capta apenas uma fracdo do
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angulo sdlido total da luz refletida. Mesmo comaelisiitacdo, foi possivel obter informagéo
suficiente para caracterizar a degradacdo do rahteidlogico in situ durante a simulagéo
espacial usando radiacao sincrotron. A metodolbgg&nvolvida podera ser aplicada para outros
experimentos que tenham interesse em analisaeraglb de materiaia situ e em tempo real
nas simulagbes, com outras biomoléculas ou magriaclusive de interesse em aplicacdo

tecnologica.
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